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LISTA DE ABREVIERI SI SIMBOLURI

CHR = chirurgie

CHT = chimioterapie

DTIC = dacarbazina

MDA = malonilaldehida

mmc = melanom malign cutanat
mmu = melanom malign uveal

OS = supravietuire generala

OR = odds ratio

RFS = supravietuire fara recidiva

RT = radioterapie

sinb = tehnica ganglionului santinela
Sn = sensibilitate

so = antioxidanti totali

Sp = specificitate

SRO/ROS = specii reactive de oxigen
ta = tioli albuminici

VEGF = factorul de crestere endoteliald vasculara

VEGFR = receptorul factorului de crestere endoteliala vasculara



1. INTRODUCERE

Lucrarea de fata reprezintd rezumatul tezei doctorale cu titlul ,, Influenta micromediului
asupra cresterii si dezvoltarii melanomului malign”. Teza prezintd rezultatele cercetarii
efectuate in cadrul Scolii Doctorale a Universitatii de Medicina si Farmacie ,,Carol Davila”,
Bucuresti, in perioada 2013 — 2019.

Melanomul malign, desi relativ putin frecvent comparativ cu restul neoplaziilor
cutanate, este responsabil de cele mai multe fatalitati prin cancer de piele. Desi aceastd boala nu
impresioneaza neaparat prin incident, ea pune probleme deosebite din punct de vedere medical
atat pacientilor afectati cat si clinicienilor nevoiti sd se confrunte cu o boald cu o evolutie de
multe ori dramatica si, istoric, cu putine resurse terapeutice. Tn Romania, cel mai des, fiecare
medic oncolog intdlneste pacienti cu melanom in diferite stadii evolutive, punandu-si mereu
intrebari atat despre cel mai bun mod de abordare clinica, dar si intrebari de ordin stiintific,
despre misterele Tnca neelucidate ale biologiei melanomului in general, intrebari care, de multe
a depista cat mai precoce aceasta boala, sau de a o preveni, despre mecanismele de actiune ale
medicamentelor disponibile, despre limitele lor, despre modul inomogen si greu previzibil al
modului in care boala raspunde la tratament, de la caz la caz.

Din punct de vedere epidemiologic, cancerele cutanate reprezintd cele mai frecvente
neoplazii, estimativ 9-13% din total [1, 2]. Dintre acestea, desi melanomul malign reprezinta nu
mai mult de 5-7 %, el este responsabil pentru un procent de aproximativ 75% din totalul
deceselor prin cancer de piele [3]. La nivel mondial, incidenta melanomului malign este de
aproximativ 230 000 de cazuri pe an (1,6 la suta de mii de locuitori), conform site-ului

Globocan, fiind una dintre incidentele cu cea mai rapida crestere in randul bolilor neoplazice.

Melanomul malign isi are originea in melanocite, celule ale crestei neurale ce, pe
parcursul ontogenezei, migreazd in epiderma, meninge, uvee si mucoasa ectodermului.
Melanocitele rezida in stratul la nivelul jonctiunii dintre derm si epiderm (stratul bazal al
epidermului) si au rol protector prin productia de melanina. Cauza acestei boli ramane un
subiect intens dezbatut la nivelul comunitatii stiintifice, unu dintre factorii de risc cei mai

studiati fiind expunerea la radiatii ultraviolete. [4]



Tratamentul melanomului malign cutanat Tn fazele incipiente este strict chirurgical, cu
rate mari de vindecare, boala impresionand in schimb din cauza atat a morbiditatii cat si din
cauza inexorabilitatii in fata tuturor mijloacelor terapeutice in fazele avansate sau metastatice,
cu evolutii dramatice pentru pacienti si frustrante pentru clinicieni, zi de zi. Istoric, melanomul
malign s-a dovedit foarte rezistent la terapia oncologica, reprezentatd pana de curand in principal
de chimioterapia clasica. Ultimii ani au adus progrese in ce priveste tratamentul sistemic al
melanomului, cu sperante in termeni de rate de raspuns si ameliorare a morbiditatii. Respectivii
pasi sunt reprezentati de doua metode terapeutice: inhibitorii de tirozin-kinaza (TKI), molecule
mici, destinate bolilor la care se descopera mutatie la nivelul genei BRAF, mutatia V600, cu
rate de raspuns crescute, pana la 80%; [5] si imunoterapia moderna, mai precis manipularea
raspunsului imun, prin deblocarea farmacologica a unor ,,frane” la nivelul celulelor imune, cu
scopul atacarii directe a celulelor tumorale, concept ce s-a dovedit viabil si pentru alte neoplazii.
[6] Ambele tipuri de tratamente au demonstrat prelungirea supravietuirii generale la niveluri
superioare fatd de solutiile anterioare.

In mod dramatic, melanomul malign poate lua nastere si la nivel ocular. Uveea, denumiti
si stratul uveal sau tractul uveal, reprezinta stratul mijlociu dintre cele trei straturi concentrice
care formeaza ochiul. Constituentii uveei sunt irisul, corpul ciliar si coroida. Din celulele
pigmentare (melanocite) ale acestor componente pot lua nastere tumori maligne. Melanomul
uveal (MMU) este cel mai frecvent cancer ocular al adultului, [7] cu o incidenta de 10 — 20 de
ori mai redusa ca melanomului cutanat si cu un varf al incidentei in jurul varstei de 50 — 60 de
ani; cauzele producerii sale sunt necunoscute pana in prezent. Melanomul uveal poate lua
nastere oriunde la nivelul uveei, fiind uneori denumit tocmai in functie de aparentul sediu
primar: coroidian, al irisului sau de corp ciliar. Tumorile mari pot sd invadeze mai multe
structuri simultan.

Tratamentul melanomului malign uveal raiméane in mod special problematic, in conditiile In
care, daca boala pretinde resurse suplimentare metodelor clasice reprezentate de chirurgie si
radioterapie, ratele de raspuns la terapia sistemica de orice fel, inclusiv terapiile moderne de

relativ succes in melanomul cutanat, sunt mult mai mici.

2. TPOTEZA DE LUCRU SI OBIECTIVE



Stresul oxidativ se defineste ca alterarea mecanismelor care tin 1n echilibru producerea de
specii reactive de oxigen si eliminarea lor, respectiv a balantei Intre factorii pro-oxidanti si cei
anti-oxidanti. Acest dezechilibru poate avea efect distructiv la nivel molecular si celular, cu
rasunet la nivelul Tntregului organism. Stresul oxidativ poate activa o serie de factori de
transcriptie ce pot activa inclusiv gene implicate in procesul tumoral (factori de crestere,
citokine inflamatorii, etc.). [8]

S-a demonstrat o corelatie si intre existenta cancerului, Tnh majoritatea tipurilor de cancer, si
nivelurile crescute de specii reactive de oxigen (SRO), incriminate in mecanismele de progresie
tumorala, de metastazare, de eludare a sistemului imun, de imortalizare celulara, de angiogeneza
si de rezistenta la tratament. In cancer sursele suplimentare de specii reactive de oxigen sunt:
activitatea metabolica crescuta la nivel celular, disfunctiile mitocondriale, activitatea
peroxizomica, sporirea semnalizarii intracelulare, activitatea oncogenica, cresterea activitatii
oxidazelor, lipoxigenazelor, ciclooxigenazelor si timidin-fosforilazelor si activitatea imuna.
Totusi s-a constatat ca celulele tumorale prezinta si mecanisme reglatorii ale speciilor reactive
de oxigen, fapt care sugereaza ca si celula tumorala are nevoie sa mentina un echibru al acestora
pentru a putea supravietui. Acest lucru sugereaza imediat potentialul terapeutic al interventiilor
asupra acestor mecanisme delicate la nivel tumoral, in speranta de a combate cancerul. [9]

Ca ipoteza de lucru, am plecat de la conceptul de micromediu, respectiv relatia pe care o
tumord maligna deja constituitd il are cu mediul inconjurdtor, cu tesutul fiziologic in care ia
nastere, cu celulele sistemului imun, vascularizatia, si diferentele observabile in ce priveste in
primul rdnd metabolismul oxidativ. Am presupus ca aceste diferente pot fi analizate si descrise,
in scopul ca, ulterior, sa constituie markeri cu valoare in diagnosticul si monitorizarea
melanomului malign si, potential, modalitati de evaluare obiectiva a raspunsului la tratament si
chiar tinte terapeutice.

Obiectivele cercetarii au fost urmatoarele:

stabilirea viabilitatii unui model de cercetare experimental, pe soareci de laborator
inoculati cu celule de melanom malign, analizat din punct de vedere morfologic si al
expresiei a trei markeri ai stresului oxidativ (tiolii albuminici, peroxizii lipidici si
antioxidantii totali);

- extinderea cercetdrii catre un model observational pe subiecti umani, respectiv pacienti

cu melanom malign cutanat si melanom malign uveal;



- analiza corelatiei intre existenta unei tumori/evolutia tumorald/indepartarea sau

contracararea tumorii prin tratament si stresul oxidativ, la pacientii cu melanom malign.

3. METODOLOGIE

Metoda aleasd a fost o cercetare translationald. Primul obiectiv a fost cel al obtinerii unui
model experimental, pe animale de laborator (soareci), stabil din punct de vedere morfologic si
biochimic, care sa permitd translatarea/extinderea spre un model clinic, pe subiecti umani.
Urmatoarea etapa a fost cea de extindere a modelului de cercetare pe un lot de pacienti umani,
cu evaluarea acelorasi markeri ai stresului oxidativ (peroxizii lipidici, tiolii albuminici si
antioxidantii totali). Aceasta etapa a fost impartita in trei sub-etape: prima sub-etapa a urmarit
in dinamica evolutia markerilor la un lot de pacienti cu melanom malign cutanat; cea de a doua
sub-etapa a urmarit acelasi lucru pe un lot de pacienti cu melanom malign uveal, la care au fost
aplicate si studiate comparativ trei metode terapeutice (chirurgie, radioterapie si tratament
sistemic — chimioterapie); iar cea de a treia sub-ctapa a fost constituita de analiza combinata a
celor doua loturi de pacienti umani impreuna. Scopul principal al cercetarii a fost o analiza
descriptiva vis-a-vis de evolutia in dinamicd a markerilor stresului oxidativ pe o cohorta
urmaritd prospectiv.

Pentru etapa pe subiecti umani au fost inrolati 45 de pacienti cu melanom malign cutanat,
respectiv 19 femei si 26 de barbati, cu varste cuprinse intre 30 (cel mai tanar) si 84 (cel mai
varstnic) de ani (varsta medie — 58,2 ani, mediana 59), care s-au prezentat in perioada ianuarie
2014 — martie 2018 pentru consultatie in cadrul Ambulatoriului de Oncologie Medicala al
Spitalului Clinic Colentina si si-au dat acordul scris pentru participare in studiul observational.
De asemenea a fost investigat si un lot de 44 de pacienti cu melanom malign uveal, pacienti
aflati in baza de date a Institutului de Oncologie ,,Al. Trestioreanu” Bucuresti; acest grup a fost
constituit din 14 pacienti tratati cu radioterapie, 18 pacienti tratati chirurgical si 12 pacienti
tratati atat prin enucleere dar si cu tratament sistemic. Pacientilor, dupa obtinerea acordului
informat, li s-au Tnregistrat detaliile medicale referitoare la boala si li s-au efectuat recoltari
inseriate de probe de sédnge ce au fost folosite pentru determinarea nivelurilor serice ale

markerilor stresului oxidativ: tiolii albuminici, peroxizii lipidici si antioxidantii totali.



Prelucrarea statistica a datelor in studiul prezent s-a realizat in programul SPSS 22.0 FOR
WINDOWS.

Tn studiul prezent s-au utilizat parametrii epidemiologici; au fost exprimati sub forma unor
variabile nominale- sex, mediu, grupe de varsta, stadiu, recidiva. Analiza a cuprins masurarea
frecventei, a modulului (valoarea cea mai frecventa) si a procentului. Parametrii biologici
masurati au fost exprimati sub forma de variabile continue cantitative masurate in diferite
momente (POL, TA, SO, varsta, Ki67). Pentru acestea s-au calculat valorile extreme, media si
deviatia standard. Totodata s-a verificat ipoteza normalitatii atat prin aprecierea existentei unei
simetrii cu ajutorul medianei, cat i prin utilizarea altor teste de normalitate (Kormogorov-
Smirnov, Shapiro-Wilk). Ca si prag de semnificatie statistica a fost ales p<0.05. Dacia aceasta
conditie nu a fost respectatd, s-a testat posibilitatatea existentei unui alt tip de repartitie a
valorilor parametrului respectiv (repartitiec exponentiala, chi patrat). Ulterior s-au aplicat teste
neparametrice pentru loturi independente (Kruskal- Wallis, Mann- Witney) si au fost calculati
coeficientii de corelare neparametrici.

T test a fost folosit pentru a examina efectele unei variabile independente asupra uneia sau
a mai multe variabile dependente. Utilizarea acestuia a fost rezervata analizei a doua loturi
independente sau doua niveluri a unei variabile cu categoriale cu multiple niveluri. Rezultatele
acestui test au ajutat pentru a vedea daca cele doua metode difera in mod semnificativ.

Testul ANOVA este un test de comparare a mediilor. Comparativ cu testul Student, acesta
permite compararea mediile mai multor esantioane sau mai multe niveluri. Anova se poate
aplica insi pentru esantioane cu dispersii egale. In cazul mai multor niveluri a variabilei
independete se utilizeaza analiza post hoc cu testul Bonferroni care permite compararea pe
perechi.

Pragul de semnificatie statisticd a fost stabilit pentru p=0,05. Daca p<0,05 atunci este
semnificativa la pragul de semnificatie de 95%. [10]

In cadrul analizei diferentelor intre diferite momente s-a utilizat Linear general model for
repeated measures. Acesta reprezinta o varianta a testului ANOVA pentru masuratori repetate.
Acesta presuspune analiza efectului de interactiune a doud variabile independente in diferite
momente.

Pentru stabilirea prezentei unei legaturi intre variabile S-a utilizat anliza de corelatie

Pearson. Coeficientul r, prin semnul sau =/- permite aprecierea unei relatii negative sau pozitive



intre parametri. Valoarea acestuia apreciaza gradul de legatura: <0.3- relatie slaba, 0.3-0.4
relatie moderatd, >0.5- relatie stransd. Aceasta a fost utilizatd pentru stabilirea unei legaturi
cauzale intre diferiti parametri (TA, SO, POL, varstd, Ki67). In cazul prezentei unei varibile
categoriale, stadiu, tip diagnostic a fost masurat coeficientul neparametric Spearman’rho.

Valoarea predictiva a unor parametri (variabile independente- SO, TA, POL) asupra tipului
de neoplazie sau a stadiul evolutiv al bolii (variabila dependenta), a fost analizata cu ajutorul
regresiei multinominale sau a modelului de regresie logistica. Pentru a testa daca regresia
logistica este statistic semnificativa se utilizeaza o varianta a testului Chi patrat pentru un singur
grad de libertate. OR reprezinta raportul sansei de succes raportatd la sansa de insucces.
Calcularea coeficientului beta permite masurarea efectului pe care il are o variabila
independenta asupra variabilei dependente. O valoarea < 0 reduce efectul in timp ce o valoare
> 0 1l mareste. Construirea modelului de regresie s-a facut cu ajutorul mai multor metode
(stepwise, forward sau LR- likelihood- ratio).

Regresia logistica este 0 metoda statisticd cu ajutorul careia se analizeazd daca existd sau
nu o legaturd functionald intre o variabilda dependentd §i una sau mai multe variabile
independente. Variabila dependenta este o variabild binara (date nemasurabile, ordinale sau
nominale, de tip da/nu, bolnav/sandtos). Acestei variabile 1 se atribuie in mod conventional
valoarea O (pentru valoarea de referintd) fie valoarea 1. Regresia logistica permite analiza datelor
prin care se poate diferentia intre doua grupuri, cum ar fi intre doud diagnostice sau intre doua
conditii de boald. Aceasta analiza ne ajuta in intentia noastra de a face prognoze. [11]

Pentru a testa daca regresia logistica este statistic semnificativd se utilizeaza o variantd
special adaptata a testului Chi patrat. In acelasi timp se calculeaz si patratul coeficientului de
regresie. Acest test reprezintda o metoda in a stabili corelatia dintre factorii de prognostic si
evolutia pacientului, etc. [11]. Pentru a evalua semnificatia coeficientilor am utilizat testul Wald
care reprezinta raportul dintre patratul coeficientului de regresie si patratul erorii standard a
coeficientului. Ulterior, pentru a evalua gradul de asociere dintre variabilele independente si
variabila dependenta am calculat indicatorii Cox si Snell si Nagelkerke. Acesti indicatori au
rolul de a masura gradul in care existd o compatibilitate intre observatii si predictii si anume
gradul de corectitudine a predictiilor. [12]

.....

Sensibilitatea (Sn) este probabilitatea de a avea testul pozitiv, atunci cand esti bolnav, sau



proportia celor cu test pozitiv printre bolnavi (bolanvii cu test pozitiv / toti bolnavii).
Sensibilitatea unui test este puterea acestuia de a descoperi boala; cu cét testul este mai sensibil,
riscul este mai mic sa scape bolnavi nedescoperiti. Specificitatea (Sp) este probabilitatea de a
avea testul negativ, atunci cand esti sanatos, sau proportia celor cu test negativ, printre sanatosi
(sanatosii cu test negativ / toti sandtosii). Un test specific este foarte util pentru a pune
diagnosticul de boald, cand acesta este pozitiv, pentru ca specificitatea este invers proportionald
cu rata fals pozitivilor. [13]

Reprezentarea grafica s-a efectuat cu ajutorul curbei ROC. Aceasta exprima relatia dintre
sensibilitatea si specificitatea unui test diagnostic. Precizia globala a acestuia se cuantifica prin
aria de sub curba (AUC). [13]

Youden index permite stabilirea beneficiului utilizarii unui test diagnostic. Formula este
reprezentata de: Sn(%) + Sp(%) - 100. Valoarea acestuia trebuie sa fie>50% pt a sustine
utilizarea testului diagnostic analizat.

Youden point reprezinta valoarea cut- off pentru care avem cea mai inalta Sn si Sp pe curba
ROC.

Reprezentarea grafica a variabilelor analizate in studiu a fost realizata cu ajutorul graficelor

tip COLUMN, pie, scater- plots, ROC curve, box- plots.

4. REZULTATE

A - ETAPA EXPERIMENTALA

Dupa inocularea soarecilor de laborator cu patru linii celulare de melanom (B, C, D si F),
am efectuat o analiza morfologica a tumorilor si o analizd biochimica prin pasaje inseriate.

Din punct de vedere morfologic, tumorile sunt intens pigmentate, bine incapsulate, de
consistentd flasca. Prezintd crestere locala invaziv-infiltrativd in musculatura abdominala
subiacenta. S-a observat necroza avansatd in cazul melanomului C — imagini nesatisfacatoare.
Tn toate cazurile s-au obtinut aceleasi aspecte macroscopice si viscerale. Efectuand inoculari in
diverse momente ale anului, pe loturi diferite de animale, am obtinut aceleasi caracteristici ale

tumorilor implantate, acelasi tip de evolutie, aceleasi manifestari clinice macroscopice. Aceste
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date ne Indreptatesc sd afirmam ca am obtinut o tumora experimentala stabila, reproductibila si
care poate sa reprezinte un instrument de lucru an vederea cercetarilor ulterioare.
Tn paralel a fost efectuata si o analiza biochimici a markerilor stresului oxidativ, la nivel
seric, la nivel de omogenat tisular tumoral si omogenat tisular hepatic, in pasaje inseriate.
Peroxizii lipidici au fost evaluati prin masurarea concentratiei dialdehidei malonice, produs
final al degradarii hidroperoxizilor lipidici proveniti din reactiile biochimice. Metoda se bazeaza
pe formarea unui aduct colorat in rosu (MDA-TBA2) care prezinta un maxim de absorbtie la

532nm.
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Reactia de peroxidare lipidica masurata in ser.
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Fig. 2
Reactia de peroxidare lipidica masurata in omogenat tisular hepatic.
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Fig. 3
Reactia de peroxidare lipidica masurata in omogenat tisular tumoral.

Grupele tiol-albuminice SH au fost determinate prin reactia cu acidul 5,5 -ditio-bis (2-
nitrobenzoic)/reactivul Ellman, notat DTNB. Reactia este cuantificabild spectrofotometric
formandu-se un complex cu un maxim de absorbtie la 412 nm. Intensitatea culorii este, in

concordantd cu legea Lamber-Beer, direct proportionala cu concentratia gruparilor SH

albuminice.
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Fig. 4

Profilul oxidarii proteinelor in dinamica cresterii tumorale,
determinate din ser.

Antioxidantii totali au fost si ei determinati din aceleasi probe biologice ca si parametrii

mai sus mentionati.
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B - MODELUL CLINIC - MELANOMUL CUTANAT

Am efectuat naliza valorilor medii a markerilor stresului oxidativ in populatia de pacienti

cu melanom malign cutanat, pe stadii clinice.
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Analiza valorilor medii a tuturor
determinarilor SO (antioxidanti
totali) in functie de stadiul bolii —
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C - MODELUL CLINIC - MELANOMUL UVEAL

Pacientii au fost urmariti clinic si biologic n dinamica pe durata a doi ani de la diagnostic,
respectiv inainte si dupa interventia medicala initiald, si ulterior la intervale regulate de 3-6 luni.
S-au obtinut 7 determinari de parametri biochimici ai stresului oxidativ: markerii peroxidarii
lipidice prin masurarea reactiei malondialdehidei (MDA) ca produs final, - antioxidantii totali
determinati prin capacitatea serului de a reduce fierul si gruparile tiol-albuminice totale (prin
metoda Shoshinsky), ca masura a degradarii oxidative a proteinelor circulante.

1) Valorile medii pentru lotul total de pacienti:
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Fig. 8

Peroxidarea lipidica (total)
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Gruparile tiol-albuminice (total)

Fig. 10

Antioxidanti totali (total)

2) Valorile medii pentru lotul tratat doar prin radioterapie:
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Fig. 11
Peroxidarea lipidica (RT)

Fig. 12

Gruparile tiol-albuminice (RT)
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Fig. 13

Antioxidanti totali (RT)

3) Valorile medii pentru lotul tratat doar prin chirurgie/enucleere:
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Fig. 14

Peroxidarea lipidica (chirurgie)
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Fig. 15

Gruparile tiol-albuminice (chirurgie)

Fig. 16

Antioxidanti totali (chirurgie)

4) Valorile medii pentru lotul tratat chirurgie si terapie sistemica postoperatorie

(chimioterapie):
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Fig. 17

Peroxidarea lipidica (chirurgie si chimioterapie)

Fig. 18

Gruparile tiol-albuminice (chirurgie si chimioterapie)
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Fig. 19

Antioxidanti totali (chirurgie si chimioterapie)

D - MODELUL CLINIC — STUDIUL COMPARATIV AL MELANOMULUI MALIGN
CUTANAT SI MELANOMUL UVEAL

Pentru identificarea unor modificari care sa ducd la elucidarea diferentelor aparute in
mecanismele de dezvoltare a celor doua tipuri de melanom cutanat vs. uveal, intai s-au analizat
statistic cele doua loturi de pacienti, urmarindu-se toti parametrii clinici si paraclinici studiati.
Asa cum a fost mentionat anterior, am avut in studiu doua loturi de pacienti, din care au fost
extrasi pentru prelucrare statistica 33 cu melanom cutanat si 25 cu melanom uveal, urmariti in

dinamica tratamentului.
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Peroxizi lipidici — cutanat
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Peroxizi lipidici — uveal
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Tioli albuminici - cutanat
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Tioli albuminici - uveal
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Antioxidanti totali - uveal
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Pentru toti pacientii investigati s-au efectuat o serie de teste biochimice care urmareau
metabolizarea oxigenului si instalarea stresului oxidativ in dinamica tratamentului. Trebuie sa
mentiondam ca indiferent de tratamentul administrat, scopul acestuia este de a reduce
dimensiunea tumorala, a imbunatati starea de sandtate relativa si calitatea vietii pacientului.
Drept urmare, avand in vedere omogenitatea loturilor analizate statistic, am urmarit reactia de
peroxidare lipidicia, comparativ la cele doud loturi, inregistrata la inceputul, la injumatatirea si
la sfarsitul tratamentului chimioterapic administrat pacientilor. Valorile medii obtinute prin
masurarea concentratiei finale de MDA, produs al degradarii lipidelor sub actiunea speciilor

reactive de oxigen sunt redate in graficul de mai jos.
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Fig. 26
Evolutia comparativa intre valorile medii ale POL (peroxizii lipidici) pe cele

doua grupuri de studiu (melanoma cutanat si melanoma uveal)
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Din punct de vedere statistic, nu s-a inregistrat o diferenta semnificativa intre cele doua
grupuri in diferite momente ale masuratorilor, momente care corespund dinamicii
tratamentului administrat.

Aceleasi calcule statistice au fost efectuate si asupra datelor obtinute prin masurarea
nivelului antioxidantilor. Graficul de mai jos prezinta valorile medii obtinute la pacientii

grupati in functie de localizatea tumorii melanice.
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Fig. 27
Evolutia comparativa intre valorile medii ale AO (antioxidantii totali) pe cele

doua grupuri de studiu (melanoma cutanat si melanoma uveal)

Pentru maasuratorile de antioxidanti totali, intre loturi s-au inregistrat diferente

semnificative statistic Tn dinamica determinarilor (p<0.001). Antioxidantii totali apar ca urmare
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a instaldrii unui stress oxidativ care reprezintd o debalansare a echilibrului homeostatic intre
producerea speciilor reactive de oxigen si abilitatea organismului de a capta aceste specii prin
sistemele de lupta antioxidante endogene. In cancer, prezenta tumorali in sine este inductoare
de stress oxidativ; insd si tratamentele anti-tumorale au capacitatea de a induce un stress
oxidativ, cu scopul de a distruge celulele tumorale prin procese degradative initiate la nivel

molecular.

Modificarile semnificative statistic Intre cele doua loturi indica mecanisme moleculare
diferite de semnalizare a activitatii antioxidante endogene. Ele sunt in crestere continuad in
melanomul cutanat, iar in cel uveal, la sfarsitul tratamentului, se inregistreaza o scadere a
nivelurilor masurate. Se sugereazd astfel instalarea unui stress oxidativ mai pronuntat in
melanomul uveal fata de cel cutanat, o intensificare a metabolismului oxigenului si o capacitate

mai scazutd de raspuns al organismului, o agresivitate crescuta a acestui tip celular.
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Fig. 28
Evolutia comparativa intre valorile medii ale TA (tiolii albuminici) pe cele doua

grupuri de studiu (melanoma cutanat si melanoma uveal)
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Comparand si cel de-al treilea parametru de stres oxidativ investigat, care se referd la
distrugerea oxidativa a proteinelor, masurandu-se tot un produs final si anume tiolii albuminici,
se observda modificdri semnificative intre cele doua loturi. Valorile sunt mai mari in cazul
pacientilor cu melanom uveal, confirmand incad odatd ipoteza anterioara, prin care am afirmat
cd In melanomul uveal existd un stress oxidativ mai mare decat cel care apare in urma
tratamentului melanomului cutanat.

In etapa urmitoare a calculelor statistice s-au urmarit analize de regresie pentru
parametrii investigati. Pentru inceput s-a efectuat o analizd de corelatie in vederea identificarii
legaturilor dintre variabilele (mai precis determindrile biochimice) efectuate. Aceasta analiza
are rolul de a urmari modul 1n care legaturile intre variabile pot influenta valoarea lor de markeri
predictivi.

In analizele de regresic a markerilor stresului oxidativ luati cate doi, s-a observat

corelatie pozitiva doar intre antioxidantii totali si peroxizii lipidici la prima determinare.
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Fig. 29

Dreapta de corelatie intre SO1 (antioxidantii totali) st POL1 (peroxizii

ntre cei doi factori (R=0.352 P=0.02).
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Interpretarea statistica efectuatd in continuare analizeaza cazurile de melanom malign
cutanat si uveal comparativ, rezultatele obtinute indicand faptul ca modelul ales in studiu este
sustenabil. Drept urmare, in continuare au fost analizati parametrii biochimici de stres oxidativ.

Valorile sunt redate in graficele urmatoare:
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Fig. 30
Analiza comparative a mediilor peroxizizilor lipidici pentru cele 2 populatii de

studiu (cutanat si uveal).

Din reprezentarea grafica a valorilor medii pe cele doua grupe de pacienti investigati se
observa ca reactia de peroxidare lipidica este mai intensa in melanomul uveal fata de cei cu
melanom cutanat. Cresterea semnificativd aproximativ de trei ori poate fi datda de
particularitatile metabolismului aerob in cele doua organe diferite (ochi vs. piele). Deoarece
pacientii cu melanom uveal au, in medie, valori mai mari decat cei cu melanom cutanat, putem

afirma ca stresul oxidativ, masurat prin oxidarea lipidelor, este mai intens in melanomul uveal.
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Fig. 31
Analiza comparativa a mediilor antioxidantii totali (SO1) pentru cele 2

populatii de studiu (cutanat si uveal).

Comparand si valorile medii ale nivelurilor serice ale antioxidantilor totali, ne asteptam
ca acestea sa fie n acelasi profil ca si peroxizii lipidici, adica sa existe o crestere la pacientii cu
localizare uveala fatd de cei cu localizarea cutanatd. Valorile Inregistrate nu confirma supozitiile
noastre, aratand cd rezultatele sunt comparabile intre cele doua tipuri de cancer. Nivelurile
antioxidantilor cresc odatd cu intensificarea reactiilor de oxidare, ca urmare a incercarii la nivel
celular de a pastra balanta oxidare/reducere 1in relativ echilibru. Faptul ca nu exista diferente
semnificative intre cele doua loturi, chiar daca in melanomul uveal nivelul oxidativ este mult
crescut, ne indreptateste sa afirmam ca in aceasta localizare se instaleaza un stress oxidativ

pronuntat, mai intens, cu o capacitate scazuta a sistemelor antioxidante endogene de a diminua

29



acest dezechilibru. Metabolismul aerob in melanomul uveal este pronuntat, distructiv, cu

producere in exces de specii reactive de oxigen si cu o capacitate de homeostazie minima.
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Fig. 32

Analiza comparative a valorilor medii tioli albuminici pentru cele 2

populatii de studiu (cutanat si uveal).

Daca in reactiile de peroxidare lipidica valorile sunt semnificativ crescute pentru lotul

cu melanom uveal, atacul speciilor reactive asupra proteinelor are drept rezultat cresterea

tiolilor albuminici. Aceasta crestere este de asemenea mai mare la pacientii cu melanom uveal.

Astfel putem afirma cu certitudine ca exista modificari legate de metabolismul oxigenului in

melanomul uveal fata de cel cutanat. Stresul oxidativ instalat este mai mare la nivelul ochiului.
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5. CONCLUZII

In prima etapa a cercetdrii am reusit crearea unui model experimental, pe soareci de
laborator, de melanom malign cutant care s-a dovedit stabil, fiabil si util pentru cercetare
translationala, atit din punct de vedere morfologic cét si din punct de vedere biochimic.

Pentru aceasta etapa nu am inregistrat modificari semnificative intre tumorile induse din
linii celulare diferite. In vivo celulele au reactionat probabil in alt mod decat reactioneaza ele in
cultura, rezultand un pattern de crestere diferit. In urma inocularilor de celule tumorale la
animalele de experienta s-a obtinut o tumorad experimentald, pentru care evolutia tumorala este
data de o crestere evolutiva functie de timp. Tumora se caracterizeaza si printr-o perioada de lag
de pana la 20 zile dupa care se inregistreaza o crestere rapida a volumului tumoral. Se observa
o evolutie diferita data de indivizi diferiti. In acest caz inocularea s-a efectuat cu un numar mai
mare de celule, ceea ce a dus la o evolutie explozivd a tumorii care a crescut din primele
momente ale inocularii, dar a determinat si moartea rapida a animalului. Se poate sublinia inca
o datd importanta numarului corect de celule care se grefeaza pentru a obtine un model
experimental fiabil si util.

Pentru tumorile experimentale obtinute s-a observat ca sunt tumori intens pigmentate, bine
incapsulate, cu o consistentd flascd. Cresterea locald este invaziv infiltrativa in musculatura
abdominala subiacentd. Dupa o perioada de timp toate prezintd necroza avansata.

In urma necropsiei animalelor purtdtoare de tumori se observa ficat marit, decolorat, friabil;
splind marita; rinichi decolorati, friabili; pulmoni cu aspect infiltrativ, limfonoduli
traheobronsici mariti, cenusii; metastaze pulmonare nedecelabile macroscopic.

Tumorile au crescut dupa o perioada de lag de 10 zile. Cresterea tumoralda a fost
inregistratd prin masurarea diametrelor tumorale si calcularea volumului tumoral. Valorile
obtinute nu modifica aspectul curbei evolutive.

Stresul oxidativ poate afecta toate moleculele organice ale celulei, care devin tinta
leziunilor : ADN, proteine, lipide, carbohidrati. Perspectivele pentru o interventie terapeutica
eficace pot esua, daca nu se cunoaste tinta inifiala a stresului oxidativ. De exemplu, se stie ca
ADN este tinta initiala a leziunilor produse de adaugarea H202 1n culturi celulare de mamifer,
astfel incit rupturile lantului de ADN apar Tnaintea peroxizilor lipidici ,,detectabili” sau a

proteinelor oxidate ,,detectabile”. Metoda de detectare a leziunilor produse asupra unor
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molecule tintd poate da informatii incomplete; astfel, evidentierea lezarii proteinelor prin
detectarea radicalilor carbonil in stadii initiale ale leziunilor poate fi negativa, dar determinarea
oxidarii guparilor — SH, care se produce mai precoce, este pozitiva.

Am constatat existenta a trei profile diferite in ce priveste reactiile de peroxidare lipidica,
in functie de fiecare tesut in parte: s-a observat o crestere continud a nivelurilor de
malondialdehidd (MDA); in ficat am observat o scadere a producerii MDA, ca urmare a
supresiei a sistemului monooxigenazei; la nivel tumoral, reactia descreste ca urmare a
modificarii structurale a lipidelor (scaderea cantitatii de acizi grasi polinesaturati de la nivel
membranar).

Pe durata progresiei tumorale a avut loc o intensificare a metabolismului proteic,
demonstratd prin rezultatele obtinute de la nivelul tuturor tesuturilor investigate. Ficatul este,
desigur, sediul sintezei proteice iar speciile reactive de oxigen au ca tinte preferentiale
metalotioneinele si glutationul. Se poate concluziona, deci, cd tumora isi dezvolta propriile
mecanisme de protectie, prin cresterea propriei sinteze de glutation.

La finalizarea reactiilor antioxidante, am obtinut instalarea stresului oxidativ, ceea ce
inseamnd un dezechilibru intre producerea de specii reactive de oxigen, in detrimentul
sistemelor naturale de antioxidanti care au capacitatea de a le reduce.

Aceste rezultate au demonstrat, ca atare, posibilitatea obtinerii de tumori maligne in vivo
prin inocularea la animalul de laborator de celule transformate. Mai mult, cresterea/progresia
tumoralad s-a dovedit fi asociatd cu un stres oxidativ ce poate fi incriminat a fi implicat in
activarea mecanismelor de angiogeneza (prin concentratii mici de specii reactive de oxigen).

Melanomul experimental obtinut poate fi un instrument de lucru viabil pentru
cercetarile ulterioare. Modelul este reproductibil, caracteristicile anatomice, biochimice,
agresivitatea, specificul evolutiei tumorii nu se modifica, ceea ce ne indreptateste sa afirmam ca
am obtinut un tip tumoral - unealtd utila in cercetarile translationale, adica de la experimentele
realizate pe culturi celulare, furnizoare de material pentru determinarile in vivo, se poate trece
la etapa urmatoare, de cercetare clinica.

Panad 1n prezent medicina/cercetarea translationala a fost mai mult un concept linear integrat
in abordarile traditionale (academice) de a oferi terapii specifice diferitelor afectiuni (din
cercetare in clinicd), fara a se acorda atentia cuvenita cercetarii orientate spre pacient care

implicd intelegerea cauzei primare a bolii si tratamentele ei (din clinica in cercetare). De
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asemenea, nu s-a acordat suficienta atentie mai multor aspecte socio-economice care sunt
asociate cu cercetarea sau medicina. De aceea au fost propuse noi definitii bazate pe intelegerea
bi- sau multidirectionala a cercetarii/medicinei translationale, care ar presupune in final
transferarea progreselor obtinute din cercetarea experimentala in stadiul clinic.

Mai departe, Tncercand a aplica rezultatele din modelul experimental (din laborator) la
pacientii Inrolati in studiu, am investigat in dinamica tratamentului aplicat parametrii biochimici
de stres oxidativ, considerand ca acestia pot furniza date suplimentare legate de metabolismul
celulei transformate malign, date care sa se coreleze cu procesul de angiogeneza si nu in ultimul
rand date legate de evolutia distructiva a celulelor maligne, urmarindu-se in egald masura si
eficienta tratamentului Urmarindu-se in dinamicd, se observa la toti pacientii investigati
cresterea intensitatii reactiei masurate, sugerandu-se, asa cum sunt prezentate datele si 1n
literatura de specialitate, cd prezenta tumorala se asociaza cu o crestere a stresului oxidativ,
dar exereza chirurgicald poate induce scdderea acestuia. Este de remarcat cad reactia de
peroxidare lipidica este o reactie cu mecanism inlantuit, efectele méasurate sunt totale, chiar si
cele la distanta, sugerand astfel cresterea concentratiei produsului final masurat. Deoarece acest
parametru singur nu poate sa ofere un tablou complet, s-au masurat si tiolii albuminici, masura
a intensitatii degradarii proteinelor sub atacul speciilor reactive radicalice ale oxigenului. Se
poate afirma ca proteinele nu reprezinta tinta primara a atacului oxidativ. Valorile
antioxidantilor totali urmariti in dinamica cresc individual, sugerandu-se activarea sistemelor
naturale de protectie antioxidanta, ca raspuns la un stres oxidativ instalat, dat de starea de boala.
Este greu a se afirma dacd aceasta crestere este data numai de andioxidantii endogeni, deoarece
nu s-a facut un studiu — chestionar asupra aportului de antioxidanti exogeni. Consideram ca
fiecare pacient este propriul sdu martor si valorile Inregistrate sunt raportate la valoarea intiala,
banuim ca nu au intervenit modificari esentiale ale stilului de viata pe parcursul perioadei de
investigatii. Se poate afirma cu certitudine ca tumora este un factor de stres oxidativ la care
organismul reactioneaza la nivel celular. Parametrii investigati prezinta valori concordante cu
starea de sandtate si pot fi utilizati in monitorizarea pacientilor.

In ce priveste pacientii cu melanom uveal, cresterea grupdrilor tiol-albuminice totale fata
de normal (valori normale considerate: peroxizii lipidici — 0-4 micromoli/100mililitri de ser;
gruparile tiol-albuminice - 350-450 micromoli/100ml; nivelul antioxidantilor totali - 0,9-1,6

micrograme/litru) sugereaza scindare a proteinelor, ulterior cu eliberare a grupdrilor tiol si
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cresterea concentratiei plasmatice, daca tinta principald a atacului oxidativ sunt lipidele. Ca
atare, se observa ca si proteinele sunt afectate prin cresterea grupdrilor tiol circulante, fiind
sugerata intensificarea stresului oxidativ relativ la metoda terapeutica aplicata.

Prin cresterea nivelului antioxidantilor totali (exces al speciilor reactive de oxigen/SRO) se
deduce incapacitatea/depasirea sistemelor de captare si contracarare a acestora, in special in
ultimele determinari, global vorbind, in conditiile cele mai probabile ale progresiei bolii
neoplazice

Radioterapia este in sine inductoare de stres oxidativ. Exista o particularitate a acestui
tip de tratament, care afecteaza in mare numar si celule normale ale organismului, asociata cu
un nivel de radicali liberi in exces fatd de cel indus de prezenta tumorii; dupd oprirea
mecanismului atribuit terapiei, se epuizeaza substratul, iar principala sursa de radicali liberi
raman lipidele celulelor tumorale.

Cu privire la grupul tratat strict prin enucleere, se observa cresterea nivelului radicalilor
liberi incad dupa prima determinare; se contureazd doud ipoteze: prima ipoteza este cea a
declansarii unei reactii in cascada de producere a radicalilor liberi circulanti, care continud dupa
indepartarea chirurgicala a tumorii (cel putin a celei primare, detectabila clinic); a doua ipoteza
este ca stresul oxidativ si nivelul radicalilor liberi, cel putin la primele determinari, este crescut
prin trauma chirurgicala in sine.

Rolul speciilor reactive de oxigen la nivel celular este unul dual. Cand SRO sunt in
concentratie mica, ele au un rol In semnalizarea celulard, convertind fenotipul celular la
angiogeneza si neovascularizatie, care contribuie la cresterea si proliferarea tumorii. Pe de alta
parte, cand productia de SRO este in exces, aceasta devine distructiva si lezeaza celulele
tumorale. Generarea stresului oxidativ in cursul procesului de crestere si dezvoltare tumorala
este evidentiata In special prin stimularea peroxidarii lipidice, proces in urma caruia sunt
generate numeroase aldehide cu caracter electrofil, compusi stabili care pot difuza in interiorul
celulei exercitand mai multe efecte citotoxice. In plus, produsii de peroxidare lipidica ar putea
fi responsabili de blocarea ciclului celular si/sau a mecanismelor apoptotice, ducand la scaderea
eficacitatii terapeutice si instalarea rezistentei la tratament. Excesul de produsi de peroxidare
lipidica poate inhiba progresia ciclului celular prin blocarea kinazelor dependente de cicline,
mentinand celulele tumorale in faza GO, prelungirea fazei G1 si intarzierea intrarii in faza S,

reducandu-se rata de proliferare a celulelor tumorale. Desi stresul oxidativ intens ar putea fi
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eficient In inducerea citotoxicitatii tumorale, stresul oxidativ moderat indus ar putea avea efecte
contrare, contribuind la dezvoltarea mecanismelor de rezistentd, scazand eficacitatea
terapeutica. Mai mult, numeroase studii in vivo si in vitro sustin ca celulele si tesuturile tumorale
sufera un stres oxidativ intens, cronic, subletal, comparativ cu celulele normale, chiar si in lipsa
unor stimulari exogene prealabile, fiind absolut necesara pentru viabilitatea si cresterea
tumorala. Stresul oxidativ intens intratumoral poate juca un rol important in procesul de
invazie tumorala si metastazare.

Actiunea metabolitilor activi ai oxigenului la nivelul proteinelor structurale sau enzimatice
determina denaturarea acestora. Un factor hotarator in aceasta reactie de oxidare a gruparilor —
SH proteice de catre SRO este cel steric. Expunerea gruparilor tiolice din proteine este esentiala.
utilizatd ca o metoda eficienta de identificare a continutului in grupari tiolice, precum si pentru
identificarea structurii secundare si tertiare a proteinelor). Prin degradarea oxidativa se inhiba
activitatea enzimaticd, ca urmare a modificarii centrului catalitic activ (datoritd oxidarii
grupdrilor tiolice sau hemului, dar si prin degradari oxidative ale ciclurilor aromatice din
structura unor aminoacizi). Proteinele structurale se inactiveaza din cauza modificarilor induse
de reactiile de polimerizare, ramificare sau scindare indusa lanturilor polipeptidice de catre
SRO.

In foarte multe afectiuni umane, stresul oxidativ este doar o consecinti, nu o cauzi, a
procesului patologic al bolii. Lezarea tesuturilor de cdtre agenti agresori ca: infectii,
traumatisme, toxine, temperaturi extreme, etc., duce la supraproductia unor ,,mediatori ai
leziunilor” ca: prostaglandine, leucotriene, interleukine i citokine (ca factorul tumoral al
necrozei — TNFs), care joaca un rol important in producerea leziunilor tisulare. n celula
neoplazica insd, instalarea dezechilibrului dintre productia de specii reactive de oxigen si
eliminarea radicalilor liberi conduce la o stare de stres oxidativ si la distrugerea unor
componente esentiale ale celulei. Mai multe studii atestd faptul ca stresul oxidativ rezultat din
acest dezechilibru, are un rol cauzator dar este si o consecintd a carcinogenezeli, interferand cu
toate fazele acestui proces, cum ar fi initierea, promovarea, progresia, invazia si metastazarea.

Sunt necesare studii suplimentare pentru a stabili daca acesti biomarkeri sunt prognostici
sau daca pot fi utilizati pentru a monitoriza raspunsul si eficienta tratamentului oncologic, de o

maniera relevanta pentru practica medicala curent.
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