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I. PARTE GENERALA - STADIUL ACTUAL AL CUNOASTERII

Carcinomul spinocelular (CSC) este a doua tumora cutanatd ca frecventd dupa
epiteliomul bazocelular (EBC),' ambele avand ca punct de origine keratinocitul epidermic.
Incidenta CSC este in continud ascensiune in ultimele decenii, date din studiul
epidemiologic Rochester condus de clinica Mayo din Minnesota, estimand o crestere totald
cumulati cu 263% 1in perioadele 1976-1984 si 2000-2010.> Considerat traditional ca
reprezentand aproximativ 20% din cancerele cutanate,” CSC este citat in studii recente din
Statele Unite ale Americii (SUA) ca atingdnd un raport de 1:1 comparativ cu EBC in
populatia plititoare de servicii medicale.* Cel mai probabil, cresterile inregistrate se
datoreaza in principal cresterii sperantei de viati si a populatiei varstnice,” precum si
atentiei sporite acordate screening-ului pentru cancere de piele in ultimele decenii. CSC
poate sa apard in orice zonad a corpului, inclusiv la nivelul mucoaselor, dar cel mai frecvent
apare in ariile cu expunere cronica la radiatii ultraviolete (RUV) precum fata, gatul,
urecheile, scalpul, membrele.® Cu un diagnostic si tratament precoce CSC este vindecabil
in cele mai multe cazuri, studiile indicand o rata de vindecare de peste 90% si o rata totald
de recurent, cumuland recurenta locald si metastazele limfatice, de 6.7%.” Leziunile pot fi
insd desfigurante si chiar mortale dacd este permisd cresterea excesivd, CSC fiind
responsabil de majoritatea deceselor cauzate de cancerele cutanate non-melanocitare si de

20% din totalul deceselor cauzate de cancerele de piele in general.*’

Pacientii cu risc de a dezvolta CSC sunt predispusi sa dezvolte si keratoze actinice
(KA), leziuni premaligne care demonstreazd o parte dintre caracteristicile histologice ale
CSC. Prevalenta acestora precum si numarul crescut al leziunilor per individ sunt insd mult
mai ridicate decat in cazul CSC. Rata de evolutie cétre carcinom spinocelular invaziv a KA
este variabila, studiile sugerand un risc anual de transformare ce variaza intre 0.025-20%

1011 astfel incat existd controverse privind potentialul lor invaziv. Cu toate

per leziune,
acestea, KA reprezintd o problemi medicald importanti din mai multe considerente. In
primul rand, diferentierea de CSC invaziv strict pe criterii clinice si dermatoscopice poate
reprezenta o provocare, dar reprezintd o necesitate, avand in vedere conduita terapeutica
diferita. In al doilea rand, prezenta lor poate fi motiv de disconfort si anxietate, in special

in randul pacientilor cu antecedente personale de CSC. In al treilea rand, inflamatia si



scuamele cu care aceste leziuni sunt asociate contribuie la moribiditatea asociatd
fotolmbatranirii. Luand in considerare incidenta in continua crestere a CSC cutanat precum
si potentialul sdu prognostic nefavorabil, aceasta tumord cutanatd si precursorul sau, KA,

reprezinta probleme ale sanatatii publice Tn ascensiune.



II. CONTRIBUTIA PERSONALA

4. IPOTEZA DE LUCRU SI OBIECTIVELE GENERALE ALE
CERCETARII

Prezentul studiu isi propune o evaluare completd si amanuntita a proliferdrilor cu
punct de pornire keratinocitar tip keratoza actinica (KA) si carcinom spinocelular (CSC).
Luand in considerare incidenta in continud crestere a CSC cutanat precum si potentialul
sau prognostic nefavorabil in cazul depistarii in faze avansate, aceasta tumorad cutanatd si
precursorul sdu, KA, reprezintd probleme ale sanatatii publice in ascensiune. Numeroase
studii existente tenteaza analiza posibilelor mecanisme implicate in oncogeneza KA si
CSC sau dezbat criteriile de diferentiere intre aceste leziuni, fie ele clinice, histologice,
imunohistochimice sau prin intermediul anomaliilor cromozomiale. Desi au fost concepute
variate sisteme pentru stadializarea leziunilor, cu scopul de a Tmbunatitii valoarea
prognosticd, niciunul nu poate prezice cu exactitate riscul metastatic pentru CSC cutanat

213 T ipsa noastrd de intelegere deplind a mecanismelor fiziopatologice din spatele

primar.
tumorigenezei cancerelor cutanate keratinocitare, precum si deficitul studiilor bazate pe
modele animale ce replica cu fidelitate caracteristicile histopatologice ale acestora la om
fac ca managementul optim al pacientilor sa fie In continuare dificil. Identificarea
mecanismelor complexe care se desfiasoara la nivel molecular si a interactiunilor dintre
acestea poate oferi informatii importante si utile in ceea ce priveste inifierea si progresia
tumoralid, precum si prognosticul pacientilor cu acest tip de leziuni. In acest scop am
evaluat exhaustiv KA si CSC cutante cu ajutorul metodelor histopatologice clasice, dar si
prin tehnici moderne cum este imunohistochimia, in paralel cu cele mai relevante date
clinice. Astfel, am evaluat date demografice, clinice, markeri de prognostic histopatologici

deja consacrati si markeri imunohistochimici implicati in diferite etape ale carcinogenezei,

urmarind identificarea de posibile noi tinte prognostice si terapeutice.

Pentru realizarea scopului propus am urmarit indeplinirea mai multor obiective,

dupa cum urmeaza:



descrierea celor mai importante aspecte cu privire la datele demografice si clinice
ale loturilor studiate in vederea identificarii unor factori de risc clinici sau
comportamentali implicati in patogeneza KA si CSC;

extinderea cunstintelor asupra trasaturilor histopatologice si imunohistochimice ale
KA si CSC 1n vederea identificarii mecanismelor si a markerilor ce guverneaza
invazia si agresivitatea precum si a celor mai specifici markeri ai evolutiei si
prognosticului acestor leziuni;

compararea expresiei unor markeri imunohistochimici implicati in diverse aspecte
ale tumorigenezei in leziunile tip KA si CSC si expresia acestora in tegumentul
indemn, pentru a evidentia mecanismele si markerii ce contribuie la transformarea
maligna a keratinocitelor;

realizarea unei comparatii si corelatii Intre expresia markerilor de prognostic
histopatologici clasici si expresia markerilor imunohistochimici studiati, in vederea
identificarii unor noi asocieri ce ar putea reflecta evolutia leziunilor de KA si CSC;
identificarea si definirea parametrilor morfologici ce caracterizeaza KA si CSC in
vederea aplicarii unei terapii precoce si diferentiate prin identificarea posibilelor

tinte moleculare.



5. METODOLOGIA GENERALA A CERCETARII

5.1. MATERIALE SI METODE

Pentru realizarea studiului asupra factorilor de prognostic clinici, morfopatologici si

imunohistochimici in KA si CSC cutanate am realizat un studiu tip caz-control,

retrospectiv. Lotul final de studiu este alcatuit din 94 probe, repartizate astfel: 32 leziuni tip

KA, 32 leziuni tip CSC si 30 fragmente de tegument indemn perilezional provenind de la

pacienti fara antecedente de tumori cutanate maligne. Toate cazurile provin din arhiva

Serviciului de Anatomie Patologica al Spitalului Clinic Colentina, fiind diagnosticate in

perioada 2013-2015. Studiul a primit aprobarea Comisiei de Eticd a Cercetarii Stiintifice a

Spitalului Clinic Colentina, Bucuresti. (ANEXA 3)

Criteriile de includere pentru selectia cazurilor au fost:

prezenta confirmata histopatologic a leziunilor de keratoza actinica;

prezenta confirmata histopatologic a leziunilor de carcinom spinocelular strict la
nivel cutanat;

proba prelevata tip rezectie integrald in toate cazurile.

Criterii de excludere utilizate in selectia cazurilor:

leziunile de la nivelul mucoaselor si semimucoasei buzelor;

cazurile cu proba prelevata tip punch-biopsie;

leziunile provenite de la acelasi pacient;

tumorile de coliziune keratoza actinicd — epiteliom bazocelular sau carcinom
spinocelular - epiteliom bazocelular;

carcinom spinocelular aparute pe zone de iradiere/cicatrici cronice, fiind cunoscut
faptul ca acestea au un comportament biologic distinct, mult mai agresiv.

Fragmentele de tegument indemn folosite drept control au indeplinit urmatoarele

criterii:

provenienta de la persoane cu acelasi profil de varsta si sex ca cel al pacientilor din
grupurile keratoza actinica si carcinom spinocelular;

prelevare din marginile de siguranta ale unor leziuni cutanate benigne, localizate in
aproximativ aceleasi regiuni anatomice cu ale leziunilor din grupurile keratoza
actinica si carcinom spinocelular.



Examenul anatomo-patologic al leziunilor a fost efectuat in laboratorul Serviciului
de Anatomie-patologicd al Spitalului Clinic Colentina, Bucuresti. Pentru diagnosticul
histopatologic clasic a fost utilizatd coloratia standard hematoxilind-eozina. Piesele
chirurgicale au fost orientate macroscopic conform protocoalelor in vigoare ale specialitatii
Anatomie Patologica, emise de Ministerul Sdnatatii al Romaniei si publicate in Monitorul
Oficial nr.723 din 29 octombrie 2010."* Coloratia HE a fost efectuati manual sau cu
ajutorul coloratoarelor automate Leica ST 5020 si Microm HMS 760; lamelele au fost
montate fie manual, fie cu ajutorul montatorului automat Leica CV 5030. Retetele pentru
coloratia HE respecta prevederile ghidurilor de practici medicala pentru specialitatea
Anatomie Patologicd emise de Ministerul Sanatatii al Romaniei si publicate in Monitorul
Oficial nr.723 din 29 octombrie 2010."* In vederea efectuirii de coloratii
imunohistochimice am realizat blocuri multitisulare. Lamele corespunzatoare fiecarui caz
au fost scoase din histoteca si analizate la microscopul optic. Pe fiecare lama analizatd, am
incercuit fragmente cu dimensiuni de maximum 1 cm diametru, prezentand caracteristici
histopatologice specifice fiecarui tip de leziune in parte. Tesuturile fixate in formol si
incorporate 1n parafind corespunzatoare fragmentelor incercuite au fost preluate apoi din
arhiva Serviciului de Anatomie Patologica al Spitalului Clinic Colentina si decupate pentru
a putea fi realizate blocurile multitisulare. Astfel, din fiecare bloc de parafind am
selectionat fragmente de pand la 1 cm In diametrul maxim care au fost apoi incluse in
blocuri multitisulare. Desi selectia initiald a curpins un numar de 42 leziuni tip KA, 45
leziuni tip CSC si 34 fragmente de tegument indemn perilezional, am exclus ulterior din
studiu fragmentele de tesut subtiri, fiind selectionate doar acele cazuri la care recoltarea de
fragmente de maximum 1 cm diametru nu va Tmpieta rediagnosticarea ulterioara. Tesutul
ramas in urma decupdrii, neinclus in blocuri multitisulare este pastrat in histoteca conform
normelor in vigoare. Dupa constituire, blocurile multitisulare au fost resectionate si s-au
efectuat 30 de sectiuni cu grosime de 3 microni care au fost intinse fiecare pe cate o lama

pretratatd pentru teste imunohistochimice. Am utilizat markeri imunohistochimici pentru:

v" Analiza tranzitiei epitelial mezenchimale: E-caderina, N-caderina;
v' Analiza expresiei celulelor Langerhans intralezional: CD1a;
v Analiza celulelor din micromediul inflamator perilezional: CD5, CD20, CD11c;

v" Analiza moleculei de adeziune si invazivitate CEACAMI.

Preparatele histopatologice si imunohistochimice au fost apoi examinate si

microfotografiate in Laboratorul de Anatomie Patologicd al Spitalului Clinic Colentina si

6



in Laboratorul de Medicina Experimentald si Cercetare Fundamentald din Departamentul 11

de Fiziopatologie al Universitdtii de Medicind si Farmacie “Carol Davila”, Bucuresti, cu

ajutorul unui microscop Nikon Eclipse E200 si al sistemului Leica LMD6500.

Din buletinele histopatologice am selectatat si analizat urmatoarele date:

Lot KA:

1. Parametri generali: sexul, varsta, localizarea leziunii, suspiciunea de diagnostic

clinic;

2. Parametri legati de aspectul mascroscopic al leziunii: diametrul lezional,

prezenta/absenta ulceratiilor macroscopice;

3. Paremetri histologici ai leziunii: subtipul histologic, gradul KIN, evaluarea

mitozelor atipice, evaluarea pleomorfismului cito-nuclear; prezenta/absenta de

agenti microbieni in suprafata;

4. Parametri ce caracterizeaza infiltratului inflamator: subtipul si severitatea

infiltratului inflamator perilezional;

5. Parametri ce tin de tegumentul perilezional: severitatea elastozei solare asociate.

Lot CSC:

1. Parametri generali: sexul, varsta, localizarea leziunii, suspiciune de diagnostic
clinic;

2. Paremetri legati de aspectul macroscopic al leziunii: diametrul tumoral,
prezenta/absenta ulceratiilor macroscopice;

3. Parametri histologici ai leziunii: subtipul histologic, gradul de diferentiere,
grosimea tumorald, stadiul T, nivelul de invazie in profunzime al tumorii,
evaluarea mitozelor atipice, pleomorfismului cito-nuclear, prezenta invaziei
perivasculare si/sau perineurale, prezenta necrozei tumorale asociate,
prezenta/absenta de agenti microbieni in suprafata;

4. Parametri ce caracterizeaza infiltratul inflamator: tipul si severitatea
infiltratului inflamator peritumoral;

5. Parametri ce tin de tegumentul perilezional: severitatea elastozei solare

asociate, prezenta/absenta unei leziuni de KA asociate, gradul KIN al KA

asociate.



In ceea ce priveste markerii imunohistochimici, am analizat expresia acestora atat
intralot Tn KA si CSC, realizand corelatii si asocieri cu factori de prognostic histopatologici

clasici, cat si prin analizd comparativa in cele trei tipuri de probe prelevate.

Analiza statisticd a fost efectuata folosind programul IBM SPSS (Statistical Program
for Social Studies) Statistics 21. SPSS utilizeaza o serie de marimi medii (media, mediana
si modulul) precum si cativa indicatori ai dispersiei (deviatia standard si varianta). Am
folosit urmatoarele teste statistice: testul Chi-Patrat, indicatorul de corelatie Spearman,
testul Mann — Whitney U, testul Kruskal — Wallis H si testul Wilcoxon. Reprezentarile
grafice au fost realizate cu ajutorul programelor Microsoft Excel 2016 si IBM SPSS
Statistics 21. Rezultatele au fost exprimate ca frecvente pentru variabilele categoriale si ca
medii (+ deviatia standard) pentru variabilele numerice. Pragul de semnificatie statistica

ales a fost pentru o valoare a p < 0,05.



6. ANALIZA CORELATIILOR CLINICO-PATOLOGICE iN
LOTUL KERATOZA ACTINICA - REZULTATE SI DISCUTII

Datele epidemiologice indica o rata ridicatd de aparitie a KA 1n populatiile cu
fototipuri cutanate I-III, precum si o crestere a incidentei KA in ultimele decenii.'”™"”
Majoritatea KA apare la pacienti de peste 50 de ani, iar studiile de specialitate indica o
crestere a prevalentei acestor leziuni odatd cu inintarea in varsta, depasind 80% in decada a
7-a de viata.'® Analiza distributiei pe grupe de varstd in lotul de fatid se coreleazi cu
rezultatele obtinute in studiile precedente. Astfel, decada cea mai interesatd de prezenta
leziunilor a fost 70-79 ani (48,3%), urmatd de grupa 80-89 ani (28,1%) si 60-69 ani
(21.9%) in timp ce sub 60 ani un singur pacient a fost identificat (3.1%). Se remarca astfel
trendul ascendent al incidentei KA odata cu Tnaintarea in varstd, acestea fiind mult mai
frecvente la persoanele peste 70 ani (75%). Expunerea cumulativa la radiatii ultraviolete
(RUV) este un factor de risc major pentru KA, determindnd modificari in ADN-ul

1
celular,' "

iar un parametru important de luat in calcul pentru estimarea acesteia este
varsta, fapt ce explicd frecventa ridicata de aparitie a manifestarilor clinice la grupe de
varstd mai avansate. Un alt factor de risc pentru dezvoltarea KA mentionat in literatura este
sexul masculin, in special in decadele de varsta timpurii, cdnd expunerea recreationald sau

ocupationala la RUV poate varia mai mult in functie de gen.lS’zo’21

Dupa varsta de 50 ani,
se pastreaza tendinta de aparitie a leziunilor la barbati, dar diferenta de prevalenta intre
sexe se atenueaza.'® O explicatie a acestui fenomen vine din identificarea unor factori de
risc importanti, cum este alopecia, care e mai frecvent inalnitd la sexul masculin si care
favorizeaza expunerea permanenti a scalpului la RUV in plan orizontal** La aceasta se
adaugi, probabil, utilizarea mai redusa a cremelor de protectie solari de citre barbati. in
lotul analizat, 56.3% dintre pacienti sunt de sex feminin, iar singurul pacient cu KA sub
varsta de 60 ani este de sex masculin. Acest lucru ar putea fi explicat prin prisma
adresbilitatii crescute la medic a femeilor, influentatd probabil si de impactul estetic al
localizarii leziunilor preponderent la nivelul fetei in cazul lor (84.34% dintre femeile din
lotul studiat). Astfel, in ciuda faptului ca gradul de expunerea neprotejata la RUV este mai
redus in cazul femeilor, acestea sunt mai frecvent diagnosticate datorita adresabilitdtii
crescute. Totusi, diferenta dintre datele obtinute in acest studiu si literatura de specialitate
ar putea fi determinata si de numarul redus de pacienti si de perioada relativ scurtd de timp

pe care a fost desfasurat.



Datele din literatura de specialitate relateaza dimensiuni sub 1 cm pentru majoritatea
leziunilor de KA,”"** rezultate ce se confirmi si in prezentul studiu, unde 68.75% dintre
leziuni se incadreazi in aceasta categorie. In ceea ce priveste corelatia dimensiune - gen, in
lotul analizat am remarcat o frecventd mai ridicata a leziunilor cu dimensiuni mari, de
peste 1 cm, in randul barbatilor comparativ cu femeile (50% barbati vs 16.67% femei,
p=0.044). Acest lucru se datoreaza probabil diferentei existente intre sexe in ceea ce
priveste prezentarea la medic, raportatd de unele studii,” accentuati de aspectul inestetic al
KA, ce motiveaza suplimentar femeile spre cererea unei consultatii in stadii mai precoce

ale leziunii.

Leziunile de KA din lotul studiat se localizeazd preponderent la nivelul regiunii
anatomice cap si gat (81.3%), urmatd de membre si torace. Distributia este conform
asteptarilor, cunoscuta fiind localizarea preferentiald la nivelul fetei, scalpului si fetei

Avoer 1824
dorsale a mainilor, ™

explicatd prin expunerea frecventd a acestor zone la RUV, pe tot
parcursul anului. Desi in cadrul regiunii cap si git ne-am fi asteptat ca cele mai multe
leziuni sa fie situate la nivelul nasului, avand in vedere cd nasul este cea mai expusa zona a

corpului, indiferent de comportamentul vestimentar, in lotul de fatd cea mai afectatd zona a

fost obrazul (42.3%).

Un aspect important relevat de prezentul studiu este faptul cd in mai putin de
jumatate dintre cazurile incluse (46.88%), KA a fost suspectata clinic, fiind luata in calcul
ca diagnostic diferential la internare. (Figura 6.1) In restul de 53.125 % dintre cazuri
diagnosticul initial a fost neconcordant cu rezultatul histopatologic, 5 dintre aceste cazuri
avand diagnosticul imprecis formulat (,,formatiune tumorald”). Desi In literatura de
specialitate, principalul diagnostic diferential al KA este CSC,”® pentru care KA este
leziune precursoare, se observa faptul ca, in lotul de fata, principala problema de diagnostic
diferential a reprezentat-o EBC. In timp ce CSC este mentionat la 8 pacienti, dintre care in
3 cazuri ca unic diagnostic si In 5 cazuri ca diagnostic diferential (cu KA sau EBC), EBC
este mentionat In 9 cazuri, dintre care In 5 cazuri ca unic diagnostic. Asadar, conform
rezultatelor obtinute, CSC si EBC sunt patologii esentiale in diagnosticul diferential al KA,
iar numarul mare de diagnostice incerte/neconcordante cu rezultatul histopatologic sustine
necesitatea unui set de criterii clinice extins, care sa creasca gradul de suspiciune clinica in
aceste leziuni si sd ghideze cu mai mare precizie cazurile ce necesitd efectuarea exciziei cu
examinare histopatologica, reducand astfel morbiditatea asociatd si impactul functional si

estetic in cazul KA care ar putea beneficia de tratament conservator.
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Figura 6. 1. Repartitia pacientilor cu keratoze actinice confirmate histopatologic pe
categorii de diagnostic clinic

In continuare, am trecut in revista principalele modificari histopatologice intalnite
la pacientii din lotul studiat, in scopul de a atrage atentia asupra impactului puternic pe care
il are la nivelul epidermului expunerea la RUV, impact ce nu se limiteazd la modificari ale
celulelor keratinocitare. Scorul KIN este cel mai important sistem de cuantificare al
gradului de displazie in KA, fiind utilizat pentru a descrie progresia KA spre CSC invaziv,
in functie de gradul de atipie citologica keratinocitara, nivelul de extensie al keratinocitelor
atipice in grosimea epidermului si aspectul clinic macroscopic al leziunilor.”” in lotul
studiat cea mai mare frecventd au avut-o leziunile cu displazie moderata, KIN II (43.8%),
in timp ce leziunile cu displazie usoara (KIN I) si severa (KIN III) au fost distribuite n
mod egal la cate (28.1%) pacienti fiecare. Asa cum era de asteptat am observat o crestere a
numarului mediu de mitoze atipice si a pleomorfismului cito-nulcear odata cu gradul KIN
(p <0.001). In lotul studiat, analiza subtipului histologic a relevat prezenti urmitoarelor
subtipuri: KA hipertofica (37.50%), KA atrofica (34.38%), KA bowenoida (18.75%) si KA
lichenoida (19.38%), cu incidenta usor crescuta a primelor doua categorii in randul femeilor
si a ultimelor doua categorii la barbati. Desi fard semnificatie statistica, probabil si In
contextul 1n care s-a lucrat cu un lot relativ mic de pacienti, este de mentionat tendinta de
asociere a subtipului histologic bowenoid, care prezinta displazie severd,”’ cu o dimensiune
crescutd a leziunilor, 66.66% dintre acestea avand dimeniune mai mare sau egald cu 1 cm.

Asa cum era de asteptat, am regasit la toti pacientii markeri ai imbatranirii
tegumentare determinate de RUV precum elastoza solara si inflamatia. Toate KA incluse
in studiu au prezentat modificari de elastoza solara asociata, in diverse grade de severitate
(50% - severitate marcata, 34.37% - severitate moderatd si 15.63% severitate redusa).
Severitatea elastozei solare s-a corelat cu regiunea anatomica In care se gaseste leziunea,

fiind mai accentuatd in leziunile din regiunea capului si gatului, regiunea cu cea mai mare
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expunere cronica la RUV, unde mai mult de jumatate dintre leziuni (57.69%) au avut
elastoza solarda marcatd asociatd (p= 0.048). Datele sugereaza astfel o corelatie intre gradul
de expunere cumulatd la radiatii UV si severitatea modificarilor produse de acestea la
nivelul tegumentului, fiind in conformitate cu literatura de specialitate.”®

In ceea ce priveste infiltratul inflamator, prezenta sa este mentionat in toate cazurile,
cu componenta limfo-plasmocitard in 90.63% dintre leziuni. Daca vorbim de evaluarea sa
cantitativa, cazurile cu severitate moderata (46.88%) au fost majoritare, urmand in ordine
descrescdtoare cazurile cu severitate marcatd (31.25%) si respectiv redusd (21.88%).
Analiza asocierii sale cu gradul KIN a relevat faptul ca niciun pacient cu grad KIN Il nu a
prezentat infiltrat inflamator de severitate redusa. Legétura dintre intensitatea infiltratului
inflamator si severitatea displaziei este astfel evidentiatd si in prezentul studiu, deslusirea
relatiei intricate dintre cele doud fiind consideratd esentiala de numerosi cercetatori pentru

stabilirea prognosticului si managementului optim al leziunilor.
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7. ANALIZA CORELATIILOR CLINICO-PATOLOGICE iN
LOTUL CARCINOM SPINOCELULAR - REZULTATE SI DISCUTII

Incidenta CSC cutanat este in continud ascensiune in ultimele decenii, inregistrand
cresteri semnificative cu inaintarea in varstd. Date epidemiologice indica o prevalenta a
acestor tumori de 5-10 ori mai ridicatd incepand cu decada a 7-a de viata, fatd de grupele
de vérsta mai mica.””" Analiza distributiei cazurilor pe decade de vérsta in lotul studiat a
relevat rezultate similare celor din literatura, aratand o crestere progresiva a numarului de
cazuri pe masura Tnaintdrii in varstd, decada cea mai interesata de prezenta leziunilor fiind
70-79 ani (18/31 cazuri - 56.25%), urmatd de decada 80-89 ani (9/32 cazuri - 28.13%), in
timp ce sub 70 ani au fost inregistrate doar 5 cazuri. Ca si In cazul KA, trendul ascendent al
incidentei leziunilor remarcat odata cu Tnaintarea 1n varsta si frecventa ridicata de aparitie a
manifestdrilor clinice dupd varstd de 70 ani sunt explicate prin efectul cumulativ al
expunerii individului la RUV de-al lungul vietii.’'”* Sexul masculin este mentionat in
literaturd ca factor de risc pentu dezvoltarea acestor tumori, cu o valoarea a sex ratio
barbati:femei de 3:1.°° Factori comportamentali (complianti mai redusi in aplicarea
cremelor filtru ecran) sau genetici (frecventa mai ridicatd a alopeciei, care favorizeaza
expunerea permanentd a scalpului la RUV in plan orizontal) explica partial acest
fenomen.” In cazul studiului de fati, asocierea sexului masculin cu frecventa de aparitie
crescutd a leziunilor se pastreaza sub varsta de 70 ani, cand 4/5 tumori (80%) au fost
identificate la barbati. Peste varsta de 70 ani insd, doud treimi dintre cazuri au fost
identificate la sexul feminin. Adresbilitatea crescutd la medic a femeilor, influentatd
probabil si de impactul estetic al leziunilor, precum si speranta de viata mai mare a
acestora explica diferenta dintre datele obtinute in acest studiu si literatura de specialitate.
In plus numarul redus de pacienti si perioada relativ scurtd de timp pe care studiul a fost

desfasurat pot contribui suplimentar la diferentele obtinute in rezultate.

In marea majoritate, CSC din lotul analizat au fost localizate la nivelul regiunii
anatomice cap si gat (68.8%), urmand in ordinea descrescatoare a frecventei membrele
(fatd dorsala manad sau gamba) (21.9%) si trunchiul (presternal) (3.1%). Distributia este
similara datelor din literaturd, unde se raporteaza dezvoltarea tumorilor cu precadere in arii
cutanate expuse cronic radiatiilor UV, precum fata, gtul, urechea, scalpul sau membrele.’
Jumatate dintre leziunile din regiunea cap si gat au fost situate la nivelul obrazului, desi ne-

am fi asteptat ca nasul, cea mai expusd zona a corpului, indiferent de comportamentul
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vestimentar, si fie cel mai afectat. In ceea ce priveste membrele, 85.71% tumori au fost
localizate pe fata dorsala a mainilor. Localizarea la nivelul urechii sau buzelor este
consideratd zona anatomica cu risc crescut, tumorile prezente la acest nivel avand ratd de
recurentd de 5% respectiv 2% dupa chirurgia Mohs, 19% respectiv 11% dupa tehnici non-
Mobhs si risc de metastazare la 5 ani de follow-up de 9% respectiv 14%.” Lotul studiat nu a
inclus leziuni situate pe buza, comportamentul imunologic fiind diferit in tumorile de la
nivelul mucoaselor si semimucoaselor, dar a inclus un caz de CSC la nivelul urechii.

Date din literatura de specialitate estimeaza ca aproximativ 60% dintre CSC cutanate

se formeazd pe KA preexistente,”*’

rezultate ce se confirma si in studiul de fatd, unde
19/32 cazuri (59.4%) CSC au prezentat leziuni de KA adiacente. Un alt aspect de
importantd al acestui studiu este faptul ca Tn mai putin de o treime dintre cazuri CSC a fost
suspectat clinic, fiind luatd in calcul ca diagnostic diferential la internare (9/32 cazuri -
28.13%). In restul de 23/32 (71.87%) cazuri diagnosticul initial a fost neconcordant cu
rezultatul histopatologic, 12 dintre aceste cazuri avand diagnosticul imprecis formulat
(,,formatiune tumorala™). In lotul analizat, EBC pare si fie principala leziune ce a pus
probleme de diagnostic diferential clinic, prezenta sa fiind supectatd in nu mai putin de
13/32 cazuri (40.625%), urmatd de melanom (3/32 cazuri - 9.38%), KA (2/32 cazuri -
6.25%) si lentigo simplex (1/32 cazuri - 3.13%). Asadar, conform rezultatelor obtinute,
EBC este o patologie esentiald in diagnosticul diferential al CSC, iar numarul mare de
diagnostice incerte/neconcordante cu rezultatul final al investigatiilor sustine importanta
examenului histopatologic, standardul de aur in diagnosticarea corecta a oricdrei patologii

tumorale cutanate.

Conform American Joint Committee On Cancer (AJCC) editia a 8-a, diametrul
tumoral este principala caracteristica a tumorii primare de care se tine cont in stadializarea
CSC, tumorile fiind clasate T1 daca au diametrul tumoral maxim sub 2 cm, T2 cand
diametrul tumoral este > 2 cm si <4 cm si T3 in cazul unui diametru tumoral maxim > 4
cm.'? Datele prezente in literatura de specialitate la momentul actual indica, totodata,
diametrul tumoral >2 cm ca fiind o caracteristica tumorald importantd asociatd cu risc
crescut de comportament biologic agresiv in cazul CSC.”*** In lotul studiat, mai mult de
jumatate dintre tumori (56.66%) au fost identificate in stadiul initial - T1, avand
dimensiuni sub 2 cm, 40% in stadiul T2 si doar 3.33% dintre ele intr-un stadiu avansat -
T3. Astfel, majoritatea CSC au fost identificate in stadii timpurii, aspectul inestetic al

leziunilor, localizarea preponderent in arii vizibile inspectiei, la nivelul capului, gatului si
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fetei dorsale a manilor, numarandu-se probabil printre motivele ce determina pacientii spre

sa apeleze la medic in stadii mai precoce ale leziunii.

Analizand comparativ diverse aspecte clinice ale leziunilor din lotul CSC versus KA
am observat ca leziunile > 1 cm au fost de 2 ori mai numeroase in cazul pacientilor din
lotul CSC comparativ cu cei din lotul KA (p=0.001). (Figura 7.1) Astfel, pragul de 1 cm ar
putea reprezenta un semnal de alarma suplimentar in ceea ce priveste criteriile de
diferentiere clinice ale KA vs CSC, asa cum este semnalat si de catre alti autori.” In plus,
pe loturile analizate, ulceratiile la nivelul leziunilor apar mai frecvent in cazul CSC fata de
KA (46.9% versus 3.1%) (p<0.001), pledand in favoarea efectudrii biopsiei cutanate in
cazurile de KA ulcerate, conform datelor din literaturd, pentru excluderea transformarii n
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Figura 7. 1. Distributia cazurilor din loturile keratoza actinica versus carcinom spinocelular in
functie de dimensiunea leziunilor

In ceea ce priveste principalele modificari histopatologice intilnite in CSC, m-am
oprit cu precadere asupra celor considerate markeri histologici de prognostic si anume:
gradul de diferentiere, subtipul histologic al tumorii, grosimea tumorala maxima, nivelul de
invazie in profunzime, asocierea invaziei limfo-vasculare, perineurale sau a necrozei
intratumorale. In plus, am evaluat mitozele atipice si pleomorfismul cito-nuclear al
celulelor tumorale, tipul si severitatea infiltratului inflamator intratumoral peritumoral,
precum si severitatea elastozei solare asociate. Scorul creat de Broders in 1921,” imparte
CSC 1n patru grade histologice, in functie de proportia de celule tumorale cu diferentiere

keratinocitard din componenta sa: grad 1 (CSC bine diferentiat), grad 2 (CSC moderat

15



diferentiat), grad 3 (slab diferentiat), grad 4 (CSC nediferentiat). Tumorile cu grad slab de
diferentiere histologica se asociaza cu triplarea ratei de recurenta locala si dublarea riscului
de metastazare fata de formele bine diferentiate, diferentierea slaba fiind considerata factor
de prognostic negativ.* in studiul de fati, majoritatea CSC (78.1%) au fost moderat
diferentiate, 12.5% bine diferentiate si 9.4% slab diferentiate. In practica curent,
incadrarea tumorilor intr-un anumit grad histologic este apreciatd nu doar in baza
proportiei de celule cu diferentiere keratinocitara prezente, ci si prin evaluarea
pleomorfismului cito-nuclear al acestora, numdrului de mitoze si a prezentei globilor
cornosi. Rezultatele prezentului studiu sunt in concordanta cu aceastd practicd, severitatea
pleomorfismului cito-nuclear fiind corelatd cu gradul de diferentiere al tumorilor
(p=0.002). Desi multe dintre tumorile slab diferentiate au prezentat un numéar de mitoze
semnificativ crescut fatd de cele moderat si bine diferentiate, corelatia nu prezintd
semnificatie statisticd, probabil si din cauza numarului relativ redus de cazuri evaluate si a
profilului tumorilor, care au fost predominant bine/moderat diferentiate. Activitatea
mitotica intensd a CSC slab diferentiate este sugestiva pentru prognosticul nefavorabil al
acestuia in termeni de recidiva locald si metastazare la distanta. Pe lotul evaluat, am
remarcat corelarea diametrului tumoral cu gradul de diferentiere, existdnd o preponderenta
mai mare a CSC cu un diametru tumoral > 2 cm asociate cu un grad slab de diferentiere, si
o frecventd mai mare a tumorilor cu diametrul tumoral < 2 c¢cm in cazul CSC bine
diferentiate (p=0.038). Niciuna dintre tumorile slab diferentiate nu a avut diametru tumoral
sub 2 cm. Astfel, ne putem astepta 1n practica curentd ca o tumora ce nu depdseste 2 cm sa
prezinte grad de diferentiere bun sau moderat, avand de obicei prognostic favorabil.
Numeroase subtipuri histologice de CSC sunt descrise in literatura de specialitate.*'
In lotul studiat se remarca predominanta cazurilor de CSC not otherwise specified (84.4%),
restul cazurilor fiind de CSC cu aspect verucos (12.5%) si CSC acantolitic (3.1%). In CSC
cu aspect verucos am observat o frecventd de asociere mai mare cu un grad mare de
diferentiere, fatd de celelalte subtipuri histologice (p<0.001). in plus, studiul de fatd a
relevat o corelatie intre acest subtip histologic si localizarea la nivelul membrelor,
indeosebi pe fata dorsald a mainii (p=0.011). In ceea ce priveste CSC acantolitic, lotul

analizat a inclus un singur astfel de caz, tumora fiind slab diferentiata.

Alti parametri luati In considerare in evaluarea prognosticului CSC sunt grosimea
tumorald si nivelul de invazie, acestia avand valoare predictiva pozitiva pentru riscul de

recurentd locald si de metastazare. Astfel, tumorile cu o grosime mai mare de 2 mm,
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prezinti risc de 10 ori mai mare de recurenta locala.** In lotul de fatd, tumorile au avut
valori ale grosimii cuprinse intre 0.7 mm si 28.29 mm, cu o valoare medie de 5.24 mm,
observandu-se o crestere semnificativa a grosimii tumorale odata cu cresterea in diametru a
tumorii. Astfel leziunile cu diametru tumoral > 2cm se asociaza cu o grosime tumorald mai
mare, fatd de cele cu diametru < 2 cm (grosimea tumorald medie 7.81 mm vs 3.64 mm)
(p=0.008). In ceea ce priveste nivelul de invazie, unii autori privesc adancimea tumorala ce
atinge dermul profund ca factor de prognostic nefavorabil,” in timp ce alte studii aosciazi
un nivel de invazie dincolo de grasimea subcutanata, cu parundere la nivelul tesutului
muscular cu risc de 11 ori mai crescut de metastazare fata de tumorile superficiale.** In
lotul studiat am observat o frecventd crescutd a tumorilor profunde, 56.25% atingand
dermul profund, 21.875% grasimea subcutanata si 18.75% tesutul muscular striat, in timp
ce tumorile superficiale, cu adancime pand in dermul superficial au reprezentat doar
3.125% dintre leziuni. Asa cum era de asteptat, am remarcat o crestere a grosimii tumorale
odata cu cresterea nivelului de invazie (p=0.012). Totodata , este important de mentionat
faptul cad in randul tumorilor ce penetreaza epidermul pana la nivelul tesutului muscular
striat, cele cu diametru tumoral > 2 ¢cm sunt de 3 ori mai frecvente decat cele sub 2 cm. In
plus, singura leziune superficiald a avut diametrul <2 cm.

Invazia limfo-vasculard este propusa de National Comprehensive Cancer Network
(NCCN) ca factori de prognostic negativ in CSC cutanate.”’ Aceasta a fost detectatd la 3
dintre tumorile din lotul analizat. Tumorile cu invazie intravasculard prezenta au avut o
grosime tumorala de 4 ori mai mare decét cele fara invazie limfo-vasculard (p=0.009). in
plus, am observat o frecventd mai ridicatda a invaziei limfo-vasculare in tumorile cu grad
slab de diferentiere, comparativ cu cele moderat/bine diferentiate (p=0.002). 2/3 dintre
tumorile cu invazie perineurald prezentd, (66.66%) au prezentat invazie perineurald si

invazie limfo-vasculara asociate.

La fel ca si in cazul KA si similar datelor din literatura de specialitate, elastoza solara
si inflamatia peritumorala asociatd au fost regasite la toti pacientii, ca markeri ai
imbatranirii tegumentare determinate de RUV. CSC au fost asociate cu elastoza solara in
diverse grade de severitate, mai mult de jumatate dintre leziuni (53.13%) prezentand
modificiri dermice sugestive pentru elastoza solard marcati. In majoritatea tumorilor
(75%) componenta infiltratului inflamator peritumoral a fost limfo-plasmocitara, iar restul
cazurilor (25%) au asociat infiltrat inflamator polimorf (limfocite, plasmocite, neutrofile si

eozinofile). Am remarcat 1n cazul elastozei solare marcate o tendintd mai mare de asociere
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cu un infiltrat inflamator marcat. Studiul de fatd demonstreaza implicarea agresiunii
actinice cronice in aparitia modificarilor tegumentare peritumorale. Cercetatorii In
domeniu acordd o importantd deosebitd legdturii dintre micromediul inflamator
peritumoral si oncogeneza cancerelor cutanate keratinocitare. Cu toate acestea nu s-a
demonstrat inca cu certitudine daca acest microclimat participd activ la transformarea
tumorala malignd sau reprezintd modul organismului de a reactiona si de a limita

expansiunea tumorald, acest aspect fiind intens dezbatut in ultimii ani.
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8. CARACTERIZAREA IMUNOHISTOCHIMICA A
LOTURILOR - REZULTATE SI DISCUTII

Aprofundarea mecanismelor oncogenezei in CSC si identificarea unui profil
imunologic individualizat, care sd permitd o mai buna stratificare a pacientilor in
conformitate cu riscul lor de evolutie nefavorabild sunt esentiale in incercarea de a
optimiza clasificarile actuale si a utiliza o terapie mai eficientd, personalizatd pentru fiecare
pacient in parte. Unul dintre aceste mecanisme ale oncogenezei este tranzitia epitelial-
mezenchimald (TEM), un proces biologic complex, in care celulele epiteliale pierd
moleculele de adeziune care le mentineau unite, capatand fenotip mezenchimal, cu
cresterea motilitatii si a capacitatii de invazie.** Pierderea expresiei E-caderinei, receptor
de adeziune celulard, contribuie la progresia tumorala in multe tipuri de cancere la om,
intre care si EBC sau melanomul.** Asa cum am aritat intr-un articol tip review publicat pe
aceastd tema in 2019, rolul TEM in progresia KA si a CSC cutanat nu este insi pe deplin
elucidat, studii cu rezultate contradictorii, cu o crestere a expresiei E-caderinei atat in CSC
cat si In metastazele cutanate ale acestuia punind la indoiald rolul acestui mecanism in
patogeneza tumorilor keratinocitare.*> Am investigat in prezentul studiu rolul TEM in
progresia tumorilor keratinocitare. Analizand diferentele de expresie ale E-caderinei
comparativ in cele trei loturi, am obtinut rezultate similare celor din literatura,*™*’ cu
evidentierea unei diminudri ale proportiei si intensitatii celulelor pozitive pentru E-caderina
in masa tumorald a carcinoamelor spinocelulare in comparatie cu leziunile lor precursoare,
keratozele actinice, dar si cu tegumentul indemn (p=0.001).

Totodata, am demonstrat ca proportia si intensitatea celulelor pozitive pentru E-
caderind variaza in carcinoamele spinocelulare in functie de aria tumorald examinatd,
rezultatele fiind publicate in cadrul cercetirii de studii doctorale.*® Astfel, atat proportia de
celule pozitive pentru E-caderind, cat si intensitatea expresiei acesteia au fost semnificativ
crescute in masa tumorala versus frontul de invazie tumoral (p <0.0001).* Modificarile de
expresie de la nivelul frontului invaziv, compus din ultimele 3-6 randuri de celule, situate
la cel mai adanc nivel de invazie tumorald, indicd faptul cd pierderea caracteristicilor

epiteliale in cadrul TEM creste capacitatea de invazie in CSC.*
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Figura 8. 1. Expresia comparativd a E-caderinei in cele trei loturi analizate: a — expresia E-
caderinei la nivelul lotului control (ob 5x) si b - expresia E-caderinei Intr-o keratoza actinica (ob
10x) - observam in ambele cazuri att o intensitate crescutd a expresiei, cat si o proportie ridicata

de celule pozitive pentru E-caderind; ¢ — expresie zonala diminuatd a E-caderinei in masa tumorala
a unui carcinom spinocelular, ob 20x (Sursa: arhiva Laboratorului de Anatomie Patologica al Spitalului
Clinic Colentina, Bucuresti)

Referitor la N-caderind am gasit foarte putine date in literaturd, deoarece foarte
putine studii au inclus CSC in studiul acesteia. Existd autori care au demonstrat ca expresia
sa intens pozitiva la nivel nuclear se asociazd cu un fenotip agresiv in carcinoamele
spinocelulare orale, fiind asociatd cu tendintd crescutd pentru invazie loco-regionala,
metastazare si rati redusd de supravietuire.”” In studiul de fatd, niciuna dintre leziunile
evaluate nu a prezentat pozitivitate pentru N-caderind. O posibild explicatie ar fi faptul ca
majoritatea CSC incluse in studiu a fost alcatuitd din tumori bine sau moderat diferentiate,
fara caracteristici de agresivitate crescutd. Desi in alte tipuri de cancere cutanate, in special

44,50 - A
" rolul sau in evaluarea

in melanom, N-caderina este un marker consacrat de invazivitate,
progresiei tumorilor keratinocitare cutanate ramane limitat, studii suplimentare fiind

necesare pentru a aprecia implicarea moleculei in aceste malignitati.

Un alt mecanism studiat a fost implicarea celulelor dendritice Langerhans (CL),
CDla pozitive, in modularea comportamentului tumoral. Este recunoscut rolul acestora in
reglarea balantei dintre imunitate si tolerantd imuna periferica, iar dezechilibrele lor pot

.. . n . . 51 . - o
conduce la patologii variate, intre care si cancerele de piele.” Densitatea scdzuta de celule
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dendritice este propusd ca factor de prognostic negativ in evolutia unor tumori solide

52,53

precum CSC laringian sau cancerul mamar.”””” La nivelul tegumentului, expunerea cronica

la RUV, 1n special UVB, duce la scaderea numarului de celule dendritice cutanate si la

54-56 % . . . . ..
In ceea ce priveste tumorile keratinocitare, studii

modificari morfologice ale acestora.
comparative pe diverse cancere cutanate si leziuni precanceroase au aratat cd numarul de
CL care exprimd CD]la este semnificativ redus in EBC si CSC cutanat fatd de keratoza
actinicd si tegumentul indemn.”’ Similar datelor din literaturd, in studiul efectuat, am
demonstrat ca valorile procentuale medii ale celulelor CD1a pozitive din lotul CSC sunt
aproape de trei ori mai scazute comparativ cu cele din loturile KA, respectiv control (p
<0.001). Scaderea numarului de CL, celule ce alcatuiesc prima linie de aparare
imunologicd a tegumentului, cu rol in detectia, fagocitarea si procesarea antigenelor
exogene, sugereaza o diminuare a raspunsului imunologic 1n aceste cancere cutanate. Spre
deosebire de alte subtipuri de celule dendritice prezentatoare de antigen, CL poseda o
biologie unicd, putand fi activate pentru a stimula imunitatea antitumorald tip 1 atat dupa
cultivare in vivo ct si dupa generare in vitro.”® Aditia de CL astfel activate in mediile
tumorale in care sunt deficitare sau sunt compromise din punct de vedere functional ar

putea fi exploatata in viitor spre avantajul terapeutic pentru a induce un efect antitumoral in

CSC cutante.

In ceea ce priveste micromediul peritumoral inflamator, este bine cunoscut faptul
ca celulele si mediatorii inflamatiei pot avea comportament dual, putdnd stimula progresia

tumorald sau desfisura activitate antitumorala.” '

Caracterizarea amanuntitd a
mecanismelor si moleculelor inflamatorii cu rol in carcinogenezd ramane un demers
esential in incercarea de a identifica noi tinte terapeutice antitumorale. CD5 este o
moleculd inhibitorie a 7-cell receptor (TCR) si B-cell receptor (BCR), cu rol important n
modularea raspunsului imun anti-tumoral, fiind exprimata in principal pe celule T mature,
dar si pe unele subtipuri de limfocite B.**® Studii in vivo bazate pe modelul B16 de
melanom au demonstrat intarzierea cresterii tumorilor la soarecii CD5 - deficienti
comparativ cu cei salbatici CD5 +.%° in studiul de fata, CD5 a fost exprimat peritumoral
difuz in toate cazurile de CSC, fiind concentrat in apropierea frontului de invazie si a avut
expresie difuza sau focald perilezional in toate KA. Desi am observat unele variatii de
intensitate ale CD5 intre loturi, cu tendinta de a fi mai bine exprimat in CSC, din punct de

vedere statistic acestea nu sunt semnificative, probabil si din cauza subiectivismului in

ceea ce priveste aprecierea gradului de intensitate. In plus, am remarcat o crestere a valorii
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medii CDS5 peritumoral pe masura ce gradul de diferentiere al CSC este mai mare.

Rolul limfocitelor B (LB) in dezvoltarea si progresia cancerelor este incomplet
elucidat, presupundndu-se cd activitatea lor antitumorala se desfasoara prin identificarea
unor antigene asociate tumorilor si secretie de anticorpi antitumorali specifici.’” Numarul
crescut de limfocite B CD20+ in micromediul tumoral este considerat ca factor de
prognostic pozitiv, corelat cu supravietuire ridicatd in cancerul de san, esofagian sau in
cancerul pulmonar fara celule mici, In timp ce 1n alte cancere solide nu s-au gasit corelatii

1.7 fn CSC orale, numarul de celule

intre prezenta acestor celule si prognosticul tumora
CD20+ este invers corelat cu dezvoltarea metastazelor ganglionare si scade cu cresterea
gradului de anaplazie.””””" In cercetarea de fati, expresia CD20 perilezional a fost mai
crescutd in CSC fatd de KA (p=0.011). Analizand expresia CD20 in functie de prezenta
ulceratiilor microscopice sau a agentilor microbieni in suprafata leziunilor, factori care
puteau declansa stimularea antigenica cu atractia LB in lipsa antigenelor specifice
tumorale, nu am gasit asocieri semnificative statistic pozitive intre intensitatea CD20 si
variabilele mentionate in niciunul dintre grupurile studiate. In grupul CSC, expresia
crescutd a CD20 peritumoral s-a asociat cu un diametru tumoral >2cm (p=0.006) si am
observat o crestere a expresiei peritumorale a CD20 odatd cu cresterea numarului de
mitoze (p=0.011), a grosimii tumorale (p=0.014) si a expresiei CDI11c (p=0.018). Sunt

necesare studii suplimentare pentru a stabili utilitatea practicd a CD20 in leziunile cu punct

de pornire keratinocitar.

Expresia scdzutd a CD11c in diverse cancere se coreleaza cu infiltrarea redusd a

7274 {n leziunile de

acestora cu celule efectorii, promovand accentuarea cresterii tumorale.
la nivelul mucoasei gastrice, expresia CD11c este mult crescutd in cancerul gastric, fata de
gastritd sau polipi gastrici.”” Expresia CD11c in cancerul gastric scade insa in stadiile
tumorale mai avansate si este propusa ca factor de risc pentru recurentd si mortalitate.”
Cuantificarea celulelor CD11c pozitive numara diversi efectori din micromediul tumoral
printre care macrofagele, anumite subseturi de celule dendritice si celule NK.”® In studiul
de fata, celulele CD11c pozitive au fost dispuse in interiorul tumorilor, la nivelul frontului
de invazie si in acumulari perimetrale insulelor invazive, in contact direct cu celulele
tumorale in cazul CSC, avand expresie similara in loturile KA si CSC.

Asa cum am descris anterior,” referitor la CEACAMI exista date limitate in

literatura, deoarecere foarte putine studii au inclus CSC in studiul acestei molecule. Marea
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majoritate a cercetdrilor efectuate in cancerele de piele face referire la melanom, tumora in
care supraexpresia CEACAMI apare frecvent in stadii avansate, fiind asociatd cu
invazivitate crescuti si metastazare.”” In CSC oral comportamentul tumoral variazi in
functie de localizarea moleculei in cadrul celulelor tumorale, expresia membranarda a
CEACAMI fiind asociatd cu CSC bine diferentiat, in timp ce expresia citoplasmatica este
intalnita cu precadere In CSC cu grad de diferentiere moderat si slab, stimuland
proliferarea vasculara si limfangiogeneza.” In studiul de fatd , expresia CEACAMI a fost
negativa in loturile KA si control, precum si in 71.9% dintre CSC cutanate. In restul
tumorilor, expresia CEACAMI1 a fost variabila, in functie de aria tumorald examinata.
Astfel, in zonele cu tendinta la formare de perle keratozice intratumorale am observat
expresie membranara, In timp ce frontul de invazie si restul tumorii au avut expresie
negativd. Rezultatele studiului de fatd pot sugera o corelatie intre prezenta expresiei
membranare a CEACAMI si gradul crescut de diferentiere tumorala. Studii suplimentare

sunt necesare pentru a stabili o corelatie clara.
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9. CONCLUZII SI CONTRIBUTII PERSONALE

9.1. CONCLUZII

9.1.1. LOT KERATOZA ACTINICA

v" Incidenta keratozelor actinice a crescut cu inaintarea in varsta, atingdnd un maxim
in intervalul de varstd de 70-79 de ani, leziunile fiind mai frecvent diagnosticate la
sexul feminin, probabil din cauza adresabilitatii crescute la medic a femeilor;

v Cea mai frecventa localizare a keratozelor actinice a fost in regiunea anatomica cap
si gat, in special la nivelul obrazului, fiind explicatd prin expunerea frecventd a
acestei zone la radiatii ultraviolete, pe tot parcursul anului. Cazurile cu localizare
extrafaciala au fost fiind mai des intalnite n randul barbatilor;

v Majoritatea keratozelor actinice au avut dimensiuni mici, de sub 1 ¢cm, asa cum sunt
de obicei descrise in literatura de specialitate, iar dintre leziunile mai mari de 1 cm,
cele mai multe au fost depistate la barbati. Diferenta intre sexe in ceea ce priveste
prezentarea la medic accentuata de aspectul inestetic al KA preponderent faciale in
cazul femeilor, le motiveazd cel mai probabil pe acestea spre cererea unei
consultatii in stadii mai precoce ale leziunilor;

v" Mai putin de jumaitate dintre keratozele actinice au fost corect diagnosticate clinic,
principalele problemele de diagnostic diferential fiind cancerele cutanate
keratinocitare, epiteliomul bazocelular si carcinomul spinocelular. Rezultatele
obtinute indicd necesitatea stabilirii unui set de criterii clinice extins, care sa
creasca gradul de suspiciune clinicd in aceste leziuni si sd ghideze cu mai mare
precizie cazurile ce necesitd efectuarea exciziei cu examinare histopatologicd,
reducand astfel morbiditatea asociatd si impactul estetic si functional in cazul KA
care ar putea beneficia de tratament conservator;

v' In ceea ce priveste subtipul histologic, in lotul de studiu am intalnit, in ordine
descrescdtoare a frecventei: KA hipertofice, KA atrofice, KA lichenoide si KA
bowenoide. Subtipul histologic bowenoid, considerat a avea cel mai inalt grad de
displazie, a prezentat tendintd de asociere cu o dimensiune a leziunilor >1cm;

v" Profilul morfologic al tegumentului perilezional keratozelor actinice a evidentiat in

toate cazurile marci ale agresiunii actinice cronice, cu prezenta unui infiltrat
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inflamator limfo-plasmocitar de severitate variabild si modificari de elastoza solara
asociate. Severitatea elastozei solare asociate keratozelor actinice a fost mai
accentuatd 1n regiunea capului si gatului, corelandu-se cu gradul de expunere

cumulativa la radiatii ultraviolete.

9.1.2. LOT CARCINOM SPINOCELULAR

Incidenta CSC a crescut odatd cu inaintarea In varsta, atingdnd un maxim in
intervalul 70-79 de ani, observandu-se o predominantd a leziunilor la sexul
masculin inainte de 70 ani si la cel feminin dupa aceastd varsta;

Majoritatea leziunilor au fost localizate in regiunea anatomica cap si gat, jumatate
dintre acestea fiind situate la nivelul obrazului. Urméitoarea regiune anatomicd
afectata a fost cea a membrelor, peste doud tremi dintre tumorile din aceastd
categorie fiind localizate pe fata dorsald a mainilor. Distributia este similara datelor
din literaturd si este explicatd prin expunerea frecventa a acestor zone la radiatii
ultraviolete pe tot parcursul anului,

Leziunile ce depdsesc 1 cm au fost de 2 ori mai numeroase in cazul CSC
comparativ cu KA, iar leziunile ulcerate macroscopic au fost mult mai frecvente in
cazul carcinoamelor spinocelulare fatd de keratozele actinice. Ambele caracteristici
ar putea reprezenta un semnal de alarma in ceea ce priveste criteriile de diferentiere
clinice ale acestor leziuni keratinocitare, pledand in favoarea efectudrii biopsiei
cutanate in cazurile de keratoze actinice mai mari de 1 cm si ulcerate, pentru
excluderea transformarii in carcinom spinocelular invaziv;

Similar rezultatelor din alte studii, peste jumatate dintre CSC s-au dezvoltat pe
leziuni adiacente de KA, date ce sugereazd calitatea de leziune precursoare a
acesteia din urma;

Mai putin de o treime dintre CSC au fost corect diagnosticate clinic, fapt ce
subliniazd importanta examenului histopatologic in stabilirea diagnosticului de
certitudine al acestor tumori cutanate ce imbracd aspecte clinice foarte variate.
Principala problema de diagnostic diferential a fost epiteliomul bazocelular;
Majoritatea tumorilor au fost identificate in stadii initiale (T1 - diametru tumoral
maxim sub 2 cm); Carcinoamele spinocelulare aflate intr-un stadiu mai avansat,
avand un diametru tumoral mai mare de 2 cm, s-au asociat cu alte caracteristici de

agresivitate precum un grad slab de diferentiere si o grosime tumorald mai mare;
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v' In ceea ce priveste subtipul histologic, in lotul de studiu am intilnit, in ordine
descrescatoare a frecventei: CSC not otherwise specified, CSC cu aspect verucos si
CSC acantolitic, CSC cu aspect verucos a fost asociat cu un grad mare de
diferentiere si cu localizarea la nivelul fetei dorsale a mainii;

v’ Analizand diverse alte caracteristici de agresivitate crescuta si relatia dintre acestea,
am observat o asociere intre prezenta invaziei limfo-vasculare si o grosime
tumorald mai mare, precum si o frecventd mai ridicata de aparitie a invaziei limfo-
vasculare n tumorile cu grad slab de diferentiere;

v" Profilul morfologic al tegumentului perilezional a evidentiat in toate cazurile marci
ale agresiunii actinice cronice, cu prezenta unui infiltrat inflamator limfo-
plasmocitar in majoritatea cazurilor, de severitate variabila si modificéri de elastoza
solara asociate. Elastoza solara marcatd a fost mai frecvent asociata cu un infiltrat

inflamator marcat.

9.1.3. PARAMETRI IMUNOHISTOCHIMICI

v In ceea ce priveste TEM, am demonstrat sciderea expresiei E-caderinei in masa
tumorala a carcinoamelor spinocelulare in comparatie cu leziunile lor precursoare,
keratozele actinice, dar si cu tegumentul indemn. De asemenea, am observat in
lotul CSC o variatie intensitatii si proportiei de celule pozitive pentru E-caderind in
functie de aria din tumora examinatd; astfel, atat proportia de celule pozitive pentru
E-caderind, cat si intensitatea expresiei au fost semnificativ crescute In masa
tumorala versus frontul de invazie tumoral, indicand faptul cd pierderea
caracteristicilor epiteliale in cadrul TEM creste capacitatea de invazie in aceste
tumori;

v Rolul N-caderinei in evaluarea progresiei tumorilor keratinocitare cutanate ramane
limitat, iar studii suplimentare sunt necesare pentru a aprecia implicarea moleculei
in evolutia acestor malignitati;

v Scaderea numarului de CL in CSC cutanate comparativ cu leziunile lor precursoare
si cu tegumentul indemn sugereaza o diminuare a raspunsului imunologic in aceste
cancere cutanate; Aditia de CL activate dupa cultivare in vivo sau generare in vitro
in mediile tumorale in care sunt deficitare sau sunt compromise din punct de vedere
functional ar putea fi exploatatd in viitor spre avantajul terapeutic pentru a induce

un efect antitumoral in CSC cutante;
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v Markerii care evidentiaza si diferentiaza celulele din componenta micromediului
inflamator peritumoral, precum CD5, CD20 si CDllc nu fac parte din panelul
standard de determinari utilizati pentru aprecierea profilului tumoral in cazul CSC
cutanat, desi si - au dovedit utilitatea in evaluarea altor tipuri de cancere la om. In
absenta unor rezultate publicate in literatura de specialitate, este dificil de tras
concluzii ferme cu privire la rolul lor in CSC cutante Tn acest moment. Din acest
punct de vedere, studiul este unul inovativ si ar putea reprezenta premiza pentru
cercetari ulterioare. Ele ar trebui corelate in studii viitoare cu evolutia pacientilor in
studii prospective observationale, pe loturi mult mai numeroase de pacienti. Odata
ce se va stabili relevanta lor In ceea ce priveste agresivitatea, invazivitatea si
proliferarea tumorald, aceste molecule deja bine cunoscute ar putea deveni tinte
atractive folosite in imunoterapia antitumorala;

v Asocierea dintre expresia membranara a CEACAMI1 si gradul crescut de
diferentiere tumorald sugereazd corelarea acestei localizdri a moleculei cu un
comportament tumoral lipsit de agresivitate in CSC cutanate. Studii suplimentare

sunt necesare pentru a stabili o legatura clara.

9.2. CONTRIBUTII PERSONALE

In urma studierii literaturii internationale si nationale de specialitate, in prezentul
studiu am realizat, in partea generald, o imagine actualizatd, de ansamblu, cu privire la
actualele clasificari si ghiduri de management ale leziunilor keratinocitare scuamoase,
evidentiind lipsa unor recomandari ferme si a unor criterii de stratificare avansate pentru
KA si CSC. Pornind de la nevoia identificdrii unor tinte prognostice si terapeutice
complementare celor actuale, am studiat cele mai importante corelatii clinico-patologice in
keratoze actinice si carcinoame spinocelulare, leziuni cutanate n a caror patogeneza joaca
un rol important expunerea cumulativd la radiatii ultraviolete. De asemenea, am
caracterizat anumite aspecte considerate importante ale profilului imunologic local in
aceste leziuni. Pe 1dnga utilizarea coloratiilor histopatologice clasice, am efectuat in paralel
si tehnici imunohistochimice, acesta fiind unul dintre punctele forte ale studiului. La
momentul actual, imunohistochimia face obiectul a numeroase cercetari internationale,
oferind rezultate promititoare in ceea ce priveste progresul in deslusirea mecanismelor

carcinogenezei.
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Limitarea principald a studiului a constat in dificultatea de a alcatui loturile de
lucru, avand in vedere ca biopsiile prelevate au In general dimeniuni foarte mici in cazul
keratozelor actinice, restrictiondnd numarul de studii suplimentare care se pot efectua
asupra lor. Astfel, a fost disponibil un numar relativ redus de cazuri in perioada 2013-2015
cu proba prelevata tip rezectie integrald, la care recoltarea de fragmente pentru
imunohistochimie sd nu Tmpieteze rediagnosticarea ulterioara. O alta limitare este lipsa

informatiilor cu privire la evolutia clinica ulterioara a pacientilor.

In acest studiu am obtinut rezultate care atesti ipoteza implicarii radiatiilor
ultraviolete in carcinogeneza cutanatd si am extins cunstintele asupra trasaturilor
histopatologice si imunohistochimice ce caracterizeaza keratozele actinice si carcinoamele
spinocelulare, identificand cei mai specifici markeri ai evolutiei si prognosticului
leziunilor. Totodatd, am descris o parte dintre mecanismele si markerii ce guverneaza
invazia si agresivitatea in keratozele actinice si carcinoamele spinocelulare si am evidentiat
potentiale tinte terapeutice care in viitor ar putea fi exploatate In imunoterpia antitumorala.
Sunt necesare studii suplimentare atdt pe model animal, cat si pe model uman, care sa se
focuseze pe mecanismele descrise. Caracterizarea complexa a KA si CSC a relevat nevoia
unor studii viitoare, In care colaborarea dintre dermatologi, fiziologi, anatomopatologi si
fiziopatologici este esentiald pentru a putea integra profilul imunologic exhaustiv obtinut al
leziunilor, intr-un context care sd includa date despre evolutia leziunilor, raspunsul la
tratament, rata de recidiva locald, de metastazare la distanta si statusul imunologic sistemic
al pacientilor, conducand astfel la realizarea unui management optimizat. Astfel, aceasta
lucrare aduce o contributie importantd si deschide noi perspective de cercetare in domeniul

carcinogenezei cutanate.
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