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. INTRODUCERE

Carcinomul bazocelular (CBC) reprezinta cea mai frecventd tumora maligna a pielii
la nivel mondial. Este uzual intalnit in populatia caucaziana, asa incét incidenta acestei
afectiuni este invers proportionald cu latitudinea zonei in care pacientul locuieste, fiind in
stransd legaturd cu statusul pigmentar cutanat. Astfel, s-au raportat rate similare de
incidenta in Europa, Canada si Asia, iar Australia are cea mai mare incidenta la nivel
mondial. Prevalenta CBC este in crestere, pe de o parte datoritd metodelor imbunatatite de
diagnostic, iar pe de alta parte datorita Tmbatranirii populatiei, a tendintei de crestere
numerica a acesteia si a expunerii la radiatiile ultraviolete (UV). Incidenta CBC creste
semnificativ dupd varsta de 40 de ani, dar in ultimii ani s-a inregistrat o incidenta crescuta
in randul populatiei mai tinere, in special a femeilor, ca urmare a unei expuneri mai mari la
radiatiile UV solare sau din surse artificiale. Probabilitatea dezvoltarii unui CBC este, prin

urmare, rezultatul unei interactiuni complexe intre factori de mediu, fenotipici si genetici

[1]

Factorii de risc sunt reprezentati de radiatiile UV, pe locul intai ca importanta si alti
factori precum arsurile, expunerea la arsenic, ranile cronice, infectia cu virusul
imunodeficientei umane (HIV) respectiv sindromul imunodeficientei umane dobandite
(SIDA), transplantul de organe, radiatiile ionizante si alte afectiuni imunosupresoare.
Unele boli genetice, rare, pot fi responsabile pentru CBC in timpul copilariei si

adolescentei, cum ar fi sindromul Gorlin, albinismul si xeroderma pigmentosum [2-3].

in clasificarea efectuati de Organizatia Mondiald a Sanatitii (OMS) sunt
recunoscute mai multe subtipuri de CBC cu morfologie relevanta pentru prognostic. Astfel,
sunt descrise CBC cu risc scazut (nodulare, superficiale, pigmentare, fibroepiteliale, cu
diferentiere anexiald/ infundibulo-chistice) si CBC cu risc ridicat (micronodulare,
infiltrante, sclerozante/morfeice, bazo-scuamoase, sarcomatoid). Unele subtipuri prezinta
variante histopatologice (keratozic, nodulo-chistic, adenoid) si citologice particulare (cu

celule clare, monstruoase, cu celule n inel cu pecete) [4].

Din punct de vedere imunohistochimic (IHC), CBC este pozitiv pentru Ber-
EP4/Ep-CAM, CD 10, p 63 si BCL 2; este negativ pentru EMA (cu exceptia zonelor de

tranzitie din zonele bazo-scuamoase si sebacee/ductale din CBC cu diferentiere anexiala).



A fost raportatd o expresie variabila pentru CK 5, CK 7, CK 8, CK 15, CK 18 si CK 19.
Stroma CBC de obicei este negativa sau neuniform pozitiva pentru CD 10 si CD 34 [5].

Principalele diagnostice diferentiale sunt reprezentate de: tricoblastom,
tricoepiteliom si carcinomul scuamos bazaloid pentru CBC nodular, Keratoza actinica
pentru CBC superficial, tricoepiteliomul desmoplastic pentru CBC sclerozant/morfeiform,
carcinomul scuamos pentru CBC bazo-scuamos, leziuni melanocitare pentru CBC
pigmentar si mai multe neoplasme de anexe pentru CBC cu diferentiere anexiala. Imitatorii
mai putin intalniti in practica medical sunt: carcinomul cu celule Merkel, histiocitomul

fibros benign si carcinomul anexial microchistic [6].

Terapia standard a CBC este interventia chirurgicala. In regiunea capului si gatului,
interventia chirurgicala Mohs sau chirurgia controlatd micrografic asigura rate mai mici de
recidiva comparativ cu excizia larga. In stadiile | si IT de evolutie sunt utilizate o serie de
alte tratamente, dar cu rate mai mici de vindecare si recidive frecvente. Radioterapia este
eficientd pentru pacientii care nu se califica pentru interventie chirurgicala, dar cu o ratd de
remisie mai mica fata de interventia chirurgicala. Efectele adverse includ reactii cutanate,
cum ar fi atrofie, modificari pigmentare, caderea parului si telangiectazii. Impactul negativ

asupra calitatii vietii pare, insa, sa fie temporar [7-9].

CBC avansate sunt definite ca tumori de stadiile III si IV. Adesea, aceste tumori se
dezvolta pe parcursul mai multor ani, dar sunt neglijate de pacienti si apartinatori. Exista o
suprapunere a CBC cu risc ridicat si CBC avansat. CBC cu risc ridicat este definit ca o
tumora cu evolutie indelungata, localizata la mijlocul fetei sau pe urechi, cu diametrul mai
mare de 2 cm, avand un subtip histopatologic agresiv, cu infiltrare perivasculara sau
perineurala, iar pacientul are antecedente de expunere la radiatii sau esec al tratamentului
anterior [10-11].

Scopul prezentei lucrari este de a oferi o imagine cuprinzatoare a cunostintelor
existente privind CBC, cu accent pe caracteristicile clinice, histopatologice, a importantei
micromediului tumoral si In special a vascularizatiei asociate tumorii, asupra capacitatii de

invazie tumorala si a impactului radioterapiei in evolutia bolii.

Studiul este unul de tip observational, retrospectiv, ce vizeaza cazurile de CBC
diagnosticate in cadrul laboratorului de Anatomie Patologica al Spitalul Universitar de
Urgenta din Bucuresti, unele dintre ele supuse tratamentului radioterapic la Institutul de

Oncologie Prof. Dr. Alexandru Trestioreanu din Bucuresi, intre anii 2013 si 2021, de-a
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lungul unei perioade de 8 ani. Lotul a totalizat un numar de 754 de cazuri. Lucrarea este
structuratd in doud parti, repartizatd in 10 capitole. Pentru realizarea acestui studiu si
pentru compararea rezultatelor obtinute, am consultat un numar de 168 de referinte
bibliografice. De asemenea, studiul doctoral include o iconografie originala folosind

Imagini de macroscopie si microscopie optica, numeroase grafice si tabele.

In cadrul prezentei cercetari doctorale au fost atinse scopul si obiectivele propuse,
ce au Vvizat caracteristicile clinice, microscopice, imunohistochimice, densitatea

microvasculara si particularitatile terapeutice ale CBC.

Analiza s-a desfasurat pe o cohorta care a cuprins 754 de cazuri de CBC. Vérsta
pacientilor a variat intre 19 si 93 de ani, media fiind de 67,5 ani. Raportul dintre genuri in
lotul studiat a fost in favoarea genului feminin, la acesta din urma, varsta la diagnostic
fiind mai mica.

In ceea ce priveste topografia tumorilor, marea majoritate a acestora a fost
localizatd pe zonele fotoexpuse, cele mai multe fiind situate la nivelul capului si gatului, in
special la nivelul fetei (in ordinea frecventei: nas, obraji, frunte si zona periorbitald),

urmate de localizarea toracala.

Din punct de vedere macroscopic, majoritatea tumorilor au avut un aspect nodular,
fie cu telangiectazii in suprafata, fie ulcerate, pigmentare, traumatizate, suprainfectate, cu
calcificari, cu aspect pseudocicatriceal sau inflamator. Din punct de vedere microscopic,
subtipurile histopatologice identificate, in ordinea frecventei, sunt urmatoarele: tipul
nodular — predominant, pigmentar, superficial, bazo-scuamos, infiltrativ, infundibulo-

chistic, morfeiform si fibroepitelial.

Localizarea si subtipul histopatologic s-au asociat semnificativ statistic, CBC fibro-
epitelial, regasindu-se exclusiv la nivelul toracelui; la nivelul membrelor inferioare a
predominat tipul superficial, la nivelul capului si gatului, toracelui, membrelor superioare

si respectiv abdomenului, cele mai multe tumori au apartinut subtipului nodular.

Cel mai frecvent s-au raportat tumori unice insa au existat si cazuri cu tumori
multiple, cele mai multe situate la nivelul capului si gatului. Tn 4,4% din cazuri tumorile au
fost secundare (recidive), localizate la nivelul capului si gatului. Subtipul histopatologic s-a
asociat cu caracterul secundar al tumorii, cele mai multe recidive fiind de tip infiltrativ si

nodular, urmate de cele de tip bazo-scuamos.



Din punct de vedere imunohistochimic, citokeratinele AE1/AE3 si 34BetaE12 au
fost pozitive in toate cazurile testate, difuz si intens, in concordanta cu natura epiteliala a
proliferarii tumorale. BerEp4 a fost de asemenea pozitiv in toate cazurile testate iar in
recidivele tumorale fiind mai frecvent intalnitd o expresie slab pozitiva, spre deosebire de
tumorile primare, la care a predominat expresia intens pozitiva. Expresia slab pozitiva s-a
asociat totodata cu formele infiltrativa, bazo-scuamoasa si morfeiforma. Expresia EMA s-a
asociat cu subtipul histopatologic bazo-scuamos. Cele mai multe cazuri P 63 pozitive s-au
inregistrat la genul feminin. Expresia crescuta P 53 s-a asociat cu subtipurile
histopatologice morfeiform, infiltrativ si bazo-scuamos si, de asemenea, cu recidivele
tumorale si tumorile traumatizate. Expresia scazuta BCL 2 s-a asociat cu subtipurile
histologice superficial si nodular. Pozitivitatea CD 10 in celulele tumorale s-a asociat cu
localizarea la nivelul capului si gatului, iar cea de la nivelul celulelor stromale cu formele
histopatologice infiltrativa si morfeiforma. Valori crescute ale EGFR s-au asociat cu o
varsta mai tanara a pacientului si cu caracterul secundar al tumorii. Indicele de proliferare
Ki 67 a avut valori ale medianei mai mari la nivelul capului si gatului, in comparatie cu
tumorile localizate la nivelul toracelui. Dintre subtipurile histopatologice, cel bazo-
scuamos a inregistrat cele mai mari valori ale Ki 67 si, de asemenea, recidivele tumorale,

in comparatie cu tumorile primare.

Un subiect relativ nou referitor la structura tumorilor si a factorilor determinanti ai
patogenezei 1l reprezinta micromediul tumoral, iar din aceasta categorie am ales sa studiem
vascularizatia intratumorald. Prin urmare, am constatat cd densitatea microvasculara
peritumorald este superioara celei intratumorale, iar intratumoral predomina densitatea
microvasculara scazutd. La nivelul toracelui si membrelor superioare tumorile s-au
caracterizat exclusiv prin densitate vasculara scazutd, aceasta asociindu-se si cu tipurile
histopatologice superficial, infundibulo-chistic, fibroepitelial si pigmentar. Recidivele, pe

de alta parte, au fost caracterizate prin densitate vasculara crescuta.

In stransi legiturd cu vascularizatia tumorald este expresia VEGF, care este
prezenta nu doar in celulele endoteliale din structura peretilor vasculari, dar si in celulele
tumorale, predominant pe frontul tumoral invaziv. VEGF in celulele tumorale s-a corelat
cu densitatea microvasculara, iar expresia crescuta S-a asociat cu subtipurile

histopatologice superficial si pigmentar.



Radioterapia reprezinta o optiune terapeutica in CBC, fie ca terapie adjuvanta (cand
marginile de rezectie sunt pozitive, in conditiile invaziei perineurale, a recidivelor multiple
si invaziei osoase), fie ca terapie unica (cAnd o procedura chirurgicala poate duce la un
defect cosmetic semnificativ sau in cazul CBC nerezecabile). Au fost evaluate 33 de cazuri
de CBC radiotratate, tipul histopatologic dominant fiind cel nodular. Dupa radioterapie rata
de recidiva a fost de 39%. Mediana duratei pana la recidiva a fost de 39,5 luni. 85% dintre
cazurile recidivate au fost situate la nivelul capului si gatului — in mod uzual periocular,
avand frecvent subtipul histopatologic nodular si ulcerat. Doza totala de radiatie a fost
variabild pentru CBC situate pe cap si gat (de la 10 la 48 Gy), dar intotdeauna peste 30 Gy
pentru CBC situate pe trunchi.

Cercetarea doctorala pe care 0 voi prezenta in cele ce urmeaza s-a confruntat cu o
Serie de limitari. Unele au fost de natura materiala, neavand posibilitatea de a efectua teste
de biologie moleculara, care sd intregeasca tabloul tumorilor evaluate. De asemenea,
testarea imunohistochimica s-a efectuat pe un numar limitat de cazuri. Informatiile privind
istoricul si evolutia pacientilor au fost partial limitate. Natura retrospectiva a studiului a
determinat, inevitabil, imposibilitatea de a obtine o serie de informatii iar caracterul
observational nu a permis evidentierea unor relatii cauzale intre variabilele analizate, ci

doar tendinte de asociere.

Rezultatele obtinute, in special in ceea ce priveste microvascularizatia tumorala,
expresia VEGF si EGFR impun continuarea cercetarii, ce ar putea avea drept finalitate
descoperirea unei alternative de tratament, terapia cu anticorpi monoclonali putand fi o
solutie in cazurile de CBC avansate. Studiile asupra acestui subiect sunt, insa, abia la
inceput si in numar redus, fiind necesare investigatii suplimentare, pe cohorte mai mari si

impunandu-se studii clinice care sa completeze datele obtinute.



II.  TPOTEZA DE LUCRU SI OBIECTIVELE GENERALE
ALE CERCETARII

CBC reprezinta cel mai frecvent tip de tumora maligna, incidenta acestuia fiind n

crestere. CBC are o mortalitate scazutd, dar poate provoca morbiditate semnificativa in

principal datoritd caracterului distructiv local. Patogeneza este legatd de interactiunea

dintre mediu si caracteristicile derivate de la pacient. Existd mai multe modalitati

terapeutice iar selectia adecvatd a acestora necesitd cunoasterea complicatiilor, a

rezultatelor cosmetice si a ratele de recurenta [12].

In acest context, prezenta cercetare doctorald are drept scop analiza aprofundati a

CBC prin studiul caracterelor clinice, morfopatologice si imunohistochimice, in vederea

unei mai bune intelegeri a dinamicii comportamentului biologic tumoral al acestor

variabile. De asemenea, lucrarea de fata isi propune sa evidentieze rolul vascularizatiei

tumorale in dinamica bolii si, din punct de vedere terapeutic, utilitatea radioterapiei.

Obiectivele studiului cuprind:

Analiza caracteristicilor generale, demografice si clinice ale pacientilor
diagnosticati cu carcinoame bazocelulare — n care vor fi detaliate caracteristicile
pacientilor precum genul, varsta, localizarea tumorii, caracterul primar/recidivant al
tumorii, tumori unice vs. multiple. De asemenea va fi evaluata existenta asocierilor
st corelatiilor intre aceste variabile.

Analiza caracterelor morfologice — in care vor fi raportate cele mai frecvente
aspecte macroscopice tumorale si vor fi detaliate aspectele microscopice (subtip
histopatologic, prezenta necrozei tumorale, a ulceratiei, a suprainfectiei, a
calcificarilor, a semnelor de trauma), cu iconografie reprezentativa. Totodata, se va
testa existenta asocierilor si corelatiilor cu alte variabile clinico-patologice.
Studierea expresiei imunohistochimice a markerilor de diagnostic pozitiv
(BerEP4, 34BetaE12, AE1/AE3), EMA, CD 10, CD 34, VEGF, EGFR, P 63, P 53,
Bcl 2 precum si a indicelui de proliferare nucleara Ki 67. De asemenea vor fi
evaluate corelatiile imunoexpresiei acestor markeri cu alte variabile clinico-
patologice si morfologice tumorale.

Studiul neovascularizatiei tumorale

Rolul radioterapiei



I1l. METODOLOGIA GENERALA A CERCETARII

1.1. Selectia cazurilor

Prezentul studiu doctoral are la bazd analiza retrospectivd a cazurilor de CBC
diagnosticate si respectiv tratate in doud mari centre universitare din Bucuresti: Spitalul
Universitar de Urgenta din Bucuresti (SUUB) si Institutul Oncologic din Bucuresti (IOB),
de-a lungul unei perioade de 8 de ani (2013 - 2021). Pacientii au beneficiat de excizie
chirurgicald in sectia de chirurgie plastica a SUUB iar piesele de excizie au fost prelucrate
in vederea diagnosticului histopatologic in departamentul de Anatomie Patologica al
aceleiasi institutii; ulterior, unii dintre pacienti au fost tratati oncologic prin radioterapie la
IOB. Studiul retrospectiv a fost realizat accesand registrele histopatologice din cadrul
serviciului de Anatomie Patologica si al bazei de date informatizate din SUUB. Studiul s-a
desfasurat cu acordul Comisiei de Etica, fiind in conformitate cu standardele etice
internationale si avand consimtamantul informat al pacientilor pentru utilizarea tesuturilor

in scop de diagnostic si de cercetare.

Din fisele de insotire ale pieselor excizate chirurgical, registrele histopatologice si
bazele de date ale spitalelor au fost extrase principalele repere clinice (varsta, gen,
localizarea anatomica a tumorilor, data diagnosticului), aspectele macroscopice ale
tumorilor, diagnosticul histopatologic si, in unele cazuri, cel imunohistochimic. Lotul a

totalizat un numar de 754 de cazuri.

Pentru subloturi de cazuri s-au efectuat teste THC care sa puna in evidentd

particularitati tumorale.
Criterii de includere:

e Cazurile inregistrate Tn cadrul departamentului de Anatomie Patologica al SUUB.

o Cazurile diagnosticate histopatologic drept CBC.
Criterii de excludere:

e Cazurile Tnregistrate Tn afara intervalului de timp 2013-2021.
e Cazurile la care informatiile clinico-patologice esentiale nu au fost accesibile.

e Cazurile n care diagnosticul histopatologic a fost infirmat imunohistochimic.



1.2. Studiul morfologic al carcinoamelor bazocelulare
Studiul morfologic al tumorilor a avut drept scop diagnosticul pozitiv de CBC si

ulterior analiza si consemnarea particularitdtilor tumorale cu impOrtantd prognostica.

Piesele de rezectie chirurgicala au ajuns in laboratorul de Anatomie Patologica
impreund cu Fisa de Insotire a materialului biopsic, care contine datele de identificare ale
pacientului si acordul informat al acestuia privind prelucrarea histopatologica a produselor
prelevate, tipul procedurii chirurgicale, diagnosticul clinic, data recoltarii, precum si
semnatura si parafa medicului care a solicitat examinarea histopatologicd. Intrat in
laborator, cazul primeste un numar unic de inregistrare. Piesele de excizie au fost introduse
in recipiente cu formol 10%, in vederea fixarii, pentru aproximativ 12 ore. Prima etapa este
reprezentatda de examenul macroscopic, in cadrul caruia se determind dimensiunile
fragmentului cutanat, ale tumorii, forma si culoarea acesteia, distanta fatd de marginile de
rezectie, prezenta ariilor de ulceratie etc. In urma acestei examinri, piesa este sectionat si
intodusd 1n casete, urmiand a fi procesatd In vederea examinarii histopatologice.
Procesarea are loc automat, cu ajutorul procesatorului de tesuturi, avind drept scop oprirea
proceselor vitale, conservarea si pregatirea tesutului pentru a putea fi sectionat cat mai fin.

Pasii procesarii sunt urmatorii:
- deshidratarea — folosind alcool etilic, in diferite dilutii crescatoare
- clarificarea — cu ajutorul toluenului
- impregnarea cu parafina.

Dupa procesare are loc includerea fragmentelor tisulare in blocuri de parafind, cu
ajutorul aparatului de inclus, care topeste parafina la o temperaturd de 58-60° C ce,
ulterior, se solidifica prin racire, cu obtinerea de mulaje de forma dreptunghiulara ce pot fi
fixate Tn microtom pentru sectionare. Blocurile de parafina astfel obtinute vor fi fasonate si
numerotate cu numerele de inregistrare ale cazului. Sectionarea, are loc cu ajutorul
aparatului numit microtom, obtinandu-se sectiuni cu o grosime de aproximativ 4 pm, ce se
intind pe lama de sticla. Acestea sunt transparente, astfel impunandu-se etapa urmatoare:
colorarea. Coloratia uzuala folosita este Hematoxilin-Eozina (H&E) care, de asemenea, se
desfasoara automat, folosindu-se un aparat standardizat, special conceput. Colorarea se
desfasoara urmand mai multi pasi succesivi: deparafinare (cu toluen / xilen), rehidratare in

trei bai succesive de alcool etilic, colorare cu Hematoxilind Mayer (2-5 minute), spalare,



diferentiere in alcool-acid clorhidric, spalare, contrastare in solutie saturata de carbonat de
litiu, spalare, colorare cu Eozina (3 minute), spalare, deshidratare in trei bai succesive de

alcool etilic, clarificare.

Ultima etapd in obtinerea lamelor histopatologice o reprezintd montarea, care
presupune aplicarea unei lamele peste lama, cu ajutorul mediului de montare (Entellan sau
alte medii de montare). Rezultatul final presupune nuclei colorati in albastru-violet

(bazofili) si citoplasma cat si alte structuri conjunctive colorate Tn roz (eozinofile).

Analiza microscopica s-a realizat cu ajutorul microscopului optic (Leica DM 750) si
fotografiile cu ajutorul camerelor Leica ICC50HD si a softului Leica Application Suite X
versiunea 3.0.2. Aceasta a avut drept scop diagnosticul pozitiv al CBC si observarea
particularitatilor, precum tipul histopatologic, prezenta ulceratiei, a suprainfectiei,

calcificarilor, vascularizatiei tumorale etc.

1.3. Studiul imunohistochimic al carcinoamelor bazocelulare

Un numar limitat de cazuri au fost testate IHC (Tabel V.1), in vederea evaludrii
anumitor particularitati tumorale. IHC reprezinta o metoda diagnosticd ce combina
tehnicile histologice cu cele imunologice si biochimice cu scopul identificarii
componentelor celulare si tisulare cat mai specific posibil printr-o reactie antigen-anticorp.
In urma interactiunii antigen-anticorp, situsul de legare al anticorpului este pus in evidenta
printr-o reactie indirecta de colorare. Tehnicile IHC au crescut siguranta diagnosticului
final anatomopatologic, facand posibil diagnosticul diferential si in unele cazuri evaluarea
factorilor de prognostic. In functie de tipul anticorpului si specificatiile tehnice, protocolul
poate varia. Sectiunile tisulare pentru testarea IHC au avut grosimi de 3um fiind aplicate pe
lame tratate cu un agent adeziv (polilizind). Cromogenul folosit a fost diaminobenzidina —

DAB (producator BIOCARE). Etapele de lucru esentiale au fost, pe scurt, urmatoarele:

e deparafinarea in toluen si hidratarea sectiunii tisulare in bai succesive de alcool
etilic, urmate de spalare

e pretratamentul lamelor in functie de specificatiile anticorpilor primari

e inhibarea peroxidazei endogene

e Dblocarea antigenicitatii nespecifice

e digestia proteoliticd si demascarea antigenelelor tintd



e colorarea IHC propriu-zisa, care presupune:
o incubarea cu anticorpul primar
o aplicarea polimerului enzimatic marcat
o aplicarea substratului cromogen (DAB)

o contracolorare cu Hematoxilina Mayer.

Rezultatul final al reactiei IHC poate fi evaluat cu ajutorul microscopului optic uzual,
antigenele investigate fiind colorate in brun datoritd cromogenului DAB (marcaj nuclear,
citoplasmatic sau membranar, in functic de antigenul de interes), pe un fond albastru

conferit de hematoxilina Mayer.

Tabel V.1. Anticorpii folositi in studiu

AE1/AE3 AE1/AE3 Ready-to-use Biocare
EMA Mc-5 Ready-to-use Biocare
BerEp4 Ber-Ep4 Ready-to-use Biocare
34BetaE12 34BetakE12 Ready-to-use Biocare
CD34 QBEnd/10 Ready-to-use Zeta

CD10 56C6 Ready-to-use Biocare
VEGF EP1176Y Ready-to-use Biocare
EGFR H11 Ready-to-use Biocare
P63 4A4 Ready-to-use Zeta

P53 DO-7 Ready-to-use Biocare
BCL2 100/D5 Ready-to-use Biocare
Ki67 MIB-1 Ready-to-use Zeta
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1.4. Analiza statistica
Variabilele esantionului studiat au fost colectate intr-o baza de date in programul

Microsoft Excel 2016.

Analiza statistica s-a efectuat in programul IBM SPSS Statistics 20. S-au efectuat
statistici descriptive si teste de semnificatie. Pentru analizd descriptiva s-au calculat
procentele, frecventele, mediile, eroarea standard a mediilor, deviatia standard, medianele
si IQR. Pentru verificarea asocierilor intervariabile s-a utilizat testul Chi-Square si
corectiile corespunzatoare atunci cand criteriile nu au fost indeplinite (Likelihood ratio,
Fisher test) alaturi de parametrii Phi si Cramer V pentru stabilirea marimii efectului; testul
t-independent cu raportarea gradelor de liberate, diferenta mediilor, testul Levene's pentru
testarea omogenitatii datelor. Pentru situatia in care conditiile testelor de normalitate nu
sunt indeplinite s-a utilizat testul non-parametric Mann-Whitney U si Kruskal-Wallis.

Intervalul de incredere a fost setat la 95%. Rezultatele au fost prezentate numeric si grafic.
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IV. PARTEA SPECIALA - SINTEZA CAPITOLELOR

Capitolul 6 al tezei de doctorat se axeaza pe studiul clinic si epidemiologic al CBC.
Studiul de fatd a cuprins un numar total de 754 de pacienti diagnosticati cu CBC, pe
parcursul a 8 ani (2013 - 2021) la SUUB. Caracteristicile clinice si demografice ale
acestora au fost introduse intr-o baza de date de tip Microsoft Excel. Variabilele categorice
(gen, localizare tumorala etc.) au fost impartite pe categorii iar pentru cele numerice
(varsta) s-au determinat intervale si s-au calculat medii, mediane, deviatii standard, IQR
(interquartile range) etc. Cu ajutorul programului IBM SPSS Statistics 20 s-au efectuat
teste statistice suplimentare pentru verificarea asocierilor intervariabile si pentru testarea
corelatiilor. In final, rezultatele au fost prezentate numeric, inclusiv sub forma de tabele si

grafice.

In ceea ce priveste localizarea tumorald, majoritatea leziunilor au fost situate la
nivelul capului si gatului, fata fiind zona cel mai frecvent afectati. Tn 35% din cazuri,
leziunile au fost situate pe nas, n timp ce in 24% din cazuri, leziunea a fost pe obraji,
frunte 9% si periorbital 8%. Peste 90% din totalul CBC au fost localizate pe zonele pielii
expuse la soare, dezviluind o asociere semnificativa statistic (p<0,05). Tn ceea ce priveste
zonele nonfotoexpuse, un procent mare de cazuri au fost gasite pe torace (11,9%); iar in
locurile corpului expuse intermitent la lumina soarelui: membrele superioare (1,7%) si

membrele inferioare (2,1%) (Figura 6.4).

M doud sau mai mutte regiuni
M cap/ gat

Otorace

M membre superioare
OImembre inferioare
Matele

[Habdomen

Figura 6.4 Localizarea carcinoamelor bazocelulare
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S-a identificat o diferentd semnificativa statistic intre mediile varstei in grupul in
care s-a realizat excizie cu limite de siguranta si in grupul in care nu au existat margini de
sigurantd oncologica, p = 0,47 (df = 752, t = 1.994, Levene's test = 0.941), la véarste mai

tinere practicAndu-se mai frecvent excizie cu limita de siguranta (Figura 6.8).
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Excizie in limite de siguranta

Figura 6.8. Testul Kruskal-Wallis in functie de excizia in limite de siguranta oncologica si
varsta pacientilor

Capitolul 7 al tezei reda informatii cu privire la studiul morfologic al CBC. Studiul
de fati a cuprins un numir total de 754 de pacienti diagnosticati cu CBC. In prima parte, a
fost pus 1n evidentd aspectul macroscopic al tumorilor, iar in a doua parte a fost evaluat
aspectul microscopic al acestora pe baza lamelor colorate uzual, cu H&E, utilizand
microscopul optic. In primi instanti a fost confirmat diagnosticul pozitiv de CBC si,
ulterior, au fost inventariate particularitatile tumorale precum tipul histologic, prezenta
necrozei, a ulceratiei, etc. De asemenea, au fost efectuate fotografii cu ajutorul camerei
atasate microscopului, care surprind imagini reprezentative ale aspectelor descrise si care
completeazd datele numerice si grafice. Variabilele mentionate au fost contabilizare intr-0
baza de date de tip Microsoft Excel. Cu ajutorul programului IBM SPSS Statistics 20 s-au

efectuat teste statistice pentru verificarea frecventelor si asocierilor intervariabile.

Din punct de vedere al aspectului clinic, peste 60% dintre tumori au avut un aspect

nodular, unele acoperite de un epiteliu integru, cu telangiectazii in suprafatd, altele
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ulcerate, traumatizate, suprainfectate sau prezentand calcificari. Circa 10% dintre tumori
au fost pigmentare, pretandu-se la diagnostic diferential cu tumorile melanocitare. Intr-o
proportie mai micd s-au identificat forme superficiale, mimand afectiuni inflamatorii sau

forme imprecis delimitate, de culoare albicioasa, cu aspect pseudocicatriceal.

Localizarea si subtipul histopatologic s-au asociat semnificativ statistic, p < 0.01, df
= 48, Cramer's V = 0.208, putere de asociere slaba. Astfel, la nivelul capului si gatului,
cele mai multe tumori au apartinut subtipului nodular, urmat de cel pigmentar, bazo-
scuamos si infundibulo-chistic. La nivelul toracelui, de asemenea, cel mai intalnit tip
histologic a fost cel nodular, urmat de cel superficial si, apoi, de catre cel pigmentar.
Subtipul nodular a predominat si la nivelul membrelor superioare, urmat la egalitate, de cel
superficial, bazo-scuamos, infiltrativ si pigmentar. La nivelul membrelor inferioare a
predominat tipul superficial, urmat de cel nodular si pigmentar. La nivelul abdomenului,
tipurile nodular si superficial au avut un numair egal de reprezentanti. In majoritatea
subtipurilor histologice, localizarea la nivelul capului si gatului a predominat, cu exceptia

formei fibro-epiteliale, regasite exclusiv la nivelul toracelui (Tabel VII.1).

Tabel VII.1. Distributia cazurilor in functie de localizare si subtipul histopatologic

Localizare Forma HP
generala N S B-S I-C F-E | P M C
Doua sau 5 1 0 0 0 1 3 0 1
mai_ ml_J|te 455% | 9,1% |0,0% |0,0% |0,0% |91% |27,3% |0,0% |9,1%
regiuni
A 440 19 39 21 0 32 55 11 1
Caplgat 15750 [3.1% [6.3% |34% |0.0% |52% |8.9% |18% |0.2%
Torace 45 19 5 0 5 0 16 0 0
50,0% | 21,1% | 56% |0,0% |56% |0,0% |17,8% | 0,0% |0,0%
Membre 9 1 1 0 0 1 1 0 0
superioare |69,2% |7,7% |7,7% |00% |0,0% |7,7% |7,7% |0,0% |0,0%
Membre 5 6 1 0 0 0 4 0 0
inferioare 31,2% |37,5% | 6,2% |0,0% |0,0% |0,0% |250% |0,0% |0,0%
Altele 0 1 1 0 0 0 0 0 0
0,0% |50,0% | 50,0% | 0,0% | 0,0% |0,0% |0,0% |0,0% |0,0%
Abdomen 2 2 0 0 0 0 0 0 0
50,0% | 50,0% | 0,0% | 0,0% |0,0% |0,0% |0,0% |0,0% |0,0%
N = nodular; S = superficial; B-S = bazo-scuamos; I-C = infundibulo-chistic; | = infiltrativ; P =

pigmentar; M = morfeiform; C = combinat
Marea majoritate a tumorilor evaluate au fost primare (95,6%), restul, reprezentand

recidive tumorale. Un procent semnificativ (8,8% din cazuri) au fost tumori traumatizate
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anterior, motiv care a contribuit la modificarea aspectului si prezentarea pacientului la
medic. De asemenea, intr-un numar semnificativ de cazuri (N=434; 43 respectiv 78) au

existat ulceratii, suprainfectii si microcalcificari (Tabel VI1.2).

Tabel VIL.2. Particularitatile carcinoamelor bazocelulare

CARACTERISTICILE TUMORALE

Unica / Multipla unica = 698 (92,6%)

multipla = 54 (7,2%)

Primara / Recidiva primara = 721 (95,6%)

recidiva = 33 (4,4%)

Traumatizat nu = 688 (91,2%)
da = 66 (8,8%)

Ulcerat nu = 320 (42,4%)
da =434 (57,6%)

Suprainfectat nu =711 (94,3%)
da =43 (5,7%)

Microcalcificari nu =676 (89,7%)

da = 78 (10,3%)

Capitolul 8 reda informatii cu privire la studiul imunohistochimic al CBC. Testele
imunohistochimice au fost realizate pe esantioane cu numar limitat de cazuri. Astfel,
AE1/AE3, BerEp4, 34BetaE12, EMA au fost testate in 60 de tumori; p 63, p 53, Bcl 2, CD
10 si Ki 67 in 50 de tumori; EGFR in 15 tumori.

Testarea s-a realizat utilizind blocuri de parafind corespondente tumorilor cu
criterii clinice si histopatologice de CBC. In toate cazurile, diagnosticul leziunii a fost
confirmat prin identificarea caracteristicilor histopatologice in lamele colorate cu H&E.
Preparatele finale, sub forma unor lame cu tesut imunomarcat, au fost obtinute folosind
tehnici standardizate, urmand un protocol specific in functie de tipul anticorpului si

producatorul acestuia.

In 50 de cazuri a fost testatd expresia P 53, imunomarcajul fiind absent in 24%

dintre acestea (N=12) si avand o intindere cuprinsa intre 5-25% in 28% din cazuri (N=14),
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26-50% 1n 26% din cazuri (N=13), 51-75% in 14% din cazuri (N=7) si peste 75% in 8%
din cazuri (N=4).

Expresia P 53 s-a asociat cu forma histopatologica de CBC (p < 0.001, df = 28,
Cramer's V = 0.579, asociere puternica), subtipurile morfeiform, infiltrativ si bazo-
scuamos caracterizandu-se prin expresii crescute, peste 50% si chiar peste 75% pentru

carcinomul bazo-scuamos (Fig 8.11).

p53
. B expresie absenta
marfeiform=|

Ws-25%
[126-50%
W= -75%
pigmentar= = 75%
infittrativ=]

fibroepitelial =

Figura 8.11. Relatia dintre expresia P 53 si subtipul histopatologic al carcinoamelor

bazocelulare

Capitolul 9 se axeaza pe rolul vascularizatiei in CBC. Din lotul initial, au fost
selectionate 30 de cazuri pentru evaluarea densitdtii microvasculare, in prima fazd pe
preparatele uzuale: lamele colorate H&E. Ulterior, prin intermediul tehnicilor
standardizate, descrise n capitolele precedente, structurile vasculare au fost puse in
evidenta prin teste de IHC si anume pentru CD 34 in toate cele 30 de cazuri. De asemenea,
a fost evaluata si expresia VEGF in 20 de cazuri care Insd, pe langa structurile vasculare, a

marcat si celulele tumorale.

Expresia VEGF a fost analizata in 20 dintre cazurile incluse in studiu,

determindndu-se doua clase de tumori: cele cu mai mult de 10% celule pozitive (expresie
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crescutd) si cele cu mai putin de 10% celule pozitive (expresie scidzutd). VEGF a fost
exprimat in celulele endoteliale ale vaselor de sange atat din tumora, cat si peritumoral, in
keratinocitele stratului bazal al epidermului, dar si in celulele tumorale, predominant pe
frontul tumoral invaziv, in 12/20 de cazuri, expresia VEGF fiind semnificativ mai mare

decét Tn epidermul adiacent.

16 din 20 CBC (80%) au prezentat expresie scazuta VEGF si 4 (20%) au prezentat
expresie crescutd, majoritatea cu expresie citoplasmaticad difuza. La nivelul marginii de
invazie s-a constatat in unele cazuri o intensitate mai mare a imunomarcajului, fara
semnificatie statistica. S-a identificat 0 corelatie semnificativa statistic intre expresia

VEGEF in celulele tumorale si densitatea microvasculara (p < 0.05).

Expresia VEGF nu a inregistrat variatii semnificative in relatie cu caracteristicile
pacientului (varsta, gen), localizarea tumorii, caracterul unic/multiplu, primar/secundar,
prezenta/absenta ulceratiei, suprainfectiei, microcalcificarilor, sau traumatizarii tumorii. S-
a asociat 1nsa cu forma histopatologica (p = 0.016, df = 7, Phi = 0.919 - putere de asociatie
puternica), subtipul nodular avand exclusiv o expresie scazutd a acestui marker. Subtipul

superficial si pigmentar au avut expresie crescuta (Figura 9.10).

WEGF

Ml =xpresie scazuta
5.0% Il expresie crescuta

morfeiform

pigmertar

fibroepitelial
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infundibulo-chistic

bazoscuamos

T T T I T
a 2 4 ] =] 10

Procent

Figura 9.10 Relatia dintre subtipul histopatologic de CBC si expresia VEGF
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Tn capitolul 10 am adus o privire de ansamblu asupra rolului radioterapiei Th CBC.
Scopul acestui studiu a fost de a evalua dacad subtipurile histologice si localizarea CBC,

singure, pot fi corelate cu regimurile de radioterapie si ratele supravietuirii lipsite de boala.

Existd multiple tipuri histopatologice de CBC descrise, fara sa exista o clasificare
unici si general acceptatd a acestora. In prezentul studiu, CBC au fost Incadrate in patru
categorii: nodulare (cu trei variante histologice: ulcerat, cu celule clare si pigmentar),
micronodulare, adenoide si ulcerate. Tipul nodular a fost cel mai frecvent in lotul studiat
(26 de pacienti), iar distributia globala a subtipurilor si variantelor histologice poate fi

vazuta 1n tabelul urmator.

Tabel X.1. Distributia CBC in functie de tipul histopatologic, cu doza de radiatii aferenta

Tipul Numar total de | Numar de Doza minima Doza maxima
histopatologic | pacienti pacienti cu (Gy) (Gy)

de CBC recidiva

Nodular 26 10 18 50
Micronodular 1 - 30 30

Adenoid 2 1 10 30

Ulcerat 4 2 30 50
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V. CONCLUZII SI CONTRIBUTII PERSONALE

In cadrul prezentei cercetiri doctorale au fost atinse scopul si obiectivele propuse,
ce au gravitat Tn jurul caracterizarii CBC, cel mai frecvent tip de tumora maligna de la
nivel cutanat, din punct de vedere clinic, morfopatologic, imunohistochimic, al relatiei cu
micromediul tumoral si in spetd cu vascularizatia tumorala si identificarii rolului

radioterapiei in evolutia acestui tip de tumora.

Studiul s-a desfasurat pe o cohorta care a cuprins 754 de cazuri de CBC,
diagnosticate la Spitalul Universitar de Urgenta din Bucuresti. Varsta pacientilor a variat
intre 19 si 93 de ani, media fiind de 67,5 ani. Raportul dintre genuri n lotul studiat a fost
unul in favoarea genului feminin (femei/barbati: 1,13 /1). La genul feminin, CBC a fost
diagnosticat la varste mai tinere decat la genul masculin.

1. 1In ceea ce priveste topografia tumorilor, majoritatea covarsitoare (peste 90%) a fost
localizatd pe zonele fotoexpuse, cele mai multe fiind situate la nivelul capului si gatului, in
special la nivelul fetei (in ordinea frecventei: nas, obraji, frunte si zona periorbitald). A
urmat localizarea toracala, succedatd de membrele inferioare si apoi de cele superioare.

2. Marea majoritate a tumorilor incluse in studiu au fost excizate in limite de siguranta
oncologica, la nivelul capului si gatului insa existand un procent important de cazuri (25%)
fara limite de siguranta; de asemenea, la varste mai tinere s-a practicat mai frecvent excizie
cu limite de siguranta oncologica.

3. Din punct de vedere macroscopic, majoritatea tumorilor au avut un aspect nodular,
unele cu telangiectazii in suprafata, altele ulcerate, traumatizate, suprainfectate sau
prezentand calcificari. Au existat, de asemenea, forme pigmentare, pretdndu-se la
diagnostic diferential cu tumori melanocitare. Tntr-o proportie mai mici s-au identificat
forme pseudocicatriceale sau superficiale, mimand afectiuni inflamatorii.

4. Din punct de vedere microscopic, subtipurile histopatologice identificate, Tn
ordinea frecventei sunt urmatoarele: tipul nodular — predominant, pigmentar, superficial,
bazo-scuamos, infiltrativ, infundibulo-chistic, morfeiform si fibroepitelial.

5. Dintre subtipurile histopatologice, tipul nodular a fost prezent in majoritatea
cazurilor (67,1%), urmat de subtipurile pigmentar (10,5%), superficial (6,5%), bazo-
scuamos (6,2%), infiltrativ (4,5%), infundibulo-chistic (2,8%), morfeiform (1,5%) si

fibroepitelial.
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6. Pacientii cu CBC nodular au fost diagnosticati la varste Tnaintate (varsta medie de
67 de ani), in comparatie cu cei cu CBC morfeiform (65,7 ani) si superficial (varsta medie
61 ani). CBC morfeiform a fost diagnosticat predominant de genul feminin.

7. Localizarea si subtipul histopatologic s-au asociat semnificativ statistic, CBC
fibroepitelial, regasindu-se exclusiv la nivelul toracelui; la nivelul capului si gatului,
toracelui, membrelor superioare, abdomenului, cele mai multe tumori au apartinut
subtipului nodular; la nivelul membrelor inferioare a predominat tipul superficial.

8. 1n 7,2% din cazuri au existat tumori multiple, numarul acestora fiind cuprins intre 2
si 9, cel mai adesea, tumorile multiple fiind in numar de 2. Procentul cel mai mare de
tumori multiple raportat la localizare s-a regasit la nivelul abdomenului, iar in numar
absolut cele mai multe cazuri s-au inregistrat la nivelul capului si gatului.

9. Marea majoritate a tumorilor evaluate au fost primare (95,6%), restul, reprezentand
recidive tumorale. Nu au existat cazuri cu metastaze sau cu evolutie fatala. Pacientii cu
CBC au prezentat adesea concomitent si alte leziuni cutanate influentate de expunerea
cronica la soare, cum ar fi Keratozele actinice sau lentiginele solare. Recidive tumorale s-
au localizat exclusiv la nivelul capului si gatului.

10. 8,8% din tumorile studiate au fost traumatizate anterior, 57,6 % au fost ulcerate, 5,7
% suprainfectate si 10,3 % au prezentat microcalcificari. Leziunile ulcerate au fost mai
frecvente in lotul de studiu la barbati si la varste Tnaintate. Prezenta microcalcificarilor s-a
asociat semnificativ statistic cu localizarea tumorala, cel mai frecvent fiind intlnite la
nivelul membrelor superioare.

11. Tipul histopatologic s-a asociat semnificativ statistic cu prezenta ulceratiei, in
subtipul bazo-scuamos existand cel mai mare procent de tumori ulcerate. De asemenea,
subtipul histopatologic s-a asociat cu traumatizarea tumorii, prezenta suprainfectiei si a
microcalcificarilor, cele mai multe tumori cu aceste caracteristici fiind de tip nodular.

12. in cazul tipurilor histopatologice morfeiform si infiltrativ, cel mai adesea excizia
chirurgicala nu s-a realizat cu limite de siguranta oncologica.

13. Subtipul histopatologic s-a asociat cu caracterul secundar al tumorii, cele mai multe
recidive fiind de tip infiltrativ si nodular, urmate de cele de tip bazo-scuamos.

14. Din punct de vedere imunohistochimic, AE1/AE3 si 34BetaE12 au fost pozitive in
toate cazurile testate, difuz si intens, in concordantd cu natura epiteliala a proliferarii
tumorale.

15. BerEp4 a fost, de asemenea, pozitiv in toate cazurile testate, 86% de intensitate

crescutd, 14% de intensitate scazuta, in recidivele tumorale fiind mai frecvent Intalnita o
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expresie slab pozitiva, spre deosebire de tumorile primare, la care a predominat expresia
intens pozitivd. Expresia intens pozitiva s-a asociat totodatd cu forma histopatologica
nodulara, pigmentard, fibroepiteliald si infundibulo-chistica, pe cand cea slab pozitiva s-a
asociat cu formele infiltrativa, bazo-scuamoasa si morfeiforma.

16. EMA a fost pozitiv in 11,7% din cazuri, expresia EMA asociindu-se cu subtipul
histopatologic bazo-scuamos.

17. P 63 a fost pozitiv in 82% dintre CBC testate, cele mai multe cazuri pozitive
inregistrandu-se la genul feminin.

18. P 53 a fost pozitiv in 76% dintre cazurile evaluate, cu extensie varibila
Intratumorald, asociindu-se cu forma histopatologica, subtipurile morfeiform, infiltrativ si
bazo-scuamos nregistrand valori crescute ale acestui marker. De asemenea, valori mai
mari s-au inregistrat in recidivele tumorale si in tumorile traumatizate.

19. BCL 2 a fost pozitiv Tn cazurile testate, cu extindere varibild, valori crescute
inregistrand subtipurile histologice superficial si nodular si valori scazute in recidivele
tumorale.

20. CD 10 a prezentat expresie pozitiva atat in celulele tumorale (80%) cat si stroma
intratumorala (14%). Pozitivitatea in celulele tumorale s-a asociat cu localizarea la nivelul
capului si gatului, iar cea de a nivelul celulelor stromale cu formele histopatologice
infiltrativa si morfeiforma.

21. EGFR a fost pozitiv in 80% din cazuri, de intensitate variabild, o expresie crescuta
asociindu-se cu o varsta mai tanara a pacientului si cu caracterul secundar al tumorii.

22. Indicele de proliferare Ki 67 a avut valori cuprinse intre 3 si 90% din nucleii
celulelor tumorale, cu o medie de 19% si o mediand de 15%. La nivelul capului si gatului,
mediana Ki 67 a fost superioard celei de la nivelul toracelui. Subtipul bazo-scuamos a
inregistrat cele mai mari valori ale medianei Ki 67. Totodata, recidivele au inregistrat
valori superioare tumorilor primare iar tumorile fara limite de siguranta oncologica au
valori mai mari decat cele cu limite de siguranta.

23. Densitatea microvasculara peritumorald este superioara celei intratumorale.

24. n ceea ce priveste vascularizatia intratumorala, 70% dintre tumori s-au caracterizat
prin densitate vasculara scazuta si 30% prin densitate vasculara crescuta.

25. Pacientii cu densitate vasculard scazuta au avut mediana varstei mai Inaintata decat
cei cu densitate vasculara crescuta. La nivelul toracelui si membrelor superioare, tumorile

S-au caracterizat exclusiv prin densitate vasculara scazuta.
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26. Densitatea microvasculara s-a asociat cu tipul histopatologic al tumorii, subtipurile
superficial, infundibulo-chistic, fibroepitelial si pigmentar prezentand exclusiv o densitate
vasculara scazuta, pe cand subtipurile infiltrativ, bazo-scuamos si morfeiform au avut
predominant o densitate crescutd. De asemenea, recidivele au fost caracterizate prin
densitate vasculara crescutd, pe cand tumorile primare au avut reprezentanti in ambele
clase. Tumorile excizate in limite de sigurantd oncologica se caracterizeaza printr-0
densitate vasculara cel mai frecvent scazuta.

27. VEGF a fost exprimat in celulele endoteliale ale vaselor de sange atat din tumora,
cat si peritumoral, in keratinocitele stratului bazal al epidermului, dar si in celulele
tumorale, predominant pe frontul tumoral invaziv.

28. 80% dintre tumorile testate au prezentat expresie scadzutd VEGF si 20% au
prezentat expresie crescuta.

29. VEGF in celulele tumorale s-a corelat cu densitatea microvasculara.

30. VEGEF s-a asociat cu subtipul histopatologic tumoral, cel nodular avand exclusiv o
expresie scdzuta a acestui marker iar tipurile superficial si pigmentar o expresie crescuta.

31. Dintre cele 33 de cazuri tratate cu ajutorul radioterapiei, tipul histopatologic
dominant a fost cel nodular. Marea majoritate a fost localizata la nivelul capului si gatului
si doar un mic procent la nivelul trunchiului.

32. 61% dintre cazuri au avut remisiune, 39% dintre cazuri au recidivat dupa
radioterapie.

33. Mediana duratei pana la recidiva, in cazurile in care radioterapia nu a fost curativa
a fost de 39,5 luni.

34. 85% dintre cazurile recidivate au fost situate la nivelul capului si gatului, Tn mod
uzual periocular, iar subtipul histopatologic cel mai frecvent a fost cel nodular si ulcerat.

35. Doza totald a RT este foarte variabila pentru CBC situate pe cap si gat (de la 10 la
48 Gy), dar este intotdeauna peste 30 Gy pentru CBC situate pe trunchi.
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