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ANEXE I



REZUMAT

Neoplasmele laringiene sunt una dintre cele mai frecvente afectiuni
maligne ale capului si gatului, reprezentand o treime din totalul cancerelor de
cap si gat, find o surs& semnificativd de morbiditate si mortalitate. In anul
2020, in tara noastra, neoplasmele laringiene au fost diagnosticate in numar
de peste 1,900 si au produs peste 1,100 decese. in patologia maligna a
laringelui sunt implicati mai multi factori de risc, dintre care cel mai important
este fumatul.

Ultimele rapoarte plaseazé Romania pe primul loc intre tarile UE-27 in
ceea ce priveste mortalitatea datoratd neoplasmelor laringiene, cu o rata
relativd de modificare a ASR de peste 133%. In aceste statistici, Romania a
fost urmaté de Polonia, Bulgaria, Lituania si Ungaria. Potrivit aceluiasi raport,
tarile care in trecut aveau o incidenta crescuta a mortalitatii (cum ar fi Franta,
Spania si ltalia), au prezentat acum valori semnificativ reduse.

Principalul factor de risc al aparitiei si dezvoltarii neoplasmelor
laringiene este consumul de tutun (asociat cu peste 90% din cazuri, identificate
in special zona glotica).

Liniile de celule canceroase sunt sisteme model in vitro valoroase care
sunt  utilizate pe scara largd in  cercetarea cancerului = si
descoperirea/elaborarea de noi protocoale terapeutice. Utilizarea lor este
legata in primul rdnd de capacitatea particulara de a furniza o sursa nedefinita
de material biologic in scopuri experimentale.

Lucrarea de faté a fost redactatd conform normelor specifice si este
structuraté pe doua parti, partea generala si partea speciala. Partea generala
cuprinde trei capitole in care sunt abordate dupa ultimele ghiduri si cercetari
urmatoarele: tipurile de patologii maligne ale tractului respirator,
managementul acestor patologii si relevanta studiilor preclinice pentru

succesul managementului clinic. Partea speciala, la randul ei, cuprinde tot trei



capitole, si anume: contributii legate de efectele citotoxice ale nicotinei asupra
unor celule sanatoase si observatii specifice legate de potentialul iritant;
contributii la studiile preclinice care vizeaza nicotina si rolul acesteia in
patologiile maligne din sfera ORL si incidenta cancerelor de laringe
diagnosticate in zona de vest a Romaniei.

Diagnosticul precoce joaca un rol important deoarece contribuie la o
ratd de supravietuire ridicatd in comparatie cu omologii diagnosticati tarziu. in
ultimii ani, desi s-a observat o usoara scadere a incidentei neoplasmelor
laringiene, rata mortalitatii a crescut surprinzator. Pana la inceputul anilor
1990, tratamentul standard pentru neoplasmele laringiene a fost laringectomia
totala in combinatie cu radioterapia. Tumorile in stadiu incipient sunt tratate
prin microchirurgia transorala cu laser cu dioxid de carbon, in timp ce in
stadiile mai avansate ar putea fi implicate laringectomii partiale si terapii
combinate. Protocolul de tratament pentru neoplasmele laringiene
diagnosticate stadiile | si Il da dovada de o lipsa de date prospective, deoarece
nu exista o abordare comuna in practica clinica.

In ciuda diferitelor rapoarte disponibile in prezent, care ofera mai multe
date epidemiologice asociate cu neoplasmele laringiene, epidemiologia locala
este precara, iar perspectiva globala este incompleta. Costurile asociate cu
tratamentul neoplasmelor laringiene sunt mari, iar calitatea vietii pacientului
este extrem de afectatd. Sunt necesare informatii epidemiologice exacte
pentru a dezvolta strategii eficiente de prevenire si pentru a contribui la
diagnosticarea precoce a acestora.

in ceea ce priveste obiectivele stiintifice, acestea au fost in numar de
trei, si anume: (a) determinarea prin studii preclinice, in vitro, a efectelor
exercitate de nicotina (in ceea ce priveste viabilitatea, morfologia si structura
nucleului) asupra celulelor sanatoase (keratinocite, hepatocite si
cardiomiocite) si a efectului legat de potentialul iritant prin intermediul testului
pe membrana corioalantoida de ou embrionat, (b) selectarea a doua linii

celulare (keratinocite gingivale umane si carcinomul faringian) pentru



evaluarea comportamentului acestora (cu ajutorul testelor de citotoxicitate si
proliferare celulard) in prezenta nicotinei si (c) analiza datelor epidemiologice si
particularitatile histopatologice la pacientii cu neoplasm laringian diagnosticati
in vestul Romaniei.

Metodele abordate pentru a realiza activitdtle necesare pentru
atingerea obiectivelor sunt metode de actualitate care conduc la rezultate
reproductibile. Pentru studiile preclinice in vitro s-au utilizat teste specifice de
analizé a morfologiei celulare, de cuantificare a viabilitatii celulare, de analiza a
modificarilor la nivel de nucleu, in timp ce pentru studiile in ovo s-a utilizat
testul membranei corioalantoide de ou embrionat care a permis vizualizarea
efectelor la nivelul vaselor sanguine. in ceea ce priveste analiza incidentei
neoplasmelor laringiene diagnosticate in zona de vest a Romaniei a fost
prezentata sursa datelor si s-au analizat analizele histopatologice intr-un studiu
de tip retrospectiv.

Partea generala cuprinde trei capitole care abordeaza: (a) patologiile
tractului respirator superior, (b) managementul bolilor maligne ale tractului
respirator superior si (c) importanta cercetarii preclinice pentru succesul

managementului clinic.

Partea experimentala este structurata pe trei capitole care descriu
directile principale de cercetare si care sunt interconectate. Primul
capitol/studiu este centrat pe efectele citotoxice ale nicotinei asupra unor celule
sanatoase si observatii specifice legate de potentialul iritant. Nicotina este o
substanta psihoactiva cunoscuta pentru dependenta semnificativa pe care este
capabild s& o induca. In plus, are un profil toxicologic ridicat, apartinand
categoriei celor mai nocive substante. Totusi, in ceea ce priveste efectul
nicotinei asupra fumatorilor, este mai dificil s& se stabileasca o relatie de
cauzalitate directa intre aceasta si efectele toxice sistemice, datorita faptului ca
atét tigarile obisnuite, cat si tigarile electronice contin o multitudine de alte
substante cu potential toxic. Mai multe boli asociate cu consumul de tutun au

devenit mai raspandite in ultimii ani, ca urmare a cresterii acestui tip de



consum. Existd multe consecinte cunoscute ale fumatului la adulti, inclusiv
aparitia proceselor canceroase in organele expuse tutunului, precum si cateva
afectiuni cronice, cum ar fi tulburari oculare si boli cardiovasculare, pulmonare
si parodontale. Fumatul are un efect toxic asupra organismului, afectand o
varietate de celule din organism. Plasturii transdermici cu nicotina si efectele
toxice ale fumatului pot afecta negativ keratinocitele. Nicotina este
metabolizata in primul rand de catre hepatocite, motiv pentru care consumul
de tutun duce la diferite modificari toxice la acest nivel. Prin urmare, studiul
actual a fost conceput pentru a evalua efectele nicotinei asupra acestor celule
la nivel celular. In plus, pentru a obtine o intelegere mai cuprinzitoare a
potentialului toxic al nicotinei, a fost aplicatd metoda HET-CAM pentru a
determina potentialul de iritare a membranei corioalantoide a oualor de gaina.
Prin calcularea echivalentului miligramului pe baza densitatii nicotinei, s-au
obtinut urmatoarele concentratii: 0.10, 10.1, 25.2, 50.4 si 101 mg.
Concentratiile testate in acest studiu au fost alese in primul rand pe baza
continutului de nicotina al tigarilor electronice. S-a demonstrat ca exista o
problema semnificativd cu raportarea continutului de nicotina. In plus, s-a
stabilit ca, continutul mediu de nicotina din tigarile electronice variaza intre 6 si
36 mg/mL si poate ajunge péana la 60 mg/mL. Mai mult, a fost luat in
considerare si continutul de nicotina al unei tigari, care variaza in functie de
tipul si marimea produsului, la o concentratie de 6 pana la 28 mg/g de tutun.
Cu toate acestea, cantitatea de nicotina absorbita dupa fumatul unei tigari este
de aproximativ 1.1 pana la 1.5 mg de nicotina per tigara. Avand in vedere
faptul ca o persoana poate fuma in medie 20 de tigari pe zi, cantitatea de
nicotina la care poate fi expus4 in orice zi variaza intre 22 si 30 mg. In timpul
studiului, s-a observat ca nicotina poate induce o reducere marcata a viabilitatii
celulare, in special la cele mai mari concentratii testate (50 si 100 pL/mL),
rezultand o viabilitate medie de doar 2% pentru toate liniile celulare testate. In
plus, un pas semnificativ in acest studiu a fost evaluarea efectului nicotinei

asupra vaselor de sange ale membranei corioalantoide a oualor de gaina.



Conform constatarilor noastre, cea mai mica concentratie testata, 0.1 pyL/mL,
nu a contribuit semnificativ la modificarile arhitecturii vasculare. in schimb,
expunerea la concentratii de 50 si 100 yL/mL a indus efecte iritante pe scara
larg4, inclusiv hemoragia, coagularea si liza vaselor de sange. In acest caz,
scorul de iritatie calculat pentru cele doua concentratii a fost analog cu cel al
martorului pozitiv, sugerand ca nicotina este o substanta foarte iritanta. Din
cate stim, efectul iritant asupra membranei corioalantoide nu a fost inca
explorat.

Cel de-al doilea capitol a vizat studiile preclinice prin prisma analizei
efectului nicotinei asupra unor tipuri de cellule sanatoase si tumorale aflate in
stransa legatura cu afectiunil maligne ale tractului respirator superior.
Asimilarea nicotinei poate aparea in cavitatea bucala, cavitatea nazala, faringe
(nazofaringe, orofaringe si hipofaringe), invelisul laringelui, plamani, vezica
urinara si tractul gastro-intestinal, iar gradul de absorbtie este in functie de pH.
In stare ionizatd in medii acide, nicotina traverseazd lent membranele
biologice. Absorbtia nicotinei in plamani este rapida (are loc la o rata similara
cu cea dupa administrarea intravenoasa) datorita suprafetei mari a alveolelor
pulmonare si a pH-ului de aproximativ 7.4, in timp ce la nivelul stomacului,
absorbtia nicotinei este redusa datorita pH-ului acid al sucului gastric, dar este
bine absorbita in intestin datoritd pH-ului alcalin si suprafetei mari de absorbtie.

Cel de-al treilea capitol este un studiu retrospectiv care abordeaza
incidenta in particularitatile histopatologice ale neoplasmelor laringiene in zona
de vest a Romaniei. In patologia maligna a laringelui sunt implicati mai multi
factori de risc, care sunt cel mai adesea diagnosticati la pacientii cu
antecedente semnificative de fumat si pot implica diferite locatii ale laringelui.
Datele au aratat un risc ridicat de a dezvolta cancer laringian la fumatori (de
10-15 ori mai mare in comparatie cu nefumatorii) si un risc extrem de mare la
fumatorii inraiti (de 30 de ori mai mare in comparatie cu nefumatorii).
Diagnosticul precoce joaca un rol important deoarece contribuie la o rata de

supravietuire ridicatd in comparatie cu omologii diagnosticati tarziu. in ceea ce



priveste stadializarea, carcinomul in situ este clasificat in stadiul 0 (cel mai
timpuriu stadiu) cu cele mai bune rate de raspuns. Celelalte stadii sunt de la |
la 1V, impartite in substadii, stadiul IVc fiind cel mai avansat cu cele mai
scazute rate de raspuns. in ciuda diferitelor rapoarte disponibile in prezent,
care ofera mai multe date epidemiologice asociate cu neoplasmele laringiene,
epidemiologia locala este precara, iar perspectiva globala este incompleta.
Costurile asociate cu tratamentul neoplasmelor laringiene sunt mari, iar
calitatea vietii a pacientului este extrem de afectatd. Sunt necesare informatii
epidemiologice exacte pentru a dezvolta strategii eficiente de prevenire si
pentru a contribui la diagnosticarea precoce a neoplasmelor laringiene.
Principalele concluzii care se pot desprinde sunt redate in cele ce

urmeaza.

Studiul 1. Contributii legate de efectele citotoxice ale nicotinei asupra unor
celule sanatoase si observatii specifice legate de potentialul iritant. A presupus
evaluarea profilului toxicologic al nicotinei atat in vitro, la nivelul a trei linii
celulare sanatoase, cét si in ovo, la nivelul membranei corioalantoide.

- rezultatele obtinute in prezentul studiu contribuie la intelegerea
activitatii nicotinei asupra celulelor orale, dar si asupra celulelor
tumorale ale faringelui.

- nicotina exercita la anumite concentratii efecte nocive asupra celulelor,
distruge celulele sanatoase, ceea ce are drept consecintd lezarea
celulelor si aparitia leziunilor precanceroase.

- In cazul unei boli maligne, nicotina poate intensifica manifestarile
celulare, iar rezultatele sunt negative pentru recuperarea pacientului.

- cinci concentratii diferite de nicotind au fost utilizate in keratinocite,
cardiomiocite si hepatocite in scopul evaluarii viabilitatii celulelor,
morfologiei celulelor si impactului acesteia asupra nucleelor.

- metoda testului pe membrana corioalantoida de oua de gaina (HET-
CAM) a fost utilizata pentru a analiza biocompatibilitatea si potentialul

iritant.



- iIn toate liniile celulare studiate, nicotina s-a dovedit a dauna
semnificativ viabilitatii celulare, cea mai mare concentratie testata
avand ca rezultat mai putin de 2% celule viabile. Mai mult, morfologia
celulelor s-a schimbat dramatic, cu modificari ale formei si confluentei
lor. Moartea celulara indusa de nicotina pare a fi apoptotica, pe baza
impactului sau asupra nucleului.

- s-a evidentiat ca nicotina are un efect iritant foarte puternic asupra
membranei corioalantoide.

- nicotina are un profil toxicologic extrem de puternic, asa cum
demonstreaza reducerea drastica a viabilitatii celulare si inducerea
unor modificari morfologice si alterarilor nucleare asociate cu apoptoza
celulara.

Studiul 2. Contributii la studiile preclinice care vizeaza nicotina si rolul acesteia
in patologiile maligne din sfera ORL. A presupus investigarea efectului
nicotinei asupra keratinocitelor gingivale primare dar si asupra celulelor
tumorale faringiene, prin evaluarea viabilitatii si a proceselor apoptotice.

- 0 serie de studii evidentiazd efectele nocive ale fumatului si
consecintele extrem de grave ale majoritatii compusilor gasiti in tigari si
fumul de tigara.

- rezultatele obtinute contribuie la intelegerea activitatii nicotinei asupra
celulelor bucale dar si asupra celulelor tumorale faringelui.

- nicotina exercita la anumite concentratii efecte nocive asupra celulelor,
distruge celulele sanatoase ceea ce are drept consecintd lezarea
celulelor si aparitia leziunilor precanceroase.

- In cazul unei boli maligne nicotina contribuie la intensificarea
modificarilor morfologice celulare, iar rezultatele sunt negative pentru

recuperarea pacientului.
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Studiul 3. Incidenta cancerelor de laringe diagnosticate in zona de vest a
Romaniei. A presupus analiza datelor epidemiologice privind cancerul laringian
si particularitatile histopatologice la pacientii diagnosticati in vestul Romaniei.

- in decurs de trei ani si 10 luni (in perioada octombrie 2016—iulie 2020)
in Clinica ORL a Spitalului Clinic Municipal de Urgenta Timisoara, au
fost diagnosticati 194 de pacienti cu neoplasme laringiene.

- majoritatea pacientilor au fost barbati (93,8%), din judetul Timis, in
principal, si din judetele invecinate Caras-Severin, Hunedoara,
Mehedintj si Arad.

- varsta medie a pacientului (ambele sexe) a fost de 62,6 ani, cu un
interval de la 38 la 84 de ani si cele mai mari procente in grupa de
varsta 60+ (48%).

- in ceea ce priveste statutul de fumator, principala cauza a dezvoltarii
neoplasmelor laringiene, 93,9% dintre pacienti au fost cei activi.

- in ceea ce priveste localizarea [International Classification of Diseases
11th Revision (ICD-11)], aproximativ 69% erau neoplasme maligne de
glota (C32.0), urmate de supraglota (C32.1), laringe nespecificat
(C32.9) si subglota. (C32.2).

- din punct de vedere histopatologic, au fost identificate mai multe tipuri
de tumori, majoritatea fiind carcinoame spinocelulare nekeratinizate si
keratinizate (circa 90%).

- au fost identificate tipuri de carcinom verucos, carcinom acantolitic,
papilom scuamos, sarcom pleomorf si granulom piogen.

- datele prezentate in acest studiu evidentiaza incidenta in crestere a
neoplasmelor laringiene, care afecteaza in principal barbatii, la o varsta
din ce in ce mai frageda.

- este imperativ implicarea specialistilor din nutritie, medicind generala,
ORL, stomatologie pentru a demara programe de constientizare si
pentru a dezvolta protocoale de prevenire.
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Utilizarea produselor din tutun este o problema majora de sanatate
publica la nivel mondial, deoarece este principala cauza de deces care poate fi
prevenitd la nivel mondial. Nicotina este o componentd cheie a tigarilor
electronice si conventionale, potentialul de dependenta al nicotinei este bine
cunoscut dar efectele sale asupra sanatatii inca nu sunt pe deplin intelese.
Legatura cu aparitia neoplasmelor laringiene este una puternica iar studii
viitoare de aprofundare si intelegere a mecanismelor implicate sunt necesare.
Totodata diferite programe de constientizare, care sa implice specialisti din
diferite specialitati ar trebui concepute si implementate intr-un timp céat mai

scurt.



