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REZUMAT

Leziunile inflamatorii si tumorale ale cavitatii orale reprezinta in prezent un
subiect de mare interes practic. Lucrarea evidentiaza complexitatea si importanta
studiului structurilor orale in contextul reactiei acestora la agentii patogeni. Mastocitele,
despre care se discuta detaliat, influenteaza modificarile vaselor limfatice, fiind implicate
in leziunile inflamatorii si tumorale. Studiile mentionate analizeaza distributia si
densitatea acestora in leziuni gingivale si parodontale, folosind metode specifice de
investigatie. De asemenea, se subliniaza rolul glandelor salivare in mentinerea
echilibrului cavitatii orale si se examineaza detaliat caracteristicile acestora.

Referitor la mastocite, se evidentiaza incertitudinile si controversele din literatura
de specialitate privind aceste celule. Se ridica intrebari legate de rolul lor in sistemul
imunitar al organismului, posibila lor influenta asupra celulelor tumorale si viabilitatea
vaselor sanguine si limfatice Tn medii tumorale. Raspunsurile la aceste intrebari raman
in prezent neelucidate sau sunt greu de determinat.

Terapia tintita catre mastocite este o abordare relativ recenta, avand in vedere
ca studiile anterioare se concentrasera mai ales pe celulele epiteliale in conditii
inflamatorii si tumorale. Datele referitoare la implicarea mastocitelor in aceste conditii
patologice sunt limitate sau chiar absente in ceea ce priveste relatia lor cu leziunile
observate microscopic. Tumorile cavitatii orale sunt mai putin comune decét alte tipuri
de tumori maligne, precum cele mamare, prostatice sau pulmonare, afectand in special
buzele, limba si planseul oral.

Incidenta acestor tumori a crescut semnificativ in ultimele decenii, fiind adesea
detectate in stadii avansate. Chiar daca progresia lor este adesea lenta in comparatie
cu alte tipuri de tumori, acestea pot fi agresive, invadand tesuturile locale si
metastazand la nivel sistemic. Majoritatea tumorilor cavitatii orale sunt carcinoame
scuamocelulare, cu raspuns redus sau inexistent la tratamentele standard precum
radioterapia sau chimioterapia, ceea ce confera un prognostic nefavorabil in stadiile
avansate.

in prezent, desi exista progrese in implementarea tehnicilor moleculare, nu exista
inca o clasificare moleculara viabila si aplicabila in practica pentru tumorile din cavitatea
orala si zona capului si gatului. Profilul molecular al acestor tumori nu este inca clar
definit in ceea ce priveste aplicabilitatea clinica, in contrast cu alte tipuri de tumori.

Cercetarea subliniazd complexitatea cresterii patologiei cavitatii orale in ultimele
decenii, evidentiind diverse motive precum prezentarea tardiva la medicul stomatolog si
igiena orala deficitara. Aceste aspecte conduc la leziuni severe care afecteaza toate
tesuturile orale si pot influenta starea generala de sanatate. Se cunoaste ca leziunile
cavitatii orale pot avea impact asupra starii de sanatate generala, iar afectiunile
sistemice pot determina modificari semnificative la nivelul tesuturilor orale.

Mai mult, in lucrare se poate observa ca leziunile inflamatorii ale tesuturilor de
sustinere ale dintilor sunt subiect de discutii si controverse in ceea ce priveste
clasificarea si terapia lor. n ciuda dezbaterilor extinse din literatura de specialitate,
exista inca multe aspecte neclare, controverse si date necunoscute in domeniul
patogeniei, clasificarii Si terapiei patologii cavitatii orale.



Acest studiul a implicat prelevarea de biopsii chirurgicale, procesare
standardizatad a materialului biologic si aplicarea unor tehnici de coloratie specifice
pentru identificarea mastocitelor si caracterizarea altor elemente tisulare. S-au folosit
metode histochimice si imunohistochimice avansate, iar rezultatele au fost analizate cu
precizie. De asemenea, se subliniaza importanta clarificarii unor aspecte controverse
legate de diagnostic si terapie, folosind rezultatele acestei investigatii ca o baza solida
pentru viitoare interventii medicale.

Leziunile inflamatorii si tumorale ale cavitatii orale reprezinta in prezent un
subiect de mare interes practic. Exista o preocupare crescuta pentru clasificarea
clinica, diagnosticul histopatologic si terapiile adecvate pentru astfel de leziuni. De
asemenea, se aduce in discutie cresterea incidentei tumorilor din cavitatea orala,
diagnosticul acestora fiind frecvent realizat in stadii avansate, avand prognostic
nefavorabil.

Mastocitele sunt mentionate ca fiind implicate in aceste conditii patologice, insa
informatiile referitoare la ele sunt limitate sau absente in ceea ce priveste relatia lor cu
leziunile observate microscopic. Aspectele incerte si controversate legate de mastocite,
asa cum sunt prezentate in literatura de specialitate, pun in discutie functiile acestor
celule in contextul tumorilor cavitatii orale.

Studiile anterioare si obiectivele cercetarii mentionate se concentreaza pe
evaluarea reactiei mastocitelor in corelatie cu biopsiile prelevate din tesuturile
patologice si sanatoase ale cavitatii orale. Scopul este de a clarifica implicarea
mastocitelor in patologia orala, inclusiv in tumori, iar aceasta poate aduce beneficii atat
in planul cercetarii fundamentale, céat si in practica diagnostica.

Partea generala, insumeaza 4 capitole principale. Tn primul capitol se relateaza
informatii despre structura microscopica a tesuturilor moi ale cavitatii orale; in cel de-al
doilea capitol sunt prezentate aspecte ale leziunilor inflamtorii- particularitatiile
microscopice; Tn al treilea capitol sunt discutate leziunile canceroase si precanceroase
(incidenta, parologie si diagnostic molecular); iar in al patrulea capitol se relateaza
informatii despre mastocitul in conditii normale, inflamatorii si tumorale la nivelul cavitatii
orale.

Partea speciala cuprinde cercetarea personala elaborata in cadrul a patru studii.
Scopul cercetari este de a evalua reactia mastocitelor in corelatie cu biopsiile studiate
microscopic prelevate din tesuturi patologice si clinic sanatoase ale cavitatii orale.

STUDIUL 1. VALIDAREA $1 SPECIFICITATEA METODELOR DE
IDENTIFICARE A MASTOCITELOR IN TESUTURILE NORMALE $1 PATOLOGICE
ALE CAVITATII ORALE

Mastocitele nu se evidentiaza cu metodele morfologice, uzuale de colorare a
sectiunilor microscopice. Aceasta este cauza neraportarii acestor celule in buletinele
histopatologice, fiind asimilate Tn majoritatea cazurilor cu alte celule ale raspunsului
inflamator al organismului. Din acest motiv cercetarile asupra rolului acestor celule in
conditii normale, inflamatorii si tumorale a fost mult mai putin studiat decat pentru alte



componente celulare conjunctive, iar datele de care dispunem in prezent sunt neclare
sau chiar controversate. Pentru mai bine de 100 de ani, identificarea mastocitelor s-a
bazat pe punerea in evidenta a unora dintre componentele granulelor specifice.

Scopul acestui studiu este de a evalua cele mai eficiente metode de identificare
a mastocitelor si acuratetea acestora.

Obiectivul principal al studiului il reprezinta caracterizarea metodelor specifice de
identificare tisulara a mastocitelor si calcularea microdensitatii acestor celule, prin
aplicarea coloratiilor histochimice si imunohistochimice.

MATERIALE SI METODE

Pentru testarea valorii metodelor histologice conventionale in identificarea
mastocitelor, am selectionat cate cinci biopsii din urmatoarele entitati: gingie cu leziuni
inflamatorii, cancer de buza, cancer lingual si glande salivare majore asociate cu tesut
tumoral de adenom pleomorf. Toate specimenele au fost prelucrate primar prin fixare n
formalina tamponata si incluzionate la parafina, tehnica standard, sectiuni de 5 ym
grosime fiind utilizate pentru evaluarea in microscopia fotonica.

Dintre tehnicile histochimice, am aplicat metodele cotate cu cele mai bune
rezultate din acest punct de vedere, respectiv albastru de toluidina la pH 2.2, albastru
alcian la pH2.5, albastru alcian safranina la pH0.2. In aceasta etapa a cercetarii
evaluarea a fost cea calitativa.

CONCLUZII

1.Metodele care utilizeaza coloratia cu albastru alcian la pH 2.5 au sensibilitatea
moderata pentru mastocite si specificitate redusa; coloratia cu albastru de toluidina la
pH2.2 are specificitate moderata si sensibilitate mare prin reactia metacromatica de la
nivelul granulelor mastocitare.

2.Metoda cu albastru alcian safranina are mare sensibilitate si specificitate, fiind singura
dintre metodele histochimice cu valoare pentru aplicatiile numerice.

3.Microscopia electronica este o metoda utila pentru studiul ultrastructural al
mastocitelor, dar nu ofera informatii referitoare la compozitiei granulelor specifice.

4 Mastocitele modificate structural, cu inegalitati intre granule si densitate electronica
redusa sau moderata au fost identificate la cancerul de buza si limba.

Studiul 2. MASTOCITELE SI LIMFANGIOGENEZA iN LEZIUNILE
INFLAMATORII GINGIVALE

Limfangiogeneza este procesul prin care se formeaza noi vase limfatice din
venulele postcapilare sau/si din vase limfatice preexistente. Spre deosebire de
angiogeneza- formarea de noi vase sanguine, la limfangiogeneza nu sunt clar definite
in prezent caracterele acestui proces la formarea de novo sau din vase preexistente, in
ciuda importantei pe care calea limfatica o are in variate procese patologice.



Scopul acestui studiu a fost evaluarea distributiei, numarului si densitatea
mastocitelor si micro-vaselor limfatice la pacienti cu leziuni gingivale si parodontale cu
diferite grade de severitate, aplicand o metoda de dubla imunocolorare pentru mastocite
(triptaza mastocitara) si pentru celulele endoteliale limfatice (Podoplanina).

Obiective specifice:
-Evaluarea prezentei mastocitelor in spatiile perivasculare in conditii infalmatorii;

-Relatia numerica dintre mastocite si vasele limfatice in leziunile inflamatorii gingivale si
parodontale;

-Evaluarea caracterului prognostic al mastocitelor perivasculare in leziunile inflamatorii
gingivale si parodontale.

CONCLUZII

1.Mastocitele si vasele limfatice pot fi identificate si cuantificate in aceleasi campuri
microscopice prin dubla imunocolorata triptaza mastocitara-D2-40.

2.1n biopsiile prelevate din mucoasa aparent normala nu s-au identificat relatii
particulare dintre mastocite si vasele limfatice.

3.Numarul de mastocite si de vase limfatice creste odata cu cresterea severitatii
leziunilor, cu exceptia formelor avansate de boala.

4 Vasele sanguine din derm sunt dilatate, cu aspecte de staza, care modifica major
capacitatea de nutritie a epiteliului.

5.Este evident efectul inductor al degranularii mastocitelor si al eliberarii de substante
biologic active asupra limfangiogenezei in conditiile inflamatorii din boala parodontala.

6.Modificarile histologice apar atéat in tesutul epitelial cat si in cel conjunctiv si sunt
reprezentate de infiltratul inflamator celular, a carui densitate creste de la formele
incipiente spre cele grave, fiind populat cu granulocite neutrofile, eozinofile si
plasmocite.

7.Diagnosticul morfologic conventional detaliat aduce date in plus, care completeaza
diagnosticul clinic, contribuind astfel la modelarea strategiei terapeutice.

STUDIUL 3. RELATIA DINTRE REACTIA MASTOCITARA S| DENSITATEA
MICROVASCULARA DIN TUMORILE EPITELIALE ALE CAVITATII ORALE

Tumorile maligne au suscitat interesul a numerosi cercetatori si medici
practicieni, iar resursele limitate de care dispunem in prezent, sunt in mare parte
datorate mecanismului etiologic céat si cailor prin care celulele normale se transforma



in celule maligne. Mai mult decéat atat, nu exista in prezent criterii obiective cu caracter
predictiv pentru metastazele limfonodale si la distanta, care pot sa apara chiar in
conditiile unor tumori mici sau chiar nedetectabile clinico-imagistic. Studiile care au
investigat micromediul tumoral, denumit anterior stroma, sunt foarte rare, inainte de
anul 2000. Doar dupa introducerea analizelor moleculare curente in perioada actuala, s-
a observat comportamentul diferit al celulelor canceroase n functie de tipul
micromediului tumoral.

Scopul acestui studiu este identificarea relatiilor dintre structurile vasculare de
neoformatie din ariile tumorala si intratumorala si mastocite, evaluate ca localizare si
densitate.

Obiective specifice:

-Relatia numerica dintre mastocite si angiogeneza.
-Relatia numerica dintre mastocite si limfangiogeneza
-Relatia dintre mastocitele intra- si perilezionale.

CONCLUZII

Densitatea mastocitelor se reduce odata cu cresterea gradului de diferentiere.

2. Exista o corelatie statistic semnificativa intre MVD si MCD pentru leziunile
precanceroase si carcinomul scuamocelular bine diferentiat.

3. Densitatea crescuta de mastocite se coreleaza in particular cu vasele imature si
intermediare atat din aria tumorala, cat si peritumorala.

4. MCD creste semnificativ din stadiul de mucoasa normala trecand prin hiperplazie
si displazie si carcinom bine diferentiat, apoi valorile scad semnificativ.

5. Reducerea marcata a valorilor MCD corelata cu cresterea MVD semnaleaza

prognosticul nefavorabil a carcinomului scuamocelular de buza si limba si

evolutie rapida a tumorii.

-_—

STUDIUL 4. MASTOCITELE INTRAEPITELIALE DIN TUMORA WARTHIN:
ELEMENTE DIAGNOSTICE S| PROGNOSTICE

Tumorile din cavitatea orala sunt de o deosebita complexitate structurala,
evolutiva si pun probleme majore diagnostice si terapeutice. Heterogenitatea acestor
tumori, care pot sa apara in toate structurile normale de la acest nivel, este semnalata
de elemente microscopice care in aceasta forma nu se regasesc in alte sisteme si
organe ale corpului uman. Acest aspect ar putea fi generat si de originea embriologica
particulara a tesuturilor din zona capului si gatului.

Scopul acestui studiu este de a evalua mastocitele intraepiteliale din tumora
Warthin, iar obiectivul principal al acestui studiu este de a identifica acumularea de
mastocite intraepiteliale intens triptaza — mastocitara pozitive.



CONCLUZII

1.Studiul mastocitelor asociate tumorii Warthin semnaleaza acumularea masiva a
celulelor triptaza mastocitara pozitive intraepiteliale.

2.Densitatea mastocitelor intraepiteliale este de 10-12 ori mai mare decat a celor din
tesutul limfoid.

3.Majoritatea mastocitelor intraepiteliale sunt defective, prezentand depletie de
glicozaminoglicani, ceea ce limiteaza identificarea lor cu metodele conventionale
histochimice.

4 Particularitatile de expresie a mastocitelor intraepiteliale la toate cazurile studiate sunt
positive si pentru CD117, acesta poate fi considerat un marker util pentru clasificarea
moleculara

CONCLUZII GENERALE, ASPECTE ORIGINALE $I DIRECTII VIITOARE DE
CERCETARE

Studiile morfologice, histochimice si imunohistochimice asupra tesuturilor
normale, infalmatorii si tumorale din zona anatomica a cavitatii orale scot in evidenta
concluziile generale pe care le prezentam mai jos:

1. Metodele care utilizeaza coloratia cu albastru alcian la pH 2.5 au sensibilitatea
moderata pentru mastocite si specificitate redusa; coloratia cu albastru de toluidina la
pH2.2 are specificitate moderata si sensibilitate mare prin reactia metacromatica de la
nivelul granulelor mastocitare.

2. Metoda cu albastru alcian safranina are mare sensibilitate si specificitate, fiind
singura dintre metodele histochimice cu valoare pentru aplicatiile numerice.

3. Microscopia electronica este o metoda utila pentru studiul ultrastructural al
mastocitelor, dar nu ofera informatii referitoare la compozitia granulelor specifice.

4. Mastocitele modificate structural, cu inegalitati intre granule si densitate electronica
redusa sau moderata au fost identificate la cancerul de buza si limba.

5. Mastocitele si vasele limfatice pot fi identificate si cuantificate Tn aceleasi campuri
microscopice prin dubla imunocolorate triptaza mastocitara-D2-40.

6. In biopsiile prelevate din mucoasa aparent normald nu s-au identificat relatii
particulare dintre mastocite si vasele limfatice.

7. Numarul de mastocite si de vase limfatice creste odata cu cresterea severitatii
leziunilor, cu exceptia formelor avansate de boala.

8. Este evident efectul inductor al degranularii mastocitelor si al eliberarii de substante
biologic active asupra limfangiogenezei in conditiile inflamatorii din leziunile inflamatorii
avansate.

9. Vasele sanguine din derm sunt dilatate, cu aspecte de staza, care modifica major
capacitatea de nutritie a epiteliului.

10. Diagnosticul morfologic conventional detaliat aduce date in plus, care completeaza
diagnosticul clinic, contribuind astfel la modelarea strategiei terapeutice.

11. Densitatea mastocitelor se reduce odata cu cresterea gradului de diferentiere.



12. Exista o corelatie statistic semnificativa intre MVD si MCD pentru leziunile
precanceroase si carcinomul scuamocelular bine diferentiat.

13. Densitatea crescuta de mastocite se coreleaza in particular cu vasele imature si
intermediare atat din aria tumorala, cat si peritumorala.

14. MCD creste semnificativ din stadiul de mucoasa normala trecand prin hiperplazie si
displazie si carcinom bine diferentiat, apoi valorile scad semnificativ.

15. Reducerea marcata a valorilor MCD corelata cu cresterea MVD semnaleaza
prognosticul nefavorabil a carcinomului scuamocelular de buza si limba si evolutie
rapida a tumorii.

16. Studiul mastocitelor asociate tumorii Warthin semnaleaza acumularea masiva de
mastocite intraepiteliale intens pozitive la triptaza-mastocitara.

17. Densitatea mastocitelor intraepiteliale este de 10-12 ori mai mare decat a celor din
tesutul limfoid.

18. Majoritatea mastocitelor intraepiteliale sunt defective, prezentand depletie de
glicozaminoglicani, ceea ce limiteaza identificarea lor cu metodele conventionale
histochimice.

19. Particularitatile de expresie a mastocitelor intraepiteliale la toate cazurile studiate
sunt positive si pentru CD117, acesta poate fi considerat un marker util pt clasificarea
moleculara.

ASPECTE ORIGINALE $SI DIRECTII VITOARE DE CERCETARE

Consideram ca fiind originale aspectele pe care le mentionam in continuare,
respectiv:

1. Comparatia intre metodele specifice de identificare a mastocitelor

2. Demonstrarea morfologica a rolului mastocitelor in initierea si intretinerea
limfangionezei in particular in leziunile tumorale.

3. Raportarea relatiei mastocit/vase de neoformatie in angiogeneza precoce, cu
identificarea cel putin a doua tinte teraputice noi in cazul leziunilor tumorale.

4. Particularitatile de expresie a mastocitelor intraepiteliale la toate cazurile studiate
sunt pozitive pentru CD117, acesta poate fi considerat un marker util pentru clasificarea
moleculara.

Directii viitoare de cercetare:

1. Integrarea rezultatelor imunohistochimice pentru realizarea unei clasificari moleculare
a carcinoamelor scuoamocelulare orale.

2. Realizarea unui model experimental care sa demonstreze implicarea directa a
mastocitelor.

3. Testarea eficientei in model experimental a inhibitorilor si degranulantelor
mastocitare cu efectul asupra vaselor sanguine si limfatice.



