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Rezumat.

Scopul prezentului studiu a fost estimarea relatiei dintrenivelul TNF-a si gradul de microcristalizare (GMC) a fluidu-
lui oral(FO) la copiii cu tumori maligne in regiunea capului si gatului (RCG). In studiul de tip caz-martor au fost inclusi
72 de copii cu varste cuprinse intre 1 sil18 ani regartiza‘;i in 2 loturi identice dupa structurd. Lotul de cercetare (L,)a fost
constituit din 36decopiicutumorimaligneinRCG. In lotul martor (L )au fost inclusi 36 de copii conventional sanatosi. S-au
studiat biomarkerii combinati — morfologici (GMC al FO) si nivelul citokineiTNF-a in FO la copii cu tumori maligne in
RCG si subiectii conventional sanatosi. TNF-o in FO a fost apreciat prin metoda de analiza imunoenzimatica. Analiza
rezultatelor studiului a elucidat nivelul crescut al TNF-a, in FO al copiilor cu tumori maligne, comparativ cu subiectii
sandtosi. Analiza corelationala a depistat relatia inversa semnificativa (r=-0,83, p<0,01) dintre nivelul TNF-a si GMC
a FO la copiii cu tumori maligne in RCG 1in stadiile I si II. Totodata, la copiii conventional sanatosi, dar si la copiii cu
tumori maligne in RCG 1n stadiile I1I si IV nu s-au observat interdependenta dintre nivelul TNF-a in FO si GMC al FO.

Concluzii. Apreciereabiomarkerilorcombinati in probele de FO (niveluluiTNF-asiparticularitatilormorfologice) re-
prezinta o analiza non-invaziva inovativa pentru depistarea precoce a tumorilor si evaluarea riscului la malignitate orala.
Pentruutilizrea clinica a biomarkerilor FO este necesarsa se elaboreze protocoale standardizate sisd se efectueze studii
ample n care sa se excluda influenta diferitelor variabile de confuzie.

Cuvinte cheie: biomarkeri, fluid oral, TNF- a,tumori maligne,regiunea cap si gat.

Summary. Oral fluid properties in children with head and neck malignant tumors.

The aim of the present study was to estimate the relationship between TNF-a level and degree of microcrystallization
(DMC) of oral fluid (OF) in children with malignant tumors in the head and neck region (HNR). In the case-control study,
72 children aged between 1 and 18 were included, divided into 2 identical groups according to structure. The research group
(L,) consisted of 36 children with malignant tumors in the HNR. 36 conventionally healthy children were included in the
control group (L ). We studied the combined biomarkers in OF samples— morphological biomarkers (DMC of OF) and
TNF-a cytokine level in OF in children with malignant tumors in HNR and conventionally healthy subjects. TNF-a in OF
was evaluated by the immunoenzymatic analysis method. The analysis of the results of the study elucidated the increased
level of TNF-q, in the OF of children with malignant tumors, compared to healthy subjects. Correlational analysis detected
the significant inverse relationship (r=-0.83, p<0.01) between TNF-a level and DMC of OF in children with malignant
tumors in RCG in I and II stages. At the same time, in conventionally healthy children, but also in children with malignant
tumors in I1I and IV stages, the interdependence between the level of TNF-a in OF and DMC of OF was not observed.

Conclusions. The assessment of combined biomarkers in OF samples (TNF-a level and morphological particularities)
represents an innovative non-invasive analysis for the early detection of tumors and the assessment of the risk of oral
malignancy. For the clinical use of OF biomarkers, it is necessaryto develop standardized protocols and to perform
extensive studies in which the influence of various confounding variables is excluded.

Keywords: biomarkers, oral fluid, TNF-a, malignant tumors, head and neck region.

Pe3iome. CBoiicTBa pOTOBOI KMIKOCTH Y ieTeill O 3JI0KaYeCTBEHHbIMM HOBOOOPA30BAHUSIMHU I'0JIOBBI U LIEH.
IlesbI0 TaHHOTO MCCIEAOBAHUS OBLIO OLICHUTH B3aUMOCBSI3b MeX Iy ypoBHeM PHO-0 1 CTENeHbI0 MUKPOKPHCTAI-
nuzarun (CMK) porosoii xuaxoctu (PXK) y gereit co 3mokauecTBEHHBIME OIyX0JIsiMU o0sacTu rosioBsl U ten (OT'T).
B uccnenoBanue ciryyaii-koHTpOIIb ObIIM BKJIIOUYEHBI 72 pebeHka B Bo3pacte oT 1 ropa mo 18 ner, pasieneHHbIX Ha 2
WIEHTHYHBIE TI0 CTPYKTYpe rpynmbl. I'pymimy nccienosanns (I'p,) coctaBunm 36 neTed co 3710Ka4eCTBEHHBIMA HOBOO-
Opasosarmsamu B OI'lL. B xontponsryto rpynmy (I'p;) ObUtH BKIIOYEHBI 36 YCIOBHO 3M0POBBIX AETEH. BbUTM H3ydeHbI
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komOuHMpoBaHHbIe Onomapkepbl PXK (-mopdonormueckne CMK) u yposens nurokunna ®HO-a B PXK y nereii co 31moka-
yectBeHHbIMU oryxoisivu B OI'LL n y 3mopoBsix gereii. @HO-o B PXK onpenernsiim MeTo1oM ”MMYHO(EpPMEHTHOTO aHa-
nu3a. AHanu3 pe3ynbTaToB UCCIIEIOBAHUS BBIIBIII MOBBIIICHHBIH ypoBeHb PHO-a B PXK nereit co 3m0kauecTBEHHBIMU
OITYXOJISIMU TI0 CPAaBHEHHUIO CO 3[J0POBBIMH 1€ThMHU. KOppensiinoHHBI aHai3 BBISIBIII JOCTOBEPHYIO 00OpaTHYIO 3aBUCH-
MocTh (r=-0,83, p<0,01) mexay yposaem ®HO-0 u CMK PX y nereii co 3mokadecTBeHHBIMU HOBOOOpa3zoBanusimu O
B [ u II craguii. B To e BpeMs y yCIIOBHO 3/JOPOBBIX JIETEH, a Takxke y AeTeil co 3nokadecTBeHHbIMU omyxoisivu OT'I 11T
n IV crammii B3aumoszasucumoctn Mexty yposHeM ®HO-oB PXXKu CMKI'MK PX ne nabmonanocs.

BeiBonbl. OrieHka KOMOMHUPOBAHHBIX OroMapkepoB B oopasnax PXK (ypous ®HO-au Mopdoiornyeckux ocooeH-
HOCTeH) mpencrasisieT co0oli MHHOBAIMOHHBIA HEMHBA3MBHBIA aHAJIM3 Ul PAHHETrO BBIABICHHUS OIMYXOJEW M OLECHKU
pHCKa 37I0Ka4eCTBEHHBIX HOBOOOPa30BaHUi MOJOCTH pTa. /st KIMHUYECKOTO Henosib30BaHus OuomapkepoB PXK HeoO-
X0JIMMa pa3paboTka CTaHIapTH3NPOBAHHBIX POTOKOJIOB U TIPOBE/ICHHUE MCCIIEI0BAHMI, B KOTOPBIX UCKIIIOYECHO BIMSHHUE

pas3IMuHBIX KOH(AYH/IEPOB.

Kuarwuesble ciioBa: 61/10Map1<ep1>1, poTOBad )KUJAKOCTD, (DHO—(X, 3JIOKa4Y€CTBCHHBIC OITYXOJIN, 00JIaCTh T'OJIOBEI U IIIEH.

Introducere.

Biopsia lichida este o abordare atractiva pen-
tru diagnosticarea patologiilor multiple, oferind noi
oportunitati pentru implementarea metodelor neinva-
zive, rapide si rentabile, in identificarea, si monito-
rizarea tratamentul diverselor patologii [5, 14]. Uti-
lizarea fluidelor corporale, cum ar fi sangele, saliva,
urina si alte tipuri de probe in investigatiile clinice se
datoreaza prezentei a numerosi potentiali biomarkeri
care pot fi legati de diferite stadii ale bolii. Biopsiile
lichide vizeaza analiza materialului circulant derivat
din tumori, cunoscut sub numele de ,,circulomul tu-
moral”, ale caror componente pot fi utilizate ca poten-
tiali biomarkeri directi sau indirecti [5].

Fluidul oral (FO) reprezintd un mediu biologic
specific foarte bine organizat, cu proprietdti unice,
universale, este un mediu dinamic, care reflect toate
schimbadrile din organism, inclusive si procesele pato-
logice. In decursul ultimilor decenii s-au facut primii
pasi 1n studierea manifestarilor diverselor maladii n
organizarea structurala a FO [6]. Cercetatorii in dome-
niu fac eforturi pentru adoptarea utilizarii mostrelor de
FO si consolidarea utilizarii acestui fluid in algoritmii
de diagnosticare datoritd unui sir de proprietati:

® colectare non-invaziva;

e protocoale simple de colectare;

e probe neinfectate;

e climinare usoara;

e transportare simpla;

e profitabil din punct de vedere economic;

e colectare sigura si eficientd;

e 0 mai buna acceptare si colaborare a pacientilor
[12].

FO poate deveni un instrument de diagnostic util
in depistarea precoce a diferitelor tipuri de cancer la
nivelul capului si gatului[3]. Utilizarea biomarkeri-
lor FO pentru depistarea precoce a cancerului oral,
cu rata de supravietuire la cinci ani este inca foarte
scazuta (62%),a trezit recent un mare interes in co-
munitatea stiintificd. Mai mult90% dintre cancerele

orale sunt carcinoame bucale cu celule scuamoase
(Oral squamous cell carcinoma (OSCC), iar majorita-
tea OSCC sunt diagnosticate la stadii avansate, subli-
niind astfel necesitatea noilor abordari in diagnosticul
clinic pentru detectarea precoce a acestora [10].

In prezent, in literatura de specialitate au fost ra-
portati peste 100 de biomarkeriai OSCC [11]. Acesti
biomarkeri sunt de tip transcriptom, proteom, me-
tabolom, microbiom sau o combinatie a acestora.

Proteinele tumorale salivare (proteom) pot fifolo-
site pentru a detecta anumite tipuri de cancer. Astfel,
s-a raportat ca cresterea antigenului tumoral CA15-
3 si a anticorpilor pentru markerii proteici tumorali
c-erbB2, CA-125 si P53 din saliva pot fi considerate si
ca biomarkeri FO pentru cancerele orale si extra-ora-
le. Proteinele inflamatorii precum IL-6 si IL-8 s-au
dovedit a fi crescute la pacientii cu cancerul tractului
digestiv si cu antecedente de cancer [16]. In mod si-
milar, nivelurile de IL-4, IL-10, IL-13 si IL-1Ra sunt
crescute in saliva pacientilor cu OSCC. De notat, ni-
velul IL-1RA a fost cel mai ridicat in leziunile OSCC
slab diferentiate, comparativ cu leziunile OSCC bine
si moderat diferentiate. Un studiu similar a constatat
canivelurile de TNF-o au fost mai mari la pacientii cu
tumori moderat si slab diferentiate decat cei cu tumori
bine diferentiate si 1n stadiul IV. Mai mult, exista o
corelatie pozitiva intre gradarea histologica OSCC si
TNF-a si alti biomarkeri cunoscuti, cum ar fi interfe-
ron-gamma (IFN-y) si IL-1B[26]. Alte studii au ara-
tat ca hialuronidaza, supraexprimarea glico-proteinei
zinc-a-2 in saliva pacientilor cu cancer, precum si alte
proteine (MRP14, M2BP, CD59, catalaza, profilina,
M2BP, involucrina, histona H1, SI00A12, si S100P)
ar putea fi utilizate n diagnosticarea cancerelor orale
[12, 26]. Acesti biomarkeri, in ciuda unui potential
promitator, au o fiabilitate inca prea dependentd de
metodele si tehnicile de analizd utilizate, dar si de sta-
rea inflamatorie a cavitatii bucale, ceea ce ar constitui
o prejudecata in analiza aceste citokine determinand
sd ia 1n considerare aceste rezultate cu prudenta [16].
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Pacientii cu OSCC au un marker specific al stre-
sului oxidativ, malondialdehida (MDA) (metabolom)
prezent in saliva lor, care este mai sensibil si mai spe-
cific si pare a fi un instrument de diagnostic mai bun in
comparatie cu MDA seric. De asemenea, sunt prezen-
te cateva variatii ale altor molecule, cum ar fi factorul
de crestere transformant-beta-1 (TGF-B1), factorul de
crestere epidermica (EGF), factorul de crestere endo-
telial vascular (VEGF) si endotelina[16]. In plus, mo-
dificarile de concentratie ale valinei, acidului lactic si
fenilalaninei au permis diferentierea intre un subiect
sanatos, un subiect bolnav si un subiect cu afecti-
uni precanceroase, cu sensibilitate ridicata (90%) si
o specificitate interesanti (83%). In mod similar, un
studiu recent raporteaza diferente semnificative in
comparatie cu subiectii sandtosi in concentratia de co-
lind, betaind, acid pipecolinic (cu continut ridicat de
OSCC) si L-carnitina (scazut in OSCC). In cele din
urma, noi tehnici analitice au identificat cinci markeri
metabolici noi pentru OSCC, cum ar fi propionilcoli-
na, N-acetil-L-fenilalanina, sfinganina, fitosfingozina
si S-carboximetil-Lcisteina [11].

Odata cu dezvoltarea tehnologiei de secventiere
cu randament ridicat, cercetatorii si-au dat seama de
importanta microorganismelor in dezvoltarea can-
cerului oral (Microbiomul). Diversitatea speciilor si
abundenta relativa a bacteriilor in saliva pacientilor
cu tumori bucale este mai mare decat la pacientii sa-
natosi, dar ar trebui luata in considerare o eliminare a
factorilor de confuzie precum parodontoza [22, 26].

In unele studii, biomarkeriiFO evaluati au fost
mai predictivi in stadiile primare decat in stadii-
le avansate ale OSCC [8]. Combinatia unora dintre
acesti biomarkeri (interleukina-8, colina, acid pipeco-
linic, L-fenilalanind si S-carboximetil-L-cisteina)
poate Tmbunatati acuratetea testului de diagnostic [8].
Pe langa asocierea a cinci proteine: M2BP, MRP14,
profilina, CD59 si catalaza au fost capabile sa discri-
mineze cancerul oral cu o precizie clinica de peste
90% (sensibilitate de 90% si specificitate de 83%).
Biomarkerii ARN salivari pentru OSCC prin inter-
mediul analizei microarray, inclusiv transcrierile L8,
IL-1B, DUSP1, HA3, OAZ1, S100P si SAT discrimi-
neaza cancerul oral cu 91% sensibilitate si 91% spe-
cificitate. Biomarkerii FO reprezinta o abordare pro-
mitatoare pentru detectarea cancerului oral. Cu toate
acestea, exista inca unele probleme de abordat pentru
ca aceastd abordare sa fie o metoda de diagnosticare
fiabila, foarte sensibila si specifica [4].

In de cursul ultimilor decenii au fost intreprinsi
primii pasi in studiul manifestarilor diverselor mala-
dii asupra organizarii structurale a lichidelor biologi-
ce [6]. Astfel a fost implementatd o noud tehnologie
de diagnosticare — cercetarea morfologica a lichidelor

biologice [20, 23]. Structurile lichidelor biologice in-
vestigate se obtin pe calea transferului fazic al acesto-
ra din starea lichida in stare solida prin deshidratare.
Experimental s-a demonstrate c¢a informatia continu-
ta in faza lichida, la nivel molecular, in procesul de
deshidratare este transferata la nivel macroscopic sub
forma diferitor structuri, care devin vizibile pentru
cercetator. Desi caracterizarea spectroscopicd a FO in
afectiunile mucoasei orale potential maligne si cancer
oral a fost studiata pe larg, potentialul sdu ca biomar-
ker imagistic este putin explorat. Studiul efectuat de
Sharma N. et al.,2021, pune in evidenta acceptabili-
tatea imaginilor microscopice ale salivei arborizate
in screening-ul rapid si rentabil al diferitelor leziuni
orale, inclusiv al cancerului oral [19].

Asadar, toate aceste studii demonstreaza ca bio-
markerii FO pot fi utilizati pentru a diagnostica mai
multe tipuri de cancer oral, in special in stadiile inci-
piente. Cu toate acestea, nu toti biomarkerii au acelasi
grad de precizie si in prezent doar unii dintre ei au do-
vedit fiabilitatea. Utilizarea biomarkerilor combinati,
pe de alta parte, pare sa aiba ca rezultat o precizie
mai buna, cu sensibilitate si specificitate mai ridicate,
in comparatie cu utilizarea biomarkerilor izolati. In
prezenta lucrare ne-am propus sa apreciem in FO al
copiii cu tumori maligne in regiunea capului si gatu-
lui (RCG) biomarkerii combinati —morfologicisi din
grupul proteom, citokina TNF-a.

Scopul lucririi: estimarea relatiei dintre nivelul
TNF-a si tipul de microcristalizare a fluidului oral la
copiii cu tumori maligne in regiunea capului si gatului.

Materiale si metode.

Studiul a fost realizat in perioada anilor 2020-
2023 in cadrul realizarii proiectului Programul de
Stat: ,,Chirurgia modernad personalizata in diagnos-
ticul si tratamentul complex al tumorilor la copii”
(cifrul: 20.80009.8007.06). Pentru realizarea obiec-
tivului lucrarii a fost efectuat un studiu clinic de tip
caz-martor pe un esantion de 72 de copii cu varste cu-
prinse intre 1 si 18 ani repartizati in 2 loturi identice
dupa structurd. Lotul de cercetare (L) a fost constituit
din 36 de copii cu tumori maligne in regiunea capului
si gatului. in lotul martor(L,) au fost inclusi 36 de co-
pii conventional sanatosi.

Criteriile de includere a copiilor in studiu:

copii cu varsta cuprinsa intre 1 si 18 ani, cu tumori
maligne Tn regiunea capului s igatului, acordul infor-
mat Tn forma scrisd a parintilor sau reprezentantilor
legali pentru participarea copiilor in studiu.

Criteriile de excludere a copiilor din studiu:

lipsa acordului informat in forma scrisd a parin-
tilor sau reprezentantilor legali pentru participarea
copiilor 1n studiu.
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Metode clinic si paraclinice de cercetare. S-au
completat fisele de evidenta statistica pentru 36 de
copii cu tumori maligne in RCG, care au inclus datele
colectate: anamneza, rezultatele examenului obiec-
tiv, investigatiilor paraclinice, s-a Inregistrat gradul
de extindere a tumorii si a sadiului clinic, diagnos-
ticul stability dupa rezultatul studiului morfologic,
metodele de tratament s.a [24, 25]. Pentru efectuarea
investigatiilor imunochimice FO s-a colectat nesti-

mulat, dimineata a jeun, In eprubete de plastic sterile
care au fost transportate in Laboratorul Stiintific de
biochimie al Universitatii de Stat de Medicina si Far-
macie ,,Nicolae Testemitanu”si Laboratorul Institu-
tului de Chimie Macromoleculara ,,Petru Poni”, Iasi,
Romania. TNF-ain FO a fost apreciat prin metoda
de analiza imunoenzimatica pe suport solid. Studiul
modificarilor cristalografice a FO a fost efectuat dupa
metoda elaborata de Leous P., 2011 [27]. FO a fost
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colectat cu o pipeta sterile in cantitate de 0,2-0,3 ml
din zona planseului cavitatii orale. Apoi, pe o lama
de sticla au fost applicate trei picaturi de FO. Deshi-
dratarea picaturilor de FO s-a produs in thermostat
la t = 37°C, fiind protejate de praf. Micropreparate-
le au fost examinate la microscopul optic Am Scope
B120C-El. Studiul modificarilor cristalografice a in-
clus estimarea gradului de microcristalizare (GMC)
dupa examinarea picaturilor uscate de FO, rezultatele
fiind exprimate in puncta medii in functie de tipuri-
le identificate de formare a cristalelor: 0-1,0 — grad
foarte scazut, 1,1-2, 0 — scazut, 2,1-3,0 — satisfacator,
3,1-4,0 — inalt, 4,1-5,0 — foarte inalt. Riscul devie-
rii gradului de microcristalizare (GMC) a fost apre-
ciat dupa formula: riscul devierii GMC = (RR-1) /
RRx100, unde RR — riscul relativ [20].

Efectuarea studiului in cadrul Proiectului de
cercetare ,,Chirurgia modernd personalizatd in dia-
gnostic si tratamentul complex al tumorilor la copii”
a fost avizat favorabil de Comitetul de Etica a Cer-
cetarii al USMF ,Nicolae Testemitanu” (Avizul din
25.02.2021). Astfel, cercetarea a fost realizata in con-
formitate cu cerintele etice, cu obtinerea acordului
scris al parintilor copiilor.

Analiza dateloro btinute a fost efectuata folosind
teste parametrice §i non-parametrice a Sofiware Excel
si Epi Info, cu ajutorul functiilor si modulelor acesto-
ra. Procesarea statistica a rezultatelor a inclus metode
operante de evaluare statistica, inclusiv criteriul Stu-
dent cu stabilirea nivelului de semnificatie ,,p<0,05”.

Rezultate.

Toti subiectii luati in observatie sunt nativi si re-
zidenti in Republica Moldova. Loturile de cercetare
si martor au prezentat o structurd comparabila dupa
sexe, grupele de varstd, mediul si conditii socio-e-
conomicede trai. In rezultatul examenului complex,
copiii din lotul de cercetare au fost diagnosticati cu
urmatoarele tumori maligne: limfoame in 33,33 +
9,62% din cazuri, carcinoame cu celule scuamatoa-
se — in 38,89 + 7,27%, rabdomiosarcom al glandei
parotide — 13,89 + 8,64%, limfom Hodgkin — 11,11
+ 7,63% si osteoblastoclastom in 2,78 + 4,96% din
cazuri. Distributia tumorilor depistate dupa localizare
si stadiile bolii sunt prezentate in figurile 1 si 2.

Analiza imunoenzimatica a depistat cresterea
statistic semnificativa a nivelului TNF-a in FO al
copiilor cu tumori maligne in RCG(66,78+4,33pg/
ml, p<0,001) in raport cu copiii conventional sana-
tosi (5,47 = 1,21 pg/ml). Cele mai crescut evalori ale
acestei citokine au fost depistate in probele de FO co-
lectate de copiii cu carcinoame cu celule scuamatoase
(59,34 + 6,62pg/ml) si toate tipurile de tumori maligne
in stadiile I (73,11 & 3,28pg/ml) si 11 (62,97 + 3,46pg/

ml), iar in stadiile III si IV nivelul TNF-a a fost redus
substantial (34,21 + 7,12pg/ml si 33,63 £ 4,66pg/ml).
In lotul de copii conventional sinatosi nivelul TNF-a
in FO a fost in limitele normei (5,47 + 1,21 pg/ml).

Studiul structurii cristaline, obtinute in urma
deshidratarii picaturilor de FO, permite examinarea la
microscopul optic a sedimentului ramas pe lama de sti-
cla, iar structura microcristalind a acestuia se modifica
in dependenta de starea de sanatate a cavitatii orale. Au
fost cercetate zonele centrale, tranzitorii si periferice
ale faciilor de FO. De regula, in zona centrald s-au
observant acumularea structurilor cristalizate, in zona
tranzitorie — cristalesolitare, iar in cea periferica —
zona amorfa. Astfel, Tn zona periferica a fasciilor FO
se observa prevalenta figurilor de tip ,.cruciate” si
,prismatice”. Tabloul dendritic din zona central este
reprezentat prin formatiuni liniare, prin structuri de
tip ,,coadacalului” sau ,,feriga”.

La examinarea MCG FO copiilor conventional
sandtosi s-au depistat structuri microcristaline cu o
structura clara in forma de ,,arbore” sau ,.ferigd” (Fi-
gura3, A). La subiectii cu tumori maligne in RCG pre-
domina structura cruciata sau denaturata totalmente
a microcristalelor de FO (Figura 3, D), cristalizarea
patologica a compusilor minerali in mediul proteic
(Figura 3, E)si o cantitate mare de incluziuni organice
amorfe, zona periferica era largita si se observau ele-
mente de distrugerea integritatii structurale.

In baza rezultatelor obtinute au fost specificate
principalele tipuri de microcristalizare (MC) a FO (Fi-
gura 3). Pentrul tip de MC este caracteristica prezenta
structurilor cristaline prismatice de dimensiuni mari,
fuzionate, avand forma de ,,ferigd” (Figura 3, A). Pen-
tru obiectivizarea cantitativa a datelor, tipul I de MC a
fost apreciat cu 5 puncte. Structurile fractale fuziona-
te aleatoriu sunt caracteristice pentru tipul I de MC,
apreciat cu 4 puncte (Figura 3, B). In cazul tipului III
de MC, in zona centrald sunt prezente cristale separa-
te cu forma stelatd, iar la periferie se mentin cristalele
fractale de dimensiuni mai mari (3 puncte, Figura 3, C).
Tipul IV de MC este caracterizat prin prezenta crista-
lelor separate in forma de ramura sau tija, repartizate
relativ uniform pe toata suprafata picaturii deshidrata-
te (2 puncte, figura 3, D). O mare cantitate de cristale
separate, de forma stelatd, ovala si neregulate, situate
izometric, sunt caracteristice pentru tipul V de MC (1
punct) (Figura 3, E). In cazul lipsei complete a cristale-
lor este constatat tipul VI de MC (0 puncte).

La copiii din lotul de cercetare s-a constatat gradul
scazut de microcristalizare a FO, constituind (GMC
L,=1,31 + 0,52 puncte) si fiind de 2,84 ori mai redus
comparativ cu acest indicator apreciat la copiii din lotul
martor (GMC L =3,72 + 0,22 puncte) (p>0,5), datele,
insé nefiind statistic semnificative. La copiii cu tumori
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Figura 3. Tipurile de microcristalizare ale fluidului oral: A — tipul I; B — tipul II; C — tipul III;
D - tipul IV; E - tipul V.
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maligne in RCG 1n stadiile I si [ GMC FO este 3,07 ori
mai redus (p<0,05) in comparatie cu valorile acestui
indicator estimat la copiii conventional sanatosi.

Analiza structurii cristaline a FO a depistat unele
modificari cristalografice specifice la copiii cu tumori
maligne in RCG comparativ cu cei conventional sana-
tosi: predomina tipurile IV - V de microcristalizare,
structura cristalelor este dereglatd considerabil, pe in-
treaga suprafatd a faciei fiind prezente cristalele cru-
ciate de dimensiuni diferite, iar zona periferica este
largita si fisurata, depistandu-se in abundenta elemen-
te de deteriorarea integritatii structurii. Este cunoscut
faptul ca caracterul evidentiat, largit si fisurat al zonei
periferice a picaturilor de FO reflecta continutul majo-
rat de proteine in lichidul oral si derularea proceselor
patologice provocate de radicali liberi, iar gradul dis-
trugerii faciei variaza ca urmare a perturbarii integri-
tatii structurii studiate [23].

Analiza corelationald a depistat relaia inversa
semnificativa (r=-0,83, p<0,01) dintre nivelul TNF-a
in FO si GMC a FO la copiii cu tumori maligne in
RCG in stadiile I si II. Totodata, la copiii conven-
tional sanatosi, dar si la copiii cu tumori maligne in
RCG 1n stadiile III si IV nu s-au observat interdepen-
denta dintre nivelul TNF-ain FO si GMC a FO.

Discutii.

Numarul tot mai mare de biomarkeri ai FO des-
coperiti, asociati cu analiza bazatd pe tehnologii din
ce in ce mai eficiente, permite sd evidentiem saliva/
fluidul oral in calitate de alternativa a utilizarii sange-
lui pentru cercetarea clinica[1, 2, 7, 9, ]. Posibilitatea
utilizérii biomarkerilor din FO 1n studiul starii de sa-
natate se datoreaza proprietatilor acestui lichid biolo-
gic, care reflecta starea psihoemotionald, intensitatea
metabolismului, gradul de severitate al proceselor in-
flamatorii s.a [1, 2, ]. Modificarile din compozitia FO
sunt asociate si cu administrarea unor medicamente.
Principalele avantaje ale studiului FO — non-invazivi-
tatea, simplitatea colectarii si accesibilitatea prele-
varii substratului studiat — oferd noi perspective in
cadrul studiilor clinice[13, 15, 20, ].

Identificarea biomarkerilor FO face posibild dia-
gnosticarea bolilor in stadiul lor incipient, in special
in diagnosticul cancerului oral. Cu toate acestea, cer-
cetarile asupra salivei si aplicatiile acesteia pentru di-
agnosticul bolilor sistemice sunt inca la etapa initiale
de cercetare[1, 2, 15, 21].

In prezenta lucrare am apreciat biomarkerii com-
binati — morfologici si din grupul proteom, cito-
kina TNF-a in FO al copiilor cu tumori maligne in
RCG.S-a depistat cresterea statistic semnificativa a
nivelului TNF-a in FO al copiilor cu tumori malig-
ne in RCG in raport cu copiii conventional sanatosi.

De mentionat ca cele mai crescute valori ale TNF-a
au fost depistate in probele de FO colectate de copiii
cu carcinoame cu celule scuamatoase si toate tipurile
de tumori maligne in stadiile I si II. Studiul structurii
cristaline, obtinute in urma deshidratarii picaturilor de
FO, a depistat unele modificari cristalografice speci-
fice la copiii cu tumori maligne in RCG comparativ
cu cei conventional sandtosi. S-a depistat relatia in-
versa semnificativa puternica (dintre nivelul TNF-a
in FO si GMC a FO la copiii cu tumori maligne in
RCG finstadiile I si II. Totodata, la copiii conventi-
onal sandtosi, dar si la copiii cu tumori maligne in
RCG 1n stadiile III si IV nu s-au observat interde-
pendenta dintre nivelul TNF-a in FO si GMC a FO.
Consideram ca stabilirea acestor semne distinctive a
biomarkerilor combinati din FO ar putea fi folosite in
diagnosticul precoce al formelor incipiente de tumori
maligne in RCG. Supozitiile noastre sunt confirmate
de cercetarile mai multor autori care au depistat cres-
terea TNF-a in FO al bolnavilor cu forme incipiente
de cancer oral, dat fiind faptul cd TNF-oprezinta o
gama larga de functii imunologice, atat efectoare, cat
si reglatoare, iar efectele acesteia la nivelul tesuturi-
lor si sistemelor biologice pot fi extrem de extinse si
complexe. TNF-a este o citokind efector, producerea
careia In timpul raspunsului imun la orice stimul de-
terminad initial daca raspunsul va fi citotoxic, umoral,
celular sau alergic [18, 21].

Stabilirea semnelor distinctive ale modificarilor
cristalografice in FO, generate demodificarile functi-
onale si metabolice, sporeste exactitatea stabilirii di-
agnosticului si eficienta predictiei maladiilor. Metoda
de deshidratare (cristalizarea biolichidelor pe lama de
sticld) poate oferi o viziune de ansamblu a starii de
sandtate a intregului organism. Modificarea formei
cristalelor este consecinta schimbarilor proprietatilor
fizico-chimice ale salivei [6, 14, 20, 23].

Identificarea particularitatilor morfologice ale
fluidului oral poate servi drept test de predictie, care
identifica dereglarea mecanismelor de protectie a ca-
vitatii orale. Metoda de cercetare a cristalogenezei FO
poate fi aplicatd nu doar in diagnosticul si predictia
afectiunilor cavitatii orale, dar si in calitate de indi-
cator sensibil al functionalitatii intregului organism,
contribuind astfel la elaborarea metodologiei inalt
informative si neinvazive de diagnosticare a starilor
premorbide si de diagnostic oportun al modificarilor
survenite in starea de sandtate a populatiei.

Concluzii.

1. Aprecierea biomarkerilor combinati in probele
de FO (nivelului TNF-a si particularitatilor morfolo-
gice) reprezintd o analizd non-invaziva inovativa pen-
tru depistarea precoce a tumorilor, evaluarea riscului
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la malignitate orala, ce poate adauga valoare rezulta-
tului studiului histologic.

2. Identificarea moleculelor din FO sau din alte
fluide legate direct sau indirect de tumorile din RCG
are un potential de predictie a evolutiei tumorilor sau
urmdrirea raspunsului terapeutic intr-un mod nein-
vaziv, permitand astfel dezvoltarea medicinei perso-
nalizate, iar cercetdrile suplimentare ar putea duce la
progrese in aplicarea FO 1n oncologia de precizie in
anii urmatori.

3. Pentru utilizarea clinica a biomarkerilor FO,
este necesar, pe de o parte, sa se elaboreze protocoale
standardizate si, pe de alta parte, sa se efectueze studii
ample in care sa se excluda influenta diferitelor vari-
abile de confuzie.

Articol realizat in cadrul Proiectului de Stat
,, Chirurgia moderna personalizata in diagnosticul
si tratamentul complex al tumorilor la copii”. Cifrul
proiectului nr: 20.80009.8007.06. Perioada integrala
de realizare a proiectului 2020-2023. Director pro-
iect: dr. st. med., conf. univ. Tibirna Andrei.
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