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PROLIFERAREA LIMFOVASCULARA iN NEOPLAZIA SCUAMO-

CELULARA DE CERVIX UTERIN
Vitalie Mazuru, Veaceslav Fulga, Oxana Mazuru, Tatiana Globa, Lilian Saptefrati
Catedra Histologie, Citologie si Embriologie

Summary
Limphovascular proliferation within the squamous cell neoplasia of uterine cervix

The aim of this research was the study of proliferative lymphatics microvascular density in
preneoplastic and neoplastic lesions of uterine cervix. Material: squamous metaplasia — (n=22)
cases, CIN I — (n=16), CIN Il — (n=14), CIN Il — (n=6), microinvasive carcinoma — (n=15),
invasive carcinoma — (n=32). Methods: for histopathologic diagnosis and lesion’s stadialisation
hematoxilin&eosin staining has been used. For identification of general LMVD and density of
proliferative lymphatics the LSAB+/HRP Double Stain technique were performed. Two
monoclonal antibodies have been used: anti D2-40 and anti Ki-67. Weidner hot spot modified
method was used for lymphatic vessels quantification. Results: proliferative lymphatic vessels
density in squamous metaplasia was equal with 0,93; CIN | — 1,4; CIN Il — 3,33; CIN |1l — 4,56;
microinvasive carcinoma — 3,01; invasive carcinoma — 2,14. Intratumoral lymphatics were small,
flattened, without lumen. Peritumoral lymphatics were large, with distinct lumen. In peritumoral
area were found 21 lymphatic vessels with tumor emboli inside, 8 of them were proliferative
lymphatics. Conclusions: preneoplastic and neoplastic lesions of uterine cervix determine active
formation of new lymphatic vessels. Lymphangiogenic switch begins in CIN I stage. In CIN I
stage the LMVD is the highest. The intensity of tumor lymphangiogenesis is not smaller than in
CIN stages. The spreading of tumor cells occurs through both types of lymphatic vessels:
preexisting and newly formed.
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Rezumat

Scopul lucrarii a fost studierea densitatii microvasculare limfatice proliferante in leziunile
preneoplazice si neoplazice de cervix uterin. Material: metaplazie scuamoasa — (nN=22) cazuri,
CIN I — (n=14), CIN Il — (n=12), CIN HI — (n=6), carcinom microinvaziv — (n=15), carcinom
invaziv — (n=32). Metode: hematoxilind si eozind pentru diagnosticul histopatologic si
stadializarea leziunilor; dubla imunocolorare utilizand tehnica LSAB+/HRP Double Stain. Au
fost utilizati pentru cercetare anti D2-40 si anti Ki-67. Numararea vaselor limfatice s-a facut prin
metoda hot spot modificat a lui Weidner. Rezultate: densitatea vaselor limfatice proliferante in
metaplazia scuamoasa este egala cu 0,93; CIN I — 1,4; CIN Il — 3,33; CIN Il — 4,56; carcinom
microinvaziv — 3,01; carcinom invaziv — 2,14. Limfaticele intratumorale au fost mici, colabate,
lar cele peritumorale — medii sau mari, cu lumen evident. Au fost depistate 8 vase limfatice
proliferante cu emboli tumorali in lumen. Concluzii: leziunile preneoplazice si neoplazice
determind activ formarea limfaticelor de neoformatie, switch-ul limfangiogen incepe in CIN I si
atinge apogeul in CIN III. Intensitatea limfangiogenezei tumorale in carcinoamele invazive nu
este mai micd decat in CIN. Metastazarea celulelor neoplazice are loc atdt prin limfaticele
preexistente, cat si prin cele de neoformatie.

Actualitatea

Carcinomul de cervix uterin reprezintd una din cele mai frecvente afectiuni maligne umane.
Pe parcursul ultimelor decenii a fost demonstrat caracterul evident infectios a acestei maladii.
Este cunoscut nu numai agentul etiologic (papilomavirusul uman), dar si serotipurile cu potential
cancerigen marcat, a fost introdusad 1n practica medicald vaccinarea Tmpotriva acestui agent.
Aceste evenimente au avut drept efect micsorarea dramatica a incidentei neoplaziei de cervix
uterin. Exista, Tnsa, regiuni cum ar fi Africa ecuatoriald (Uganda, Rwanda), America Centrala
(Mexic, Honduras, Costa Rica), America de Sud (Columbia, Bolivia, Brazilia, Peru), Tarile
Europei de Sud-est, in care morbiditatea si mortalitatea prin carcinomul de col uterin ocupa
pozitii de top in patologia oncologicd[l]. Astfel, este absolut firesc interesul fatd de aceasta
afectiune in randul cercetatorilor de specialitate.

Pe parcursul ultimelor decenii a fost demonstrat faptul, ca pentru progresia tumorala au
importantd nu numai evenimentele ce se petrec in celulele tumorale (indiferent de tumora), ci si
care au loc 1n stroma intratumorala si peritumorala. Este bine cunoscut faptul ca orice tumoare, la
etapa initiald de dezvoltare, 1si satisface necesitatile nutritive, plastice si respiratorii din contul
retelei vasculare preexistente. Pe parcursul cresterii, intervine un moment critic, cand aceste
necesititi nu mai pot fi acoperite de citre reteaua vasculard preexistenti. In acest moment
tumoarea si celulele stromei (celulele rezidente, celulele inflamatorii recrutate din sangele
periferic) Incep o colaborare coordonatd in vederea formarii unei retele vasculare noi[2] prin
remodelarea stromala si sinteza factorilor de crestere (mitogeni pentru endoteliul atat vascular,
cat si limfatic). Angiogeneza tumorald a fost studiatd cu lux de amanunte. Se cunosc bine
circumstantele, mecanismele moleculare si consecintele acestui fenomen. In schimb, fenomenul
de formare al vaselor limfatice, sub actiunea tumorii, este mult mai putin studiat.
Limfangiogeneza tumorala este un fenomen biopatologic ce decurge paralel sau secundar
angiogenezei [3]. Este bine cunoscut faptul ca tumorile solide metastazeaza prin cateva cai: per
continuam, prin vasele sangvine si prin cele limfatice. Raspandirea celulelor neoplazice pe cale
limfatica este calea primara de metastazare pentru un sir de neoplazii cum ar fi: carcinomul
cervical, ovarian, mamar, gastric, pulmonar[4]. In rezultatul acestei metastazari sunt implicati in
proces ganglionii limfatici regionali, aspect care coreleazd cu inrdutatirea prognosticului de
supravietuire la pacientii respectivi[5]. Descoperirea marcherilor specifici pentru endoteliul
limfatic a constituit un salt important in studiul limfangiogenezei fiziologice si tumorale. Una din
intrebarile la care nu exista un raspuns echivoc pana in prezent este originea vaselor limfatice
prin intermediul cédrora are loc metastazarea celulelor neoplazice: prin vasele limfatice
preexistente sau prin reteaua vasculara limfatica formata de tumora[6].
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Scopul

Reiesind din cele expuse, scopul lucrarii, a fost studiul limfangiogenezei in leziunile
colului uterin prin depistarea proliferarii endoteliocitelor limfatice cu ajutorul anticorpului
monoclonal anti Ki-67.

Material si metode

Au fost supuse studiului specimenele obtinute prin biopsii fintite si conizatie de la
pacientele cu leziuni macroscopic decelabile. Materialul biologic a fost fixat in solutie de formol
tamponat. Dupa spalarea In apa de robinet, dehidratarea in solutii descrescande de alcool si
clarefierea in solutie de xilen, specimenele au fost incluzionate in parafini. Intreaga prelucrare
preliminara a materialului a fost efectuatd in conformitate cu prevederile tehnicii histologice
conventionale. Sectiunile, cu grosimea de 3mkm, au fost facute la microtomul de tip ,,sliding”
ERMA Japan. Diagnosticul histopatologic si gradarea leziunilor au fost efectuate prin colorarea
cu hematoxilind si eozind. Au fost identificate urmatoarele tipuri de leziuni: metaplazie
scuamoasa (n=22), CIN I (n=14), CIN II (n=12), CIN III (n=6), carcinom microinvaziv (n=15) si
carcinom invaziv (n=32). Am efectuat dubld imunocolorare a sectiunilor, utilizand 2 anticorpi
monoclonali: anti Ki-67 clona MIB1 Dako Cytomation (Carpinteria, CA, USA) si anti D2-40
clona D2-40 DakoCytomation (Danemarca). Anti Ki-67 a fost utilizat pentru evidenticrea
endoteliocitelor limfatice proliferante, iar anti D2-40 pentru a pune in evidenta vasele limfatice
si, astfel, de a diferentia anume endoteliul limfaticelor pozitiv la anti Ki-67 de alte elemente
celulare ale tumorii aflate in proliferare (Ex endoteliul vaselor sangvine). Tehnica
imunohistochimica utilizata a fost LSAB+/HRP Double Stain. Demascarea antigenica s-a facut in
solutie Target Retrieval pH6, la temperatura 97°C, timp de 20 minute. Primul anticorp aplicat a
fost anti D2-40, cu timpul de incubare 30 minute, apoi s-a aplicat sistemul avidin-biotin HRP, iar
vizalizarea s-a facut cu 3,3'-diaminobenzidin (DAB) in calitate de cromogen. Al doilea anticorp
aplicat a fost anti Ki-67 cu perioada de incubare 30 minute. Dupa aplicarea sistemului avidin-
biotin HRP, vizualizarea s-a facut cu cromogenul amino-etilcarbazol (AEC). Pentru
contracolorarea nucleilor a fost utilizata hematoxilina Lille modificata. Specimenele histologice
colorate imunohistochimic au fost montate in mediu apos. Procedura de imunocolorare a fost
efectuatd cu ajutorul DakoCytomation Autostainer. Examinarea lamelor histologice s-a facut la
microscopul Nikon Eclipse E600.

Cuantificarea densitatii microvasculare limfatice (LMVD) s-a efectuat in conformitate cu
metoda modificata a campurilor fierbinti (hot spot) a lui Weidner[7]. Ea constd in examinarea, la
amplificarea X200, a trei cAmpuri de stroma localizate in imediata vecinatate a neoplaziei sau a
epiteliului normal, in care expresia anticorpului mai puternic exprimd. Suma primitd in rezultatul
identificarii structurilor tinta se imparte la 3, iar media aritmetica obtinuta este rezultatul final al
examindrii unui caz. Au fost numarate doar acele vase limfatice, pozitive la D2-40, la care s-a
depistat cel putin o celuld endoteliala Ki-67 pozitiva.

Rezultate

LMVD Ki-67 pozitive in metaplaziile scuamoase. In 8 cazuri nu a fost depistat nici un vas
limfatic (VL) cu endoteliocite proliferante. Densitatea maximala a fost de 2,8 VL, valoarea
medie fiind de 0,93 VL.

LMVD Ki-67 pozitive in leziunile prencoplazice. S-a constatat o crestere stabila a
numarului de VL proliferante o dati cu progresia gradului de leziune intraepiteliald. in CIN I
numadrul VL cu endoteliocite proliferante a variat intre 0 (in 2 cazuri) si 2,4. Media a fost de 1,4.
In CIN 1I rezultatele au variat intre O (intr-un singur caz) si 3,8. Media a constituit 3,33 VL. In
CIN III, in toate cazurile au fost detectate VL Ki-67 pozitive. Densitatea lor a variat intre 4 si 5,2
cu medie de 4,56. E de mentionat faptul ca in leziunile intraepiteliale de grad tnalt (CIN II si mai
ales CIN III) vasele limfatice se depistau deja nu numai in stroma profundd, dar si in imediata
vecinatate cu membrana bazala a epiteliului exocervical. Majoritatea VL Ki-67 pozitive aveau un
lumen bine definit (erau perfuzabile).
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LMVD Ki-67 pozitive in carcinoamele microinvazive si invazive. In carcinoamele
scuamocelulare microinvazive si frank invazive, densitatea microvasculara a VL D2-40 pozitive,
si a VL proliferante (Ki-67 pozitive) scade. Cu cat este mai avansat procesul tumoral, cu atat
mai mici este aceastd densitate. In carcinoamele microinvazive numarul de VL Ki-67+ a variat
intre 0 (un caz) si 5,2 (media 3,01). In cele invazive, numarul vaselor limfatice a fost intre 0 (2
cazuri) si 3,4 (media 2,14). Mjoritatea VL proliferante erau localizate in stroma peritumorala,
VL intratumorale Ki-67 pozitive constituind aproximativ 4 din toate vasele identificate.
Limfatice intratumorale, indiferent de statutul lor de proliferare, erau non-functionale, avand o
structura aplatisata, sinuoasa, lipsite de lumen. VL din zona peritumorala erau mari, perfuzabile,
cu un lumen evident. Majoritatea VL proliferante aveau lumen mediu, mult mai rar, lumen
lumen mare. Remarcam faptul, cad embolii tumorali au fost depistati atat in limfaticele neactivate,
cat si in cele activate (Ki-67 pozitive).

Tabelul 1
Densitatea vaselor limfatice Ki-67 pozitive in leziunile prencoplazice si
neoplazice ale colului uterin
Tipul leziunii Nr. total de Valoarea Valoarea Valoarea
cazuti minima maxima medie

Metaplazia 22 0 2,8 0,93
scuamoasa
CIN | 14 0 2,4 14
CIN I 12 0 3,8 3,33
CIN 11 6 4 5,2 4,56
Carcinom 15 0 5,2 3,01
microinvaziv
Carcinom invaziv 32 0 3,4 2,14

Discutii

Importanta sistemului vascular limfatic in raspandirea la distanta a celulelor tumorale este
bine cunoscuta. Exista o serie de tumori solide la care calea limfaticd de metastazare este cea
primard[8]. Prin intermediul acestei cdi are loc afectarea metastaticd a ganglionilor limfatici
regionali. Acest fapt are o importantd majord in evolutia ulterioard a neoplaziei, in tratamentul
antitumoral si asupra termenului de supraviefuire al pacientilor. Implicarea in proces a
ganglionilor limfatici coreleazad cu un pronostic nefavorabil.

Aparitia markerilor specifici pentru endoteliului limfatic a facut posibild elucidarea
mecanismelor moleculare ale limfangiogenezei, mai ales in cazul limfangiogenezei tumorale. In
pofida succeselor marcate obtinute pe parcursul ultimelor doua decenii, mai exista inca o serie de
intrebdri ce planeaza asupra acestui fenomen asociat proceselor tumorale.

Au fost efectuate mai multe cercetari axate pe studiul LMVD cu ajutorul diferitor markeri
specifici cum ar fi: LYVE-1[9], VEGFR3[10], Prox-1 [11]. in baza rezultatelor obtinete a fost
stabilit faptul cd tumorile determind formarea unei retele limfovasculare din vasele preexistente.
»Switch-ul limfangiogenic” (formarea masiva a VL, dictatd de tumoare), in neoplaziile
scuamocelulare de cap si gat, ale cavitatii bucale, esofagiene si cervicale incepe la stadiul de
leziune intraepiteliald CIN I si isi atinge apogeul in stadiul de CIN III [12]. Densitatea VL in
leziunile preneoplazice a fost corelata si cu gradul de expresie al VEGFC[13] - mitogen foarte
puternic si specific al endoteliul limfatic. Densitatea VL, odatd cu momentul invaziei tumorale,
incepe sa descreascd. Acest fenomen poate fi explicat prin liza proteolitica a VL de cétre celulele
neoplazice din frontul invaziv al tumorii. VL aflate initial la periferia tumorii, ulterior, o data cu
cresterea ei in volum, sunt racolate in aria plajei tumorale[14].Rezultatele noastre vin sa
confirme acest lucru si in cazul neoplaziei de cervix uterin. Este evident ca VL intratumorale
sunt limfatice de neoformatie, pe cand cele peritumorale au o origine mai mult sau mai putin
obscura. Cu toate cd studiile LMVD cu markeri specifici pentru endoteliului limfatic indica o
crestere evidenta a densitdfii microvasculare in progresia neoplaziilor cervicale, densitatea VL
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ramane totusi un indiciu indirect, de constatare, al neoformarii acestor vase. Din aceasta cauza
am decis sa studiem densitatea vaselor limfatice proliferante, utilizind markerul proliferarii
nucleare Ki-67.

Ki-67 este o proteind nucleara, care se exprima preferential pe parcursul fazelor active ale
ciclului celular (G, S, Gy si M), dar nu se expreseaza in celulele aflate in Go[15]. In interfaza,
antigenul este depistat exclusiv in nucleu, in timp ce pe parcursul mitozei markerul se localizeaza
pe suprafata cromozomilor. In celulele ce intrd in faza non-proliferativi, antigenul este rapid
supus degradarii[ 16].

Rezultatele acestei cercetari indica faptul, ca pe parcursul evolutiei neoplaziei de col col
uterin are loc formarea de VL tumoral-derivate. Rata limfaticelor proliferante are o dinamica
comparabild cu densitatea generala de vase limfatice, curbele lor de crestere si descrestere fiind
identica.

Marea majoritate a studiilor axate pe morfologia VL din zonele intratumorald si
peritumorala pledeaza pentru ideea ca limfaticele din plaja tumorii nu sunt functionale[17; 18],
rolul in raspandirea celulelor neoplazice revenind limfaticelor de la periferia tumorii[19]. Totusi
exista date, foarte putine, despre unele tumori in care limfaticele intratumorale sunt
functionale[20]. Aceste rezultate stau la baza conceptului conform caruia anume limfaticele
peritumorale asigura raspandirea celulelor neoplazice pe cale limfovasculara. Rezultatele noastre
confirmi aceste date. In carcinoamele invazive, limfaticele intratumorale, atit VL D2-40+, cat si
Ki-67+ sunt mici si colabate, lipsite de lumen. Limfaticele din aria peritumorala, insa, sunt medii
sau mari cu un lumen evident. Mai mult, au fost depistate VL cu emboli tumorali doar in ariile
peritumorale. Prezenta embolilor tumorali si in limfaticele activate indica faptul ca, in
carcinoamele cervicale invazive, sunt implicate in metastazarea limfovasculara atat limfaticele
preexistente, cat si cele de neoformatie.

Concluzii

Limfangiogeneza tumorald este unul din evenimentele cheie care se produce in cadrul
progresiei neoplaziei de col uterin. In baza rezultatelor despre densitatea microvasculara
limfatica generala, dar mai ales cea proliferanta, corelatd la stadiul de progresie al leziunii
cervicale am constatat ca debutul formarii de vase limfatice, conditionatd de leziune, incepe la
nivelul de CIN I si creste progresiv, atingand apogeul sau la nivelul de CIN III. O data cu
aparitia invaziei densitatea limfaticelor scade, ajungand in carcinoamele frank invazive sa fie la
un nivel comparabil cu nivelul LMVD din CIN II. Acest aspect denota faptul ca pe parcursul
evolutiei neoplaziei cervicale are loc formarea unei retele vasculare limfatice de neoformatie. in
opinia noastra, datorita faptului ca raportul LMVD general/LMVD proliferant ramane acelasi, in
carcinoamele invazive are loc o limfangiogeneza tumorald tot atat de intensd ca si in leziunile
preneoplazice, chiar daca densitatea VL este simtitor in descrestere. Prezenta embolilor tumorali
si in interiorul VL proliferante ne face sa concluziondm ca metastazarea limfovasculara in
carcinoamele cervicale invazive are loc atat prin limfaticele preexistente, cat si prin cele aparute
in rezultatul limfangiogenezei tumorale.
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