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Progresia neoplaziei de cervix uterin si activarea limfangiogenezei
L. Saptefrati

Catedra Histologie, Citologie si Embriologie, USMF ,,Nicolae Testemitanu”

Progression of Neoplasm in the Cervix Accompanied by Limphangiogenesis

The difficulty of creating a complete molecular characterization of uterine cervix cancer is the greatest problem in determining a proper course
of therapy in treating the disease. Little data are available about D2-40 expression in both lymphatic endothelial cells and tumor cells of uterine
cervix cancer. The aim of the present work was to study the involvement of lymphatics in the prognosis and tumor progression of the uterine
cervix lesions. We used D2-40 immunostaining to highlight lymphatic vessels from squamous cell metaplasia (n=17), cervical intraepithelial
neoplasia (n=11), carcinoma in situ (n=7), microinvasive carcinoma (n=10), and invasive carcinoma (n=49) using the avidin-biotin technique
(LSAB+). We found inconsistencies between the interpretation of the lymphovascular invasion of the routine haematoxylin-and-eosin-stained
cells and others observed immunohistochemically. Our results showed differences in the distribution and D2-40 expression in lymphatic vessels
and tumor cells from the cervix lesions linked to their histopathology and the grade of the tumor.
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MporpeccupoBaHne Heonnasuy WeNKN MaTKN 1 akTUBaLmA numdaHrnoreHesa

HenocTaTo4HO M3y 4eHHBIIT MOIEKY/IPHBLI IPpOIIIb paKa IIeKy MATKH IPeCTaB/IsIeT OO0 IaBHYIO IPo6IeMy CIelihIrIeCKOro TeIeH s
IaHHOTO 3a060/eBaHMsl. B Hay4HOI MuTepaType MMEITCSA BeCbMa CKY/HbIE JaHHbIe KacaTelbHO aKcrpeccuy D2-40 Kak B 9HZOTeNMATbHBIX
K/IeTKaX TMMQaTIYeCKIX COCYHOB, TaK U B OITYXOJIeBbIX K/IETKAX PV paKe IIeiiKyt MaTKu. Lle/blo HaCTOAILero McCIefoBaH s ObUIO OIIpeieNieHIe
BOBJICYEHN A MMM(PATHYECKMX COCYHOB B IPOrPECCHPOBAHNM HEOIUIA3MY LIEVIKM MaTKU. [IJI1 5TOr0 MBI IIPOBEIV MMMYHOTMCTOXMMIYECKOe
nccenoBanme MMMQATHYeCKIX COCY0B C UCIoNb30BaHneM Mapkepa D2-40 (texHrka LSAB+) y 17 manmeHTOK ¢ I/IOCKOK/IETOYHOI MeTarIasuelt,
11 manMeHTOK € AuCIIasuell, 7 NalleHTOK C KapIMHOMOIi in situ, 10 manyeHTOK ¢ MUKPOMHBA3MBHON KapLMHOMOII 1 49 HaleHTOoK C
MHBA3UBHOII KapIHOMOIL. O6Hapy>KeHO 3HAUNTeTbHOE HECOOTBETCTBIE B MHTEPIIPeTALNN TNM(POCOCYANCTON MHBA3UY IIPU UCCTIETOBAHNUIN
TUCTOJIOTMYECKIX CPE30B, OKPAIlIeHHbIX FeMAaTOKCUINH-303MHOM 1 CPe30B OKpaIlleHHbIX 10 MMMYHOTMCTOXMMMUYeCKol MeTofvKe. Hamm faHHbIe
BBIABI/IN CYILECTBEHHbIE Pa3/NdNsA B pacipese/ieHnu mMM$paTU4ecKux cocysioB u skcrpeccuy D2-40 B onyxo/eBbIX KJIETKaX B 3aBIUCHMOCTI
OT CTEIeHN Y TYICTOIATO/IOTMYEeCKOTO TUIIA paKa.

KnroueBrbie cmoBa: pak IIeK1 MaTKU, ]II/[M(l)aHI‘I/IOI‘eHGS, VIMMYHOI'ICTOXUMMA.

Introducere

Cancerul de col uterin pana in prezent riméane o problema
importanta din punct de vedere al particularitatilor biologice,
al factorilor moleculari de prognostic si de terapie tintita.
Incidenta acestei tumori, mai ales cAnd ne referim la leziunile
invazive, a fost redusd esential in multe téri prin introducerea
programelor de screening.

In pofida celor expuse, in literatura de specialitate exista
modeste date despre markerii moleculari si despre valo-
area lor predictivd in carcinomul de col uterin. Majoritatea
cercetérilor efectuate au fost axate pe studiul celulelor tumo-
rale in detrimentul stromei tumorale, cireia i s-a atribuit o
atentie mult mai redusd. Si nu uitdm cé in progresia tumorala
locala angiogeneza, adica formarea vaselor sangvine noi din
vasele preexistente, are un rol decisiv. Mai bine de 30 de ani
in urma, Folkman (1971) a demonstrat cd, in absenta vaselor
sangvine, tumorile nu pot creste in dimensiuni mai mult de
2-3 mm. De atunci §i pana in prezent in numeroase studii a
fost investigat rolul angiogenezei in progresia tumorala si in
invazia metastatica. La pacientele cu cancer de col uterin a fost
demonstraté corelatia directa intre microdensitatea vasculara,
secretia factorilor angiogenici, expresia receptorilor specifici cu
stadiul tumorii $i cu supravietuirea.

Statutul nodulilor limfatici este un factor de prognos-
tic bine cunoscut in majoritatea tumorilor umane si are o
importantd majord in stabilirea strategiei terapeutice. In po-
fida importantei acestui element, larg acceptat si recunoscut,
limfangiogeneza este relativ putin studiatd. Acest lucru poate

fi explicat partial prin lipsa de markeri specifici ai endoteliului
limfatic, introdusi in practica doar in ultimii ani. Existd un sir
intreg de intrebari la care nu avem réspunsuri, atunci cand
vorbim despre vasele limfatice (VL): 1) Este adevarat cd VL apar
din venulele postcapilare? 2) Se produce limfangiogeneza in
tumorile de col uterin? 3) La ce etapa a cancerogenezei cervicale
incepe limfangiogeneza? 4) Cum patrund celulele tumorale in
VL2 5) Are oare densitatea microvasculara limfatica (DMVL)
impact predictiv la pacientele cu cancer cervical, agsa cum este
demonstrat in tumorile cu alte localizdri? Datele disponibile
despre VL in cancerul de col uterin sunt putine si controversate.
Mai mult, nu avem referinte despre VL in cervixul normal cét
si in leziunile precursoare ale cancerului cervical.

Din aceste considerente ne-am propus s studiem VL i
s evaluam DMVL in functie de sporirea gradului de severitate
aneoplaziei de col uterin. Pentru atingerea acestui scop am uti-
lizat cel mai specific marker al endoteliului limfatic — D2-40.

Material si metode

Au fost investigate biopsiile tintite din cervixul uterin
si specimenele colectate prin conizatie de la pacientele cu
leziuni detectate macroscopic. Specimenele au fost fixate in
formol tamponat si incluzionate la parafina conform tehnicii
histologice conventionale. Ulterior, s-au efectuat sectiuni
de grosimea 3 mkm. Initial sectiunile au fost colorate cu
hematoxilind si cu eozina pentru stabilirea diagnosticului
histopatologic si a gradului tumorii. Leziunile au fost divizate
in metaplazie celulard scuamoasé (17), neoplazie cervicala
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intraepiteliald (11), carcinom in situ (7), carcinom micro-
invaziv (10) si carcinom invaziv (49). Specimenele de con-
izare ale cervixului uterin cu aspect normal au fost folosite
drept control (5). In subgrupele de carcinom microinvaziv
si invaziv, gradul tumorii G1 a fost atestat in 29 de cazuri,
G2 -1n 22 de cazuri §i G3 - in 8 cazuri. Pentru evidentierea
epitopilor de podoplanind ale celulelor endoteliale din VL,
sectiunile au fost incubate timp de 30 minute cu anticorpul
primar D2-40, RTU, DakoCytomation (Danemarca). Am
folosit tehnica imunohistochimicé avidin biotina cu utiliza-
rea sistemului de lucru LSAB+. Drept control pozitiv intern
au fost considerate celulele bazale ale epiteliului stratificat
scuamos al cervixului, cét si celulele endoteliale ale VL.
Nucleele au fost colorate cu hematoxilina Lille modificata.
Intreaga procedurd imunohistochimici a fost executatd cu
ajutorul DakoCytomation Autostainer.

DMVL a fost calculata prin metoda hot spot (campurile
fierbinti), utilizand urmétorul protocol: in fiecare sectiune au
fost selectate trei cAmpuri fierbinti (cu densitatea maxima a
VL) la amplificarea x100 a microscopului fotonic, dupé care
vasele erau numdrate la amplificarea x200. Rezultatul final era
considerat media aritmetica a acestor trei cimpuri. Numérarea
urma toti pasii recomandati de Weidner et al. [2] si de Van der
Auwera et al. [3]. Imaginile microscopice au fost capturate in
formatul JPEG la microscopul Nikon Eclipse E600. Analiza
statisticd a fost efectuatd cu ajutorul softului SPSS 13.0 soft si
includea criteriul chi pdtrat cat si criteriul Student, unde p <
0,05 era considerat drept semnificativ.

Rezultate

Specificitatea D2-40. In specimenele normale, preluate
prin conizatii, produsul final al reactiei a fost restrictionat la
nivelul endoteliului limfatic §i nu a antrenat endoteliul vaselor
sangvine. Pe de alta parte, D2-40 nu a fost exprimat doar de
celulele endoteliale ale VL, ci si de celulele bazale ale epiteliului
stratificat scuamos ale exocolului. Reactia a fost exprimata la
nivelul citolemei in cazul celulelor endoteliale limfatice si cu
pattern difuz, in cazul celulelor bazale ale epiteliului.

Tipul si distributia VL in cervixul uterin normal. In
lamina proprie superficiald a cervixului normal VL erau rare
si mici sau, eventual, lipseau. Am observat in toate cazurile VL
localizate la o distanta mai mare de epiteliu — in lamina proprie
profundd, unde densitatea lor varia de la 5 pana la 6,6/x200,
cu o medie de 5,8. In tunica musculari DMVL a fost de la 5,3
pana la 7 cu o medie de 6,15.

Tipul si distributia VL in leziunile precursoare. In metap-
lazia scuamocelulard distributia si numérul VL nu se deosebea
semnificativ de rezultatele obtinute in cervixul normal. O
cregtere semnificativd a numarului de VL a fost observati in
cazurile cu neoplazie intraepiteliali cervicala severi. In aceste
cazuri am observat prezenta multiplelor VL, cu o densitate de
la 5,3 pana la 11, cu o medie de 8,15, localizate imediat sub
epiteliu. Prezintd interes faptul cd in aceste cazuri expresia
D2-40 in celulele bazale ale epiteliului stratificat scuamos, de
asemenea, a sporit semnificativ. In carcinoamele in situ DMVL
a fost de la 6,3 pand la 12,7, cu o medie de 9,55.

VL in carcinoamele microinvazive si invazive. VL intra-
tumorale au fost depistate att in cazurile cu microcarcinoame,
cat si in cele cu carcinoame invazive. VL intratumorale erau
foarte rare, cu un lumen mic, iregulate uneori contineau celule
tumorale. VL peritumorale erau mult mai numeroase, sinuoase,

largi, ocazional contineau celule tumorale. DMVL in carcino-
amele invazive a fost de la 0 la 13,7, cu o medie de 6,47, iar in
carcinoamele microinvazive a fost de la 10 pana la 20,7, cu o
medie de 15,61/x200.

Expresia in celulele tumorale. Celulele tumorale pozitive
la D2-40 au fost depistate in 43 de cazuri (72,9%). Reactia era
consideratd pozitivd cind mai mult de 5% din celulele tumorale
exprimau markerul cu pattern focal, difuz sau mixt. Am definit
pattern-ul difuz drept o exprimare uniformd in celulele tumo-
rale a D2-40, pattern-ul focal drept cuiburi de celule tumorale
pozitive printre straturile de celule tumorale ce nu exprima
markerul, iar combinatia celor doud variante nominalizate
alcatuia pattern-ul mixt. In 17 cazuri (28,8%), masive largi de
celule tumorale negative erau decorate cu 1-2 fésii de celule
tumorale pozitive la D2-40. In 21 de cazuri (35,6%) reactia a
fost pozitivd, de o manierd heterogena sau omogend, in toate
celulele tumorale. Pattern-ul mixt a fost depistat doar in 5 ca-
zuri (8,5%). Remarcam faptul ca in frontul de invazie a tumorii
celulele tumorale localizate in grupuri mici exprimau D2-40.
Nu a fost stabilitd corelatia intre gradul tumorii si expresia
D2-40 in celulele tumorale. In pofida acestui fapt, expresia
markerului in celulele tumorale a predominat in cazurile G1
si G2 ale tumorii.

Discutii

Discriminarea capilarelor sangvine de cele limfatice
prin intermediul metodelor histologice este destul de dificila.
Aparitia markerilor, cu o specificitate inaltd, cum ar fi VEGFR3,
LYVE-1, Prox-1, podoplanina si D2-40 a adus contributii valo-
roase in domeniul morfologiei si al distributiei VL, facilitind
cuantificarea lor pe sectiunile histologice. Am selectat pentru
acest studiu markerul D2-40, deoarece acesta are cea mai inaltd
sensibilitate si specificitate pentru endoteliul VL, fapt confirmat
in mai multe publicatii [4]. Rezultatele noastre atestd cd D2-40
se exprima in endoteliul limfatic i nu se exprima in endoteliul
vaselor sangvine. Aceasta proprietate poate fi utilizatd pentru
estimarea DMVL in relatia cu eventualii factori de prognostic
in tumorile maligne.

Pe de alta parte, am constatat exprimarea strictd a D2-
40 in celulele bazale ale epiteliului exocolului uterin. Aceste
date sunt in acord cu alte cercetari care au dovedit exprimarea
acestui marker la o varietate larga de celule normale cum ar
fi podocitele, osteoblastele, alveolocitele de tip I, celulele mio-
epiteliale, celulele foliculare dendritice, celulele nediferentiate
ale glandelor sebacee. Spectrul reactiei pozitive in tesuturile
normale arata ca, in cervixul uterin normal si in cel patologic,
markerul D2-40 este exprimat doar de VL si de keratinocitele
bazale.

Am depistat un numadr sporit de VL in lamina proprie
superficiald, in cazurile cu neoplazie intraepiteliald severd,
aspect relatat i de alti cercetatori [5]. Formarea VL in lamina
proprie superficiala poate fi indusa de factorii solubili secretati
de celulele bazale care in aceste cazuri exprimau mult mai
intens D2-40.

VL au fost identificate in multe tumori, cum ar fi mela-
nomul malign, cancerul mamar, carcinomul scuamocelular,
carcinomul gastric. In majoritatea dintre aceste studii a fost
stabilita corelatia intre DMVL, gradul tumorii si statutul
ganglionilor limfatici. Un alt aspect comun al VL este faptul
cé densitatea limfaticelor peritumorale este semnificativ mai
mare decét a celor intratumorale. Mai mult, in unele cazuri VL
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nu au fost depistate in ariile tumorale, acestea fiind localizate
doar in tesutul peritumoral.

In literatura de specialitate existd putine studii axate pe
limfangiogeneza in leziunile neoplazice ale cervixului uterin. O
parte dintre ele au avut drept scop evaluarea valorii de prognos-
tic a invaziei limfovasculare in relatie cu statutul ganglionilor
limfatici regionali si cu metastazarea sistemicé [6, 7]. S-a relatat
cd invazia limfovasculard este semnificativ mai mare (cu mult
decat cea prognozatd initial), la pacientele cu metastaze, in
raport cu cele fard metastaze. In studiul prezent, am demon-
strat cd invazia limfovasculara a fost stabilitd la coloratia cu
hematoxilind-eozina in 27 cazuri din 59, iar pe sectiunile tra-
tate imunohistochimic cu D2-40 invazia limfovasculara a fost
depistatd doar in 14 cazuri. Rezultatele noastre sunt in contrast
cu datele oferite de Miyakuni Y. si colab. (2008) care au aratat o
supraestimare a invaziei limfovasculare in adenocarcinomul
endometrial prin imunocolorarea cu D2-40. Pe de altd parte,
Urabe A. si col. (2006) relateazd o supraestimare a invaziei
limfovasculare in examenul histologic de rutin, in carcinomul
scuamos de col uterin. Aceasta sugereaza necesitatea utilizarii
markerului D2-40 in asigurare de acuratete a diagnosticului
de invazie limfovasculard in vederea suspectirii metastazelor
limfonodale.

Actualmente existd opinia conform céreia invazia
limfovasculara precede metastazarea in ganglionii limfatici.
Invazia celulelor tumorale in VL initiale este un subiect aparte
de dezbateri. Studiile recente araté ca, in acest proces, activarea
VEGER3 (vascular endothelial growth factor receptor 3) este
decisiva pentru inmugurirea VL [8].

Valoarea prognostica a DMVL mai este deocamdata
controversatd in multe tumori umane si este elucidatd incom-
plet in tumorile de cervix uterin. Unii autori aratd ¢ DMVL
creste semnificativ pe médsura progresiei neoplaziei cervicale.
In studiul prezent uneori a fost destul de dificil de cuantificat
VL, deoarece intr-un numar important de cazuri de carcinom
invaziv celulele tumorale erau pozitive la markerul D2-40.
Din aceste considerente au fost numarate doar vasele cu un
lumen definit. Am stabilit ca valoarea DM VL, la pacientele cu
neoplazie cervicala intraepiteliald, este semnificativ mai mare
decét la cele cu metaplazie scuamoasa. Acest fapt ne indica cd
limfangiogeneza este un eveniment precoce in evolutia neopla-
ziel. DMVL descreste semnificativ la pacientele cu carcinoame
invazive, in special in ariile intratumorale. Bazindu-ne pe
aceste date, putem presupune ca doar DMVL peritumorale in
asociere cu invazia limfovasculara are rol predictiv in aparitia
metastazelor in ganglionii limfatici.

Expresia D2-40 si a podoplaninei de catre celulele tu-
morale a fost raportatd in mai multe tumori umane, cum ar fi
carcinomul scuamocelular, mezoteliomul, tumorile din celule
germinative si tumorile cerebrale. In carcinomul invaziv al
cervixului uterin D2-40/podoploanina au fost depistate in 71%

din cazuri (cu pattern difuz, in 12% din cazuri si respectiv cu
pattern focal, in 59% din cazuri). Dumoff K. L. si colab. (2005)
au depistat o corelatie intre prezenta celulelor D2-40 pozitive,
invazia limfovasculara §i prezenta metastazelor limfonodale.
Surprinzator, in alta lucrare efectuatd de aceeasi echipd, a
fost relatat faptul cd expresia slaba a podoplaninei in biopsiile
initiale ale pacientelor, care au facut un tratament cu iradiere
primard, corela cu riscul inalt al invaziei limfovasculare si cu
metastazarea in ganglionii limfatici [10]. In acest studiu am
depistat celule tumorale pozitive pentru D2-40 in 43 din 59 de
cazuri (72,9%), ceea ce este comparabil cu datele din literatura.
Se cere de mentionat ca am introdus al treilea pattern al ex-
presiei D2-40 in celulele tumorale, varianta mixta, care nu a
fost raportatd in literatura de specialitate. Rezultatele noastre
arata cd doar un numdr mic de cazuri poate fi atribuit acestei
variante (8,5%). De asemenea, am stabilit o corelatie intre
DMVL si gradul tumorii; este adevarat cd aceastd corelatie
a fost stabilitd doar in cazul gradului G2. In cazurile cu un
pattern focal, celulele D2-40 pozitive au fost localizate cel mai
frecvent la interfata cu stroma tumorala si, avind drept reper
acest aspect, putem presupune cé aceste celule sunt responsabile
de progresia si de invazia tumorala.

Concluzii

1.DMVL atinge valori inalte in neoplazia intraepiteliald,
carcinomul in situ i in carcinomul microinvaziv al
cervixului uterin.

2.Progresia neoplaziei de cervix uterin este acompaniata
de activarea limfangiogenezei.

3. In pofida lipsei corelatiei intre expresia D2-40 si parametrii
histopatologici, mentionam predominarea pattern-ului
difuz in carcinoamele invazive de tipul G1.
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