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Limfangiogeneza normala si tumorala
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Normal and Tumoral Lymphangiogenesis

In many malignant tumours the lymphatic system represents the main path for metastatic dissemination of the tumor cells in the lymph nodes.
Asis well known, the status of the lymph nodes is the prognostic factor in numerous human tumors and has great importance in establishing of the
therapeutic strategy. Nevertheless, recent scientific data about lymphatic metastases, especially in the early stages of the tumoral proliferation, is
insufficient. It is known that metastases of the tumour cells involve blood and lymphatic vascular systems. Tumoral cells influence these systems
via secretion of growth factors necessary for formation of certain vascular networks which may facilitate the spread of metastasis. It is not yet
clear, however, whether tumor cells invade the existent peripheral lymphatic vessels or invade the newly-created vessels which are formed during
tumoral lymphangiogenesis. This is due to the later introduction of specific markers for lymphatic endothelium, insufficient knowledge of the
factors which are implicated in the lymphangiogenesis, and the absence of experimental models which can permit the quantitative evaluation
of metastases in the lymph nodes. Molecular control of the tumoral lymphangiogenesis and knowledge of the mechanism of lymphatic tumoral
metastasis will offer new therapeutic tactics in treating human cancer. The aim of the study was the critical analysis of the literature regarding
the structure, functions, and development of lymphatic vessels and their importance in tumoral pathology. Current understanding of the roles
of lymphangiogenic factors, the mechanism of lymphatic metastases, and the inhibited therapeutic opportunity of lymphangiogenesis will also
be presented.

Key words: lymphatic endothelial cell, lymphangiogenesis, cancer.

HopmanbHbliii n onyxonesbiil nuMmdaHrnoreHes

JInmdatudeckue coCyAbl MPeACTAB/AIOT COOOIT ITTABHBII Iy Th METACTATUYECKOI! AMCCEMIHALINY ONYXO/IEBbIX KI€TOK B PETOHaTbHbIE
muMbardeckye y3ibl. CocTosHMe MMMPATUYeCKIX Y37I0B ABJIAETCSA XOPOIIO U3BECTHBIM (PaKTOPOM IIPOTHO3a OHKOIOTMYECKIX 3a00/1eBaHMIT
U MMeeT pellalolljee 3HaUeHVe Py BbIOOpe TaKTHUKM jedeHrsA. TeM He MeHee B COBPEMEHHOJI HAy4HOII IMTepaType HeJOCTaTOYHO JaHHBIX,
IIPO/MBAIOIIYX CBET Ha IPOLiecc MMMQaTIdecKOro MeTacTasiMpOBaHILs, 0COOSHHO Ha paHHNX CTA[JAIX €r0 pasBUTHA. [IMcceMMHALINA OIyXO/IEBbIX
K/IETOK 4epe3 KPOBEHOCHOe 1 mMaTIdecKoe pycia Ha CEeTOHALIHWIA ieHb AB/IACTCA OO pU3HAHHBIM (haKTOM. 3/10KaueCTBeHHbIe K/IeTKI




(Urferyl medlical

o T ————] [

Nr.3 (309), 2009.

CIIOCOOHBI BO3/IIICTBOBATh Ha KPOBEHOCHBIE U TMMQATNIecKyie COCY/bI C MIOMOIIBIO BBIfIe/IAeMbIX (GAaKTPOB POCTA, BBI3BIBASA TEM CAaMBIM
BO3HMKHOBEHNUE COOCTBEHHON COCY[IUCTOI CeTH, IPU3BAHHOI 00eCIeYNTh POCT ¥ MHBA3MIO OIMYXo/i. [Jo CHX IOp TOYHO He YCTaHOBJIEHO:
IIPOHMKAIOT JIJ OIIyXO/IeBble KJIETKI B CYLIeCTBYIOLIE TMMpaTIuecKie COCYIBI MM XKe B COCY/bI, BO3HIKIIINE B pe3y/bTaTe MMMpaHIIOreHesa.
Takoe cocTosiHMeE JieN 00BACHACTCS MO3JHUM IIOAB/ICHVEM UMMYHOTYCTOXMMUYECKIX MaPKePOB JLA SHIOTeINA/IbHBIX K/IETOK TMM(ATHYeCKIX
COCYJIOB, HEJOCTATOYHBIM U3y4eHNeM (aKTOpPOB, BOB/ICYCHHBIX B IIPOIleCC MMM(aHIMOTeHesa, a TaKKe OTCYTCTBMEM 9KCIePUMEHTaIbHOI
MOfie/H, MO3BOJLAIONIEIl JaTh KOMMYECTBEHHYIO OL[EHKY METACTa30B B MMMMATHIeCKUX y3/naX. IIoHMMaHMe MeXaHJ3MOB OIYXO/IEBOTO
nuMbaHroreHesa 1 MIMQaTHIeCKOro MeTa3TasupOBaHNUA BIUIOTh IO MOJIEKY/LIPHOIO YPOBHS MO3BOJIMIO ObI CYIIIeCTBEHHO HPOJIBIHYThCA B
JIe4eHNY OHKOJIOTMYeCKIX 3a00/1eBaHMIT. ABTOPOM CTaTby IaH KPUTUYECKIUIT aHa/IM3 HAyYHOI JIMTEPATyPbI C TOUKY 3PEHMA Pa3BUTUA, CTPYKTYPbI
u QyHKIMIT TMATIICKIX COCYLOB, @ TakKe UX POJIM B OHKOIOTMYIeCKOIt matomorny. CoBpeMeHHbIe BIIEHNsI KacaTeNbHO poyu GakTOpoB
nuMGaHTOreHe3a, MeXaHu3Ma TMMQaTIIeCKOro MeTacTasMPOBAHVA U MOTEHIMAIbHBIX TePAlleBTUIECKUX BO3MOXKHOCTEN MHIMOVPOBAHA

III/IM(baHI‘I/IOI‘eHeSa HY>XTAIOTCA B ,[[aHI)HeI/u[HIGM N3YyIEHNN.

KiroueBble cmoBa: muMdarndeckue cocynbl, TuMbaHIOreHe3, MMMYHOIMCTOXUMIS, PAK, aHTIIUMM(AHINOTeHHAs TePaTs.

Introducere

Este cunoscut faptul ca diseminarea tumorald reprezintd
un proces complex, care se produce prin citeva me-
canisme generale: invazie tisulara locald, invazie cavitatilor/
suprafetelor, diseminare hematogend si limfaticd. Datele
stiintifice actuale despre metastazarea pe cale limfatica, mai
ales in fazele ei initiale, sunt cel putin lacunare. Pe parcursul
ultimului deceniu, savantii preocupati de studiul vaselor
limfatice gi-au propus sa raspunda la un sir de intrebari cum
ar fi: Care sunt criteriile de diferentiere a capilarului limfatic
de capilarul sangvin sau de un vas de neoformatie imatur?
Care sunt markerii specifici pentru vasele limfatice? Care sunt
fazele limfangiogenezei tumorale? Care sunt relatiile dintre
celulele tumorale i vasele limfatice in procesul de diseminare
metastazicd? O parte dintre aceste intrebari au fost acoperite
cu raspunsuri incomplete, insa suntem deocamdaté departe
de intelegerea bazelor fundamentale ale limfangiogenezei, si,
cu atit mai mult, de aplicarea cunostintelor existente cu scop
terapeutic in patologia umana.

Studiile lui Folkman J. din ultimele patru decenii au
polarizat atentia cercetdtorilor asupra vaselor sangvine. Printr-
o serie de experimente elegante (majoritatea confirmate pe
material uman), Folkman J. a demonstrat caracterul angiogen-
dependent al proliferrii si al disemindrii tumorilor maligne.
Altfel spus, fard cooptarea vaselor sangvine §i angiogeneza
(formarea de noi vase sangvine din vase preexistente) prolifera-
rea tumorald este imposibila. In pofida celor mentionate, nu
putem ignora binecunoscuta observatie clinica: multe cancere
metastazeaza preponderent pe calea vaselor limfatice. In acest
articol incercdm sd facem o trecere in revista a datelor recente
despre limfangiogeneza normald, precum si a semnificatiei
acestui proces in patologia oncologica.

Structura, functia si dezvoltarea sistemului limfatic

Sistemul limfatic completeazd functiile vaselor
sangvine, prin reglarea echilibrului fluidelor tisulare, fa-
cilitarea transportului proteinelor interstitiale, absorbtia
lipidelor din tubul digestiv i implicarea in realizarea
unor functii imunologice. Lichidul si macromoleculele
interstitiale sunt colectate de capilarele limfatice care incep
cec (orb) in tesutul conjunctiv fibros lax sub forma de saci
cu pereti usor permeabili. Permeabilitatea capilarelor se
datoreaza unui tip special de jonctiuni, caracterizate prin
suprapuneri citoplasmatice, cat si filamentelor de ancorare
dintre celulele endoteliale si fibrele de colagen ale matricei
extracelulare, care asigurd crearea fisurilor intercelulare

temporale. Absenta membranei bazale continue faciliteaza
péatrunderea lichidului in aceste vase si restabilirea volu-
mului interstitial normal, ceea ce duce la relaxarea fila-
mentelor de ancorare si la reintoarcerea celulelor endote-
liale limfatice in pozitia de repaus, fenomen care previne
fluxul retrograd. Studiile efectuate de Weber E. si colab.
[1] sugereaza existenta incd a unui mecanism de drenare:
matricea extracelulara prin intermediul citokinelor poate
stimula restructurarea citoscheletului celulelor endoteliale,
pentru marirea influxului de lichid interstitial.

Capilarele limfatice dreneazid limfa in vasele limfatice
precolectoare. In unele segmente ale peretilor acestora pot
fi identificate celulele musculare netede, membrana bazala
continud pentru celulele endoteliale, ocazional valvulele.
Aceste segmente alterneazd cu alte segmente morfologic
asemdndtoare cu capilarele limfatice. Limfaticele precolec-
toare, la randul sau, se varsa in limfaticele colectoare. Aceste
vase au un perete format din trei tunici: intima, media si
adventitia. Tunica interna formeazd un aparat valvular, iar
in tunica medie se contin celule musculare netede dispuse
circumferential. De mentionat, cd toate vasele limfatice sus-
numite sunt lipsite de pericite. Circulatia limfei prin vasele
limfatice este asiguratd de contractia celulelor musculare
netede, pulsatia arterelor adiacente, cét si de contractia
musculaturii scheletale. Limfaticele colectoare sunt drenate
in trunchiurile limfatice si apoi in ductul toracic, limfa fiind
trecutd printr-o serie de ganglioni limfatici sau formatiuni
limfoepiteliale. Prin transportul limfocitelor in ganglionii
limfatici si apoi in circulatia sistemica, vasele limfatice detin
un rol esential in initierea raspunsului imun.

Dezvoltarea embrionard a vaselor limfatice a fost studiata
extensiv la inceputul secolului XX, dar datele s-au acumulat
lent datoritd absentei markerilor specifici. Histogeneza vaselor
limfatice a fost un permanent subiect de controversa. In acest
sens sunt vehiculate doud teorii: aparitia vaselor limfatice
din mezenchim, trecAnd prin stadiul de limfangioblaste; si
aparitia vaselor limfatice prin inmugurire din vasele venoase
preexistente. Majoritatea autorilor sustin teoria inmuguririi,
invocand dezvoltarea tardiva a vaselor limfatice in comparatie
cu cele sangvine. Astfel, sacii limfatici pot fi identificati pentru
prima dati la conceptul uman de 6-7 sdptdméni, adicd peste
patru saptamani dupa aparitia primelor vase sangvine. Acesti
saci au peretii formati din celule endoteliale si sunt localizati
adiacent venelor. Cu exceptia cisterna chyli, sacii limfatici se
transformd in ganglioni limfatici primari.
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Populatia de celule endoteliale este, cel putin partial,
eterogend. Celulele endoteliale ale vaselor limfatice sunt
diferite de cele din vasele sangvine, formand o linie stabild,
specializata, fara interconversii fenotipice. Modelul stadial al
dezvoltirii celulelor endoteliale limfatice se bazeazd pe expre-
sia secventiald a markerilor limfatici si cuprinde 4 stadii:

1) Celule endoteliale limfatice competente. Competenta
este capacitatea celulelor de a rdspunde la un semnal initial in-
ductor. Prezenta sistemului vascular sangvin nu este suficienta
pentru a initia limfangiogeneza; in celulele precursoare trebuie
sd se exprime aditional citeva gene care sa induca fenomenul
de competenta.

2) Celule endoteliale limfatice orientate. In timpul
orientdrii, celulele obtin abilitatea de a da nastere unui tip
celular particular; la cateva ore de la expresia LYVE-1 se
observa expresia Prox-1, restrictionatd la o subpopulatie de
celule endoteliale de pe una dintre marginile venei. In aceste
conditii, celulele endoteliale venoase pot fi considerate sursa
celulelor endoteliale limfatice progenitoare.

3) Celule endoteliale limfatice specificate. Specificatia
este stadiul in care celulele se diferentiaza in fenotipul dorit.
Prin urmare, specificatia este prima etapd spre diferentierea
finald a vaselor limfatice. In acest stadiu se exprima mai multi
markeri ai endoteliului limfatic si se reduce semnificativ ex-
presia markerilor endoteliului sangvin (CD34, laminina). Un
semn care caracterizeazi faza de specificatie este inmuguri-
rea celulelor endoteliale limfatice imature de la nivel venos,
aspect care se accentueaza odatd cu inaintarea in varstd a
embrionului.

4) Diferentiere si maturare. Diferentierea finald este
rezultatul inductiv al structurilor din jur, in timpul céreia
vasele limfatice se raspandesc de la sacii limfatici si celulele
endoteliale limfatice se afla in faza finald de diferentiere. Odata
cu diferentierea si cu progresia limfangiogenezei se exprima si
markerii specifici pentru endoteliul limfatic. Profilul complet
al acestor markeri se identificd numai inainte de nastere.

In literatura de specialitate sunt date care nu sustin origi-
nea unicd a celulelor endoteliale limfatice [2]. Prin urmare este
posibil ca, in embriogeneza sistemului limfatic, s fie implicate
ambele procese, atit inmugurirea din venele preexistente, cu
dezvoltarea sistemului limfatic periferic si separarea ulterioara
de sistemul venos, cat si diferentierea limfangioblastului din
celulele mezenchimale.

Markerii vaselor limfatice

Discriminarea capilarelor limfatice de cele sangvine
in microscopia opticd este foarte dificild si se bazeaza pe lu-
menul festonat, neregulat, absenta eritrocitelor in lumen, i a
pericitelor in peretele vasului limfatic. Este practic imposibila
identificarea vaselor limfatice in cazul tumorilor maligne,
care isi constituie propria retea vasculara atat sangvind, cat si
limfatica. Majoritatea markerilor imunohistochimici utilizati
pentru identificarea endoteliului vaselor sangvine sunt pozitivi
si pentru endoteliul limfatic. Prin urmare devine evidenta
supraestimarea numarului de vase sangvine in studiile care
si-au propus aprecierea microdensitétii vasculare din tumorile
maligne prin includerea in numadrare §i a vaselor limfatice.

Aceasta explica partial divergentele de date oglindite in stu-
diile axate pe microdensitatea vasculard in tumorile maligne.
Singura investigatie capabild si ofere un anumit grad de
certitudine in acest caz este imunohistochimia prin utilizarea
markerilor specifici pentru aceste doua sisteme vasculare.
Cerintele fata de un marker ideal de vas limfatic sunt mari.
Astfel, acesta trebuie sa fie exprimat doar de celulele endote-
liale limfatice (specificitate), sa fie exprimat in toate vasele lim-
fatice (greu de obtinut prin prisma heterogenitatii marcante
al celulelor endoteliale limfatice) si sa-si pastreze expresia in
starile patologice. Niciunul dintre markerii utilizati in prezent
nu acoperd ideal toate aceste calitati. Totusi aparitia markerilor
specifici, cum ar fi VEGFR-3, LY VE-1, Prox-1, podoplanina si
D2-40, a adus contributii valoroase in domeniul morfologiei
si al distributiei vaselor limfatice, facilitind cuantificarea lor
pe sectiunile histologice.

Unul dintre primii markeri identificati a fost VEGFR-3
(vascular endothelial growth factor receptor 3), care in tesuturile
adultului este restrictionat la nivelul endoteliului vaselor
limfatice. Acest marker este exprimat la embrionii de soarece
(celulele endoteliale limfatice), embrionii de pésari (celulele
notocordului) §i la embrionii umani (celulele endoteliale
limfatice, cu unele exceptii). Pe de alta parte, VEGFR-3 este
exprimat de unele capilare sangvine tumorale si in tesutul de
granulatie din timpul vindecarii plagilor, astfel acest marker
nu are o specificitate absolutd pentru endoteliul limfatic. Din
aceste considerente este utilizat, in special, in imunofeno-
tipizarea limfaticelor dermei normale si in studiile vaselor
limfatice in cultura.

LYVE-1 (lymphatic vessel-1), un alt marker al endo-
teliului limfatic, a fost descoperit drept o variantd a CD44
(receptorul celular pentru hialuronan), exprimat de celulele
endoteliale limfatice. Markerul nu are o specificitate absoluta
pentru celulele endoteliale ale vaselor limfatice, fiind expri-
mat de capilarele sinusoide ale ficatului si ale splinei, celulele
Kuppfer, capilarele pulmonare, celulele pancreatice exocrine
si de celulele zonei reticulate din corticosuprarenald. Un
tip mai performant de anticorp policlonal anti-LYVE-1 a
fost propus de Akishima si colab. [3]. Acesti anticorpi au o
sensibilitate mai mare (identifica vasele limfatice mici din
intestin, plamén, cord, rinichi, derma, tiroida, pancreas,
stroma prostaticd, ovariand si testiculard), fard a reactiona cu
celulele corticosuprarenalei si ale pancreasului exocrin, insd
pastrand reactivitatea pentru sinusoidele hepatice si splenice.
Dar atentie, expresia sa pare si fie blocata de celulele tumo-
rale mamare, ceea ce poate explica raportarile divergente cu
privire la limfangiogeneza in cancerul mamar. Cu toate aceste
inconveniente, LY VE-1 este markerul cel mai frecvent utilizat
la ora actuald pentru identificarea calitativa si cea cantitativa
a vaselor limfatice, probabil si din cauza ca nu se exprima de
celulele endoteliale ale vaselor sangvine CD34 pozitive.

Podoplanina este o0 mucoproteind membranara
integrald, descoperitd in premiera in podocitele renale, de
unde vine si denumirea. Acest marker este specific pentru
vasele limfatice $i nu este exprimat de endoteliul vaselor
sangvine. In afari de podocite, podoplanina mai este
exprimata si de osteoblaste, alveolocitele de tip I, celulele
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mezoteliale, celulele reticulare, celulele mioepiteliale si
de celulele foliculare dendritice. Functia podoplaninei in
celulele endoteliale limfatice nu este cunoscutd. Markerul
este exprimat de celulele endoteliale ale limfaticelor mici,
inclusiv in vasele limfatice la o serie de tumori, unde este
coexprimat cu CD31 si CD34 si este asociat cu VEGFR3.
Vasele limfatice mari, cu celule musculare in perete, au
endoteliul negativ pentru podoplanind. Utilitatea podo-
planinei devine evidenta, in special, in cazurile cu celule en-
doteliale limfatice, la care expresia LYVE-1 este negativa.

Prox-1 (Prospero homeobox gene-1) este un marker cu
o expresie predominant nucleara, dar poate fi exprimat si de
citoplasma. La adult este mai frecvent exprimat in ficat si in
inimd. Markerul isi pastreaza specificitatea pentru celulele
endoteliale din limfaticele tumorale, dar din cauza expresiei
predominant nucleare, greu de detectat, nu este utilizat pe
scari larga. In pofida celor mentionate, este singurul marker
de limfangiogeneza, care nu necesitd efectuarea altor markeri
de proliferare celulara.

D2-40 nu este un marker al celulelor endoteliale
limfatice, ci este un anticorp monoclonal care se leagd de
o sialoglicoproteind de pe suprafata acestor celule. Are o
specificitate inaltd fatd de endoteliul vaselor limfatice si nu
este exprimat de celulele endoteliale ale vaselor sangvine. Este
util pentru identificarea invaziei tumorii primare prin vasele
limfatice. Un dezavantaj al acestui anticorp este ca poate fi
exprimat de o varietate mare de celule normale §i tumorale.

Bazele moleculare ale limfangiogenezei

In anul 1989 Ferrara N. si Henzel W. J. [4] comunici
purificarea unui mitogen specific pentru celulele endoteliale,
care a fost numit VEGF (factor de crestere vascular endotelial).
Ulterior, au fost identificate cinci gene care codificd VEGF:
VEGEF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGE-D si VEGF-E. A fost
demonstrat experimental ca din aceasta familie cel putin doi
factori — VEGF-C si VEGF-D au abilitatea de a induce lim-
fangiogeneza. Efectul VEGF se produce prin legarea de re-
ceptori specifici: VEGFR-1, VEGFR-2 si VEGFR-3. VEGFR-1
leagda VEGF-A si VEGF-B; VEGFR-2 leagd VEGF-A, VEGF-C
si VEGF-D; iar VEGFR-3 leagd doar VEGF-C si VEGF-D.
Existd dovezi ponderabile experimentale ci cei doi liganzi ai
VEGEFR-3, VEGF-C si VEGF-D au o actiune limfangiogenica.
Unele date [5] insd marturisesc faptul cd VEGF-D nu este
indespensabil pentru inductia angiogenezei si cd VEGF-C sau
un alt factor neidentificat ar putea inlocui functia VEGF-D.

Se pare cd VEGF-A este implicat in limfangiogeneza
embrionard. Acest factor provoaci inmugurirea vaselor lim-
fatice din sacii limfatici primitivi, probabil, prin intermediul
VEGFR-2. Calea de semnal comund prin VEGFR-2 a VEGF-A
si VEGF-C, ultimul fiind agent limfangiogenetic demonstrat,
este un alt argument pentru implicarea VEGF-A in lim-
fangiogeneza embrionard. Este necesar de mentionat ci, in
afard de factorii nominalizati, in procesul de limfangiogenezi
sunt implicati si alti factori de crestere, reprezentanti ai
diferitor familii, cum ar fi PDGF (factorul derivat din pla-
chete sangvine), FGF-2 (factorul de crestere fibroblastic-2),
angiopoietina-2, neuropilina-2 si Prox-1.

Regenerarea vaselor limfatice

In literatura de specialitate existd putine surse referi-
taore la regenerarea vaselor limfatice. Acest proces presupune
cresterea §i reconectarea limfaticelor noi la vasele limfatice
functionale. Unul dintre experimentele care aduc argumente
in favoarea regenerarii vaselor limfatice a fost publicat de
Shimoda si colab. [6], care au sectionat tunica musculara
a intestinului subtire la sobolani §i au urmarit procesul de
regenerare a vaselor prin activitatea 5-nucleotidazei, expresia
VEGEF-C sia VEGFR-3 prin microscopia optica si electronica.
Dupid o sdptdménd de la interventia chirurgicala, s-a observat
proliferarea vaselor sangvine, dar nu si limfaticelor la nivelul
mioectomiei. Limfaticele preexistente restante aveau aspect
de involutie, fiind de dimensiuni mici, cu lumenul obturat de
celule endoteliale. Dupé doud saptdmani s-a constatat aparitia
unor vase limfatice mici care formau arcade anastomozante,
delimitate de celule endoteliale alungite. Acestea, ulterior,
dadeau nastere la vase limfatice mai mari, cu segmente dilatate
varicos. Dupa 6 saptamani s-a dezvoltat o retea neregulata de
vase limfatice, interpatrunsd de celule musculare netede si
miofibroblaste. Portiunile terminale ale vaselor limfatice de
regenerare au prezentat dilatari atat in directia seroasei, catsia
submucoasei. Dezvoltarea noilor vase limfatice a fost corelata
cu expresia VEGF-C in celulele stromale din vecinatate,
iar VEGFR-3 a fost imunolocalizat in endoteliul vaselor 5-
nucleotidaza pozitive. Acest experiment demonstreaza ci
regenerarea vaselor limfatice intestinale este posibild si sustine
originea noilor vase din cele preexistente, prin inmugurire,
dupa modelul limfangiogenezei normale.

In tesutul de granulatie, din pligile cutanate profunde,
formarea vaselor sangvine predomind limfangiogeneza. Vasele
limfatice sunt concentrate, in special, la periferia tesutului
de granulatie, bogat in vase sangvine. In cateva modele ex-
perimentale raportate s-a constatat cd angiogeneza precede
limfangiogeneza, asa cum se intdmpld in cazul dezvoltirii
sistemului circulator embrionar. In timpul procesului de
reparare tisulard vasele limfatice nou formate se conecteaza
cu cele preexistente, nu si cu vasele sangvine. Riméne sa se
demonstreze daci limfangiogeneza din timpul repardrii ti-
sulare implicd incorporarea unor progenitori sau apare prin
inmugurire din vene preexistente, repetand etapele din timpul
embriogenezei.

Limfangiogeneza tumorala

In multe tumori maligne, sistemul limfatic reprezinta
principala cale de diseminarea metastatica a celulelor tumorale
in ganglionii limfatici i, posibil, prin ductul toracic, pe cale
sangvina, in diferite organe. In prezent, nu este deocamdata
precizat faptul dacé celulele tumorale invadeazd vasele
limfatice periferice preexistente sau vasele de neoformatie,
apdrute in rezultatul limfangiogenezei tumorale [7].

Statutul ganglionilor limfatici este un factor de prog-
nostic bine cunoscut in majoritatea tumorilor la om si are
o importantd majora in stabilirea strategiei terapeutice. In
pofida importantei acestui element, larg acceptat si recunos-
cut, rolul limfangiogenezei este mult mai putin studiat. Acest
lucru poate fi explicat prin introducerea tarzie in practica a
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markerilor specifici pentru endoteliul limfatic, cunoasterea
deocamdati lacunara a factorilor implicati in limfangiogenez,
cét si prin absenta unui model experimental care sd permita
evaluarea cantitativd a metastazelor in ganglionii limfatici.

Existd doud cai de influentad paracrind a factorilor
de proliferare si de supravietuire intre celulele tumorale si
endoteliocitele din vecindtate: celulele tumorale stimuleaza
angiogeneza activind celulele endoteliale; celulele endote-
liale activate pot produce cel putin 20 de mitogeni si factori
antiapoptotici pentru celulele tumorale. In tumorile umane
solide celulele maligne din frontul de invazie pot avea anumite
proprietati biologice deosebite de cele din ariile centrale ale
tumorii, avind un rol-cheie in progresia tumorala [8]. Din
aceastd perspectiva au fost efectuate mai multe studii ex-
perimentale, care au dovedit implicarea celulelor tumorale in
procesul de neoformare a vaselor limfatice, atat peritumorale,
cét si intratumorale. In multe studii a fost raportata corelatia
semnificativa intre nivelurile de VEGF-C, invazia vaselor lim-
fatice si metastazele din ganglionii limfatici. Unele studii [9]
indicé cd supraexpresia de VEGF-C/-D in asociere cu formarea
vaselor limfatice de novo (limfangiogeneza) sunt necesare, dar
nu si suficiente pentru diseminarea metastatica a celulelor
tumorale in ganglionii limfatici. Pe langa acesti factori, pentru
invazia metastatica sunt necesare si alte citokine/chemochine,
cum ar fi factorul de crestere a hepatocitelor, factorul BB de
crestere a trombocitelor, chemochina CCL21.

Aparitia markerilor specifici pentru celulele endote-
liale a permis identificarea si cuantificarea limfaticelor tu-
morale care, anterior, riméaneau neobservate. Pand in prezent
investigatiile imunohistochimice, cu utilizarea markerilor
specifici pentru endoteliu limfatic, au demonstrat prezenta
limfaticelor intratumorale in citeva varietdti de tumori
umane, semnificatia functionald a acestor vase raméanand
deocamdata controversatd. Vasele intratumorale au frecvent
arhitectura reticulara, cu lumene inguste si slab definite.
Morfologic aceste limfatice sunt diferite atat de vasele peri-
tumorale, cat si de cele din tesutul normal. Este evident ca
vasele limfatice intratumorale de neoformatie, cu peretele
subtire si cu jonctiuni intercelulare simple, pot servi drept cai
optime pentru migrarea celulelor tumorale, in pofida faptului
cd reteaua limfaticd de neoformatie este mai putin ramificata
comparativ cu reteaua maturd. Dar aceste limfatice nu au
suportul structurilor adiacente, de aceea sunt influentate usor
de presiunea fluidului interstitial. In general, este acceptat ci
presiunea interstitiald inaltd, generata de proliferarea rapida
a celulelor tumorale previne diseminarea acestora in limfati-
cele de neoformatie. In pofida celor mentionate, intr-o serie
intreagd de studii densitatea limfaticelor intratumorale a fost
raportatd drept un factor predictiv independent al prognos-
ticului nefavorabil, cat si in incidenta aparitiei metastazelor
in asa tumori cum ar fi melanomul malign, carcinoamele
mamar, endometrial, de colon, pulmonar, prostatic, ovarian,
pancreatic, de cap si de gat.

Majoritatea datelor care sustin existenta limfangiogene-
zei intratumorale provin din rezultatele obtinute experimental
pe soareci [10]. Celulele endoteliale ale vaselor limfatice
intratumorale LYVE-1 pozitive au un potential proliferativ,

demonstrat prin imunoreactia pentru proteina nucleara
Ki67; nu au fost observate celulele endoteliale pozitive pentru
acest marker la vasele LYVE-1 pozitive din aria tumoral.
Aceasta demonstreza ca limfaticele intratumorale sunt vase
de neoformatie si nu preexistente, incluse in proliferarea
tumorala [10].

Relatia potentiald intre vasele limfatice intratumorale i
metastazele din ganglionii limfatici poate fi studiata pe sectiuni
din tumoarea primara prin utilizarea dublei imunocoloréri
pentru LYVE-1 si citokeratina MNF116. Grupuri de celule
maligne au fost identificate in vasele largi peritumorale,
LYVE-1 pozitive si sunt absente in cele mici intratumorale.
Prezenta densitétii mari de vase limfatice nu coreleaza ob-
ligatoriu cu metastazele din ganglionii limfatici (aga cum s-a
observat in carcinoamele bucale si ale laringelui).

Intr-un numir mult mai mare de tumori au fost ra-
portate vase limfatice peritumorale (limfaticele din imediata
apropiere a tumorii) care, de reguld, au un lumen larg, cu celule
endoteliale proliferante si care frecvent contin celule tumorale
in lumen. Se sugereaza ca aceste vase reprezinta limfaticele
preexistente compresate intr-un cadru peritumoral de expan-
siunea maselor tumorale [11]. Pe de alté parte, a fost raportata
proliferarea celulelor endoteliale limfatice din aceste vase
in unele tumori, ceea ce confirma limfangiogeneza vaselor
limfatice peritumorale. Aditional, limfangiogeneza tumorald
este asociatd cu metastazarea regionala si cu prognosticul
nefavorabil in melanomul malign, iar identificarea factorilor
limfangiogenici are o semnificatie de prognostic in carcinomul
de cervix uterin, ovar, mamar §i gastrointestinal.

Prezenta vaselor limfatice peritumorale reprezinta o
modalitate facild de diseminare a celulelor maligne. Din acest
motiv, unii autori considerd ca vasele limfatice preexistente
sunt suficiente pentru metastazare. Diseminarea tumorala pe
cale limfatica ar fi, astfel, facilitatd de densitatea intrinseca a
vaselor limfatice in organele in care se dezvolta tumoarea.
Chiar daca unele studii au ardtat ca densitatea crescuta a lim-
faticelor se coreleaza cu fenotipul tumoral si cu un potential
mai mare de metastazare, sunt necesare cercetdri care ar pre-
ciza semnificatia prognostica a limfaticelor peritumorale.

In pofida faptului ca importanta limfaticelor intratumo-
rale versus limfatice peritumorale pentru invazia metastatica
mai rdmane un subiect de dezbatere, este cert ca limfaticele
asociate tumorii au un rol important in metastazarea ei [12].
Viitoarele studii experimentale si clincopatologice, axate pe
limfangiogeneza, vor permite intelegerea controlului molecu-
lar al acestui proces si vor permite identificarea obiectivelor
terapeutice noi in vederea restrictiei proliferdrii tumorale.

Expresia VEGF-C a fost demonstrata in tumorile ma-
ligne de sin, colon, plaman, tiroida, stomac, in carcinoamele
scuamocelulare, sarcoame i in melanoame. In tumorile care
supraexprima VEGF-C se constata prezenta a numeroase vase
limfatice mici in zona centrald si largi in aria peritumorala.
Sunt date, care marturisesc despre actiunea dilatatoare a
VEGE-C asupra vaselor limfatice peritumorale, ceea ce ar fa-
cilita transportul celulelor tumorale [13]. Din aceste consider-
ente, unii autori [12] admit posibilitatea ca in vivo VEGF-C/-D
prin mecanisme paracrine pot contribui la aparitia metasta-
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zelor in ganglionii limfatici, fard a induce limfangiogeneza.
Analiza sectiunilor groase a relevat c limfaticele intratumo-
rale formeaza canale care se conecteazd cu vasele limfatice de
la periferie. De asemenea, pe sectiuni colorate cu LYVE-1 s-a
constatat o crestere de 4,6 ori a densitatii vaselor limfatice la
tumorile care supraexprima VEGF-C. In anumite arii tumo-
rale, densitatea vaselor limfatice era atit de mare, incat ajungea
la valori similare cu cea a vaselor sangvine.

Diseminarea precoce pentru multe carcinoame se
produce pe calea vaselor limfatice, dar mecanismele intime
prin care celulele maligne invadeaza sistemul limfatic nu
sunt cunoscute [14]. Lucrurile se complica si din cauza ci
progresia tumorald poate cauza distrugerea vaselor limfatice
cureducerea semnificativa atdt a numarului limfaticelor intra-
tumorale, cat si a celor peritumorale. Mai mult, in rezultatul
progresiei tumorale aceste doud tipuri de vase pot deveni
indiscernibile [8].

Traditional, pana la introducerea tehnicii imunohisto-
chimice pe scara largg, se considera ci sistemul limfatic nu este
implicat activ in metastazare, desi adenopatia tumorala era
un criteriu de prognostic fundamental. Se credea cé celulele
maligne trec pasiv in vasele limfatice, impreund cu lichidul
interstitial, jar limfangiogeneza nu este o componenta a tu-
morigenezei. Studiile recente, bazate pe utilizarea markerilor
celulei endoteliale limfatice au demostrat existenta vaselor lim-
fatice largi si a limfangiogenezei active in aria peritumorald.

Sistemul limfatic reprezintd o cale aproape ideald pentru
metastazare din mai multe motive: vasele limfatice initiale au
un lumen larg, nu au membrana bazala continua, viteza fluxu-
lui este redusé si componenta chimicd a limfei este similara cu
cea a lichidului interstitial, care mentine viabilitatea celulelor
maligne. Desi nu exista in prezent dovezi convingatoare, ac-
cesul celulelor maligne in sistemul limfatic pare logic datorita
structurii semnificativ mai simple a capilarelor limfatice.
Metastazarea pe cale hematogena are o eficientd redusa, un
numdr insemnat de celule maligne din sangele circulant fiind
dormante sau apoptotice. Eficienta metastazarii este mai mare
pe cale limfatica, in acest mediu asigurandu-se viabilitatea
celulelor maligne diseminate. Exista opinii, conform cérora
invazia limfaticd are loc pasiv prin faptul ca celulele tumorale
din frontul de invazie erodeaza peretii limfaticelor si patrund
in ganglionii limfatici prin drenare pasiva [14]. Alti autori insa
invocd interactiuni mult mai complexe intre celulele tumorale
si endoteliul limfatic [15].

Aproape toate investigatiile asupra mecanismelor
metastazdrii s-au concentrat asupra comportamentului celule-
lor maligne in sangele circulant (intravazare, supravietuire, ex-
travazare). In acest aspect se impune intelegerea interactiunii
intre celulele maligne si vasele limfatice, precum si punerea la
punct a unui model de metastazare pe cale limfatica, similar
cu cel propus pentru metastazele hematogene.

In prezent cunoagtem foarte putin despre comportamen-
tul celulelor tumorale care au ajuns in circulatia limfatica. Stu-
diile care se bazeazd pe tehnici de injectare a vaselor limfatice
nu au reusit sa demonstreze o retea functionala in tumori. In
tesuturile normale fibrele tesutului conjunctiv sunt aranjate
ideal pentru a dirija fluidul in vasele limfatice. In tumori,

stroma este frecvent modificatd si, posibil, nu directioneaza
fluxul spre vasele limfatice in manierd organizata.

VEGEF-C este principalul candidat responsabil de
metastazele in ganglionii limfatici, deoarece se coreleazi cu
acestea in cancerele tiroidian, esofagian, prostatic, gastric,
pulmonar, endometrial etc. Supraexpresia VEGE-C are drept
rezultat cresterea semnificativa a numérului de metastaze,
aspect demonstrat pe model de AngioMouse cu proteina
fluorescenta verde [16]. Examinarea histologica a preparatelor
efectuate de la acest model a relevat ca incidenta metastazelor
identificate prin fluorescenta creste cu 60%, in comparatie cu
tumori care nu supraexprima VEGEF-C.

Expresia de VEGF-C in linia celulard umana de cancer
mamar MCF-7 demonstreazd sporirea ratei de metastazare in
ganglionii limfatici in prezenta cresterii densitatii limfaticelor
intratumorale si, in particular, a celor peritumorale. Mai mult,
anticorpii solubili anti-VEGFR-3 au inhibat limfangiogeneza
si metastazarea ulterioard. Fenomenul similar de sporire a
densitétii limfaticelor intra- si peritumorale a fost observat
si in modelul alternativ de linie celulara umand de cancer
mamar MBA-MD-435, care expresa VEGE-C [16], or cresterea
densitatii acestor vase a sporit numarul metastazelor in gan-
glionii limfatici si metastazele pulmonare viscerale [16].

Mai multi autori au relatat prezenta metastazelor in
carcinomul mamar in absenta limfangiogenezei tumorale.
Dupa ultimele date [12], supraexpresia de VEGFR-3 in an-
gioigeneza tumorala, mentine populatia celulelor endoteliale
predominant in stare embriologica primitiva, decat in stare de
diferentiere, proprie vaselor mature. In specimenele umane cu
cancer mamar limfaticele intratumorale sunt frecvent colabate
si se identifici prost cu markerii de proliferare. In contrast, in
ariile peritumorale limfaticele au o densitate sporita i frecvent
contin embolii tumorali [12]. Acest fapt demonstreaza
posibilitatile tehnice limitate a utilizdrii unui singur marker,
cum ar fi LYVE-1, care poate esua in identificarea relevanta
a vaselor, in particular a subtipurilor de limfatice.

Implicatiile terapeutice ale limfangiogenezei

Terapia pro- si antiangiogenici nu mai este considerata
o noutate si se aplica cu succes intr-o mare varietate de
afectiuni umane. Nu aceleasi afirmatii pot fi facute i despre
limfangiogeneza. Caracterizarea relativ recenta a unora din-
tre etapele limfangiogenezei, bazatéd pe existenta markerilor
specifici pentru endoteliul limfatic, a permis formularea unor
ipoteze terapeutice mult mai rapid decat in cazul angiogene-
zei. Spre deosebire de angiogeneza, spectrul de aplicabilitate
a eventualei terapii limfangiogenice este intrucitva restrins
si in prezent se referd doar la limfostazd si la diseminarea
celulelor maligne pe cale limfatica. Majoritatea argumentelor
care pledeaza in favoarea introducerii terapiei limfangiogenice
provin din studii experimentale.

Limfedemul este definit ca acumulare progresiva a flui-
dului bogat in proteine in spatiile interstitiale, ca rezultat al
obstructiei anatomice sau functionale a sistemului limfatic.
Limfedemul primar este rar, dar cel secundar este raportat la
un mare numdr de cazuri (dupa chirurgia radicala si dupa
radioterapie, efectuate pentru tumori maligne sau in boli
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infectioase, asa cum este filarioza). In prezent, optiunile
terapeutice in tratamentul limfedemului sunt limitate si doar
restaurarea vaselor limfatice poate fi consideratd optima [17].
Laanimale, formarea de noi vase limfatice (limfangiogeneza)
este rapida. Cel mai bun exemplu in acest sens il reprezinta
reimplantarile de membre, drenajul limfatic fiziologic in-
stalandu-se dupa restaurarea completa a vaselor limfatice.

Suportul molecular al cercetdrilor provine tot din
observatii experimentale. Supraexpresia VEGF-C in pielea
soarecelui transgenic induce proliferarea celulelor endoteliale
limfatice si hiperplazie de vase limfatice dermice. In plus,
administrarea de VEGF-C recombinant stimuleaza specific
limfangiogeneza in membrana corioalantoidd. De asemenea,
injectia subcutanatd a unui adenovirus care codifica VEGF-C
poate genera vasele limfatice dermice la soarecele normal si la
soarecele chy (cu limfedem primar). Hiperplazia limfaticd a
fost demonstratd cu markeri limfatici (LYVE-1, VEGFR-3) si
prin rata crescuta de proliferare in celulele endoteliale obtinuta
la imunoreactia cu Ki67 [17]. Desi aceste studii au aratat cad
VEGE-C poate induce limfangiogeneza in vivo, inca nu a fost
demonstrat cd limfangiogeneza combate disfunctia vasculara
limfaticd si previne modificarile cronice. Doar aceste dovezi
ar putea sustine utilizarea VEGF-C drept remediu terapeutic
la bolnavii cu limfedem.

Pentru rezolvarea partiald a acestei probleme, Shin W. S.
si colab. [18] au pus la punct un model experimental ingenios
delimfedem cronic la nivelul urechii de iepure. Prin injectarea
VEGF-C uman recombinant, s-a demonstrat ameliorarea
functiei limfatice si, in plus, s-a determinat restabilirea arhi-
tecturii tisulare normale. Autorii au facut concluzia, de altfel
sustinutad de datele statistice, cd administrarea VEGF-C in
limfedemul postchirurgical are efect marcant limfangiogenic.
Fard a avea inca certitudinea eficientei terapiei genice cu
VEGEF-C/D in limfedemul uman, solutia este promitétoare.

Datele referitoare la potentiala aplicare a terapiei antilim-
fangiogenice in tumorile maligne sunt putine, iar rezultatele
obtinute pana in prezent sunt in mare parte controversate.
Optiunile terapeutice in vederea inhibitiei VEGFR-3 includ
utilizarea anticorpilor monoclonali, a inhibitorilor micro-
moleculari, a peptidelor si a tehnicilor antisens. Viziunea lui
Folkman despre antiangiogeneza, ca optiune de tratament
in cancer, a fost cu succes realizatd in terapia anti-VEGF a
carcinomului colonorectal metastatic.

Rezultate notabile au obtinut He si colab. [19], care au
studiat efectul blocarii VEGFR-3 (cu VEGFR-3-Ig) in evolutia
tumorilor, induse cu linii de celule maligne pulmonare umane
cu potential metastatic crescut si redus. La animalele din lotul
de control au fost observate numeroase vase limfatice LY VE-1
pozitive la periferia tumorii, care contineau celule maligne.
La animalele tratate aditional cu VEGFR-3-Ig, vasele lim-
fatice peritumorale au fost rare, iar incidenta metastazelor in
ganglionii limfatici a fost semnificativ mai micd. De remarcat
faptul cd s-a reusit inhibarea partiald a metastazérii in gan-
glionii limfatici, dar nu s-a modificat incidenta metastazelor
pulmonare. Pe baza acestor rezultate, se poate afirma ca in-
hibarea VEGFR-3 ar putea suprima partial limfangiogeneza
tumorald §i metastazarea pe cale limfaticd, dar cu cea mai

mare probabilitate, aceastd metodd nu este suficientd pentru
supresie totala.

Inhibitorii VEGFR-3 ar putea fi utili in terapia
anticanceroasd si prin mecanisme diferite de limfangio-
geneza. De exemplu, sarcomul Kaposi este caracterizat prin
prezenta unor celule fusiforme in zona centrala, care ar putea
deriva din endoteliul limfatic. VEGF-C induce proliferarea
semnificativa a acestor celule in vitro si ar putea avea un rol
crucial in cresterea, migrarea si in diseminarea lor [19]. In
aceste conditii, inhibarea VEGFR-3 ar putea fi utild pentru a
suprima progresia sarcomului Kaposi, actionand direct asupra
celulelor maligne.

Inactivarea potentiala a VEGFR-3 implicd anticorpi de
blocare a VEGF-C/D. Anticopii monoclonali anti-VEGF-D, in
model experimental, au inhibat angiogeneza, limfangiogeneza
si diseminarea metastaticd pe cale limfaticd [11]. Nu au fost
raportate pand in prezent studii similare bazate pe anticorpi
anti-VEGF-C.

Dupd cum am mentionat, factorii esentiali in
limfangiogenezd sunt VEGF-C si VEGF-D. Acesti factori
provin din propeptide — predecesori si, pentru a fi activati,
trebuie sd fie clivati de enzimele responsabile cum ar fi
proproteinele convertazele, proteazele serice, plasmina.
Astfel inhibitorii proproteinconvertazelor si ai plasminei
care restrictioneazd clivajul VEGF-C si VEGF-D ar putea
fi eventualii candidati pentru terapia antitumorala sau/si in
terapia adjuvantd in scopul prevenirii proliferdrii tumorale, a
metastazdrii sau a recurentelor. Existd opinii, conform carora
blocada cascadei de semnalizare intracelulara, utilizata in
inhibitia angiogenezei tumorale, ar putea fi utild si in inhibarea
semnalizdrii VEGFR-3.

Unele relatii de tipul receptor-ligand intre celulele tumo-
rale si tesuturile gazdd, precum si factori solubili, cunoscuti
sub denumirea de chemochine (regleaza migrarea celulelor
hemopoietice), pot contribui la patrunderea celulelor tu-
morale in vasele limfatice i la diseminarea lor in ganglionii
limfatici. Mai mult, aceste relatii pot crea un gradient chimic
favorabil pentru popularea la distantd a anumitor organe si
tesuturi de catre celulele metastatice circulante. Astfel, liniile
celulare de melanom uman si de cancer mamar au o afinitate
crescutd pentru endoteliul limfatic, ceea ce rezultd in aparitia
metastazelor in ganglionii limfatici la modelele animale,
proces care poate fi inhibat prin administrarea de anticorpi
anti-CCL21 (antichemochine homeostatice).

Expresia moleculelor de adezivitate, care in mod normal
sunt implicate in traficul celulelor imunocompetente dintre
compartimentele vascular si interstitial al tesutului, poate fi
importantd atit in invazia celulelor tumorale in limfatice,
cat si de iesirea acestora din spatiul limfovascular in timpul
metastazdrii [20]. Bevacqua S. J. si colab. [20] au demonstrat
in vitro corelatia potential de adezivitate si abilitatea de
metastazare la liniile celulare umane de melanom malign
si de cancer mamar. O moleculd particulara de adezivitate,
L-selectina, orchestreaza intravazarea limfocitelor circulante
din interstitiul tisular in vasele limfatice, directionandu-le spre
ganglionii limfatici. Astfel, celulele tumorale care exprima
L-selectina stimuleazd metastazarea in ganglionii limfatici
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regionali. In studii experimentale a fost dovedit ca acest proces
poate fi inhibat prin administrarea anticorpilor monoclonali
anti-L-selectina [15].

Cu toate cele mentionate, este important sa tinem cont
nu numai de avantajele, ci si de riscurile terapiei antilimfangio-
genezice, mai ales la pacienti cu tumori maligne si cu limfedem
secundar, la care o astfel de terapie ar putea stimula cregterea
tumorald §i metastazarea. Aceastd problemd, pe model animal,
ar putea fi rezolvatd prin realizarea de implanturi tumorale
tratate combinat chirurgical, prin iradiere/chimioterapie si
prin transfer genic local VEGF-C.

Concluzie

Invazia limfaticd a celulelor tumorale in ganglionii
limfatici regionali este un fenomen comun pentru multe
cancere umane. Descoperirea markerilor specifici pentru
celulele endoteliale limfatice cum ar fi LYVE-1, podoplanina,
Prox-1, D2-40, VEGFR3 in ultimul deceniu au stimulat
esential studiile axate pe biologia vaselor limfatice, inclusiv
limfangiogeneza si implicatiile ei clinice, mai ales in elucidarea
mecanismelor dezvoltdrii, ale progresiei si ale metastazirii
tumorale. Diseminarea tumorald se pare ci depinde atét de
limfaticele preexistente, cat si de limfangiogeneza VEGF-C/-
D/VEGFR-3 mediata. Intelegerea complexititii dezvoltarii,
structurii i patofiziologiei sistemului limfatic in termeni de
influenta a factorilor limfangiogenetici, a receptorilor specifici
si aimunomodularii tumorale, poate rezulta in aparitia noilor
optiuni terapeutice in tratamentul cancerului.
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