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Rezumat

Introducere. Melanomul malign este un neoplasm
potential letal, cunoscut pentru tendinta de metastazare
precoce pe cale limfaticd si hematogend. Actualmente sunt
studiati noi factori de prognostic precum vascularizatia
tumorald, invazia vasculard, infiltratul tumoral limfocitar,
unii autori axindu-se pe limfangiogenezd, cu rezultate
contradictorii. In acest context scopul mnostru a fost
aprecierea calitativd si cantitativd a limfangiogenezei in
melanomul malign cu localizare faciald, utilizand metode
imunohistochimice pentru evidenfierea endoteliului limfatic
si metode morfometrice pentru evaluarea cantitativd.

Material si metode. In acest scop am examinat 14 piese
de excizie biopsie reprezentdnd melanoame cutanate primitive
avansate, stadializate dupd nivelul de invazie Clark (III-V).
Pentru analiza imunohistochimicd s-au realizat sectiuni
seriate de cite 3 um grosime. Endoteliul limfatic a fost marcat
cu anticorpul monoclonal D2-40 iar sectiunile au fost
examinate in microscopie optica (200X) pentru aprecierea
calitativd a_limfangiogenezei. Evaluarea morfometricd s-a
realizat utilizind programul NIS-Elements.

Rezultate. Vasele limfatice peritumorale au fost in
general vase dilatate, cu pereti subtiri, nerequlati dispuse
mai ales in zonele cu infiltrat inflamator peritumoral sau in
septuri conjunctive penetrind nodulii tumorali. Limfaticele
intratumorale au fost mai mici, cu aspect neregulat si pereti

rosi, unele cu lumen ingust sau colabat. Densitatea
imfovasculard a fost semnificativ mai mare in regiunile
eritumorale. Aria  limfovasculard  relativd ~ (aria
imfovasculard /aria totald a campului examinat X100) a
fost ugor mai mare in regiunile peritumorale.

Concluzii. Evaluarea limfangiogenezei prin deter-
minarea densititii limfovasculare, a ariei vaselor limfatice si
a ariei lirgfovasculare relative in melanomul malign cutanat
se poate dovedi utild in aprecierea progresiei tumorale. Sunt
necesare studii suplimentare care sd statueze limfan-
giogeneza ca factor de prognostic incontestabil.

Cuvinte cheie: melanom malign, limfangiogenezd,
imunohistochimie, morfometrie.

Summary

Background. Cutaneous malignant melanoma is a
otentially lethal neoplasm known to metastasize via
ymphatic and blood vessels. New potential prognostic factors

such as: tumor vascularity, vascular invasion and tumor-
infiltrating lymphocytes are yet insufficiently studied. Thus,
some authors Agcused on lym;?hungzogeneszs in malignant
melanoma of the skin and results were contradictory. In this
context, the aim of our study was to qualitatively and
quantitatively assess the lymphangiogenesis in cutaneous
melanoma OfI{he face, using immunohistochemical methods to
emphasize “the "lymphatic endothelium and a computer
soffware for the quantitative evaluation.

Material and methods. We examined 14 formalin-
fixed, paraffin-embedded excision pieces of cutaneous
malignant melanoma of the face. All cases were advanced
primary melanomas, with an anatomical level of invasion
(Clark) between III and V. Serial sections of 3 um thickness
were prepared for immunohistochemical analysis.
Lymphatic vessels were marked with D2-40 murin
monoclonal antibody and examined in optic microscopy
(x200) for qualitative assessment. ~Morphometric
evaluation was made using NIS-Elements software.

Results. Peritumoral lymfhatic vessels were genemléy
dilated with a thin, irreqular wall and were mainly found inside
the inflammatory infiltrate, next to the tumor, or in connective
septa” penetrating tumoral nodules. Intratumoral lymphatics
were smaller, with an irregular aspect and prominent walls,
some of them with very small or even collapsed lumen.
Lymphatic vessel density (LVD) was significantly higher in
peritumoral areas. The relative lymphatic area ( (l)l/mphatit; area
devided by total area of the examined field x 100) was slightly
higher in peritumoral regions.

Conclusions. Evaluation of lymphangiogenesis by
determination of lymphatic vessel density, average and
relative lymphatic area in cutaneous malignant melanoma
may prove to be a useful tool for the assessment of melanoma
proggqsszon. Further research is needed in order to clearly
establish these parameters as strong prognostic indicators.

Key words: malignant melanoma, lymphangio-
genesis, immunohistochemistry, morphometry.
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Introducere

Melanomul malign cutanat este un neoplasm
comun si frecvent letal, cu o incidentd in crestere
in Statele Unite dupd raportul SEER 17
(Surveillance, Epidemiology and End Results).
Un procent de 10-20% dintre toate melanoamele
se dezvoltd la nivelul capului si gatului,
majoritatea dintre acestea, la nivelul fetei
(47%).[1]

Melanomul malign cutanat este cunoscut
pentru tendinta de metastazare precoce pe cale
hematogend, dar mai ales limfaticd. Progresia
tumorala constad dintr-o serie de evenimente prin
care celulele normale se transformd in celule
tumorale metastatice. Evenimentele cruciale
includ abilitatea tumorii de a creste, de a traversa
barierele mecanice si moleculare ale invaziei, de a
evita supravegherea imuna si de a disemina [2].
Fazele precoce ale acestei progresii necesita
proliferarea tumorala si formarea de noi canale
vasculare pentru a furniza nutrimente si o cale de
,evadare” din sediul primar. In melanom,
angiogeneza asociata tumorii apare in faza
radiald de crestere (fard competentd metastatica),
avand drept rezultat dezvoltarea fazei verticale
de crestere cu competentd metastaticd si un
prognostic clinic defavorabil.

Factorii de prognostic utilizati actualmente
pentru melanoamele cutanate primitive sunt
reprezentati de indicele Breslow, nivelul de
invazie Clark, wulceratia si diseminarea
ganglionara. Totusi valoarea prognosticd a
indicelui Breslow este limitatd deoarece un
numadr important de pacienti cu melanoame cu
indice Breslow mic decedeazd din cauza
metastazelor la distantd, pe cand o parte dintre
cei cu melanoame avansate, in faza de crestere
verticald supravietuiesc timp indelungat fara
dezvoltarea metastazelor [3]. De aceea studii
recente se axeazd pe cercetarea altor posibili
factori prognostici precum vascularizatia
tumorald, invazia limfo-vasculard si infiltratul
limfocitar tumoral. Limfangiogeneza tumorald a
fost putin studiatd, iar rezultatele din literatura
sunt contradictorii: unii autori au raportat o
corelatie pozitiva Intre densitatea limfovasculara
si prognosticul infaust [3, 5, 6, 7, 8], altii au
descoperit o scadere a densitatii limfovasculare in
melanoamele nodulare avansate, cu indice
Breslow mai mare de 4 mm [4] sugerand o
corelatie inversd intre LVD si progresia tumorald.

Diferentele se datoreazd probabil metodelor
diferite de evaluare calitativa si cantitativa a
limfangiogenezei.

In acest context studiul nostru s-a axat pe
evaluarea limfangiogenezei In melanomul malign
cutanat utilizdnd pentru aprecierea calitativd a
vaselor limfatice un anticorp monoclonal D2-40
care reactioneazd specific cu un epitop rezistent la
fixare de pe endoteliul limfatic. Evaluarea
cantitativa a fost realizatd utilizind un program
de software care mdsoard automat numadrul de
vase, aria limfovasculard si aria relativa
limfovasculara (raportul procentual dintre aria
vaselor limfatice si aria totala a campului
examinat), metoda cu grad de obiectivitate ridicat.

Material si metode

Studiul a fost realizat pe un lot de 14 piese de
excizie-biopsie = reprezentind  melanoame
cutanate ale fetei. Tesuturile au fost fixate in
formaldehidd neutrd tamponatd si incluse in
parafind. S-au realizat sectiuni seriate de cate 3
um pentru coloratia de rutina cu hematoxilina-
eozind in vederea diagnosticului morfologic si
stadializarii.

Evidentierea vaselor limfatice a fost realizata
utilizdnd anticorpul monoclonal recent des-
coperit, D2-40 (Dako Gastrup Denmark). Pentru
studiul imunohistochimic s-au realizat sectiuni
de 3 pm care au fost deparafinate prin imersie in
bai succesive de benzen si etanol. Pentru blocarea
peroxidazei endogene sectiunile au fost tratate cu
peroxid de hidrogen 3% In apa distilata timp de 5
minute la temperatura camerei. Ulterior au fost
incdlzite la microunde In tampon citrat (pH 6)
timp de 30 minute pentru demascarea
antigenului. Dupd incubatie cu anticorpul la
temperatura camerei timp de 30 minute am
aplicat sistemul de lucru LSAB (Labelled
Streptvidin-Biotin). Vizualizarea anticorpilor
legati de endoteliul limfatic s-a realizat utilizand
3-3" diaminobenzidina (culoare brund). Pentru
colorarea nucleilor s-a utilizat hematoxiling Lillie
modificatd. Toate lamele au fost procesate
automat utilizind Dako Cytomation Autostainer,
apoi examinate la microscopul optic Nikon
Eclipse E600 (x200).

Studiul morfometric s-a realizat cu ajutorul
programului NIS-Elements care foloseste
imaginea digitald preluatd de la microscopul
Nikon Eclipse E 600 cu ajutorul camerei digitale
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Fig. 1. Col. IHC 20x
M.M. nodular acromic, Clark IV — peritumoral, vase
limfatice D2-40+ aldturi de vase sanguine

Fig. 2. Col. IHC 20x
M.M. nodular, Clark IV — vase limfatice D2-40+ dispuse la
baza tumorii

Fig. 3. Col. IHC 20x
M.M. cutanat — peritumoral, vas limfatic D2-40+ cu
limfocite in lumen

atasate. Dupd marcarea manuala a structurilor de
masurat (endoteliul limfatic colorat in brun), au
fost madsurate automat numadrul de vase
limfatice/camp, ariile limfovasculare (softul
recunoaste automat magnificatia si transforma
aria masurata efectiv in pixeli? in m?), precum si
raportul dintre aria limfovasculara si aria totald a
campului examinat, dupd metoda “hot spot”. Au
fost examinate 3 campuri diferite pentru fiecare
caz si pentru fiecare regiune (intratumorald,
respectiv  peritumorald) si au fost notate
rezultatele medii.

Rezultate

Lotul de studiu a inclus 8 pacienti de sex
masculin si 6 pacienti de sex feminin, cu varste
cuprinse intre 38 si 85 ani, cu o mediand de 71.78

Fig. 4. Col. IHC 20x
M.M. nodular, Clark IV — vase limfatice D2-40+ dispuse la
baza maselor tumorale

ani. Cele 14 cazuri au fost melanoame cutanate in
stadiul de crestere verticald, clasificate dupd
nivelul de invazie Clark astfel: Clark V (2 cazuri),
Clark IV (6 cazuri) si Clark III (6 cazuri).

Studiul calitativ al limfangiogenezei

Peritumoral, vasele limfatice evidentiate prin
pozitivare la D2-40 (colorare brund a endoteliului)
au prezentat perete subtire, neregulat, in general
cu lumene dilatate (Fig. 1, 2) dispuse in plin proces
inflamator aldturi de vasele de sange D2-40
negative (Fig. 1). In majoritatea cazurilor, numarul
vaselor limfatice a fost mai mic decat a celor
sanguine cu prezenta de limfocite in lumen (Fig. 3).
Vasele limfatice se distribuie relativ aproape de
masele tumorale (Fig. 4), In septurile conjunctive
ce despart nodulii tumorali, prezentind dimen-
siuni variate cu pereti neregulati (Fig. 5, 6).
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Fig. 5. Col. IHC 20x
M.M. nodular, Clark V — vase limfatice D2-40+ dispuse in
septuri

Fig. 6. Col. IHC 20x
M.M. nodular, Clark V — vas limfatic D2-40+ cu aspect
neregulat

Fig. 7. Col. IHC 20x
M.M. cutanat, Clark IV — vas limfatic D2-40+
intratumoral

Intratumoral vasele limfatice sunt mici,
neregulate cu pereti proeminenti si lumen ingust
sau chiar colabat (Fig. 7, 10). Numadrul vaselor
limfatice intratumoral este mai mic decit a celor
dispuse peritumoral, majoritatea fiind localizate
la marginea nodulilor tumorali (Fig. 8) sau printre
insulele tumorale (Fig. 9), rar in plind masa
tumorald, printre celulele tumorale (Fig. 10).

Studiul morfometric

Valorile medii ale densitatii vaselor limfatice
(LVD) si valorile medii ale ariilor sunt redate in
tabelul nr. 1 si grafic in figura nr. 11.

Densitatea limfovasculard a fost semnificativ
mai crescutd in regiunile peritumorale (8.4
vase/camp) comparativ cu cele intratumorale
(3.86 vase/camp).
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Fig. 8. Col. IHC 10x
M.M. nodular, Clark III — vase limfatice D2-40+ dispuse la
marginea nodulilor tumorali

Valoarea medie a ariei ocupatd de vasele
limfatice a fost mai mare in zonele peritumorale
(9.76 m?) comparativ cu cele intratumorale (7.43
m?) in corelatie cu raportul dintre aria
limfovasculard si aria totald a ciampului examinat
6.22% peritumoral comparativ. cu 4.33%
intratumoral.

Rezultate

Aprecierea morfologiei si functiei vascu-
larizatiei intratumorale este importantd in
strategiile de diagnostic si tratament 1in
numeroase tipuri de tumori maligne, melanomul
malign fiind una din tumorile solide in care
analiza neovascularizatiei atéat cantitativ cat si
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Fig. 9. Col. IHC 20x
M.M. cutant, Clark III — limfatice D2-40+ printre insule
de celule tumorale

Fig. 11. Reprezentarea graficd a valorii medii a LVD si
ariilor limfovasculare medii si relative

Tabel 1. Valoarea medie a densitdtii limfovasculare
si a ariilor

Densitatea Aria vasculari [Aria vasculara

limfo- limfaticd (AL)|limfatica (AL)

vasculara (um?) /Aria totali a

campului (AT)
(%)
Peritumoral 8,4 9,76 6,22
Intratumoral 3,86 7,43 4,33

calitativ poate constitui un ajutor in evaluarea
prognosticului dar si a aplicdrii noilor metode
terapeutice tintite (substante antagonice factorilor
angiogenici).

Studiile din literaturd privind densitatea
limfovasculard in melanomul malign cutanat
aratd rezultate contradictorii. Astfel, in 2003
Straume si colab. au realizat un studiu pe 175
cazuri de melanoame agresive, nodulare in faza
de crestere verticald in care LVD crescutd s-a
corelat cu o ratd de supravietuire superioara. De
asemenea, autorii au gasit o corelatie semni-
ficativa intre LVD si infiltratul limfocitar

Fig. 10. Col. IHC 20x
M.M. cutanat, Clark IV — vase limfatice D2-40+ dispuse
intratumoral

peritumoral, sugerdnd o relatie intre LVD si
rdspunsul imun antitumoral al gazdei (4). Pe de
alta parte, in 2004 Valencak si colab. au studiat
120 melanoame si au descoperit o corelatie intre
cresterea LVD si un prognostic infaust [5]. Dadras
si colab. [3], Shields si colab. [6] au avut rezultate
similare studiind melanoame metastatice
comparativ. cu melanoame nonmetastatice.
Astfel, LVD a fost mai mare in lotul de
melanoame metastatice, desi, LVD avea tendinta
de a descreste odatd cu cresterea grosimii tumorii.
Vamos si colab. [7], Massi si colab. [8] au ajuns la
concluzia cd limfangiogeneza in melanomul
malign reprezintd un factor de predictie pentru
dezvoltarea metastazelor ganglionare. Rezul-
tatele studiilor pe animale de experientd
sugereazd faptul cd o crestere a limfangiogenezei
poate avea relevantd pentru frecventa crescutd a
metastazelor ganglionare [9].

Studiul nostru a relevat prezenta vaselor
limfatice cu lumene dilatate si perete subtire,
neregulat in ariile peritumorale, precum si
limfatice mai mici, neregulate, cu endoteliu
proeminent in ariile intratumorale in 14 cazuri de
melanom malign agresiv al fetei cu un nivel de
invazie Clark cuprins intre III si V. Densitatea
limfovasculard s-a corelat cu aria limfatica,
precum si cu aria procentuald a vaselor limfatice
in zonele peritumorale, respectiv intratumorale la
cazurile studiate. Rezultatele noastre comple-
teazd datele din literatura [3, 5, 6, 7, 8], utilizand
metode diferite de marcare a endoteliului
vascular si de apreciere cantitativd a limfan-
giogenezei.
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Concluzii

Melanomul malign este una din neoplaziile
care prezinta o rata mare de curabilitate daca este
detectat in stadii precoce desi, intr-un mic
procentaj, melanomul precoce poate progresa
inainte de a fi detectat. Din pdcate, eficacitatea
tratamentului in stadiile tardive este foarte
limitatd, ceea ce necesitd investigatii aprofundate
pentru strategii terapeutice efective. Cercetdrile
privind procesele moleculare ce controleaza
progresia melanomului reprezintd cheia
reducerii impactului acestei maladii, dezvoltarea
neo-vascularizatiei, atat sanguine, cat si
limfatice, fiind o parte esentiald a tumorogenezei
multistadiale. Panad in acest moment nu exista
studii suficient de numeroase care sa statueze ca
markeri incontestabili de prognostic LVD, aria
limfatica si aria procentuala limfatica.

Intrat in redactie: 4.12.2009
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