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Datele existente asupra vaselor limfatice si limfangiogenezei in pielea bolnavilor cu sclerodermie sunt foarte
limitate si nu au elucidat mecanismele si semnificatia acestui fenomen.

Material si metode: Studiul a fost efectuat pe biopsii de piele sclerodermica de la 31 de pacienti cu leziuni
cutanate de sclerodermie sistemicd (SDS). in protocolul de lucru s-au inclus cate 3 cazuri control extern,
alegand organe care contin cu certitudine vase limfatice: timus normal si carcinom colorectal. Pentru evaluarea
vaselor limfatice s-a ales ca marker podoplanina, dupa tehnica optimizata in Laboratorul de Imunohistochimie
al Universitatii de Medicina si Farmacie din Timisoara si certificatéa de catre Abcam.

Rezultate: La 65% dintre cazurile de SD s-a remarcat prezenta a numeroase vase limfatice pozitive pentru
podoplanina in aria cu colagenizare masiva, ocazional prezenta de aglomerari de vase cu lumen redus
sechestrate in dermul papilar. in dermul reticular, vasele au fost numeroase in aria unitatilor secretorii ale
glandelor sudoripare. La 35% dintre cazuri s-au remarcat aspecte particulare, inclusiv fenomene de remodelare
tardiva a vaselor limfatice dermice. Microdensitatea vaselor limfatice (LMVD), calculata dupa metoda Weidner,
a aratat o inversiune a mediei aritmetice comparativ cu cazurile control si in raport cu vasele sanguine.
Concluzii: Studiul vaselor limfatice la pacientii cu SD releva o densitate mai mare comparativ cu densitatea
vaselor sanguine. Cresterea numerica este probabil tranzitorie si este o consecintd a remodelarii plexurilor
limfatice dermice, consecutiva depletiei de vase sanguine.

— Cuvinte cheie: sclerodermie sistemica, vase limfatice, limfangiogeneza, podoplanina I

The existing data about the lymphatic vessels and lymphangiogenesis in the skin of patients with systemic
sclerosis (SS) (scleroderma) are very limited and have not explained the mechanisms and the signification of
this phenomenon.

Material and methods: The study was made on cutaneous biopsies taken from 31 patients with suggestive
skin lesions for SS. In the working procedures one has included three cases of external control, choosing
organs that have surely lymphatic vessels: normal thymus and colorectal carcinoma. For the evaluation of the
lymphatic vessels one has chosen the podoplanin marker using the technique of the Laboratory of
Immunohistochemistry of the University of Medicine and Pharmacy Timisoara and certified by Abcam.
Results: In 65% of the SS patients one has remarked the presence of many lymphatic vessels positive for
podoplanin in the area with massive collagenisation. Occasionally the congestion of vessels with small lumen,
kept in the papillary dermishas been observed. In the reticular dermis, the vessels were many in the area of
secretor units of the sudoripareous glands. In 35% of the cases one could notice particular aspects, inclusive
phenomena of late remodelling of the dermal lymphatic vessels. The micro- vascular density of the lymphatics
(LMVD) was calculated after the Weidner method that has shown an inversion of the arithmetic average in
comparison with the control cases and blood vessels.

Conclusions: The study of the lymphatic vessels at the patients with scleroderma shows a higher density in
comparison to the density of blood vessels. The numeric growth is probably transitory and is a consequence
of the demodullation of the dermal lymphatic plexus, consequently to the blood vessels depletion.
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podoplanin
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Studiul vaselor limfatice prin metodele de bio-
logie moleculara a inceput tardiv In comparatie
cu cercetdrile asupra vaselor sanguine. Principalul
motiv a fost reprezentat de absenta unor markeri
de mare specificitate ai endoteliului limfatic, pri-
mele incercdri in acest sens, bazate pe ultra-
structurd si identificarea 5 nucleotidazei nefiind
aplicabile de rutind. Abia dupa anul 1999, odati
cu descoperirea primului marker specific pentru
endoteliul limfatic (1), au fost publicate primele
studii asupra limfangiogenezei, dar referirile s-au
limitat la evaluarea vaselor limfatice din boala neo-
plazici. In ciuda eforturilor intreprinse pani in
prezent, originea celular-tisulard si dezvoltarea
sistemului limfatic nu sunt cu certitudine cunos-
cute. In ceea ce priveste originea, riman cele doui
postulate formulate Tn urma cu 100 de ani de Sabin
si Huntington, dar fard dovezi certe ale existentei
unui precursor denumit limfangioblast, sau asupra
inmuguririi vaselor limfatice din venulele post-
capilare (2). Asa cum era de asteptat, majoritatea
cercetdrilor au fost axate asupra limfangiogenezei
din tumorile maligne, cele mai multe articole
semnaland corelatia dintre numdrul de vase lim-
fatice si riscul dezvoltdrii metastazelor (3, 4).
Markerii endoteliului limfatic au suscitat nu-
meroase controverse in ceea ce priveste sensi-
bilitatea si specificitatea. Cei mai bine caracterizati
sunt Lyve-1, podoplanina, VEGFR-3, desmo-
plakina si Prox-1 (5). Datele referitoare la vascu-
larizatia limfaticd in pielea pacientilor cu sclero-
dermie, boalid in care interesarea cutanatd este
primordiald si domina de cele mai multe ori tabloul
clinic, sunt sporadice si neconcludente, motiv
pentru care am abordat acest aspect.

MATERIAL SI METODE

Studiul a fost efectuat pe 31 de pacienti cu
sclerodermie sistemicd (SDS) leziuni macrosco-
pice cutanate caracteristice de sclerozd cutanati.
Au fost inclusi in studiu doar bolnavii care au
acceptat efectuarea biopsiei cutanate.

Pentru evaluarea vaselor limfatice la pacientii
cu SDS, pe langd cazurile de investigat am inclus
in protocolul de lucru céate 3 cazuri control extern,
alegind organe care cu certitudine contin vase lim-
fatice: timus normal si carcinom colorectal. Ale-
gerea markerului pentru studiul vaselor limfatice
din sclerodermie implicd o serie de dificultati
tehnice si de interpretare, aspecte confirmate deja

si de alti autori (6). Dificultdtile tehnice constau in
primul rand din standardizarea metodei, deoarece
protocoalele de lucru variaza foarte mult de la un
laborator la altul. Avand in vedere spectrul de sen-
sibilitate si specificitate al acestor markeri, asociat
patologiei investigate, am ales podoplanina pentru
evaluarea vaselor limfatice dermice de la pacientii
cu sclerodermie, dupa tehnica optimizatd in Labo-
ratorul de Imunohistochimie al Universitdtii de
Medicinad si Farmacie din Timisoara si certificatd
de catre Abcam (7).

Podoplanina este o proteind care regleazd fil-
trarea glomerulard si a fost identificatd initial In
podocite sub forma unei proteine de membrana.
Ulterior s-a demonstrat specificd pentru endoteliul
vaselor limfatice din numeroase organe normale,
inclusiv pielea, rinichiul si pldmanul. Expresia po-
doplaninei coexistd cu VEGFR3, cel mai puternic
inductor al limfangiogenezei (8).

Sectiunile de la cazurile control au fost prelucrate
in acelasi timp si in aceeasi manierd ca si biopsiile
cutanate, utilizind protocolul optimizat in laborator.

Tehnica de lucru a constat din urmatorii timpi:

— deparafinarea si hidratarea standard a sec-
tiunilor;

— demascarea antigenului la microunde timp de
10 minute in solutie tampon citrat pH6, urmata
de racire in baie de tampon 20 de minute;

— blocarea peroxidazei endogene cu hidrogen
peroxid 3% 5 minute, spilate cu apa distilata
si apoi cu tampon fosfat timp de 5 minute;

— incubarea cu anticorp primar anti-podoplanina
in dilutie de 1:500, timp de 60 de minute la
temperatura camerei, spalare cu tampon;

— aplicarea sistemului CSA (Catalyzed System
Amplification);

— vizualizarea produsului final de reactie cu
diaminobenzidind, colorare nuclearid cu
hematoxilind Lillie, deshidratare, clarefiere
si montare cu balsam de Canada.

In interpretare au fost luate in consideratie
structurile cu lumen care au prezentat endoteliu
colorat in brun, iar numaérarea lor s-a efectuat dupa
metoda Weidner. Rezultatele obtinute la cazurile
cu sclerodermie au fost comparate cu cele obtinute
pentru MVD pe sectiuni colorate cu anti-CD31.

REZULTATE

Am examinat in primul rand preparatele control
extern, reprezentate de specimene de timus normal
si de carcinom colorectal. Toate sectiunile de timus
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normal au prezentat vase cu endoteliu pozitiv
pentru podoplanind, care contineau in lumen nu-
meroase limfocite, reprezentand vasele limfatice
eferente ale parenchimului (figura 1). Vasele san-
guine din imediata vecindtate au fost negative,
ceea ce semnaleazd specificitatea markerului ales.
La cazurile de timus nu s-a colorat nici un alt ele-
ment celular din parenchim sau tesutul de sus-
tinere. La toate cazurile cu carcinom colorectal am
observat prezenta de vase pozitive la nivel endo-
telial pentru podoplanind. Acest aspect a fost evi-
dent In tesutul normal limitrof tumorii, unde vasele
au avut structurd normald, lumen larg si usor
neregulat (figura 2a), precum si 1n aria tumorald
unde vasele podoplanin-pozitive au fost localizate
in imediata vecindtate a celulelor neoplazice sau
chiar prezente in lumenul vasului (figura 2b).

Figura 1. Timus normal, capsula. Vas
limfatic eferent cu endoteliu colorat cu
podoplanina, prezentdnd in lumen
numeroase limfocite negative. Vasul
sanguin (sdgeatd) are endoteliu negativ.
Imunoreactie pentru podoplanina, x400.

Figura 2. Control pozitiv extern, carcinom colorectal.
Vas limfatic din submucoasa normala limitrofa tumorii
(a). Vas limfatic la limita proliferarii tumorale, cu lumen
discontinuu si celule neoplazice izolate prezente in
lumen (b). Imunoreactie pentru podoplanina, x400.

Pe sectiunile de piele provenite de la pacientii
cu SDS, primele observatii le-am efectuat asupra
criteriilor de identificare a vaselor limfatice, asupra
sensibilitatii si specificitétii anticorpului utilizat.
Studiul vaselor limfatice de la cazurile control de
biopsii cutanate a relevat prezenta de vase de di-

mensiuni variabile, cu endoteliul colorat continuu
sau discontinuu, care nu au prezentat elemente fi-
gurate in lumen; vasele sanguine din imediata lor
vecinitate nu au avut endoteliu colorat (figura 3).

Figura 3. Vase
limfatice .
podoplanin-
pozitive si vas g
sanguin negativ . g b8
(asterix).
Imunoreactie
pentru
podoplanina, x400.

Criteriile morfologice luate in consideratie pentru
definirea si numdrarea vaselor limfatice au fost:
lumen relativ larg, usor de identificat, contur ne-
regulat, absenta elementelor figurate din lumen,
absenta celulelor perivasculare si endoteliu pozitiv
pentru podoplanind. Din cauza faptului ci nu existd
in prezent publicatii asupra distributiei vaselor
limfatice la pacientii cu sclerodermie, am analizat
expresia podoplaninei la cazurile control in ter-
menii sensibilitdtii si specificitdtii. Vase podo-
planin-pozitive au fost prezente la toate cazurile,
dar morfologia si distributia lor au fost variabile. Cele
mai numeroase, dar cu lumen relativ Tngust si aparent
septat Tn sectiune longitudinald au fost observate in
dermul papilar. Podoplanina nu are specificitate
absolutd pentru endoteliul limfatic, aspect semnalat
si de alti autori. In piele coloreazi si o subpopulatie
de fibroblaste/-cite, care ar putea in unele cazuri
ingreuna aprecierile numerice. Din acest motiv au
fost luate in consideratie doar vasele cu lumen in
stabilirea densitdtii microvasculare limfatice.

La 65% dintre cazurile cu sclerodermie am re-
marcat prezenta a numeroase vase limfatice, po-
zitive pentru podoplanind in aria cu colagenizare
masiva. Acest aspect a fost insd defalcat in cazuri
care au prezentat vase limfatice Tn imediata veci-
natate a epiteliului de acoperire (figura 4a) si cazuri
la care intre epiderm si vasele limfatice s-a interpus
o masd amorfa slab hematoxilinofila, tipica pentru
sclerodermie (figura 4b). Ocazional, la aceste
cazuri am observat prezenta unor aglomerdri mici
de vase cu lumen redus, sechestrate in dermul pa-
pilar (figura 4c).

Numai la periferia ariei caracterizatd prin cola-
genizare masivd, demonstratd la reactia Masson
si lipsita de fibre de reticulind, am remarcat pre-
zenta de vase limfatice cu structurd si densitate
aparent normali (figura 5a). In dermul reticular
vasele limfatice au fost numeroase 1n special in
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Figura 4. Sclerodermie.
Vase limfatice localizate in
imediata vecinatate a
epidermului (a). Vase / o
limfatice localizate la :
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ele interpundndu-se o f e

masa amorfa y

hematoxilinofilé (b). CHd

Aglomerare de vase limfatice sechestrate in dermul
papilar (c). Imunoreactie pentru podoplanina, x400.

aria unitatilor secretorii ale glandelor sudoripare
(figura 5b) si au fost numeroase, cu lumen larg si
neregulat in tesutul celular subcutanat (figura 5c).

La 35% dintre cazurile cu SDS am remarcat
existenta a doud aspecte particulare. Primul se
referd la absenta vaselor pozitive pentru podo-
planind pe arii extinse, care se suprapun cu depo-
zitele amorfe de proteine de tip colagen de-
monstrate histochimic (figura 6a). Cel de-al doilea
consta din aglomeréri de vase pozitive pentru
podoplanind, care au fost observate la 8 cazuri
atat in dermul papilar, cat si cel reticular, cu dis-
tributie focald, alternidnd cu zone intinse de cola-
genizare (figura 6b si c). Aceste structuri sunt si-
milare cu cele mentionate la capitolul anterior, amin-
tind corpii glomeruloizi aflati 1n fazd tardiva de
evolutie. Considerdm ca acest aspect este secundar
depletiei de vase sanguine si cd este un fenomen
de remodelare tardivd a vaselor limfatice dermice.

Microdensitatea vaselor limfatice (LMVD) a fost
calculatd dupda metoda Weidner si am constatat cd
la cazurile cu sclerodermie apare o inversiune a me-
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diei aritmetice in comparatie cu cazurile control si
in raport cu vasele sanguine. Rezultatele obtinute
sunt prezentate in Tabelul 1. Din datele obtinute se
constatd diferente semnificative Intre valorile MVD
si LMVD la cazurile control si la cele cu sclero-
dermie. Dacd la cazurile control raportul dintre
vasele sanguine si cele limfatice a fost de 4,58, la
cele cu sclerodermie acest raport a avut valoarea
de 0,51, diferenta avand inalt grad de semnificatie.

Tabelul 1. Densitatea microvaselor limfatice identificate
cu podoplanind si a vaselor sanguine identificate cu
CD31 (3 hot spot, x200)

Specimen MVD-CD31 LMVD-
podoplanina
Timus normal - 4.2
Carcinom colorectal - 23,75
Piele-control 38,22 8,33
Piele sclerodermie 7,36 14,34

DISCUTII

Observatiile pe preparatele colorate cu me-
todele conventionale si imunohistochimic cu
markeri endoteliali au relevat prezenta la cazurile
cu sclerodermie a unor vase cu contur neregulat,
lumen larg, fird elemente figurate si absenta ce-
lulelor perivasculare. Aceste vase nu s-au colorat
cu markerii specifici ai endoteliului, motiv pentru
care am presupus cd reprezintd vase limfatice.

Avand in vedere spectrul de specificitate si sen-
sibilitate a markerilor endoteliului limfatic (LY VE-
1, podoplanina, VEGFR-3, desmoplakina, Prox-1),
am ales podoplanina pentru evaluarea vaselor
limfatice dermice la pacientii cu sclerodermie.

Podoplanina este 0 mucoproteind membranara de
43 kDa, descoperitd pentru prima datd Tn podocitele
renale, de unde si numele. Este exprimati preferential
in celulele endoteliale cu imunofenotip limfatic,
inclusiv cele tumorale, unde este coexprimatd cu CD31
si CD34, este asociatd cu VEGFR-3, dar mai poate fi
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exprimatd si in podocite, osteoblaste, celule alveolare
de tip I si celulele stratului bazal epidermal. Vasele
limfatice mari, cu celule musculare 1n perete, au celule
endoteliale negative la podoplanina. Are rol 1n limfan-
giogeneza embrionard, deficienta ei ducind la alterdri
ale limfangiogenezei, cu limfedem consecutiv. A fost
utilizatd intr-o serie de studii ca marker de endoteliu
limfatic in patologia tumorald, limfangiogeneza
corneeand, culturi de celule endoteliale limfatice.

Criteriile morfologice luate in consideratie
pentru definirea §i numirarea vaselor limfatice au
fost: lumen relativ larg, usor de identificat, contur
neregulat, absenta elementelor figurate din lumen,
absenta celulelor perivasculare si endoteliu pozitiv
pentru podoplanind.

La 65% dintre cazurile cu SDS am remarcat pre-
zenta a numeroase vase limfatice, pozitive pentru
podoplanind in aria cu colagenizare masiva La 35%
dintre cazurile cu sclerodermie am remarcat
existenta a doud aspecte particulare. Primul se refera
la absenta vaselor pozitive pentru podoplanind pe
arii extinse, care se suprapun cu depozitele amorfe
de proteine de tip colagen demonstrate histochimic.
Cel de-al doilea constd din aglomeriri de vase
pozitive pentru podoplanind, care au fost observate
la 8 cazuri atat In dermul papilar, cat si cel reticular,
cu distributie focald, alternand cu zone intinse de
colagenizare. Aceste structuri amintesc corpii
glomeruloizi vasculari aflati Tn fazd tardivd de
evolutie. Consideram ca acest aspect este secundar
depletiei de vase sanguine si cd este un fenomen
de remodelare tardivd a vaselor limfatice dermice.

Microdensitatea vaselor limfatice (LMVD) a
fost calculatd dupd metoda Weidner si am constatat
cd la cazurile cu SDS apare o inversiune a mediei
aritmetice Tn comparatie cu cazurile control si in
raport cu vasele sanguine.

Asa cum am mai mentionat, nu existd studii
solide asupra limfangiogenezei 1n sclerodermie.
Am gisit date succinte referitoare la aspectul lim-
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