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Summary 
Dynamics of the Vascular Endothelial Growth Factor C expression during the 

preneoplastic and neoplastic lesions of the uterine cervix  
The spreading throughout the body of neoplastic cells, using different ways, is a 

characteristic hallmark for malignant tumors. The main importance of the lymphovascular route 
for metastasizing is well known for a long period of time. Discovering of the lymphatic vessels 
markers allowed scientists to understand more detailed the mechanisms of this phenomenon. It 
has been well established that VEGF-C (vascular endothelial growth factor-C) can induce the 
proliferation of lymphatic endothelial cells. The aim: to study the features of the VEGF-C 
expression during the progression of the uterine cervix neoplasia. Material and methods: the 
study was performed on 22 cases of squamous metaplasia, CIN I – 14; CIN II – 12; CIN III – 6; 
microcarcinoma – 15; invasive carcinoma – 32 cases. PT-Link LSAB+ immunohistochemical 
method was performed using anti VEGF-C (clone SC9047, Santa Cruz, USA, dilution 1:100) as 
a primary antibody. Results: the less numerous cases of positive reaction for VEGF-C were 
found in squamous metaplasia (27.28%). The numbers of positive anti VEGF-C cases increasing 
were dependent of stage of cervical lesion. In the invasive carcinoma stage all cases were 
positive for VEGF-C. The intensity of the VEGF-C expression was heterogeneous, but in the 
area of the invasive edge was strong in 100% cases. Conclusions: the intensity of the VEGF-C 
expression correlates with the stage of uterine cervix neoplasia progression. Vascular invasion is 
strongly associated to intensive expression of VEGF-C. 

 
Rezumat 
Răspândirea la distanţă, prin diverse căi, a celulelor neoplazice este o trăsătură 

caracteristică tumorilor maligne. Importanţa rutei limfovasculare în cadrul metastazării era 
cunoscută demult, însă odată cu depistarea markerilor imunohistochimici a fost posibilă 
studierea mai detaliată a fenomenului în cauză. Este bine cunoscut faptul că VEGF-C (factorul 
de creştere al endoteliului vascular-C) este mitogenul de bază pentru celula endotelială limfatică. 
Scopul: evidenţierea particularităţilor de expresie a VEGF-C în cadrul progresiei neoplaziei de 
cervix uterin. Material şi metodă: în studiu au fost incluse 22 cazuri metaplazie scuamoasă, CIN 
I – 14; CIN II – 12; CIN III – 6; carcinom microinvaziv – 15; carcinom invaziv – 32 cazuri. 
Studiul imunohistochimic a fost făcut prin metoda LSAB+, utilizând în calitate de anticorp 
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primar antiVEGF-C (clona SC9047, Santa Cruz, USA, diluţia 1:100). Rezultate: cele mai puţine 
cazuri de reacţie pozitivă au fost atestate în metaplazia  scuamoasă (27.28%), cu o creştere 
treptată, dependentă de gradul neoplaziei. În stadiul de carcinom invaziv toate cazurile au fost 
pozitive, cu o intensitate heterogenă de expresie a markerului. La frontul de invazie expresia a 
fost pronunţată în 100% cazuri. Concluzii: intensitatea expresiei VEGF-C corelează cu gradul 
progresiei neoplaziei colului uterin. Invazia vasculară este puternic asociată cu expresia intensă a 
VEGF-C. 

 
Actualitatea problemei 
Vasele limfatice reprezintă o rută foarte importantă în diseminarea la distanţă a celulelor 

tumorale. Prima destinaţie, în cadrul acestei diseminări, sunt nodulii limfatici regionali, afectarea 
cărora constituie un moment foarte important în evoluţia ulterioară a bolii, cât şi în 
managementul terapeutic al acesteia. Majoritatea deceselor cauzate de neoplaziile maligne survin 
în urma metastazării tumorale. Calea limfovasculară de metastazare este primară pentru multe 
cancere solide umane, inclusiv cel cervical[10]. Cu toate că se cunoaşte demult importanţa 
sistemului limfatic în răspândirea tumorală[24,26], mecanismele prin care se produce acest 
fenomen au început să fie studiate intens odată cu descoperirea markerilor specifici pentru celula 
endotelială limfatică, adică din prima jumătate a anilor ’90 ai secolului trecut[2,6,9,13,30,32]. 
Unul din aceşti markeri a fost receptorul tirozin-kinazic flt4, denumit ulterior VEGF-R3. A fost 
demonstrat rolul său major în limfangiogeneza embrionară. Liganzi pentru acest receptor sunt 
două glicoproteine din familia factorilor de creştere ai endoteliului vascular, şi anume din clasa C 
şi D. Din această grupă mai fac parte factorul A, B şi factorul de creştere placentar (PlGF). 
VEGF-C este produs sub formă de pre-pro-peptid, care este scindat de către plasmina 
membranară a endoteliocitelor. Afinitate pentru VEGF-R3 au toate formele sale, doar că 
intensitatea transducerii semnalului creşte pe măsură ce ligandul este mai puternic procesat. 
Activitatea cea mai intensă are loc la clivarea capetelor C-terminal şi N-terminal. S-a demonstrat 
că VEGF-C este un mitogen foarte puternic pentru endoteliul limfatic, condiţionând formarea, 
prin înmugurire, a limfaticelor noi din cele preexistente. În starea de propeptid VEGF-C are 
afinitate şi pentru VEGF-R2. Acest lucru explică inducerea angiogenezei de către VEGF-C [5]. 

E bine cunoscută abilitatea celulelor tumorale de a produce VEGF-C. Această capacitate a 
fost studiată intens în ultimele decenii şi demonstrează implicarea activă a tumorii în formarea 
unei reţele limfatice proprii. Subiectul prezintă un interes deosebit prin faptul că odată cu 
creşterea suprafeţei de drenaj limfatic, creşte şi posibilitatea migrării la distanţă a celulelor 
tumorale pe această cale. S-au făcut numeroase studii experimentale şi clinico-morfologice care 
au demonstrat o corelaţie strânsă între intensitatea expresiei VEGF-C de către masa tumorală şi 
densitatea microvasculară limfatică, invazia vasculară, statutul limfonodal regional, pronosticul 
nefavorabil [7,10,21,29]. În pofida acestor rezultate nu este clar dacă tumoarea utilizează 
limfaticele nou-formate, sau pentru metastazare sunt suficiente vasele limfatice 
preexistente[22,33]. De asemenea sunt controversate datele despre funcţionalitatea limfaticelor 
intratumorale. Majoritatea studiilor arată incapacitatea VL intratumorale de a susţine traficul 
celulelor neopolazice [4,18,19], dar există tumori în care acestor VL li se atribuie rolul 
primordial în metastazarea limfovasculară[3,16,11]. Dacă vis-a-vis de topografia şi originea VL 
implicate în metastazare se duc discuţii aprinse, este certă importanţa VEGF-C în 
limfangiogeneză (LAG)[15,23]. 

 
Scopul lucrării 
Aprecierea particularităţilor expresiei VEGF-C la diferite etape ale progresiei neoplaziei de 

col uterin. 
 
Material şi metode 
Au fost supuse studiului specimenele obţinute prin biopsii ţintite şi conizaţie de la 

pacientele cu leziuni macroscopic decelabile ale cervixului uterin. Materialul biologic a fost fixat 
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în soluţie de formol tamponat. După spălarea în apă de robinet, dehidratarea în soluţii cu 
concentraţii crescânde de alcool şi clarefierea în soluţie de xilen, specimenele au fost 
incluzionate în parafină. Secţiunile, cu grosimea de 3mkm, au fost făcute la microtomul de tip 
„sliding” (ERMA, Japan). Diagnosticul histopatologic şi gradarea leziunilor au fost efectuate 
prin colorarea cu hematoxilină şi eozină. Au fost identificate următoarele tipuri de leziuni: 
metaplazie scuamoasă (n=22), CIN I (n=14), CIN II (n=12), CIN III (n=6), carcinom 
microinvaziv (n=15) şi carcinom invaziv (n=32). Gradarea leziunilor s-a făcut în conformitate cu 
sistemul clinic de clasificare (FIGO)[20].  

Am efectuat imunocolorarea secţiunilor, utilizând anticorpul monoclonal anti VEGF-C 
clona SC9047  (Santa Cruz, USA), diluţia 1:100. Pentru evidenţierea mai bună a epitopilor 
pentru VEGF-C s-a făcut demascare antigenică în cuptorul cu microunde la temperatura 99°C 
timp de 20 minute, utilizând soluţie Target Retrieval pH6 (DakoCytomation). După răcirea 
soluţiei de demascare s-a făcut inhibarea peroxidazei endogene în soluţie H2O2 3% timp de 5 
minute. Spălarea specimenelor s-a făcut cu soluţie PBS pH7.2,  iar mai apoi s-a aplicat 
anticorpul primar cu perioada incubaţiei de 20 minute. Ulterior secţiunile au fost tratate cu 
anticorpii secundar şi terţiar în conformitate cu tehnica PT-Link avidin-biotin (LSAB+). 
Vizualizarea antigenului examinat s-a făcut cu ajutorul 3,3'-diaminobenzidin (DAB) în calitate 
de cromogen. Drept control pozitiv intern au servit macrofagele şi miocitele arterelor musculare. 
Contracolorarea nucleară a fost realizată cu hematoxilină Lille modificată (timpul de expunere 3 
minute). Preparatele au fost montate în soluţie alcoolică, utilizând în calitate de mediu permanent 
de montare balsamul de Canada. Procedura de imunocolorare a fost efectuată cu ajutorul 
DakoCytomation Autostainer. Au fost selectate pentru studiu doar acele preparate la care cel 
puţin 5% din masa epitelială a manifestat imunoreacţie pozitivă anti VEGF-C.   

Pentru descrierea intensităţii expresiei VEGF-C a fost utilizată o scară cu patru grade (de la 
0 până la 4), unde 0 reprezintă absenţa imunoreacţiei; 1 – reacţie slabă; 2 – reacţie medie; 3 – 
reacţie pronunţată.  

 
Rezultate 
În metaplazia scuamoasă VEGF-C a fost expresat în 6 cazuri dintre care în 4 intensitatea a 

fost uşoară, iar în altele 2 medie. Paternul de expresie a fost unul citoplasmatic. Localizarea 
semnalului imun în toate cele 6 cazuri a fost la nivelul treimei superioare a epiteliului scuamos 
exocervical. În CIN I reacţie pozitivă a fost semnalată în 6 cazuri, CIN II – 9 cazuri, CIN III- 5 
cazuri. În leziunile uşoare era expresat preponderent în treimea bazală a grosimii epiteliului 
scuamos. Odată cu avansarea severităţii leziunii intraepiteliale creştea şi numărul straturilor 
epiteliale pozitive la VEGF-C, cât şi intensitatea expresiei lui. Toate cazurile de microcarcinom 
au fost pozitive, intensitatea expresiei variind între 1 (n=2) şi 3 (n=4), cele mai multe (n=9) 
având o expresie de intensitate medie.  Lipsa expresiei VEGF-C nu a fost depistată nici într-un 
caz de carcinom invaziv. Intensitate slabă a expresiei a fost într-un singur caz, medie (n=10) şi 
pronunţată (n=21). În toate cazurile de carcinom invaziv, celulele tumorale din frontul de invazie 
au avut o expresie puternică, chiar dacă în centrul masei tumorale intensitatea nu era de grad 3. 
În toate cazurile supuse studiului respectiv au fost depistate elemente celulare stromale pozitive 
la VEGF-C, densitatea cărora a crescut treptat, odată cu avansarea leziunii cervicale.  

Tabelul 1 
Distribuţia rezultatelor în funcţie de stadiul progresiei neoplaziei cervicale 

 
Gradul neoplaziei 

Scorul intensităţii expresiei VEGF-C 
0 1 2 3 

Metaplaziei scuamoasă n=22 16   (72.72%) 4   (18.18%) 2   (9.09%) 0 
CIN I                             n=14 8    (57.14%) 3   (21.43%) 3   (21.43%) 0 
CIN II                            n=12 3    (25%) 3   (25%) 5   (41.66%) 1   (8.33%) 
CIN III                           n=6 1    (16.66%) 1   (16.66%) 3   (50%) 1   (16.66%) 
Microcarcinom              n=15 0 2   (13.33%) 9   (60%) 4   (26.67%) 
Carcinom invaziv          n=32 0 1   (3.13%) 10  (31.25%) 21  (65.63%) 



 
 

146 

În nouă cazuri de carcinom invaziv a fost stabilită invazia vasculară. Embolii intravasculari au 
avut o expresie slabă (n=4) şi medie (n=5). 
 

Discuţii 
Tumorile maligne pot afecta metastatic nodulii limfatici regionali, invadând limfaticele 

intratumorale, limfaticele preexistente aflate la marginea tumorii în creştere, cât şi prin cele 
formate de novo limfangiogenezei tumoral-induse[25]. Subtilităţile mecanismului de invazie a 
vaselor limfatice de către celulele neoplazice rămân încă în mare parte neelucidate, dar se pare că 
poartă un caracter individual, caracteristic pentru fiecare tip de neoplazie în parte. Studiile 
recente au demonstrat implicarea activă a celulelor neoplazice în răspândirea sa, pe cale 
limfogenă, prin intensificarea formării capilarelor limfatice (fenomenul este cunoscut sub 
denumirea de limfangiogeneză tumorală). La moment este cert demonstrat rolul VEGF-C în 
inducerea proliferării celulelor endoteliale limfatice, supravieţuirii şi aranjării lor direcţionate în 
cordoane ce amintesc viitoare structuri vasculare[15,34]. Au fost publicate numeroase lucrări 
bazate pe studii morfoclinice care atestă prezenţa fenomenului de înmugurire a celulelor 
endoteliale limfatice în marea majoritate a neoplaziilor maligne solide umane [15,25], tumorile 
în care limfangiogeneza este absentă fiind foarte rare [14]. Însă, în pofida acestui fapt, încă nu 
este clară valoarea clinică a acestor limfatice de neoformaţie, sunt ele o rută potentă pentru 
răspândirea celulelor neoplazice sau nu?  

Cu toate că în ultima decadă s-a făcut un salt enorm în vederea înţelegerii mecanismelor 
limfangiogenice, originea limfaticelor prin care celulele maligne metastazează rămâne o 
întrebare la care răspunsul e departe de a fi găsit. Rezultatele pe seama acestei întrebări sunt 
destul de contradictorii. Numeroşi autori descriu, în cadrul diferitor tumori, limfatice proliferante 
(ceea ce înseamnă de neoformaţie) invadate de tumoare, fapt ce indică rolul VEGF-C în 
edificarea unei reţele limfovasculare suplimentare, implicate în metastazare [21]. Însă există un 
alt grup de cercetători, nu mai puţin numeros decât precedentul, care susţin ipoteza conform 
căreia în metastazare sunt implicate doar limfaticele preexistente localizate peritumoral, în zona 
contactului dintre stromă şi aria de invazie a neoplaziei[22,31]. Conform lor rolul VEGF-C 
constă în facilitarea invaziei vaselor limfatice de către tumoare [1,12]. În favoarea acestei idei, ei 
aduc particularităţile de localizare a zonelor cu cea mai intensă expresie pentru VEGF-C, şi 
anume ariile fronturilor de invazie. Rezultatele studiului respectiv vin să susţină ipoteza dată. În 
toate cele 9 cazuri cu invazie vasculară depistată expresia VEGF-C la frontul invaziv a fost 
intensă.  

Limfangiogeneza tumorală are loc în toate tipurile de tumori, chiar dacă rolul funcţional al 
acestor limfatice nu este încă clar stabilit. Momentul în care neoplazia începe activ recrutarea 
vaselor limfatice noi poartă denumirea de „lymphangiogenic switch”[17,25]. Conform datelor 
literaturii, momentul acestui switch coincide cu stadiile de leziune preneoplazică, lucru valabil şi 
în cazul neoplaziei cervicale [10,27]. Vorbind în termeni morfopatogenetici, am putea 
caracteriza switch-ul prin: i) intensificarea marcată a producerii, de către tumoare şi a 
corespondenţilor stromei, a factorilor mitogeni pentru celula endotelială limfatică (VEGF-C şi 
VEGF-D); ii) creşterea densităţii microvasculare limfatice; iii) creşterea ponderii limfaticelor 
proliferante (de neoformaţie). Fiecare din momentele morfopatogenetice are câte un respondent 
imunohistochimic: i) intensificarea expresiei VEGF-C şi VEGF-D; ii) creşterea densităţii 
vasculare D2-40 pozitive; iii) creşterea numărului limfaticelor cu celule endoteliale Ki-67 
pozitive. Cel mai frecvent debutul switch-ului limfangiogenic este asociat cu stadiul de CIN III 
[10]. În acest studiu a fost abordat doar un singur aspect care caracterizează switch-ul – expresia 
mitogenului pentru celulele endoteliale limfatice. Oricum, numai pe baza acestui aspect, poate fi 
dedus debutul switc-ului. În cazul nostru am studiat nu intensitatea expresiei VEGF-C, dar 
momentul apariţiei expresiei acestui factor. Drept punct de reper a servit numărul cazurilor 
negative pentru VEGF-C în cadrul fiecărui stadiu. Momentul de interes major a fost reprezentat 
de către stadiul, în cadrul căruia numărul cazurilor negative pentru VEGF-C a scăzut dramatic. 
În studiul nostru acest stadiu a fost reprezentat de către CIN II. Diferenţa procentuală a 
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numărului cazurilor negative, în acest stadiu comparativ cu stadiul precedent (CIN I), este cea 
mai mare, depăşind valoarea de 32%. Din aceste date se poate deduce o creştere bruscă a 
numărului de cazuri pozitive pentru VEGF-C la stadiul de CIN II. Deoarece creşterea densităţii 
limfatice microvasculare este dependentă şi secundară producţiei de substanţă mitogenă pentru 
celula endotelială limfatică logic ar fi ca sinteza de VEGF-C să înceapă cu o etapă înainte de 
stabilirea completă a switch-ului limfangiogen. În studiul respectiv, chiar dacă indirect (prin 
intermediul unui singur marker), am stabilit că fenomenul de „lymphangiogenic switch” în 
neoplazia scuamocelulară a cervixului uterin apare în stadiul de CIN III, rezultat care nu 
contravine cu datele din literatura de specialitate. 

Dacă rolul funcţional al vaselor limfatice apărute sub influenţa VEGF-C derivat din 
tumoare, în metastazarea celulelor neoplazice naşte multiple discuţii de ordin teoretico-
academic, un lucru pare a fi cert pentru toţi, şi anume corelaţia între expresia VEGF-C şi statutul 
limfonodal regional. Este bine demonstrat că VEGF-C determină invazia vaselor limfatice şi 
afectarea bazinului limfonodal primar [28]. Din această cauză unii autori propun pentru expresia 
intensă a VEGF-C, în cadrul progresiei tumorale, rolul de factor predictiv independent [8]. În 
baza studiului dat nu este posibil de a afirma sau a infirma rolul de factor independent de 
pronostic pentru expresia VEGF-C, deoarece nu am studiat statutul limfonodal regional, dar cert 
rămâne faptul că în toate cazurile de invazie vasculară depistate nivelul expresiei factorului dat a 
fost unul de intensitate îronunţată.   

 
Concluzie  
În baza studiului efectuat am ajuns la concluzia că în cadrul neoplaziei scuamocelulare a 

colului uterin momentul debutului în producţia de VEGF-C coincide cu stadiul de CIN II, fiind 
un „teren de pregătire” pentru apariţia switch-ului limfangiogenic – fenomen caracteristic 
stadiului de CIN III. Intensitatea expresiei VEGF-C corelează cu progresia neoplaziei cervicale. 
Am determinat o corelaţie directă între nivelul intensităţii şi localizarii expresiei VEGF-C şi 
invazia vasculară. În 100% cazuri de invazie vasculară expresia VEGF-C a fost intensă şi la 
frontul de invazie.   
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Summary 
Molecular agents of embryonic lymphangiogenesis 

Lymphatic vessels represent a duplication of venous vascular system. Promote the 
connection between all compartments of lymphatic system and, as a result, make possible the 
realizing of its specific functions such as: immune function, drainage, maintenance of the 
intratissullar pressure, mechanic cleaning, recirculation of the lymphocytes etc. Are involved in 
pathogenesis of a wide variety of diseases, among which the main interest is focused on 
malignant tumors. There were made a lot of efforts in studying of lymphatic vessels both in norm 
and pathology, during the last decades. Different mechanisms that can inhibit the growth of new 
lymphatics, initially is studied in experimental models on avian and rodent embryos. That’s why 
is so important, for understanding of new lymphatic vessels formation in different diseases, to 
know the embryonic lymphangiogenesis. The aim of this article is to highlight the molecular 
players and the mechanisms which through these players lead to embryonic morphogenesis of 
lymphatic vessels. 

  
Rezumat 
Sistemul vascular limfatic reprezintă o dublare a sistemului vascular venos. Asigură 

unitatea morfologică între toate compartimentele sistemului limfatic, făcând astfel posibilă 
realizarea funcţiilor specifice lui: imună, drenare, menţinerea presiunii intratisulare, curăţire 
mecanică, recircularea limfocitelor etc. Este implicat în patogenia multor afecţiuni dintre care un 
interes deosebit îl prezintă neoplaziile maligne. În ultimele decenii s-au făcut eforturi susţinute în 
studierea vaselor limfatice atât în normă, cât şi în patologie. Procesul de studiere al diferitor 
mecanisme de inhibare a creşterii vaselor limfatice noi se face iniţial în modele experimentale pe 
embrioni de pasăre sau rozătoare. Din aceste considerente reiese importanţa cunoaşterii 
limfangiogenezei embrionare pentru înţelegerea formării noilor limfatice în cadrul diferitor 
patologii. Scopul acestei lucrări este trecerea în revistă a ultimelor date despre factorii moleculari 
contribuabili la morfogeneza embrionară a limfaticelor. 


