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1. Introducere

Cancerul bronhopulmonar (CBP) a devenit la sfarsitul secolului XX una din principalele
cauze mondiale de deces (Alberg si colab, 2003). CBP a crescut alarmat in ultimile decenii, n
special 1n tarile dezvoltate din punct de vedere economic. Este mai frecvent in mediul urban fata de
mediul rural. Varsta medie la diagnostic este de 50 de ani la barbati si peste 60 de ani la femei
(Alberg si colab., 2003). Dacda in urma cu 20 de ani lucrarile stiintifice evidentiau un raport
barbati/femei de 9/1, astazi s-a modificat ajungand 2/1.

Angiogeneza este o conditie esentiala pentru cresterea tumorilor maligne (Folkman, 1971).
Partenerii implicati in procesul de angiogeneza sunt celulele endoteliale dar si celule inflamatorii,
fibroblaste si alte celule stromale care invadeaza tumora si tesuturile peritumorale (Ryu, 1979).
Ansamblu interactiunilor dintre aceste celule reprezinta un aspect important in cadrul
angiogenezei, a progresei §i metastazarii tumorale. Aceste procese sunt reglate prin semnale
transmise catre receptorii transmembranari, cum ar fi citokinele, factorii de crestere, sau patrund

direct in citoplasma si nucleu ca in cazul hormonilor.

Tehnicile imagistice (examenul radiologic, ecografic, scintigrafic, computer tomografic,
rezonanta magnetica si angiografia), utilizate dupa un algoritm rational, pot determina localizarea,
strucura i vascularizatia tumorii, extensia locald si la distantd, depisteazd adenopatiile
locoregionale, pun in evidentd metastazele osoase sau/si viscerale. Ele completeaza datele clinice
si biologice, descriu imaginea obtinuta si au capacitate limitatd in decelarea extensiei microscopice

tumorale.

Un demers diagnostic bine condus, o stadializare corectd si un tratament bazat pe
cunoagterea evolutiei clinice a cancerului bronhopulmonar, conduc la selectia celei mai adecvate

terapii multidisciplinare pentru fiecare pacient in parte (Minna si colab., 1997).

2. Date din literatura

Examinarea radiografiei urmareste: examenul partii osoase a toracelui: coloana, coastele,
claviculele, omoplatii, etc.; examenul opacitatii mediastinale — examenul desenului campurilor
pulmonare si a altor modificari situate in plaman — examenul hemidiafragmelor si al sinusurilor

costo- si cardiodiafragmatice.



Tomografia computerizatd (CT) este extrem de utild in caracterizarea formatiunilor
tumorale, in stabilirea extensiei tumorale, in evidentierea adenopatiilor (in numai 64% din cazuri
evidentiate prin examen radiologic standard, in 80% din cazuri prin tomografie conventionala si in
95% din cazuri prin CT), cat si asupra prezentei metastazelor (hepatice, suprarenaliene) (Zaharia §i
colab., 2000).

Organizatia Mondiald a Sanatatii, in 2004, a revizuit clasificarea histologica a tumorilor
pulmonare maligne din 1999 din cauza multitudinii de forme histologice si a necesitatii de a corela
un anumit tip histologic cu un anumit prognostic. Datorita prognosticului, evolutiei si
tratamentului diferite, CBP se clasifica in doud grupe majore, cu importanta clinica practica:

e non small cell carcinoma (NSCLC = carcinomul fara celule mici), care cuprinde

carcinomul scuamos, adenocarcinomul, carcinomul cu celule mari;

e small cell carcinoma (SCLC = carcinomul cu celule mici) (Bogdan, 2008, Zander si

colab. 2008).

Angiogeneza tumorala este una din situatiile patologice in care este intalnita initierea unei
noi retele vasculare. In 1971, Folkman emite ipoteza angiogenezei tumorale conform careia
Cresterea exponentiald si metastazarea tumorala sunt strans legate de asigurarea suportului vascular
tumoral.

Limfangiogeneza tumorald - Sistemul limfatic reprezintd o cale rapida de metastazare
tumorald. Folosirea markerilor limfatici a evidentiat prezenta retelei limfatice si in interiorul
tumorii, §i a determinat studierea amanuntita a formarii acesteia.

3. Cercetari originale
3.1. Motivatie si obiective

Scopul acestei lucrari a fost de a evalua corelarea metodelor radioimagistice cu
angiogeneza si limfangiogeneza tumorala in cancerul bronhopulmonar.

Mi-am propus in aceasta lucrare sia analizez posibilitatile clinice si paraclinice ale
diagnosticului cancerului bronho-pulmonar. Tn acest scop voi incerca si realizez:

e un studiu epidemiologic (date sintetice) al CBP in general;
e 53 stabilesc simptomatologia clinica asociata diagnosticului CBP;
e sa stabilesc investigatiile radioimagistice care demonstreaza diagnosticul CBP;
De asemenea studiul de fatd 1isi propune sda evidentieze valoarea explorarilor

radioimagistice in diagnosticarea si supravegherea evolutiva a CBP.



Studiile au demonstrat faptul cd angiogeneza este un proces esential in dezvoltarea si
progresia tumorilor maligne pulmonare. Desi au fost studiate si descrise multiple cai implicate in
progresia si metastazarea carcinoamelor pulmonare, doar doua cdi moleculare sunt tinte terapeutice
in practica clinica: cea a EGF si VEGF. Cu toate acestea rata de supravietuire la cinci ani pentru
pacientii in stadiile I-1V, conform clasificarii TNM, este de 15%, procent care in ultimii 40 de ani
s-a imbunatatit doar cu 5%. Aceste date ne-au motivat in realizarea acestui studiu, considerand ca
este importantd evaluarea particularitdfilor angiogenice si limfangiogenice din neoplaziile
bronhopulmonare.

Cunoasterea particularitatilor de expresie ale VEGF 1in diferitele tipuri de carcinoame
pulmonare poate fi utild in abordarea viitoare a practicilor terapeutice si gasirea unor combinatii
optime care sa permitd o blocare eficienta a angiogenezei tumorale. Utilizarea unor medicamente
care vizeaza secvential diferifi factori pro-angiogenici sau combinarea medicamentelor cu mod
diferit de actiune-anticorpi monoclonali cu inhibitori ai receptorilor tirozin kinazici poate ajuta la
tintirea mai eficientd a angiogenezei tumorale. Analiza tipurilor si morfologiei vaselor sanguine
tumorale (imature, intermediare si mature) cu ajutorul dublei imunocolordari CD 34/Actina si a
celor limfatice vizualizate cu D2-40 si VEGF-C in cadrul acestei teze pot constitui baza preclinica
de dezvoltare a unor terapii eficiente personalizate pentru neoplaziile pulmonare.

3.2. Pacienti, material si metode
3.2.1. Selectia primara si secundara a cazurilor

Pentru studiul de fata am selectionat un numar de 90 de pacienti care au fost diagnosticati
cu tumori bronhopulmonare pe o perioada de 3 ani, din cazuistica Spitalului Clinic nr. 4 Timisoara
si a Spitalului Clinic de Pneumoftiziologie Arad. Toti pacientii inclusi in studiu au prezentat toate
datele clinice necesare prelucrarii statistice si de asemenea, au fost cunoscute datele clinico-
patologice pre- si postoperatorii specifice, cu referire particulara la elementele de extensie locala,
la distanta si particularitatile procedurilor terapeutice (chirurgicale, chimioterapie).

Cazurile au fost introduse in studiu pe baza urmatoarelor criterii:

1. pacientii au fost internati pe o perioada de 3 ani;

2. pacientii au fost investigati si confirmati cu CBP;

3. pacientii au fost stadializati conform clasificarii TNM (OMS 2004);

4. pacientii au acceptat introducerea lor in studiu dupa ce le-au fost prezentate criteriile de

confidentialitate, stiintifice si deontologice;



3.2.2. Procesarea primara a specimenelor biopsice

Specimenele tumorale au fost recoltate chirurgical din piesele de exereza, alegandu-se zone
reprezentative din tumora si de la limita tumorii i prin bronhoscopie. Au fost evitate zonele cu
necroze si hemoragii extinse. Biopsiile prelevate chirurgical au fost spdlate cu ser fiziologic si
fixate in formalina 10% tamponatd (pH 7,2). Pentru a minimaliza denaturarea antigenilor,
tesuturile nu s-au expus la temperaturi mai mari de 60°C in cursul incluziondrii in parafina. S-a
efectuat apoi sectionare seriatd la microtom (Shandon ME).

3.2.3. Metodele morfologice

A fost efectuata colorarea cu hematoxilind-eozind si coloratia tricroma Masson.
Examinarea sectiunilor colorate ne-a permis stabilirea diagnosticului histopatologic, conform
criteriilor acceptate de catre OMS.

3.2.4. Metodele imunohistochimice

Tehnica imunohistochimica permite vizualizarea antigenelor tisulare sau celulare. Selectia
cazurilor pentru colorarea imunohistochimica presupune stabilirea diagnosticului histopatologic pe
preparate colorate morfologic, hematoxilind-eozind sau tricroma. Primul pas in diagnosticul
imunohistochimic este reprezentat de imunocolorarea cu vimentind, clona V9 a tuturor cazurilor
selectate. Reactia pozitivd a elementelor de control pentru vimentind dovedeste cd procesarea
primara a fost corecta si diagnosticul imunohistochimic va fi optim.

Pentru realizarea tehnicii imunohistochimice au fost utilizate automatele pentru
imunohistochimie (DakoCytomation). Demascarea prin caldura s-a realizat fie folosind cuptorul cu
microunde, fie prin metoda automata, cu ajutorul PT Link-ului.

Tehnica imunohistochimicd a debutat cu deparafinarea si rehidratarea sectiunilor tisulare.
Deparafinarea a inclus trei etape: deparafinarea la termostat, la o temperatura de 58 grade Celsius,
timp de 30 minute, urmata de spalarea si indepartarea parafinei in doud bai de benzen la
temperatura camerei. Rehidratarea tisulara a avut ca scop aducerea sectiunilor tisulare in conditii
similare cu cele "in vivo”.

Demascarea antigenului, utild pentru indepartarea resturilor de parafind si distrugerea
puntilor metilenice care determina modificari conformationale ale epitopilor, s-a realizat fie prin
digestie enzimatica, utilizdnd proteinaza, fie prin caldura. Au fost utilizate solutii de demascare cu

pH6 sau pH9 (DakoCytomation) dilutie 1: 10, avand un timp de demascare variabil intre 5 si 30



minute in functie de tipul antigenului studiat (vezi tabelul nr.1). Principalele sisteme de lucru
folosite au fost: LSAB+, HRP, EnVision, Advance HRP.

Dupa racirea sectiunilor (in cazul demascarii prin cildurd) si spalarea cu apa distilata a
acestora, automatul de imunohistochimie a fost programat pentru a realiza urmatoarele etape ale
tehnicii: blocarea peroxidazei endogene cu apa oxigenatd 3 %, incubarea cu anticorpul primar, 10
minute-12 ore, incubarea cu anticorpul secundar, 15 minute- 1 ora, incubarea cu anticorpul tertiar,
15 minute-1 ora, aplicarea cromogenului- 3,3 diaminobenzidina, contracolorarea cu hematoxilina
Lille’s modificata.

La finalul programului, sectiunile sunt introduse in alcool absolut, 5 minute, apoi uscate si
clarefiate in benzen, 5 minute. Montarea se realizeaza in aceasta situatie folosind un mediu de
montare permanent de tipul balsamului de Canada. Montarea in cazul dublei imunocolorari a fost
realizata folosind un mediu de montare apos, datorita solubilizdrii in alcool a cromogenului de tip
AEC.

Tehnica imunohistochimica si principalii anticorpi folositi in cadrul studiului, sunt redati Tn
tabelul urmator:

Tabel nr. 1. Anticorpii utilizati in studiu

Anticorp Sursa Clona Dilutie Sistem de Demascare | Incubare
detectie Antigen cu

anticorp

primar
CD34 Dako Qbend10 RTU LSAB+ 30°, pH6 30
CD31 Dako JNC6 1:25 LSAB+ 30°, pH6 30
FVIII Dako Policlonal 1:400 EnVision 20’, Prot K 30
Endoglin Dako SN6h 1:25 Advance 30’, pH6 30
Actind Dako 1A4 RTU LSAB+ 5’, pH6 30
Ki67 Dako MIB-1 RTU LSAB+ 30°, pH6 30
Podoplanin Santa Cruz 18H5 1:100 LSAB+ 30’, pH6 30
D2-40 Dako D2-40 RTU LSAB+ 30°, pH6 30
VEGF Dako VG1 1:25 LSAB+ 15, pH8 30
VEGFR-2 Neomarkers | Policlonal 1:100 EnVision 30, pH6 45’
VEGF-C Neomarkers H-190 1:200 Advance 30’, pH6 30
VEGFR3 Neomarkers | Policlonal 1:100 UltraVision 30’, pH6 30
PDGF Abcam Policlonal 1:50 Advance 30’, pH6 45’
PDGFR beta Abcam Policlonal 1: 150 EnVision 30’, pH6 30

RTU: ready to use, Prot K: proteinaza K

3.2.5. Metodele de evaluare si cuantificare a rezultatelor microscopice
Examinarea s-a efectuat cu ajutorul microscopului optic Eclipse600 Nikon, imaginile fiind
preluate cu ajutorul camerei digitale Coolpix950. Analiza imaginii microscopice s-a efectuat cu



programul LuciaNet (Nikon), pe imagini achizitionate JPEG, la calibrare x400. Analiza imaginii s-
a efectuat dupa metoda hot-spot, alegandu-se campurile microscopice cu densitate maxima a
semnalelor pozitive. S-a calculat numarul de semnale pozitive, aria, volumul echisfera si

perimetrul.

Tipurile de vase sanguine asociate tumorii au fost evaluate pe preparatele dublu
imunocolorate cu marker endotelial (CD34) si un marker al celulelor perivasculare, respectiv
actina de tip muschi neted. Vasele asociate tumorii au fost stratificate in functic de prezenta
lumenului asociatd cu prezenta/absenta celulelor perivasculare. Din acest punct de vedere, am

raportat diferentiat vasele imature, intermediare si mature, conform criteriilor publicate de Gee si
colab (2003).

3.3. Rezultate
3.3.1. Raportarea datelor statistice asupra cazuisticii proprii

La lotul de pacienti studiati am interpretat si redat prin grafice si tabele urmdtorii
indicatorii: varsta si mediul de provenienta a pacientilor, distributia pacientilor pe sexe, patologia
asociatd cancerului bronhopulmonar, prezenta sau absenta factorilor de risc asociati, prezenta
manifestdrilor clinice specifice si nespecifice, stadializarea si clasificarea histopatologicd a
cancerului bronhopulmonar.

3.3.2. Valoarea diagnostica a metodelor imagistice

Prezentul studiu include un numar de 90 cazuri examinate in Departamentul de Radiologie
si Imagistica Medicala a Spitalului Clinic Nr. 4, Timisoara, Spitalul Clinic de Pneumoftiziologie
Arad si Centrul de imagistica Euromedic Arad, pe o perioada de 3 ani, investigate clinico-biologic,
ecografic, radiologic, computer tomografic si histologic in vederea stabilirii diagnosticului,
conduitei terapeutice si, in unele cazuri, de evaluare postterapeutica.

La lotul de pacienti studiati, evaluarea imagistica s-a realizat prin efectuare de radiografii
pulmonare si computer tomografii (CT). Radiografia toraco-pulmonara efectuatd in doua
incidente: de fata si de profil lezional, fiind completata ori de cate ori a fost necesar cu alte
incidente. Tn efectuarea imaginilor tomografice s-a utilizat aparatul CT Bright Speed-16 slice
(GE=general electric).

Examenul CT nativ §i cu substantd de contrast are un rol esential in diagnosticul CBP,
permitdnd evidentierea si delimitarea corectd a tumorii, a adenopatiilor mediastinale si a

eventualelor determindri secundare tumorale. CT precizeaza relatiile tumorii §i ale adenopatiilor



mediastinale cu bronhiile, vasele, peretele toracic si alte structuri ale mediastinului. Practic alaturi
de endoscopia bronsica, tomografia computerizata permite aprecierea corecta a stadiului in care se
afla potentialul neoplasm bronhopulmonar, in functie de care se stabileste atitudinea terapeutica
ulterioara. (Ciprut T., 2004)

Bronhoscopia este metoda de electie in vizualizarea directd a modificarilor macroscopice
traheobronsice; completata cu tehnici de recoltare a materialului pentru examinari cito-histologice
(punctie, aspiratie, brosaj, biopsie), aceasta permite afirmarea cu certitudine a diagnosticului de
malignitate in CBP; astdzi indicatiile bronhoscopiei s-au extins, ea fiind utilizata in mod curent si
in tratamentul endobronsic al CBP. Evaluarea citologicd are o mare valoare diagnostica, dar
valoarea predictiva pozitiva sau negativa ca si acuratetea diagnostica depind in mod sigur de erori
simple, de prezervarea tesutului, de calitatea procesului si experinta observatorului. Tn cazul CBP
trebuie subliniatd coroborarea metodelor imagistice in stadializarea acestor tumori si evidentierea
unor complicatii majore.

In finalul acestui studiu, trebuie subliniatd valoarea metodelor imagistice moderne in
evaluarea CBP, necesitatea coroborarii datelor obtinute prin diverse tehnici imagistice si, nu in
ultimul rand, integrarea permanentd a datelor obtinute in contextul clinic, eventual consultul
interdisciplinar.

3.3.3. Raportarea rezultatelor morfologice

Analiza morfologicd si gradul de diferentiere al tumorilor au fost evaluate pe sectiunile
colorate cu metoda hematoxilind-cozina. Interpretarea formelor histopatologice s-a bazat pe
criteriile Organizatiei Mondiale a Sanatatii (Travis si colab, 2004). Dintre cele 90 de cazuri
selectionate pentru studiul morfologic, 72 au fost carcinoame de tip scuamocelular, 8 carcinoame
cu celule mari, 10 adenocarcinoame si 10 carcinoame cu celule mici.

3.3.4. Valoarea prognostica a microdensitatii vasculare

Aceste observatii au fost efectuate pe sectiuni colorate cu anti-CD34, bazat pe faptul ca in
tumorile pulmonare si stroma tumorala, CD34 identifica selectiv numai celulele endoteliale, ceea
ce faciliteazd numadrarea vaselor sanguine. Evaluarea s-a efectuat pentru ariile intratumorala si
peritumorala, alegdndu-se la mérire mica trei cdmpuri cu densitate vasculard maxima, dupa metoda
cunoscuta sub numele de hot-spot (Weidner si colab, 1992). Media aritmetica a celor trei campuri
a constituit rezultatul final pentru cazul respectiv. Aria intratumorald a fost definitd ca zona

ocupata pe sectiune strict de catre celulele tumorale dispuse compact, iar vasele au fost numarate



doar daca au fost localizate in interiorul insulelor/plajelor de celule tumorale. Datele obtinute au
fost raportate comparativ pentru formele histopatologice de neoplasm pulmonar incluse in studiu si

pentru tesutul pulmonar aparent normal, limitrof tumorii.

Tabel nr. 2. Raportarea valorilor MVD in functie de forma histopatologica

Forma histopatologica MVD Intratumoral MVD Peritumoral
Max Min Medie Max Min Medie
Carcinom scuamocelular 12 54 33 24 64 44
Carcinom cu celule mici 11 23 17 17 27 22
Carcinom cu celule mari 41 81 61 44 57 50.5
Adenocarcinom 14 56 35 21 86 53.5

Graficul nr. 1. Expresia grafica a valorilor MVD in tipurile histopatologice de tumori pulmonare evaluate.
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Observatiile noastre efectuate asupra vaselor asociate tumorilor pulmonare releva

urmatoarele aspecte:
e (D34 este un marker cu specificitate si sensibilitate mare, util pentru calcularea MVD
n aceste leziuni tumorale;
e MVD se coreleaza statistic semnificativ cu gradul de diferentiere si cu stadiul tumorii,

dar nu cu forma histopatologica.
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3.3.5. Particularititi ale expresiei VEGF in carcinoamele bronhopulmonare

Am supus evaludrii un numar de 42 de cazuri. Fragmentele biopsice au fost fixate si
procesate primar urmand procedurile standard. Profilul histopatologic s-a realizat pe sectiuni
colorate cu hematoxilind-eozina. Sectiunile de la fiecare caz au fost imunocolorate, folosind
anticorpi anti-VEGF-A. Deparafinarea si rehidratarea sectiunilor a fost urmata de demascarea prin
caldura, automata, folosind PT link-ul (DakoCytomation, Denmark), timp de 15 minute. Solutia de
demascare utilizatd a avut pH 9 (DakoCytomation, Denmark). Dupd blocarea peroxidazei
endogene cu apa oxigenatd 3%, a urmat incubarea cu anticorpul primar, clona VG-1, gata de
folosire, (Labvision/Neomarkers, Fremont, CA, USA), timp de 30 minute la temperatura camerei.
Tehnica imunohistochimica s-a bazat pe metoda avidind - biotina, folosind sistemul de lucru
LSAB+ (Dako). Cromogenul folosit a fost 3, 3 diaminobenzidina, iar contracolorarea s-a realizat
cu hematoxilind Lille modificata. Etapele mai sus amintite au fost parcurse cu ajutorul automatului
de imunohistochimie (DakoCytomation Autostainer). Imunoreactia pentru VEGF a fost evaluata in
conformitate cu urmatorul scor: 0 (0% celule pozitive), 1 (< 10% celule positive), 2 (10-30%), 3
(>30%).

Cunoagterea particularitatilor de expresie ale VEGF in diferitele tipuri de carcinoame
pulmonare poate fi utild in abordarea viitoare a practicilor terapeutice i gasirea unor combinatii
optime care sa permita o blocare eficientd a angiogenezei tumorale. Studiul nostru a indicat un scor
maxim (3) al expresiei VEGF 1in adenocarcinoame, carcinoame epidermoide, hepatoid,
neuroendocrine si absenta acestuia in carcinoame cu celule mici si mari. In aceste ultime situatii
scorul VEGF a inregistrat valori intre 0 si 2. Utilizarea unor medicamente care vizeaza secvential
diferiti factori pro-angiogenici sau combinarea medicamentelor cu mod diferit de actiune- anticorpi
monoclonali cu inhibitori ai receptorilor tirozin kinazici poate ajuta la initirca mai eficienta a
angiogenezei tumorale.

3.3.6. Expresia VEGF-C in carcinoamele bronhopulmonare

Studiul nostru a inclus un numar de 43 de cazuri. Fragmentele biopsice au fost fixate si
procesate primar conform procedurilor standard. Profilul histopatologic s-a realizat pe sectiuni
colorate cu hematoxilina-eozind. Sectiuni de la fiecare caz au fost imunocolorate, folosind
anticorpi anti- VEGF-C. Deparafinarea si rehidratarea sectiunilor a fost urmata de demascarea prin
caldura, automata, folosind PT link-ul (DakoCytomation, Denmark), timp de 30 minute. Solutia de

demascare utilizatd a avut pH 6 (DakoCytomation, Denmark). Dupd blocarea peroxidazei
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endogene cu apa oxigenata 3%, a urmat incubarea cu anticorpul primar, clona H- 190, dilutie
1:200, (Labvision / Neomarkers, Fremont, CA, USA), timp de 30 minute la temperatura camerei.
Sistemul de lucru a fost reprezentat de EnVision Advance. Cromogenul folosit a fost 3, 3
diaminobenzidina, iar contracolorarea s-a realizat cu hematoxilina Lille modificata. Etapele mai
sus amintite au fost parcurse cu ajutorul automatului de imunohistochimie (DakoCytomation
Autostainer). Imunoreactia pentru VEGF- C a fost evaluata in conformitate cu urmatorul scor: 0
(0% celule pozitive), 1 (< 10% celule pozitive), 2 (10-30%), 3 (>30%). Imaginile microscopice au
fost preluate in format JPEG folosind programul Nikon Lucia G de analizd a imaginilor
microscopic (Nikon, Tokyo, Japonia). Comitetul local de etica a aprobat protocolul studiului si
consimtamantul informat a fost obtinut de la toti pacientii, in conformitate cu Declaratia Asociatiei
Medicale Mondiale de la Helsinki.

Am notat expresia VEGF-C cu scor maxim-3 in cazul carcinoamelor neuroendocrine
(100% dintre cazuri), o pozitivare moderata pentru adenocarcinoame- 40% din totalul cazurilor
incluse in studiu si apropiata de cea din adenocarcinoame 51.85% pentru cele epidermoide.

3.3.7. Expresia D2-40 in diferite tipuri histopatologice ale carcinoamelor pulmonare

Microdensitatea vasculara limfatica a prezentat valori mai mari in zona peritumorala
comparativ cu aria intratumorala in adenocarcinoame si formele scuamocelulare ale carcinoamelor
pulmonare. Un aspect particular a fost notat in cazul acestui ultim tip histopatologic, prezenta de
numeroase celule tumorale D2-40 pozitive in interiorul ariilor tumorale.

3.3.8. Evaluarea angiogenezei - indicator al heterogenititii vaselor sanguine in carcinoamele
bronhopulmonare

Aplicarea dublei imunocolorari CD34/ actina de tip muschi neted a indicat o heterogenitate
a vaselor tumorale pentru diferite tipuri, dar si in cadrul aceluiasi tip histopatologic.

Vasele sanguine din zonele peritumorale si intratumorale sunt diferite ca si marime,
neregulate ca forma, cu numeroase ramuri. Vasele sanguine sunt dispuse in jurul celulelor
tumorale, distribuite relativ uniform pe toata suprafata tumorald. Am gasit o mare variabilitate in
ceea ce priveste morfologia lor: dimensiuni variabile, lumene neregulate si inguste, intensa
ramificare. Prezenta cordoanelor si a celulelor endoteliale izolate sugereaza existenta angiogenezei
prin mecanism de sprouting. Doar ocazional, intratumoral am observat vase sanguine cu lumen

larg, cu endoteliu proeminent la lumen, un aspect care sugereaza fenomenul de intususceptie. Tn
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zona peritumorald, vasele sanguine au prezentat constant lumen larg, forme relativ regulate si au

fost de obicei inconjurate de infiltrat inflamator.

Media vaselor imature si intermediare a prezentat valori aproape similare (16,66%) pentru

tipurile imature in cazul adenocarcinoamelor pulmonare. Comparativ cu carcinoamele cu celule

mici si adenocarcinoamele pulmonare, carcinoamele scuamocelulare au prezentat o corelatiec mare

intre numarul total de vase sanguine a tipului patologic si tipul de vase imature. De asemenea s-a

observat o corelatie reprezentativa cu tipul de vase intermediare dar nu a fost obtinuta nici o

corelatie cu tipul de vase mature.

5. Concluzii

1.

CBP a fost diagnosticat mai frecvent la: barbati, fumatori, cu varsta cuprinsa intre 60-70
ani, cu afectiuni preexistente (bronhopneumopatie cronica obstructiva, tuberculoza
pulmonara, fibroza pulmonara, alte neoplazii), grupe considerate cu risc crescut.

Principalul simptom de alarma al bolnavilor cu CBP a fost tusea (23,33%). Alte simptome
cu frecventa crescuta ale CBP au fost hemoptizia (16,66%) si scaderea ponderala (10%).
Radiografia pulmonara si examenul de sputa au ridicat suspiciunea de neoplasm bronho-
pulmonar, confirmarea acestui diagnostic necesitand investigatii suplimentare.
Bronhoscopia cu metodele de prelevare endobrongica (microlavajul bronsic, lavajul
bronhoalveolar, biopsiile pulmonare multiple, biopsia pulmonara transbronsica) a permis
diagnosticul pozitiv, histopatologic si stadializarea prechirurgicala.

Tomografia computerizata a fost metoda principala de diagnostic complet (pozitiv si de
stadiu); net superioara radiografiei.

Examenul CT nativ si cu substantd de contrast are un rol esential in diagnosticul CBP,
permitand evidentierea si delimitarea corectd a tumorii, a adenopatiilor mediastinale si a
eventualelor determinari secundare tumorale.

Dintre metodele radioimagistice tomografia computerizatd permite aprecierea corecta a
stadiului in care se afla potentialul neoplasm bronhopulmonar, in functie de care se
stabileste atitudinea terapeutica ulterioara.

CBP a prezentat urmatoarele tipuri histologice : carcinom de tip scuamocelular (80%),
adenocarcinom (11,11%), carcinom cu celule mici (11,11%), carcinom cu celule mari
(8,88%).
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18.

19.

Expresia VEGF-ului in diferitele tipuri de carcinoame pulmonare poate fi utila in abordarea
viitoare a practicilor terapeutice si gasirea unor combinatii optime care sa permita o blocare
eficienta a angiogenezei tumorale.

Studiul nostru a indicat un scor maxim (3) al expresiei VEGF in adenocarcinoame,
carcinoame epidermoide, hepatoid, neuroendocrine si absenta acestuia in carcinoame cu
celule mici si mari. In aceste ultime situatii scorul VEGF a inregistrat valori intre 0 si 2.
CD34 este un marker cu specificitate si sensibilitate mare, util pentru calcularea MVD in
aceste leziuni tumorale.

MVD (microdensitatea vasculard) se coreleazd statistic semnificativ cu gradul de
diferentiere si cu stadiul tumorii, dar nu cu forma histopatologica.

Cunoagsterea particularitatilor de expresie ale VEGF in diferitele tipuri de carcinoame
pulmonare poate fi utild In abordarea viitoare a practicilor terapeutice si gdsirea unor
combinatii optime care sd permita o blocare eficienta a angiogenezei tumorale.

Expresia VEGF-C cu scor maxim — 3 a fost observatd in cazul carcinoamelor
neuroendocrine, o pozitivare moderatd pentru adenocarcinoame si apropiatd de cea din
adenocarcinoame, 51.85% pentru cele epidermoide.

Tn carcinoamele pulmonare cu celule mari, adenocarcinoame, carcinoame scuamocelulare,
carcinoame hepatoide, carcinoame cu celule mici i carcinoamele pulmonare
neuroendocrine LVD, evaluatd prin expresia D2-40, a aratat valori descrescatoare in aria
peritumorala.

LVD cu valori descrescatoare in aria intratumorald a fost observata in urmatoarele tipuri de
carcinoame pulmonare: hepatoid, carcinoame cu celule mari, carcinoame scuamocelulare,
adenocarcinoame, carcinoame neuroendocrine, carcinoame cu celule mici.

Expresia D2-40 in celulele tumorale a fost absenta in toate cazurile de adenocarcinoame,
hepatoid, carcinoamele cu celule mari.

Celule tumorale D2-40 pozitive, evaluate +2 au fost observate in unul din cele 3 cazuri de
carcinoame cu celule mici si in carcinoamele neuroendocrine.

Evaluarea tipurilor de vase sanguine prin dubla imunocolorare CD 34/SMA in

carcinoamele pulmonare a aratat o marcata heterogenitate.
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20. Vasele imature si intermediare au fost mai frecvente in adenocarcinoame si carcinoame

pulmonare scuamocelulare; carcinoamele pulmonare cu celule mici au prezentat doar vase

sanguine imature.

21. Am observat o crestere progresiva a cazurilor noi de cancer (toate localizarile) cu

mentinerea unei proportii relativ constante a cazurilor de CBP; aceasta distributie
evidentiaza frecventa crescuta si constanta a CBP-ului Tn populatie raportata la celelalte

forme de cancer, fapt care motiveaza suplimentar acest studiu.
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