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INTRODUCERE

Fibromul uterin, fibromiomul sau leiomiomul este cea mai frecventd tumord
benignd Intalnitd in sistemul reproductiv al femeii [1]. Fibroamele uterine apar la 20-25%
dintre femei in general si la aproximativ 45-50% dintre femeile de peste 45 ani care inca
mai prezintd menstruatie [1]. Fibromul uterin sau fibromatoza uterina afecteaza anual
milioane de femei la nivel global iar tratamentul este inca preponderent chirugical,

fibromul uterin reprezentand principalul diagnostic ce duce la histerectomie [2].

Ne-am asumat o mare responsabilitate abordand aceasta temd datoritd incidentei
foarte mari a acestei patologii in populatia feminina si atunci, inca de la inceput, a fost
evidenta necesitatea unui studiu amplu, cu multe cazuri, pentru a fi statistic relevant dar si
prin prisma faptului cd fibromul uterin este un subiect indelung si foarte amanuntit
dezbatut si cercetat in toatd lumea, astfel incat este foarte greu sd mai descoperi ceva nou,

concludent din punct de vedere stiintific.

In cadrul tezei noastre am plecat de la premiza cd fibromul uterin este unul dintre
acele subiecte aflat in permanentd actualitate si ne-am dorit aprofundarea cercetdrii in
aceastd directie. Bineinteles cd am avut in vedere si importanta practica a subiectului,
stiind foarte clar cd fibromul uterin afecteaza serios si cateodata, pe termen lung, calitatea
vietii pacientelor noastre. Incidenta acestei patologii este foarte mare, pacientele sunt de
multe ori tinere iar viata lor poate fi afectatd pe termen lung, in primul rand prin
simptomatologia sa zicem directd, prin durerea cronica, dispareunie, menometroragiile
uneori severe, cu sindrom anemic consecutiv sau prin tulburarile urinare si, in al doilea

rand, prin implicatiile asupra fertilitatii.

Ipoteza initiala de cercetare si ideea centrald a tezei este ca fibromul uterin si
fibromatoza uterind difuzd sunt doua entitati patologice care, desi seamand foarte mult,
sunt diferite. In opinia noastri, ele sunt diferite din perspectiva aspectului macroscopic si
mai putin din punct de vedere microscopic. In mod aproape evident insi, aceste doua
entitdti par diferite in ceea ce priveste unele aspecte ale simptomatologiei, implicatia
diferitd a unor factori predispozanti si mai ales din punct de vedere al aspectului

endometrului si fertilitatii pacientelor. Aprofundind aceastd idee, am suspectat cauze si



mecanisme patogenice diferite, aspecte ultrastructurale si de comunicare celulara diferite

si, implicit, necesitatea unui management terapeutic diferit sau nuantat.

Aceastd ipoteza, cad fibromul uterin si fibromatoza uterind difuza sunt doua entitati
diferite, a reiesit din practica ginecologicd, atat clinica cét si chirugicald. Am constatat de-a
lungul timpului doua ,,pattern-uri” pentru aceasta patologie si anume: fibromul uterin
evidentiabil clinic, imagistic, intraoperator si bineinteles, histopatologic. Unic sau multiplu,
cu diverse dimensiuni sau pozitii in raport cu miometrul, fibromul este bine delimitat, in
general avand o capsulda sau o pseudocapsuld care il delimiteazd fatd de miometrul
inconjurdtor, cu vascularizatie accentuatd periferic si hiperplazie endometriald mai ales in
zona cavitara supraiacentd fibromului submucos. Aceste paciente reusesc sa obtind 1nsa
sarcini $i pare ca interventia chirurgicald conservatoare (miomectomia sau
miometrectomia) rezolva nu doar simptomatologia ci, de cele mai multe ori, imbunatiteste

foarte mult si fertilitatea.

Pe de altd parte, in cazul fibromatozei uterine difuze, nu gasim leiomioame
evidentiabile preoperator sau intraoperator. Ele sunt vizibile uneori microscopic. ,,Pattern-
ul” pare diferit, apare o fibroza difuza, generalizata, a miometrului. Acesta e mai rigid,
uterul n general are dimensiuni mai mici decat In prima categorie, vascularizatia studiata
in mod Doppler este difuz accentuata si de cele mai multe ori endometrul e mai subtire, cu
tendinte chiar spre atrofie. Pacientele cu fibromatoza difuza au, in mod logic, mai putine
simptome legate de volumul uterului dar prezintda mai frecvent sdngerari cronice care de
cele mai multe ori nu raspund la tratamentul medicamentos si pare cd au o ratd mai mare

de infertilitate printr-un endometru nefavorabil implantarii sau mentinerii unei sarcini.

Principala directie de cercetare a studiului nostru a fost corelarea datelor clinice cu
cele anatomopatologice si de imunohistochimie, comparativ, in fibromul uterin bine
delimitat si fibromatoza difuza, in incercarea de a caracteriza cat mai exact aceste doud

entitati.



Obiectivele generale ale studiului nostru au fost:

1.Comparatia intre cele doua loturi in ceea ce priveste parametrii epidemiologici, clinici si
operatori.

2.Implicatia unor factori de risc (cum ar fi: varsta, obezitatea, fumatul, DZ, HTA,
consumul de COC, paritatea, menopauza, timpul scurs de la ultima nastere) in etiologia
fibromului, analiza comparativa cu lotul martor.

3.Corelarea statistica a datelor morfopatologice, cum ar fi parametrii ce caracterizeaza
fibromul (numar, dimensiuni, pozitie), pe de-0 parte si pe de altd parte, aspectul
endometrului, cu parametrii de fertilitate cum ar fi numarul de sarcini oprite in evolutie,
numar de avorturi spontane, rata de fertilitate, rata de sarcini oprite in evolutie, anii de
sterilitate sau numarul de nasteri premature.

4.0Observarea caracteristicilor histologice ale miometrului si endometrului la pacientele cu
fibrom uterin unic sau multiplu - bine delimitat, respectiv in fibromatoza uterina difuza.
5.Studiul imunohistochimic al unor factori implicati in etiopatogenia fibromului uterin dar
si in functia endometriala - comparativ intre cele doua loturi.

6.Implementarea de metode moderne de diagnostic, eventual a unui protocol de diagnostic,
prin imunohistochimie.

7.Stabilirea unei strategii terapeutice in cadrul modificarilor fluxului menstrual si a

fertilitatii - la pacientele cu patologie fibromatoasa coexistenta.

PARTEA GENERALA

Teza este structuratd conform standardului academic al ,,UMF Carol Davila”,

Bucuresti. Partea generald a lucrarii cuprinde 4 capitole.
1.Etiopatogenia fibromului uterin — nivelul actual al cunoasterii.

In capitolul 1 - ,, Etiopatogenia fibromului uterin”, (structurat in 5 subcapitole)
plecand de la cateva date epidemiologice si demografice, am prezentat incidenta globala a
fibromului uterin si grupele de varstd cu cea mai mare predispozitie pentru acest diagnostic

(subcapitolul 1.1). In subcapitolul 1.2 am prezentat teoriile clasice care explicau cu peste



100 de ani in urma aparitia fibromului uterin cum ar fi: teoria iritativa - inflamatorie a lui
Virchow (1855), teoria ereditard a lui Cohnheim (in 1868), teoria vasculara a lui Klebs
(1876) si Pilliet (1894), teoria hormonala descrisa sub diverse forme de Hegar, Seitz, Faure
si Witherspoon (1933) si teoria infectioasd a lui Kolmann [7]. Lui Witherspoon ii apartine
fraza care a ,explicat” si in literatura medicald romaneascd, in ultimele decade,
etiopatogenia fibromatozei uterine. El afirma ca: , exista o relatie cauza-efect intre
actiunea persistenta si necontrabalansata (,,unnoposed”) a stimulului estrogenic, produsa
de multiple chisturi foliculare ale ovarelor, pe endometrul uterin si miometru, care

determina aparitia hiperplaziei endometriale si a fibromatozei uterine” [13].

Am continuat apoi, in subcapitolul 1.3, cu analizarea literaturii in ceea ce priveste
factorii de risc sau favorizanti. Factorii de mediu, factorii alimentari sau cei ereditari au
fost printre primii studiati. Factorii favorizanti pentru aparitia fibromatozei uterine,
considerati semnificativi din punct de vedere statistic de majoritatea studiilor actuale, sunt:
varsta, rasa neagra, obezitatea, hipertensiunea arteriald, starea de premenopauza,
nuliparitatea, istoricul familial. De asemenea, studii mai recente au aratat un risc mai mare
de a dezvolta fibrom uterin in cazul consumului de aditivi alimentari si de soia si un risc
mai mic in cazul fumatului sau in cazul consumului indelungat de contraceptive. Desi
impactul multor dintre acesti factori de risc a fost atribuit efectelor lor asupra nivelului de
estrogen, progesteron sau asupra metabolismului in general, demonstrarea unor mecanisme
fiziopatologice de actiune a acestor factori este dificild si de multe ori este doar statistica

sau epidemiologica (tabel 1.3.1).

In subcapitolul 1.4 - ,, Etiopatogenie - teorii moderne” am cercetat in mod
»sistematic review”, cele mai noi studii care sa ne faca sa intelegem 1n era ,,evidence based
medicine” aparitia si evolutia fiboromatozei uterine. Etiopatogenia fibromului uterin nu este
cunoscuta cu exactitate sau mai bine zis este foarte complexa, nenumarate studii pe aceasta
tema sunt in derulare in toate centrele universitare din lume. Am sistematizat multitudinea
de factori implicati in etiologia fibromului, in acest subcapitol, in 7 puncte: celulele stem
mezenchimale, factori genetici, factori hormonali, factori de crestere, citokinele, matricea

extracelulara - sediul unor procese de mecano-transductie si factori epigenetici.

Studiile histologice clasice au admis ca fibromul uterin ia nastere din celulele stem
musculare netede tinere (mioblasti), incomplet diferentiate dar facind parte din elementele

normale ale miometrului uterin. A fost demonstrat ca fibromul este o tumorda monoclonala



care deriva din proliferarea unei singure clone de celule musculare netede - teoria lui
Stanley si Linder, 1965 [63]. Totusi, aceasta paradigma care a stabilit ca fibromul este o
expansiune clonala a unei singure celule musculare netede[64] ignora faptul ca fibroblastii
constituie o componenta majora celularda a fibroamelor care poate fi identificatd prin
imunohistochimie de rutind si sortarea celulelor [64, 65] si este incd in dezbatere si
cercetare In numeroase centre universitare din lume. Celulele musculare netede uterine si,
de asemenea, celulele fibroblast like ale stromei endometriale au origine comuna, in
celulele mezenchimale nediferentiate [66]. Aceasta teorie etiopatogenica, a celulelor stem,
sustine ca celulele mezenchimale nediferentiate influentate de diversi factori si aflate sub o
conditionare genetica vor forma la nivelul miometrului progenitori ai fibromatozei. Acesti
progenitori vor creste apoi in perioada de activitate ovariana sub influenta estrogenului si a

progesteronului [67, 68].

Factorii genetici au fost incriminati de la inceput in etiologia fibromatozei uterine.
Cercetarile din ultimele decenii au demonstrat cd anomaliile cromozomiale pot fi
responsabile pentru initierea, precum si pentru cresterea acestor tumori uterine benigne.
Desi majoritatea leilomioamelor uterine au un cariotip normal, studiile genetice sugereaza
cad 50% din aceste tumori poartd anomalii cromozomiale [94]. Folosind secventierea
intregului exon sau a intregului genom (,,whole-exome, whole-genome sequencing”) in
leiomiomul uterin au fost identificate mai multe tipuri de modificari cromozomiale si, in
functie de acestea, s-a incercat impartirea in mai multe subgrupe a fibroamelor sugerandu-
se chiar ca aceste subgrupe ar avea mecanisme de initiere a procesului patologic diferite.
Principalele anomalii genetice care determina aparitia fibromului uterin au fost impdrtite n
4 subgrupe mari: mutatiile la nivelul subunitatii 12 a complexului mediator de transcriptie
MED12, translocatii la nivelul HMGA2 (,,high mobility group AT-hook 2”), mutatiile
genei FH (fumarat hidrataza), deletii la nivelul genelor care codifica sinteza de colagen
(COL4A5-COL4AG) [95].

Factorii hormonali sunt extrem de importanti, fibromul uterin fiind detectat in mod
exceptional Tnaintea menarhai si involuand, in general, la menopauza. Fibroamele apar la
20 — 25% dintre femei si la aproximativ 40-50% dintre femeile peste 45 de ani care mai
prezintd menstruatie [1]. ,,Climatul hiperestrogenic”, speculat inca din 1933 de catre J. T.
Witherspoon nu reprezintd totusi o regula, dimpotriva, hiperestrogenemia este intalnita
doar in 10 — 20% din cazurile de leiomiom uterin [13]. Progesteronul plasmatic se reduce

sub 10 ng/ml doar in 25% din, cazuri, raportul E/P este semnificativ crescut numai in 10%
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din cazuri [148]. Estrogenemia nu constituie asadar un inductor primordial, fiind
cvasinormald la circa 80% din femeile cu fibromiom uterin, dupa varsta de 38-40 ani
[149]! Mai degraba ea reprezintd un mediu propice pentru activitatea altor factori, un fel de
promotor al conditiilor care faciliteaza hiperplazia endometriala si hipertrofia benignd de
miometru. Estrogenul contribuie la formarea si proliferarea leiomiomului pe calea
receptorilor nucleari, prin transcriptia aberantd de gene, respectiv, prin activarea aberanta a
semnalizarii celulare, supresia apoptozei si generarea/supraexpresia de factori de crestere
pe calea receptorilor membranari [167]. Perturbarea echilibrului fin dintre estrogen si
progesteron poate sa duca la anomalii de functionare a retelelor complicate de semnalizare
celulard si poate sa determine modificarea fenotipicd a unor celule stem cu aparitia
precursorilor leiomiomului. Actiunea in aval, cum am vazut, prin intermediul factorilor de
crestere si vasculari, prin modificarea expresiei anumitor protein-kinaze sau receptori si
prin inhibarea apoptozei duce la mitoza acestor celule modificate dar si la sinteza excesiva

de ECM si, implicit, la cresterea in dimensiuni a acestor formatiuni tumorale.

Diverse studii au aratat ca o multitudine de factori de crestere (Growth Factors)
sunt direct implicati in procesul de tumorigenezd cu rol in aparitia, supravietuirea si
proliferarea celulelor leiomiomatoase. Cei mai importanti sunt TGF-f, bFGF, EGF, VEGF,
PDGF, IGF [181, 182]. Dintre acestia un rol major par a juca TGF-B, bFGF si VEGF.
TGF-B are un efect proliferativ si de crestere a metabolismului si stimuleaza dezvoltarea
matricei extracelulare (ECM) [195,196]. TGF-p scade, de asemenea, receptivitatea
endometrului uman prin scaderea expresiei receptorilor BMP fiind raspunzator pentru o
parte din cazurile de infertilitate Inregistrate la pacientele cu fibromatoza [202]. VEGF, sub
controlul estrogenului, induce proliferarea celulelor endoteliale, promoveaza migratia
celulara si inhiba apoptoza [214]. De asemenea, a fost demonstrat experimental rolul
mitogen al bFGF, rolul in controlul angiogenezei si in sinteza unor enzime (colagenaze sau

activatorul plasminogenului) ce remodeleaza matrixul extracelular [186, 231].

Citokinele influenteaza si ele angiogeneza, inflamatia si remodelarea tisulara si
astfel intervin in augmentarea simptomatologiei tipice din fibromul uterin [238].
Principalele citokine care intervin in etiopatogenia fibromului si 1n aparitia
simptomatologiei cum ar fi durerea, metroragia si infertilitatea sunt: IL-1, IL-6, IL-11, IL-
13, IL-15, IFN-y, TNF-a [239]. TNF-a este una din principalele citokine care actioneaza
la nivelul miometrului. TNF-a este un important reglator al expresiei unor gene

determinidnd proliferare celulara si, In ciuda proprietatilor antineoplazice, nivelurile
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ridicate de TNFa nu sunt intotdeauna capabile sa distruga toate celulele anormale [241].
Menstruatia, infectiile, leziunile mecanice si stresul oxidativ pot fi cauzele inflamatiei in
uter. Miofibroblastele produc ECM ca raspuns la influenta diferitelor citokine si a
factorilor de crestere. Procesul poate fi reparator in conditii normale insd in cazul pierderii
mecanismelor de reglare apar proliferare celulara accentuata, sinteza de ECM 1n exces,
angiogeneza, fenomene care duc la aparitia tumorilor [243, 244]. TNFo are un rol
important in reglarea apoptozei in celulele leiomiomului [245, 246]. Deci TNFa este o
citokina cu roluri multiple, implicatd in etiologia fibromatozei dar in egald masura in
infertilitate, Tn fenomene precum apoptoza trofoblastului, nidatie sau receptivitatea

endometrului [253].

Leiomiomul este format din celule musculare netede transformate si o matrice
extracelulara (ECM) abundentd, rezultatd prin acumulare in special de colagen modificat
si cantititi diferite de glicozaminoglicani. In compozitia ECM mai intrd: Fibronectina,
Fibulina, TGIF, Laminine, Metaloproteinaze (MMP) [263]. O intelegere completa a rolului
proteinelor ECM, 1n special a colagenului si a efectului acestora asupra cresterii si
dezvoltarii fibroamelor trebuie sa ia in considerare procesul de mecanotransductie, un
sistem dinamic prin care fortele mecanice initiazd semnalizarea chimicd in interiorul
celulelor [264]. ECM este capabila sa initieze procesul de mecanotransductie si serveste ca
rezervor pentru proteine, factori de crestere si citokine. S-a sugerat ca prin aceasta mecano-
transductie se transferd semnale de la nivel extracelular in intreaga celula mai rapid decat
prin sistemul bazat pe difuzia substantelor chimice [264, 265]. Fibroza apare atunci cand o
hiperproductie de colagen va duce, in lipsa unei remodeldri adecvate prin proteoliza, la
acumulare de ECM si prin rigidizarea acesteia, in final, la o modificare a micro-mediului
extracelular. Aceasta rigidizare Intretine prin mecano-transductie in continuare procese ce
se amplificd in cascada de depunere de matrix si inhibarea remodelarii [266]. Cercetari
recente au ardtat cda MMP (metaloproteinazele) nu sunt doar niste proteaze cu rol in
degradarea ECM ci au functii complexe In migrarea celulelor, cresterea, diferentierea,
apoptoza celulara, precum si in angiogeneza si controlul raspunsurilor inflamatorii [279].
Unele MMP au efect profibrotic, altele pot influenta eliberarea sau activarea unor Growth
factors sau citokine cum ar fi: EGF, VEGF, FGF, TGFp sau IFNa [280, 281]. MMP au
efect mitogen indirect prin eliberarea prin proteoliza a FGF si TGFf de la nivelul ECM sau

efect antiapoptotic prin proteoliza unor molecule cu rol in semnalizarea celulard [282,



283]. MMP2 actioneazd ca proteazd pe fibronectind, laminind, gelatind si asupra

colagenului tip I, IV, V, VII, X si XI dar are si rol antiapoptotic si angiogenetic [284, 285].

Modificarile epigenetice se referd la acele modificari intracelulare mostenite sau
dobandite care nu implicd modificari ale secventei de ADN. Primele idei despre
mecanismele de naturd epigenetica au aparut n anii '80. Cele mai multe aratau modificari
chimice ale proteinelor implicate in impachetarea ADN-ului [299]. Unele dintre aceste
marcaje sau etichete chimice favorizeaza activitatea genelor, adicd permit producerea
proteinei corespunzatoare unei gene, in timp ce altele au efectul opus, dezactivand gena
respectivd. Cele mai frecvente mecanisme epigenetice implicate 1n etiopatogeneza
fibromatozei uterine, asa cum reiese din diverse studii recente, sunt: metilarea ADN-ului,
expresia aberanta a micro ARN (miARN) si modificarea histonelor [303]. Prin aceste
mecanisme gena nu poate fi activata si este considerata a fi redusa la ticere (procesul de
,silencing”) [301]. In procesul de ,,silencing” expresia unei gene este redusi, in timp ce in
procesul de ,,knock-down”, gena este complet stearsd din genomul organismului, ambele
fenomene sunt studiate si intens folosite In experimente pe modele animale, pentru a
intelege determinismul genetic al unor boli si pentru a dezvolta noi metode terapeutice

[302].

Am incheiat capitolul 1 cu ideea ca, asa cum ne asteptam, nu am identificat in
literatura de specialitate ,,cauza precisi” a aparitiei fibromului uterin. In biologie si
medicina rareori avem parte de solutii matematice, totul fiind intr-o dinamica permanenta.
In mod evident, mecanismele epigenetice sunt interconectate cu cele de determinism pur
genetic si, de asemenea, cu functia hormonilor sexuali, a Growth Factors, a Citokinelor si a
ECM intr-o foarte complexd masindrie celulard. Oricare nivel al acestui sistem complex
poate fi vulnerabil ducand la aparitia diverselor boli.

lata ca ideea veche a parintelui anatomiei patologiei moderne si autorul celebrului
dicton ,,omnis cellula e cellula”, Rudolf Virchow, prin care toate bolile sunt explicate de
un dezechilibru la nivel celular se dovedeste a fi nu doar inspiratd ci si extrem de

adevarata, 165 de ani mai tarziu !

In capitolul 2 - ,,Clasificarea histopatologici a fibromului uterin” am prezentat
cea mai recentd clasificare ICD (,,International Classification of Diseases”) a ,,WHO” a
celor 12 tipuri histopatologice de fibrom uterin, descrise recent, in plus fata de leiomiomul

clasic (Tabel 2.1). Unele dintre aceste forme histopatologice mai rare, cum ar fi
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leiomiomul celular, leiomiomul mitotic activ sau cel mixoid, impun diagnosticul diferential
prin imunohistochimie cu sarcomul stromal, leiomiosarcomul sau chiar cu tumorile
ovariene. Le-am intdlnit si noi in cercetarea histologica efectuata si le-am exemplificat cu
imagini din histoteca studiului in partea speciald a tezei. De asemenea leiomiomul
apoplectic trebuie diferentiat de o tumora STUMP (,,smooth muscle tumors with uncertain
malignant potential”) sau o tumora MSMT (,,malignant smooth muscle tumors”) iar

leiomiomul epiteloid de tumorile PEComas (,,uterine perivascular epithelioid cell tumors™).

Fibromatoza uterina difuzi, frecvent Intdlnitd, asociatd sau nu cu leiomiomul
clasic, este caracterizatd prin prezenta a multipli noduli leiomiomatosi microscopici,
confluati sau bine delimitati, disparati in intregul miometru. La examinarea macroscopica
uterul este de obicei marit simetric datoritd inlocuirii aproape complete a miometrului
normal [352]. La examenul microscopic nodulii sunt compusi din fascicule compacte si
manunchiuri de celule musculare netede cu aspect benign [353]. Etiopatogenia acestui tip
de fibromatoza difuza nu este inca stabilitd cu exactitate. Asa cum fibromul uterin clasic
este acceptat ca fiind o tumord benignd monoclonald, in fibromatoza uterind difuza
etiopatogenia si aspectele de morfopatologie sunt mai putin clare si aflate inca in dezbatere
si in proiecte de cercetare in numeroase centre din lume. In cadrul unui astfel de studiu
Baschinsky si colaboratorii au raportat ca diverse ,,Site-uri” tumorale din leiomiomatoza
uterind difuza au origine clonala diferita, iar acest lucru sustine originea independenta a

clonelor neoplastice [355, 356].

in capitolul 3 - ,,Jonctiunea mio-endometriali si influenta fibromatozei asupra
endometrului”, am prezentat interdependenta dintre miometru si endometru precum si
rolul functional al jonctiunii mio-endometriale. In plus, am prezentat implicatiile
fibromatozei in calitatea endometrului si implicit in fertilitate.Tocci si colaboratorii, au
propus in 2008, in teoria lor, ca ,boala de intrerupere a unitatii functionale a zonei de
jonctiune dintre endometru si miometru” sd fie consideratd o entitate noud si distincta,
exprimatd in principal printr-o Ingrosare patologicd a miometrului subendometrial, adica

posibilul loc de origine al fibroamelor submucoase si intramurale [376].

In prezent nu este clar stabilit modul in care fibromatoza influenteazi endometrul si
mediul subendometrial sau mai bine zis mecanismele implicate sunt multiple si foarte
complexe. In primul rand a fost mentionat si demonstrat, in unele studii, factorul mecanic,

fibromul uterin distorsioneaza cavitatea uterina si implicit endometrul. Fibromul mai ales
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cel submucos poate bloca ostiumul tubar sau poate exercita efect compresiv asupra
embrionului Tncd de la inceputul sarcinii. Fibromul submucos altereaza, de asemenea,
receptivitatea endometrului, de obicei printr-o decidualizare deficitara si prin eliberarea
unor factori care intretin infamatia locald [376]. Numeroase alte studii au demonstrat ca
inflamatia locald, prin citokine in concentratii mari, creazd un mediu ostil la nivelul
endometrului ce poate afecta motilitatea spermatozoizilor si nidatia [396, 400]. TNFa, o
citokina asociata initial doar inflamatiei, se gaseste de-a lungul intregului tract reproductiv
feminin, diverse cercetari demonstrand rolul foarte important pe care aceasta il are in
procesele autocrine si paracrine esentiale pentru reproducere, cum ar fi dezvoltarea
gametilor si a foliculilor, steroidogeneza, ciclicitatea endometrului [394, 395]. Donna C.
Sinclair si colaboratorii au demonstrat cd TGF-B3 secretat de leiomiom induce rezistenta
BMP-2 (bone morphogenetic protein 2) in endometru, un factor vital in procesul de
nidatie, prin down-reglarea receptorului specific, BMPR-2, provocand probabil o
decidualizare incompletd si implicit determinand infertilitate. TGF-B3 reduce, de
asemenea, expresia PAI-1, ATIII si a trombomodulinei in endometru, contribuind la o
sangerare prelungita [401]. Vascularizatia locala modificatd de procesul de fibromatoza
uterind datorita expresiei anormale a factorilor angiogeni, cum ar fi VEGF, FGFb si PDGF,

are un rol important in infertilitate, cu o rata de implantare redusa la aceste paciente [402].

Afectarea fluxului microvascular determind atrofie endometriald si scaderea calitatii
endometrului iar prin activarea anormala a citokinelor si chemokinelor locale, se pare ca
are un rol major si in patogeneza leiomioamelor uterine. Astfel, se intretin mecanisme in
cerc vicios: fibromul influenteazd endometrul, cu fenomene ischemice si inflamatorii
subsecvente, iar endometrul, la randul sau, prin reactiile de reparatie stromala elibereaza
factori de crestere care promoveazad in continuare cresterea si multiplicarea leiomioamelor

uterine [403].

Efectul fibromatozei asupra endometrului si implicit asupra fertilitatii a constituit si
una din directiile majore de cercetare ale tezei de fata iar rezultatele cercetarii noastre sunt

prezentate in capitolul 8.

In finalul partii generale, in cadrul capitolului 4, am prezentat ,,Tratamentul
fibromului uterin, intre clasic si modern”, insistind asupra metodelor terapeutice
moderne, unele aflate inca in stadiu de cercetare dar care se pare ca tintesc destul de precis

diverse mecanisme etiopatogenice responsabile de aparitia acestei tumori uterine. Sigur,
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am trecut in revistd, pe scurt, tratamentul chirurgical aflat si el In progres in ultima

perioada, cu diverse metode prin abord clasic, laparoscopic sau robotic.

Tratamentul alternativ minim invaziv se referd la optiuni terapeutice moderne
(non-chirugicale) precum: embolizarea arterei uterine, ocluzia laparoscopica a arterei
uterine, ablatia fibromului cu ultrasunete de intensitate inalta (HIFU), ablatia fibromului

prin radio-frecventa ghidata cu o sonda de ultrasunete (Sistem VizAblate) [407, 412, 413].

Tratamentul medicamentos l-am sistematizat in simptomatic si etiologic.
Tratamentul simptomatic presupune folosirea diverselor terapii medicamentoase cu scopul
de a ameliora simptomele precum sangerarea si durerea, fiind reprezentat de:
antiinflamatoare nesteroidiene, acid tranexamic, contraceptive orale combinate,
progestative si dispozitivul intrauterin cu eliberare de levonogestrel [405, 406].
Tratamentul etiologic se referda la diverse terapii medicamentoase ce actioneaza asupra
etiologiei implicate in producerea si cresterea leiomioamelor uterine, cum ar fi: SERM,
SPRM, Danazolul, agonistii sau antagonistii de GnRh. In momentul de fati se exploreazi
noi strategii teraputice in tratamentul leiomioamelor care sa intercepteze factorii de
crestere, CK sau diverse enzime de la nivelul ECM. Cei mai studiati factori de crestere
sunt EGF, PDGF, TGF-b, IGF-1, activina si miostatina. Pana in prezent blocantul selectiv
EGF-R (AG1478), inhibitorul EGF-R (TKS050) si inhibitorul kinazei TGF-bR (SB-
525334) au aratat efecte favorabile, sunt insd necesare mai multe studii cu privire la rolul
lor terapeutic [195]. Aici speram si noi sd ne situdm cu studiul nostru sau macar sa

deschidem un drum pentru cercetari suplimentare viitoare.

De asemenea terapia genetica care vizeazd receptorii de estrogen ar putea

reprezenta o strategie interesantd de viitor in managementul terapeutic al leiomioamelor

[426, 427].
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CONTRIBUTII PERSONALE

In partea speciald a tezei, de contributii personale, am prezentat in capitolul 5,
ipoteza de lucru si obiectivele generale, in capitolul 6 - metodologia generald a cercetarii

apoi 1n capitolele 7, 8 si 9, cele trei studii care au reiesit din cercetarea noastra:

e 7. Fibromul si fibromatoza uterina difuza - doua entitati diferite, studiu clinic,
statistic si histopatologic;

e 8. Influentele fibromatozei uterine asupra endometrului si fertilitatii - studiu clinic,
statistic si histopatologic;

e 9. Fibromul uterin si fibromatoza difuza - studiu comparativ imunohistochimic.

Ipoteza initiala de cercetare (capitolul 5) si ideea centrald a tezei este ca fibromul
uterin si fibromatoza uterina difuza sunt doua entitati patologice care, desi seamana foarte
mult, sunt diferite! Ele sunt diferite nu atat ca simptomatologie Ci ca aspect macroscopic al
uterului, dimensiuni, vascularizatie, aspect histologic dar mai ales prin calitatea diferitd a
endometrului, in opinia noastra, cu diferente majore care decurg de aici In ceea ce priveste
fertilitatea pacientelor. Aceastd ipotezd de lucru a reiesit din practica ginecologica
obisnuita, clinica si chirugicald. Am constatat de-a lungul timpului doud tipologii ale
acestei boli: fibromul uterin evidentiabil clinic, imagistic, intraoperator si bineinteles,
histopatologic. Unic sau multiplu, cu diverse dimensiuni sau pozitii in raport cu miometrul,
fibromul este bine delimitat, in general avand o capsuld sau o pseudocapsula care il
delimiteazd fatd de miometrul inconjurdtor, cu vascularizatie accentuata periferic si
hiperplazie endometriald mai ales in zona cavitara supraiacentd fibromului submucos
[373]. Simptomatologia este dependentd, conform unor studii precedente, de numar,
dimensiuni si pozitia fibroamelor. Aceste paciente reusesc sa obtind insa sarcini si pare ca
interventia chirurgicald conservatoare (miomectomia sau miometrectomia) rezolva nu doar

simptomatologia ci, de cele mai multe ori, imbundtiteste foarte mult si fertilitatea.

Pe de altd parte, in cazul fibromatozei uterine difuze, nu gasim leiomioame
evidentiabile preoperator sau intraoperator. Ele sunt vizibile microscopic. ,,Pattern-ul” pare
diferit, apare o fibroza difuza, generalizata, a miometrului. Acesta e mai rigid, uterul in

general are dimensiuni mai mici decat In prima categorie, vascularizatia studiatd in mod
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Doppler este mai scazutd in zona jonctiunii endo-miometriale si de cele mai multe ori
endometrul este mai subtire, cu tendinte chiar spre atrofie [371]. Pacientele cu fibromatoza
difuza au, In mod logic, mai putine simptome legate de volumul uterului dar prezintd mai
frecvent sangerari cronice care de cele mai multe ori nu raspund la tratamentul
medicamentos si pare c¢d au o ratd mai mare de infertilitate printr-un endometru nefavorabil

implantarii sau mentinerii unei sarcini.
Obiectivele generale ale studiului nostru au fost:

1.Comparatia intre cele doua loturi in ceea ce priveste parametrii epidemiologici, clinici si
operatori.

2.Implicatia unor factori de risc (cum ar fi: varsta, obezitatea, fumatul, DZ, HTA,
consumul de COC, paritatea, menopauza) in etiologia fibromului, analiza comparativa cu
un lot martor.

3.Corelarea statisticd a datelor morfopatologice, cum ar fi parametrii ce caracterizeaza
fibromul (numar, dimensiuni, pozitie), pe de-o parte si pe de altd parte, aspectul
endometrului, cu parametrii de fertilitate cum ar fi numarul de sarcini oprite in evolutie,
numar de avorturi spontane, rata de fertilitate, rata de sarcini oprite in evolutie, anii de
sterilitate sau numadrul de nasteri premature.

4.Observarea caracteristicilor histologice ale miometrului si endometrului la pacientele cu
fibrom uterin unic sau multiplu — bine delimitat, respectiv in fibromatoza uterina difuza.
5.Studiul imunohistochimic al unor factori implicati in etiopatogenia fibromului uterin dar
si in functia endometriald — comparativ intre cele doua loturi.

6.Implementarea de metode moderne de diagnostic prin imunohistochimie.

7.Stabilirea unei strategii terapeutice in cadrul modificarilor fluxului menstrual si a

fertilitatii la pacientele cu patologie fibromatoasa coexistenta.

Metodologia generala a cercetarii a fost detaliata in capitolul 6.

Cercetarea s-a facut in cadrul unui studiu de cohorta, prospectiv, desfasurat in
clinica universitard de obstetricd si ginecologie a Spitalului Clinic de Urgentd ,,Sfantul
Pantelimon” din Bucuresti. A fost un studiu vast, intins pe 5 ani, intre 2015 s1 2019 si care
a reusit sa Tnroleze 480 de paciente cu fibrom uterin, recrutate conform unor criterii stricte,

din 28809 paciente internate in clinica 1n acest interval. Pacientele cu diagnosticul de
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fibrom/fibromatoza au fost impartite in doud loturi: Lotul A - cele cu fibrom uterin bine

delimitat, unic sau multiplu si lotul B - pacientele cu fibromatoza uterina difuzd. Toate

pacientele au avut indicatie de tratament chirurgical, asta ne-a permis ca pe langa studiul

clinic si statistic sa completdim cercetarea noastra si cu date histopatologice si de

imunohistochimie.

6.1.Criteriile de includere in studiu au fost:

paciente cu diagnosticul de fibrom sau fibromatoza difuza clar stabilit clinic si
imagistic;

paciente cu simptomatologie severa: metroragie, sindrom anemic, durere
abdominala severa sau cronica, tulburari de dinamica urinara sau sexuala, tulburari
de fertilitate;

pacientele cu simptomatologie moderatd dar neamelioratd sub tratament
medicamentos cronic si care au consimtit interventia chirurgicala,

pentru o mai buna uniformitate a obtinerii datelor histologice, in special a celor care
au analizat endometrul, toate pacientele incluse in studiu au fost in faza secretorie

timpurie sau medie cu exceptia celor aflate in menopauza.

6.2.Criteriile de excludere au fost:

hiperplazia endometriald, adenomioza si endometrioza diagnosticate anterior;
neoplaziile de col, corp uterin sau endometru au fost excluse, acestea avand
protocoale de management terapeutic complet diferit fatd de fibromatoza uterina;
pacientele aflate recent sub tratament cu COC, progesteron sau agonisti de GnRh
(mai recent de 2 luni);

au mai fost excluse, pentru o comparatiec mai corectd a celor douad cohorte,
pacientele la care examenul final histopatologic, obtinut postoperator (prin
histerectomie, miomectomie sau, in cateva cazuri, prin miometrectomie) a aratat un

aspect mixt cu fibrom uterin bine delimitat dar si fibromatoza uterind difuza.

Mentionam ca loturile noastre au fost obtinute aplicind cu strictete criteriile de

includere si de excludere, numarul total de paciente cu fibrom precum si numarul total de

histerectomii in clinica fiind evident mult mai mare in acest interval de timp de 5 ani, asa

cum se va vedea In continuare.
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In functic de aspectul uterului intra si postoperator si mai ales pe baza
diagnosticului  final histopatologic s-a facut reincadrarea pacientei in cohorta
corespunzatoare atunci cand diagnosticul ecografic initial nu a fost concordant cu
realitatea. Toate pacientele au avut indicatie de tratament chirurgical, asta ne-a permis ca
pe langa studiul clinic si statistic sd completdm cercetarea noastrd si cu date

histopatologice si de imunohistochimie.

De asemenea, in plus, s-a constituit un Lot M (martor) din 180 de paciente cu alte
diagnostice de internare si care a fost folosit pentru anumite comparatii statistice in vederea

aprecierii importantei factorilor de risc.

6.3. Pe langa criteriile de selectie a celor trei cohorte, am stabilit o metodologie generala
standardizatd care ne-a permis sd urmarim, prospectiv, un numar foarte mare de date. Au

fost constituite:

6.3.1. Un caiet general de paciente in care am inregistrat pacientele selectate cu datele de
identificare: numar de ordine, nume si prenume pacientd, numarul fisei de observatie (FO),

data interndrii si externdrii, data operatiei.

6.3.2. Dosarul de studiu al pacientei - pentru fiecare pacienta inrolata in studiu s-a
constituit un dosar ce a cuprins: o fisa de studiu a pacientei (model atasat in capitolul
Anexe al tezei) cu date extensive: date personale, date clinice si paraclinice din FO,
stabilirea diagnosticului si a indicatiei operatorii; tipul operatiei, protocolul operator
folosit, durata operatiei, durata spitalizarii, sngerare intraoperatorie, alte complicatii etc.
De asemenea am adaugat rezultate si imagini de ecografie sau de CT/RMN, acolo unde a
fost cazul si imagini intraoperatorii sau realizate imediat postoperator prin sectionarea
pieselor. Ulterior am completat acest dosar cu rezultatele histopatologice si de

imunohistochimie pentru fiecare pacienta inclusd in studiu.

6.3.3. Consitamantul informat: inaintea includerii in studiu pacientele au fost informate,
impreund cu medicul curant, despre metodologia studiului, probele biologice care vor fi
recoltate si tratamentul indicat. Fiecare pacientd a semnat consimtdmantul informat,
respectandu-se conditiile de etica medicala si eticd a cercetarii, acesta se regaseste in

dosarul de studiu.
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6.3.4. inregistrarea in baza de date: Dupi ce am verificat daci pacienta indeplineste
criteriile de includere in studiu, am completat fisa de studiu a pacientei. Aceasta a fost
prelucrata ulterior pentru inregistrarea in baza de date a studiului si eliberarea dosarului de
studiu a pacientei. Cu aceasta ocazie s-a eliberat si eticheta speciala a studiului cu numele
bolnavei si numarul de inregistrare in studiu, care a insotit atdt dosarul de studiu cat si
probele biologice recoltate de la pacienta respectiva. Baza de date alcatuitd in Microsoft
Excel ( inclus in licenta Office 2019) a fost alcatuitd din fisiere separate pentru Loturile A

si B, respectiv pentru Lotul M (martor).

Au fost analizate si monitorizate in timp, comparativ pentru cele doud loturi A si B,
53 de parametri la fiecare pacientd, impartiti in 6 categorii, incepand cu parametri
epidemiologici si anamnestici clasici (varsta, greutate, BMI, HTA, fumat, DZ, afectiuni
tiroidiene, COC, dislipidemie, obezitate, anemie, nasteri, avorturi, menarha, menopauza,
timp de la ultima nastere, varsta la prima sarcind), continuand apoi cu parametri clinici sau
paraclinici (durere, dispareunie, metroragii, plenitudine, incontinenta urinara) sau legati de
fertilitate (nasteri, sarcini oprite in evolutie, rata de pierdere recurentd de sarcind, rata de
avort spontan, nasteri premature, sterilitate-ani, sarcini oprite in evolutie), pana la
parametri intraoperatori (durata operatiei, pierdere sange, drenaj pelvin, necesarul de
transfuzie sangvind), parametri ce caracterizeaza fibromul (numar, pozitie, dimensiuni) sau

histopatologici (aspectul miometrului, aspectul endometrului, alte asocieri histopatologice).

6.3.5. Analiza statistica.

Datele au fost prelucrate cu ajutorul Microsoft Office Excel 2019, analiza statistica
a fost efectuatd in programul SPSS-v26, semnificatia statisticd fiind consideratd la o
valoare p<0,05. Pentru compararea variabilelor de tip numeric am folosit testul T Student
si testul ANOVA sau testul Kruskal - Wallis, iar pentru compararea variabilelor calitative
testul Fisher. Testul Hi-patrat a fost utilizat pentru stabilirea reprezentativitatii
esantionului. Relatiile dintre anumiti parametri au fost evaluate cu ajutorul testelor de
corelatie: metoda Pearson pentru variabilele continue, cu distributie normald, metoda
Spearman pentru variabilele ordinale, cu distributie anormald sau cu ajutorul calcularii
coficientului de corelatie Kendall. Pentru verificarea suplimentard a corectitudinii

corelatiilor am folosit testul Likelihood ratio.
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Variabilele calitative au fost analizate atat ca frecvente absolute cat si ca frecvente
relative. Variabilele cantitative au fost analizate din punct de vedere al distributiei. In cazul
distributiei gaussiene s-au calculat indicatorii de tendinta centrald (media) si de dispersie
(deviatia standard). In cazul variabilelor care au distributie non-gaussiana s-au analizat, de
asemenea, indicatorii de tendinta centrala (mediana, percentila 50) si de dispersie (valoarea

minima, maxima, percentila 25 si percentila 75).

Prin regresie logistici am determinat parametrii independent corelati cu prezenta
anumitor simptome. De asemenea, am mai folosit testul nonparametric al ipotezei nule, U
test sau testul Mann-Whitney pentru aprecierea relatiei dintre anumiti parametri selectati
aleatoriu din cele doud populatii si testul Wald cu ajutorul caruia am evaluat constrangerile

asupra parametrilor statistici folositi.

Sigur cd analiza statistica, histopatologicd si imunohistochimica a fost condusa
plecand de la obiectivele generale ale studiului si cd am Incercat sd ne focusam doar pe
acele corelatii semnificative din punct de vedere al temei de cercetare propusa. Avand o
bazd de date foarte vastd cu mulfi parametri monitorizati pe parcursul a 5 ani am Tmpartit
cercetarea noastrd, pentru o mai bund claritate, In trei studii asa cum vom detalia in

paginile urmatoare, in capitolele 7, 8 s1 9.

7. Fibromul si Fibromatoza uterina difuza doua entitati diferite —

studiu clinic, statistic si histopatologic

7.1. Introducere

In cadrul acestui prim studiu am verificat principala ipotezi si ideea centrali a tezei
st anume cd fibromul uterin si fibromatoza uterind difuza sunt doua entitati patologice
diferite din punct de vedere al aspectului macroscopic si microscopic dar mai ales In ceea
ce priveste implicatia diferita a unor factori de risc si a unor mecanisme patogenice
probabil diferite. Subsecvent am cercetat si ipoteza unui comportament diferit in ceea ce
priveste simptomatologia si corelatiile acesteia cu parametrii fibromului si cu parametrii

operatori.

19



7.2. Material si metoda

Material: Am folosit cele doud loturi: lotul A—paciente cu fibrom uterin bine
delimitat si lotul B—paciente cu fibromatoza difuza, incluse in studiu, precum si un lot M
(Martor) format din paciente internate cu alte patologii, in vederea aprecierii impactului

unor factori de risc.

in cadrul acestui prim studiu ne-am propus si am realizat:

1. Comparatie intre cele doua loturi in ceea ce priveste parametrii epidemiologici, clinici si
operatori.

2. Implicatia unor factori de risc (menarha precoce, menopauza tardiva, gradul de paritate,
diabetul zaharat, obezitatea, fumatul, consumul de COC, AHC) in etiologia fibromului sau
fibromatozei difuze, analiza comparativa cu un lot martor.

3. Corelarea statistica a datelor morfopatologice ce caracterizeaza fibromul (dimensiuni,
numdr, pozitie) cu simptomatologia (durerea, dispareunia, metroragia) dar si cu parametrii
operatori ( durata operatiei, durata spitalizarii, volumul de singe aspirat intraoperator,
volumul drenajului postoperator sau necesarul transfuzional).

4. Observarea caracteristicilor histologice ale miometrului la pacientele cu fibrom uterin
unic sau multiplu - bine delimitat, respectiv in fibromatoza uterina difuza.

5. Analiza altor asocieri histopatologice.

6. Prezentarea unor cazuri particulare de fibrom uterin.

Metoda: Cercetarea a avut la baza un protocol standardizat de cercetare pentru
fiecare pacientd inclusd in studiu, care a cuprins 3 etape: l.recoltarea si prelucrarea
probelor tisulare; 2.diagnosticul histopatologic; 3.interpretarea si analiza statisticd a

rezultatelor.

Dupa includere in formol 10%, piesa a fost examinata pentru diagnostic si includere
in studiu. Recoltarea de tesut uterin in cadrul studiul nostru s-a realizat in conditii
metodologice identice: medicul anatomopatolog a recoltat 2 fragmente biopsice, de minim
15x10 mm fiecare, de calitate egala (dimensiune, viabilitate) din zona de leiomiom evident
sau din zona de fibromatoza difuza, avand grija ca piesele respective sa cuprinda atat

miometru dar si endometrul subiacent, respectiv din zone de miometru indemn — pentru
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stabilirea lotului de control ( atunci cand a existat miometru indemn in uterul respectiv!).
Piesele au fost fixate In blocuri de parafina in conditii identice, apoi au fost etichetate si
pastrate separat fatd de blocurile realizate in mod obisnuit de catre departamentul de

anatomie patologica, intr-o biobanca a studiului.

Din punct de vedere macroscopic, dupd includerea pieselor in solutie de formol
10%, s-au realizat imagini cu sectiunile si aspectele macroscopice ale uterului care au fost
stocate Intr-o baza de date electronica si s-a decis incadrarea cazului in lotul A sau lotul B.
Apoi pentru fiecare piesa (din lotul A) studiatd au fost notate numarul, dimensiunea si
pozitia nodulilor fibromatosi, parametrii ce au fost inclusi in baza de date si analizati
statistic ulterior.

Din punct de vedere microscopic, pe masura includerii in studiu a cazurilor, s-a
efectuat de catre medicul anatomopatolog evaluarea existentei de material histologic
suficient si de buna calitate in blocurile de parafind corespunzatoare. Din aceste blocuri s-
au efectuat sectiuni de 5 microni grosime care au fost etalate pe lame. Dupa coloratiile

standard cu Hematoxilina Eozina, impreunad cu medicul Anatomopatolog, am urmarit:

-aspectul celulelor miometriale
-aspectul celulelor stromale
-aspectul vascularizatiei — numar, forma, aspect, ramificatii, prezenta unor sufuziuni

sangvine, vase de neoformatie, densitate (numar vase/ unitatea de suprafatd).

7.4. Rezultate, discutii si concluzii

7.4.1.Date generale si epidemiologice.

Prevalenta generald, pe 5 ani, a diagnosticului de fibrom sau fibromatoza uterina, in
studiul nostru, a fost intre 26,12% si 32%, anual, din totalul cazurilor ginecologice
internate 1n clinica. Fibromul uterin a fost al doilea cel mai frecvent diagnostic dupa boala
inflamatorie pelvina. Am constatat ca un procent foarte mare din pacientele cu diagnosticul
de fibrom sau fibromatoza ajung la histerectomie, intre 30,3% si 41,05% anual!
Deasemenea, am descoperit ca din 1511 histerectomii realizate in clinica, in 5 ani, 1136 au

fost efectuate pentru fibrom uterin, ceea ce reprezintd un procent extrem de mare (75,18%).
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Dintre toate tipurile de histerectomie a fost preferatd histerectomia totala pe cale
abdominala clasicd (71,39%), celelalte tipuri (vaginald, laparoscopicad sau asistatd

laparoscopic) fiind in procente mult mai mici.

7.4.2.Analiza comparativa intre loturile A si B a parametrilor generali, a distributiei

pe grupe de varsta si a simptomatologiei.

Prin studiul parametrilor generali in cele doua loturi, am constatat diferente
semnificative statistic in ceea ce priveste: varsta - cu o medie mai ridicata, de 48,76 ani in
lotul B, fata de 46,74 ani, in lotul A; greutatea medie a pacientelor - cu o tendintd mai mare
la obezitate in lotul A; volumul mediu al uterului in lotul A aproape dublu fata de volumul
mediu corespunzator lotului B si repectiv cantitatea de sange aspirat intraoperator,
semnificativ mai mare in lotul A. Cea mai mare incidentd a diagnosticului a fost constatata
in grupa de varstd 40-49 de ani, in ambele loturi. Cu cat a fost mai inaintatd varsta
pacientelor am constatat o incidentd mai mare in lotul B, cu fibromatoza difuza, fara a avea

insd diferente semnificative statistic intre cele doua loturi.

In ceea ce priveste simptomatologia, analizand statistic, am obtinut diferente
semnificative pentru: dismenoree, senzatia de plenitudine si dispareunie, toate Intalnite mai

frecvent in lotul cu fibrom uterin bine delimitat (lotul A) !

Si in cazul bolilor asociate am intdlnit cateva diferente semnificative: anemia
asociatd, dislipidemia, tumorile ovariene sau diabetul zaharat au fost mai frecvente in lotul
B ! Interesant a fost si faptul ca, desi procentul de paciente cu metroragii a fost extrem de
asemanator in cele doud loturi, 74,7% in lotul A, respectiv 71,7% 1in lotul B (asa cum se
poate observa in tabelul 7.3.9), anemia cronica a fost prezenta intr-un procent mult mai
mare in lotul B ( tabelul 7.3.10), fenomen pe care nu l-am putut explica decat printr-0
sangerare cronica cu duratd mult mai mare in lotul B de paciente, chiar daca la internare

procentul de paciente cu metroragii a fost cvasi-identic in ambele loturi !

7.4.3.Analiza comparativa a factorilor de risc in raport cu lotul martor.

Prin cercetarea factorilor de risc si analizarea lor statistica in loturile A si B, comparativ cu

lotul M (martor) am obtinut rezultate interesante:
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Menarha precoce este factor de risc pentru pacientele din lotul A cu fibrom uterin,
nu si pentru pacientele din lotul B;

Varsta Tnaintatd la prima sarcina este mai importanta statistic pentru pacientele din
lotul B. Implicit, se remarcd procente net superioare cu cat creste varsta, in
»favoarea” pacientelor din lotul B, asa cum se observa in figura 7.3.7. Cu alte
cuvinte, existd si o tendintd de obtinere a sarcinii la varstd mai Tnaintatd pentru
pacientele cu fibromatoza uterina difuza.

Din punct de vedere al timpului scurs de la ultima sarcind am constatat diferente cu
semnificatie statisticd cu cat intervalul de timp a fost mai mare. In grupa 20-25 de
ani (de la ultima nastere) precum si In grupa de peste 25 ani au existat diferente
importante intre loturile A si M, precum si intre loturile B si M. Astfel a rezultat
foarte clar ca acest factor de risc este important pentru ambele loturi, A si B.

Gradul de paritate a fost, de asemenea, analizat statistic si am obtinut diferente
semnificative doar la gradul de paritate 0 adica la pacientele fara nasteri. Procentul
de paciente secundipare sau tertipare a fost foarte apropiat in cele trei loturi iar in
cazul gradului de paritate 4 sau 5 au existat diferente dar fara semnificatie statistica
(Fig. 7.3.9). Putem deci afirma, intr-o oarecare masura, cd paritatea de grad inalt
poate fi considerata un factor protectiv pentru aparitia fibromatozei, pacientele
multipare avand un comportament asemanator cu cele din grupul martor din acest
punct de vedere.

Nuliparitatea nu s-a dovedit a fi un factor de risc semnificativ statistic !

Am constatat diferente semnificative in ceea ce priveste asocierea cu diabetul
zaharat. Acesta a fost caracteristic si s-a dovedit a fi un factor de risc important
pentru pacientele din lotul B.

In cazul dislipidemiei, am obtinut semnificatie statistici prin comparatia cu lotul
martor pentru pacientele din lotul A dar si pentru cele din lotul B (tabel 7.3.15).
Procentul de paciente cu dislipidemia a fost in lotul B (33,3%) fata de lotul A
(29%) in timp ce in lotul M am intalnit un procent de 15,6%.

Hipertensiunea arteriala, desi frecvent intdlnita la pacientele noastre, nu s-a dovedit
a fi un factor de risc cu semnificatie statistica in nici un lot !

In cazul consumului de contraceptive orale combinate am analizat numarul de
paciente care au folosit aceste substante si timpul mediu de consum (exprimat in

ani) pentru fiecare lot in parte. S-au identificat diferente semnificative intre loturile
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A si B dar si intre A si M (tabelul 7.3.15). Rezultatele au demonstrat ca aceste
substante pot fi incadrate in gupul factorilor de risc pentru pacientele din lotul A.

La analizarea antecedentelor heredo-colaterale pozitive pentru fibrom sau
fibromatoza uterind, am obtinut, asa cum era de asteptat, rezultate semnificative

statistic pentru ambele loturi A si B, in raport cu lotul martor (tabelul 7.3.15).

7.4.4.Analiza statistica a corelatiilor dintre parametrii fibromului, simptomatologie si

parametrii operatori.

Analiza statistica a aratat cad volumul uterului influenteazd destul de uniform
durerea, in ambele loturi, cu cit volumul a fost mai mare cu atit numarul de
paciente care au descris durere cronica a fost mai mare iar punctajele din scala
durerii (o scald de autoapreciere a durerii folosita in studiu) au aratat o durere de
intensitate mai crescuta.

Am obtinut o corelatie semnificativa statistic intre volumul uterului si dispareunie
doar in cazul pacientelor din lotul A.

Desi incontinenta urinard a fost prezentd in procente aproape identice in cadrul
celor doua loturi, mai precis 16% din paciente in lotul A, respectiv 16,11% in lotul
B, volumul uterin s-a asociat statistic semnificativ cu incontinenta urinara doar
pentru pacientele cu fibromatoza difuza din lotul B.

Procentele de paciente cu metroragii au fost foarte mari in ambele loturi (74,66% in
lotul A, respectiv 71,1% in lotul B). Totusi la analiza statistica nu a rezultat ca
volumul uterului influenteaza semnificativ metroragia.

In ceea ce priveste asocierea dintre volumul uterin si parametrii operatori (durata
operatiei, durata spitalizarii, volumul sdngelui aspirat intraoperator sau al drenajului
pelvin inregistrat postoperator, necesarul transfuzional) nu au fost identificate
corelatii semnificative in nici un lot ! Am demonstrat cd acesti parametri operatori
nu au fost corelati semnnificativ nici cu parametrii fibromului analizati de noi

(numar, dimensiune, pozitie fibrom).

In cursul cercetarii, in lotul A, am identificat cateva corelatii semnificative statistic,
determinate de anumiti parametrii ai fibromului uterin, dupa cum urmeaza:
Diametrul maxim al fibromului intramural a influentat semnificativ durerea

cronicd. Diametrul maxim al fibromului intramural influenteaza durerea in ceea ce
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priveste numarul de paciente care prezintd acest simptom dar si intensitatea ei. Cu
cat diametrul este mai mare cu atat durerea este mai frecvent intalnitd iar
intensitatea ei, autoapreciata de paciente, este mai mare.

e De asemenea, am demonstrat o relatie de cauzalitate intre diametrul maxim al
fibromului submucos si metroragie, cum era de asteptat.

e Surprinzator oarecum, nu am gasit semnificatie statisticd in aprecierea relatiei de
cauzalitate dintre numarul de fibroame intramurale si durere sau metroragie.

e Similar, nu a existat relatie de cauzalitate semnificativa statistic nici intre numarul

de fibroame submucoase si metroragie !

7.4.5.Analiza comparativa histopatologica.

Din punct de vedere macroscopic s-au notat diferente ce tin de forma, dimensiuni,

aspect si uneori consistenta intre cazurile din loturile noastre A, respectiv B.

Uterul cu leiomiom evident, unic sau multiplu (lotul A), este mult marit de volum,
frecvent asimetric prin prezenta unor noduli fibromatosi care il deformeaza. Pe sectiune se
observa clar prezenta acestor macronoduli cu diverse pozitii si dimesiuni precum si aspect

polipoid sau hiperplazic al endometrului (fig. 7.3.21).

In fibromatoza uterina difuza (lotul B) uterul este de obicei marit simetric datorita
inlocuirii aproape complete a miometrului de micronoduli vizibili doar microscopic, cu
dimensiuni medii mai reduse fata de cazurile din lotul A. Pe sectiune am constatat absenta

macronodulilor si mai frecvent aspect atrofic al endometrului (fig. 7.3.22).

In ceea ce priveste dimensiunile medii ale uterului si volumul mediu acestea au fost
mult mai mari in lotul A, diferentele calculate fiind semnificative statistic. In cadrul lotului
A (300 paciente) am insumat un total de 914 noduli fibromatosi diagnosticati
histopatologic, cei mai multi, 538, reprezentand 61%, cu dispozitie intramurala - Fig
7.3.24. Nodulii subserosi au fost In numar de 188 (21%) iar cei submucosi 158 (18%),
dintre care 30 au fost intracavitari. Diametrul mediu al fibromului submucos (in lotul A) a
fost de 3,06 cm, al fibromului intramural 6,46 cm iar al fibromului subseros de 3,82 cm.
Diametrul maxim al fibromului submucos a fost de 6 cm, al fibromului intramural 16 cm
iar al fibromului subseros de 4 cm. In mod evident in lotul B nu a fost posibila o astfel de

cuantificare aici fiind vorba despre o fibromatoza uterina difuza, microscopica.
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Microscopic am constatat diferente discrete intre cele doua loturi, nesemnificative

din punct de vedere statistic (tabelul 7.3.28 ).

In cazurile cu leiomiom bine delimitat (lotul A) se observa celulele tumorale
asemanatoare fibrelor musculare netede normale dar cu densitate celulara mai mare, cu
citoplasma eozinofild si cu nuclei alungiti, ovalari, taiati drept la capete, cu mitoze rare,

fara atipii si frecvent cu arii de sclero-hialinizare (fig. 7.3.25 si 7.3.26).

Pentru fibromatoza difuza, la examenul microscopic se constatd ca micronodulii
sunt compusi tot din fascicule sau manunchiuri de celule musculare netede cu aspect
benign dar mai scurte, cu distributic mai compacta. Nodulii pot fi confluati intre ei si
contopiti imperceptibil cu miometrul normal mai putin celular din jur sau, mai frecvent,
disparati in intregul miometru. Similar, s-a constatat citoplasma eozinofila si nuclei

alungiti, ovalari, fard atipii. Mult mai rar am intalnit hialinizare sau degenerare.

In ceea ce priveste cele mai frecvente patologii asociate, am constatat diferente
notabile, semnificative statistic, in cazul asocierii cu tumorile ovariene si cu leziunile de
col. Astfel, chistul seros ovarian a fost mai frecvent intalnit in lotul B, in timp ce chistul
hemoragic sau endometriozic a fost mai frecvent in lotul A. Leziunile de col, in ansamblu,
au fost mult mai frecvent intalnite in lotul B (31,6% in lotul B fatd de 15,3% in lotul A),
inregistrandu-se procente mai mari la toate subcategoriile: L-SIL, H-SIL, CIS sau

Neoplasm invaziv (tabelul 7.3.29).

Foarte interesante si diferite statistic au fost asocierile cu adenomioza, prezenta la
38,6% din pacientele lotului A fatd 26,1% din pacientele lotului B, precum si asocierile cu
endometrul anormal mult mai frecvent intalnit in lotul B, 80,5% 1n lotul B fata de 36,3% in

lotul A (tabelul 7.3.30 si tabelul 7.3.31).

In finalul cercetarii histopatologice am analizat si prezentat citeva cazuri speciale,
rare de fibrom uterin. Incidenta lor a fost extrem de scazuta 4,37%, mai precis 40 din 914
noduli fibromatosi analizati avand aceste diagnostice histopatologice deosebite, asa cum
am exemplificat in subcapitolul 7.3.5, importanta fiind insa una deosebita, prin necesitatea
realizarii diagnosticului diferential cu patologia malignd a uterului, mai ales cu
leiomiosarcomul uterin, dar si cu tumorile borderline STUMP (,,smoothmuscle tumor of
uncertain malignant potential”), cu sarcomul stromal endometrial sau uneori cu alte tumori

pelvine (ovar, trompd, intestin, peritoneu, etc.).
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7.4.6. Concluzii

Analizand rezultatele obtinute din acest prim studiu, am reusit sd stabilim céteva
concluzii. In primul rind am notat incidenta foarte mare a diagnosticului de fibrom uterin,
in jur de 30% din totalul diagnosticelor ginecologice in intervalul studiat, de 5 ani, grupa
de varsta cu incidentd maxima fiind intre 40 si 49 de ani. De aici a rezultat importanta
deosebita a acestei patologii si necesitatea stabilirii unor strategii terapeutice adecvate. Pe
de altd parte, am constatat, in ceea ce priveste managementul acestei patologii in clinica
noastra, ca abordarea a fost preponderent chirugicala, un procent foarte mare din pacientele
cu fibrom ajungind la histerectomie, intre 30% si 41%, in fiecare an. In cadrul
comparatiilor din acest prim studiu am obtinut o varstd medie a pacientelor mai mare in
lotul B, o tendintd la obezitate si simptomatologie (dismenoree, plenitudine, dispareunie)
mai pregnantd in lotul A.

Diferentele din punct de vedere histopatologic au fost evidente in ceea ce priveste
aspectul macroscopic (dimensiuni si volum uterin mult mai mari in lotul A, precum si
prezenta macro-nodulilor) si mult mai discrete, fard semnificatie statistica, din punct de
vedere microscopic in ceea ce priveste aspectul miometrial. Totusi nu putem sd nu
remarcam faptul ca cele doud loturi au fost diferite in ceea ce priveste asocierea cu
adenomioza, mai frecventd in lotul A si asocierea cu endometrul anormal, mult mai
frecvent intalnit in lotul B, respectiv 80,5% fata de 36,3% in lotul A !

Mai mult, o alta observatie rezultatd din acest studiu ni s-a parut de o importanta
covarsitoare: desi procentul pacientelor cu metroragii a fost aproape identic (74,66% in
lotul A si 71,66% in lotul B) diferenta in ceea ce priveste anemia subsecventd a fost
semnificativa (40,66% din paciente in lotul A, respectiv 77,77% din paciente in lotul B), cu
un procent aproape dublu in lotul B, fenomen explicat prin sdngerarea mai indelungata in

cazul pacientelor cu fibromatoza uterina difuza.

Aceste diferente obtinute in cadrul cercetarii privind asocierea cu adenomioza, mai
frecventd in lotul A, anemia mai importanta in lotul B dar mai ales diferenta impresionanta
in ceea ce priveste aspectul histologic al endometrului, cu un procent foarte mare de
endometru anormal in lotul B, ne-au intarit crezul ca cele douad entitati patologice, fibromul
uterin bine delimitat si fibromatoza uterina difuza, au mecanisme etiopatogenice, precum si
mecanisme de semnalizare si control al functiilor celulare diferite si implicit, influente

diferite asupra endometrului subiacent !
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8. Influentele fibromatozei uterine asupra endometrului si fertilitatii —

studiu clinic, statistic si histopatologic

8.1. Introducere

Influenta fibromului asupra endometrului reprezintd o tema actuala de cercetare mai
ales in ceea ce priveste fertilitatea pacientelor. Fibromatoza influenteaza nefast, asa cum
am detaliat in capitolul 3, calitatea endometrului, prin: efecte mecanice, efecte datorate
peristalticii accentuate, efecte datorate supresiei sau modificarii unor gene si efectele pro-
inflamatorii. Afectarea fluxului microvascular, prin activarea anormald a citokinelor si
chemokinelor locale, determina atrofie endometriald, scaderea calitdtii endometrului si

alterarea sintezei unor factori importanti in nidatie [371].

Din aceste considerente am analizat in acest capitol, comparativ intre cele doua
loturi, diferentele legate de aspectele histologice ale endometrului si consecintele asupra

fertilitatii pacientelor, in contextul patologiei fibromatoase coexistente.

8.2. Material si metoda

Material: Am analizat datele clinice si histologice obtinute de la pacientele incluse
in studiu conform metodologiei generale descrise in capitolul 6. Toate datele au fost
extrase din baza de date electronica iar cercetarea histopatologica a folosit probele tisulare
incluse in biobanca studiului. Au fost studiate toate cazurile incluse in studiu, cele 300 de

paciente din cadrul lotului A, respectiv cele 180 de paciente din lotul B !

Metoda: Am folosit un protocol standardizat, similar cu cel din primul studiu al

tezei, descris in capitolul 7, ce a cuprins:

8.2.1 Protocolul de recoltare si prelucrare - a fost descris in cadrul primului studiu, la
subcapitolul 7.2.1. Evident ca, de data aceasta, din blocurile incluse in parafind, pastrate in
biobanca studiului, s-au efectuat sectiuni de 5 microni si apoi lame cu aspecte ale

endometrului.
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8.2.2 Protocolul de cercetare histopatologica: S-a desfasurat In sectia de Anatomie
Patologica a Spitalului Clinic de Urgenta ,,Sfantul Pantelimon™ - Bucuresti. Dupa coloratia
lamelor cu HE am analizat, impreund cu medicul anatomopatolog, comparativ, in cele
doua loturi: aspectul celulelor epiteliale glandulare, aprecierea gradului de proliferare, a
hiperplaziei sau a gradului de atipie, acolo unde a fost cazul. De asemenea a fost studiata

vascularizatia endometrului si aspectul stromal.

8.2.3 Analiza statistica s-a efectuat folosind programul SPSS-v26 si testele statistice
descrise in subcapitolul 6.3.5. Datele au fost stocate intr-o baza de date efectuata cu

ajutorul programului Microsoft Office Excel 2019.
In acest al doilea studiu al cercetirii noastre obiectivele propuse si realizate au fost:

1. Corelarea statistica a datelor morfopatologice ce caracterizeazd fibromul (numdr,
dimensiuni, pozitie) sau endometrul (aspect normal, inflamatia acuta, cronica, hiperplazia,

atrofia) - cu parametrii de fertilitate (tabelul 8.2.1).

2. Observarea caracteristicilor histologice ale endometrului la pacientele cu fibrom uterin
unic sau multiplu - bine delimitat (lotul A), respectiv in fibromatoza uterina difuza (lotul
B).

In acest capitol am analizat parametrii care caracterizeaza fertilitatea, mai precis:
numadrul de nasteri, numarul de avorturi spontane, numarul de sarcini oprite in evolutie,
numadrul de nasteri premature si durata In ani a sterilitdtii, comparativ, statistic, intre cele
doua loturi de paciente (tabelul 8.2.1). Mai mult, au fost studiate corelatiile acestor
parametrii de fertilitate cu parametrii fibromului, in lotul A, unde acestia din urma au fost

cuantificabili si anume cu numarul, dimensiunea si pozitia fibroamelor.

Tinand cont de faptul ca loturile noastre A si B nu au fost egale, sigur ca au fost
comparate, pentru corectitudinea statistica, medii sau procente exprimate pentru fiecare lot
in parte. De asemenea, am folosit inca doi indicatori de mare acuratete, rata de avort
spontan si rata de sarcind oprita in evolutie, definite ca raportul dintre numarul de avorturi
spontane, respectiv numdrul de sarcini oprite in evolutie si numarul total de sarcini obtinute
pe fiecare lot. Pe langa corelatiile mentionate anterior, ceretarea noastrd a urmarit si a
realizat si corelatii statistice intre aspectele histopatologice ale endometrului si parametrii
de fertilitate, precum si analiza comparativa din punct de vedere histologic a endometrului,

in loturile A si B.
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Reamintim cd pentru o bunid uniformitate a obtinerii datelor histologice, toate
pacientele din studiu, conform criteriilor amintite la inceputul partii speciale, au fost in
faza secretorie timpurie sau medie cu exceptia celor aflate iTn menopauza ( inregistrand aici
una din limitele studiului nostru si anume faptul cd probele tisulare au fost analizate

comparativ Intre cele doua loturi A si B, nu si pe grupe de varsta in cadrul loturilor !).

8.4. Rezultate, discutii si concluzii

8.4.1. Corelatii statistice intre parametrii fibromului si fertilitate — in lotul A.

in lotul A, cu fibrom uterin bine delimitat, am demonstrat ci unii dintre parametrii
folositi de noi pentru a caracteriza fibromul au influentat semnificativ fertilitatea. Astfel,
am constatat ca intre numarul de fibroame intramurale si numarul de nasteri premature a

existat o relatie de cauzalitate.

De asemenea, am obtinut o corelatie statistic semnificativa intre diametrul maxim al
fibromului intramural si parametrul sterilitate-ani. Cu cét acest diametru a fost mai mare cu

atat perioada de sterilitate a fost mai mare.

In mod similar, numdrul de fibroame submucoase dar si diametrul maxim al

fibromului submucos s-au corelat pozitiv cu perioada de sterilitate !

O corelatie foarte puternicd din punct de vedere statistic am obtinut in cazul
asocierii dintre numarul de fibroame submucoase sau diametrul maxim al fibromului

submucos, pe de-o parte si sarcina oprita in evolutie, pe de alta parte !

In mod surprinzitor, am constatat ci numarul de fibroame submucoase si diametrul
maxim al fibromului submucos nu s-au corelat semnificativ statistic cu aspectul

endometrului, in lotul A !

8.4.2. Corelatii statistice intre aspectul endometrului si fertilitate — in loturile A si B.

.....

constat diferente notabile (tabel 8.3.30). Am demonstrat statistic cd exista o tendintd mai

mare, a pacientelor din lotul A, la avort spontan si cd procentul de paciente cu sterilitate
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secundari este net superior celor din lotul B. In acest lot B am observat, mai degraba,
sterilitate primara (10,5% din paciente) si o tendintd mai mare la sarcini oprite in evolutie.
Astfel, la aceste paciente s-a observat o ratd mai mare de sarcini oprite in evolutie fata de
pacientele din lotul A unde a fost mai mare rata de avorturi spontane, diferentele fiind

semnificative statistic (tabelul 8.3.19).

Pacientele cu avort recurent, cu mai mult de 3 sarcini pierdute prin avort spontan,
au fost in procent mai mare in lotul A (5%) fata de lotul B (3,33%). lata ca, desi numarul
mediu de nasteri pe pacienta este aproape identic in cele doud loturi (2,13 - in lotul A fata
2,10 - in lotul B), pacientele din lotul B obtin, in medie, mai putine sarcini (2,56) fatd de
cele din lotul A (2,86), diferenta rezultand tocmai din aceastid tendintd mai mare la
sterilitate primara si la oprirea din evolutie a sarcinilor, caracteristice in cazul pacientelor

cu fibromatoza uterina difuza (tabelul 8.3.30) !

In lotul A s-a dovedit, destul de surprinzitor, ¢ nici un parametru de fertilitate
(numadrul de nasteri, numarul de avorturi spontane, numarul de sarcini oprite in evolutie,
numarul de nasteri premature si durata n ani a sterilitatii) nu a fost influentat de aspectul

endometrului !

In schimb, in lotul B am obtinut o corelatie semnificativa intre sarcina oprita in

evolutie si aspectul endometrului.

8.4.3. Analiza histologica comparativa a endometrului — in loturile A si B.

Macroscopic nu au fost constatate diferente ale aspectului endometrial,
semnificative din punct de vedere statistic intre cele doud loturi. In schimb, din punct de
vedere al structurii microscopice, cercetarea noastrd a relevat mai multe diferente foarte

interesante:

Un aspect normal al endometrului a fost identificat la 30,33% din pacientele din
primul lot in raport cu 19,44%, la pacientele din lotul B, cu fibromatoza uterina difuza
(tabelul 8.3.28). Din studiul nostru comparativ am mai observat un aspect infamator acut al
endometrului in lotul A intr-un procent mare, 31,66% din paciente, in timp ce la pacientele

din lotul B aspectul a fost mai degrabd de inflamatie cronica (45,55%), diferentele fiind
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semnificative statistic (tabel 8.3.28). De asemenea, in lotul B s-a remarcat o tendinta spre
endometru atrofic, 11,66%, fata de 7,33% in lotul A.

In plus, am constatat o incidentdi mult mai mare a atipiilor celulare si a
adenocarcinomului in situ in lotul B, 1,66% fata de 0,33% (in lotul A), diferenta nefiind
insa semnificativa din punct de vedere statistic. In cazul proliferarii de tip polipoid s-au
observat diferente semnificative, cu valori mai ridicate in lotul A, 10% din cazuri, fata de
doar 1,11% din cazuri in lotul B. O alta diferentd semnificativa descoperitd a fost in ceea
ce priveste incidenta neoplaziei endometriale in lotul B, care a fost de peste 8 ori mai mare

in raport cu lotul A, respectiv 2,77% fata de 0,33% (tabel 8.3.28) !

Insumand cazurile de endometritd cronica si atrofica, diferenta a fost si mai mare,
57,22% din pacientele din lotul B, fatda de 28% din pacientele din lotul A, prezentand
aceste doua tipuri de diagnostice histopatologice (tabel 8.3.28).

8.4.4. Concluzii

Analizarea rezultatelor obtinute din studiul 2 al cercetarii noastre ne-a ardtat o
tendintd a pacientelor din lotul B mai degrabd catre o sterilitate primara (10,5% din
paciente). Astfel, la aceste paciente s-a observat o ratd mai mare de sarcini oprite in
evolutie fatd de pacientele din lotul A unde a fost mai mare rata de avorturi spontane.
Pacientele cu avort recurent, cu mai mult de 3 sarcini pierdute prin avort spontan au fost in
procent mai mare in lotul A (5%) fata de lotul B (3,33%). Probabil rata mai mare de
avorturi spontane in lotul A a fost datorata efectelor mecanice (deformare a peretelui si
presiune) exercitate de nodulii fibromatosi precum si peristalticii accentuate a musculaturii

uterine.

Numarul de fibroame submucoase dar si diametrul fibromului submucos au
influentat semnificativ fertilitatea in ceea ce priveste anii de sterilitate si numarul de sarcini

oprite in evolutie, in lotul A.

Interesant §i oarecum surprinzdtor, am constatat cd nici numarul de fibroame
submucoase, nici diametrul maxim al fibromului submucos nu s-au corelat semnificativ

statistic cu aspectul endometrului, in lotul A !
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A rezultat ca fibromul submucos influenteaza puternic fertilitatea, in lotul A, dar se
pare ca nu neapdarat prin afectarea calititii endometrului, spre deosebire de fibromatoza

difuza, care actioneaza tocmai prin aceasta alterare a endometrului !

In schimb, in lotul B aspectul endometrului a influentat semnificativ numarul de
sarcini oprite 1n evolutie. In acest lot, cu fibromatoza uterina difuza, am constatat procente
mult mai mari de paciente cu sterilitate primara si cu sarcina opritd in evolutie, explicate

printr-un endometru anormal, nefavorabil nidatiei si mentinerii unei sarcini normale.

Procentul net superior in ceea ce priveste endometrul anormal in lotul B precum si
faptul ca la analiza statisticd am obtinut corelatie pozitiva intre aspectul endometrului si
sarcina opritd in evolutie doar in cadrul lotului B, ne-au demonstrat fara echivoc ca
influentele fibromatozei asupra endometrului in cele doud loturi, cu implicatii iatd in
aspectul histologic dar si cu consecinte importante in ceea ce priveste fertilitatea sunt

complet diferite in cele doud loturi!

9. Fibromul uterin si Fibromatoza difuza — studiu comparativ
Imunohistochimic

9.1. Introducere

Imunohistochimia este o metoda diagnostica si de cercetare care combina tehnicile
histologice cu cele imunologice si biochimice cu scopul identificarii unor componente
tisulare specifice (antigeni proteici, diversi markeri sau receptori) printr-o reactie antigen-
anticorp. Actual este folosita pe scara larga pentru diagnosticarea celulelor anormale sau
care exprima anormal diversi receptori, mai ales in neoplazii. Metoda poate fi insd folosita
si pentru diverse diagnostice diferentiale, in studiul unor patologii benigne sau in cercetare
medicala.

Stim in momentul de fatd, asa cum am descris 1n capitolul 1, cd in etiopatogenia
fibromului sau fibromatozei uterine difuze intervin o multitudine de factori ce actioneaza

prin diverse mecanisme celulare.Toate aceste mecanisme, in care sunt implicati hormonii
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sexuali, factori genetici, factori de crestere (Growth Factors), citokinele (CK), diverse
componente ale matrixului extracelular (ECM), sunt interconectate, orice dezechilibru
ducand la hiperproductie de ECM, proliferare celulara si supravietuirea unor clone
tumorale anormale.

In primele doui studii am sesizat diferente intre cele doui loturi de paciente in ceea
ce priveste miometrul dar mai ales din punct de vedere al aspectului histologic al
endometrului cu consecintele complet diferite asupra fertilitdtii. De aici a rezultat si
necesitatea unei cercetdri la un nivel mai profund pentru a incerca sa intelegem
mecanismele intrinseci care determind aceste diferente.

Leiomiomul este format din celule musculare netede transformate si o matrice
extracelulara (ECM) abundenta, rezultata prin acumulare in special de colagen modificat
si cantititi diferite de glicozaminoglicani. In compozitia ECM mai intrd: Fibronectina,
Fibulina, Laminine, Metaloproteinaze (MMP) [263].

Miofibroblastele produc ECM ca raspuns la influenta diferitelor citokine si a
factorilor de crestere. Procesul poate fi reparator in conditii normale, nsd, in cazul pierderii
mecanismelor de reglare, apar proliferare celulara accentuata, sinteza de ECM 1in exces,
angiogenezd, fenomene care duc la aparitia tumorilor [243]. Aceste miofibroblaste, cu
functie de celule stem, determind aparitia clonelor celulare anormale. Ele sunt prezente in
leiomiom, asa cum am vazut in diverse studii detaliate in capitolul 1. Prea putine date am
gasit insa in literatura legat de implicatia lor in fibromatoza uterina difuza, asa ca am dorit
aprofundarea cercetarii in aceasta directie.

Asa cum am aratat extensiv in capitolul 1, unii factori au un rol cu totul deosebit in
etiopatogenia fibromului dar si in controlul unor functii endometriale.

Potrivit multor cercetatori, TGF-B (Transforming Growth Factor ) este considerat
a fi printre cei mai importanti mediatori care intervin pe de o parte in formarea si
proliferarea fibromului uterin si pe de altad parte, in cazul fibromului format, in infertilitate
s metroragiile tipice din aceastd patologie.

Deasemenea, a fost demonstrat experimental rolul mitogen al bFGF (basic
Fibroblast Growth Factor), precum si rolul in controlul angiogenezei si in sinteza unor
enzime (colagenaze sau activatorul plasminogenului) ce remodeleaza matrixul extracelular
[186, 231]. FGF-B (sau bFGF) a fost primul factor de crestere purificat care s-a dovedit a
avea rol angiogenic si de asemenea rol in proliferarea, migrarea si diferentierea celulelor
endoteliale, a celulelor musculare netede si a fibroblastelor, folosind experimentele pe

culturi celulare [232].
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TNF-o (Tumor Necrosis Factor o) este una din principalele citokine care
actioneaza la nivelul miometrului. Controleaza faza acutd a raspunsului inflamator si este
extrem de important in ciclul celular controland cresterea celulara, diferentierea, apoptoza,
adeziunea celulara si fagocitoza [240]. S-a demonstrat cd TNF-a este un important reglator
al expresiei unor gene, determinand proliferare celulard si cd, In ciuda proprietatilor
antineoplazice, nivelurile ridicate de TNFa nu sunt intotdeauna capabile sa distruga toate
celulele anormale si, paradoxal, pot provoca simptomatologie severa sau multiplicarea
unor clone celulare anormale [241]. TNFa are un rol major si in controlul unor procese
autocrine si paracrine esentiale pentru reproducere, inclusiv dezvoltarea gametilor si a
foliculilor, steroidogeneza, ciclicitatea uterind, diferentierea placentard, dezvoltarea
embrionului si nastere [253]. Deci TNFa este o citokind cu roluri multiple, implicata in
etiologia fibromatozei dar in egala masura in infertilitate, in fenomene precum apoptoza
trofoblastului, nidatie sau receptivitatea endometrului.

Cercetari recente au aratat ca MMP (metaloproteinazele) nu sunt doar niste
proteaze cu rol in degradarea ECM ci au functii complexe in migrarea celulelor, cresterea,
diferentierea, apoptoza, precum si In angiogeneza si controlul raspunsurilor inflamatorii
[279]. MMP2 si MMP9 au efect profibrotic si pot influenta eliberarea sau activarea unor
Growth factors sau citokine cum ar fi: EGF, VEGF, FGF, TGFp sau IFNa [280, 281].
MMP2 si MMP9 au efect mitogen indirect prin eliberarea prin proteoliza a FGF si TGFf
de la nivelul ECM iar la nivelul endometrului pot induce apoptoza cu metroragie

subsecventa [282].

Intrucat efectele in aval asupra endometrului in ceea ce priveste sangerarea cronici
st fertilitatea au fost diferite in cele doua loturi, asa cum am ardtat in capitolele 8 si 9,
logic, am decis sd analizam 0 parte dintre cei mai importanti factori implicati in
etiopatogenia leiomiomului si probabil, intr-o oarecare masura, si a fibromatozei difuze.
Elementul de noutate absolutd al studiului nostru consta tocmai in faptul ca am analizat
imunohistochimic distributia unor factori si rolul lor in controlul unor functii celulare
endometriale dar si in procesul de fibromatoza, comparativ in loturile cu fibrom bine
delimitat (A), fibromatoza difuza (B) si un lot martor, constituit din miometru normal.
Astfel, in studiul nostru, am decis analizarea a doi Growth Factors (TGFf si bFGF), a unei
citokine (TNFa) si a doud metaloproteinaze foarte importante din compozitia matricei
extracelulare (MMP2 si MMP9). In plus, prin studiul glicoproteinei membranare CD34 am

cercetat microvascularizatia precum si distributia celulelor stem miofibroblastice in cele 3

35



loturi (A, B si martor), cunoscut fiind rolul definitoriu pe care il au aceste celule stem in

etiopatogenia fibromului, acesta fiind un alt element de originalitate al cercetarii noastre !

9.2. Material si metoda

Material:

Au fost selectionate aleatoriu din biobanca studiului 30 de blocuri tisulare incluse n
parafind din lotul A de paciente, respectiv 30 de blocuri din lotul B. Din acestea s-au
realizat multiple sectiuni fixate pe lame pentru analiza separatd si comparativd a
miometrului si respectiv endometrului. In plus, din lotul B, am extras 30 de probe de
miometru cu aspect histopatologic normal, ce au constituit un lot folosit ca martor (M) in

cercetarea imunohistochimica.

Obiectiv:

Pentru a aprofunda cercetarea si a determina rolul pe care il au acesti factori (TGFp,
bFGF, TNFa, MMP2, MMP9 si CD34), am decis sa analizam distributia si functia lor, atat
la nivelul miometrului cat si in endometru, in loturile noastre de studiu (A si B),

comparativ cu lotul de control (M).

Metoda:
9.2.1. Protocolul de cercetare imunohistochimica:

Studiul imunohistochimic (IHC) a fost efectuat in cadrul centrului de excelenta
,Onco Team Diagnostic”, din Bucuresti. S-au realizat sectiuni de 3 pm obtinute din
blocurile tisulare inglobate in parafind si fixate in formalind 10% conform metodei IHC
dupa o tehnica indirecta, bistadiald, efectuata cu un sistem de detectare pe baza de polimeri
(Ultra Vision Quanto Detection System-HRP DAB, Thermo Fischer Scientific, SUA).
Sectiunile tisulare au fost intinse pe lame, acoperite cu poli-L-lizina, imersate de 3 ori in

solutie de xilen si rehidratate apoi folosind o serie de diverse grade de alcool.
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Demascarea antigenului a fost efectuatd in cuptorul cu microunde. In fiecare
sectiune, peroxidaza endogena a fost blocatd prin incubare de 10 min in peroxid de
hidrogen, 3%. Sectiunile s-au reincubat ulterior cu anticorp primar specific, asa cum am
notat in tabelul 9.2.1, timp de 30 de ore. Ultra Vision Quanto Detection System-HRP a fost
apoi aplicat timp de 10 minute. In cele din urma, sectiunile au fost incubate in 3'3-
diaminobenzidind timp de 5 minute, contracolorate cu Hematoxilina Meyer si montate.

Lamele finale au fost examinate si fotografiate cu ajutorul unui Microscop Leica
DM?750, imaginile obtinute fiind stocate intr-o bazd de date. Controalele negative au fost
obtinute prin inlocuirea anticorpului primar cu ser neimun. Pentru controlul pozitiv a fost

folosita o sectiune de tesut uterin.

9.2.3 Analiza statistica s-a efectuat folosind programul SPSS-v26 si testele statistice
descrise in subcapitolul 7.2.3. Rezultatele cercetdrii IHC au fost initial introduse intr-0

bazi de date Excel, separata de primele doua studii (model - Anexa t).

Pentru a putea prelucra statistic rezultatele obtinute, am folosit o codificare standardizata a

interpretdrilor IHC, pentru toate cele 360 de lame studiate, astfel:

e 0: coloratie negativa

e [:slab pozitiv in peretele vascular sau in rare miofibroblaste/ histiocite
e 2:slab pozitiv zonal

e 3: pozitiv zonal

e 4: pozitiv difuz/ intens pozitiv

Interpretarea statistica a distributiei markerilor s-a efectuat prin analiza separata, la
nivelul endometrului, respectiv. miometrului, iar rezultatele au aratat diferente

semnificative.

9.4. Rezultate, discutii si concluzii

9.4.1. Analizand distributia celor 6 markeri la nivelul miometrului am obervat ca :

1. Distributia TGFp este net diferita in loturile A, B si M. Cu cat rezultatele au ,,virat” de
la slab pozitiv (0) catre intens sau difuz pozitiv (4) am constatat ca procentele de TGFf

cresc in loturile A si B fatd de lotul M, ceea ce demonstreaza o implicare clard in
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etiopatogenia bolii a acestui factor de crestere. In plus, in categoriile 3 si 4 observim
procente semnificativ mai mari ale TGF B in lotul B fatd de lotul A (Fig. 9.3.6)! Acest
lucru arata, fara echivoc, faptul ca cele doua loturi A si B sunt diferite si ca implicatia

TGFb pare mai importanta in etiopatogenia cazurilor de fibromatoza uterina difuza (B) !

2. In cazul bFGF am obtinut, la categoria 2 (slab pozitiv zonal), un procent mai mare in
lotul B, in timp ce la categoria 3 (pozitiv zonal), procentul a fost net superior in lotul A, cu
fibrom uterin (96,7% )! In orice caz, la categoriile 3 si 4 se observa (ca si in cazul TGFp)
procente mult mai mari in loturile A si B fatd de lotul martor (Fig. 9.3.11), aceasta
distributie demonstrand implicarea evidentd a bFGF in procesele patologice de la nivelul

miometrului, mai ales in cazul fibromului uterin bine delimitat (A).

3. TNFa este negativ (categoria 0) In aproape 50% din cazuri, la nivelul miometrului, in
toate cele 3 loturi! Distributia obtinutd a aratat procente ceva mai mari in lotul A - la
categoria 1, respectiv in lotul B - la categoria 2. Totusi se remarcd procente mai mari in
loturile A si B fatd de lotul M dar fard diferente semnificative statistic (Fig. 9.3.15).
Judecand dupa aceasta distributie a rezultat ca, aparent, TNFa este mai discret implicat in

procesele de fibromatoza la nivel miometrial fata de TGFf si bFGF.

4. In cazul distributiei MMP2, la categoriile 3 si 4 am obtinut procente mult mai mari in
lotul B, fatd de lotul M. Am constatat coloratii intens pozitive la nivelul histiocitelor din
tesutul conjunctiv interstitial si fixare mult mai slaba la nivelul miofibroblastelor sau
vaselor. In lotul A am constatat MMP2 negativ in procent extrem de mare (70%) in timp ce
la categoriile 3 si 4 procentul a fost 0% (Fig. 9.3.19). Asta inseamnd cd MMP2 nu este
implicatd in etiopatogenia fibromului uterin bine delimitat decat in foarte mica masurd in
timp ce in fibromatoza difuza este larg distribuit mai ales la nivelul ECM si mai putin in
miocite si ca, in consecintd, este raspunzatoare de o parte din procesele celulare patogenice

de la nivelul miometrului.

5. Enzima MMP9 este mai frecvent intdlnita in lotul A, pentru categoria 3 (pozitiv zonal),
fatd de loturile B si M. La categoria 2 1nsa (slab pozitiv zonal), MMP9 este prezenta in
procent mult mai mare in lotul B (Fig. 9.3.23). Deci, aceasta enzima, apartindnd matrixului
extracelular, este distribuita in ambele loturi cu patologie fibromatoasd (A si B). Totusi, la
categoria 3, se observa prezenta ei In procente mult mai mari in loturile A si B, in raport cu

lotul martor, acest lucru demonstrand implicarea ei in patogenia bolii fibromatoase.
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6. Pentru CD34 am constatat o distributie destul de egala, la categoriile 1 si 2, impartita
intre loturile A si M. In schimb, la categoria 3 (pozitiv zonal sau pozitiv in vase) remarcim
procente de CD34 pozitiv mai mari in loturile A si B, fata de lotul M. De asemenea, se
observa coloratii mult mai intense in lotul B (Fig. 9.3.26). Cu alte cuvinte CD34 este
prezent mai ales in fibromatoza uterind difuza unde demonstreaza o vascularizatie difuza
accentuatd. Prezentd intens si la nivel interstitial, nu doar in peretele vascular, identifica,
foarte probabil, o multitudine de miofibroblasti stem, distribuiti difuz, ceea ce este
concordant cu micronodulii fibromatosi disparati in intregul miometru, constatati

microscopic in lotul B.

Astfel am demonstrat implicarea tuturor acestor markeri in procesele patogenice
prin comparatia cu lotul martor. De asemenea, am constat o distributie inegala deci o

implicare diferita a acestor factori in loturile noastre de studiu, A si B (Tabel 9.3.13).

TGFB si MMP2 au fost mai prezente si mai active la nivelul miometrul in lotul B,
in timp ce bFGF a avut expresie mai mare in lotul A. MMP9 si TNFo au avut expresie
similard in cele doud loturi. Microvascularizatia, identificatd cu antigenul membranar
CD34, a fost mult mai pronuntatd in miometrul corespunzator lotului B ! Toti markerii

studiati au avut expresie mai mare in cele doua loturi A si B, in raport cu lotul martor, M !

In mod evident de aici rezultd si ca cele doud entitdti studiate, fibromul bine
delimitat si fibromatoza uterind difuzd, nu sunt identice, catd vreme nu au un

comportament IHC si patogenic identic!

9.4.2. Analizand distributia celor 6 markeri la nivelul endometrului am observat ca :

1. Pentru TGF, la categoria 0 (coloratie negativa), am obtinut un procent mare (43,3%) in
lotul M. Practic in aproape jumatate din cazurile apartinand lotului martor nu exista TGFf
in endometru! Am descoperit ca TGFP se pozitiveaza doar foarte slab la nivelul peretelui
vascular. La categoriile 2 (slab pozitiv zonal) si mai ale 3 (pozitiv zonal) procentele de
TGFp au fost net mai mari in lotul B, fatd de lotul A si in special fatd de lotul M, unde
acest factor de crestere a fost practic absent (Fig. 9.3.34)! Asta demonstreaza clar o
prezenta intensd a TGFP la nivelul endometrului in primul rand la pacientele cu
fibromatoza uterina difuza unde, se pare, joacd un rol foarte important in procesele celulare

patogenice. Aceastd expresie foarte intensa a TGFp la nivel endometrial in lotul B ne poate
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explica decidualizarea incompletd si procentele mai mari de sarcind opritd in evolutie,
constatate in studiul de la capitolul 8 si durata mai mare a metroragiilor probabil prin

nivelul scazut de PAI-1 si ATIII la nivelul endoteliului, asa cum am vazut in capitolul 7.

2. In cazul factorului de crestere DFGF am obtinut, la categoriile 1 si 2, o distributie destul
de asemandtoare, in loturile B si M. La categoria 3 procentul de bFGF a fost mult mai mare
in lotul A. In plus, la categoria 4 am constatat pozitivare intensi doar in cazurile apartinand
lotului A, in timp ce in loturile B si M nu am avut deloc expresie (Fig. 9.3.38). De aici a
rezultat cd bFGF este intens exprimat si mult mai implicat In patogenie, la nivelul

endometrului, in lotul A.

3. Pentru TNFa am observat un procent mare de pozitivare slaba (categoria 1) in lotul M.
La categoriile 2 si 3, de pozitivare mai intensd, am obtinut procente ale TNFo net
superioare, semnificativ statistic, in lotul A ( 50%, respectiv 46,7%), fata de loturile B si
M. De altfel, in lotul B, se poate observa ca TNFa este absent (categoria 0) in endometru
intr-un procent de 53,3% (Tabel 9.3.9 si Fig. 9.3.42)! Asadar, TNFa este aproape absent la
nivelul endometrului, in lotul B, deci nu pare sa fie raspunzator de procesele patologice
endometriale din fibromatoza difuzi. In schimb, in lotul A avem o pozitivare intensi in
procente semnificativ mai mari. Asta inseamnd cd TNFa este foarte prezent si foarte
»activ’ In endometru, in lotul cu fibrom uterin bine delimitat, aceastd observatie
reprezentand o posibild explicatie a esecului de implantare si a numarului crescut de

avorturi spontane din lotul Al

4. MMP2 are o distributie foarte scdzutd la nivelul endometrului, in categoria 0
incadrandu-se cele mai mari procente in toate loturile de studiu: A (70%), B (86,7%) si
respectiv. M ( 80%). La categoria 1 procentul de MMP2 este mai mare in lotul 1,
diferentele insa nefiind semnificative (Fig. 9.3.46). Rezultd ca MMP 2 are o distributie
foarte scazutd si implicit un rol marunt 1in procesele celulare patologice, la nivelul

endometrului, in loturile A si B.

5. MMP9 se distribuie in procente destul de asemanatoare la categoria 0 intre cele 3 loturi
de studiu. La categoria 1 observdm prezenta MMP9 intr-un procent mai mare in lotul M.
La categoria 2, procentul este mai important in lotul B, iar la categoria 3 (pozitiv zonal) am
obtinut un procent mai mare pentru lotul A, diferentele nefiind insa semnificative statistic.
Totusi la categoriile 2 si 3, procentele de MMP9Y distribuite in loturile A si B sunt mult mai

mari decat cele corespunzatoare lotului martor (Fig. 9.3.50). Asta inseamna ca avem o
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expresie mult mai pronuntata a MMP9 in endometru, in loturile cu patologie fibromatoasa
(A si B) fata de lotul martor, acest fenomen demonstrand rolul patogenic al acestei enzime

citosolice.

6. Pentru CD34, am obtinut un procent mult mai mare, la categoria 1, in lotul B. La
categoriile 2 si 3 procentele au fost net superioare in lotul A fatd de M si fatd de lotul B. La
categoria 3, procentul de CD34 1n lotul A a fost de 36,7% fatd de numai 3,3% in lotul B.
De asemenea, in categoria 4 avem un procent de CD34 extrem de redus (3,3%) in lotul B
(Fig. 9.3.54). Astfel, a rezultat cad microvascularizatia este mult mai bogatd la nivelul
endometrului in lotul A. Implicit am constat, diferentele fiind semnificative statistic, un
aspect cu vascularizatie mult diminuata in lotul B, acest lucru reprezentand o posibild

explicatie a tendintei la atrofie a endometrului in acest lot cu fibromatoza difuza.

Astfel, in ceea ce priveste expresia la nivelul endometrului, am constatat o prezenta
mai mare a bFGF si a TNFa in lotul A, in timp ce 1n lotul B, a fost mai exprimat TGFp.
MMP2 si MMP9 au avut expresie scazutd la nivelul endometrului, in ambele loturi iar

CD34 a aratat de data aceasta o vascularizatie mai scazuta in lotul B (Tabel 9.3.14).

10. Concluzii generale si contributii personale

10.1. Concluzii generale

In primul rand am obtinut o incidenta foarte mare a diagnosticului de fibrom uterin,
concordantd cu datele din literaturd, in jur de 30% din totalul diagnosticelor ginecologice,
grupa de varstd cu incidentd maxima fiind intre 40 si 49 de ani. Pe de altd parte, am
constatat, in prima parte a cercetarii noastre, ca abordarea a fost preponderent chirugicala,
in clinica, un procent foarte mare din pacientele cu fibrom ajungand la histerectomie, intre

30% si 41%, in fiecare an.

Pentru lotul A am obtinut urmatoarele rezultate semnificative in cadrul analizei
statistice: Volumul uterin a influentat durerea cronicd, cu cat a crescut volumul cu atit am
intalnit un numar mai mare de paciente cu durere iar aceasta a avut intensitate mai mare.

Volumul a mai influentat semnificativ si dispareunia. Diametrul maxim al fibromului
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intramural s-a corelat semnificativ cu durerea, aceasta fiind mai mare cu cat diametrul a
crescut iar diametrul maxim al fibromului submucos a fost corelat, asa cum era de asteptat,
cu metroragia. Surprinzdtor, volumul uterin precum si numarul de fibroame intramurale
sau submucoase nu s-au corelat statistic cu metroragia. Diametrul maxim al fibromului

intramural nu a influentat, nici el, metroragia.

Pentru lotul B volumul uterin a fost corelat statistic cu durerea cronica. Volumul

uterin a influentat, de asemenea, incontinenta urinara a pacientelor din acest lot.

In cadrul comparatiilor din primul studiu am obtinut o varsti medie a pacientelor
mai mare in lotul B, o tendintd la obezitate si simptomatologie (dismenoree, plenitudine,

dispareunie) mai pregnanta in lotul A.

Diferentele din punct de vedere histopatologic au fost evidente in ceea ce priveste
aspectul macroscopic (dimensiuni i volum uterin mult mai mari in lotul A, precum si
prezenta macronodulilor) si mult mai discrete, fard semnificatie statisticd, din punct de
vedere microscopic in ceea ce priveste aspectul miometrial. Totusi nu putem sid nu
remarcam faptul ca cele doud loturi au fost diferite In ceea ce priveste asocierea cu
adenomioza, mai frecventa in lotul A si cu endometrul anormal, mult mai frecvent intalnit

in lotul B, 80,5% fata de 36,3% in lotul A !

Mai mult, o altd observatie rezultatd din cercetarea noastra, ni s-a parut de o
importantd covarsitoare: desi procentul pacientelor cu metroragii a fost aproape identic
(74,66% in lotul A si 71,66% in lotul B) diferenta in ceea ce priveste anemia subsecventd a
fost semnificativa (40,66% din paciente in lotul A, respectiv 77,77% din paciente in lotul
B), cu un procent aproape dublu in lotul B, fenomen explicat prin sangerarea mai

indelungata in cazul pacientelor cu fibromatoza uterina difuza.

Aceste diferente obtinute in cadrul cercetarii privind asocierea cu adenomioza, mai
frecventa in lotul A, anemia mai importantd in lotul B dar mai ales diferenta impresionanta
in ceea ce priveste aspectul histologic al endometrului, cu un procent foarte mare de
endometru anormal in lotul B, ne-au intarit crezul cd cele doua entitati patologice,
fibromul uterin bine delimitat si fibromatoza uterina difuza, au mecanisme etiopatogenice
diferite si foarte probabil mecanisme de semnalizare si control al functiilor celulare diferite

si implicit, influente diferite asupra endometrului subiacent !
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Fibromatoza difuzd nu este adenomioza! Am clarificat acest lucru in cadrul cercetarii
histopatologice. Simptomatologia poate fi asemanatoare (durere, meno-metroragii).
Macroscopic se confunda uneori, ambele prezentand perete uterin ingrosat difuz, dar
aspectele microscopice sunt net diferite. Fibromatoza este caracterizatd de micronoduli
disparati in intregul miometru, formati din celule musculare netede modificate, in timp ce
adenomioza inseamna prezenta de tesut epitelial cilindric si glande endometriale la nivelul

miometrului.

Rezultatele obtinute in studiul 2 al cercetdrii noastre ne-au ardtat o tendintd a
pacientelor din lotul B mai degraba catre o sterilitate primara (10,5% din paciente). Astfel,
la aceste paciente s-a observat o ratd mai mare de sarcini oprite in evolutie fata de
pacientele din lotul A unde a fost mai mare rata de avorturi spontane. Pacientele cu avort
recurent, cu mai mult de 3 sarcini pierdute prin avort spontan, au fost in procent mai mare
in lotul A (5%) fata de lotul B (3,33%). Probabil rata mai mare de avorturi spontane in
lotul A a fost datorata efectelor mecanice (deformare a peretelui si presiune) exercitate de

nodulii fibromatosi precum si peristalticii accentuate a musculaturii uterine.

Numarul de fibroame submucoase dar si diametrul fibromului submucos au
influentat semnificativ fertilitatea in ceea ce priveste anii de sterilitate si numarul de sarcini

oprite in evolutie, in lotul A.

Interesant si oarecum surprinzdtor, am constatat cad nici numarul de fibroame
submucoase, nici diametrul maxim al fibromului submucos nu s-au corelat semnificativ

statistic cu aspectul endometrului, in lotul A !

A rezultat cd fibromul submucos influenteaza puternic fertilitatea, in lotul A, dar se
pare ca nu neaparat prin afectarea calitdtii endometrului, spre deosebire de fibromatoza

difuza, care actioneaza tocmai prin aceastd alterare a endometrului !

In schimb, in lotul B aspectul endometrului a influentat semnificativ numarul de
sarcini oprite in evolutie. In acest lot, cu fibromatoza uterina difuza, am constatat procente
mult mai mari de paciente cu sterilitate primara si cu sarcind oprita in evolutie, explicate

printr-un endometru anormal, nefavorabil nidatiei si mentinerii unei sarcini normale.

Procentul net superior in ceea ce priveste endometrul anormal in lotul B precum si
faptul ca la analiza statistici am obtinut corelatie pozitivd intre aspectul endometrului si

sarcina oprita in evolutiec doar in cadrul lotului B, ne-au demonstrat fara echivoc ca

43



influentele fibromatozei asupra endometrului, cu implicatii iata in aspectul histologic dar si
cu consecinte importante 1n ceea ce priveste fertilitatea sunt complet diferite 1n cele doua

loturi!

Afectarea fluxului microvascular, prin activarea anormald a citokinelor si
chemokinelor locale, determina atrofie endometriala, scaderea calitatii endometrului si

alterarea sintezei unor factori importanti in nidatie.

In cadrul cercetarii aspectului histopatologic, in cazul miometrului am intalnit
diferente macroscopice si mai putin semnificative din punct de vedere microscopic. Invers,
in cazul studiului endometrului de la capitolul 8, am observat diferente majore din punct de

vedere microscopic si mai putine ca aspect macroscopic.

Insumand cazurile de endometrita cronica si atrofica, diferenta a fost si mai mare,
57,22% din pacientele din lotul B, fata de 28% din pacientele din lotul A, prezentand
p , p p

aceste doua tipuri de diagnostice histopatologice (tabel 8.3.1).

Efectul real al fibroamelor asupra fertilitatii nu este nici complet cunoscut, nici
inteles pe deplin. Fibroamele submucoase de orice dimensiune si fibroamele intramurale de
peste 4 cm, conform cu majoritatea studiilor, afecteaza fertilitatea. Prezenta mioamelor
subseroase are un efect mic sau foarte redus asupra fertilitatii. Miomectomia pare sa aiba
endoscopice sunt, In general, similare, tratamentul endoscopic este abordarea recomandata
in prezent, datoritd avantajelor sale in ceea ce priveste invazivitatea mai redusa si datorita

recuperarii rapide a pacientelor, postoperator.

Am demonstrat prin studiul IHC implicarea tuturor markerilor studiati in procesele
patogenice prin comparatia cu lotul martor. De asemenea, am constatat o distributie inegala

deci o implicare diferitd a acestor factori in loturile noastre de studiu, A si B.

Astfel, TGFp si MMP2 au fost mai prezente si mai active la nivelul miometrului in
lotul B, in timp ce bFGF a avut expresie mai mare in lotul A. MMP9 si TNFa au avut
expresie similard in cele doud loturi. Microvascularizatia, identificatd cu antigenul
membranar CD34, a fost mult mai pronuntatd in miometrul corespunzator lotului B ! Cu
alte cuvinte CD34 este prezent mai ales in fibromatoza uterina difuza unde demonstreaza o

vascularizatie difuza accentuata.
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CD34 a fost intens pozitiv si la nivel interstitial, nu doar in peretele vascular !
Astfel, am identificat, foarte probabil, o multitudine de miofibroblasti stem, distribuiti
difuz, ceea ce este concordant cu prezenta sau aparitia in continuare a micronodulilor
fibromatosi disparati in intregul miometru ! Practic, acest rezultat pe care I-am obtinut in
studiul THC sugereaza etiologia fibomatozei difuze si corespunde cu teoria lui Linder si
Gartler [69] si anume cu ideea aparitiei unor progenitori ai fibromatozei difuze probabil
prin metaplazia celulelor stem mezenchimale sub influenta unor factori care tin fie de

micromediul celular, fie de semnalizarea intercelulara sau de anumiti factori externi.

Toti markerii studiati, la nivel miometrial, au avut expresie mai mare in cele doua
loturi A si B, in raport cu lotul martor (M) iar analiza statistica a aratat ca 4 din 6 markeri

studiati au avut distributie diferitd in cele doua loturi, A si B !!

In ceea ce priveste expresia la nivelul endometrului, am constatat o prezenti mai
mare a bFGF si a TNFa in lotul A, in timp ce in lotul B, a fost mai exprimat TGF.
Aceastd expresie foarte intensd a TGFp la nivel endometrial in lotul B ne poate explica
decidualizarea incompleta si procentele mai mari de sarcind oprita In evolutie, constatate in
studiul de la capitolul 8 si durata mai mare a metroragiilor probabil prin nivelul scazut de

PAI-1 st ATIII la nivelul endoteliului, asa cum am vazut in capitolul 7.

MMP2 si MMP9 au avut expresie scazutd la nivelul endometrului in ambele loturi
iar CD34 a aratat, de data aceasta, o vascularizatie mai scazuta in lotul B. Astfel, a rezultat
ca microvascularizatia este mult mai bogata la nivelul endometrului in lotul A. Implicit am
dedus, diferentele fiind semnificative statistic, un aspect cu vascularizatie mult diminuata
in lotul B, acest lucru reprezentdnd o posibila explicatie a tendintei la atrofie a

endometrului 1n acest lot cu fibromatoza difuza.

TNFa a fost aproape absent la nivelul endometrului, in lotul B, deci nu pare sa fie
raspunzitor de procesele patologice endometriale din fibromatoza difuza. in schimb, in
lotul A avem o pozitivare intensd, in procente semnificativ mai mari. Asta inseamna ca
TNFa este foarte prezent si foarte ,,activ’ in endometru, in lotul cu fibrom uterin bine
delimitat, aceastd observatie reprezentand o posibild explicatie a esecului de implantare si a

numadrului crescut de avorturi spontane din lotul A!

Si la nivelul endometrului calculul statistic ne-a aratat o distributie diferitd in

loturile A si B a 4 din cei 6 markeri studiati !
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Iata ca, din acest al treilea studiu, a rezultat ca cele doua entitdti, fibromul bine
delimitat si fibromatoza uterind difuzd, nu sunt identice, catd vreme nu au un

comportament [HC si patogenic identic!

Mai mult, prin analiza suprapusa a datelor privind distributia markerilor studiati in
miometru respectiv in endometru (tabelul 9.3.15), am extras cateva deosebiri majore intre

loturile cu fibrom uterin bine delimitat (A) si fibromatoza difuza (B):
In lotul A:

- bFGF intens pozitiv in miometru si endometru
- TNFa intens pozitiv in endometru
- CD34 intens pozitiv in endometru ( microvascularizatia)

in lotul B:

-TGFp intens pozitiv in miometru si endometru
- MMP?2 intens pozitiv In miometru
- CD34 intens pozitiv in miometru (microvascularizatia)

Pe baza rezultatelor studiului [HC am reusit sa trasam mai clar asemadnarile (tabel
10.1.1) si diferentele (tabel 10.1.2) dintre entitatile cercetate si sa stabilim asa cum ne
propusesem, inca de la inceput, un protocol de diagnostic pentru fibromatoza uterina
difuza (tabel 10.1.3).
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Tabel 10.1.1: Asemanari intre loturile A si B.

ASEMANARI LOTA/LOTB

VETS ERR GG EREN EVd gl 40-49 ani

Simptomatologie Metroragii - procente asemandtoare: 74% si 71%

Factori de risc Timp scurs de la ultima nastere

Antecedente heredo-colaterale

Nuliparitatea si HTA nu s-au dovedit factori de risc !
Factori protectori Paritatea de grad nalt
Aspect microscopic Celule tumorale asemanatoare cu f. musculare netede
normale dar cu densitate celulara mai mare; citoplasma
eozinofila, Nc ovalari — alungiti; mitoze rare; fara atipii
Distributia TNFa

Distributia MMP9

Distributia MMP2

Distributia MMP9

IHC miometru

IHC endometru

Tabel 10.1.2: Deosebiri intre loturile A si B.
DEOSEBIRI LOTA

Semne/ Simptome Dismenoree, dispareunie,
plenitudine
Patologii asociate Obezitate

Fact. de risc semnificativi Menarha precoce, COC

Aspect macroscopic Volum uterin mare,
macronoduli

Miometrul - Celule musculare alungite
aspect microscopic dispuse Tn vartejuri; sclero-

LOT B

Incontinenta urinara

Anemie, dislipidemie, DZ,
tumori ovariene

Varsta la prima sarcina
Volum mic, fara macronoduli

Micronoduli disparati, formati
din cel. musculare netede dar

Calitatea endometrului

Fertilitate

IHC miometru

IHC endometru

hialinizare; subtipuri cu Hp
special/atipice

Inflamatie acutd/hemoragica;
aspect proliferativ/ polipoid
Sterilitate secundara; rata
mare de avort spontan/ avort
recurent

-bFGF intens pozitiv

-CD34 (micro-vasc.) mai scazut
-bFGF intens pozitiv;
-TNFa intens pozitiv;

-CD34 (micro-vasc.) intens
pozitiv
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mai scurte; rar hialinizare;
foarte rar aspecte atipice
Inflamatie cronica/ atrofie

Sterilitate primara; rata mare
de sarcini oprite in evolutie

-TGFB intens pozitiv;
-MMP2 intens pozitiv;
-CD34 (micro-vasc.) intens
pozitiv

TGFp intens pozitiv

CD34 (micro-vasc.) scazut



Tabel 10.1.3: Protocol pentru diagnosticul fibromatozei uterine difuze.

PROTOCOL DE DIAGNOSTIC

Semne/ simptome = Meno-metroragii persistente (dificil de controlat

medicamentos);

Anemie; Incontinenta urinara;

La femei mai tinere: sterilitate primara sau rata mare
de sarcini oprite in evolutie.

Clinic Uter dur, rigid uniform, dimensiuni usor marite,
suprafata regulata, nedureros de obicei.

Imagistic Uter cu dimensiuni usor crescute, contur regulat, fara
macronoduli; Miometru neomogen cu imagini ecogene
punctiforme - difuz distribuite; Vascularizatie discret
accentuata difuz - in mod Doppler.

Biopsie endometru | HP: endometru cu inflamatie cronica, frecvent atrofic.
IHC: TGFB intens pozitiv.

Biopsie miometru HP: micronoduli disparati in intregul miometru, formati
din celule musculare netede modificate.

IHC:TGFp intens pozitiv;
MMP2 pozitiv in matrixul extracelular;
CD34 intens pozitiv in vase si in interstitiu.

Diagnostic FIBROMATOZA UTERINA DIFUZA !

Management specific !

De asemenea, am stabilit dous protocoale de management terapeutic nuantate
pentru fibromul uterin bine delimitat, respectiv fibromatoza uterina difuza (Fig. 10.1.1 si
Fig. 10.1.2). Daca in primul caz interventiile conservatoare sau minim invazive ocupa un
rol extrem de important si uneori rezolva patologia, imbunatatind foarte mult si fertilitatea,
in cazul fibromatozei uterine difuze, nefiind posibila extirparea micronodulilor disparati in
intregul miometru, tratamentul medicamentos ar reprezenta o solutie. Analogii de GnRH
au fost folosit in diverse trialuri, cu oarecare succes, efectele secundare limiteaza insa
administrarea pe termen lung. S-au mai tentat SERM si SPRM dar sunt necesare in

continuare studii suplimentare care sa demonstreze eficacitatea si siguranta.
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Figura 10.1.1: Protocol management terapeutic pentru fibromul uterin.

DORINTA FERTILITATE/ FARA DORINTA FERTILITATE/

CONSERVARE UTER CONSERVARE UTER

ASIMPTOMATIC ASIMPTOMATIC SIMPTOMATIC
MANAGEMENT
CONSERVATOR/ EXPECTATIVA

TRAT. MEDIC: SERM, SPRM,
ANALOGI GNRH, DIU-LNG

v

v
SUBMUCOS INTRAMURAL SUBMUCOS INTRAMURAL
SUBSEROS SUBSEROS

MIOMECTOMIE
HISTEROSCOPICA;
HISTERECTOMIE

MIOMECTOMIE
HISTEROSCOPICA

MIOMECTOMIE MIOMECTOMIE;

HISTERECTOMIE

CLASICA/ LAPARO.

TRAT. ALTERNATIV
MINIM INVAZIV:
EMBOLIZARE UTERINA
HIFU
ABLATIE ENDOMETRU
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Figura 10.1.2: Protocol management terapeutic pentru fibromatoza uterina.

FIBROMATOZA UTERINA
DIFUZA

DORINTA FERTILITATE/ FARA DORINTA FERTILITATE/
CONSERVARE UTER CONSERVARE UTER

[\

SIMPTOMATIC ASIMPTOMATIC ASIMPTOMATIC

MANAGEMENT CONSERVATOR/
EXPECTATIVA

CHIRURGICAL:

TRATAMENT HISTERECTOMIE

MEDICAMENTOS MEDICAMENTOS MEDICAMENTOS ALTERNATIV
SIMPTOMATIC: ETIOLOGIC: ETIOLOGIC: MINIM INVAZIV:
AINS; ACID SERM; SPRM; SERM; SPRM; EMBOLIZARE
TRANEXAMIC; ANALOGI GNRH ANALOGI GNRH ART. UTERINA;
PROGESTERON MEDICAMENTE IN MEDICAMENTE IN ABLATIE DE

ENDOMETRU

*Medicamente aflate deja in studiu: anti VEGF; blocantul selectiv EGF-R
(AG1478), inhibitorul EGF-R (TKS050) .

Propunerea noastra : Medicament anti TGFp; anti bFGF; anti TNFa, anti MMP2 !!

50



Datorita implicarii demonstrate in studiul nostru a TGFB, bFGF, TNFa si chiar a
MMP2 in patogenia fibromatoasa, atat la nivelul miometrului cat si la nivelul
endometrului, este evident ca un medicament care sa intercepteze acesti factori ar controla
etiologic nu doar simptomatic boala si ar imbunatati mult, in opinia noastra, calitatea
endometrului si implicit fertilitatea pacientelor noastre. Aceasta este si directia de cercetare
pe care ne-o propunem in continuare, constienti fiind de importanta unui astfel de
tratament, mai ales pentru pacientele tinere care isi doresc pastrarea fertilitatii sau a

uterului.

10.2. Contributii personale

e Am caracterizat fibromatoza uterind difuzd din punct de vedere clinic,
histopatologic si imunohistochimic, foarte putine articole exista pe aceasta tema !
Incurajam folosirea acestui termen in buletinele HP, separat de diagnosticul de
fibrom uterin bine delimitat !

e Am exemplificat tipuri speciale histopatologice de fibrom uterin, stabilind criterii
de diagnostic diferential.

e Am demonstrat ca fibromul uterin bine delimitat este diferit de fibromatoza uterina
difuza - clinic, histopatologic si IHC !

e Am constatat aspecte histologice ale endometrului net diferite in cele doua entitéti
si de aici si necesitatea unei abordari terapeutice diferite sau nuantate !

e Am demonstrat implicatiile diferite pe care le au cele doud patologii asupra
endometrului si implicit asupra fertilitatii !

e Am cercetat [HC separat la nivelul endometrului si miometrului, in cele doud
categorii de boald fibromatoasa factori implicati in etiologie si controlul celular.

e Am stabilit corelatii si concordante intre aspectele histopatologice, cele IHC si
parametrii de fertilitate.

e Am stabilit un Protocol de diagnostic pentru fibromatoza uterina difuza !

e Propunem cate un Protocol de management al patologiei fibromatoase in cele doua

subtipuri cercetate !
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Consideram ca cercetarea doctorala si-a indeplinit obiectivele reusind sa
caracterizeze intr-o manierd comparativa cele doud entitdti, fibromul uterin bine delimitat
respectiv fibromatoza uterina difuza.

In primele dou studii am demonstrat diferente intre cele doui loturi de paciente in
ceea ce priveste miometrul dar mai ales din punct de vedere al aspectului histologic al
endometrului. Intrucat efectele in aval asupra endometrului in ceea ce priveste singerarea
cronica si fertilitatea au fost diferite in cele doua loturi, am decis sa analizam, in al treilea
studiu, o parte dintre cei mai importanti factori implicati in etiopatogenia procesului de
fibromatoza.

Elementul de noutate absoluta al studiului nostru constd tocmai in faptul cad am
analizat imunohistochimic distributia unor factori si rolul lor in controlul unor functii
celulare miometriale si respectiv endometriale, comparativ in loturile cu fibrom bine
delimitat (A), fibromatoza difuza (B) si un lot martor constituit din miometru normal.

In plus, prin studiul glicoproteinei membranare CD34 am cercetat
microvascularizatia precum si distributia celulelor stem miofibroblastice. In lotul B, CD34
a fost intens pozitiv si la nivel interstitial, nu doar in peretele vascular ! Astfel, am
identificat, foarte probabil, o multitudine de miofibroblasti stem, distribuiti difuz, ceea ce
este concordant cu prezenta micronodulilor fibromatosi disparati in intregul miometru !

Practic, acest rezultat pe care l-am obtinut in studiul THC sugereaza etiologia
fibomatozei difuze si corespunde cu teoria aparitiei unor progenitori ai fibromatozei difuze
probabil prin metaplazia celulelor stem mezenchimale sub influenta unor factori care tin fie
de micro-mediul celular, fie de semnalizarea intercelulara sau de anumiti factori externi,

acesta fiind un alt element de originalitate al cercetarii noastre !

Deschidem astfel un foarte important drum in cercetare — cu necesitatea continuarii
studiului 1n vederea descoperirii unui tratament care sa vizeze factorii de crestere (TGFp,
bFGF), anumite citokine (TNFa) sau metaloproteinaze (MMP2) implicate in patologia

fibromatoasa !
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