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EDITORIAL

The World of Lymphology
in Latin-Mediterranean Chapter’s Activity

C. CAMPISI J. COSSIO
(Genoa, laly} {Madrid, Spain)
President of the Latin-Mediterranean Chapter Secretary General of the Latin-Mediterranean Chaprer
of ISL of ISL

The establishment of the Latin-Mediterranean Chapter of the ISL, occured 2 years ago in Genoa,
represented the result of many years of work and devotion to this programme, aiming at creating the
necessary relationship among the different Countries and verifying alse the real will, apart from the
wish, and timeliness to establish this Chapter.

It was not easy, but when, in Genoa, on the occasion of the XIth Meeting of the European Group of
Lymphology, on June 24, 1989, there was a plenary session with all Colleagues representing different
National and Regional European and Latin-Mediterranean Groups, to verify practically the will of
establishing this new service of our International Society, the consent was universal,

Among the founders of the Chapter there were in Genoa, on that occasion, the representatives of all
Countries of National and Regicnal Groups interested in this project (Table I3.

The first aim which was proposed was that of widening scientific cooperation among associated
Countries.

To point out the fact that the Chapter was not created to replace the various National and Regional
Groups already existing, but only to be a service exclusively devoted to improve relationship among
these Countries in the ambit of the ISL, Colleagues and Friends from the different Groups included
in the Chapter were unanimously elected in the Executive Committe (Table II).

In order to create a highly representative group in the Chapter, it was also decided to include till 7
delegates for each Country in the Executive Commitltec, so having the most important scientists’
contributions at one’s disposal.

Starting from two years ago, the chapter has been following firstly the scientific aim of better coordi-
nating lymphologic rescarches in progress among the various Groups, in order, above all, to define
common protocols in the basic research, diagnostic methods, different kinds of treatment and perform
the epidemiologic study of the various forms of lymphatic diseases in our Countries.

From the organizing point of view, we have tried to establish more frequent relations, above all seizing
the opportunity of the meetings of the Groups and favour the organization of stages for Young
Lymphologists, helping particularly those who come from poor Countries. This has been our main goal.

This programme could, of course, be considered very ambitious, but considering the so far reached
results, we can also say that it is not an utopia.

Besides, there are over 200 subscriptions up to today.

After the first meeting in Genoa, the second one was organized in Spain by the President Prof. J.
COSSIO.

As regards the official language of the Chapter, it can not be only English, but French and Spanish,
widely known in the Latin-Mediterranean Area.

As far as the review is concerned, there is 10 consider the fundamental importance of the review
” Lymphology », official organ of the ISL., which represents the best and most desired landing-place,
with the dutiful and rigorous selection of scientific works.
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The members of the Executive Committee of the Latin-Mediterranean Chapter, thus, thought it was
proper to entrust the new review of the European Group of Lymphology, that is 7 European Journal
of Lymphology and Related Problems ™, directed by P. BOURGEOIS, to filter the scientific works
by Lymphologists of the Countries associated to the LMC, in order to carry out an efficient qualitative
selection.

The purpose of this choice is that of better coordinating lymphologic works of the European and
Latin-Mediterranean Countries, considering the possibility to publish in French, Spanish. Italian,
besides English, but recognizing the absolute primacy of the review " Lymphology ", which, like official
organ of the ISL, requires original scientific works, with undiscussed scientific quality and perfect
English, in order to keep the wide and necessary international breath.

— TABLET —

LMC of the ISL

FOUNDERS :

A. ANDERCON (Rumania), M. BARTOLO (Italy),
J. BRUNA (Czechoslovakia), C. CAMPISI (Italy),
C. CINCE (Rumania), R, CLUZAN (France), S. CORDARO (Italy),
J.A J. COSSIO (Spain), J.P. DESPREZ-CURELY (France),
M.A. DESOUSA PEREIRA (Portugal), A. FARRAJOTA (Portugal).
R.B. GUEDIJ (France), V. IERACITANO (Italy),
A. KAUFMANN (Rumania), A. LEDUC (Belgium), P. PADULA (Italy),
A, PISSAS (France), E.A. SAMANIEGO (Spain),
M. SERVELLE (France), J. TISSOT (France), A.M. VAILLARD (France).

— TABLE Il —

Honorary Presidents ;
M. SERVEILLE (France) - E. TOSATTI (laly)

Fxecutive Comumittee
President ©

J.A, COSSIO (Spain)

V. Presidents :
R. CLUZAN (France) - M. DEGNI (Brazil)

Secretary General :

C. CAMPISI (Italy)
Coordinators :

I. CAPLAN (Argentina), A. FARRAJOTA (Portugal), U. FOX (Italy),
A.J. KAUFMANN (Rumania), A. PISSAS (France), E. SAMANIEGO (Spain)

National Delegates :
(till 7 cach Country, appointed by National Groups)

REFERENCES

" Lymphology : Advances in Europe ™ -
Proceedings of the XIth Meeting of g.e.l.,, M. CASACCIA - C. CAMPISI Eds., ecig, Genova, 1989.
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Lymphography in neoplasms - Past, present and future.

La lymphographie radiologique en cancérologie : passé, présent et futur.

SIDNEY WALLACE, LUCEIL B. NORTH, MARVIN M. LINDELL, BAO-SHAN JING

Frewn the Department of Diagnostic Radiology,
The University of Texus M.D. Anderson Cancer Cenler,
1513 Holcombe Blvd.. Houston, TX 77030,

Lymphography, the only direct radiologic approach to the visua-
lization of the lymphatic vesscls and lymph nodes has had its
hirth. its acceptance. its decline and almost its demise over the
past 60 years. HUDACK and McMASTER (1933) " visualized
the superficial lymphatics by the intradermal injection of vital
dye o oan intrudermal injection is. in effect, an intralymphatic
injection - the dermal lymphaties lack valves while the valves in
the subcutancous lymphatics direct flow towards the heart.

SERVELLE {1944} ', by dircct intrulymphatic injection of con-
trast muterial, demonstrated, radiologically, the lymphatics and
first ccheion lymph nodes of the tower extremity for the evalua-
tion of edema due to lymphatic abnormalitics, both congenital
and acquired. KINMONTH (1952) ¥ combined these two
approaches, the intradermal injection of vital dye and the direct
delivery of water-based iodine containing contrast matcrial into
i surgically exposed and isolated subcutancous lymphatic,
BRUUN and ENGESET (1956) ¥, MALEK (1959) ), HRES-
CHYSHYN, SHEEHAN and HOLLAND (1961) ™, and WAL-
LACE, JACKSON et al. (1961) 7 utilizing oil-bascd iodine
containing contrast material (Lipiedol ultrafluid / Ethiodol) pro-
longed and extendend the opacification of lymphatics and lymph
nodes which created the circumstances for expanded clinical
application. With the advent of percutaneous lymph node biopsy
more specific diagnoses could be confirmed recalizing that only
a positive biopsy was significant.

Our experience at the University of Texas M.D. Anderson Can-
cer Center (MDACC) with lymphography in patients with mali-
gnant neoplasms reached a peak of 1162 lymphograms during
1977 and gradually declined with the advent and sophistication
of scintigraphy (NM), ultrusonography (US), computed tome-
graphy (CT) and magnetic resonance imaging (MRI) until 1991
when 626 were performed. In addition, tumor markers and more
etfective chemo- and immunetherapy have influenced the dimi-
nishing pursuit and decrcasing use of lymphography. The increa-
sing employment of the combination of radiation and chemothe-
rapy has curtailed, in the practice of some oncologists, the ncces-
sity to more accurately define the extent of the neoplastic disea-
se¢. The himited use of lymphography in most institutions has
fostered a lack of cxpertise in performance and interpretation.

La lymphographie. scule approche radiologique directe permet-
tart la visualisation des vaisseaux et ganglions lymphatiques, a
connu sa naissance, son développement, son déclin, ¢t pratique-
ment sa fin durant ces 60 derniéres années. HUDACK &
McMASTER (1933) Y visualisérent les lymphatigques superfi-
ciels grace a I'injection intradermigue d'encre vitale. Une injec-
tien intradermique est, en effet, une injection intralymphatique,
les lymphatiques dermiques nc présentant pas de valves tandis
que celles-¢i sont présentes dans les lymphatiques sous-cutands
et dirigent le flux vers e coeur.

SERVELLE (1944) 2, par injection intralymphatique directe
de preduit de contraste, démontra radiologiquement les vais-
seaux lymphatiques mémes ct les premiers relais ganglionnaires
dans le cadre d'évaluation d'wdémes du membre inféricur dits
a des anomalics lymrhaliques soit congénitalcs, soit acquises.
KINMONTH (1952) " combina ces deux approches : I'injection
intrudermique de bleu vital et Padministration directe de produit
de contrasie soluble iod¢ dans un vaisscau sous-cutané lympha-
tique isolé ¢t découvert chirurgicalement. BRUUN and ENGE-
SET (1956) ', MALEK (1959) "', HRESCHYSHYN, SHEE-
HAN ¢t HOLLAND (1961) ), WALLACE. JACKSON ct ul.
(1961) ¥, utilisant des produits de contraste iodés et huileux
(Lipiodol ultrafluide / Ethiodol) prolongérent et érendirent
I'opacification des lymphatiques et des ganglions lymphatiques,
créant la base d’une application clinique éienduc.

Avec I'arrivée des biopsics ganglionnaires percutandées, des dia-
gnostics plus spécifiques purent &tre réalisés, confirmant ainsi
quc scule unc biopsie positive était significative.

L'expéricnce des auteurs du MDACC avec la lymphographic
sur des patients présentant des néoplasics malignes atteignit son
maximum avec 1.161 lymphographics en 1977, Avec I'introduc-
tion et la sophistication des techniques scintigraphiques, ultraso-
nographiques, de tomographies computées et de résonance
magnétique nucléaire, celle-ci déclina graduellement jusqu’en
1991 oir seulement 626 lymphographies furent réalisées. De plus,
I'apparition de¢ marqueurs tumoraux et de chimiothérapie et
immunothérapic plus efficaces fut 4 l'origine de "utilisation de
maoins en moins importante de la lymphographie radiologique.
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MODES OF METASTASES

Lymphography, although only quasi physiologic because of the
pressure of injection, allowed the demonstration of the in vivo
human anatomy of this third component of the blood-lymph
vascular system. Variations in the normal distribution of the
lymphatic channcls and lymph nodes were better and more fre-
quently defined. This was illustrated by the opacification of the
thoracic duct where the predominant configuration was that des-
cribed by BARTELS (1909} *) in which the thoracic duct formed
by the junction of the ascending lumbar lymphatic trunks with
the gastrointestinal trunk as the cisterna chyl at T, to L,. conti-
nuing up the posterior mediastinum, crossing over to the left at
Ts, emptied into the left venous angle at the junction of the left
internal jugular and subclavian veins. This occurs in approxima-
tely 50 % of the paticnts.

Variations include a predominant right sided thoracic duct joi-
ning the right venous angle ; the rare double theracic duct emp-
tying individually into ¢ach venous angle ; and a myriad of other
communications at times opacifying the mediastinal, bilateral
supraclavicular, lower cervical and even axillary lymph nodes
(usually on the left) in continuity. These variations explain, in
part, the presence of mediastinal and bilateral supraclavicular
metastases from an intra-abdominal neoplasm.

The distribution of lymph node metastases is usually orderly and
depends upon the normal distribution of lvmphatic channels and
the variutions of normal as long as they are present and patent.
In the presence of obstruction from any ctiology, be it from the
neoplasm or its therapy, collateral circulation - lymphatic to
lymphatic, lymphatic to prelymphatic and lymphaltic to venous
- will determine the modes of metastases.

Scemingly hizarre sites of metastases are probably the result of
these deseribed dynamics. For example, left axillary metastases
from a carcinoma of the cervix can be cxplained by (1) normal
variations usually in the continuity of left upper axillary lympha-
tics and nodes from the thoracic duct, a posterior retroperitoncal
chain from the iliac or lower ascending lumbar trunks eventually
emptying inte the lower axillary lymph nodes, as well as (2)
obstructed iliuc lymphatics by metastases with collateral flow te
the posterior retroperitoncal lymphatics, the lateral chest wall
lymphatics 10 the lower axillary lymphatics and lymph nodes.

LYMPH NODE INVOLVEMENT
BY NEOPLASM

Throughout the years since 1960, lymphography was primarily
employed with varying degrees of success, in the staging of
almost all malignancies by defining (1) the extent of disease in
preparation for local or systemic therapy, (2) monitoring the
cffects of treatment., and (3) detecting subsequent recurrent
diseuasc. With the advent of the newer imaging modalitics, espe-
cially CT, lymphography has lost favor at many centers because
of its difficulty for both the patient and the physician. The place
of MRI in this armamentarium is yet to be established. The most
recent literature on the diagnostic efficacy of lymphography and
the current experience at MDACC are reviewed to determine
the present role of this procedure (NORTH et al., 1992) @,
Lymphography is now performed for the staging and surveillance
of abdominal and pelvic lymphomas and genital tumors, espe-
cially carcinoma of the cervix.

Lymphoma.

Lymphography has proved to be particularly useful in staging
HODGKIN's discase because nodal involvement occurs most
frequently in the distribution of those lymph nodes visualized.
CASTELLINO et al. “'® demonstrated, by histologic correlation,
in conjunction with staging laparotomy that the accuracy of lym-
phography was greater than 90 %. In paticnts with clinical Stage
I and I and a negative lymphogram, approximately 1/3 had
THE EUROPEAN IOURNAL OF LYMPHOLOGY —
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L utilisation croissantc de combinaisens radio-chimiothérapiques
a réduit, dans la pratique de certains oncologues, la nécessité
de définir de maniére précise I'extension de la maladic néopla-
sique. Enfin, I'utilisation limitée de la lymphographie a entrainé,
dans la plupart des institutions, un manque d'expertise dans la
réalisation et I'interprétation de cet examen.

MODES DE METASTASISATION

La lymphographic permet la démonstration in vive de 'anatomic
humaine de cc 3me compartiment du systéme vasculaire gue
représentent les vaisscaux lymphatiques. La distribution normale
des vaisseaux lymphatiques et des ganglions lymphatiques et
leurs variations furent micux ct plus fréquemment observées.

Ceci fut illustré par I'opacification du canal thoracique. La confi-
guration principale était celle décrite par BARTELS (1909) ®
ol le canal thoracique forme par la jonction des trones fympha-
tiques lombaires ascendants avec les troncs gastro-intestinaux,
la citerne chilifére & hauteur de Ty, & L, se continue dans l¢
médiastin postérieur, croise 8 G a hauteur de Ty et finit dans
'angle veineux G i la jonction des veines sous-clavieres et jugu-
laires internes G. Cette présentation s'observe chez approxima-
tivement 50 % des patients. Les variations incluent : un canal
thoracique situé @ D et rejoignant 'angle veineux D ; un canal
thoracique double, situation rare, sc jetant individuellement
dans chaque angle veincux ¢t une myriade d'autres communica-
tions, opacifiant parfois les ganglions médiastinaux, supraclavi-
culaires bilatéraux, cervicaux inféricurs ¢t méme (hubituellement
4 G) les ganglions axillaires, Ces variations expliquent en partic
la présence de ganglions médiastinaux et supraclaviculaires bila-
téraux & partir de néoplasies intra-abdeminales,

L’invasion métastatique ganglionnaire s'cffectue d'ordinaire de
proche en proche. Elle dépend de la distribution normale des
vaisscaux lymphatiques et de leurs variations.

En présence d'une obstruction de quelgue cause qu'elle soit
(conséeutive a la ndoplasic ou a sa thérapie), la circulation col-
latérale lympho-lymphatique. lymphoprélymphatique ¢t lympho-
veineuse, déterminera le mode de métastasisation.

Des sites métastatiques apparemment bizarres sont probable-
ment le résultat de ces dynamiques ainsi décrites. Par exemple,
des métastases axillaires G d'un carcinome du col de 'utérus
peuvent étre cxpliquées : 1) par des variations normales (conti-
nuité cotre ces vaisseaux el ganglions supéricurs G et le canal
thoracique, une chaine rétropéritonéale postéricure  partir des
iliaques ou bien des troncs lombatres ascendants infértcurs se
drainant éventuellement dans les ganglions axillaires inféricurs).
aussi bien que 2) par des lymphatiques iliaques obstrués par des
métastases avec flux collatéral vers les lymphatiques rétropérito-
néaux postérieurs, les lymphatiques de la parot latérale, et fina-
lement vers les lymphatiques axillaires inférieurs et les ganglions
axillaires inférieurs.

ENVAHISSEMENT GANGLIONNAIRE
PAR LE CANCER

De 1960 & nos jours, la lymphographic a été principalement
employéce avec des succés variables dans le staging de la quasi
totalité des cancers pour définir I'extension de la maladie en vue
d'une thérapie systémique ou locale, pour monitorer les effets
du traitement ct pour détecter les récidives subséquentes de lu
maladic. Avec la montée de nouvelles modalités d'imageric et
spécialement de 1a tomographie computée, la lymphographie a
perdu la faveur de beaucoup de centres, cu égard a sa difficulté
tant pour le patient gue pour le médecin. La place de la réso-
nance magnétique nucléaire dans cet arsenal diagnostique reste
a établir,

La littérature la plus récente concernant I'efficacité diagnostique
de la lymphographie et I'expéricnce courante de notre institu-
tion furent revucs afin de déterminer le role présent de cette
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abdominal disease, usually in the upper retroperitoneal nodes
and in the spleen which were not detectable by currently availa-
ble imaging techniques.

In non-HODGKIN's lymphoma, the frequency of abnormal
nodes outside of those opacificd by lymphography and the pre-
sence of extra-nodal discase are considerably higher than with
HODGKIN's. HEIFETZ et al. \'") found approximately 2/3 of
patients with nodular (follicular) discase and normal lymphogra-
phic findings had other involvement, frequently in mesenteric
nodes. [n patients with diffuse lymphoma and a normal lympho-
gram. only about 1/4 had other abdominal diseasc.

In paticnts with lymphoma, evaluation of the lymph nodes by
lymphography has several advantages over CT. Small nodes, less
than 1 ¢cm in diameter may harbor disease while enlarged nodes,
greater than 1.5 cm in diameter, may prove to be hyperplastic
or conglomerates of small nodes that are normal by lymphogra-
phy. Because the contrast material usually remains in the nodes
for at least one year (70 %) and at times two years (30 %) and
the loss of the iodine containing oil-bascd contrast material is
gradual and throughout the entire node, surveiliance is readily
accomplished by conventional radiographs of the abdomen.
Subtle changes in the diseasc is carlier and more readily detected
in the opacified lymph nodes. The financial burden of follow-up
is markedly decreased by interspersing radiographs of the abdo-
men with CT. In addition, lymphography opacifies the lymph
nodes which allows biopsy under fluoroscopic guidance rather
than by CT. Fine ncedle aspiration is performed for diagnostic
purposes including obtaining tissue for tumor markers. Radio-
graphic opacification by lymphography also is used by the
rudiotherapist to more casily tailor the treatment portals to the
patient’s discase. It is not only essential to outline the nodes but
also to define the relationship with other viscera, especially the
kidneys, which are to be shiclded.

At MDACC, 222 previously untreated patients with lymphoma
underwent abdominal and pelvic staging by lymphography and
computed tomography from Scptember 1989 through August
1990, Sixty-one patients had HODGKIN's discase and 161 non
HODGKIN's lymphoma. The purpose of this study was to deter-
mine the current uscfulness of lymphography for staging. Two
patients with HODGKIN's discase and two with non-HOD-
GKIN's lymphoma had positive lymphograms and negative CT's,
None of these had biopsy proof of nodal discase and the nodes
did not change following therapy in these three patients. The
other patient was also HIV positive which in itse!f may produce
nodal abnormalitics. One patent with HODGKIN's discase and
13 with non-HODGKIN's lymphoma had negative lymphograms
and positive CT's. Nodal and extra-nodal masscs regressed fol-
lowing therapy 7

CASTELLINO ct al. " have discussed that the theoretical
advantage of CT in detecting disease in upper abdominal nodes,
liver and splecn, was nof supported because these lesions, usually
small, escape detection. STRUK et al. ¥ considered lymphogra-
phy more reliable than CT of the abdomen, CT performed fol-
lowing lymphography merely demonstrates engorgement of the
opacificd nodes and offers little additional information.
BENSON ct al. “*' in studying patients with non-HODGKIN’s
lymphoma by both techniques stated that CT could not replace
lymphography even though there was a 10 % discrepancy.
CLOUSE et al. "® concluded that all patients with HODGKIN's
discasc and those with Stage I and 11 non-HODGKIN's discase
should be studied by lymphography becuuse of its higher sensi-
tivity when compared to CT.

POND et al. " reported that CT and lymphography were com-
plementary in patient management and lymphography should be
done on newly diagnosed non-HODGKIN's lymphoma espe-
cially when the CT is negative. MANSFIELD et al. " and the
Southwest Oncology Group considered lymphography more sen-
sitive than CT in detecting HODGKIN's diseasc in lower abdo-
minal and pelvic lymph nodes and that CT was not reliable

technigue (NORTH et al. (1992) ). La lymphographie est
actuellement réaliséc dans le staging et la surveillance des lym-
phomes (abdominaux et pelviens) et des tumeurs génitales (prin-
cipalement le cancer du col de 'utérus).

Lymphome.

La lymphographic a prouvé étre particuli¢rement utile dans les
stagings de la maladie de HODGKIN car I'atteinte ganglionnaire
est plus fréquente au niveau des ganglions gqu'elle permet de
visualiser, CASTELLINO ¢t ai. /' démontrérent gque l'exacti-
tude de la lymphographic, comparée aux donnces histologiques
obtenues par laparotomie, ¢tait supérieure a 90 %. Pour des
patients de stade clinique T et il ct avee unce lymphographic
négative, 4 peu pres un tiers présentait une localisation abdomi-
nale, soit dans des panglions rétropéritonCaux supéricurs soit
dans la rate, sites non détectables par les technigques dimageric
couramment disponibles. Dans les lymphomes non hodgkinicens,
les localisations ¢xtraganglionnaires ou ganglionnaires {autres
que celles démontrées par la lymphographic) sont considérable-
ment plus frégquentes que dans la maladie de Hodgkin,
HEIFETZ et al. ") trouvérent gu'approximativement 2/3 des
patients avec maladic nodulaire et lymphographie radiclogique
normale avaient d’autres sites envahis, fréquemment, par les
ganglions mésentériques. Les patients avee lymphome diffus ct
lymphographie normale avaient pour 1/4 d’entre eux unc autre
localisation abdominale.

Chez les paticnts avec lymphome, Vévaluation des ganglions par
lymphographie a certains avantages comparativement a la tomo-
graphie computée. De petits ganglions de diametre inféricur a
1 cm peuvent étre le sicge de la maladie alors que des ganglions
d'un diameétre supéricur i 1.5 cm peavent ¢tre démontrds simple-
ment hyperplasiques ou représenter des conglomérats de petits
ganglions normaux a la lymphographie radiologique. Etant
donné que le¢ matéricl de contraste réside dans les ganglions
pendant plus d'une année (dans 70 % des cas) et chez certaing
pendant deux années (30 % des paticnts) ¢t que la perte du
contraste ganglionnaire est graduelle ¢t continue. unc survetl-
lance peut étre accomplie simplement par des radiographics
conventionnelles de U'abdomen. Des modifications subtiles de la
maladie sont ainsi détectées de maniere plus claire et plus pre-
coce dans ces ganglions opucifiés. Le colt financier du follow-up
cst ainst diminud de manicre marquée en alternant ces radio-
graphies de I'abdomen avec des tomographics computées. De
plus, la lymphographic opacifie les ganglions, ce qui permet leur
biopsie sous controle fluoroscopique plutot gque sous tomogra-
phie computée. Laspiration a l'aiguille fine est réalisée dans des
projets diagnostiques incluant 'obtention de tissus pour recher-
che de marqueurs tumoraux.

L'opacification radiologique par lymphographiz ¢st également
utilisée par le radiothérapeute dans lc but d'adapter les limites
de champs de radiation 4 la maladie du paticnt. 1} n'est pas
seulement essenticl de délimiter ces ganglions mais également
de définir leur relation avec les autres viscéres et spécialement
les reins qui doivent étre protégés.

Au MDACC, 222 paticnts avec lymphome ct non antérieure-
ment traités subirent de septembre '89 a aodt 90 un staging
abdominal et pelvien comprenant lymphographie radiologique
et tomographie axiale computérisée. 61 paticnts avaient unc
maladie de Hodgkin et 161 un lymphome non hodgkinicn. Le
but de cetic étude était de déterminer l'utilité actuelle de la
lymphographie dans ce staging. Deux paticnts avec maladic de
Hodgkin ¢t 2 avec lymphome non hodgkinien avaient des lym-
phographies positives ct des CT négatifs. Aucun de ceux-ci n’eut
de preuve biopsique de la maladie ganglionnaire ¢t dans trois
cas, les ganglions ne montrérent pas de modification ultéricure
sous traitement. Le dernier patient était également HIV positif,
ce qui, cn soi, peut étre cause d’anomalies ganglionnaires, Un
patient avec maladiec de Hodgkin et 13 avec lymphome non
hodgkinicn avaient des lymphographics négatives ¢t des CT posi-
tifs. Les masses gan%lionnaires ct extragangiionnaires régressé-
rent sous thérapie 12,
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in defining diseasc in the liver or spleen ; therefore, lymphogra-
phy should not be abandoned. At MDACC, it was concluded
that lymphography did not add significantly to staging of these
paticnts. This departure from prior experience may be duc to
the improved state of the art of computed tomography. Despite
this and because of the previously described advantages, lym-
phography continues to be employed on all patients with lympho-
mas - for HODGKIN's discase as the primary procedure for
abdominal and pelvic¢ discase. In non-HODGKIN’s lymphoma,
CT is the initial staging procedure and lymphography is the
complementary cxamination especizlly in thosc patients with a
normal CT. Follow-up examination continues to be done cvery
three months by a conventional radiograph of the abdomen and
pelvis with a CT every six months. In children who have Lttle
retroperitoneal fat to optimally visualize lymph nodes by CT,
lymphography is even more helpful especially in HODGKIN's
disease.

Carcinoma.

Metastatic carcinoma initially obstructs the marginal sinus resul-
ting in 4 defect in a lymph node which is not traverscd by
lymphatics. At times, abscess or fibrosis in a node will be respon-
sible for stmilar findings. A diffusely infiltrating carcinoma, ¢.g.
scminoma or anaplastic carcinoma, may mimic lymphoma, while
a lymphoma may occasionally be difficult to differentiate from
a carcinoma. The primary diagnosis is usually established when
the extent of discase is defined by lymphography.

Tumors of Genitalia.

Carcinoma of the cervix is the most common female genital
neoplasm staged by lymphography at MDACC. Lymphography
has also been used to select those women with cervical carcinoma
who should receive extended para-aortic ficld irradiation.

Carcinoma of the cervix, Stage T and IJA, has a very limited
vield (29 %) by lymphography as reported by SWART et
al. '™, BOIE et al. " felt that lymphography was not reliable
for diagnosing lymph node metastuses in paticnts with Stage 1B
cervical carcinoma. However, HELLER et al. “” examined, by
CT. US and lymphography. patients with Stage IIB carcinoma
of the cervix and above. Those with positive nodes were confir-
med by fine needle aspiration biopsy while those with negative
findings on all studics had para-aortic lymph node dissection,
Lymphography was considered to be more reliable with a sensi-
tivity of 79 %, specificity of 73 % as compared to 34 % sensiti-
vity and 96 % specificity of CT. SMALES et al. ©Y found that
lymphography was valuable for determining the status of the
lymph nedes and identifying the high risk patient. The authors
concluded that the prognosis of patients with a positive lympho-
aram was poorcr in cach stagc. ASHRAF ct al. ¥ after biopsy
of lymph nodes suggested that lymphography was highly predic-
tive of the absence of melastases when negative (93 %), but was
of low predictive value (33 %) when positive. In patients with
adenocarcinoma of the endocervix, EIFEL ct al. “ found a
decreased rate of relapse-frec survival strongly correlated with
positive lymphography and poorly differentiated tumor.

At MDACC, lymphography centinues 1o be used in staging of
carcinoma of the cervix, the bulky Stage I and above. This is
followed by fine needle aspiration biopsy of positive or suspicious
nodes. Lymphography is occasionally used for carcinomas of the
endometrium, ovary (especially germ cell tumors), vagina and
vulva. In addition, CT and tumor marker studics have now
replaced lymphography for staging and surveillance of patients
with testicular tumors. The current literature supperts this
approach,

Despite the obvious shortcomings, lymphography still remains
the enly modality available to charactenize lymph nodes. There
is a continuing necessity to define the extent of ncoplastic
Vol I
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CASTELLINO et al. ? ont discuté que les avantages théoriques
du CT dans la détection de la maladic dans les ganglions abdo-
minaux supéricurs de méme qu'au niveau du foie et de la rate
n'étaient pas suffisants parce que ces Iésions, habitucllement de
petite taille, échappent a leur détection. STRIJK ct al. 'Y consi-
dérent quant a cux la lymphographie plus fiable que le CT
d’abdomen, La tomographic axialc computérisée réalisée apres
la lymphographie démentre principalement 'engorgement des
ganglions opacifiés et offre peu d'information additionnellc,
BENSON et al. " étudiant des patients avec lymphome non
hodgkinien grace a ces deux techniques, affirment que la tomo-
graphic computérisée ne peut remplacer la lymphographie quand
bien méme 1l y aurait 10 % de discordances cntre les deux.
CLOUSE et al. 'Y conclurent que, quant & eux, tous les paticnts
avec maladie de Hodgkin et ceux avec des lymphomes non
hodgkinicns stade T et II devraient étre étudicés par lymphogra-
phie eu égard 4 sa plus grande sensibiliteé comparée aw CT.
POND ct al. ' rapportérent que CT ct lymphographic ¢taicnt
complémentaires dans le management des patients et que la
lymphographie devait ¢étre réalisée dans les lymphomes non
hodgkiniens nouvellement diagnostiqués et spécialement quand
le CT était négatif. MANSFIELD ct al. """ et le Southwest
Oncology Group considérérent la lymphographic plus sensible
que le CT dans la détection de la maladie de Hodgkin dans les
ganglions abdominaux inféricurs et pelviens et que le CT n'élait
pas fiable dans sa définition de Ia maladie au niveau du foic ¢t
de la rate : la lymphographic, conséquemment. ne devrait pas
étre abandonnée.

Au MDACC, il fut conclu que la lymphographic n'ajoutait pas
significativement au bilan de ces patients, Cette déviation & partir
de notre expérience préalable peut étre due i une amélioration
de I'état de 1"art de la tomographic computdée. Mulgré cela et en
raison des avantages préalablement décrits, la lymphographic
continue & étre utilisée dans les cas de patients avec maludics
de Hodgkin comme premiére procédure pour les localisations
pelviennes et abdominales. Dans les lymphomes non hodgki-
niens, le CT est la procédure de staging initiale et 1a lymphogra-
phie est utilisée comme investigation complémentaire, spéciale-
ment pour les patients avee CT normal. Les investigations de
follow-up continucnt a ¢tre réalisées tous les 3 mois @ travers
une RX conventionnelle de I'abdomen ct du pelvis et avec le
CT tous les 6 mois, Chez les enfants qui ont peu de graisse
rétropéritonéale permettant de visualiser de manitre optimale
les ganglions par CT, la lymphographic est particuliérement utile
et avantagecuse, spécialement en cas de maladie de Hodgkin.

Cancers divers.

Les autres types de cancer métastasient initialement au niveau
du sinus marginal des ganglions résultant en un défect ganglion-
naire. Dans certains cas, de tels défects peuvent étre dis 4 un
abets ou unc fibrose ganglionnaire. Un carcinome diffusément
infiltrant, par cxemple un séminome ou un carcinome anaplasti-
que, peut mimer un lymphome alors qu'un lymphome peut occa-
sionnellement étre difficile & différencier d’un carcinome. Le
diagnostic primitif est habituellement ¢tabli quand la lymphogra-
phie est utilisée pour définir I"étendue de la maladie.

Tumeurs génitales.

Le cancer du col de ['utérus est la néoplasie génitale féminine
la plus commune mise au point par lymphographie au MDACC.
La lymphographie est ¢galement utilisée pour déterminer les
patientes avec carcinome du col de 'utérus qui recevront une
irradiation lomboaortique étenduc.

Dans le carcinome du col de 'utérus, stade I et ITA, la lympho-
graphic a un rendement limité (29 %), sclon c¢ que rapportent
SWART et al. " BOIE et al. "% trouvérent quc la lymphogra-
phic n"était pas fiable dans le diagnostic des métastases ganglion-
naires des patients avee cancer du col de 'utérus cliniquement
stade 1B. Toutefois, HELLER et al. “®” ¢tuditrent par CT, US
et lymphographie les patients avec des cancers du col stade 11B
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discase which includes the determination of lymph node involve-
ment. CT and US as well as MRI demonstrate the size of the
nodes which, in itself, is a poor criterion. The potential of MRI
to define abnormalities in lymph nodes has not been realized as
yet. The search continues for an oral or intravenous contrast
material which would localize in neoplastic nodes. Perhaps tar-
geting to these nodes could be accomplished by monoclonal
antibodies, tumor markers, receptor site specific agemt, ctc.,
alone or in combination.

¢t plus. Ceux avec ganglions positils furent confirmés par biopsic
aspiration i I'aiguille fine tandis que ceux avec résultats négatifs
par toules les études avaient une dissection ganglionnaire lombo-
aortique. La lymphographie fut considérée la plus fiable avec
une sensibilité de 79 % et unc spécificité de 73 % par opposition
aux 34 % et 96 % de sensibilité et spécificité du CT. SMALES
et al, Y trouvérent que la lymphographic était valable pour
déterminer Ie status des ganglions et identifier les patients i huaut
risque. Les autecurs concluaicnt gue le pronostic des patients
avee une lymphographic positive était moins bon pour chaque
stade. ASHRAF et al. ¥, aprés biopsic ganglionnaire, suggé-
raient que la lymphographie était huutement prédictive de IMab-
sence de métastase quand négative (93 %) mais avait une valeur
prédictive basse quand positive (33 %). Chez les patients avec
adénccarcinome de l'utérus. EIFEL et al. “Y trouverent unc
corrélation étroite entre la diminution du taux de survie sans
récidive et 1a positivité de la lymphographic dans les tumeurs
peu différencices.

Au MDACC, la lymphographic continue & étre utilisée dans le
staging des carcinomes du col de utérus, les gros stades | et
plus. Elle est suivie d'unc biopsic a uaiguille fine des ganglions
suspects ou positifs. La lymphographic est occasionnellement
utilisée pour les carcinomes de Fendometre, de Uovaire (spécia-
lement les tumeurs 3 cellules germinales), du vagin ct de la
vulve. CT ¢t études des marqueurs tumoraux ont actucllement
remplace la lymphographie pour lc staging ct la surveillunce des
patients avec tumeurs testiculaires. La Iittérature actuelle sup-
porte cctte approche et cette attitude.

Malgré ces limitations ¢videntes, la lymphographic reste toujours
lu seule modalité capable de caracténiser les ganglions lymphati-
gues. La nécessité persiste de définir I'étendue de 1o maladice
cancéreuse v inclus done linvasion ganghonnaire. Le CT et
lultrusonographie de meéme que la résonince magndétigue
nucléaire démeontrent la taille des ganglions, ce qui. ¢n soi,
présente un critére diagnostique de valeur minimale. La capacité
de la résonance magndétique nucléaire de définir des anomakies
dans les ganglions n'a pus encore ¢t¢ validée actuellement. La
recherche continue pour un produit de contraste d'administra-
tion intraveincuse ou orale qui se localiserait dans les ganglions
cancéreux. Le ciblage de ces ganglions sera peut-étre obtenu pur
des anticorps monoclonaux. des marqueurs tumoraux, des ugents
spécifiques de site réeepteur, ete.... sculs ou ¢n combinaisen,
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ABSTRACT

Edema is often found in rheumateid joint inflammation. The
genesis seems to conflict with the protein content of inflam-
matory synovitis,

31 paticnts and 31 healthy volunteers were investigated by capil-
lary filtration Te-albumin test and oscillation measures by fast
Fourier transform. In all paticnts, we found abnormal retention
of Tc-albumin which was normal in control group. Both investi-
gation results arc highly significant.

This study showed that the degree of synovial inflammation
correlates with an excess of transcapillary albumin leakage and
abnormal lymphatic resorption.

RESUME

Un cedeme est fréquemment observé en cas d’inflammation arti-
culaire rhumatoide. Sa gencse semble lide au contenu protéique
de la synovic inflammatoire.

31 patients et 31 volontaires sains ont ¢été investigués a 'aide du
test de filtration capillaire de [albumine technitiée et mesure
des oscillations par transformée de Fourricr.

Chez tous les paticnts, une rélention anormale de I'albumine
technitiée fut trouvée alors que celle-ci était normale dans le
groupe conltrole.

Notre étude montre que le degré d'inflammation synoviale cst
corrélé avec un exces de perte transcapillaire d’albumine et une
réabsorption lymphatique anormale.

Key words : Tc-albumin test - Rheumatoid joint inflammation
Edema - Capillary filtration.
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Recurrent edema is often found associated with rheumatoeid
arthritis (R.A.) ; in some cases, it develops around an acutely
inflamed joint and sometimes, it appears an unusuoal swelling in
the upper or lower limb. Its nature seems to conflict with the
protein content of the edema fluid although other mechanisms
could be possible : acute rupture of a joint or synovial cyst,
lymphatic obstruction by enlarged glands, which would explain
the cases of bilatcral edema, or chronic endothelia inflammation
(by oxygen free radicals).

To test these hypotheses, lymphatic resorption was investigated
by capillary filtration using 99m Technetium-Albumin and Fast
Fourier Transform (F.F.T.) analysis of oscillation in 31 out-
patients with rheumatoid joint inflammation (R.J.1.) and com-
parcd to results in 31 healthy volunteers.,

MATERIAL and METHODS

31 patients (23 female and 8 male, mean age = 58 = 13 vears)
with R.J.I. and a 6 + 6 years history of R.J.1._ including some
associated with inflamed joints or polyarthritis : rheumatoid
arthritis (20 cases), psoriatic polyarthritis (3 cases), connective
tissue diseases with polyarthritis (5 cases) and overlap inflamma-
tory discascs (3 cases). 11 among the patients had associated a
Raynaud phenomenon.

All patients have been tested for ARA criteria, and by radiology,
rheumatoid factor, antinuclear and extractable nuclear antibody,
cryoglobulin, LE cells. Inflammation was clinically rated on the
following scale : normal = 0 ; minor swelling = 1 ; diffuse swel-
ling and active synovitis = 2. The Erythrocyte Sedimentation
Rate (E.S.R.) was 24 mm per hour £ 19 mm. Rheumatoid factor
tests were positive in 14 cases, antinuclear antibody in 8 cases
with extractable nuclear antibody in 2 cases.

8 among the patients were on steroid treatment and 12 were
trcated with non steroidal anti-inflammatory drugs, hydrochloro-
quine, gold or thiol derivates.

The control group consisted of 31 healthy volunteers, {23 female,
8 male, mean age = 48 * 14 years), using the same tests in the
meantime,
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METHODOLOGY
INCLUSION CRITERIA : the inclusion criteria were based on

the results of capillary filtration testing in three areas : elbow,

forearm and wrist (Fig. 1, 2).

Labelled albumin testing (1, 2) consists in measuring the amount
of albumin present in tissuc and its variations following a period
of induced stasis. 99mTc-Albumin is intraveinously injected into
the patient and radioactivity counted in the upper limb until
total dilution of the label in the plasma fraction. Measurements
are repeated after applying a tourniquet at 80 mm Hg for 10
minutes. Cumulative radioactivity is measured every 10 scconds
for 25 minutes and a fall-off curve is constructed. The normal
subject returns to the basal state some tens of seconds after
removal of the tourniquet. Subjects with abnormal protein lea-
kage have a labelled albumin retention rate higher than 8 %.
This level is calculated by the ratio f-i / m—i where i equals mean
initial counts, m maximum and { final mean activity. The fall-off
curve is converted into a frequency spectrum using an algorithm,
the Fast Fouricr Transform function :

ST AW exp (12 71 (@)

from 2 7/ At to 2 w/up At = 0.63 to 0.02 Hz.

Al =

Amplitude was measured on 32 (2) harmonics at a frequency
between .63 and (0.02 Hz. This allows 1o dcfine two zones : a
high frequency (HF) zone from harmonics n = 1 ton = 17

(venous compliance), and a low frequency (LF) zonc from har-
monics n = 18 to n = 32 (lymphatic resorption (2).

Validation of this technique in healthy subjects has shown that
no more than 2 wide amplitude peaks are visually observed in
the low frequency zone and that the low frequency / high fre-
quency ratio (LF / HF) measured over 2 harmonics compared
to the fundamental, is less than 0.5 %.

RESULTS
The isotope results showed that mean labelled albumin retention
was high, especially in the wrist (Table 1) in patients with R.J 1.
and normal in controls (less than 1 % in the three sones).
These results are highly significant (p < 0.001). (Table I).

The Low Frequency / High Frequency ratio (LF / HF) measured
over the last harmoenic (32) compared to the fundamental (nor-
mal < 0.5 %) was high (from 0.64 % to 1.05 %) in the patient
group and normal {from 0.06 % to 0.12 %) in the controls.
Thesc results are highly significant (p < 0.001).

The 31 patients were classified into three groups (Table 11) :
Group 1 : abnormal retention of labelled albumin in 3 areas.
Group 2 : in 2 areas,

Group 3 : in wrist arca only.

In Group 1, 13/16 had signs of clinical inflammation (score |
and 2), 5/5 in the second ; in Group 3, only 3/10 have clinical
signs, and onc is a false negative. (Tabkel II).

— Table 1l —

SYNOPSIS OF PATIENTS WITH R.].I.

JIR.LL 31 healthy
paticnts subjects
POmTe-Albumin TEST WRIST 25% + 11 % 06% = 03%
Labelled Albumin retention FOREARM 13% + 10% 0.3% £ 02%
Normal <8 % ELBOW 9% % D % 04% + 03%
LYMPHATIC OSCILLATIONS WRIST 0.64% * 055 % 0.12% % 0.14 %
Frequency spectrum FOREARM 086 % £ 0.72 % 0.07 % + (L14 %
Normal : Last Harm/
Fondamental < 0.5 % ELBOW 1.05 % £ 0.62 % 006 % = 0L13 %
— Table 2 —
CORRELATION BETWEEN ABNORMAL TEST
AND CLINICAL DEGREE OF INFLAMMATION
Mean resorption E.S.R. Clinical
albumine Score

Wrist  Forearm

GROUP 1 0% 17 %
(16 Patients)

GROUP2 24 % 95 %
(5 Patients)

GROUP3* 17 % 3 %

Elbow
% 28 mm =+ 2]

05% I3mmzx 7

(10 Paticnts * with one falsc ncgative).

10(2).3(1).3(0)
28mm+ 13 2(2).3(1)

2(2).1(1),7(0)
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Fig. 1 — NORMAL TEST. Fig. 2 — PATHOLOGICAL TEST.




DISCUSSION

Fifty years ago, LANDIS and GIBSON (3) showed a moderate
increase in the capillary filtration coefficient in patients with
R.J.L In 1964, PARK and SWINBURNE (4} found a transudate
in R.A. patients with a relatively high albumin and globulin
content, compared to serum levels. In 1971, JAYSON and
PARKS (5) using a special plethysmograph found an increased
coefficient of capillary filtration in R.A. and a good correlation
with E.S.R. They concluded that a more rapid production of
interstitial fluid and a trouble in lymphatic reabsorption would
lead to an edema.

JOOS and FAMAEY (6) proposed that a chronic ¢ndothelia
inflammation was the causc of acute joint or synovial cysts rup-
turc and of the lymphatic obstruction found on lympho-
scintigraphy.

DACRE ct al. (7) in 7 cases of limb lymphadema in R.A.
assumed that the main cause of the lymphodema was the
obstruction of the deep lymph vessels.

What can he suggested as a mechanism, what could be the model
for microcirculation in R.J.1. ?

TAYLOR’s group arc all convinced that the mechanism of trans-
capillary protein exchange in any vascular bed is characlerized
by the property to diffuse both by convection and diffusion
transporl (8) through both small and large pores (9).

LEVICK (10) had shown that the effcctive albumin concentra-
tion of the albuminal face of a small pore is different from the
albumin concentration 10 um away.

Furthermore, BLAKE and STEVENS (11, 12) found a signifi-
cant restriction of superficial bleod flow in inflammatory synovi-
tis. generating, in response, a synovium reactive oxygen radical
species with damage to protein or at least to proteins exchange.

This ™ stress protein ™ leads to an abnormality of the capillary
basement membranc in the view of SIMMLING et al. (13), but
DRILL ct al. (14) did not reach the same conclusions.,

The significative retention of 99mTe-Albumin, especially in wrist
area, and the good correlation between extension of this reten-
tion and the synovial inflammatory signs, we have found, are
more in agreement with the SIMMLING and BLAKE hypo-

thesis.
But what can be suggested for the mechanism of cdema genesis ?

In the event of excess protein filtration, it could be due to a
defect in lymphatic absorption. We have shown in cyelic edema
disease, using a double-labelling study, and in diabetic microan-
giopathy (15), a possible pulsatile effect in the frequency diagram
by F.F.T. (as the " peripheral tymphatic heart ™ of TAYLOR).

The same frequency defect has been found in isolated lymphatic
stimulation by MAC HALE (16). It could be a blockage of the
deep lymph vessels (7), but the significant change in the fre-
quency diagram obtained by Y9mTe-albumin test would be in
agreement with an abnormal lymphatic drainage in R.J.1. accor-
ding to synovial inflammation.

CONCLUSION

This study, using labelled albumin test in patients with R.J.1L
compared to a similar group of healthy subjects showed that the
degree of synovial inflammation correlated with excess transca-
pillary albumin leakage and abnormal lymphatic resorption.

Further studics on the sensitivity and specificity of 99mTc-albu-
min testing in R.J.I. are underway and are being applied on a
multicenter basis.
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associées au syndrome de Klippel et Trénaunay.

Malformation of the lymphatic vessels

associated with Klippel and Trénaunay’s syndrome.
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RESUME

Depuis 1943, nous avons opéré 835 syndromes de Klippel ¢t
Trénaunay. L'allongement du membre atteint est constant,
I'eedéme et I'angiome plan n'existent que dans 1/3 des cas. La
veinographie puis I'exploration chirurgicale ont montré une mal-
formation des veines profondes portant soit sur la veine poplhitée
s0it sur la veine fémorale superficiclle ou sur ces 2 veines en
méme temps, enfin sur les veines iliaques ou sur la veine cave
inférieurc. La libération de ces veines profondes anormales
donne de bons résultats ¢loignés. Chez I'enfant de 4 a 14 ans,
lorsque la différence de longueur des 2 membres est importante,
nous réalisons en méme temps que la libération des veines pro-
fondes. la ligature de la veine poplitée de la jambe la plus
courte : & I'dge adulte, la différence de longueur des 2 membres
a disparu ou est grandement diminuée, Le syndrome de K.T.
peut étre associé a plusicurs types de malformations lym-
phatiques :

1) compressions des lymphatiques profonds par la bride compri-
mant la veine malformée ;

2) K.T. associé & un lympheedéme simple : il faut toujours opé-
rer la malformation veincuse en premicr ;

3) association auv K. T. d'un lymphwdéme avec reflux du chyle
dans les lymphatiques jambiers : on supprime le reflux du
chyle puis libére les veines profondes ; si la veinographie est
redevenue normale, on peut opérer le lymphaedéme ;

4) Lymphwedéme avec reflux du chyle dans les lymphatiques
jambiers et osseux.

Enfin, le K. T. peut ¢ntraincr des hématuries et des rectorragies.

Mots clés : lymphangites mésentériques, rectorragies,
hématuries, chylopéritoine, chylothorax,
chylorragics.

SUMMARY

Since 1943, we have operated on 835 paticnts with Klippel and
Trénaunay’'s syndrome. Elongation of the impaired limb was
invariably found while edema was present in 84 %, varicose
veins in 36 % and flat angioma in 32 %. Venography and surgi-
cal exploration have demonstraied malformation of the deep
veins involving the popliteal vein in 51 %, superficial femoral
vein in 16 %, both popliteal and superficial veins in 29 %, iliac
vein in 3 % and lower vena cava in 0.5 %. Good clinical results
have been achieved following the surgical releasc of these deep
veins. During childhood, when the difference in limb length is
noteworthy, ligature of the popliteal vein of the shorter limb
induces a compensating clongation. Klippel and Trénaunay's
syndrome may be associated with lymphatic malformations :
1y compression of the deep lymphatic vessels ;
2) lymphedema ;
3) lymphedema with chyle reflux in the lymphatic of the lower
limb ;
4) lymphedema with chyle reflux in the lymphatic of the lower
limb and in lymphatic of the bones.
Knowledge of the pathophysiology of these malformation of the
deep veins enables a better understanding of the clinical manifes-
tations of the condition as well as the improved treatment of the
serious vesical or rectal hemorrhage which occurs in one per
cent of these patients.

Reprinis request to
Marceau SERVELLE
Rue Spontini 16
Paris 75116
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En 1900, dans les « Archives Générales de Médecine », KLIPPEL
ct TRENAUNAY décrivent le syndrome de neevus variqueux
ostéohypertrophique (1) qui porte & juste titre leur nom : il est
caractérisé par un nevus, des varices sur le membre intéressé,
une hypertrophie de tous les fissus et, e¢n particulier, des os du
coté atteint. Cette deseription reste vraie mais il ne s'agit pas
d'ostéohypertrophie mais d'allongement ossewx. En 1943, nous
réalisions une veinographic dans le cas présenté par APERT en
1931 : jeunc fille de 15 ans avec un membre inféricur @wdématié
ct plus long que Vautre et sur lequel existent un navus et des
varices. Sur la veinographic (Figure 1), pas d'injection de la
veine poplitée mais de chaque ¢Oté du genou montent de grosses
veines de suppléance. A Ilintervention, le 26 décembre 1943, an
isol¢ une bande fibreuse comprimant la partic moyenne de la
veine poplitée (Figure 2). Aprés section de cette bride, la veine
se dilate. Quatorze ans plus tard, I'ccdéme 2 totalement disparu,
la différence de longueur est passée de 5 a 3.6 centimetres (2).
Nous venions de démontrer pour la premiere fois dans le monde
que le syndrome de K.T. est produit par une malformation des
veines profondes,

EXPERIMENTATION

Dans nos 14 premicres observations, nous notions un allonge-
menl constant du membre atteint : nous pensions qu’il était da
a la stase veineuse. Aussi, de 1945 4 1948, dans une premiére
série de 4 chiens dgés de un mois, nous réalisions une ligature
de Ta veine fémorale commune ¢t de la saphéne interne & la
pantte droite @ 4 ige adulte, existait un allongement de tous les
os de cette patte. Chez 3 autres chiens de un mois, nous ligatu-
rions [a veine poplitée @ a lFage adulte, Fullongement n'intéressait
que le tihia et le péroné. Ces résultats ont &té présentés d I'Aca-
démie de Médecine le 13 juillet 1948 (3). Apreés cette expérimen-
tation, chez 62 cnfants opérés de K. T. avec un allongement
important du membre, apres libération de la veine comprimée
du coté Te plus long, nous réalisions une ligature de la veine
poplitée du coté sain. A I'age adulte, la différence de longueur
avait disparu ou ¢tait minime.

Figure 1.

Melle D... Calgue de la veinographie : pas d'injection
de la veine poplitée, grosses veines de suppléance a la face interne
ef 4 la face externe du genou.
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LOCALISATION
DE LA MALFORMATION VEINEUSE

Le syndrome de K.T. n'existe pas sculement au niveau du mem-
bre inférieur. Voici les localisations de la malformation veincuse
chez nos B35 opérés @ membre inférieur : 665, membre supé-

rieur : 108, membre inférieur et supérievr : 27. quatre membres
19, et deux membres inférieurs : 16.

Figure 2.
Melle D... Dessin opératoive @ une bride fibrovasculaire
cravate en arriére lartére poplitée ot écrase la veine poplitée
gui, au-dessus de cet obstacle, est de pelit calibre.

FREQUENCE
DES DIFFERENTS SYMPTOMES CLINIQUES

L allongement du membre atteint est constant. 1'edéme cxiste
dans 84 % des cas, les varices dans 36 %. 'angiome plan dans
32 % ct les troubles trophigues dans 10 %. Beaucoup de mala-
des viennent pour un eedéme et des varices :© pour rechercher
I'allongement, le clinicien pose chacune de ses mains en supina-
tion sur chaquce créte iliaque. Si le membre ¢st allongd, la veino-
graphie révéle I'anomalie des veines profondes. Tout le diagnos-
tic repose sur cette radiographic des veines qui doit étre de
bonne qualité. L'allongement du membre cxiste également dans
les séquelles de phiébite de Penfance (35 cas) et duns les fistules
artérioveineuses congénitales (22 cas) : dans ces 2 groupes
d’affections existe également une hypertension veincuse. Dans
36 % de nos K. T. existaient des varices trés nettes avec allonge-
ment du membre : la résection de ce¢s varices unilatérales, sans
avoir au préalable libéré les veines profondes anormales, fait
apparaitre cedéme ct doulcurs. Dans un cas réeent, les veines
fémorale superficiclle et poplitée étaient hypoplasiques sur toute
leur lengueur ; la veine saphéne interne dilatée érait la seule
voic dc retour @ sa résection aurait entrainé une gangréne
veineuse.
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SIEGE ET NATURE
DE LA MALFORMATION VEINEUSE
AU MEMBRE INFERIEUR

Voici lc pourcentage des différentes localisations des malforma-
tions veineuses au membre inférieur : veine poplitée : 51 %,
veine [émorale : 16 %, veine poplitée et [émorale : 29 %, veines
iliaques : 3.3 %, veine cave inférieure ;: 0,7 %. La nature de
I'anomalie veineuse varie suivant la localisation :

Com- Gaine
pression  périveineuse

Hypoplasie Agénésie

V. poplitée N3 % 14,7 % 7.4 % 6,6 %
V.

fémoralc

sup. 54,1 % 1.9 % 40,3 % 2.7 %
V. iliagues 63 % 37 %
V. cave

inféricure 100 %

HEMATURIES ET RECTORRAGIES
DANS LE SYNDROME DE KLIPPEL ET TRENAUNAY

Dans les K. et T. avec hémorragies vésicales ou rectales, la
veinographie révele une hypoplasie de 1a veine fémorale super-
ficielle suppléée par une veine saphiéne interne dilatée ct unc
veine sciatique duo calibre du doigt. Entre ces 2 veines, existe la
veine rétroadductrice qui sc draine en haut dans la veine fémo-
rile profonde puis dans la veine fémorale commune. La veine
du nerf sciatique, ¢n arniére du grand trochanter, sc divisc en 2
branches : 'une pénétre dans le bassin par I'échancrure sciati-
que, l'autre par 1'échancrure fessidre ; ces 2 grosses veines se
jettent dans la veine iliaque interne qui se dilate ; du fait de
cctte surcharge veineusc, les branches d’origine de la veine ilia-
que interne ne peuvent s'évacuer normalement @ clles se dila-
tent ; ainsi, apparaissent sur 1a vessie et sur le recium de grosses
varices : elles peuvent s¢ rompre dans la vessic (hématuries) ou
dans le rectum (rectorragics). La thérapeutique vasculaire com-
porte la libération :

1} de la veine fémorale superticielle sur toute sa longueur,

2) de la veine fémorale profonde, de la veine rétro-adductrice
et de ses collatérales postéricures qui vont a la veine sciati-
que : avee une pince mousse, on dilate les orifices musculaires
dans lesquels elles s’engagent : ainsi, une partie du sang de
la veine sciatique revient a la veine féemorale commune d’od
une baisse de pression dans la veine iliagque interne et dispa-
rition des hémorragies (10 cas).

Mais cette dérivation peut étre insuffisante et les hémorragics
persistent. En cas d'hématurie, il faut faire unc cystectomie
partielle (3 cas) ¢t pour lcs rectorragies, unc résection du
sigmoide (4 cas) ; pour ces 7 interventions, il n'y cut ni décés
ni récidive des hémorragies. Mais les rectorragies sc produisent
dans la lumiére rectale trés septigue : nous avons perdu notre
premier malade de septicémic avant toute intervention.

KLIPPEL et TRENAUNAY
ASSOCIE A DES MALFORMATIONS LYMPHATIQUES

Quatre groupes de malformations lymphatiques peuvent étre
associées au syndrome de K.T,

Si l'edeéme est important, il faut associer 4 la veinographie une
Iymphographie. Lc 22 décembre 1943, 4 jours avant notre pre-
miére opération pour K.T., nous réalisions la premiére lympho-
graphie dans le monde. En 1954, lorsque KINMONTH publia

sa technigue de lymphographie aprés injection de bleu Evans,
nous avions réalis€ 90 lymphographies par ponction directe.
Cette radiographie des lymphatiques apporte des précisions sur
la dilatation des lymphatiqucs entrainant une perte du jeu valvu-
laire permettant d’affirmer le lymphoedéme. Enfin, dans tout
K.T., il faut demander un test d’hyperlipidémie provoquéc :
prise de sang A jeun puis absorption de 50 g. de beurre et prise
de sang toutes les heures pendant 5 heures pour dosages des
lipides totaux. Chez le sujet normal, la courbe des lipides part
de 6 g 4 jeun, monte 4 7.3 g & T3 et redescend & 5.5 g & la 5™
heure. Si la ¢courbe des lipides est en plateaw, on peut affirmer
I'existence d'une hypoplasie de la citerne de Pecquet, véritabic
barrage a l'évacuation du chyle : tous les chyliféres mis sous
tension se dilatent aussi bien dans le mésentére que dans les
parois de I'intestion gréle. Ces lymphatiques intestinaux mis sous
tension peuvent se rompre dans la cavité péritondale produisant
un chylopéritoine. Les lymphatiques centraux des villosités intes-
tinales ¢galemcent dilatés peuvent se rompre dans la lumiére de
I'intestion avec perte plus ou moins importante de chyle dans
P'intestin pouvant entrainer une hypoprotidémie. En France,
cette perte de chyle est appelée entéropathie exsndative et dans
les pays de langue anglaise protfein losing enteropathy. Pour
Littré, « Pexsudation est un suintement d’'unc humeur & travers
les purols de son réservoir naturel » | ceci @st vrai lorsque les
lymphatiques renferment une lymphe eau de roche : los épanche-
ments pleuraux des cardiagues sont produits par filtration dans
la cavité pleurale de la lymphe contenuc dans les lymphatigues
sous-pleuraux dilatés. Mais du fait du diamétre des chylomi-
crons, le chyle ne peut sortir du Ilymphatique qui le contient que
par ruplure de sa paroi. Nous avons vérifié ce fait par des
lymphographies et surtout au cours d'interventions pour chylopé-
ritoine (15 cas), chylothorax (17 cas) et chylopéricarde (9 cas) :
il suffit de localiser cette rupture lymphatique par o0 s'écoule
le chyle et de la suturer. Aussi, il est mieux de parler d’« enté-
ropathie par perte de chyle » ¢t en angluis dc  chyle losing
enteropathy . Dc plus, la rupture d’un ou plusieurs chyliftres
dans la lumi¢re intestinale trés septique entraine Uapparition de
lymphangites mésentériques fréquentcs pouvant entrainer unc
septicémie.

Chez le sujet normal, les 2 troncs lymphatiques lombaires renfer-
ment une lymphe eau de roche ¢t se drainent dans la citerne de
Pecquet. Lorsque celle-ci est hypoplasique, les 2 trones lympha-
tigues lombaires se dilatent et perdent leur jeu valvolaire : ainsi
le mélange chyle et lymphe contenu dans cette citerne de Pecquet
reflue dans les 2 trones lymphatiques lombaires : leurs premméres
collatérales sont les lymphatiques des reins ;@ ils se dilatent, per-
dent leur jeu valvulaire ¢t le chyle reflue dans ces lymphatiques
rénaux qui finissent par sc rompre dans le bassinet avee appari-
tion d'une chylurie. Ce reflux dans les lymphatiques lombaires
peut s'étendre aux lymphatiques des organcs génitaux ¢t des
membres inférieurs avec apparition d'un lymphedéme avec
reflux du chyle.

Enfin, le chyle ne pouvant se¢ drainer & travers la citernc de
Pecquet, il se forme des voies de suppléance (lymphatiques du
pancréas, du fole puis du diaphragme et du médiastin) qui drai-
nent le chyle vers les régions cervicales. Ces voies de suppléance
pcuvent se rompre dans la plevre produisant un chytothorax ou
dans les lymphatiques du péricarde avec apparition d'un chylo-
péricarde.

1} Malformations lymphatiques
produites par I'obstacle
sur les veines profondes.

La bride comprimant la veine poplitée géne également les lym-
phatiques qui longent cette veine. A l'intervention, on découvre
au dessous de ['obstacle sur cette veine poplitée, une dilatation
sous forme de varices lymphatiques (Figure 3). Aprés section
de la bride fibreuse, ces varices lymphatiques s'affaissent ; dans
les suites opératoires, on note une diminution notable de
Poedeme,
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Figure 3.

Enfant M... La bride fibreuse sur la veine poplitée
comprime également les lymphatiques poplités avec apparition
de varices [ymphatiques au-dessous de ["obstacle.

2) Association an K.T,
d’un lymphedéme banal.

Cliniquement, 'wdéme est beaucoup plus important que dans
fe K.T. habitucl, I'angiome et les varices peuvent faire défaut,
miis celte jambe est beaucoup plus grosse que lMautre. La veino-
graphie mct cn ¢vidence la malformation veineuse, la lympho-
graphie confirme le lymphadéme, I faut d’abord opérer la mal-
formation veincuse ; I'eedeme s'améliore pendant quelques
années mais peut s'accentuer & nouveszu. Avant toute décision
thérupeutique, il faut refaire une veimographie pour vérifier si
la veine est revenue i un calibre normal : si un autre rétrécisse-
ment est découvert, il faut d’abord le traiter. Notre traitement
du lymphredéme sacrifie toutes les veines superficielles @ si les
veines profondes ne sont pas revenues a la normale, il faut se
contenter de la contention étastique. Muis nous avons opéré 12
lympheedémes banaux associés 2 wn K. T. avec de tres bons
résultats éloignés.

Nous avons déja insisté sur 'importance du test d’hyperdipidémie
méme s'il n'existe aucun signe digestif ou biologique (hypopro-
tidémie). Les parents doivent étre prévenus des complications
pouvant survenir. I1 y a 10 ans nous opérions une fillette d’un
K.T.. le test d’hyperlipidémic ¢tait positif. Trois ans plus tard,
cette malade présente un épanchement pleural droit ¢ il s’agissait
d'un chylethorax quc nous avons opéré. Un gargon opéré de
K.T. avee test d’hyperlipidémie positif présente 10 ans plus tard
un tableau d'arthrite suppurée de la hanche : il s’agissait d'une
chylarthrose guérie par simple penction.

3) Association du K.T,
a une malformation de la citerne de Pecquet.

Le diagnostic d’hypoplasie de la citerne de Pecquet est fait par
le test d*hyperlipidémic. Dans cette double association, I'aeedéme
est plus marqué et sur la peau du membre existent de petites
vésicules blanches dont [a rupture produit des chylorragies. La
malformation veineuse est ici associ¢e a un lymphedéme avec
reflux du chyle dans les lymphatiques jambiers. Pour injecter le
lipiodol lors de la lymphographie, on ponctionne une de ces
vésicules blanches. Pour le traitement, il faut d'abord supprimer
le reflux du chyle dans les lymphatigues jambiers : aprés un
repas gras ¢t par voic sous-péritonéale d’abord 4 gauche, on
Vol 11
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Figure 4.

Enfant L... A gauche : nombreuses et importanies géodes
dans le liers inféricur du fénur.
A droite : infjection directe de produit opague
dans les lymphatiques de la cutsse © reflux de ce lipiodol wlira-
fluide dans les géodes du fémur.

réséque les Iymphatiques latéroaortigues, puis & droite dans un
deuxiéme temps les lymphatiques latérocaves. On opére ensuite
le K.T. Si la veinographic postopératoire révéle un bon rétablis-
sement de la circulation veincuse, on opére ke lymphedéme avec
de bons résultats éloignés. Dans notre premicre observation, ¢n
1949, nous avions par laparotemie médiane réséqué les lympha-
tiques iliaques de chaque coté @ le reflux ne fut pas supprimé,
les chylorragies persistérent ct 4 chylarthroses du genou apparu-
rent. Cette technique doit donc étre abandonnée au profit de la
résection des lymphatiques latéroaortiques et latérocaves.

En 1974, le Professeur Rossier m’adressa un gargon de 12 ans
pour K.T. associé & un lymphedeme des 2 membres inférienrs
et des organes génitaux avec reflux du chyle. Je traite le reflux
du chyle par réscction des lymphatiques latéroaortiques puis
latérocaves, j'opére le K.T. puis lc lymphedéme des organes
génitaux et enfin cclui des 2 membres inféricurs. Dix-sept ans
plus tard, ce patient travaille normalement : les chylorragies sont
disparues mais 2 4 3 fois par an apparaissent des lymphangites
mésentériques.

J'opére une fillette de 10 ans d'un K.T. avec ®déme modéré.
A 24 ans apparait un edéme des 2 membres inférieurs avec des
chylorragies. A 34 ans, cette malade arrive ¢n ambulance : elle
vient de subir 18 interventions pour lympheedémec bilatéral mais
n'est pas cicatrisée ; dés qu'elle se met debout, il s’écoule unc
quantité importante de liquide laitcux. Sur la peau des jambes
existent de nombreuses vésicules blanches. La lymphographie
par ponction d'une de ces vésicules confirme le diagnostic de
lymphedéme avec reflux du chyle dans les lymphatiques jam-
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biers, La résection des lymphatiques latéroaortigues puis latéro-
caves permit d’obienir la cicatrisation et 'arrét des chylorragies.

4} Syndrome de K.T. associé a un lymphedéme
avec reflux du chyle ’
dans les lymphatiques jambiers et osseux
(5 observations}.

Le tableau clinique est le méme que dans le chapitre précédent,
mais |a radiographie simple du membre malade révéle des géodes
intraosseuses ; leur ponction retire du chyle. Le lipiodol injecté
dans les lymphatiques passe dans ces cavités osseuses et inverse-
ment. Le reflux du chyle se fait donc aussi dans les lymphatiques
des os. Le traitement consiste A libérer d'abord les veines profon-
des, puis on supprime le reflux du chyle par résection ¢n 2 temps
des lymphatiques latéroaortiques ct latérocaves, Dans un cas,
les péodes situdes dans le 1/3 supérieur du tibia élaient importan-
tes et entrainérent une incurvation de I'es. Le Professeur Pouli-
quen mit des greffes osseuses dans les géodes et redressa l'os.
Le résultat fut trés bon mais 4 ans plus tard apparut une lym-
phangite mésentérique rapidement mortelle.

Un gargon de 9 ans vint d’Allemagne avec ce syndrome complet ;
il existait de nombreuses géodes dans les os du hassin et dans
les vertébres lombaires. Apres traitement du K.T. et résection
des lymphatiques latéroaortiques puis latérocaves, nous avons
opéré I'éléphantiasis des organes génitaux. Cet opdré repartit en
bonnes conditions, les chylorragies n'existaient plus. Trois ans
plus tard, ce garcon décéda a la suite d'unc intervention minime,

Trois de ces 5 malades vont bien aprés nos interventions, les
chylorragics sont disparucs, 'edéme cst insignifiant, les lésions
osscuscs ont diminué ou n'existent plus. Une fillette fut opérée
4 6 ans avec d'importantes lésions osseuses dans le fémur
(Figure 4) ; 4 21 ans, les altérations osseuses sont disparucs.
Cette jeune fille fait des ¢études supéricures sans aucun ennui
jambier.

En conclusion, le syndrome de K.T. isolé et pur préscnte un
bon pronostic, mais lorsqu’il est associé a un lymphoedéme banal
et surtout a4 une hypoplasic de la aiterne de Pecquet, de graves
complications peuvent survenir.
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SUMMARY

A detailed knownledge of lymph vessel innervation is necessary
for understanding the frequence and strength medulation mecha-
nisms of the smooth muscle contractions, Nevertheless there is
only scurce and incomplete information on this topic. Therefore
we have studicd the innervation of the mesentery tymph collec-
tors in guinea pig, using histochemical immunocytochemical and
pharmacological methods. The mesentery lymph collectors show
a  maoderate  suppty  of noradrenergic, acetylcholinesterase
{AChOE) positive and peptidergic nerve fibers. Pharmacological
treatment with the neurotoxins 6-hydroxydopamine (6-OHDA)
and capsaicin interferes with the observed pattern of innervation,
The pharmucological findings suggest that mesentery lymph col-
lectors possess autonomic and sensory nerve fibers.

RESUME

Une connaissance détaillée de IMinnervation des vaisscaux lym-
phatiques cst nécessaire pour comprendre les mécanismes modu-
luant la force et la fréquence des contractions de leurs muscles
lisses. Néanmoins, l'information 4 ce propos est incompléte et
peu abondante. Nous avons donc étudié innervation des collec-
teurs lymphatigues mésentériques du cochon d'Inde, cf ce par
des méthodes pharmacologiques. immunocytechimiques et histo-
chimiques. Les collecteurs lymphatiques mésentérigues mon-
trent en nombre modeéré des fibres nerveuses noradernégiques,
positives pour 'acétylcholinesicrase et peptidergiques. Le traite-
ment pharmacologique par les neurotoxines 6-hydroxydopamine
et capsaicine interfeére avec le pattern observe d'innervation. Ces
observations pharmacologiques suggérent que les collecteurs
lymphatiques mésentérigues possédent des fibres nerveuses sen-
soriclles et autonomes.

Key words : Lymphatics - Mesentery - Innervation -
Histochemistry - Inmunocytochemistry - Peptides -
Capsaicin.
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INTRODUCTION

It is well known that lymph vessels carry out the important
function of bringing cells, proteins and excess tissue fluid
(coming from blood capillaries) into the Dblood circulition
(Mc HALE, 1990). The progression of the lymph inside the
lymph collectors is essentially an active process and dependent
on the spontancous rythmic contraction of the smooth muscle
of the lymph wall (OHHASHI et al., 1980). Therefore both the
regulation of the tissue fluid volume and the normal circulation
of lymphocytes depend mainly on the proper functioning of the
lvmph vessel pump (Mc HALE, 1990). The regulation of the
spontancous contractile activity of the lymph wall smooth musele
is mainly myogenic but it also depends on the action of humoral
and nervous factors (JOHNSTON, 1985) and on the action of
ncurotransmitters rcleased by nervous fibers in the lymph vessel
wall (Mc HALE, 1983).

Therefore, a thorough grasp of the functioning of lymph vessel
innervation is important for understanding the frequency and
strength modulation mechanisms of the smooth muscle contrac-
tions.

Morcover, lymph vessel innervation also has a part 1o play in
our understanding of the mechanisms regarding the rcgulation
of lymph tlow in physiological and pathelogical conditions.
Unfertunately the majority of studies on lymph vessel innerva-
tion date back 1o the last century (DOGIEL, 1897) and to the
beginning of this one (KYTMANOF, 1901 ; LAWRENTIEW,
1925) and since they are based on the use of silver staining
methods and offer only a gencral picture of the nerve fiber
distribution in the lymph wall, they are not able to provide any
information on the type of nerve fibers, on the neurotransmitters
in use and the relationship between nerve terminals and smooth
muscle cells of the lymph vessel wall.

More recently, a number of ultrastructural and histochemicul
studies have been carricd out which have provided new and more
precise information about this topic (ALESSANDRINI ¢t al.,
1981 ; OHHASHI ¢t al., 1982 : FRUSCHELLI et al., 1988 ;
ALESSANDRINI et al., 1990 ; GUARNA ct al., 1991),

Ultrastructural studies carried out in guinea pigs and in humans
have shown the presenee of a number of unmyelinated nerve
fibers situated in the adventitia of the lymph collectors at a
variable distance from the smooth muscle cells of the outermost
layer of the media (200 / 600 nm). In lymph vessels, as in bleod
vessels, direct innervation only exists for a few of the smoath
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muscle cell which are reached by axon varicosities, which in
any case¢ are situated at a distance not less than 200 nm
(ALESSANDRINI et al., 1981). Human inguinal lymph collec-
tors have a relatively large amount of axon varicositics ncar the
outer contractile elements of the lymph vessel wall. Here too,
the varicosities do not form a synapsis and show numerous vesi-
cles with heterogeneous content (FRUSCHELLI et al., 1988).

Histochemical studies have shown the presence of cathecolami-
nergic and AChE positive nerve fibers in the mesenterial lymph
vessel wall in guinca pigs (ALESSANDRINI et al., 1981) and
in mesenterial lymph vessels of cattle (OHHASHI et al., 1982).
It has also recently been shown that peptidergic nerve fibers
containing substance P (SP) and Vasoactive Intestinal Peptide
(VIP) are also present in mesentery lymph collector adventitia
(OHHASHI et al., 1983 ; ALESSANDRINI et al., 1990
GUARNA ct al., 1991),

However, these histochemical data are incomplete and insuffi-
cient to give a detailed knowledge of the type and / or the nature
of the nerve fibers present in the lymphatic wall. The histoche-
mical metheds for cathecolamines previously employed are not
in fuct able to distinguish among nerve fibers containing nor-
adrenaline, dopamine, serotonin (STEINBUSH et al., 1986). In
responsc to this problem, immunocytochemical techniques
cmploying antibodics against the byosynthetic enzymes of the
cathecolamines have recently been used to localize noradenergic
nerve fibers (STEINBUSH et al., 1986). In the same way, the
histochemical method for AChE containing nerve fibers is not
specific for the cholinergic fibers because AChE reaction product
is also associated with SP immunoreactive {(SP-IR) sensory nerve
fibers (PAPKA ct al., 1981). Therefore, the present study was
undertaken in order to

a) confirm and extend, by immunocytochemical methods, the
previous histochemical data on the presence and distribution
in the guinea pig mesentery lymphatic collectors of nerve
fibers containing  classical neurotransmitters and neuro-
peptides ;

b) establish the nature of the nerve fibers localized by immuno-
cytochemistry, by testing the cffect on the observed pattern
of innervation, of capsaicin and 6-OHDA, two ncurotoxins
specitic for nerve fibers belonging to different subdivisions
of the peripheral nervous system (THOENEN and
TRANZER, 1968 ; JESSEL et al., 1978 : HOLZER et al.,
1980 ; PAPKA et al., 1984} ;

c) test the acute effect of capsaicin treatment on the nerve fibers
in the lymphatic collectors by clectron microscopy in order
to demonstrate the presence and the distribution of capsaicin
sensitive sensory nerve fibers and terminal in the lymphatic
wall.

MATERIALS AND METHODS

A totzl of 30 male guinea pigs {weighing between 150-200 gr)
was used in this study. The animals were killed by decapitation
under cther anesthesia, The mesenterics were removed as soon
as the abdomen was opened and were laid out on balsa wood,
fixed and processed as whole mounts for immunocytochemistry
according to COSTA's technique (1980) or for AChE histo-
chemistry.

IMMUNOCYTOCHEMISTRY

The antisera employed for the immunocytochemical reactions,
arc : rabbit anti bovine adrenaldopamine-B hydroxylase (DBH)
(Chemicon International Inc.) ; rat moneclonal antibody anti SP
(clone n°NCL/34HL, Sera Lab., Oxford, U.K.) (CUELLO et
al., 1979) ; rabbit anti VIP (Immuno-nuclear Co. StillWatcr,
MN, USA) ; rabbit anti synthetic rat alfa calcitonin gene related
peptide (CRGP) (Chemicon International Inc.).

In order to localize the reaction product an indircet immunofiuo-
rescence technique was cmployed (COONS et al., 1958). The
stretched preparations were incubated in a humid atmosphere
at 4° C for 48 hrs with the primary antibodies (dilutions : 1:100
for anti DBH ; 1:80 for anti SP ; 1:200 for anti VIP ; 1:800 for
anti CGRP) followed by incubation with the secondary antibo-
dies ; fluorescein isothiocyanate (FITC) conjugated goat antirab-
bit IgG (1:40) (Sigma Chemicals) and FITC conjugated goat
antirat IgG {1:20) (Sigma Chemicals) for two hs at room tempe-
rature. The preparations were then mounted in glyeerine phos-
phate buffered saline (PBS) (3:1, v/v) and observed under a
Zeiss Axiomat microscope equipped with excitation and barrier
filters for FITC. Controls were made by incubating the antibo-
dics in excess of antigens, by omitting the first antiscra, and
using non immune sera instead. Ne immunostaining of nerve
fibers was observed in any case.

HISTOCHEMISTRY FOR AChE

The mesenteries were stretched out and fixed at 4° C in 10 %
formaldehyde containing 1 % CaC12 for a night. Then they were
processed according to the KARNOVSKY-ROOTS method
{1964).

Controls were made by omitting the substrate or replacing iso-
ompa with eserine,

PHARMACOLOGICAL TREATMENT

A group of guinea pigs were injected daily under the skin with
capsaicin (Sigma Chemicals) in increasing doses 25 mp/Kg the
first day ; 50 mg/Kg the second day ; 100 mg/Kg the third day
200 mg/Kg the fourth day ; 400 mg/Kg the fifth day ; the capsai-
cin was dissolved in a mixture of ethanol, tween 80, saline (1:1:8,
viviv). Seven days after the last treatment the animals were killed
and the mesenteries were removed and then treated for immu-
nocytochemistry as above or for AChE histachemistry. A second
group of guinea pigs was treated with 6-ODHA (Sigma Chemi-
cals). The drug was dissolved in distilled water containing ascor-
bic acid {1 mg/ml) and injected under the skin : 200 mg/Kg the
first day ; 300 mg/Kg the scventh day The mesenteries were
removed on the ninth day and processed for immunocytachemis-
try as above. Control groups for capsaicin and 6-OHDA were
only trecated with the solvents.

To examine the acute effects of capsaicin on nerve fibers in the
lymph vascular wall, another group of guinca pigs was injected
subcutaneously with a single dose of capsaicin (50 mg/Kg} dissol-
ved in the same vehicle used for the chrenic treatment. Control
amimals received only the diluent. Capsaicin treated and control
animals were killed 24 hours later, the mesenterics tapidly
removed and processed for conventional electron microscopy.

RESULTS

Lymphatic collectors possess a moderate supply of DBH-IR,
AChHE containing nerve fibers, and peptidergic ones (SP-IR
VIP-IR ; CGRP-IR). The most numecrous nerve fibers are the
noradrencrgic ones which mostly show a longitudinal course
{Fig. 1). The neradrenergic innervation appears to be disconti-
nuous and, in long tracts of the wall, there is no innervation
{Fig. 2). Any preferential innervation between the perivalvular
tracts and the intervalvular segments was not observed. On the
other hand, the mesenterial arteries and veins show a greater
inncrvation of the corresponding lymph vessels (Fig. 2 - 3). The
histochemical reaction for AChE fibers shows the cxistence of
a small number of AChE containing nerve fibers in the lymph
vascular wall. These fibers often derive from large nerve trunks
running parallel to the lymph collectors which are mostly dispo-
sed longitudinally (Fig. 4). In this case the mesentery arterics
and veins also show a greater number of AChE containing nerve
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Figure 1.

Mesenteric lymph collector and vein, whole mount.
Rare DBH-IR nerve fibers with a fongitudinal course,
wre present in {ymph vascular wall. Venous wall shows

u foose fluorescent nerwork of nerve fibers with uniform pattern.
Bar = 25 um.

Veine er collecteur lymphatique mésentérique.
Quelques rares fibres nerveuses DBH-IR positives courent
fongitudinalement dans la paroi vasculaire lymphatique, La paroi
veineuse montre un réseate de fibres nerveuses fluorescentes.

Figure 3.

Mesenteric Iymph collector and vein, whole mount.
Lymph collector shows few DBH-IR nerve fibers transversally
oriented in the wall, while in the vein the nerve fibers
form a dense and intensely fluorescent network.

Bar = 50 um.

Collecteur lympharique et veine mésentérique.
Le collecteur lymphatique montre gquelques fibres nerveuses
orientées transversalement dans la paroi randis que dans lu veine
celles-ci forment un réseau dense.

Figure 2,

Mesenteric lymphceollector, vein and artery, whole mount,
Some fine DBH-IR nerve fibers in the intervalvular trace
of a lymphangion. The adjacent vein shows
a loose fluorescent network of nerve fibers.

Bar = 50 um.

Artére, veine et collecteur {ymphatique méseniérique.
Quelques fines fibres nerveuses DBH-IR sont observées au niveau
d'un espace intervadvalaire d'un lymphangion. La veine adjacente

montre un résean de fibres nerveuses fluorescentes.

Figure 4.

A stretch preparation of mesenteric lymph collector and artery.
Few AChE positive nerve fibers wihich seem to derive
from alarge nerve trunk running parallel to the Iymph collector,
are visible in the lymphatic wall. The adjacent artery
shows a loose network of nerve fibers,

Bar = 25 um.

Prépuration d'artére et collecteur lymphatique mésentérique.
Quelques fibres nerveuses AChE positives
sont visibles dans la paroi lymphatique qui semblent provenir
d'un large tronc nerveux qui court parafiélement
au vaisseau lymphatique.
L'artére adjacente montre un importani réseau de fibres nerveuses.
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Figure 5.

Mesenteric lymph collector and vein, whole mount.
SP-IR nerve fibers with a longitudinal course
in the lymphatic adventitia. The vein shows a loose network
of fluorescent nerve fibers.
Bar = 50 um.

Collecieur [ymphatique et veine mésentérigque.
Fibres nerveuses SP-IR positives courant longitudinalement
dans Padventice lymphatique.
La veine montre un réseau de fibres nerveuses fluorescentes.

Figure 7.

A stretch preparation of a mesenteric lymph collector.
A single VIP-IR nerve fiber in the lymph collector adventitia.
Bar = 20 um.

Collecteur lymphatique mésentérique.
Une fibre nerveuse VIP-IR positive unique est observée
dans l'adventice de celui-ci.
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Figure 6.

Mesenteric Iymph collecior and vein, whole mount.
Rare CRGP-IR nerve fibers are visible in the lymphatic wall.
The vein shows a loose and regular network
of fluorescent nerve fibers.

Bar = 50 um.

Collecteur lymphatique et veine mésentérique.
De rares fibres nerveuses CRGP-IR positives sont visibles

dans la paroi [ymphatique. La veine montre un réseau régulier

de fibres nerveuses fluorescentes,

Figure 8.

Mesemteric lymph collector and vein
from a capsaicin-treated animal, whole mount.
Cupsaicin has substantially reduced the number of visible AChE
paositive nerve fibers in the vessels. An AChE positive nerve fiber
running in the mesentery is not affected.
Bar = 25 um.

Collecteur lymphatique et veine mésentérique
d'un animal mraité & la capsaicin.

Cette derniere a substantiellement réduit le nombre de fibres
nerveuses AChE positives visibles dans les vaisseaux.
Une fibre nerveuse AChE positive courant dans le mésentére
n'est pas affectée.
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Fig. 9 - 10.

Electron micrographs. Unmyelinated nerve fibers in the adventitia of a mesenteric lymph collector from an animual treated with capsaicin,
The nerve fibers located at the media adventitia junction of a mesenteric lymph collector show degenerative changes consisting of axons
containing various amounts of electron dense or pleomorphic material surrounded by or embedded in Schwann cell cytoplasm.
Bar = [ um.

Microscopiv électronique de fibres nerveuses non myélinisées dans Uadventice d'un collecteur lymphatique mésenteérique
o 'wn animal raié par la capsaicin. Les fibres nerveuses situées & la jonction de 'adventice moyen d'un colfecteur lymphatique mésentérique
maontrent des modifications dégénératives représentées par des axones contenant des quantités variables
de matériel pléomorphique ou opaque aux électrons entourés par ou enchassés dans le cytoplasme des cellules de Schwann.

fibers than lymph collectors (Fig. 4). Lymph collectors alse pos-
scss A moderate number of peptidergic fibers in the adventitia
(Fig. 5). The most numerous appear to be the CGRP-IR fibers
(Fig. 6) while the leust numerous are the VIP-IR ones (Fig. 7).
All these peptidergic nerve fibers appear to be more numerous
and regularly distributed along the arterial and venous wall of
the same arca, where they form a dense regular network in the
former and a loose and less regular one in the latter (Figs. 5-6).

EFFECT OF DRUGS

Capsaicin treatment causes a complete disappearance of the SP-
IR and CGRP-IR ncrve fibers in the lymphatic wall and in the
corresponding artery and vein wall, and considerably reduces
the number of visible AChE containing nerve fibers in the same
vessels, However, nerve trunks containing AChE and running
in the mesentery arc not affected (Fig. 8). On the other hand,
capsaicin treatment has no effect on DBH-IR and VIP-IR nerve
fibers while 6-OHDA treatment causes a complete disappea-
rance of DBH-IR nerve fibers in the lymphatic collectors and
in the mesentery arteries and veins. It has, however, no cffect
on SP-IR, VIP-IR and CGRP-IR nerve fibers in the same
vessels.

ACUTE EFFECT
OF CAPSAICIN : ELECTRON MICROSCOPY

Electron Microscopy revealed alterations in lymphatic wall nerve
fibers of capsaicin treated animals. Ultrastructural changes were
evident in unmyelinated nerve fibers located at the junction of
the media and adventitia and the near the smooth muscle of the
media. The degenerative changes most frequently observed
consist of axons containing various amounts of electron dense
material or plcomorphic material surrounded by or embedded
in Schwann cell cytoplasm (figs 9 - 10).

DISCUSSION AND CONCLUSION

Qur results show that mesenterial lymph collectors possess a
maoderate supply of nerve fibers containing ¢lassical neurotrans-
mitters and ncuropeptides localized in the adventitia. The most
numerous immunoreactive nerve fibers appear to be the DBH-
IR ones while the peptidergic ones seem to be rarer with slight
differences in density among them. The use of whole mount
preparations shows that innervation of lymph collectors is discon-
tinucus with long tracts of lymph vascular wall devoid of any
nerve fibers. Morcover, any preferential innervation of the inter-
valvular segments, which are furnished with a more developed
muscle cost, is not obscrvable. All the immunorcactive nerve
fibers seem to be more numerous and more regularly distributed
along the corresponding arterial and vein wall.

Pharmacological treatment with capsaicin and 6-OHDA interfe-
res with the observed pattern of innervation and reveals the
existence of nerve fibers in the lymph vascular wall belonging
to different subdivisions of the peripheral nervous sysiem (PNS).
In fact, 66OHDA treatment causes the total disappearance of
DBH-IR nerve fibers while it has no effect on the AChE contai-
ning nerve fibers. On the other hand, capsaicin has no effect on
DBH-IR ncrve fibers altough it causes the disappearance of the
majarity of the AChE positive nerve fibers in the lymph vessel
adventitia and in that of the corresponding blood vesscls. This
data suggests that DBH-IR nerve fibers are sympathetic fibers
while the majority of the AChE positive nerve fibers shown
previously in mesentery lymph collectors and blood vessels
(ALESSANDRINI ct al., 1981) are sensory in nature. Only a
very small number of AChE containing nerve fibers might be
cfferent parasympathetic nerve fibers containing acetyicholine
(ACh). On the basis of such morphological evidences, we might
speculate as to wether the rare noradrenergic innervation obser-
ved in the lymph collectors has some functional significance.
Physiological and pharmacological studics of lymph coliectors in
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laboratory animals showed the presence of alfa 2 and beta recep-
tors in lymphatic smooth muscle cells (Mc HALE, 1990),

The stimulation of such receptors has both an excitatory effect
(alfa 2) and an inhibitory on¢ {beta) on the spontancous contrac-
tibility of the lymph vessels (Mc HALE, 1990). Stimulation of
the sympathetic nervous system in the living animal increases
the contractile activity of the collector pump and lymph flow
(Mc GEOWN et al., 1987). However, the effect of such a stimu-
lation on cardiovascular homeostasis is not clear. Probably, the
sympathetic innervation of the lymph collector is more important
in the regulation of the lymphocite circulation than in the control
of tissue volume (Mc HALE, 1989).

On the other hand, pharmacological data providing convincing
evidence for the existence of a cholinergic innervation of lymph
collectors is still lacking (Mc HALE, 1985) and this is in agree-
ment with the present morphological and pharmacological fin-
dings. Our immunocytochemical studies confirm and extend pre-
vious findings on the peptidergic innervation of the lymph vessel
wall {ALESSANDRINI ct al., 1990 ; GUARNA et al., 1991).
Lymph collectors possess a small number of SP, VIP and CGRP-
IR nerve fibers in the adventitia. These peptidergic fibers belong
to different subdivisions of the PNS as suggested by pharmaco-
logical data. In fact, 6-ODHA has no effect on these peptidergic
fibers while capsaicin causes the total disappearance of the SP-IR
and CGRP-IR nerve fibers in the lymph wall while it has no
effect on the VIP-IR ones. Therefore, the VIP-IR nerve fibers
in the lymph vascular wall might be parasympathetic in nature
while the SP and CGRP-IR ones might be sensory fibers. The
presence of such peptidergic nerve fibers of autonomic and scn-
sory origin raises questions about their functional role. VIP, a
peptide with 28 aminocacid residues isolated in pig intesting, is
present in CNS and PNS neurons and nervous fibers (SAID,
1986). Histochemical studies have revealed the presence of VIP-
IR ncrvous fibers in the bloed vessel wall of various vessel beds
{UDDMAN ct al., 1981 ; DELLA et al., 1983). VIP is a power-
full vasedilator capable of relaxing the smooth muscle of the
biood vessel belonging to various areas (LUNDBERG ct al.,
1982). In particular, VIP secms to mediate the atropine resistant
vasodilator reaction observed upon parasympathetic nerve sti-
mulation in some vascular areas (LUNDBERG ct al., 1982). In
vitra, it is capable of inducing an atropine resistant relaxation
of the mesenteric lymph vessels isolated in cattle and precontrac-
ted with bradikinin (OHHASHI ct al., 1983). Therefore, our
rcsults, together with pharmacolegical data present in the

literature (OHHASHI et al., 1983), suggest that VIP contained
in autonomic nervous fibers might have a vasomotor function in
the mesenteric lymph collector wall.

On the other hand, SP and CGRP are also powerfull vasodilators
in vivo and in vitro (HALLBERG and PERNOW, 1975,
BRAIN et al., 1985) ; UDDMAN et al., 1986 ; BENJAMIN et
al., 1987). In particular in mesentecrial lymph vessels isolated in
vitro, SP has a vasodilator action even if this action is less marked
than that of VIP (OHHASHI et al., 1983). Our data suggests
that these peptides are colocalized in the same capsaicin sensitive
sensory nerve fibers in the lymph vascular wall and in that of
the corresponding blood vessels. The capsaicin sensitive nerve
fibers are unmyelinated scnsory fibers (C-fiber afferents)
(FITZGERALD, 1983). The stimulation of these fibers (by c.g.
capsaicin) causes central autonomic reflexes (both vasodilation
by parasympathetic mechanisms in certain organs as well as
sympathetic vasoconstrictor responses in other regions as well
as release of muitiple peptides at the site of the stimulation and
more  distantly via propagating axon reflex  mechanisms
(LUNDBERG, 1991). In tissues such at the iris, skin and gut,
SP and CGRP could be relcased by sensory nerve endings follo-
wing their activation by capsatcin or by antidromic nerve stimu-
lation (HOLZER, 1988). These peripheral axon reflexes genera-
ted by stimulation of sensory endings containing SP and CGRP
may produce local plasma extravasion which is primarily a func-
tion of SP release as well as vasodilation which is mediated to
a preater extent by CGRP (LUNDBERG and HOCKFELT,
1986). Moreover, clectron microscopy findings confirm the pre-
sence of capsaicin sensitive nerve fibers in the lymph vascular
wall. These fibers, which show a variable degree of degeneration
(after systemic treatment with capsaicin), are unmyelinated and
are located near the smooth muscle cells of the media. The
presence in the lymphatic wall, as in blood vessels (PAPKA et
al., 1984), of capsaicin sensitive sensory fibers containing vasoac-
tive neuropeptides and located near the smooth muscle cells of
the media, suggest that these fibers could have a function in the
reflex control of lymphatic collector smooth muscle tone and /
or in the coordination of the lymph vessel contractility.

In conclusion, our immunocytochemical, pharmacological and
ultrastructural data shows that lymph vessels display a complex
pattern of innervation consisting of autonomic and sensory nerve
fibers containing classical neurotransmitters and / or ncuro-
peptides.
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