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Rezumat

Rezultatele tratamentului cancerului pancreatic sunt dezamigitoare. Pind in prezent singura posibilitate de
tratament curativ rdmane rezecfia pancreatici. Fird o rezecjie potengial curativi, supraviefuirea la 5 ani a
paciengilor cu tumori pancreatice rezecabile este de numai 2-26%.

Lucrarea are ca scop studiul angiogenezei in cancerul pancreatic experimental, prin microscopie intravitali
efectuatd pe un lot de 16 sobolani Lewis.

Au fost identificate caracteristicile tipice ale vascularizagiei tumorale in cancerul de pancreas. S-a constatat
disparitia anatomiei normale a arteriolei, capilarului §i venulei, asa cum poate fi gisiti in marea majoritate a
tesuturilor sinitoase, inclusiv in pancreasul exocrin.

Densitatea vasculard a carcinomului pancreatic DSLOA a fost semnificativ scizutd. Cresterea tumorali
continui in experimentul de fad a condus la cregterea discrepantei intre vascularizagia centrali §i cea periferici
a tumorii.

O 2altd caracteristicd a morfologiei vasculare tumorale este diametrul neregulat al vaselor si pierderea ierarhiei
vasculare. Aceastd caracteristicd apare in formele extreme, prin formarea de sinusoide i lacune vasculare.
Cuvinte cheie: cancer pancreatic, model, angiogenezi

Summary. The angiogenesis in experimental pancreatic carcinoma

The results of treatment of pancreatic carcinoma are disappointing. Resection has up to now been the single
possible way of curing it. Without potendal curative resection only 2-25% of patients with resectable
pancreatic cancer survive 5 years. .
The paper aims to study angiogenesis in experimental pancreatic carcinoma investigated by intravital
microscopy done to 2 group of 16 Lewis rats. Typical characteristics of the rumor microvasculature of
pancreatic cancer were identified. The normal anatomy of arteriole, capillary and venule as it can be found in
most healthy tissues including normal exocrine pancreas had disappeared. The vessel density of the pancreatic
carcinoma DSLGA after intrapancreatic implantation was significantly lower. The continuing tumor growth in
the present experiment led to a increasing discrepancy between the central and peripheral vascularisation of
the tumor.

Another characteristic of the morphology of the tumor vasculature is its irregular diameter and the loss of
vessel hierarchy. This is indicated in extreme forms by the formation of sinusoids and lacunas.
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Metode

Introducere
in ciuda importantei epidemiologice si oncologice
a cancerului de pancreas, pani in momentul de
fagd nu existi date despre angiogenezid drept
pentru care in acest studiu este descris un cancer
pancreatic experimental, care permite investigarea
unor aspecte ale angiogenezei. Lucrarea de fata
intentioneazd si rispundd la  urmitoarele
intrebari:
1. ce trisituri caracterizeazi morfologia
vasculard a  cancerelor pancreatice
experimentale?
2. localizarea tumorii  (ortotopice  sau
heterotopice) influenteazd gradul de
crestere tumoralid §1 apoptoza?

‘in carcinomul pancreatic la sobolani a fost
utilizatd o linie celulard prestabilitd (DSL6A). Din
punct de vedere histologic, acesta este un cancer
desmoplazic care mimeazi un cancer pancreatic
uman, in contrast cu morfologia acinarid a celor
mai multe tipuri de tumori pancreatice exocrine la
sobolani”.

S-au utilizat 16 sobolani rasa Lewis de sex
masculin ( 160-180 g), fiecare dintre ei fiind
anesteziat cu pentobarbital 10 mg/kg (Nembutal,
Sanofi, Germania), administrat intraperitoneal si
ketamini 40 mg/kg (Ketanest, Parke Davis,
Berlin, Germania), administrati intramuscular.
Dupi incizia mediani abdominali, au fost
aplicate doui plicute sterile de polimetilmetacrilat
(PMMA) (diametru 11 mm, Glasflex, Stitling, NJ,
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SUA) prin tehnica “sandwich” pe ambele pirti ale
capului  pancreatic  (implantare  ortotopici)
precum si in peritoneu §i pe stratul muscular
abdominal, imediat sub piele (implantare
heterotopici). Plicutele au fost atagate prin suturi
fine cu polipropilen 5/0 (Prolene, Ethicon,
Norderstedt, Germania).

PMMA este un material biocompatibil utilizat in
oftalmologie si urologie?. Distantele standard de
3 mm intre cele doud plicute de PMMA au fost
mentinute de 3 wburi fine de silicon (diametru
0,8 mm). A fost recoltat aproximativ 1 mm? de
tesut tumoral dintr-o tumord primard a unui
sobolan §i implantatd in pancreas sau
intraperitoneal, intre cele doui plicuge.
Abdomenul a fost inchis, iar animalele au fost
trezite. Microscopia intravitald a fost efectuati la
4 siaptimani dupi inoculare. Tumora a fost de
aproximativ. 4-6 mm in diametrul maxim,
imprejmuitd de plicuge la acel moment. Atit ariile
centrale cit §i cele periferice au fost accesibile
examenului microscopic intravital.

Dupid 4 siptimani, toate animalele au fost
reanesteziate asa cum s-a descris anterior. Un
cateter de teflon (diametrul intern 0,5 mm,
B.Braun AG, Melsungen, Germania) a fost
introdus in vena jugulard interni pentru abord
venos. Un alt cateter a fost plasat in artera
carotidi stingd pentru recoltiri sanguine si
monitorizarea parametrilor cardiovasculari.
Abdomenul a fost deschis printr-o incizie
mediani. Animalul a fost plasat intr-un loc special
si mentinut artificial la 37¢C.

Tumora a fost identificatd macroscopic. Suprafaga
portantd a tumorii a fost imobilizatd intr-o
cameri de imersie cu temperaturd controlati
(37°C) ce contine solutie Ringer.

intreaga etapi de microscopie intravitali a fost
efectuati cu un microscop fluorescent (Leica
GmbH, Wetzlar, Germania). Au fost folosite 2
blocuri de filtre fluorescente: I3 (filtru de excitagie
BP450-490; filtru de emisie LP520) si N2.1 (fileru
de excitagie BP515-560, filtru de emisie LP580).
Pentru obtinerea wunui contrast maxim al
morfologiei vasculare §i pentru misurarea
diametrului vascular au fost administrate 50
mg/kg corp albuminid marcatd cu fluoresceina
izotiocianatd (A-9771, Sigma Chemicals Co., St.
Louis, SUA).

La sfarsitul experimentului, animalele au fost
sacrificate cu o supradozi de pentobarbital.
Suprafaa portantd a tumorii a fost recoltatd i
fixatd in formol 10% pentru investigatii
histologice ulterioare si confirmarea prezentei
tumorale in suprafata respectivi.

Diametrul vaselor in microcirculagia tumorald §i
in pancreasul normal au fost evaluate folosind un
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software special (Capimage, Zeintle GmbH,
Heidelberg, Germany).

Piese din tumori au fost tdiate in secfiuni
histologice de 8 "Im pentru misurarea densitagii
vasculare, Pentru evaluarea densitagii
vasculare,.flecare  sectiune necoloratdi a fost
divizatd in 6 cdmpuri microscopice periferice si 3
campuri microscopice centrale, in raport cu
volumul tumoral.

Deoarece toate vasele sanguine au fost umplute
cu solugie fluorescentd coloranti, administrati
anterior, densitatea vaselor a fost cuantificati cu
un software comercial (Capimage, Zeintl GmbH,
Heidelberg, Germania), folosind o scald gri,
superpozabild pe toate ariile fluorescente, aceasta
fiind exprimati ca §i procentaj al suprafegei
tisulare.

Pentru compararea microvascularizatiei
pancreasului normal, au fost analizate 6
pancreasuri normale, pregitite in acelagi mod. Au
fost examinate la un microscop optic secgiuni
histologice de 5 Im din tumori. Imaginea
histologici a fost transmisa printr-o videocameri
la un monitor §i inregistratd la un videorecorder.
Suprafaga secfiunii transversale a tumorii a fost
misurati ulterior folosind acelasi software special.
Apoptoza tumorald a fost colorati prin metoda
TUNEL (Boehringer Mannheim, Mannheim,
Germania). Au fost calculate numirul de celule
tumorale apoptotice §i numirul total de celule.
Apoptoza a fost exprimati ca si procent din
totalul celulelor tumorale.

Datele au fost analizate folosind software SAS
(SAS Insttute Inc., Cary, SUA). Toate datele sunt
date ca medie (deviajie standard), in afara celor
care au fost indicate in alt mod.

Testul Student, Anova sau testu]l Mann-Whitney
U au fost folosite pentru evaluarea semnificatiei
diferentelor dintre grupuri; probabilitatea mai
mici de 0,05 a fost acceptati ca semnificativi.

Rezultate

Au fost identificate caracteristicile tipice ale
microvascularizatiei tumorale in cancerul de
pancreas. S-a constatat disparitia anatomiei
normale a arteriolei, capilarului si venulei, asa
cum poate fi gisitdi in marea majoritate a
tesuturilor sanitoase, inclusiv in pancreasul

exocrin (Figura 1).
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Figura 1: Microvascularizatia in cancerul
pancreatic
(se observa pierderea ierarhiei vasculare).

A existat o lipsa completi a diferén;ierii
arhitecturii vasculare in centrul tumorii. Vase
asemandtoare cu arteriolele si venele, cu diametru
neregulate, au fost observate doar In ariile
periferice. Distributia vasculard regionald a fost
neregulata si heterogena ( Figura 1).

S-a observat o pierdere a ierarhiei vasculare.
Diametrele vaselor sanguine nu au fost constant
crescatoare sau descrescitoare, asa cum exista in
majoritatea tesuturilor sanatoase, unde depind fie
de ramificatiile arteriale, fie de cele venoase din
circulatie, ci s-au prezentat ca fiind schimbate
intr-o maniera imprevizibila (Figura 1, Figura 2a,
figura 2b).

Figura 2: Vasele sinusoidale in cancerul pancreatic. Imagine standard a sinusoidelor cu eritrocite marcate
cu fluoresceina (a) si cu albumind marcati cu fluoresceini (b)

Vasele sinusoidale si lacunare pot adeseori si fie
identificate in microcirculatia tumorii (Figura 2a,
2b, Figura 3). Diametrul mediu al vaselor
tumorale a fost mai mare decat in pancreasul
exocrin sanatos.

Figura 3: Un al vas sinusoidal in cancerul
pancreatic. Se observi clar cresterea si
descresterea bruscid a diametrului vascular
(albumina marcata cu fluoresceina)

Majoritatea vaselor au avut, un diametru
corespunzator  venulelor  postcapilare  din
microcirculagia normald (10-20 um). Diametrele
vaselor tumorale sunt aratate in Figura 4.

Numér de vase

3 40 50

10 20
Diametru (um)

Figura 4: Distributia diametrului vaselor in
cancerul pancreatic experimental: majoritatea
vaselor au diametrul intre 10 si 20 gm.
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Densitatea capilara medie in pancreasul normal a
fost de 06,6%%2,1%. Densitatea vasculard in
cancerul pancreatic poate fi divizatd intr-o parte
periferica si una centrala, datoritd unei schimbari
bruste in densitatea vasculara din aria centrala.

Densitatea vasculara a cancerului pancreatic
DSL6A dupi implantarea intrapancreaticd a fost
semnificativ mai scdzutd. Aria periferica a avut o

densitate vasculard de 0,6%0,2% (p=0,006,
comparativ cu pancreasul exocrin normal) si in
aria centrald a fost de 0,1%%0,2% (p=0,000,
comparativ cu pancreasul exocrin normal).
(Figura 5). Densitatea vasculara in aria tumorald
periferici a fost semnificativ mai mare decat in
regiunile centrale (p=0,02).

Aria tumorala centrala

- @
T p=0,006 |V

6,60%0,2%

Aria tumorala periferica

: -
"] _p=000s %

Pancreas normal

Figura 5: Diferente de densitate vasculari in pancreasul normal si tumoral.

Tumorile implantate ortotopic au o rati de
apoptozi intre 0,6-6,3% (media 2,8%%2,5%). S-a
observat o supresi¢ semnificativi a apoptozei
tumorale in tumorile heterotopice de 0-0,8%
(media 0,6%%0,3%) (p=0,02).

Pe misurd ce tumorile cresc intre plicutele de
PMMA (necesare pentru vizualizarea
vascularizatiei tumorale), acestea au fost fortate
intentionat s creascd intr-un mod bidimensional.
Suprafata tumorald masuratd, vizibili intre
plicutele de PMMA a fost semnificativ mai mare
dupi implantare heterotopica (36,9%£16,3 mm?),
decat dupi implantarea ortotopica (7,4%5,1%)
(p=0,004).

Deoarece distanta intre cele 2 plicute a fost de 3
mm, volumul tumoral calculat a fost de
117,7£48,9 mm? (heterotopic) in comparatie cu
22,24+15,3 mm? (ortotopic).

Discutii

Rezultatele tratamentului cancerului pancreatic
sunt dezamagitoare?). Pana in prezent singura
posibilitate de tratament curativ rimane rezectia
pancreatica. Supravietuirea la 5 ani la pacientii cu
tumori pancreatice rezecabile este de numai 2-
26%, fara o rezectie potential curativd si depinde
de selectia pacientilor.
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Tratamentele  adjuvante ca  radioterapia®,
imunoterapia®)  si  terapia  genica® = sunt
controversate §i pani acum nu au fost
demonstrate rezultate promititoare.

Densitatea vasculard a carcinomului pancreatic
DSLGA a fost semnificativ scidzutd. Cresterea
tumorald continud in experimentul de fatd a
condus la  cresterea  discrepantei  intre
vascularizatia centrald §i cea perifericd a tumorii.
Aceasti observatie confirmid |datele prezentate
pentru alte tumori §i nu este specifica pentru
cancerul pancreatic?).

Capilarele sunt categoria de vase cea mai
abundentd in  microcirculatia normald i
pancreasul este extrem de bine irigat de capilare.
In contrast, cele mai multe vase din cancerul
pancreatic DSLOA au diametrul mai mare decat
cel al capilarelor din pancreasul normal
Diametrul acestor vase corespunde venulelor
colectoare sau postcapilare din microcirculatia
normald a pancreasului exocrin.

De altfel, morfologia nu indici in mod necesar
functia, asa cum dilatatia vaselor tumorale
produce scaderea perfuziei suprafetei endoteliului
tumoral si poate explica oxigenarea insuficientd si
aportul nutritiv insuficient al tumorii, odata ce
capacitatea de difuziune a oxigenului este
depisita.
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O altd caracteristici a morfologiei vasculare
tumorale este diametrul neregulat al vaselor si
pierderea terarhiei vasculare. Aceasti
caracteristicd apare in formele extreme, prin
formarea de sinusoide si lacune vasculare. Aceste
vase au fost investigate prin studii ultrastructurale
asupra melanomului malign®, iar lacunele si
sinusoidele au fost gisite in ariile in care
presiunea interstiiali produsi de celulele
tumorale a fost maxima?).

Pe scurt, am descris un nou model pentru studiul
structurli  vasculare tumorale in  cancerul
pancreatic experimental. Studiile viitoare vor
putea fi direcfionate asupra unor aspecte detailate
privind inhibitia angiogenezei.

Concluzii

1. Pentru a obgine informatii calitatve si
cantitative despre structura vasculard in
cancerul pancreatic, metoda de elecgie este
microscopia in vivo.

2. Folosirea materialului transparent
biocompatibil a  permis  implantarea
intrapancreatici de celule tumorale i
observarea structurii vasculare din cancerul
Pancreadc.

3. In cancerul pancreatic, densitatea vasculard
este semnificauv scizutd iar cresterea
tumorali continud conduce la accentuarea
discrepantgei intre vascularizagia centrali si cea
perifericd a tumorii.

4. Capilarele reprezintd categoria de vase cea
mai abundenti in microcirculatia normali, iar
in cancerul pancreatic majoritatea vaselor au
un diametru mai mare decit cele din
pancreasul normal.

5. O altid caracteristicdi a morfologiei vasculare
tumorale este diametru ei neregulat si
pierderea  ierarhiei  vasculare.  Celulele
tumorale sunt strins legate de celule
endoteliale in aceste vase si pot fi integrate in
endoteliu.

6. Se observi diferente semnificativ statistic atat
pentru suprafata tumorali cat §i pentru
volumul tumoral in relagie cu modul de
implantare (ortotopic vs heterotopic) ceea ce
sugereazd ci localizarea tumoril influengeaza
gradul de crestere tumorali.
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