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Rezumat

Scopul studiului de fagi a fost de a investiga efectul ceruleinei i al somatostatinei asupra microcirculagiei la
nivelul carcinoamelor ductale pancreatice la sobolani.

S-au folosit 36 de sobolani la care s-a indus un cancer pancreatic prin interpozifia intrapancreatici sau
intraperitoneali a unui fragment tumoral intre doud plicuge transparente de polimetilmetacrilat. Dupi 4
siptimani s-a practicat microscopia intravitali a microcirculagiei tumorale. Animalele au primit 5
micrograme/kg ceruleini sau 3 miligrame/kg somatostatind timp de o ori inravenos. S-a misurat viteza
eritrocitelor in capilarele pancreasului normal §i in vasele tumorale.

in tesutul pancreatic normal, viteza eritrocitard in capilare a fost de 1,0120,11 mm/s in conditii de bazi si a
crescut la 1,64+0,09 mm/s dupi 1 ori de stimulare cu ceruleind (p<0.01). La nivelul vaselor tumorale nu s-a
evidentiat o cregtere a vitezei eritrocitare (in conditii de bazi: 0,95+0,14 mm/s,0,8620,13mm/s dupi o ord
de sumulare cu ceruleini). Somatostatina scade viteza eritrocitari atat in pancreasul normal (bazal 0,8720,02
mm/s, dupd o ord de stimulare 0,6020,07 mm/s) (p<0.01), cét si in cancerul pancreatic dupi implantarea
ortotopici (bazal 0,85+0,20 mm/s si la o ord 0,631£0,18 mm/s). (p=0.01).

Nu s-au observat efecte ale hormonilor gastrointestinali asupra microcirculagiei de la nivelul carcinomului
pancreatic dup implantarea nonortotopici.

In rezumat acest studiu a ardtat ci circulagia locald de la nivelul carcinomului pancreatlc experimental nu
rispunde la sumuli fiziologici spre deosebire de pancreasul normal.

Cuvinte cheie: cancer pancreatic, microcirculagie, hormoni gastrointestinali.

Summary. Gastro-intestinal hormones and tumor microcirculation in experimental pancreatic cancer
In the present study we studied the effect of cerulein and somatostatin on microcirculation at ductlike
pancreatic cancer on rats .

In 36 rats induction of a ductlike pancreatic cancer was achieved by intrapancreatic or intraperitoneal tumor
fragment interposition between two transparent polymethyl methacrylate plates. After 4 weeks, intravital
microscopy of the tumor microcirculation was performed. The animals received 5 microgrames/kg cerulein
or 3 miligrams / kg somatostatin for 1 h intravenously. The erythrocyte velocity in normal pancreatic
capillaries or in tumor vessels was measured.

The ervthrocyte velocity in the capillaries of the normal pancreas was 1,0120,11 mm/s at baseline and
increased to 1,64+0,09 mm/s after cerulein stimulation (p<0.01). Pancreatic cancer vessels demonstrated no
increase in erythrocytes velocity after orthotopic (baseline 0,95+0,14 mm/s, after 1 h 0,8620,13 mm/s) and
non-orthotopic tumor implantation (baseline 0,91£0,12 mm/s, after 1 h 0,95+0,14 mm/s) after cerulein
stimulation. Somatostatin decreased the erythrocytes velocity both in normal pancreas (baseline 0,87%0,02
mm/s, after 1 h 0,60+0,07 mm/s) (p<0.01), and in pancreatic cancer (baseline 0,8520,20 mm/s, after 1 h
0,63+0,18 mm/s) (p=0.01) after orthotopic tumor implantation.

There was no effect of gastrointestinal hormones after nonorthotopic tumor implantation.

These data suggest that pancreatic cancer microcirculation lacks physiological blood flow control by
stimulatory hormones, in contrast to the normal pancreas. '

Key words: pancreatic cancer, microcirculation, gastrointestinal hormones

Material §i metoda
1 inza celulard tumorala

Fluxul sanguin regional si micro circulagia locala
sunt determinante asupra chimioterapiei i
radioterapiei, la fel s strategiile
antiangiogenetice!); de aceea este important de a
clarifica potentialul rol al hormonilor pancreatici
in modificarea  fluxului sanguin in tesutul
pancreatic neoplazic.

Scopul studiului de fafi a fost de a investiga
efectul ceruleinei §i al somatostatinei asupra
microcirculagiei la nivelul carcinoamelor ductale
pancreatice la sobolani.
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A fost folosita o linie celulard de carcinom ductal
pancreatdc de sobolan2®. Histologic, este un
carcinom ductal desmoplazic cu o puternici
aseminare cu cancerul pancreatic de la om.Sunt
prezente invazia locali §i metastazele. Lisatd pe
loc, tumora devine letaldi dupi 3-4 luni de
crestere.
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Inocularea tumorii

S-au folosit 36 de sobolani masculi, anesteziagi cu
fenobarbital §i ketamini. Dupi practicarea inciziei
mediane, au fost aplicate 2 plici sterile de
polimetilmetacrilat prin tehnica ,,sandwich”® de
ambele pirti ale capului pancreasului (implantare
ortotopicd) sau in peritoneu §i pe suprafafa
exterioard a musculaturii peretelui abdominal, dar
sub piele (nonortotopica).

Plicutele au fost conectate prin suturi fine.
Materialul din plicute (PMMA) este un material
biocompatibil utilizat in oftalmologie 9 si
urologie?).

Cu ajutorul a trei tuburi fine din silicon (diametrul
de 8 mm) a fost mentinut un interval standard de
3 mm intre plicute. Tumora, de aproximativ 1
mm?3, a fost recoltati dintr-o tumord mamai
subcutanati de la un sobolan singenetic anterior
indusi prin injectarea subcutanati a 1 milion de
celule, iar ulterior plasatd intrapancreatic sau
intraperitoneal  intre  plicute, dupi care
abdomenul a fost inchis. Astfel, tumorile au
crescut numai intr-un mod bidimensional fird a
adera la tesuturile inconjuritoare i fird
interpozitia de lobuli pancreatici sinitosi.

La 4 siptamini dupi inoculare, s-a practicat
microscopia intravitald. La acest moment
tumorile de 4-6 mm aderau strans la plicute si
erau accesibile observatiei. Atit partea periferici,
cit §i partea centraldi a tumorii erau accesibile
microscopiei §i nu era prezenti necroza centrali
la acel moment. Tumorile isi pistrau aspectul
histologic inigial (ductal desmoplazic) in toate
cazurile.

Pregdtirea animalelor

Dupi 4 siptimani toate animalele au fost
reanesteziate. Un cateter de teflon a fost
implantat in vena jugulari interni dreaptd pentru
acces venos. Un alt cateter a fost plasat in artera
carotiddi stingd pentru acces arterial i
monitorizatea  parametrilor  cardiovasculari.
Abdomenul a fost deschis prin incizie mediand.
Animalul a fost plasat pe un suport mentinut la
37°C. Tumora a fost identificatd macroscopic
dupi ce marginile ei au fost marcate sub
microscop.

Aria tumorali a fost imobilizatd intr-o cameri de
imersie  cu  temperaturd  controlati(37°C)
continand solugie Ringer.

Microscopia intravitald

Pentru a aprecia diferentele locale de flux vascular
prin microscopie intravitald, intregul dispozitiv a
fost plasat sub un microscop cu fluorescenga.
Dupi ce s-au efectuat pregitirile, animalele au
primit intravenos injecfii de 1 ml/kg de eritrocite
autologe (hematocrit 50%) pentru a se misura

viteza ertrocitard”. S-au respectat 30 min pentru
stabilizarea microcirculatiei.
Animalele au fost apoi impirtite in 6 grupe:

1. implantare ortotopicd: solutie salini 8

ml/kg/ori

2. implantare ortotopici: ceruleini 5
micrograme/kg/ord

3. implantare ortotopici: somatostatini 3
mg/kg/ori

4. implantare nonortotopici: solutie salini
implantare nonortotopici: ceruleini
6. implantare nonortotopici: somatostatini

v

Imaginile de la nivelul microcirculagiei au fost
transmise de o videocameri la un monitor si
inregistrate.

Au fost alese aleator 4 cimpuri microscopice din
microcirculagia de la nivel tumoral i 4 cimpuri cu
microcirculagia de tesut pancreatic normal i
inregistrate timp de 10 secunde. Prin metoda
cadru cu cadru au fost mdisurate intre 3-5
eritrocite /vas. A fost evaluat numirul de vase
/camp microscopic §i s-a calculat media. A doua
masuritoare ale acelorasi campuri microscopice s-
a realizat la o ori dupi injectarea de variafi
hormoni gastrointestinali. La sfargitul
experimentului animalele au fost omorate cu o
supradozi de fenobarbital.

Analiza statisticd
Viteza eritrocitard a fost clasificatd in urmitoarele
categorii:

e 0-0,5;

e (,5-1,0;

o 10-15:

o 1,520

o 20-25

o >25. '

S-a folosit testul de interpret:lare Smirnov cu p
<0,05 considerat semnificativ

Rezultate

Parametri hidrodinamici §i de laborator

Tensiunea arterialdi medie s-a mentinut stabild la
toate grupurile in timpul microscopiet intravitale
si a fost de peste 90 mmHg la fiecare animal, in
orice moment.

La fel, pulsul a rimas in limite normale (240-280
bitai /minut) la toate grupurile din studiu.
Oxigenarea siangelui arterial a fost normald la
toate animalele din studiu (PaO; mai mare de 90
mmHg, PaCo2 mai mare de 30 si mai mici de 50
mmHg, pH =7,35-7,40).

. . . N % ~
Diametral vascular §i densitatea functionald vasculard

Diametrul vaselor din tumori a ramas constant la
toate animalele pe parcursul studiului. De
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asemenea, densitatea functionald vasculard a fost
tot timpul de 100%.
Nu s-au obtinut vase cu staza completa. Deci,
fluxul vascular al tumorii a fost determinat doar
de viteza eritrocitara.

Implantarea ortotopica

in tesutul pancreatic normal, viteza eritrocitar in
capilare a fost de 1,01£0,11 mm/s in conditii de
baza si a crescut la 1,64£0,09 mm/s dupi 1 orid
de stimulare cu ceruleina (p<0.01) (Figura 1,
Figura 2).

La nivelul vaselor tumorale nu s-a evidentiat o
crestere a vitezei eritrocitare (in conditii de baza:

0,9520,14 mm/s,0,86£0,13mm/s dupa o ori de
stimulare cu ceruleind) (Figura 1, Figura 3).
Somatostatina scade viteza eritrocitard atat in
pancreasul normal (bazal 0,871£0,02 mm/s, dupa
o ori de stimulare 0,60£0,07 mm/s) (p<0.01)
(Figura 4, Figura 5), cat si in cancerul pancreatic
dupd implantarea ortotopica (bazal 0,85%0,20
mm/s si la o ord 0,631£0,18 mm/s). (p=0.01)
(Figura 4, Figura 6).

Nu s-au evidentiat modificari ale vitezei
eritrocitare in pancreasul normal sau umoral dupa
injectarea de solutie salina.
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Figura 1:Viteza eritrocitara in vasele din pancreasul normal si in vasele din cancerul pancreatic in
implantarea tumorala ortotopica si nonortotopica si dupa stimularea cu ceruleina. In timp ce vasele
pancreasului sindtos aratd o crestere semnificativa (p<0.01), viteza eritrocitara in vasele maligne rimane
constantd dupa ambele tipuri de implantare tumorala (** diferente semnificative la o ora).
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Figura 2: Frecventa vitezei eritrocitare in capilarele pancreasului normal dupi stimulare cu ceruleina:
viteza eritrocitard in capilarele pancreasului normal a fost semnificativ crescutd la o ord dupa administrarea
ceruleinei (p<0.01).
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Figura 3: Frecventa vitezei eritrocitare in vasele din cancerul pancreatic dupa implantarea tumorald
ortotopica si dupa stimularea cu ceruleina: nu s-a demonstrat nici o crestere a vitezei eritrocitare.
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Figura 4: Viteza eritrocitara in vasele pancreasului normal si cancerului pancreatic dupa implantarea
tumorald ortotopica §i non-ortotopica si dupa inhibarea ulterioard cu somatostatind. Atat vasele
pancreasului normal cat si ale cancerului pancreatic dupa implantarea ortotopica aratd o scidere

semnificativa (p<0.01) (* diferente semnificative la o ori)
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Figura 5: Frecventa vitezei eritrocitare in capilarele pancreasului normal dupa administrarea de
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somatostatind: somatostatina scade semnificativ viteza eritrocitara in pancreasul normal (p<0.01).
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Figura 6: Frecventa vitezei eritrocitare in vasele cancerului pancreatic dupi administrarea de
somatostatini si dupd implantarea tumorald ortotopici: s-a observat o scidere semnificativd a vitezei
eritrocitare la o ord dupa administrarea de somatostatina (p=0.01).

Implantarea non ortotopica

Nu s-au observat efecte ale hormonilor gastrointestinali asupra microcirculatiei de la nivelul carcinomului
pancreatic dupa implantarea nonortotopica. Viteza eritrocitard nu a fost semnificativ modificatd in
microcirculatia tumorald la o ord dupi'injectarea de ceruleind (Figura 7) sau somatostatind (Figura 8).
Viteza eritrocitard a rimas constantd dupd injectarea de solutie salind.
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Figura 7: Frecventa vitezei eritrocitare in vasele cancerului pancreatic dupi stimularea cu ceruleind si dupa

implantare tumorald non-ortotopici: viteza eritrqcitard nu a fost semnificativ schimbati la o ord dupa
administrare de'ceruleina.
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Figura 8: Frecventa vitezei eritrocitare in vasele cancerului pancreatic dupa administrarea de
somatostatind si dupd implantarea tumorald non-ortotopici: nu s-a observat o diferentd semnificativi a
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vitezei eritrocitare ]a o ord dupi administrarea de somatostatina.

Concluzii si discutii

Vasele tumorale cresc dezorganizat din punct de
vedere structural §i functional, desi provin din
vase bazale bine organizate®. Fluxul sanguin la
nivelul tumorii este heterogen si in consecingi
mediul microscopic tumoral este compromis
metabolic. Aceasta limiteazi posibilitigile de
actiune ale chimio-, radio-, sau imunoterapiei'?.
fn wultimii ani sa acordat mare atenie
dependentei celulelor tumorale de suportul
vascular §i posibilitifii  ca atacul asupra
microcirculatiei tumorale §i neovascularizagiei
tumorale si fie o cauzi directdi a producerii
ischemiei si  decesului celulelor tumorale
apoptotice®,

Astfel se pune problema daci existd diferente in
aportul vascular care si poati fi folositi in scopul
obtinerii unor efecte diferite asupra tumorii §i
tesurturilor sinatoase.

Pancreasul apargine organelor viscerale a ciror
aport vascular depinde semnificativ de activitatea
lor. Stimularea functionali conduce la modificin
de perfuzie a pancreasului.

Fluxul sanguin pancreatic poate fi rapid modificat
sub acgiunea factorilor patologici (traumatisme,
inflamatii) prin cresterea densitifii capilarelor
functionale a diametrelor vaselor si a vitezei de
circulagie a eritrocitelor (factori determinang ai
circulatiei nutritive) 710,

Comportamentul functional al microcirculagiei in
tesutul pancreatic malign nu este cunoscut, dar
observatiile autorilor au aritat ci densitatea
vasculari funcgionald este intotdeauna 100% si
diametrul vaselor nu se modifici deloc lisand ca
viteza eritrocitard si fie factorul determinant al
circulatiei nutritive la nivel tumoral.

Studiul de fati demonstreazi in plus ci efectul
stimulator specific al colecistokininei asupra
circulatiei in pancreasul normal nu poate fi aplicat
$1 in pancreasul tumoral. \
Cresterea la nivelul fesutului pancreatic normal i
la nivelul pancreasului tumoral este controlatd
prin  intermediul a  variagi hormoni
gastrointestinali.  Colecistokinina, ~bombesina,
factorul epidermal de crestere si secretina
sumuleazd proliferarea celulard in dump ce
somatostatina exercitd un efect inhibitor!2!3 prin
interactiunea directd cu receptorii sii'41510),

Este bine cunoscut ci hormonii gastrointestinali
influenteazi de  asemenea  microcirculagia
pancreaticd'®,

A fost demonstratd o relatie directd intre gradul
de perfuzare a pancreasului si stimularea sa
tiziologica ™.  Colecistokininele stimuleaza
secrefia  enzimatici de la nivelul acinilor
pancreatici.

Astfel, orice crestere a ratei de secretie a celulelor
acinare se asociazd cu o crestere dramatci a
tesutului  pancreatic  necesitaind  hiperemie
functionali.

Faptul ci secretina §i colecistokininele produc
hiperperfuzie a fost demonstrat pe pancreas
normal de céine si sobolan 17.9.18),

In acest studiu pancreasul exocrin a fost stimulat
cu ceruleind un analog puternic al colecistokininei
care produce o stimulare exocrini
supramaximald'® avind ca rezultat un efect
stimulator asupra circulagiei sanguine in capilarele
sdnitoase.

Spre deosebire de efectul asupra pancreasului
normal ceruleina nu exerciti un efect asupra
microcirculagiei tumorale din cancerul pancreatic
experimental.

La fel ca alte linii celulare cea de cancer pancreatic
ductal folositi in acest studiu are receptori cu
afinitate scdzuti pentru colecistokinine®. De
aceea nu s-a asteptat un efect metabolic direct
asupra celulelor tumorale sau o posibili stimulare
paracrini a circulagiet locale.

Carcinomul implantat ortotopic este inconjurat
de tesut pancreatic normal care a fost intens
perfuzat timp de 1 ord dupi stimularea cu
ceruleina.

Teoretic este posibil un efect de sunt asupra
circulagiei tumorale. Cu toate acestea cresterea
perfuziei in tesutul pancreatic din jurul tumorii nu
a afectat circulagia la nivel tumoral. De aceea
aportul sanguin la nivelul pancreasului tumoral
pare si fie independent de statusul circulagiei
funcgionale care a fost stimulati in fesutul
pancreatic exocrin din jur.

Somatostatina inhibd secrefia pancreatici prin
interactiunea cu receptorii sii specifici i afecteazi
microcirculagia din intregul sistem splahnic!8.20)
firi a avea efecte majore asupra circulaiei
sistemnice. '

Scopul majorititii studiilor efectuate pe animale §i
oameni a fost si demonstreze un potengial efect
benefic al tratamentului cu somatostatina, atat
prin testarea pancreasului in diferite condigii
patologice cat si pentru tratarea hemoragiei de la
nivelul tractului digestiv superior prin reducerea
circulatiei splahnice 2!,22.23).

In experimentele din acest studiu, perfuzia
continuid cu somatostatind produce o scidere a
vitezei eritrocitelor atat in esutul normal cat §i in
tesutul malign. Se pare ci responsabili de acest
efect este o scidere generalid a perfuziei la nivelul
intregului sistem splahnic.

Consecutiv nu s-au observat nici un efect al
somatostatinei asupra locului de implantare
nonortotopic unde inervagia splahnici nu
acfioneaza.
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in rezumat acest studiu a ardtat ci circulatia locald
de la  nivelul  carcinomului  pancreatic
experimental nu rispunde la stimuli fiziologici
spre deosebire de pancreasul normal.

De aceea, nu ne putem astepta ca circulatia de la
nivelul pancreasului neoplazic sa fie semnificativ
diminuata de analogii de colecistochinine, in timp
ce somatostatina poate fi folositdi pentru
reducerea nespecifici a fluxului sanguin.

Lipsa unui control prin hormoni stimulanti ai
circulatiei trebuie consideratd un important defect
functional al microcirculaiei de la nivelul
cancerului pancreatic.
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