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Rezumat

Lucrarea are ca scop studiul microcirculatiei in cancerul pancreatic experimental, pe un lot de 10 sobolani,
investigatd prin microscopie intravitala.

Densitatea vaselor in tumori a fost semnificativ mai mici decit in tesutul pancreatic normal (p=0,0004).
Caracteristic pentru vascularizagia tumorii a fost lipsa unei diferengieri in arhitectura vaselor, in formarea
vaselor sinusoidale si lacunare §i in schimbdri bruste in diametrul vaselor. Viteza de circulagie a hematiilor a
fost diferit la nivelul vaselor tumorale.

Cancerul pancreatic experimental se caracterizeazi prin: aranjamentul haotic al vaselor; formarea vaselor
sinusoidale si lacunare; densitatea vasculari scizuti; cresterea diametrului mediu al vaselor.

Cuvinte cheie: cancer pancreatic, model, microcirculagie.

Summary. The study of microcirculation in experimental pancreatic cancer

The aim of this paper is to study microcirculation in experimental pancreatic carcinoma, at 2 group of 10 rats,
investigated by intravital microscopy.

The density of vessels in the carcinoma was significantly less than in normal pancreatic tissue (p=0.0004). The
vasculature of the tumour was characterised by lack of differention in architecture of vessels, formation of
sinusoidal and lacunar vessels and sudden changes in diameter of vessels. Red blood cells velocity differed
among tumour vessels.

Experimental pancreatic carcinoma could be caractherised by: chaotic arrangement of vessels; the formation
of sinusoidal of lacunar vessels; lower vascular density; increase in mean diameter of vessels.
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Introducere

Dintre toate tipurile de tumori pancreatice, cel
mai frecvent este adenocarcinomul ductal
Aportul de sange si limfd sunt importante pentru
cresterea tumorald (progresia §i metastazarea), iar
dezvoltarea, structura §i fiziologia microcirculagiei
influenjeaza biologia tumorald §i limiteazai
eficienta mecanismelor de apirare imunologice,
metodelor de diagnostic §i managementului
terapeutic.

in ciuda importangei epidemiologice i
oncologice, pind in momentul de fafi nu exista
date despre microcirculagie in cancerul de
pancreas. In acest studiu este descris un model
experimental de cancer pancreatic la sobolan, care
permite  investigarea multor aspecte  de
microcirculagie, dorindu-se a rispunde la
urmitoarea problemi: ce trisituri caracterizeazd
morfologia vasculard si microcirculagia in vivo a
cancerelor pancreatice experimentale?

Metode

In carcinomul pancreatic experimental la sobolani
a fost udlizati o linie celulari prestabilitd
(DSL6A). Din punct de vedere histologic, acesta
este un cancer desmoplazic, care mimeazi un
cancer pancreatic uman.

S-au utilizat 10 sobolani rasa Lewis de sex

masculin ( 160-180 g), fiecare 'dintre ei fiind
anesteziat cu pentobarbital 10 mg/kg, administrat
intraperitoneal  §i  ketamini 40  mg/kg,
administratd intramuscular. Dupi incizia mediani
abdominali, douid  plicute  sterile  de
polimetilmetacrilat (PMMA) (diametru 11 mm)
au fost aplicate prin tehnica “sandwich” pe
ambele pir(i ale capului pancreatic.

PMMA este un material biocompatibil utilizat in
oftalmologie si urologie. Distantele standard de 3
mm intre cele doui plicuje de PMMA au fost
mentinute de 3 tuburi fine de' silicon (diametru
0,8 mm). A fost recoltat aproximativ 1 mm3 de
tesut tumoral, dintr-o tumord primari a unui
sobolan si implantati in pancreas intre cele doud
placute. '

Abdomenul a fost inchis iar animalele au fost
trezite. La 4 siptimani dupi inoculare, a fost
efectuat un experiment de microscopie intravitali.
Tumora a fost de aproximativ 4-6 mm in
diametrul maxim, imprejmuitd de plicute la acest
moment. Atit ariile centrale cat §i cele periferice
au fost accesibile examenului microscopic
intravital.

Dupd 4 siptimani, toate animalele au fost
reanesteziate. Un cateter de teflon (diametrul
intern 0,5 mm) a fost introdus in vena jugulari
internd pentru acces venos. Un alt cateter a fost
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plasat in artera carotdi stangi pentru recoltiri
sanguine §i monitorizarea parametrilor
cardiovasculari. Abdomenul a fost deschis printr-
o incizie mediand. Animalul a fost plasat intr-un
loc special si mentinut artificial la 37°C. Tumora
a fost identificati macroscopic. Tumora a fost
imobilizati intr-o camerd de imersie cu solugie
Ringer la o temperaturd controlatdi (37°C).
Intreaga etapi de microscopie intravitali a fost
efectuati cu un microscop cu fluorescenta. Dupi
ce pregitirea a fost efectuatd, toate animalele au
primit o injectie intravenoasi de 1 ml/kg de
entrocite autologe, marcate cu fluoresceini
izotiocianatd (FITC), pentru misurarea vitezei
eritrocitare. Microcirculagia a fost urmiritd timp
de 30 de minute. Imaginile microcirculatorii au
fost transmise de o videocameri la un monitor si
inregistrate cu un videorecorder pentru o analizd
secventiald ulterioari.

Au fost alese aleator 4 campuri microcirculatorii
si au fost inregistrate timp de 10 secunde pentru
evaluarea vitezei eritrocitare. Dupd aceasta,
pentru  obginerea wunui contrast maxim al
morfologiei vasculare §i pentru misurarea
diametrului vascular, au fost administrate 50
mg/kg corp albuminid marcatd cu fluoresceini
izotiocianatd. La  sfarsitul  experimentului,
animalele au fost eutanasiate cu o supradozi de
pentobarbital. Tumora a fost recoltati §i fixatd in
formol 10% pentru investigatii histologice
ulterioare §i confirmarea prezentei tumorale in
suprafata respectivi. Microscopia intravitald in
pancreasul normal a fost efectuatd la 6 sobolani
de sex masculin, rasa Lewis. Dupi anestezie §i
incizia mediand, pancreasul a fost exteriorizat
intr-o baie de solugie Ringer cu temperaturi
controlatd. S-au administrat intravenos 1 ml/kg
de eritrocite marcate cu FITC. Dupi o perioadi
de stabilizare de 30 de minute, au fost identificate,
inregistrate si evaluate 5 campuri
microscopice/animal, cu 50 de capilare si 3
venule (diametru 20-40 Z1m)/ animal.

Viteza eritrocitard si  diametrul vaselor in
microcirculatia tumorald si in pancreasul normal
au fost evaluate de un software special
(Capimage). Viteza eritrocitard a fost evaluati
prin metoda cadru cu cadru. Piese din tumori au
fost tilate in sectiuni histologice de 871 Im
pentru misurarea densitatii vasculare. Fiecare
sectiune necoloratd a fost divizatd in 6 campuri
microscopice  periferice  si 3 campuri
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microscopice centrale, depinzind de volumul
tumoral, pentru evaluarea densitigii vasculare.
Deoarece toate vasele sanguine au fost umplute
cu solugie fluorescenti coloranti, administrati
anterior, densitatea vaselor a fost cuantificatd cu
un software comercial (Capimage), folosind o

scali gri, superpozabili pe toate ariile
fluorescente; aceasta a fost exprimati ca §i
procentaj al  suprafetei tisulare.  Pentru
compararea  microvascularizatiei  pancreasului

normal au fost analizate 6 animale sinitoase
pregatite in acelasi mod. Sectiuni histologice de 5
Jm din pancreas au fost examinate la un
microscop optic. Imaginea histologici a fost
transmisi printr-o videocameri la un monitor gi
inregistrati la un videorecorder.

Datele au fost analizate folosind software SAS.
Toate datele sunt prezentate ca medie (deviatie
standard). A fost folosit testul Student si Anova
in evaluarea semnificatiei statistice a diferengelor
dintre grupuri; probabilitatea mai mici de 0,05 a
fost acceptati ca semnificativi.

Rezultate

Au fost identificate caracteristicile tipice ale
microvascularizagiel tumorale in cancerul de
pancreas. A dispirut anatomia normali a
arteriolei, capilarului i venulei asa cum poate fi
gisitd in marea majoritate a tesuturilor sinitoase,
inclusiv in pancreasul exocrin. A existat o lipsi
completd a diferentierii arhitecturii vasculare in
centrul tumorii. Vase aseminitoare cu arteriolele
si venulele, cu diametre neregulate, au fost
observate doar in ariile periferice. Distributia
vasculard regionald a fost neregulati i
heterogeni. S-a observat o pierdere a ierarhiei
vasculare. Diametrele vaselor sanguine nu au fost
constant crescitoare sau descrescitoare, aga cum
existd in majoritatea fesuturilor sinitoase, unde
depind fie de ramificatiile arteriale, fie de cele
venoase din circulatie, ci s-au prezentat ca fiind
schimbate intr-o manierd imprevizibili. Vasele
sinusoidale §i lacunare pot adeseori si fie
identificate in microcirculagia tumorii. Diametrul
mediu al vaselor tumorale a fost mai mare decat
in pancreasul exocrin sinitos. Majoritatea vaselor
au avut un diametru corespunzitor venulelor
postcapilare din microcirculatia normala (10-20
“Tm). Diametrele vaselor tumorale sunt
prezentate in figura 1.
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Figura 1: Distributia diametrului vaselor in cancerul pancreatic experimental: majoritatea vaselor
au diametrul intre 10 si 20 um.

Densitatea capilard medie in pancreasul normal a
fost de 6,6%%2,1%. Densitatea vasculari in
cancerul pancreatic poate fi divizatd intr-o parte
periferica si una centrald, conform unei schimbiri
bruste in densitatea vasculard din aria centrala.
Densitatea vasculard a cancerului pancreatic
DSL6A dupi implantarea intrapancreaticd a fost
semnificativ mai scazutd. Aria periferica a avut o
densitate vasculard de 0,6%0,2% (p=0,000,
comparativ cu pancreasul exocrin normal), iar in
aria centrala a fost de 0,1%%*0,2% (p=0,006,
comparativ. cu pancreasul exocrin normal).

Densitatea vasculard in aria tumorald perifericd a
fost semnificativ. mai mare decit in regiunile
centrale (p=0,02).

Viteza medie a hematiilor din toate vasele in
cancerul pancreatic nu diferd semnificativ fatd de
cea din pancresul normal. (tabelul I). Nu existd
diferentd semnificativi a vitezei hematiilor intre
venulele colectoare (20-40 gm) din pancreasul
normal §i vasele tumorale cu acelasi diametru

(tabel T).

Tabelul nr. 1: Media * deviatia standard a vitezei eritrocitare in pancreasul normal si cancerul pancreatic

experimental.
Tumora intrapancreatica Pancreas normal
N Media * . Media *
Numar . . Numar de .
de vase Devl,apa vase Dev1apa
Standard Standard
Viteza eritrocitari in toate .
o 165 0,8 0,6 495 1,0+ 03
vasele sanguine (mm/s)
Viteza eritrocitara in vasele
sanguine cu diametrul de 25 1,1 £0,6 33 0,8+ 0,4
20-40 "I m.
Discutii in vivo, dar necesitd un organ mobilizat, mentinut
Circulatia sanguind si oxigenarea tisulara a in conditii fiziologice si pe o suprafatd plana.

tumorilor maligne au o importanta influentd in
majoritatea rezultatelor tratamentelor adjuvante.
Totusi, pani in prezent, nu au existat date despre
microcirculatie in cancerul pancreatic.

Pentru a obtine informatii calitative §i cantitative
despre microcirculatia locala, metoda de electie
este microscopia in vivo. Aceasta permite
vizualizarea directa si adecvatd a microcirculatiei

Aceste obiective pot fi obtinute atunci cand este
folosit un model de tumori transplantabild, in
contrast cu toate modelele de tumori carcinogen-

induse, in care tmpul de instalare a
transformarilor maligne este imprevizibil si
suprafata  tumorii  neregulati.  Microscopia

intravitald a fost folositd pentru prima oard in
studierea tumorilor maligne, utilizind camera
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subcutanati la sobolani.

Introducerea tehnicii de microscopie fluorescentd
a permis ulterior o mai buni evaluare cantitativi a
microcirculatiei tumorale. Folosirea materialului
transparent biocompatibil (PMMA) a permis
implantarea intrapancreaticd in modelul prezent si
observarea microcirculatiei in cancerul pancreatic
intr-un mediu adecvat. Spagiul dintre plicugele
PMMA, cu un tip de crestere relativ liniari, poate
si difere de condigiile naturale, dar acest pas este
necesar pentru a observa perfuzia microvaselor in
tumord, deoarece o suprafati neregulatdi nu ar
permite o vizualizare adecvata.

Activitatea functionald a pancreasului exocrin are
nevoie de un aport adecvat de singe, deoarece
pancreasul prezintd o densitate vasculari foarte
mare si de asemenea o vitezi de curgere a
sangelui  ridicatd.  Densitatea  vasculari a
carcinomului  pancreatic DSL6A a  fost
semnificativ scizutd. Cregterea tumorald continui
in experimentul de fatdi a condus la cresterea
discrepantei intre vascularizagia centrali si cea
periferici a tumorii. Aceastd observagie confirmi
datele prezentate pentru alte tumori §i nu este
specifici pentru cancerul pancreatic.

Capilarele sunt categoria de vase cea mai
abundentd in microcirculagia normald i
pancreasul este extrem de bine irigat de capilare.
In contrast, cele mai multe vase din cancerul
pancreatic DSL6A au diametrul mai mare decit
cel al capilarelor din pancreasul normal
Diametrul acestor vase corespunde venulelor
colectoare sau postcapilare din microcirculagia
normald a pancreasului exocrin. O caracteristici a
morfologiei vasculare tumorale este diametrul ei
neregulat si pierderea ierarhiei vasculare. Aceasta
apare in formele extreme prin formarea de
sinusoide §i lacune vasculare. Aceste vase au fost
investigate  prin  studii  ultrastructurale in
melanomul malign, iar lacunele si sinusoidele au
fost gisite in ariile in care presiunea interstigiald
produsi de celulele tumorale a fost maxima.
Celulele tumorale sunt strins legate de celulele
endoteliale in aceste vase si pot fi integrate in
endotelin. Aceste vase pot juca un important rol
in microcirculagie. Sinusoidele §i lacunele sunt
caracterizate prin comuniciri milimetrice pe
suprafete intinse, care cauzeazi cregterea
extravazarii constituentilor plasmatici.

Am comparat rata de curgere a singelui in
carcinomul pancreatic cu cea din pancreasul
exocrin normal. Circulagia singelui in tumori a
fost heterogend, dar valorile medii nu au diferit
semnificativ de acelea din capilarele pancreasului
normal. Nu s-a observat nici o diferentd intre
fluxul sanguin in venulele colectoare ale
pancreasului normal si cel din vasele tumorale cu
acelasi diametru.
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Am descris un nou model pentru studiul
microcirculagiei tumorale in cancerul pancreatic
experimental. Modelul permite observatia directi
si cantitativd a fluxului sanguin in acest tip de
cancetr.
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