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Rezumat 
Lucrarea are ca scop srudiul microcirculaţiei în cancerul pancreatic experimental, pe un lot de 1 O şobolani, 
investigară prin microscopie intravitală. 
Densitatea vaselor în rumoră a fost semnificativ mai mică decât în ţesurul pancreatic normal (p=0,0004). 
Caracteristic pentru vascularizaţia rumorii a fost lipsa unei diferen1ieri în arhitecrura vaselor, în formarea 
vaselor sinusoidale şi lacunare şi în schimbări bruşte în diametrul vaselor. Viteza de circulaţie a hematiilor a 
fost diferită la nivelul vaselor tumorale. 
Cancerul pancreatic experimental se caracterizează prin: aranjamenrul haotic al vaselor; formarea vaselor 
sinusoidale şi lacunare; densitatea vasculară scăzută; creşterea diametrului mediu al vaselor. 
Cuvinte cheie: cancer pancreatic, model, microcirculaţie. 

Summary. The study of microcirculation in experimental pancreatic cancer 
The aim of rhis paper is to srudy microcirculation in experimental pancreatic carcinoma, ar a group of 10 rats, 
investigated by intravital microscopy. 
The densit)· of vessels in rhe carcinoma was significantly less than in normal pancreatic tissue (p=0.0004). The 
Yascularure of the rumour was characterised by lack of differention in archirecrure of vessels, formation of 
sinusoidal and lacunar vessels and sudden changes in diamerer of vessels. Red blood cells velocity differed 
among rumour vessels. 
E"perimental pancreatic carcinoma could be caractherised by: chaotic arrangement of vessels; the formation 
of sinusoidal of lacunar vessels; lower vascular densit)•; increase in mean diamerer of vessels. 
Key words: pancreatic cancer, model, microcirculation. 

Introducere 
Dintre toate tipurile de tumori pancreatice, cel 
mai frecvent este adenocarcinomul ductal. 
Aportul de sânge şi j.imfă sunt importante pentru 
creşterea tumorală (progresia şi metastazarea), iar 
dezvoltarea, structura şi fiziologia microcirculaţiei 
influenţează biologia tumorală şi limitează 

<;ficienţa mecanismelor de apărare imunologice, 
metodelor de diagnostic şi managementului 
terapeutic. 
În ciuda importanţei epidemiologice şi 
oncologice, până în momentul de faţă nu există 
date despre microcirculaţie în cancerul de 
pancreas. În acest studiu este descris un model 
experimental de cancer pancreatic la şobolan, care 
permite investigarea multor aspecte de 
microcirculaţie, dorindu-se a răspunde la 
următoarea problemă: ce trăsături caracterizează 

morfologia vasculară şi microcirculaţia m v1vo a 
cancerelor pancreatice experimentale? 

Metode 
În carcinomul pancreatic experimental la şobolani 
a fost utilizată o linie celulară prestabilită 

(DSL6A). Din punct de Yedere histologic, acesta 
este un cancer desmoplazic, care mimează un 
cancer pancreatic uman. 
S-au utilizat 10 şobolani rasa Lewis de sex 
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masculin ( 160-180 g), fiecare 'dintre ei fiind 
anesteziat cu pentobarbital 10 mg/kg, administrat 
intraperitoneal şi ketamină 40 mg/kg, 
administrată intramuscular. După incizia mediană 
abdominală, două plăcuţe sterile de 
polimetilmetacrilat (PMMA) (diametru 11 mm) 
au fost aplicate prin tehnica "sandwich" pe 
ambele părţi ale capului pancreatic. 
PMMA este un material biocompatibil utilizat în 
oftalmologie şi urologie. Distanţele standard de 3 
mm între cele două plăcuţe de PMMA au fost 
menţinute de 3 tuburi fine de1 silicon (diametru 
0,8 mm). A fost recoltat aproximativ 1 mm3 de 
ţesut tumoral, dintr-o turnară primară a unui 
şobolan şi implantată în pancreas Între cele două 
plăcuţe. · 
Abdomenul a fost inchis iar animalele au fost 
trezite. La 4 săptămâni după inoculare, a fost 
efectuat un experiment de microscopie intravitală. 
Tumora a fost de aproximativ 4-6 mm în 
diametrul maxim, împrejmuită de plăcuţe la acest 
moment. Atât ariile centrale cât şi cele periferice 
au fost accesibile examenului microscopic 
intravital. 
După 4 săptămam, toate animalele au fost 
reanesteziate. Un cateter de teflon (diametrul 
intern 0,5 mm) a fost introdus în vena jugulară 
internă pentru acces venos. Un alt cateter a fost 
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plasat în artera carotidă stângă pentru recoltări 

sanguine şi monitorizarea parametrilor 
cardiovasculari. Abdomenul a fost deschis printr
o incizie mediană. Animalul a fost plasat într-un 
loc special şi menţ:inut artificial la 37°C. Tumora 
a fost identificată macroscopic. Tumora a fost 
imobilizată Într-o cameră de imersie cu soluţie 

Ringer la o temperatură controlată (37°C). 
Întreaga etapă de microscopie intravitală a fost 
efectuată cu un microscop cu fluorescenţă. După 
ce pregătirea a fost efectuată, toate animalele au 
primit o injecţ:ie intravenoasă de 1 ml/kg de 
eritrocite autologe, marcate cu fluoresceină 

izotiocianată (FITC), pentru măsurarea vitezei 
eritrocitare. Microcirculaţ:ia a fost urmărită timp 
de 30 de minute. Imaginile microcirculatorii au 
fost transmise de o videocameră la un monitor şi 
înregistrate cu un videorecorder pentru o analiză 
secvenţială ulterioară. 

Au fost alese aleator 4 câmpuri microcirculatorii 
şi au fost înregistrate timp de 1 O secunde pentru 
evaluarea vitezei eritrocitare. După aceasta, 
pentru obţ:inerea unui contrast maxim al 
morfologiei vasculare şi pentru măsurarea 

diametrului vascular, au fost administrate SO 
mg/kg corp albumină marcată cu fluoresceină 

izotiocianată. La sfârşitul experimentului, 
animalele au fost eutanasiate cu o supradoză de 
pentobarbital. Tumora a fost recoltată şi fixată în 
formol 10% pentru investigaţ:ii histologice 
ulterioare şi confirmarea prezenţei tumorale în 
suprafaţa respectivă. Microscopia intravitală în 
pancreasul normal a fost efectuată la 6 şobolani 
de sex masculin, rasa Lewis. După anestezie şi 

incizia mediană, pancreasul a fost exteriorizat 
într-o baie de soluţie Ringer cu temperatură 

controlată. S-au administrat intravenos 1 ml/kg 
de eritrocite marcate cu FITC. După o perioadă 
de stabilizare de 30 de minute, au fost identificate, 
înregistrate şi evaluate S câmpuri 
microscopice/animal, cu SO de capilare şi 3 
venule (diametru 20-40 J m)/ animal. 
Viteza eritrocitară şt diametrul vaselor în 
microcirculaţ:ia tumorală şi în pancreasul normal 
au fost evaluate de un software special 
(Capimage). Viteza eritrocitară a fost evaluată 

prin metoda cadru cu cadru. Piese din turnară au 
fost tăiate în secţ:iuni histologice de 811 m 
pentru măsurarea densităţii vasculare. Fiecare 
secţiune necolorată a fost divizată în 6 câmpuri 
microscopice periferice ş1 3 câmpuri 
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microscopice centrale, depinzând de volumul 
tumoral, pentru evaluarea densităţ:ii vasculare. 
Deoarece toate vasele sanguine au fost umplute 
cu soluţie fluorescentă colorantă, administrată 

anterior, densitatea vaselor a fost cuantificată cu 
un software comercial (Capimage), folosind o 
scală gn, superpozabilă pe toate ariile 
fluorescente; aceasta a fost exprimată ca şi 

procentaj al suprafeţei tisulare. Pentru 
compararea microvascularizaţ:iei pancreasului 
normal au fost analizate 6 animale sănătoase 

pregătite în acelaşi mod. Secţ:iuni histologice de S 
J m din pancreas au fost examinate la un 
microscop optic. Imaginea histologică a fost 
transmisă printr-o videocameră la un monitor şi 

înregistrată la un videorecorder. 
Datele au fost analizate folosind software SAS. 
Toate datele sunt prezentate ca medie (deviaţie 

standard). A fost folosit testul Student şi Anova 
în evaluarea semnificaţ:iei statistice a diferenţelor 
dintre grupuri; probabilitatea mai mică de O,OS a 
fost acceptată ca semnificativă. 

Rezultate 
Au fost identificate caracteristicile ttptce ale 
microvascularizaţ:iei tumorale în cancerul de 
pancreas. A dispărut anatomia normală a 
arteriolei, capilarului şi venulei aşa cum poate fi 
găsită în marea majoritate a ţesuturilor sănătoase, 
inclusiv în pancreasul exocrin. A existat o lipsă 

completă a diferenţierii arhitecturii vasculare în 
centrul tumorii. Vase asemănătoare cu arteriolele 
şi venulele, cu diametre neregulate, au fost 
observate doar în ariile periferice. Distribuţia 

vasculară regională a fost neregulată şi 

heterogenă. S-a observat o pierdere a ierarhiei 
vasculare. Diametrele vaselor sanguine nu au fost 
constant crescătoare sau descrescătoare, aşa cum 
există în majoritatea ţesuturilor sănătoase, unde 
depind fie de ramificaţ:iile arteriale, fie de cele 
venoase din circulaţ:ie, ci s-au prezentat ca fiind 
schimbate într-o manieră imprevizibilă. Vasele 
sinusoidale şi lacunare pot adeseori să fie 
identificate în microcirculaţ:ia tumorii. Diametrul 
mediu al vaselor tumorale a fost mai mare decât 
în pancreasul exocrin sănătos. Majoritatea vaselor 
au avut un diametru corespunzător venulelor 
postcapilare din microcirculaţia normală (10-20 
l m). Diametrele vaselor tumorale sunt 
prezentate în figura 1. 
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Figura 1: Distribuţia diametrului vaselor în cancerul pancreatic experimental: majoritatea vaselor 
au diametrul între 1 O şi 20 µm. 

D ensitatea capilară medie în pancreasul , normal a 
fost de 6,6% ±2, 1 % . Densitatea vasculară în 
cancerul pancreatic poate fi divizată într-o parte 
periferică şi una centrală, conform unei schimbări 
bruşte în densitatea vasculară din aria centrală. 

Densitatea vasculară a cancerului pancreatic 
DSL6A după implantarea intrapancreatică a fost 
semnificativ mai scăzută. Aria periferică a avut ,o 
densitate vasculară de 0,6±0,2% (p=0,006, 
comparativ cu pancreasul exocrin normal), iar în 
aria centrală a fost de O, 1 % ±0,2% (p= 0,006, 
comparativ cu pancreasul exocrin normal). 

Densitatea vasculară în aria tumorală periferică a 
fost semnificativ mai mare decât în regiunile 
centrale (p=0,02). 
Viteza medie a hematiilor din toate vasele în 
cancerul pancreatic nu diferă semnificativ faţă de 
cea din pancresul normal. (tabelul I). Nu există 
diferenţă semnificativă a vitezei hematiilor între 
venulele colectoare (20-40 µm) din pancreasul 
normal şi vasele tu11,1orale cu acelaşi diametru 
(tabel I). 

Tabelul nr. 1: Media ± deviaţia standard a vitezei eritrocitare în pancreasul normal ş i cancerul pancreatic 
exp(ţrimental. 

Tumoră intrapancreatică Pancreas normal 

Număr 

de vase 

Viteza eritrocitară în toate 
165 

vasele sanguine (mm/ s) 
Viteza eritrocitară în vasele 

sanguine cu diametrul de 25 
20-40 ~ m. 

Discutii , 
Circulaţia sanguină ş1 oxigenarea tisulară a 
tumorilor maligne au o importantă influenţă în 
majoritatea rezultatelor tratamentelor adjuvante. 
Totuşi, până în prezent, nu au existat date despre 
microcirculaţie în cancerul pancreatic. 
Pentru a obţine informaţii calitative şi cantitative 
despre microcirculaţia locală, metoda de elecţie 

este microscopia în v1vo. Aceasta , permite 
vizualizarea directă ş i adecvată a microcirculaţiei 

Media± 
Număr de 

Media± 
beviatia Deviatia 

' vase ' Standard Standard 

0,8 ± 0,6 495 1,0±0,3 

1,1 ± 0,6 33 0,8 ± 0,4 

în vivo, dar necesită un organ mobilizat, menţinut 
în condiţii fiziologice şi pe o suprafaţă plană . 
Aceste obiective pot fi obţinute atunci când este 
folosit un model de tumoră transplantabilă, în 
contrast cu toate modelele de tumori carcinogen
induse, în care timpul de instalare a 
transformărilor maligne este imprevizibil şi 

suprafaţa tumorii neregulată. :Microscopia 
intravitală a fost folosită pentru prima oară în 
studierea tumorilor maligne, utilizând camera 
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subcutanată la şobolani. 
Introducerea tehnicii de microscopie fluorescentă 
a permis ulterior o mai bună evaluare cantitativă a 
microcirculaţiei tumorale. Folosirea materialului 
transparent biocompatibil (PMMA) a permis 
implantarea intrapancreatică în modelul prezent şi 
observarea microcirculaţiei în cancerul pancreatic 
într-un mediu adecvat. Spaţiul dintre plăcuţele 

PMMA, cu un tip de creştere relativ liniară, poate 
să difere de condiţiile naturale, dar acest pas este 
necesar pentru a observa perfuzia microvaselor în 
turnară, deoarece o suprafaţă neregulată nu ar 
permite o vizualizare adecvată. 
Activitatea funcţională a pancreasului exocrin are 
nevoie de un aport adecvat de sânge, deoarece 
pancreasul prezintă o densitate vasculară foarte 
mare şi de asemenea o viteză de curgere a 
sângelui ridicată. Densitatea vasculară a 
carcinomului pancreatic DSL6A a fost 
semnificativ scăzută. Creşterea tumorală continuă 
în experimentul de faţă a condus la creşterea 

discrepanţei între vascularizaţia centrală şi cea 
periferică a tumorii. Această observaţie confirmă 
datele prezentate pentru alte tumori şi nu este 
specifică pentru cancerul pancreatic. 
Capilarele sunt categoria de vase cea mai 
abundentă în microcirculaţia normală şi 

pancreasul este extrem de bine irigat de capilare. 
In contrast, cele mai multe vase din cancerul 
pancreatic DSL6A au diametrul mai mare decât 
cel al capilarelor din pancreasul normal. 
Diametrul acestor vase corespunde venulelor 
colectoare sau postcapilare din microcirculaţia 

normală a pancreasului exocrin. O caracteristică a 
morfologiei vasculare tumorale este diametrul ei 
neregulat şi pierderea ierarhiei vasculare. Aceasta 
apare în formele extreme prin formarea de 
sinusoide şi lacune vasculare. Aceste vase au fost 
investigate prin studii ultrastructurale în 
melanomul malign, iar lacunele şi sinusoidele au 
fost găsite în ariile în care presiunea interstiţială 
produsă de celulele tumorale a fost maxir;nă. 

Celulele tumorale sunt strâns legate de celulele 
endoteliale în aceste vase şi pot fi integrate în 
endoteliu. Aceste vase pot juca un important rol 
în microcirculaţie. Sinusoidele şi lacunele sunt 
caracterizate prin comunicări milimetrice pe 
suprafeţe mtmse, care cauzează creşterea 

extravazării constituenţilor plasmatici. 
Am comparat rata de curgere a sângelui în 
carcinomul pancreatic cu cea din pancreasul 
exocrin normal. Circulaţia sângelui în turnară a 
fost heterogenă, dar valorile medii nu au diferit 
semnificativ de acelea din capilarele pancreasului 
normal. Nu s-a observat nici o diferenţă între 
fluxul sanguin în venulele colectoare ale 
pancreasului normal şi cel din vasele tumorale cu 
acelaşi diametru. 
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Am descris un nou model pentru studiul 
microcirculaţiei tumorale în cancerul pancreatic 
experimental. Modelul permite observaţia directă 
şi cantitativă a fluxului sanguin în acest tip de 
cancer. 
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