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Introducere

Corneea formeaza partea anterioara a globului ocular,
reprezentand cea mai importantd componenta a sistemului de refractie,
cu o putere de aproximativ 40 de dioptrii. Starea de transparenta a acestui
organ este posibila datorita avascularizarii corneene, un proces realizat
prin echilibrarea factorilor pro si anti-angiogenici. De asemenea, corneea
ofera o posibilitate unica de a urmari atat fenomenul angiogenezei, cat si
actiunea terapeutica a compusilor antiangiogenici. Cercetarile doctorale
actuale vizeaza stabilirea unui model experimental corneean util, capabil
sa ofere suport pentru testarea comparativa si validarea terapiilor
antiangiogenice pe corneea de iepure si, de asemenea, sa monitorizeze
expresia genelor VEGF si PDGF in corneea normala de porc. Doua
metode distincte si anume: arsuri chimice induse la nivel cornean si
implantarea celulelor tumorale umane in camera anterioara a globului
ocular, ambele experimente vor fi efectuate pe modelul ochiului de iepure
pentru a induce neovascularizatia corneei.

Aceasta lucrare Tsi propune, de asemenea, sa studieze metodele
terapeutice utilizate in tratamentul neovascularizatiei comeene. in cazul
arsurilor corneene vom folosi un compus artizanal pe baza de extract
proaspat de Aloe Vera. Vorbind despre leziunile superficiale, vom adopta
o terapie lipsita de reactii adverse, ieftina, cu potential terapeutic in diferite
boli ale suprafetei oculare, tindnd cont de efectele benefice multiple ale
extractului proaspat de Aloe Vera. In cazul implantului tumoral, se
asteapta un raspuns inflamator accentuat insotit de neovascularizatie
corneeana mai densa si mai profunda comparativ cu reactia neovasculara
usoara indusa de arsurile corneene, in acest caz va fi utilizat un tratament
bazat pe anticorpi anti-CLIC1.

Elementele de originalitate ale acestei lucrari sunt reprezentate in
primul rand studierea profilului genetic al factorilor de crestere angiogena
si a receptorilor corespunzatori acestora din corneea normala, datele din
literatura fiind limitate in ceea ce priveste acest subiect. De asemenea,
datele din literatura care urmaresc vindecarea leziunilor corneene prin
intermediul substantelor naturale se limiteaza la utilizarea compusilor
bazati pe extracte proaspecte de Aloe Vera, compusul utilizat in
experimetul prezentat in aceasta lucrare contine atat extract proaspat de
Aloe Vera cat si Acid Hialruonic. Astefel s-au urmarit efectele terapeutice
ale mixturii sub forma de gel asupra arsurilor corneene induse de
hipocloritul de sodiu o substanta frecvent folosita in practica stomatologica
efectele negative asupra structurilor corneene nefiind studiate pana in
prezent.

Elementul de originalitate se regaseste de asemenea si in al
treilea capitol al acestei lucrari, bazat pe introducerea unor fragmente
tumorale umane in camera anterioara a modelelor experimentale si



urmarirea procesului angiogenic la nivel cornean. De asemenea,
studierea efectelor terapeutice cu anticorpi anti-CLIC 1 este de mare
interes deoarece CLIC 1 reprezintd o tinta terapeutica promitatoare in
tumorile maligne, in special in cele cu risc crescut de invazie, datorita
faptului ca acesta este exprimat nu numai in celulele tumorale, ci si in
vasele de sange dobandite de tumora.

I. Partea generala

I.1 Vasculogeneza si angiogeneza, mecanisme fiziologice. Formarea
sistemului vascular (vasculogeneza) este unul dintre primele procese ale
embriogenezei. Din primele etape ale dezvoltarii embrionare, celulele
mezodermice se diferentiaza Tn hemangioblaste, reprezentand
progenitorii atat ai celulelor hematopoietice, cat si ai celulelor endoteliale,
dand nastere prin acest proces complex vaselor de sange. Tn urma acestui
proces, hemangioblastele se diferentiaza in angioblaste, ceea ce duce la
formarea asa-numitelor ,insule capilare”, astfel incat fuziunea acestor
insule duce la formarea primelor plexuri vasculare. La adulti, acest proces
de formare si dezvoltare de noi vase este sub control strict, procesele fiind
activate in anumite conditii specifice, cum ar fi vindecarea tesuturilor
deteriorate. Corneea umana este avasculara numai in cazul homeostaziei
normale, acest privilegiu al avascularizarii corneei nu este absolut.
Aparitia neovaselor corneene reprezinta un raspuns imun in conditii de
inflamatie locala, deficit de celule stem limbice, hipoxie sau traume.

.2 Angiogeneza patologica. Inflamatia si hipoxia contribuie Ila
producerea VEGF-A prin mai multe tipuri de celule, cum ar fi pericite,
celule musculare netede, macrofage si celule T. Existd doua elemente
distincte in procesul de angiogeneza si anume: proliferarea celulelor
endoteliale si supravietuirea noilor vase. Angiogeneza reprezinta un
proces bine coordonat, bazat pe un echilibru intre factorii pro- si
antiangiogenici, astfel incat in conditii patologice exista un dezechilibru in
favoarea factorilor proangiogenici. Exista patru etape esentiale ale
angiogenezei: vasodilatatie si permeabilizare vasculara, proliferare
endoteliald si migrarea celulard, degradarea membranei bazale,
recrutarea celulara de sustinere si fuziune vasculara.

I.3 Implicatiile angiogenezei in oftalmologie. Avascularizatia si
accesibilitatea corneei fac din acest organ un model ideal pentru
studierea procesului de angiogeneza. Neovascularizatia corneana se
formeaza atunci cand vasele de sange localizate la nivel limbic patrund



in tesutul cornean avascular. Noile vase de sdnge urmeaza calea
fibrelor de colagen si se dezvolta sub forma de perii. Dezvoltarea
neovascularizatiei corneene prezinta in esenta trei etape clinice, prima
fiind reprezentata de formarea retelei vasculare, a doua etapa implica
neovascularizatia stromala, proces indus de exemplu de cheratita
stromala sau arsurile alcaline, a treia etapa este reprezentata de
neovascularizatia corneana profunda, localziata la nivelul membranei
Descemet.

I.4 Modele experimentale in oftalmologie.

Modelul bazat pe realizarea buzunarului intrastromal la cornea de iepure.
Aceasta metoda se bazeaza pe implantarea unui factor pro-angiogenic
plasat intr-un buzunar stromal de la nivel cornean creat cu ajutorul unui
bisturiu. Experimentul descrie implantarea unui copolimer steril de
endotoxina la nivel intrastromal si urmarirea evolutiei vascularizatiei
corneene prin intermediul biomicroscopului. Rezultatele au confirmat
efectul pro-angiogenic al implantului fapt sustinut de asemenea si de
absenta neovaselor in cazul implantului care nu a continut endotoxina
considerata pro-angiogenica. Extractia materialului pro-angiogenic a dus
la o regresie a neovascularizatiei pe parcursul a doua saptamani.
Totodata, un alt experiment bazat pe implantarea celulelor tumorale a
dezvoltat cel mai intens proces de neo-vascularizatie dar, aceasta tehnica
este limitata din cauza dezvoltarii mult prea rapida a tumorilor, ingreunand
astfel monitorizare atenta a dezvoltarii de noi vase de sange.

Model de sutura corneana. Reprezinta 0 manevra usor de executat, cu
potential angiogenic crescut realizat intr-un timp relativ scurt care
permite de asemenea monitorizarea si masurarea exacta a ratei de
crestere a noilor vase la nivel cornean.

Modelul bazat pe arsura cu baze. Experimentul se realizeaza cu ajutorul
unei hartii de filtru umectata in NaOH cu care se atinge centrul corneei
fara a afecta limbul cornean, conjunctiva sau sclera.

Modelul transplantului cornean. Acest experiment a fost folosit pentru a
studia mecanismul prin care are loc respingerea grefei. Operatia de
transplant poate fi efectuata atat pe o suprafaté corneana aflata sub
stresul inflamator, cat si pe o cornee sanatoasa fara implicarea
inflamatiei, facandu-se astfel comparatia intre cele doua modele.

Modelul factorului de crestere fibroblastic. Implantarea unui micropelet
care contine FGF2 intr-un buzunar intrastromal este un model bun
pentru inducerea neovascularizatiei corneene pe modele experimentale.
I.5 Limfangiogeneza. Model cornean experimental.

Implicarea VEGF-C, VEGF-D impreuna cu receptorul VEGFR-3 in invazia
limfatica a diferitelor tipuri de tumori si totodata in procese metastatice a
fost semnalatd in multiple studii. Caracterul limfatic al corneei era
necunoscut pana de curand, cand un studiu a aratat ca o forma solubila
de VEG-R2 secretata de celulele epiteliale corneene suprima selectiv




dezvoltarea sistemului limfatic la acest nivel. A fost demonstrata
implicarea majora a factorilor IGF-1 si IGF-2 in stimularea proliferarii si
migrarii  celulelor endoteliale limfatice, procese care sustin
limfangiogeneza corneei. Astfel rezultda ca VEGFR-A poate induce
proliferarea celulelor endoteliale limfatice direct fara implicarea
receptorului VEGF-R3. De asemenea PDGF este implicat in
limfangiogeneza prin stimularea directa a endoteliului limfatic.

I.6 Mecanisme implicate in procesele de reparare corneeana fara
implicarea angiogenezei. Epiteliul cornean beneficiaza de un mecanism
autonom de vindecare bazat pe migrarea si diferentierea celulelor stem
de la nivelul limbului sclero-cornean. Acestea nu sufera mutatii pentru a
se transforma intr-un alt tip de celula, spre deosebire de keratocitele
stromale care la acest nivel se diferentiaza in fibroblaste si miofibroblaste.
Procesul de vindecare a endoteliului corneean se bazeaza pe migrarea si
diferentierea celulara.

I.7 Terapii actuale utilizate in limfangiogeneza corneana.

Metoda bazata pe injectia subconjunctivala de Bevacizumab sa dovedit a
fi superioara tratamentului topic cu aceeasi substanta activa in ceea ce
priveste reducerea semnificativd a neovascularizatiei corneene si a
duratei de viata a grefei in modele experimentale de transplant de cornee
la soareci de laborator si, de asemenea, in transplantul de cornee umana.
Medicamentele antiinflamatoare steroidiene sunt considerate a fi
principala terapie anti-angiogenica, cu toate acestea au un efect anti-
angiogenic indirect limitat cauzat de asocierea acestei terapii cu aparitia
cataractei. In acelasi timp, reducerea expresiei CLIC1 are ca efect
reducerea migrii endoteliale si reducerea formarii retelelor vasculare de
neoformatie.

1.8 Arhitectura morfologica si moleculara a celulelor endoteliale
corneene. Endoteliul corneean este format dintr-un singur strat de
celule poligonale cu un diametru de 20 microni si o grosime de 4

microni. Rolul lor principal este de a mentine o transparenta corneana
optima, prin efectul de pompa. Aceste celule participa activ la transportul
enzimatic. Densitatea medie a celulelor endoteliale la adulti este de
aproximativ 3000 de celule pe mm patrat, care scade cu 0,6% pe an,
fara capacitatea de regenerare, celulele vecine sufera un proces de
hiperplazie. La o valoare mai mica de 500 de celule pe mm patrat, pot
aparea edem corneean si implicit scaderea acuitatii vizuale. Portiunea
centrala a corneei, inclusiv endoteliul, deriva din celulele crestei
neuronale. Endoteliul corneean, compus in principal din celule
modificate structural, s-a dovedit a fi mai susceptibil microtraumatismelor
intraoperatorii decat un endoteliu format in mare parte din celule
poligonale. Celulele din zona centrala au o distributie mai compacta
decat cele situate in periferie.



Il. Partea speciala

II.1 Obiectivele proiectului de doctoral. Obiectivele acestui proiect
doctoral au fost structurate in patru puncte principale, dupa cum urmeaza:
caracterizarea factorilor angiogenici in corneea normala pe model
experimental; Caracterizarea macroscopica Si microscopica a leziunilor
induse de agenti non-tumorali (care induc leziuni cu potential angiogen
cornean); Caracterizarea comportamentului a doua tipuri de tumori
maligne umane (mamar si renal) implantate in camera anterioara a
globului ocular la iepuri; Efectele terapiei cu anticorpi anti-CLIC1 asupra
angiogenezei induse de implantul tumoral;

II.2 Materiale necesare efectuarii experimentelor. Cinci cornee de porc
recoltate de la animale sacrificate Tn scopuri comerciale. Animale de
laborator (9 iepuri masculi din rasa Albino), hrana uscata, asigurarea
micromediul necesar dezvoltarii optime a modelului experimental. Tesut
tumoral din tumora renala cu celule clare si carcinom mamar invaziv de
tip ductal 1fl Clorura de sodiu 0,9%, 1fl Xylazin Bio 2%, 1fl Ketamidor
100mg / ml, masca de fatd pentru gazul anestezic. Instrumente
chirurgicale, bisturiu de 45°, cutit, foarfece chirurgicale, fire de sutura.

1.3 Expresia genica a cailor VEGF si PDGF in corneea normala.
Expresia factorilor de crestere angiogenica nu a fost suficient studiata in
corneea normala. Scopul acestui experiment a fost studierea expresiei
profilului genic al VEGF si PDGF in corneea normala, si totodata influenta
asupra profilului cornean avascular.

Materiale si metode: sinteza ADNc a fost realizatd din ARNm extras din
cinci cornee proaspete de porc, urmata de sinteza ADNc si analiza cailor
VEGF si PDGF prin profilul de exprimare a genei TagMan Array.
Rezultate: Corneea de porc normala nu prezinta expresia genei VEGFR2
si VEGFRS3. Genele MK2 si AKT1 au fost semnificativ supraexprimate (p
= 0,000684, p = 0,050995, respectiv). Sase gene ale caii PDGF au fost
supraexprimate: TIAM1 (p = 0,047), PIK3CA (p = 0,00005), IKBKG (p =
0,000006), PAK4 (p = 0,034), RAC1 (p = 0,000006 si PTGS2, p =
0,00375). PDGF A a inregistrat o usoara crestere, dar fara o semnificatie
statistica (p = 0,79911), in timp ce PDGFRa a inregistrat o usoara scadere
iar PDGFRp nu a fost exprimat.

Concluzie: Statusul avascular cornean este mentinut de lipsa expresiei
factorilor de crestere vasculara in conditii fiziologice. Achizitionarea
vaselor de neoformatie la nivel cornean este posibila din cauza activarii
principalilor factori de crestere care contribuie la initierea cascadei
angiogenice si totodata la procesul de recrutare a noilor vase.



Il.4 leziuni corneene induse de hipolcoritul de sodiu tratate cu extract
de Aloe-Vera. Capitolul isi propune studierea efectelor arsurilor corneene
induse de hipocloritul de sodiu, o substanta utilizatd in mod obisnuit in
practica stomatologica. Scopul acesuti experiment a fost studierea
efectelor terapeutice ale extractului proaspat de aloe vera si acidului
hialruonic asupra leziunilor corneene induse de hipocloritul de sodiu.
Material si metode. Pentru acest experiment au fost folositi doi iepuri
masculi din rasa Albino sanatosi, s-au folosit de asemenea frunze
proaspete de Aloe Vera, recoltate de la plante mai vechi de 3 ani. Frunzele
au fost preparate folosind metode aseptice obisnuite, taiate in fragmente
de 2 cm cortexul a fost indepartat cu ajutorul uni bisturiu. Continutul
gelatinos al frunzei a fost colectat si depozitat intr-o seringa de 2 ml, din
care s-a aplicat 1 picatura pe zi timp de 5 zile pe ochiul drept, leziunile
ochiului stdng ramanand netratate. Arsura chimica a fost obtinuta prin
instilatii zilnice de 40 microlitri, timp de 3 zile consecutive de hipoclorit de
sodiu.

Rezultate: Primele modificari macroscopice ale suprafetei globilor oculari
au aparut la 3 zile dupa aplicarea hipocloritului de sodiu, efectul fiind
hiperemia conjunctivala generalizatd si dezepitelializarea corneei.
Leziunile induse de hipocloritul de sodiu au fost observate microscopic
atat la nivel epitelial cat si la nivel stromal. Reepitelializarea accelerata a
fost observata dupa 5 zile de tratament, cele mai importante modificari au
avut loc la nivelul stromei corneene care a fost regenerata in cea mai mare
parte prin refacerea fibrelor de colagen si densificarea structurii stromale.
Concluzii. Extractul proaspat de Aloe Vera in combinatie cu acidul
hialruonic poate fi eficient in cazul arsurilor corneene usoare sau medii,
contribuind atéat la regenerarea epiteliului, cat si la procesul de
regenerarea stromala.

I.5 Comportamentul fragmentelor tumorale implantate la nivelul
camerei anterioare a globului ocular si efectul terapeutic al
anticorpilor anti CLIC1.

Modelul corneei de iepure ofera posibilitatea de a observa cu ajutorul
instrumentelor optice accesibile efectele terapiei anticorpilor anti-CLIC1
asupra fragmentelor tumorale umane implantate in camera anterioara a
globului ocular. Doua dintre cele mai agresive tumori maligne regasite la
om, carcinomul mamar si carcinomul renal, au fost utilizate pentru acest
experiment.

Material si metode. Fragmentele tumorale umane au fost inserate in
camera anterioara a globului ocular al iepurelui. Pentru experiment au fost
folositi doi subiecti masculi, sanatosi din rasa Albino, fragmentele
tumorale mamare au fost inserate in camera anterioara a globului ocular



a subiectului nr.1 iar fragmentele tumorale renale au fost inserate
subiectului nr.2. Monitorizarea modificarilor aparute la nivelul camerei
anterioare a globului ocular cét si a celor aparute la nivelul corneei s-a
efectuat cu ajutorul unui microscop operator Zeiss. Modificarile
stereomicroscoice au fost certificate prin examenul histologic efectuat cu
ajutorul microscopului Axio Zoom 2 Observer.

Rezultate. Cele doua fragmente tumorale implantate in camera
anterioara au evoluat diferit, rata de crestere a tumorii renale fiind mai
mare In comparatie cu rata de crestere a tumorii mamare. In acelasi timp,
rata de achizitie a vaselor de sédnge noi la nivelul corneei a fost diferita
intre cele doua modele experimentale. in sdptdmana 5 pentru tumoarea
renald si in saptaméana 8 pentru tumora mamara, terapia cu anticorpi anti-
CLIC1 afost aplicata timp de 5 zile consecutiv, 20 microlitri, intr-o singura
administrare. Dupa aplicarea tratamentului cu anticorpi anti-CLIC 1, s-a
observat o reducere a densitatii vasculare la nivelul corneei. Tratamentul
cu anticorpi anti-CLIC1 pentru implantul RCC a dus la distrugerea
celulelor tumorale care au suferit un proces intens de necroza. De
asemenea, densitatea vaselor de sange din tumora mamara a fost
semnificativ redusa la specimenul tratat.

Discutii. Canalele de clor intracelular tip 1 sunt structuri celulare prezente
in multe tesuturi si implicate in diferite procese, cum ar fi stresul oxidativ,
distrugerea endoteliald, inflamatia si dezvoltarea tumorala. Studiul nostru
a testat pentru prima data efectele anticorpilor anti-CLCI1 asupra
implantelor intraoculare ale tumorilor renale si mamare umane cunoscute
a fi extrem de agresive.

[l Concluzii si contributii personale

In ceea ce priveste absenta vascularizatiei corneene in conditii fiziologice,
se poate concluziona ca acest lucru este posibil datorita echilibrului bine
stabilit dintre factorii proangiogeni si antiangiogeni. in acelasi timp, a fost
demonstrat dublul rol al cailor VEGF si PDGF. Valorile scazute ale VEGF
A si VEGF C au fost detectate in corneea normala, de asemenea i
absenta receptorilor VEGFR2 si VEGFRS3 adiacenti. Receptorii PDGF a
si B sunt, absenti in corneea normala. Experimentul efectuat pe corneea
normala de porc evidentiaza supraexprimarea genelor cu rol proangiogen
numai in conditii de suferintd a corneei. Astfel, sintetizand rezultatele
experimentului efectuat pe corneea normala de porc, se poate
concluziona ca starea proangiogenica exista in corneea normala, dar este
contracarata de absenta VEGF2, PDGFa si PDGF@, care sunt absenti in
conditii fiziologice.

De asemenea, se poate concluziona faptul ca leziunile produse de
arsurile cu hipoclorit de sodiu au afectat atat epiteliul corneei, cat si



straturile subiacente, fapt demonstrat de distrugerea arhitecturii locale a
fibrelor de colagen la nivel stromal. Extractul proaspat de Aloe Vera si acid
hialuronic s-au dovedit a fi eficiente atat in accelerarea procesului de
reepitelializare a corneei, cat si in restabilirea integritatii fibrelor de
colagen la nivel stromal, avand astfel un dublu efect benefic.

Rezultatele celui de-al treilea experiment au demonstrat atat
macroscopic, cat si microscopic efectul dublu al anticorpilor anti-CLIC1,
care actioneaza atat asupra procesului de neovascularizare, inducand un
efect limitativ si chiar regresiv al vaselor de neoformare, cat si asupra
celulelor tumorale, inducand necroza acestora.

Elementul de originalitate al tezei, este legat de absenta datelor
concrete din literatura de specialitate in ceea ce priveste expresia VEGF
si PDGF in corneea sanatoasa pe modele experimentale, toate datele
publicate pana in prezent se refera la studiul acestor factori proangiogeni
in diferite conditii patologice ale corneei. In al doilea rand, efectele induse
de hipocloritul de sodiu asupra corneei nu au fost studiate pana in prezent,
datele din literatura de specialitate arata doar rezultatele leziunilor
cutanate induse de aceasta substanta. In acelasi timp, datele prezente in
literatura cu privire la efectele tratamentului local cu o substantd compusa
din extract proaspat de aloe vera si acid hialuronic asupra epiteliului
corneei si a stromei corneene sunt insuficiente si incomplete, studiile
concentrandu-se Tn special asupra efectelor tratamentului epiteliului
cornean. Nu in ultimul rand, atat utilizarea tesutului tumoral uman din
tumori agresive, cum ar fi: carcinomul renal si carcinomul mamar, ca
material proangiogen inserat in camera anterioara a ochiului de iepure,
cat si studierea efectelor terapiei antiangiogenice cu anticorpi anti-CLIC1
sunt subiecte putin dezbatute in literatura de specialitate.



