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Introducere

Neovascularizatia corneeana, ca de altfel neovascularizatia oculara, reprezintd una
dintre cauzele de orbire, la nivel mondial. Aproximativ 1,4 milioane de oameni dezvolta
anual vase de sange corneene, dintre care un procent de aproximativ 12% ajung la orbire
(Lee, 1998). Structura optica avasculara, corneea detine un rol fundamental in refractie,
astfel ca vasele de sénge dezvoltate la acest nivel reprezinta intotdeauna o conditie
patologica, cu impact negativ asupra functiei vizuale si calitatii vietii, care pune frecvent
probleme de tratament curativ.

Tn prezenta lucrare, am cercetat efectele substantelor active in domeniile adrenergic,
colinergic si histaminergic la nivelul vaselor de sdnge corneene, induse cu ketamina la puii
de sobolan.

Am reusit sd demonstram, in conditiile noastre experimentale, cd la nivelul vaselor
de neoformatie corneene exista receptori adrenergici, muscarinici si histaminergici, asa
cum rezulta din reactivitatea farmacodinamica evidentiatd in experimentele noastre.

Printre avantajele cercetarii vaselor de neoformatie corneene putem enumera
examinarea facila si in vivo a acestora, corneea fiind situatd in portiunea anterioara a
globului ocular, respectiv usurinta administrarii, n instilatii conjunctivale, a substantelor
de cercetat. De asemenea, administrarea topica conjunctivala a substantelor
medicamentoase prezinta un risc scazut de reactii adverse sistemice, sunt necesare cantitati
mai mici de substanta activa decat in administrarea sistemica, iar costurile sunt relativ
scazute. Ca si dezavantaje, mentiondm dimensiunile relativ mici ale globului ocular la puii
de sobolan, precum si necesitatea anesteziei generale, in vederea examinarii.

Limitele prezentului studiu ar fi reprezentate de loturile prea mici, 6 ochi cu
neovascularizatie/ experiment, necesitdnd extinderea cercetarilor pe loturi mai mari,
precum si extinderea testarii pe 0 paleta mai larga de agonisti-antagonisti.

In prezent, tratamentul neovascularizatiei corneene implici administrarea topica de
corticosteroizi, tratamentul cu inhibitori de VEGF, laser-terapia sau transplantul de cornee,
insd toate aceste tratamente actuale au o eficacitate limitatd, unele fiind destul de
costisitoare.

Cercetarile viitoare la nivelul vaselor de neoformatie oculard ar putea duce la
influentarea medicamentoasa a acestor vase, cu efecte benefice asupra functiei vizuale, dar
si la influentarea vaselor tumorale, cu implicatii In terapia oncologica.
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I1. Contributii personale

7. Ipoteza de lucru si obiective generale

Scopul initial al prezentei lucrari a fost studierea efectului unor substante active
medicamentos asupra cataractei induse experimental cu selenit de sodiu, la puii de sobolan.

Prima etapa a urmarit determinarea dozei cataractogene de selenit de sodiu utilizand
modelul experimental descris in literatura de specialitate de catre Anderson si
colaboratorii. Desi administrarea de selenit de sodiu a indus cataracta la puii de sobolan, s-
a constatat ca acestia au dezvoltat tulburari de transparentd corneeana /opacitati corneene si
neovascularizatie, care nu au mai permis evaluarea opacitatilor cristaliniene.

Am identificat ketamina, utilizatd ca anestezic general, ca fiind inductorul acestor
modificari s1 am demonstrat acest lucru experimental.

Avand in vedere aceste rezultate, ne-am concentrat studiul pe analiza reactivitatii
neovascularizatiei corneene. In aceste conditii, ne-am pus problema realizarii unui model
experimental optim de neovascularizatie corneeana, folosind ketamina.

Administrarea succesiva de ketamina, in doza de 150 mg/kgc, la interval de cinci zile
intre administrari, in total cinci doze, la puii de sobolan in varsta de 15-20 de zile, a produs
0 neovascularizatie corneeand optima pentru analiza reactivitatii acestora. Pe acest model
experimental, s-a cercetat ulterior reactivitatea vaselor de neoformatie la substante biologic
active, specifice domeniilor adrenergic, colinergic si histaminergic.

Un prim element pe care am urmarit sa-1 lamurim, a constat in stabilirea tipurilor de
receptori farmacologici prezenti la nivelul vaselor de neoformatie corneene. Pentru aceasta
s-au administrat, n instilatii conjunctivale, adrenalina, acetilcolina si histamina si s-a
urmdrit evolutia diametrului vaselor de neoformatie sub efectul acestora. Obtinerea unei
modificdri in dinamica a diametrului vascular a fost consideratd o dovada a existentei la
acest nivel a receptorilor farmacologici corespunzatori. Prin administrarea substantelor de
mai sus, ulterioara administrarii unor blocanti ai receptorilor corespunzitori, s-a putut
analiza ce tipuri de receptori farmacologici existd la nivelul acestor vase de neoformatie.

Tntr-o etapa ulterioard, s-a pus problema daci la nivelul acestor vase de neoformatie
existd un control fazic sau un control tonic exercitat de substantele active din domeniile
adrenergic, colinergic si histaminergic. Pentru aceasta s-a studiat efectul blocantelor
receptorilor farmacologici asupra vaselor de neoformatie. S-a considerat ca, daca
blocantele modificd diametrul vascular existd un control tonic al respectivei substante
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agoniste, iar daca blocantele receptorilor nu modifica diametrul vascular controlul exercitat
de agonistii respectivilor receptori farmacologici este un control de tip fazic.
In aceste conditii obiectivele principale ale acestei lucriri au fost:
1.Realizarea unui model experimental de neovascularizatie corneeana;
2.Studiul reactivitatii vaselor de neoformatie corneene la substante active in domeniul
adrenergic;
3.Studiul reactivitatii vaselor de neoformatie corneene la substante active in domeniul
colinergic;
4.Studiul reactivitatii vaselor de neoformatie corneene la substante active iIn domeniul

histaminergic.



8. Metodologia generala a cercetarii

8.1. Animale de experienta

Experimentele au fost realizate pe pui de sobolan rasa Wistar, cu varste cuprinse
intre 5 si 60 de zile. Animalele au fost furnizate de catre biobaza Universitatii de Medicina
si Farmacie ,,Carol Davila” Bucuresti. Experimentele s-au desfasurat in cadrul catedrei de
Farmacologie a UMF Carol Davila, condusa de Prof. I.G. Fulga, cu obtinerea avizului
(nr.189/14.02.2019) Comisiei de Etica a Universitatii de Medicind si Farmacie "Carol
Davila" Bucuresti, precum si In conformitate cu prevederile Directivei 2010/63/UE privind
protectia animalelor utilizate in scopuri stiintifice si a transpunerii ei in dreptul intern, prin
Legea Nr.43/2014.

8.2. Substante utilizate

Substantele utilizate au fost: selenit de sodiu, ser fiziologic, tropicamida 0,5%, apa
bidistilata, ketamina, eter, apa distilata, adrenalina, prazosin, apa deionizata, timolol 0,5%,
propranolol, metoprolol, acetilcolind, atropina, histamina, olopatadina, ranitidina.

8.3. Prepararea solutiilor administrate

Solutia de selenit de sodiu a fost preparata prin dilutie cu apa bidistilata, n doze de
2.5, 5, 10, 15, 30 pg/kgc.

In ceea ce priveste testarea substantelor pentru domeniile adrenergic, colinergic si
histaminergic, pentru prepararea acestora am utilizat, ca solvent, apa distilata si doar pentru
prepararea prazosinului s-a folosit apa deionizata si caldura.

8.4. Protocol de lucru

Pentru inducerea cataractei experimentale, s-a lucrat pe pui de sobolan in varsta de
15 zile, 6 loturi, cate 3 sobolani/ lot, 6 ochi/experiment, in total 18 pui de sobolan. Acestia
au primit, in administrare subcutanatd, 0,1 ml substanta de cercetat /10g pui de sobolan,
astfel: lot 1 (martor) - ser fiziologic; lot 2 - selenit de sodiu 2.5ug/kgc; lot 3 - selenit de
sodiu 5ug/kgce; lot 4 - selenit de sodiu 10ug/kgc; lot 5 - selenit de sodiu 15 pg/kgc; lot 6 -
selenit de sodiu 30 pg/kgc. Efectele selenitului la nivelul cristalinului au fost determinate
in zilele 5 si 10 de la injectare. Pentru aceasta, puii de sobolan au fost anesteziati cu
ketamina, in doza de 150 mg/kge, administratd intraperitoneal, inregistrarea datelor
incepand la 5 minute de la injectare. Descrierea metodologiei de evaluare a efectelor se

regaseste la punctul 8.6.



Pentru experimentul in care anestezia generala a fost facuta cu eter, s-a lucrat pe pui
de sobolan in varsta de 16 zile. S-au folosit 9 pui de sobolan, impartiti in 3 loturi, cate 3
sobolani/ lot, 6 ochi/experiment, care au primit, in administrare subcutanata, 0,1 ml
substantd de cercetat /10g pui de sobolan, astfel: lot 1 (martor) - ser fiziologic; lot 2 -
selenit de sodiu 2.5 pg/kgc; lot 3 - selenit de sodiu 5ug/kgc. Efectele eterului la nivelul
corneei au fost determinate la 5, 10, 15 si 20 de zile dupa administrarea selenitului.
Tnregistrarea datelor a inceput imediat dupd anestezie, efectul eterului fiind de scurt
durata. Metodologia de evaluare a efectelor se regaseste la punctul 8.6.

Pentru stabilirea varstei optime la care ketamina poate determina neovascularizatie
corneeana, S-au folosit pui de sobolan in varsta de 5, 10, 15 s1 20 de zile, cat si sobolani in
varstda de 40 si 60 de zile. Au fost folosite 5 loturi a cate 3 pui de sobolan/lot, 6
ochi/experiment si un al saselea lot de 9 sobolani, pentru puii in varstd de 5 zile, 18
ochi/experiment. Ketamina a fost administratd intraperitoneal, in doza de 150 mg/kgc, iar
urmdrirea modificarilor corneene la microscop a fost facutd in zilele 5, 10, 15 si 20 de la
inceperea experimentului, cand pentru examinare anestezia generald a fost ficuta tot cu
ketamina, in doza de 150 mg/kgc. Descrierea metodologiei de evaluare a efectelor se
regaseste la punctul 8.6.

In ceea ce priveste realizarea modelului de neovascularizatie corneeani, s-au folosit
75 de pui de sobolan in varsta de 15 zile, impartiti initial in 7 loturi, mama cu puii sii,
astfel: lot 1 - 12 animale (24 ochi/experiment), lot 2 - 10 animale (20 ochi/experiment), lot
3 - 8 animale (16 ochi/experiment), lot 4 - 11 animale (22 ochi/experiment), lot 5 - 10
animale (20 ochi/experiment), lot 6 - 10 animale (20 ochi/experiment) si lot 7 - 14 animale
(28 ochi/experiment). Puii de sobolan au fost injectati succesiv, intraperitoneal, cu
ketamina, In doza de 150 mg/kgc, in zilele 15, 20, 25, 30 si 35 de viata. In ziua 35 de viata,
respectiv la ultima administrare de ketamina in scopul obtinerii neovascularizatiei, au fost
selectati sobolanii care au prezentat vase de neoformatie corneene, cel putin la unul dintre
ochi si au fost impartiti in 19 loturi, de cate 6 ochi cu neovascularizatie/experiment.
Testarea substantelor adrenergice a fost facutd pe 11 loturi, astfel: 3 loturi de céte 4
animale/6 ochi cu neovascularizatie pentru experimentele cu apa distilata-adrenalina, apa
distilata-prazosin si apa distilata-timolol 0.55mM, 3 loturi de cate 5 animale/6 ochi cu
neovascularizatie pentru experimentele cu prazosin-adrenalina, timolol 5.5mM-adrenalina
5.5mM, propranolol-adrenalind si 5 loturi de cate 3 animale/6 ochi cu neovascularizatie

pentru experimentele cu apa distilata-timolol 5.5mM, apa distilata-timolol 2.75mM, apa
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distilata-propranolol, adrenalina-metoprolol, apa distilata-metoprolol. Pentru experimentul
in care au fost testate substantele din domeniul colinergic au fost folosite 3 loturi de
animale, Tmpartite astfel: 2 loturi de cate 4 animale/6 ochi cu neovascularizatie pentru apa
distilata-acetilcolind si atropina-acetilcolina si un lot de 3 animale/6 ochi cu
neovascularizatie pentru experimentul cu apa distilatd-atropind. Pentru testarea
substantelor din domeniul histaminergic au fost folosite 5 loturi de animale, astfel: 3 loturi
de cate 4 animale /6 ochi cu neovascularizatie pentru experimentele apa distilata-histamina,
ranitidina-histamina si apa distilata-ranitidind, un lot de 5 animale/6 ochi cu
neovascularizatie pentru testarea olopatadina-histamina si un lot de 3 animale /6 ochi cu
neovascularizatie pentru testarea apa distilata-olopatadina. La 10 zile de la ultima injectare
cu ketamind, s-a testat reactivitatea vaselor de neoformatie corneene, anestezia fiind
realizatd tot cu ketamind, iar inregistrarea datelor a inceput la 5 minute de la injectare.
Examinarea a fost facuta pentru fiecare ochi care a prezentat neovascularizatie. S-a realizat
o inregistrare de cate 10 minute si 30 secunde pentru fiecare ochi. Momentele alese pentru
compararea diametrelor vasculare au fost: T0=0 secunde, T1=30 secunde, T2=90 secunde,
T3=150 secunde, T4=210 secunde, T5=270 secunde, T6=330 secunde, T7=390 secunde,
T8=450 secunde, T9=510 secunde, T10=570 secunde, T11=630 secunde. Substanta de
cercetat a fost aplicatd 1n sacul conjunctival, fard atingerea suprafetei oculare, prin
instilatie, Tn momentele T1 si T6.

8.5. Loturi de animale

Au fost folosite 41 de loturi de animale de experientd, in total 126 de sobolani.

8.6. Inregistriri/Captura imaginilor

Vizualizarea opacitatilor cristaliniene, a opacitatilor corneene si a neovascularizatiei
a fost efectuata cu ajutorul unui stereomicroscop Nikon, model SMZ 1270, conectat la o
camerd video Mshot, model MSX2-C, la magnificatie totala de aproximativ 400X.
Masuratorile au fost aproximate in micrometri.

S-a nregistrat imaginea ariei opacitatii cristaliniene/corneene, pentru fiecare sobolan
in zilele 5, 10, 15 si 20 de la injectarea selenitului de sodiu. Diametrul vascular a fost
masurat intr-un punct ales, acelasi punct/puncte pentru fiecare inregistrare facutd ochiului
respectiv, iar achizitia imaginilor a fost realizata la intervale de timp stabilite, din 60 in 60
de secunde, pe intreaga perioada a inregistrarii (630 secunde).

8.7. Analiza imaginilor

Imaginile au fost prelucrate si analizate in programul Mshot Imaging Analysis System.
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Parametrii urmariti au fost :

- numarul de ochi care au dezvoltat opacititi, pentru fiecare lot in parte;

- procentul de ochi care au dezvoltat opacitati, pentru fiecare lot in parte;

- media procentelor ariilor opacitatilor cristaliniene raportate la ariile pupilare
corespunzatoare, pentru fiecare lot in parte;

- media procentelor ariilor opacitatilor corneene raportate la suprafata totala a
corneei, pentru fiecare lot in parte;

- variatiile calibrului vascular (vasodilatatie / vasoconstrictie) pentru fiecare lot in
parte.

8.8. Analiza statistica a rezultatelor

Datele obtinute au fost analizate cu ajutorul Microsoft Office Excel.

Pentru fiecare ochi in parte au fost masurate ariile opacitatilor cristaliniene/corneene,
ariile pupilare/suprafetele corneene corespunzatoare si s-a determinat procentul ocupat de
opacitate din aria pupilara/suprafata totalda a corneei. Ulterior s-a calculat, pentru fiecare lot
in parte, procentul mediu din aria pupilard/ aria corneeand corespunzatoare ocupat de
opacitate.

In cazul neovascularizatiei, pentru fiecare moment al fiecirei determiniri s-a calculat
variatia procentuald a diametrului extern al vasului de neoformatie raportatd la momentul

TO dupa urmatoarea formula:
Dx — DO
DO

unde Drel reprezintd variatia procentuald a diametrului vasului de neoformatie fata de

Drel = ( >x100

momentul TO, Dx reprezintd diametrul in pm al vasului de neoformatie la momentul
masurat, DO reprezintd diametrul in pm al vasului de neoformatie din momentul TO.

Valorile pozitive ale Drel sunt reprezentate de cresterile diametrului vascular
(vasodilatatie), in timp ce valorile negative sunt date de scaderea diametrului vascular
(vasoconstrictie).

Pentru fiecare lot si pentru fiecare moment al determinarilor au fost calculate media
si eroarea standard, dupa care a fost aplicat testul T-Student, varianta pentru esantioane
pereche, comparand Drel cu valoarea din momentul TO. Rezultatele au fost considerate

semnificative statistic daca p<0,05.
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9. Realizarea unui model experimental de neovascularizatie corneeana

9.1. Realizarea unui model de cataracta indusi experimental la puii de sobolan,

prin administrarea subcutanata de selenit de sodiu
Obiectivul acestei etape a fost realizarea modelului experimental de cataracta prin

administrare de selenit si determinarea dozei cataractogene de selenit de sodiu. Tn urma
administrarii, s-a constatat ca:

Procentul de ochi care au dezvoltat opacitati cristaliniene, la 5 zile de la administrare,
a fost de 33.33% pentru lotul cu doza de 2.5ug selenit de sodiu, de 66.66% pentru lotul cu
doza de 5ug selenit de sodiu si de 100% pentru loturile cu doze de 10, 15 si 30 pg selenit
de sodiu, in timp ce pentru lotul martor (ser fiziologic) procentul acestora a fost de 0%.
Rezultatele sunt reprezentate in Figura 9.1.1.

100
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0 A

% ochi care au dezvoltat opacitati
cristaliniene

martor 2.5ug 5ug 10ug 15pg 30pg
sodium sodium sodium sodium sodium
selenit selenit selenit selenit selenit

Figura 9.1.1. Efectele selenitului de sodiu la nivelul cristalinului. Reprezentarea grafica,
pentru fiecare lot in parte, a efectelor selenitului de sodiu la nivelul cristalinului, marcate
prin aparitia de opacitati cristaliniene in cadrul primei examinari, din ziua 5 de la injectarea
selenitului de sodiu. Pe orizontald sunt prezentate loturile folosite, inaltimea coloanelor

reprezentand procentul de ochi care au dezvoltat opacitati cristaliniene.

Atat procentul de ochi care au dezvoltat opacitati cristaliniene, cat si aria procentuala

medie a opacitatilor cristaliniene au fost doza-dependente.
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La 10 zile de la administrarea selenitului de sodiu, s-a constatat aparitia unor
opacitati si vase de neoformatie corneene (Figura 9.1.4.), in procente relativ similare, atat
la loturile tratate cu selenit de sodiu, cat si la lotul martor. De aceea, am emis ipoteza ca
opacitatile sunt rezultatul administrarii de ketamina. Opacitatile corneene nu au mai permis
evaluarea opacitatilor cristaliniene, dar au permis evaluarea vaselor de neoformatie. Sub
acest aspect, modelul de cataracta indusd de selenitul de sodiu nu este viabil, in conditiile
noastre de lucru, pentru un studiu experimental care sa evalueze in timp opacitatile

cristaliniene, la puii de sobolan anesteziati cu ketamina.

~—

Figura 9.1.4. Imagini care arata modificari de transparenta corneeana si neovascularizatie

9.2. Verificarea ipotezei privind rolul ketaminei Tn inducerea neovascularizatiei
corneene.
Obiectivul acestei etape a fost confirmarea ipotezei emise in experimentul precedent.
Nici loturile injectate cu selenit, nici lotul martor, nu au prezentat modificari
corneene sau neovascularizatie, la nici una dintre examinarile efectuate. Aceste rezultate au

sprijinit ipoteza conform careia opacitatile sunt produse de ketamina.
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9.3. Realizarea unui model optim de neovascularizatie corneeana indusi cu ketamina

Acest experiment a avut ca scop determinarea varstei optime la care ketamina

produce modificari corneene de tipul opacitatilor si/sau vaselor de neoformatie la sobolan.

Mortalitatea crescuta, de 77,77%, a puilor de sobolan in varstd de 5 zile, la

administrarea unei singure doze de 150 mg/kgc ketamind, a facut ca experimentul sa nu

mai poata fi continuat pentru acest lot si aceasta varsta.

Tabelul 9.3.11. Variatia procentuala a modificarilor de transparentd corneeana/

neovascularizatie corneeand in functie de varsta, la a patra examinare (ziua 20 de la prima

injectare cu ketaminad), respectiv a 5-a administrare de ketamina

Loturi( varsta) Procentul de ochi cu | Procentul de ochi cu
modificari de transparentd | neovascularizatie
corneeand

10 zile 33.33% 0%

15 zile 83.33% 66.66%

20 zile 100% 66.66%

40 zile 16.66% 0%

60 zile 0% 0%

Aceste date sugereaza ca aparitia vaselor de neoformatie si a opacitdtilor corneene
depinde atat de varsta sobolanilor, cat si de numarul de administrari de ketamina. Procentul
de ochi care au dezvoltat vase de neoformatie corneene este cel mai mare in cazul puilor de
sobolan cu varsta de 15 si1 20 de zile, dupad 5 administrari succesive de ketamind, la interval
de 5 zile intre administrari. Desi la acesti sobolani apar si opacitdti corneene, acestea nu

perturba evaluarea neovascularizatiei.
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10. Cercetari experimentale privind reactivitatea vaselor de neoformatie

corneene la substante active in domeniul adrenergic
10.1. Cercetari experimentale privind efectul adrenalinei asupra vaselor de
neoformatie corneene

Am investigat prezenta receptorilor adrenergici la nivelul vaselor de neoformatie
corneeand utilizand ca substantd de lucru adrenalina.

Dupa administrarea de adrenalind, au aparut modificari semnificative statistic la
momentele T9-T11l. Dupa administrarea de adrenalind, media variatiei procentuale a
diametrului vascular + eroarea standard a fost de -33,32% = 8,7 (p=0,01) la momentul T9,
de -46,72% + 9,72 (p=0,004) la momentul T10 si de -40,71%=8,88 (p=0,019) la momentul
T11. Rezultatele sunt prezentate in Figura 10.1.1.

Efectele adrenalinei asupra diametrului vaselor de
neoformatie corneene

10

variatia procentuala a diametrului
vascular
N
o

momente examinare

Figura 10.1.1. Evolutia in timp a mediei variatiei procentuale a diametrului vaselor de
neoformatie dupd administrarea de apa distilata la momentul TI, respectiv dupa
administrarea de adrenalind 1.5mM la momentul T6. Au existat modificari semnificative

statistic pentru momentele T9, T10 si T11( ** p<0.05).

Receptorii a1 adrenergici se gasesc la nivelul musculaturii netede vasculare, iar
stimularea lor determina vasoconstrictie (Piascik, 2011). Administrarea de adrenalind a
produs o scadere semnificativa statistic a diametrului vaselor de neoformatie, ceea ce

sprijind ipoteza conform careia, la nivelul neovascularizatiei corneene, exista receptori o
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adrenergici, a caror stimulare produce in mod clasic vasoconstrictie. Pe baza acestor
rezultate nu putem exclude existenta unor receptori 3 adrenergici a caror stimulare produce
vasodilatatie. Stimularea receptorilor B2 adrenergici determind vasodilatatie prin relaxarea
musculaturii netede arteriolare si venoase (Barbato, 2005). Este posibil ca vasoconstrictia
constatatd mai sus sd fie o suma algebricd intre efectul vasoconstrictor, produs prin
stimularea receptorilor o adrenergici si efectul vasodilatator, produs prin stimularea
receptorilor B2 adrenergici, dacad efectul vasodilatator este de intensitate mai mica decat

efectul vasoconstrictor, ipoteza pe care o vom verifica ulterior.

10.2. Cercetari experimentale privind influentarea efectului adrenalinei asupra
vaselor de neoformatie corneene prin administrarea de prazosin

Am verificat influenta administrarii de prazosin, blocant specific al receptorilor al,
asupra efectului adrenalinei. Daca prazosinul antagonizeaza efectul vasoconstrictor al
adrenalinei, cu siguranta existd receptori o adrenergici la acest nivel. Dacd adrenalina,
administratd dupa prazosin, produce vasodilatatie, rezulta cd pe langd receptorii al
adrenergici exista si receptori [ adrenergici la nivelul vaselor de sange corneene.

Dupa administrarea de prazosin 1,5 mM, media variatiei procentuale a diametrului
vaselor de neoformatie + eroarea standard a fost de 13,52% =+ 3,96 (p=0,01) pentru
momentul T2, de 18,5% + 3,3 (p=0,002) pentru momentul T3, de 22,66% + 3,48 (p=0,001)
pentru momentul T4 si de 37% =+ 3,57 (p=0,0001) pentru momentul T5, diferentele fiind
semnificative statistic fatd de momentul TO pentru toate cele 4 determindri. Dupa
administrarea de adrenalind 1,5mM, media variatiei procentuale a diametrului vascular +
eroarea standard a fost de 39,91% + 3,76 (p=0,0001) la momentul T7, de 42,29% + 4,76
(p=0,0002) la momentul T8, de 42,5% = 4,85 (p=0,0003) la momentul T9, de 41,58% +
4,04 (p=0,0001) la momentul T10 si de 42,58% = 4,3 (0,0001) la momentul T11,
diferentele fiind semnificative statistic fatd de momentul TO pentru toate cele 5

determindri. Rezultatele sunt prezentate in Figura 10.2.1.
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Efectul adrenalinei dupa prazosin asupra diametrului
vaselor de neoformatie
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Figura 10.2.1. Evolutia in timp a mediei variatiei procentuale a diametrului vaselor de
neoformatie dupad administrarea de prazosin 1.5mM la momentul T1, respectiv dupa
administrarea de adrenalind 1.5mM la momentul T6. Au existat modificari semnificative

statistic pentru momentele T2, T3, T4, TS, T7, T8, T9, T10 si T11( * p<0.05).

Datele prezentate mai sus sustin ipoteza conform careia adrenalina a produs
vasoconstrictie prin intermediul receptorilor ol adrenergici. Prazosinul, antagonist al
receptorilor al, produce vasodilatatie, antagonizand efectul vasoconstrictor al adrenalinei
demonstrat anterior. Administrarea de adrenalina, ulterioard administrarii de prazosin, a
produs o vasodilatatie semnificativa statistic, confirmindu-se ipoteza conform careia, la
nivelul vaselor de neoformatie corneene, exista si receptori B adrenergici, probabil de tip
B2. Intrucat adrenalina, administrata singura, produce vasoconstrictie, rezulti ci ponderea
functionalda a receptorilor al adrenergici este mai mare decat ponderea functionald a

receptorilor  adrenergici.

10.3. Cercetiri experimentale privind efectul prazosinului asupra vaselor de
neoformatie corneene

Am evaluat efectul prazosinului administrat ca monoterapie asupra tonsului vaselor
corneene. Tn ipoteza noastra, daca prazosinul nu produce nici un fel de efect asupra vaselor
de neoformatie corneene, adrenalina realizeaza asupra acestora un control adrenergic de tip
fazic, iar daca prazosinul produce vasodilatatie, atunci adrenalina exercitd asupra vaselor

de neoformatie un control de tip tonic.
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Dupa administrarea prazosinului, media variatiei procentuale a diametrului vascular
+ eroarea standard a fost de 12,07% = 2,79 (p=0,007) la momentul T7, de 22,4% = 3,33
(p=0,001) la momentul T8, de 32,64% + 3,8 (p=0,0003) la momentul T9, de 34,28% *
4,84 (p=0,0008) la momentul T10 si de 34,87% =+ 4,14 (p=0,0003) la momentul T11,
modificarile fiind semnificative statistic fatd de momentul T0. Rezultatele sunt prezentate

in Figura 10.3.1.

Efectele prazosinului asupra diametrului vaselor de neoformatie
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Figura 10.3.1. Evolutia in timp a mediei variatiei procentuale a diametrului vaselor de
neoformatie dupd administrarea de apa distilata la momentul TI, respectiv dupa
administrarea de prazosin 1,5mM la momentul T6. Au existat modificari semnificative

statistic pentru momentele T7, T8, T9, T10 si T11 (* p<0.05).

Prin blocarea receptorilor al, prazosinul a determinat vasodilatatie. Astfel, conform
ipotezei de mai sus, putem afirma ca la acest nivel exista un tonus adrenergic
vasoconstrictor. In plus, se constata faptul ca efectul vasodilatator a fost mai intens in cazul
administrarii asocierii adrenalind + prazosin vs prazosin (40% vs 35%), ceea ce poate fi
considerat un indicator al prezentei la acest nivel a receptorilor beta. Activarea acestora de

catre adrenalind determind vasodilatatie.

10.4. Cercetari experimentale privind influentarea efectului adrenalinei asupra
vaselor de neoformatie corneene prin administrarea de timolol.
In acord cu rezultatele prezentate anterior, la nivelul vaselor de neoformatie corneene

exista receptori [ adrenergici, prin intermediul carora adrenalina ar trebui sa produca
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vasodilatatie. Administrarea unor blocante ale receptorilor B adrenergici ar trebui sa
anuleze efectul vasodilatator al adrenalinei. Tn acest sens, am realizat urmitorul experiment
in care am administrat timolol, un beta-blocant neselectiv al receptorilor B1 si B2
adrenergici, anterior administrarii adrenalinei.

Administrarea de timolol 5,5mM, la momentul T1, a determinat vasodilatatie din
momentul T2 si pand In momentul TS5, astfel: media variatiei procentuale a diametrului
vascular + eroarea standard a fost de 14,82% = 7,28 (p=0,09) la momentul T2, de 20,37%
+ 7,59 (p=0,04) la momentul T3, de 28,63% * 7,73 (p=0,01) la momentul T4 si de 40,01%
+7,51 (p=0,003) la momentul T5. Administrarea adrenalinei 5,5mM, la momentul T6, a
continuat vasodilatatia la momentul T7, cand valorile mediei variatiei procentuale a
diametrului vascular + eroarea standard au fost de 24,09% 8,69 (p=0,03). insi, din
momentul T8 si pana in momentul T11, adrenalina a determinat vasoconstrictie, iar media
variatiei procentuale a diametrului vascular + eroarea standard a fost de -9,07% + 5,73
(p=0,15) la momentul T8, de -13,29% =* 6,03 (p=0,07) la momentul T9, de -16,11% + 5,44
(p=0,03) la momentul T10 si de -17,74% = 6,06 (p=0,03) la momentul T11. Rezultatele

sunt prezentate in Figura 10.4.1.

Efectul adrenalinei dupa timolol asupra vaselor de
neoformatie
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Figura 10.4.1. Evolutia in timp a mediei variatiei procentuale a diametrului vaselor de
neoformatie dupa administrarea de timolol 5,5mM la momentul T1, respectiv dupa
administrarea de adrenalina 5,5mM la momentul T6. Au existat modificari semnificative

statistic pentru momentele T3, T4, T5, T7, T10si T11 (* p<0.05).
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Administrarea timololului a produs vasodilatatie la nivelul vaselor de neoformatie
corneene, vasodilatatie semnificativa statistic pentru momentele T3-T5 ale examinarii. Din
punct de vedere farmacologic, este stiut faptul ca blocarea receptorilor § adrenergici de la
nivel vascular determina vasoconstrictie doar ca, in acest caz, timololul a produs
vasodilatatie, fie printr-un mecanism vasodilatator mediat de oxidul nitric, fie printr-un
mecanism asemanator blocantelor canalelor de calciu, fie printr-o combinatie a acestor
mecanisme. In literatura de specialitate existd date care sugereaza faptul ¢a timololul ar
prezenta o actiune vasodilatatoare. In 2006, Dong si colaboratorii au studiat vasodilatatia
determinata de timolol si betaxolol si au demonstrat ca acestea actioneaza asemanator
blocantelor canalelor de calciu, prin scaderea concentratiei de Ca2+ la nivelul muschiului
neted vascular, vasodilatatie care nu a fost inhibata nici prin pre-tratamentul cu inhibitor de
oxid nitric sintaza si nici prin denudarea endoteliului vascular. Existd si studii care afirma
ca timololul nu a determinat o vasodilatatie semnificativd la nivelul arteriolelor retiniene
umane, dar a determinat o dilatare mica, dar semnificativa, la nivelul arteriolelor retiniene
porcine proaspete si crioprezervate (Yu, 1998). Administrarea de timolol 0.5% la
maimutele rhesus a determinat vasodilatatie iridiana (Virdi, 1984).

Administrarea adrenalinei la momentul T6, continud vasodilatatia din momentul T7,
cu semnificatie statistica (p=0,03). Din momentul T8 al masuratorilor adrenalina determina
vasoconstrictie, cu semnificatie statisticd pentru momentele T10 si T11, produsd prin
intermediul receptorilor a1l adrenergici.

Datorita efectului neasteptat al timololului, nu am putut trage o concluzie in privinta

distributiei receptorilor adrenergici, din punct de vederea al raportului alfa/beta.

10.5. Cercetiari experimentale privind efectul timololului asupra vaselor de
neoformatie corneene

Conform cu rezultatele prezentate anterior, la nivelul vaselor de neoformatie
corneene existd receptori [ adrenergici. Datoritd rezultatelor obtinute in experimentul
precedent, in care administrarea de timolol a avut efect vasodilatator, am testat concentratii
diferite de timolol pentru a putea stabili daca exista o relatie doza-efect.

Administrarea de apa distilata nu a produs efecte semnificative statistic, inh timp ce
administrarea de timolol a dus la vasodilatatie cu semnificatie statistica. Rezultatele sunt

prezentate in Tabelul 10.5.4. si Figura 10.5.4.
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Tabelul 10.5.4. Evolutia in timp a mediei variatiei procentuale a diametrului vaselor de

neoformatiec dupa administrarea de apa distilata la momentul TI1, respectiv dupa

administrarea de timolol la momentul T6, comparativ pentru cele 3 loturi folosite

Timp achizitie

imagine (secunde)

Lot 1 (timolol 5.5mM)

Lot 2 (timolol 2.75mM)

Lot 3 (timolol 0.55mM)

TO0-0s 0 0 0
T1-30s Administrare AD (apa distilata)

T2 -90s 0,56 -0,69 1,48
T3 - 150s 0,85 0,4 0,53
T4- 210s 2,31 0,57 -0,46
T5 - 270s 2,07 0,71 -0,12
T6 - 330s Administrare timolol

T7 - 390s 26,27 24,91 27,74
T8 - 450s 34,82 31,61 43,42
T9 - 510s 40,1 33,73 53,91
T10 -570s 44,73 47,48 56,79
T11-630s 42,67 43,6 57,82

variatia % a diametrului vascular

momente examinare

B timolol 5.5mM
B timolol 2.75mM
= timolol 0.55mM

Figura 10.5.4. Evolutia Tn timp a mediei variatiei procentuale a diametrului vaselor de

neoformatie dupa administrarea de apa distilata la momentul T1, respectiv dupa

administrarea de timolol la momentul T6, comparativ pentru cele 3 loturi folosite.
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Administrarea timololului a determinat modificari semnificative statistic pentru toate
cele 3 concentratii folosite si pentru toate momentele examinate T7-T11, indiferent de doza
folosita. Comparand rezultatele obtinute mai sus (Tabelul 10.5.4., Figura 10.5.4), putem
afirma ca efectul vasodilatator al timololului a fost cu atat mai intens, cu cat concetratia

timololului a fost mai mica.

10.6. Cercetiri experimentale privind efectul propranololului asupra vaselor de
neoformatie corneene

Datorita rezultatelor prezentate in subcapitolele 10.4. si 10.5., am investigat efectele
altui blocant neselectiv, in cazul de fatd propranolol, asupra tonusului vaselor de
neoformatie.

Dupad administrarea de propranolol, media variatiei procentuale a diametrului
vascular + eroarea standard a fost de -0,59% 1,33 la momentul T7, de -2,39% =+ 1,09 la
momentul T8, de -4,16% + 1,52 la momentul T9, de -4,02% +1,48 la momentul T10 si de -
4,41% +1,64 la momentul T11, cu semnificatie statisticd pentru momentele T9, T10 i T11

(p=0,04). Rezultatele sunt prezentate in Figura 10.6.1.

Efectul propranololului asupra diametrului vaselor de
neoformatie
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Figura 10.6.1. Evolutia in timp a mediei variatiei procentuale a diametrului vaselor de
neoformatie dupa administrarea de apd distilatd la momentul T1, respectiv dupa
administrarea de propranolol 1,5mM la momentul T6. Au existat modificari semnificative

statistic pentru momentele T9, T10 si T11( * p<0.05).
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Administrarea de apa distilatd nu a produs modificari semnificative statistic ale
diametrului vaselor de neoformatie corneene. Administrarea de propranolol a produs
vasoconstrictie cu semnificatie statisticd pentru momentele T9, T10 si T11 (p=0,04), prin
blocarea receptorilor 3-adrenergici.

Propranololul prezinta si alte efecte benefice in patologia studiatd. O serie de autori
raporteazd c¢d administrarea  propranololului  inhiba  proliferarea  proliferarea
neovascularizatiei coroidiene prin intermediul fagocitelor mononucleare, prin scaderea
inflamatiei si angiogenezei (Omri, 2019), sau prin intermediul blocadei 3-adrenergice care
duce la inhibarea expresiei VEGF (Lavine, 2013). Administrarea topica a propranololului
si-a demonstrat eficacitatea si la om, prin imbunatatirea acuitatii vizuale si atenuarea
vaselor de neoformatie corneene (Filippi, 2018). Exista studii care aratd eficacitatea
propranololului in tratamentul hemangiomului infantil, macanismul de actiune al acestuia
nefiind incd pe deplin elucidat. Mecanismul prin care propranololul actioneazd asupra
hemangiomului infantil pare sa fie unul multifactorial, implicind vasoconstrictia, inhibarea
angiogenezei si inducerea apoptozei (Rotter, 2017; Darrow, 2015; Ji, 2015; Lamy, 2010).
Eficacitatea propranololului a fost evidentiatd si in neovascularizatia retiniand datd de
retinopatia de prematuritate (Ristori, 2011; Bancalari, 2016). Pe de altd parte, in 2012,
Chen si colaboratorii infirma aceste rezultate, deci sunt necesare cercetari suplimentare in

aceasta directie.

10.7. Cercetari experimentale privind influentarea efectului adrenalinei asupra

vaselor de neoformatie corneene prin administrarea de propranolol.

Am investigat efectele propranololui si ale asocierii acestuia cu adrenalina, asupra
motricitatii vaselor de neoformatie. Dacd propranololul determind clasic vasoconstrictie,
administrarea de adrenalind, ulterioara administrarii de propranolol, nu mai produce
vasodilatatie si accentueaza vasoconstrictia prin stimularea receptorilor al adrenergici.

Administrarea unei solutii de propranolol 1,5mM a produs vasoconstrictie,
semnificativa statistic pentru momentele T3(p=0.03), T4(p=0.01) si T5(p=0.01).
Administrarea ulterioara a unei solutii de adrenalind 1,5mM a continuat vasoconstrictia
produsa de propranolol, in toate cele 5 momente ale examinarii, Cu semnificatie statistica
astfel: p=0.02 In momentul T7, p=0.005 in momentul T8, p=0.004 in momentul T9,
p=0.0004 in momentele T10 si T11. Rezultatele sunt reprezentate in Figura 10.7.1.
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Efectul adrenalinei dupa propranolol asupra diametrului
vaselor de neoformatie
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Figura 10.7.1. Evolutia in timp a mediei variatiei procentuale a diametrului vaselor de
neoformatie dupa administrarea de propranolol 1.5mM la momentul T1, respectiv dupa
administrarea de adrenalind 1.5mM la momentul T6. Au existat modificari semnificative
statistic pentru momentele T3, T4, T5, T7, T8, T9, T10 si T11( * p<0.05).

Propranololul a determinat vasoconstrictie (5%) prin blocarea receptorilor B
adrenergici, iar adrenalina, administrata ulterior propranololului, a accentuat semnificativ

aceasta vasoconstrictie (40%) prin intermediul receptorilor al adrenergici.

10.8. Cercetari experimentale privind efectul metoprololului asupra vaselor de

neoformatie corneene

Desi majoritatea studiilor din literaturd aratd ca la nivel vascular sunt exprimati
receptori B2 adrenergici, exista si studii care afirma prezenta receptorilor de tip Pl
adrenergic (Chruscinski, 2001; Lipe, 1986). Am testat astfel efectele metoprololului,
administrat singur, asupra motilitdtii vaselor corneene. Dacd metoprololul produce
vasoconstrictie la acest nivel, prezenta receptorilor de tip B1 adrenergic este confirmata.

Metoprololul, blocant al receptorilor B1 adrenergici, hu produce modificari
semnificative statistic ale calibrului vaselor de neoformatie corneene. Putem presupune ca

in acest teritoriu se gasesc predominant receptori 32.
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10.9. Cercetari experimentale privind influentarea efectului adrenalinei asupra

vaselor de neoformatie corneene prin administrarea de metoprolol.

Literatura de specialitate raporteaza faptul ca, la nivelul vaselor de singe exista
receptori 2 adrenergici (Barbato, 2005). Tn plus, efectul vasodilatator al adrenalinei este
mediat prin intermediul receptorilor B2. Am investigat dacd la nivelul vaselor de
neoformatie corneene exista aceeasi distributie a receptorilor beta, utilizand un blocant p1
selectiv, metoprolol.

Administrarea de metoprolol nu a produs modificari semnificative statistic in nici
unul din momentele examinate, in timp ce administrarea de adrenalind, dupa metoprolol, a
determinat vasoconstrictie semnificativa statistic 1n toate momentele examinate
T7(p=0.0002), T8(p=0.002), T9(p=0.0001), T10(p=0.0001) si T11(p=0.0002). Rezultatele
sunt prezentate in Figura 10.9.1.

Efectul adrenalinei dupa metoprolol asupra vaselor de
neoformatie
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Figura 10.9.1. Evolutia in timp a mediei variatiei procentuale a diametrului vaselor de
neoformatie dupa administrarea de metoprolol 1,5mM la momentul T1, respectiv dupa
administrarea de adrenalina 1,5 mM la momentul T6. Au existat modificari semnificative
statistic pentru momentele T7, T8, T9, T10 si T11( * p<0.05).

Aceste rezultate sunt in conformitate cu datele din literatura (Johnson 2006; Wood,
2002) astfel, putem presupune ca la nivelul vaselor de neoformatie corneene sunt exprimati

receptori beta-2 si nu receptori beta-1.
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11. Cercetari experimentale privind reactivitatea vaselor de neoformatie

corneene la substante active in domeniul colinergic

11.1. Cercetari experimentale privind efectul acetilcolinei asupra vaselor de

neoformatie corneene

Tn acest studiu ne-am propus verificarea existentei unor receptori colinergici la
nivelul vaselor de neoformatie corneene, astfel cd am urmarit evolutia diametrului vaselor
de neoformatie dupa administrarea de acetilcolind, modificarile calibrului vascular fiind o
dovada a prezentei receptorilor colinergici la acest nivel.

Administrarea de acetilcolina la momentul T6, a dus la vasodilatatie incepand cu
momentul T7 si pand In momentul T11, media variatiei procentuale a diametrului vascular
raportata la momentul TO fiind de 13,63% +3,31 in momentul T7, de 11,72% £2,88 in
momentul T8, de 13,08% £2,8 in momentul T9, de 15,65% +2,6 in momentul T10 si de
17,86% £2,19 in momentul T11. Modificarile sunt semnificative statistic, cu p cuprins

intre 0,001 si 0,0004. Datele sunt prezentate in Figura 11.1.1.

Efectul acetilcolinei asupra diametrului vaselor de
neoformatie corneene
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Figura 11.1.1. Evolutia in timp a mediei variatiei procentuale a diametrului vascular dupa
administrarea de apa distilata la momentul T1, respectiv administrarea de acetilcolina 150
MM la momentul T6, comparativ cu momentul TO al Tnregistrarii. Au existat modificari

semnificative statistic pentru momentele T7, T8, T9, T10 si T11 ale examinarii (* p <0.05).
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Administrarea de acetilcolind 1n instilatii conjunctivale a produs vasodilatatie
semnificativa statistic la nivelul vaselor de sange corneene. Aceasta ne permite sa afirmam
ca aceste vase de neoformatie contin receptori colinergici, probabil de tip muscarinic, ca
intreg teritoriul vascular sistemic. Exista numeroase studii legate de efectele acetilcolinei la
nivelul diferitelor teritorii vasculare, atat la om, cat si la animale. Acetilcolina produce
vasodilatatie la cdine, la nivelul arterelor linguale cu endoteliul vascular intact,
vasodilatatie realizata probabil prin intermediul receptorilor muscarinici de tip M1 si M3
(Chiba, 1996). Acetilcolina produce, la rozitoare, vasodilatatiec la nivelul arterelor
oftalmice cu endoteliu intact si vasoconstrictie la nivelul arterelor oftalmice denudate.
(Gericke, 2014). O relaxare endotelial-dependenta, indusa de acetilcolind, a fost raportata
si la nivelul ramurilor perforante ale arterei mamare interne umane, predominant prin
intermediul receptorilor de tip M1 (Pesi¢, 2001). Efectele acetilcolinei, asupra motricitatii
vasculare, pot diferi in functie de teritoriul vascular investigat, dar si in functie de specie
sau de calitatea endoteliului vascular. In majoritatea studiilor, acetilcolina determini

vasodilatatie-dependenta de un endoteliu intact.

11.2. Cercetari experimentale privind influentarea efectului acetilcolinei asupra

vaselor de neoformatie corneene prin administrarea de atropina.

In acord cu rezultatele din experimentul 11.1. la nivelul vaselor de neoformatie
corneene exista receptori colinergi, probabil de tip muscarinic. Pentru a confirma existenta
receptorilor muscarinici ne-am propus si administram atropind, antagonist muscarinic
neselectiv. Daca atropina blocheaza efectul acetilcolinei administrata ulterior atropinei,
inseamna ca acetilcolina 1si exercita efectul prin intermediul receptorilor muscarinici.

Nici administrarea de atropina la momentul T1, nici administrarea de acetilcolina la
momentul T6 nu au determinat modificari semnificative statistic, in nici unul din
momentele examinate.

Administrarea de atropind a dus la relaxarea vaselor de sange corneene, dar
vasodilatatia a ramas fara semnificatie statisticd, iar administrarea de acetilcolina,
ulterioard administrarii de atropina, a rdmas si ea fara semnificatie statisticd. Afirmatia
facuta mai sus, ca la nivelul vaselor de neoformatie corneene exista receptori muscarinici,
a fost confirmata de faptul ca atropina, antagonist neselectiv al receptorilor muscarinici,

administrata anterior acetilcolinei, a blocat efectul vasodilatator al acesteia. Similar,
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atropina a blocat efectul vasodilatator al acetilcolinei la nivelul venelor pulmonare umane
(Walch, 2000), la nivelul arteriolelor retiniene la soarecele salbatic (Gericke, 2011a), la
nivelul arterelor oftalmice la soarece (Gericke, 2009). Atropina a antagonizat efectele
vasodilatatoare ale acetilcolinei si la nivelul ramurilor perforante ale arterei mamare, la om
(Pesic¢, 2001). Toate aceste studii demonstreaza existenta receptorilor muscarinici la nivelul

diferitelor teritorii vasculare, atropina antagonizand efectele vasculare ale acetilcolinei.

11.3. Cercetari experimentale privind efectul atropinei asupra vaselor de neoformatie
corneene

Ipoteza de lucru a fost cd, dacd atropina administratd singura modifica diametrul
vaselor de neoformatie corneene, acetilcolina exercitd un control de tip tonic prin
intermediul receptorilor muscarinici, iar daca atropina administratd singura nu produce
modificdri ale diametrului vaselor de neoformatie, controlul exercitat de acetilcolind prin
intermediul receptorilor colinergici este un control de tip fazic.

In conditiile noastre experimentale, nici apa distilatd, nici atropina nu au determinat
modificdri semnificative statistic ale diametrului vaselor de neoformatie corneene.

Administrarea de atropind nu a produs modificari semnificative statistic la nivelul
diametrului vaselor de neoformatie corneeand astfel, putem afirma ca la nivelul acestora,
nu existd un control colinergic de tip tonic, asa cum nu existd in nici un alt teritoriu
vascular, ci posibil un control de tip fazic prin acetilcolina existenta eventual in curentul

sanguin.
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12. Cercetari experimentale privind reactivitatea vaselor de neoformatie

corneene la substante active in domeniul histaminergic

12.1. Cercetari experimentale privind efectul histaminei asupra vaselor de

neoformatie corneene

Am studiat reactivitatea vaselor de neoformatie la administrarea topica conjunctivala
de histamina, verificand existenta unor receptori histaminergici exprimati la acest nivel.
Administrarea de histamina a dus la cresteri ale diametrului vascular in toate cele 5
momente ale examindrii. Efectul vasodilatator al histaminei a fost semnificativ statistic din
momentul T7 (p=0,006) si panda in momentul T11 (p=0,002) al examinarii. Rezultatele

obtinute in urma administrarii de histamind sunt prezentate in Figura 12.1.1.

Efectul histaminei asupra diametrului vaselor de
neoformatie

©

3

8 30 *
>

5 25

2 20

3]

€ 15

.0

© 10

©

’T‘g 5

c

v Q o @ 3 ) 3
g 50N & TS
— ’ ’ . > . ’

Q : <v e X% \2\{—} L P P
o N

= Q")

© P

T N

>

momente examinare

Figura 12.1.1. Evolutia in timp a variatiei procentuale a diametrului neovascular dupa
administrarea de apa distilata la momentul T1, ulterior dupa administrarea de histamina 3

mM la momentul T6. Au existat modificari semnificative statistic pentru momentele T7,

T8, T9, T10 si T11( ** p<0.05).

Tn urma acestor rezultate putem afirma ca la nivelul vaselor de neoformatie corneene

existd receptori histaminergici.
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12.2. Cercetari experimentale privind influentarea efectului histaminei asupra vaselor

de neoformatie corneene prin administrarea de olopatadina.

Am investigat efectul administrarii de olopatadind asupra vasodilatatiei induse de
histamina.

Nici administrarea de olopatadina la momentul T1, nici administrarea de histamina la
momentul T6, nu au produs modificdri semnificative statistic de calibru vascular.

Administrarea de olopatadind, antagonist predominant H1, a determinat modificéri
nesemnificative la nivel vascular. De asemenea, ea antagonizeaza efectul vasodilatator al
histaminei. De aceea, putem presupune ca acest efect al histaminei e mediat majoritar prin
activarea receptorilor H1. Cu toate acestea, nu putem exclude o participare a receptorilor
H2, la acest efect, ipoteza pe care o vom verifica in experimentul urmator prin

administrarea unor blocante de receptori H2.

12.3. Cercetiri experimentale privind influentarea efectului histaminei asupra vaselor

de neoformatie corneene prin administrarea de ranitidina.

Conform rezultatelor prezentate in capitolele 12.1. si 12.2. am putut afirma ca
histamina a produs vasodilatatie prin intermediul receptorilor HI1 histaminergici. Nu poate
fi exclusd totusi o contributie a receptorilor de tip H2. Administrarea de ranitidina, un
blocant al receptorilor de tip H2, ar trebui sa modifice efectele histaminei administrata
ulterior ranitidinei in cazul in care la acest nivel exista si receptori histaminergici de tip H2.

Nici administrarea de ranitidina la momentul T1, nici administrarea de histamina la
momentul T6, nu au produs modificari semnificative statistic de calibru vascular.

Administrarea de ranitiding, in instilatii conjunctivale, nu a determinat modificari
semnificative statistic ale diametrului vaselor de neoformatie corneene. Administrarea de
histamina dupa administrarea prealabild de ranitidina, blocant al receptorilor H2, nu a mai
produs vasodilatatie, ceea ce demonstreaza cd in producerea efectului vasodilatator al
histaminei sunt implicati si receptorii histaminergici de tip H2. Astfel, vasodilatatia
realizata de histamind este o consecinta a stimularii receptorilor histaminergici de tip H1 si

H2.
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12.4. Cercetiari experimentale privind efectul olopatadinei asupra vaselor de

neoformatie corneene

Daca blocarea receptorilor HI histaminergici prin administrarea de olopatadina duce
la modificari ale calibrului vascular rezultd ca histamina exercitd un control de tip tonic
prin intermediul receptorilor de tip H1. Dacd administrarea olopatadinei nu duce la
modificari de calibru vascular controlul exercitat de histamina prin intermediul receptorilor
H1 este un control de tip fazic.

Nici administrarea de apa distilata, nici administrarea de olopatadind, nu produc
modificari semnificative statistic de calibru vascular.

Tn acord cu rezultatele prezentate in experimentele 12.1. si 12.2. la nivelul vaselor de
neoformatie corneene exista receptori histaminergici de tip H1 prin care histamina produce
vasodilatatie. Controlul exercitat de histamina prin intermediul receptorilor histaminergici

de tip H1 este probabil un control de tip fazic.

12.5. Cercetari experimentale privind efectul ranitidinei asupra vaselor de

neoformatie corneene

Daca blocarea receptorilor H2 histaminergici prin administrarea de ranitidind duce la
modificari ale calibrului vascular, rezultd ca histamina exercita un control de tip tonic prin
intermediul receptorilor de tip H2. Daca administrarea ranitidinei nu duce la modificari de
calibru vascular, controlul exercitat de histamina prin intermediul receptorilor H2 este
probabil un control de tip fazic.

Nici administrarca de apa distilata, nici administrarea de ranitidina, nu produc
modificari semnificative statistic de calibru vascular.

Controlul exercitat de histamind prin intermediul receptorilor histaminergici de tip
H2 nu este un control histaminergic de tip tonic, ci probabil un control histaminergic de tip

fazic.
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13. Concluzii generale si contributii personale

13.1. Concluzii generale

Concluziile generale ale prezentei lucrari pot fi sumarizate dupa cum urmeaza:

1. Selenitul de sodiu produce cataracta la puii de sobolan in varsta de 15 zile, intr-0
maniera doza - dependenta.

2.  Ketamina produce opacitati si vase de neoformatie corneene, modificari care depind
de varsta sobolanilor si de numarul de administrari de ketamina.

3.  Realizarea anesteziei generale cu eter nu produce modificari de transparenta
corneeana.

4.  Folosirea ketaminei pentru realizarea anesteziei generale, la puii de sobolan in varsta
de 15 zile, nu permite evaluarea in timp si in vivo a opacitatilor cristaliniene, in conditiile
noastre experimentale.

5. Modelul optim pentru studiul reactivitdtii vaselor de neoformatie corneene a fost
considerat acela in care se utilizeazd sobolani cu varsta de 15 zile, carora li se
administreazd succesiv 5 doze de ketamind, 150 mg/kgc, la interval de 5 zile intre
administrari. Acest model a fost asociat cu procentul cel mai mare de ochi care au
dezvoltat vase de neoformatie corneene.

6.  Adrenalina, administratad in instilatii conjunctivale, produce vasoconstrictie la nivelul
vaselor de neoformatie corneene, realizata prin intermediul receptorilor al adrenergici.

7. In conditiile noastre experimentale, la nivelul neovascularizatiei corneene existi
receptori o adrenergici.

8.  Adrenalina, administratd dupd administrarea prealabila de prazosin, produce
vasodilatatie la nivelul vaselor de sange corneene.

9.  Lanivelul vaselor de neoformatie corneene exista si receptori B adrenergici, pe langa
receptorii a1l adrenergici.

10. Ponderea functionala a receptorilor ol adrenergici este mai mare decét ponderea
functionala a receptorilor 3 adrenergici.

11. Stimularea receptorilor B adrenergici produce o vasodilatatie de mai mica intensitate,
mascatd de efectul vasoconstrictor produs prin stimularea receptorilor o adrenergici.

12.  Prazosinul, blocant a1 adrenergic, administrat singur produce vasodilatatie.

13. La nivelul vaselor de neoformatic corneene exista un tonus adrenergic

vasoconstrictor.
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14. Timololul, beta-blocant neselectiv, produce vasodilatatic la nivelul vaselor de
neoformatie corneene, printr-un mecanism independent de receptorii § adrenergici.

15. Vasodilatatia produsa de timolol a fost cu atat mai intensd, cu cat concentratia de
timolol administratd a fost mai mica (timololul a determinat vasodilatatie intr-o maniera
dependenta de doza, vasodilatatia fiind invers proportionald cu doza).

16. Propranololul, beta-blocant neselectiv, produce vasoconstrictie la nivelul vaselor de
neoformatie corneene, prin blocarea receptorilor  adrenergici.

17. La nivelul vaselor de neoformatie corneene exista receptori B adrenergici, probabil
de tip B1 si 2.

18. Controlul exercitat de adrenalind la nivelul vaselor de neoformatie corneene este unul
de tip tonic.

19. Metoprololul, blocant al receptorilor 1 adrenergici, nu produce modificari
semnificative statistic ale calibrului vaselor de neoformatie corneene. Putem presupune ca
in acest teritoriu se gasesc predominant receptori 2.

20. Efectul vasoconstrictor al adrenalinei reprezintd o suma algebrica intre efectul
vasoconstrictor, realizat prin intermediul receptorilor al adrenergici si efectul vasodilatator
realizat prin intermediul receptorilor 2 adrenergici .

21. Acetilcolina produce vasodilatatia vaselor de neoformatie corneene, posibil prin
intermediul receptorilor muscarinici de la acest nivel.

22. Administrarea de atropind, blocant al receptorilor muscarinici, blocheaza efectul
vasodilatator al acetilcolinei administrata ulterior atropinei, confirmand ipoteza ca la acest
nivel exista receptori muscarinici.

23. La nivelul vaselor de sange corneene nu existd un control colinergic de tip tonic, ci
probabil un control colinergic de tip fazic.

24. Histamina administratd In instilatii conjunctivale produce vasodilatatie la nivelul
vaselor de neoformatie corneene.

25. Lanivelul vaselor de neoformatie corneene exista receptori histaminergici.

26. Administrarea topica conjunctivala de olopatadina nu produce modificari
semnificative statistic de calibru la nivelul vaselor de neoformatie corneene.

27. Administrarea de histamina dupa olopatadind nu mai produce vasodilatatie.

28. La nivelul vaselor de neoformatie corneene induse cu ketamina la puii de sobolan

exista receptori histaminergici de tip H1.
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29. Administrarea topicd conjunctivalda de ranitidind nu produce modificari ale
diametrului vaselor de neoformatic corneene, dar blocheaza efectul vasodilatator al
histaminei .

30. Histamina determina vasodilatatie prin intermediul receptorilor H2 histaminergici.
31. La nivelul vaselor de neoformatie corneene exista atat receptori histaminergici de tip
HI, cat si receptori de tip H2, prin stimularea carora histamina produce vasodilatatie la
acest nivel.

32. Controlul exercitat de histamind prin intermediul receptorilor histaminergici de tip
H1 si H2 este probabil un control de tip fazic.

13.2. Contributii personale

Tinand cont de complexitatea reglarii tonusului vascular, care poate fi influentat fie
de factori sistemici, cum ar fi sistemul nervos, cat si de mediatori locali, cum ar fi
epinefrina, acetilcolina si histamina, studiul de fatd abordeazd receptorii exprimati la
nivelul vascularizatiei corneene patologice. ldentificarea tipurilor de receptori permite
manipularea medicamentoasa cu scopul de a produce regresia acestor vase de sange, cu
rezultate benefice asupra functiei vizuale.

Noutatea studiului nostru ar fi testarea reactivitdtii substantelor active in domeniile
adrenergic, colinergic si histaminergic la nivelul vaselor de neoformatie corneene, pe un
model de vascularizatie obtinut cu ketamind. in prezent, nu existd un model de referinta
pentru inducerea de noi vase de sdnge corneene cu ketamina. Folosind acest model, am
investigat natura receptorilor prezenti la nivelul vaselor de neoformatie corneene, utilizand
substante din domeniul adrenergic, histaminergic si colinergic.

Modelul de neovascularizatie a fost dezvoltat cu ocazia cercetarilor experimentale
privind aparitia cataractei la puii de sobolan (Capitolul 9).

Pand 1n prezent, exista numeroase studii care aratd efectele vasculare ale substantelor
active in aceste domenii la nivelul diferitelor teritorii vasculare si la diferite specii, inclusiv
la om, dar nu am gasit studii legate de cercetarea acestor substante la nivelul
neovascularizatiei corneene.

Am identificat prezenta la acest nivel a receptorilor adrenergici al si B2, a
receptorilor muscarinici, precum si a receptorilor histaminergici HI si H2.

Cercetdrile viitoare, pe un model experimental de neovascularizatie corneeand, ar
putea avea implicatii majore atat in oftalmologie, cat si in oncologie, prin dezvoltarea unor

terapii care ar putea influenta dezvoltarea vaselor de neoformatie tumorala.
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