UNIVERSITATEA DE MEDICINA si FARMACIE
“CAROL DAVILA” BUCURESTI

Facultatea de Medicina

Teza de Doctorat

Actiunea substantelor ce interfera cu sistemul autacoid
asupra vascularizatiei oculare a polului anterior - Studii

experimentale

Conducitor stiintific:

Prof. Univ. Dr. Liliana Mary Voinea

Doctorand

Toana-Cristina Coman

Bucuresti 2019



Cuprins

LiSta @DreVIEN ... Error! Bookmark not defined.
MIUREUIMITT o e e e e e e et ae e e rnae e e e enanes Error! Bookmark not defined.
YR 0 V=T - - RSP 5
Capitolul 1. Ochiul — scurta descriere anatomica a structurii si vascularizatiei..........cccceeevvvveeeennneen. 5
Capitolul 2. Reactivitatea VasCUIAra .........ccvee ittt e e e trae s e sar e e e et ae e e e sraae e e e eaneees 5
Capitolul 3. Reactivitatea vasculara la nivelul polului anterior ocular.......ccccccovviiiinniiieen e 5
Capitolul 4. Clasa antiinflamatoarelor nesteroidiene- scurt istoric .......cccocevveeeivcieeieccie e, 6

Capitolul 5. Farmacologia Antiinflamatoarelor nesteroidiene: Ibuprofen, Metamizol, Indometacin,

[V L= T (oL T =T = )] « IO 6
5.1, STUCKUG. .ottt et Error! Bookmark not defined.
5.2.  Proprietati farmacodinamice ........ccccoccvveriiieeeeccceie e, Error! Bookmark not defined.
5.3.  Proprietati farmacocinetice .......ccccceeeecreeeeiiciiee e, Error! Bookmark not defined.
3 [ o [ or- | | USSR Error! Bookmark not defined.
5.5.  Reactii adverse, contraindicatii, toxicologie clinica ............. Error! Bookmark not defined.
5.6. Interactiuni medicamentoase .......cccccccveeeecieeeeecciieeeeciien, Error! Bookmark not defined.
5.7.  Date preclinice de siguranta si eficacitate ...........cccceeeeunneen. Error! Bookmark not defined.

Capitolul 6. Sistemul endocanabiNOid..........ccoiiiiiiiiiiii e 7
6.1.  Scurtistoric al cercetarilor asupra sistemului endocanabinoid.......... Error! Bookmark not
defined.

6.2. Endocanabinoizi si canabinoizi exogeni .......cccceeeeerveeeeennneenn. Error! Bookmark not defined.
6.3.  Receptori canabinoizi........ccceoueeiiiieeiiiiiiiiieeeeeee Error! Bookmark not defined.
6.4.  Sinteza, transportul si degradarea canabinoizilor................ Error! Bookmark not defined.
6.5.  Efecte vasculare ale canabinoizilor .........cccocceevenieciiencenen. Error! Bookmark not defined.
6.6. Efecte oculare ale canabinOizilor ..........c.oeeiuiiiiii e 7
6.7. Interferente ale antiinflamatoarelor nesteroidiene cu sistemul endocanabinoid .....Error!

Bookmark not defined.

CONEIIDULIT PEISONAIE .t e s e e e e sttt e e e e baae e eesabteaeesssaeeeessnseeesennsees 8
Capitolul 7. Ipoteza de lucru, scopul si obiectivele IUCrarii....ccocceiiiiiiiiieiiiiiee e 8
Capitolul 8. Material i Metoda de JUCTU......cciiiiiiice e e et e aaae e s 9

8.1.  Validarea metodei de lUCru........cocceeiieniiricenieieinie e Error! Bookmark not defined.

8.2. Metodologie enerald de [UCIU.....c.ueiiiiiiiiiceee e e erae s 9
(07T o] o] LV T 15 TSP 13
Influenta Ibuprofenului asupra motricitatii vaselor irfene......cccceeccieeeeccieee e, 13

2



1S 20 R (e Yo 1 =T - [ o L1 [V Tl o U PR 13

9.2.  Material Simetoda........cccociiiiiiiriiiine e Error! Bookmark not defined.
®  AVIZUI €FIC e Error! Bookmark not defined.
9.3, REZURALE ettt st e st ee e 14
Lo I S B 1T ol UL I e [ =] =] o - [ RSP 15
9.5.  Concluzii de etapa .......ccceeveeeriieinieenie et Error! Bookmark not defined.
Capitolul 10. Influenta Ibuprofenului asupra vaselor ifeNe .........ccceeecveveceeeeciee e 16
10.1. [POteza de TUCTU..coniiiiiie e Error! Bookmark not defined.
10.2. Material Simetoda ......ccceevieirieiiieeeee e Error! Bookmark not defined.
10.3. REZUITATE .. Error! Bookmark not defined.
10.4. Discutii de etapa.....cccoceeeeiiiiiniee e Error! Bookmark not defined.
10.5. Concluzii de etapad ....ccceeeeeiieee e Error! Bookmark not defined.
CAPITOLUL 11. Influenta canabinoizilor asupra motricitatii vasculare in teritoriul irian................. 18
11.1. Ipoteza generald de IuCru.........coecieiniiiiiiiicceeceee, Error! Bookmark not defined.
11.2. Cercetari privind existenta receptorilor canabinoizi la nivelul vaselor iriene.............. 18
11.2.1. [poteza de IUCrU....uvveeeeiieeee e Error! Bookmark not defined.
11.2.2. Material Simetoda.......ccoceeeiveiiie e Error! Bookmark not defined.
12.2.30 REZUIALE ottt sr et sae e et se e nes 18
11.2.4.  DisCULii PreliMiNare ....occuveeee ettt e et e e e re e s saaae s e abae e ensrraeeas 19
11.2.5.  Concluzii Preliminare......ueecceeeee ettt e e e r e s srre e s enra e e e e e sbaae e earraeees 20
11.3. Cercetari experimentale privind subtipul de receptori canabinoizi implicati in dilatarea
VASEIOT ITIBINME ..ttt ettt ettt et e s h e st e e ettt e sabee e sate e eabeeeaabeeabeeeaneeesbeeseateas 20
R T R o Yo Y= [ o LI [T o 1S 20
11.3.2.  Material Simetoda.......cccceeeiviieee i Error! Bookmark not defined.
11.3.30 REZUIATE ettt st ra e s sttt e sabee e 20
11.3.4. Discutii preliminare .......ccccceveveeeecceeee e Error! Bookmark not defined.
11.3.5.  Concluzii Preliminare.......eecccieee ettt e e ebe e s srr e e s enra e e e s e sbaae e e raaee s 21
11.4. Cercetari experimentale privind influetarea efectului ibuprofenului prin administrarea
prealabila de AM281, antagonist specific de receptori CB1L.........ccccvieeiereiceeecie e eeree e 21
O 0 O o Yo Y= [ o [T [V T o TSP 21
11.4.2.  Material simetoda ........ccocueieiiiiniiiiiieieiee e Error! Bookmark not defined.
11,43, REZUIALE ettt st et st e sate e eabeeene e 22
11.4.4.  DisCULii PreliMiNare ....occuieeee ettt e e re e e e e s saaae s e bbae e ensrraeeas 23
11.4.5. CoNCIUZIi Preliminare.. .. ettt ercee e et e st re e e e et e e e s eeaeae e e antaeesnaraaeeas 23
11.5. Discutii de etapa.....cccceeveieeie e Error! Bookmark not defined.



11.6.

(00T ol [V A1 Ie [N =Y - [ o L= F PSPPSR 24

Capitolul 12. Influenta Diclofenacului asupra motricitatii vasculare si a numarului de vase la nivelul

EEFIEOTTUIUT TFTAN Lttt et e e et esbee st e sabesane s 25
12.1. [oYoXu Y= [ [=18 [0 Lol U PSRN 25
12.2. Material Si metoda ......ccovviiirieriie e Error! Bookmark not defined.
12.3. REZUITATE .. ettt et e st e e s be e s be e e eaeee e eeas 25
12.4. Discutii de etapa.....ccceevveeeriieeeiie e Error! Bookmark not defined.
12.5. (00T ol [V A1 Ie [N =Y - [ o L= FE OO PPN 26

Capitolul 13. Influenta Meloxicamului asupra motricitatii vasculare in teritoriul irian................... 26
13.1. [eYe1d=F = [ L1 U Tol U F OO PRRRRPRN 26
13.2. Material Simetoda .......ccccevieeciiie e, Error! Bookmark not defined.
13.3. REZUITATE ..t ettt et e st e e s bt e s be e e e eee e eeas 27
13.4. D T ol UL T Ie [l =] ] o ¥- [P PPPRPPPP 27
13.5. (000 [l [V AT INe [N =1 7] o - [P 28

Capitolul 14. Influenta Parecoxibului asupra motricitatii vasculare la nivelul teritoriului irian ...... 28
14.1. [oYeXu Y= [ [=I8 U Lol U PSRN 28
14.2. Material Simetoda .......cccoevieeiiiie e, Error! Bookmark not defined.
14.3. REZUITATE ..t et sr et ent e s eab e se e 29
14.4. Discutii de etapa.....ccccceevieeieecieeee e Error! Bookmark not defined.
14.5. (0o (ol (V74T e [l =1 7] o - [OOSR 30

Capitolul 15. Influenta Metamizolului asupra motricitatii vasculare oculare in teritoriul irian ...... 30
15.1. [oYeXd Y= [ [=18 U Lol o U PSRN 30
15.2. Material Simetoda ......ccceevieirieiiieeeee e Error! Bookmark not defined.
15.3. REZUITATE . ettt et e st e s be e s bb e e eaeee e eeas 31
15.4. Discutii de etapa.....ccccceevveeiiecieeee e Error! Bookmark not defined.
15.5. (0o (ol (V74T INe [l =1 2] o - [PPSR 32

Capitolul 16. DiSCULIi BEBNEIAIE.....iii ittt st sr e e e e st e ae e s s saaeessanes 32

Capitolul 17. Concluzii generale si contributii personale........cccceeeeeiieeeiieee e 33

23] o Lo =4 = i L= TSRS 35



Partea generala

Capitolul 1. Ochiul — scurta descriere anatomica a structurii si

vascularizatiei

Orbita este o cavitate pereche a craniului care addposteste globul ocular si anexele
acestuia. Are un volum total de aproximativ 30 cm?, cu o adancime de 40 - 45 mm de la
marginile anterioare ale orbitei pana la apex si o Tnaltime de 35 mm. Aceasta prezintd o

forma de piramida cu un ax antero-posterior oblic. (1)

Stratul mijlociu al globului este reprezentat de uvee formata din coroida, corpul ciliar

si iris. Are cea mai bogata vascularizatie si asigurd nutritia si functia de suport. (2)

Cel mai intern strat al globului ocular este retina. Aceasta reprezintd stratul
fotosensibil alcatuit din celulele receptoare si elementele nervoase ce initiazd procesarea

informatiilor vizuale. (1,2)
Capitolul 2. Reactivitatea vasculara

Dezvoltarea sistemului vascular al ochiului este un proces complex, care implica
aparitia vaselor pentru a satisface nevoile nutritionale ale tesuturilor metabolic active si
regresia ulterioara a acelor vase cu aceeasi activitate atunci cand tesutul este in repaus. In
embrionul timpuriu, artera carotidd interna irigd un plex capilar pentru a forma aspectul
dorsal al excavatiei nervului optic (artera oftalmica dorsald). La scurt timp dupa aceea, o a
doua ramurd a arterei carotide interne se formeaza pentru a furniza aspectul median al
excavatiei nervului optic. Aceastd ramurd se numeste artera oftalmica ventrala, iar

anastomoza cu artera oftalmica dorsala formeaza vasul anular. (1)

Sistemul venos se dezvoltd simultan cu sistemul arterial. Doud sisteme primare de
drenaj, plexurile supraorbitar si infraorbitar se formeaza si vor inconjura vezicula

optica.(1,2)
Capitolul 3. Reactivitatea vasculara la nivelul polului anterior ocular

Vascularizatia segmentului anterior al ochiului asigurd nutritia irisului, muschiului

ciliar, proceselor ciliare, frecvent si la nivelul coroidei anteriore. Perfuzia proceselor ciliare



nu serveste numai producerii umorii apoase, ci indirect, prin reajustarea compozitiei umorii
apoase, asigura nutritia structurilor avasculare, cum ar fi cristalinul si corneea. Anatomia si
functionarea normald a microvascularizatiei segmentului anterior al uveei sunt importante
pentru homeostazia oculard, iar raspunsul acestora in diverse stari patologice, precum si in

terapia cronica oculara sunt la fel de importante. (3,4)
Capitolul 4. Clasa antiinflamatoarelor nesteroidiene- scurt istoric

In Egiptul antic, in urma cu aproximativ 3500 de ani, se foloseau decocturi si
preparate din plante ce contineau salicilati, decocturi cu frunze uscate de mirt utilizate in
cazul lombalgiilor sau durerilor reumatice de la nivelul trunchiului. O mie de ani mai
tarziu, Hippocrate propune folosirea sucului de plop in tratamentul afectiunilor oculare si
sucul de scoarta de salcie atat pentru scaderea febrei, cat si pentru ameliorarea durerilor din

cursul travaliului, ambele continand salicilati. (5,6)

Asadar, ceea ce a inceput prin a fi studiat ca si clasd de medicamente 1n scopul de a
controla inflamatia, durerea si febra a evoluat uimitor in ultimele doud secole,
descoperindu-se astfel noi agenti antiinflamatori, precum si noi tinte terapeutice ce vizeaza

o gama larga de conditii medicale neluate in considerare pana in prezent (5,6).

Capitolul 5. Farmacologia Antiinflamatoarelor nesteroidiene: Ibuprofen,

Metamizol, Indometacin, Meloxicam, Parecoxib

Ibuprofenul este un acid (2RS)-1[4-(2-metil propil) fenil propionic. A fost primul
membru al derivatilor acidului propionic, introdus in 1969 ca o alternativd mai buna la
Aspirina. Ibuprofenul este cel mai folosit si cel mai des prescris dintre AINS. Este un
inhibitor neselectiv al ciclooxigenazei-1 (COX-1) si ciclooxigenazei-2 (COX-2).
Metamizolul (dipirona) este un derivat de pirazolona, introdus in farmacoterapie in 1922.
(7,8) Este unul dintre cele mai puternice analgezice non-opioide, utilizat atdt in medicina
umana, cit si in cea veterinara. In prezent, Metamizolul este clasificat ca un analgezic non-
opioid, desi pentru mai multi ani s-a sustinut ca ar apartine AINS. Din ceea ce stim astazi,
clasificarea ca AINS este eronatd pentru cd, in contrast cu acestea, mecanismul sdu de
actiune se bazeazd pe inhibitia unei ciclooxigenaze centrale -3 (COX3). (9,10)
Indometacinul este un antiinflamator nesteroidian cu activitate antipiretica, analgezica si

antiinflamatoare extrem de eficienta. Din punct de vedere chimic, acesta este un indol-acid



acetic derivat, cunoscut de asemenea si sub denumirea chimicd de 3-acid acetic 1-(p-

chlorobenzoyl)-5 methoxy-2- methylindole .(11)

Meloxicamul, in comparatie cu alte antiinflamatoare nesteroidiene, este cel mai
potent inhibitor al biosintezei prostaglandinelor in exsudatul pleural si peritoneal i numai
un slab inhibitor al acesteia la nivelul tractului digestiv si la nivel renal. Profilul
farmacocinetic in cazul modelului animal (respectiv sobolan) este similar cu modelul

uman. Metabolitii sunt inactivi.(12,13)

Parecoxibul este un inhibitor selectiv al ciclooxigenazei 2 (COX-2), cu efecte
antinociceptive, antiinflamatoare si antipiretice foarte bune, carora li se adauga profilul de

siguranta la nivelul tractului gastro-intestinal.(14—16)
Capitolul 6. Sistemul endocanabinoid

Sistemul endocanabinoid este un complex format canabinoizi endogeni
(endocanabinoizi), substantele cu proprietati agoniste si antagoniste pentru acesti receptori
si a enzimele implicate in mecanismele de recaptare intracelulara si degradare a

endocanabinoizilor.(17)

Efecte oculare ale canabinoizilor

Anandamida produce vasorelaxare la nivelul arterei oftalmice bovine prin
intermediul antagonismului receptorilor CB1. In plus, s-a observat un rispuns timp-
dependent in artere oftalmice bovine inhibate prin antagonism la nivelul receptorilor

nucleari PPARa (peroxisome proliferator-activated receptor a).(18,19)

WINS55212-2 produce vasorelaxarea arterei oftalmice la bovine prin antagonismul
receptorului CBI1, de asemenea existdnd o inhibitie a acestei relaxdri asociatd denudarii

arterei oftalmice.(18,20)

In teorie, AINS ar putea produce efecte endocanabinoide proprii, prin cresterea
sintezei de anandamidad si 2-AG sau, alternativ, prin normalizarea nivelurilor deficitare
produse in sindromul dureros, toate acestea paralel cu efectele lor asupra sintezei de

prostaglandine. (21,22)

In final, studiile pot dovedi, in cel mai bun caz, ci existi o mediere via inhibitia
FAAH 1in ceea ce priveste efectele AINS, insd existd alte mecanisme principale

responsabile de componenta endocanabinoida a actiunilor AINS (23).
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Contributii personale

Capitolul 7. Ipoteza de lucru, scopul si obiectivele lucrarii

Date din literatura de specialitate arata ca vascularizatia polului anterior ocular este
complexd si supusd unor multiple sisteme de reglare , atat nervoasa cat si autacoida.
Prezenta lucrare si-a propus sa evalueze posibilitatea existentei unor sisteme de reglare

autacoida in teritoriul irian.

S—a lucrat pe sobolani masculi albinosi rasa Wistar anesteziati cu Ketamina. Cu
ajutorul unui sistem video cuplat la computer s-a inregistrat imaginea irisului maritd de
aproximativ 400X; s-au masurat diametrul arterial si diametrul venos inainte si dupa
administrarea diverselor substante propuse cercetarii. Ulterior, pe baza acestor date s-a

calculat variatia procentuala a diametrelor vasculare raportata la valoarea initiala.

Pentru a evalua existenta unui eventual tonus prostaglandinic s-a studiat pentru
inceput influenta Ibuprofenului- un inhibitor neselectiv al ciclooxigenazelor (COX) -
asupra diametrului vascular (atat arterial, cat si venos), iar rezultatele obtinute in acest
experiment au aratat ca Ibuprofenul produce vasodilatatie arterialda si venoasd. Analiza
atentd a imaginilor a aratat insa ca pe langa aceasta vasodilatatie, in urma administrarii de
Ibuprofen se produce de asemenea o crestere semnificativa a numarului de vase iriene, ca
si cum la acest nivel ar exista un pat vascular de rezerva ce contine vase sangvine colabate

care devin functionale sub influenta acestui medicament.

Intr-o prima etapa s-a pus problema daci Ibuprofenul produce vasodilatatie si
recruteaza vase sangvine nefunctionale prin scdderea productiei de prostaglandine ,
mecanismul sdu clasic de actiune, sau prin cresterea tonusului sistemului canabinoid
endogen. Este binecunoscut ca principalii canabinoizi endogeni determind vasodilatatie si
este de asemenea binecunoscut ca Ibuprofenul inhibd hidrolaza acizilor grasi aminati
(Fatty Acid Amide Hydrolase-FAAH)-una din principalele enzime de degradare a

canabinoizilor endogeni.



Cercetarile efectuate de noi au aratat ca Intr-adevar stimularea receptorilor
canabinoizi produce vasodilatatie atat arteriala cat si venoasa si recruteaza vase de rezerva ,
efectul lor fiind antagonizat specific prin blocarea receptorilor CB1. Dar ,blocarea
receptorilor CB1 nu antagonizeaza efectul Ibuprofenului nici in ceea ce priveste
vasodilatatia, nici in ceea ce priveste recrutarea vaselor de rezerva. Pe baza acestor date s—a
concluzionat cd efectul Ibuprofenului este datorat partial inlaturdrii unui tonus

prostaglandinic vasoconstrictor si partial cresterii disponibilului de canabinoizi endogeni .

In continuare , s-a cercetat dacd efectul Ibuprofenului este unul de clasi al
inhibitorilor nespecifici de COX si daca tonusul prostaglandinic constatat este dependent

de COXI1 sau COX2.
Experimentele ce au fost efectuate s-au derulat in urmatoarea ordine:

1. Influenta Ibuprofenului asupra motricititii vasculare la nivelul
teritoriului irian

2. Influenta Ibuprofenului asupra vaselor de rezerva.

3. Influenta canabinoizilor asupra motricitatii vasculare si efectul

asupra vaselor de rezerva in teritoriul irian

4. Influenta Diclofenacului asupra motricitatii vasculare iriene si
efectul asupra vaselor colabate, nefunctionale, de la acest nivel.

5. Influenta Meloxicamului asupra motricitatii vasculare si efectul pe
vasele de rezerva din teritoriul irian.

6. Influenta Parecoxibului asupra motricitatii vasculare in teritoriul
irian si efectul sau asupra vaselor de rezerva in acest teritoriu.

7.  Influenta Metamizolului asupra vascularizatiei iriene.

Capitolul 8. Material si metoda de lucru

Metodologie generala de lucru
In cadrul acestui capitol sunt prezentate testele si substantele utilizate pentru
realizarea studiilor experimentale, precum si analiza statisticd a rezultatelor obtinute

folosita in cadrul acestei lucrari.

Pentru experimentele efectuate s-au folosit sobolani masculi rasa Wistar (6 sobolani

per lot) cu greutate cuprinsd intre 250g si 350g, adusi in laborator cu minimum 3 zile

9



inainte de inceperea experimentelor. Pe toatd durata testelor animalele au fost tinute in
conditii standard de laborator. Experimentele au avut loc intre orele 9.00 si 15.00, in afara

testarii animalele avand acces liber la hrana si apa.
o Substante utilizate
Au fost utilizate urmétoarele substante:
- Ketamina 5% (Calypsol 50mg/ml produs de Gedeon Richter PLC HU)
- Pancuronium Bromide Hospira(GB)
- Diclofenac (Voltaren Ophtha CD 0.1% produs de Novartis Pharma Gmbh — DE)
- Meloxicam (Movalis vials 15mg/1.5ml produs de Boehrringer -ES)
- Ibuprofen sodic (furnizat de Sigma Aldrich)

- Indometacin (Indocollyre solutie oftalmica 0.1% - Laboratoire CHAUVIN S.A.,
Franta)

- Parecoxib sodic (Dynastat pulbere pentru solutie injectabild produs de Pfizer

Europe MA EEIG-Belgia)
- AM 281 (furnizat de Sigma Aldrich)
- WINS55212-2 (furnizat de Sigma Aldrich)
- Felodipina (5 mg Plendil tablete, producs de Astra Zeneca- GB)
- Ser Fiziologic pentru uz oftalmic (Isophy fiole Sml produs de Uriage, Franta)
- DMSO (Sigma Aldrich)
- Propilenglicol (Sigma Aldrich)

Substantele au fost administrare intraperitoneal sau topic. Astfel, Ketamina si
Pancuronium Bromide s-au administrat injectabil intraperitoneal, ludndu-se in considerare
datele toxicologice care aratd ca doza letala DL50 in cazul Ketaminei la sobolani este de
229 mg/kg [pentru injectarea intraperitoneald(ip)], iar DL50 in cazul Pancuronium

Bromide este de 479 ug/kg pentru injectarea ip si 436 ug/kg pentru injectarea subcutana
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(sc) (date preluate de pe http://toxnet.nlm.nih.gov). Dozele au variat astfel incat nu au fost

administrate doze mai mari de 1/5 din DL50.

e Protocol de lucru

Sobolanii au fost anesteziati cu Ketamind 5% -100 mg /kgc — injectata
intraperitoneal- mentindndu-se respiratia spontand si reflexul de clipire; la cinci minute
postanestezie animalele au primit pancuroniu 0,02%, 0,1ml/100g maséa corporald injectat
intraperitoneal pentru a induce miorelaxare, inregistrarea datelor incepand cu zece minute

mai tarziu.

Animalele anesteziate au fost plasate in decubit lateral intr-un dispozitiv de
contentie; un blefarostat a fost fixat la nivelul pleoapelor pentru acces optim atraumatic, la
nivelul globului ocular. Vizualizarea structurilor accesibile ale globului ocular s-a efectuat
cu ajutorul unui sistem optic (Navitar) conectat la o camera video ( Toshiba- IK — 642E),
montata pe un suport (produs de IOR, Romania) ce a permis focusul pe ochiul animalului,
folosindu-se de asemenea un convertor Pinnacle microVideo DC10+ conectat la un PC
ASUS X550JX-XX129D. S-au mai folosit un obiectiv de marire Nikon si un adaptor
(Navitar 1X adaptor 1-6015), permitand rezolutii in intervalul optim de microscopie optica.
Pe tot parcursul experimentelor s-a folosit o sursa de lumind rece (Dolan— Jenner Industries
Inc. model FiberLite series 180). Dupa alegerea zonei de interes (LPCA, respectiv o
incrucisare arterio-venoasd) de la nivelul irisului au fost selectate magnitudinea (maximum

400X), claritatea si luminozitatea optimé, incepand testarea propriu-zisa.

Pentru fiecare animal inregistrarile video au durat 10 minute; dupd primele 30 de
secunde prima substanta studiatd a fost instilatd la nivel ocular, urménd ca la secunda 330
sd fie instilatd a doua substanta studiata, fard a se atinge suprafata oculara; fiecare sobolan
a fost astfel propriul sdu martor. Temperatura substantelor instilate s-a mentinut constant la
37°C. Designul experimental a fost paralel, iar testarea s-a efectuat monocular (ochiul
drept).Pentru fiecare experiment in parte s-au folosit loturi de cate 6 animale carora li s-au
administrat in sacul conjunctival la momentele TOi si TO diferitele substante de studiat.

Astfel, fiecare sobolan a fost propriul sau martor.

® Analiza imaginilor

Pentru fiecare animal s-a obtinut o inregistrare video cu durata de 10 minute pentru

substantele analizate sub forma de fisiere “.avi”.
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Modificarile calibrului vaselor studiate inainte si dupa instilarea solutiilor au fost
evaluate prin masurarea diametrului lor la intervale fixe de timp, obtinandu-se 9 valori
diferite pentru fiecare vas; pentru fiecare inregistrare s-au masurat diametrele arterelor si
venelor, precum si numarul de vase vizibile, la momentele TOi ,adica imediat dupa
inceperea inregistrarii , T11,T21,T31,T4i( adica la secunda30, secunda 120, 210 si respectiv
300 secunde de la inceperea inregistrarii) si la momentele T1,T2,T3,T4 adica 330 secunde,
420 secunde, 510 si 600 secunde de la inceperea inregistrarii ( 30 sec, 120, 210 si respectiv

300 secunde de la administrarea solutiei de studiat).

Prelucrarea imaginilor s-a efectuat cu ajutorul programului Adobe Photoshop 7.0.
Pentru fiecare imagine selectata (60/60px) au fost calculate diametrele vaselor din 10 in 10
pixeli pe orizontalda, obtindndu-se cinci valori pe baza cédrora a fost calculatd valoarea

medie a diametrului vasului in momentul respectiv.

Pentru fiecare moment s-au efectuat cate 9 masuratori ale arterelor si venelor in
apropierea zonelor de incrucisare arterio-venoasa. Pe baza acestor parametrii masurati s-au

calculat procentele de variatie in timp a diametrelor arterelor si venelor dupa formula:
Drel = (Da- D01)/(D0i) X100
unde
Drel= variatia relativa a diametrului
Da = diametrul vasului la momentul determinarii
DO0i = diametrul vasului la momentul initial (TO1)

o Prelucrarea si analiza statistica a datelor

Prelucrarea statistica s-a facut numai pentru valorile diametrelor relative. Prelucrarea

datelor si imaginile grafice au fost obtinute cu ajutorul aplicatiei Microsoft Excel 97.

Pentru fiecare lot si pentru fiecare moment al determindrii s-au calculat valorile
medii si deviatiile standard separat pentru artere si vene. Semnificatia statistici a
diferentelor intre diferitele momente ale determindrilor s-a evaluat pentru fiecare lot in
parte, atat pentru artere, cat si pentru vene, cu ajutorul testului T student. Diferentele au

fost considerate semnificative statistic numai pentru p<0.05.
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o Avizul etic

Cercetarile experimentale realizate in cadrul acestei lucrdri au fost realizate in
conformitate cu Directiva Europeana 86/609/EEC/24.11.1986 si cu HG 37/30,01.2002
referitoare la protectia animalelor utilizate in scopuri experimentale sau pentru alte scopuri
stiintifice si s-au efectuat cu acordul Comisiei de Eticd a Universitatii de Medicina si

Farmacie ,,Carol Davila”

-

Capitolul 9.Influenta Ibuprofenului asupra motricitatii vaselor iriene

Ipoteza de lucru
Este binecunoscut 1n literatura de specialitate cd vasele iriene sunt supuse unor
procese complexe de control al motricitatii prin mecanisme nervoase, umorale, autacoide si

de alta natura.

Unii din principalii autacoizi prezenti practic peste tot in organism sunt fara discutie
derivatii acidului arahidonic si in special prostaglandinele. Prezenta cercetare isi propune
sd evalueze daca si la nivelul vaselor sangvine iriene prostaglandinele exercitd un control
tonic asupra motricitatii. Pentru aceasta s-a studiat influentarea diametrelor vaselor iriene
prin administrarea in instilatii conjunctivale de Ibuprofen, substantd binecunoscutd ca
avand proprietatea de a inhiba nespecific ciclooxigenazele (COX) si prin aceasta de a

scadea sinteza de prostaglandine.

Obiective

Obiectivul acestei etape a fost reprezentat de studiul efectului administrarii topice a
unor solutii de Ibuprofen sodic in doze echimolare de 1.15%, 2.3% si 4.6% asupra

diametrului vascular (atat arterial, cat si venos)

Pentru indeplinirea acestui obiectiv s-au realizat mai multe experimente: dupa

stabilirea caii de administrare,s-au definitivat intervalul de testare si relatia doza-efect
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pentru solutia de Ibuprofen sodic administratd in 3 doze echimolare, evaludndu-se ulterior

efectul dozelor respective asupra diametrului vascular.

Rezultate

Rezultatele sunt prezentate in graficele numarul 9.1 si 9.2

Variatia relativa a diametrului arterial comparativ cu TOi

Graficul nr 9.1 - Evolutia diametrului arterial dupa administrarea de Ibuprofen

La lotul numarul 1 la care a fost administratd o solutie de Ibuprofen in concentratie
de 1.15%, diametrul arterial a variat intre +4.6% si -10.36% fatd de valoarea initiala,
diferentele fiind nesemnificative statistic. Diametrul venos a variat intre -0.13% si
+11.24% , diferentele fiind de asemenea nesemnificative statistic.

La lotul numarul 2, la care a fost administratd o solutie de Ibuprofen in concentratie
de2.3%, diametrul arterial a crescut cu 0.8% fatd de valoarea initiald la momentul T3,

diferenta fiind nesemnificativa statistic si cu 11.6% la momentul T4 fata de momentul TO1,
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diferenta fiind semnificativa statistic pentru p=0.013. Diametrele venelor nu s-au modificat
semnificativ statistic dupa administrarea de Ibuprofen fatd de momentul initial.

La lotul numarul 3, la care s-a administrat o solutie de Ibuprofen in concentratie de
4.6%, diametrul arterial a Tnregistrat cresteri semnificative statistic si din ce in ce mai mari
in functie de cresterea duratei evaluarii, fiind de 16.6% la momentul T1, 33.46% la
momentul T2, 40.1% la momentul T3 si 41.12% la momentul T4 dupd administrarea de
Ibuprofen, fard sa existe variatii semnificative statistic ale diametrelor vasculare dupa
administrarea de ser fiziologic. Si diametrul venos a crescut semnificativ statistic dupa
administrarea de Ibuprofen, inregistrdnd cresteri de 28.7% la momentul T1, 32.18% la
momentul T2, 41.23% la momentul T3 si 41.23% la momentul T4 fatd de momentul initial.
Nici de aceastd datd, administrarea serului fiziologic nu a produs variatii semnificative

statistic ale diametrului vascular.

Variatia relativa a diametrului venos comparativ cu T0i

Graficul nr. 9.2-> Evolutia diametrului venos dupa administrarea de Ibuprofen

Discutii si concluzii de etapa
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Din datele prezentate mai sus rezultd ca Ibuprofenul in concentratie de 1.15% nu a
produs modificari semnificative statistic ale evolutiei diametrului arterial, Ibuprofenul in
concentratie de 2.3% a produs o crestere semnificativa statistic , dar numai la momentul
T4, adica la 5 minute de la administrarea Ibuprofenului , in timp de Ibuprofen in
concentratie de 4.6% a produs cresteri semnificative statistic si importante ,chiar peste 40%
din valoarea initiala, practic la toate momentele. Pe baza acestor date se poate afirma ca
Ibuprofenul a avut un efect vasodilatator semnificativ statistic , important din punct de
vedere cantitativ ,de vreme ce diametrul vascular a crescut cu mai mult de 40% si
dependent de doza .

Asupra venelor, Ibuprofenul a avut efect semnificativ statistic numai la doza mare,
respectiv 4.6%, cand a crescut diametrul venos tot cu mai mult de 40%, ca si in teritoriul
arterial.

In acord cu ipoteza de lucru enuntati mai sus, faptul ci Ibuprofenul a avut efect
vasodilatator ne permite sa afirmam ca este posibil ca la nivelul vaselor iriene sa existe un
tonus prostaglandinic vasoconstrictor. Inhibarea COX prin Ibuprofen a putut determina
scaderea concentratiei locale a unor prostaglandine vasoconstrictoare si prin aceasta s-a
putut realiza vasodilatatia constatatd de noi.

> Administrarea locala de Ibuprofen a produs o importantd vasodilatatie, atat
asupra venelor cat si asupra arterelor din teritoriul irian, efectul fiind Tnalt semnificativ
statistic si dependent de doza.

> Este posibil ca la nivelul vaselor iriene sd existe un tonus prostaglandinic

vasoconstrictor.

Capitolul 10. Influenta Ibuprofenului asupra vaselor iriene
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Fig 10.1. > Aspectul aceluiasi sector irian a) la momentul initial si b) dupa

administrarea de Ibuprofen 4.6%

Ibuprofenul a determinat o crestere semnificativa statistic si dependent de dozad a
numarului de vase vizibile pe inregistrare, aceastd crestere fiind importantd din punct de
vedere cantitativ, la doza mare de Ibuprofen numarul de vase vizibile crescand cu peste

40% fata de valoarea initiala.

Apreciem cé timpul de 10 minute alocat experimentului este mult prea mic pentru a
crede ca vasele care nu au putut fi initial vizualizate si au devenit vizibile dupa
administrarea Ibuprofenului sunt vase de neoformatie. De asemenea, nu putem identifica in
experimentul nostru, asa cum s-a derulat, niciun stimul care sd inducd neovascularizatie.
Mult mai probabil ni se pare sid credem ca este vorba de vase colabate, practic
nefunctionale, care devin functionale dupa administrarea de Ibuprofen; pare sa fie un pat
vascular de rezerva recrutat probabil prin diverse mecanisme, printre care si un mecanism

ce este interferat de Ibuprofen in conditiile modelului nostru experimental.

Intrucat principalul efect al Ibuprofenului este inhibarea sintezei de prostaglandine,
probabil ca aceste vase se mentin colabate printr-un tonus prostaglandinic vasoconstrictor.
Coreland rezultatele celor doua experimente, rezultd ca la nivelul vaselor iriene, existd un

tonus prostaglandinic vasoconstrictor.

1. La nivelul irisului pare sa existe un pat vascular de rezerva, a carui

activare poate fi influentata prin administrarea topica de Ibuprofen.

2. Vasele nefunctionale pot deveni functionale sub influenta probabil, a

diversi factori printre care si administrarea de Ibuprofen.
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3. Faptul ca Ibuprofenul dilatd aceste vase de rezerva sugereaza ca la acest
nivel existd un tonus prostaglandinic vasoconstrictor ce influenteaza activitatea acestui

pat vascular.

4. Tonusul prostaglandinic vasoconstrictor pare a fi mai intens la nivelul

vaselor de rezerva decat la nivelul vaselor functionale.

Capitolul 11. Influenta canabinoizilor asupra motricititii vasculare in

teritoriul irian

In urma rezultatelor obtinute mai sus, ne-am pus problema si cercetim dacd nu
cumva efectul vasodilatator al Ibuprofenului ar fi exercitat prin canabinoizi endogeni si nu

prin scaderea unui tonus prostaglandinic vasoconstrictor asa cum s-a aratat mai sus.

Pentru aceasta au fost efectuate trei serii de experimente. Mai intai s-a verificat daca
la nivelul vaselor iriene existd receptori canabinoizi a caror stimulare sa produca
vasodilatatie. Ulterior s-a cercetat care este subtipul de receptori canabinoizi implicati in
procesul de vasodilatatie, iar in final s-a cercetat daca vasodilatatia produsa de ibuprofen

este realizatd prin sau si prin intermediul acestor receptori canabinoizi.

Cercetari privind existenta receptorilor canabinoizi la nivelul vaselor iriene

Asa cum se arata mai sus, teoretic exista posibilitatea ca ibuprofenul sa fi produs
vasodilatatia constatatd de noi prin cresterea disponibilului de canabinoizi endogeni. Pentru
ca acesti canabinoizi endogeni sa produca vasodilatatie este imperios necesar ca la nivelul
vaselor iriene sa existe receptori canabinoizi. Pentru a studia acest efect, s-a cercetat
influenta substantei WIN 55212-2, un agonist neselectiv al receptorilor canabinoizi, asupra

motricitatii vaselor iriene atat vizibile cat si a celor considerate de noi nefunctionale.

Rezultate
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Graficul 11.1. - Variatia relativa a diametrului vascular arterial si venos si a vaselor

sangvine in functie de TOi pentru Solvent (DMSO: SF 1:3), WIN 55212-2 0,2%

Discutii preliminare

Din datele prezentate rezultd ca WIN 55212-2 a produs o vasodilatatie semnificativa
statistic atat asupra venelor, cat si asupra arterelor si de asemenea a crescut semnificativ
statistic numarul de vase vizibile fatd de momentul initial. Rezulta de aici ca la nivelul
vaselor iriene existd receptori canabinoizi a caror stimulare produce vasodilatatie. Totusi,
efectul WIN 55212-2 este apparent mai intens la nivelul patului vascular de rezerva
deoarece substanta WIN 55212-2 a crescut numarul de vase nefunctionale cu 28%, in
vreme ce diametrul vaselor vizualizate incd de la momentul initial a crescut cu numai 10%
in cazul venelor si cu numai 15% 1in cazul arterelor. Este posibil ca la nivelul vaselor
sangvine initial imposibil de vizualizat prin metoda noastra de lucru densitatea receptorilor
canabinoizi sd fie mai mare decat la nivelul vaselor sangvine initial functionale. Este de
notorietate n farmacologie ca efectul unei subtante asupra unui organ este cu att mai mare
cu cat densitatea receptorilor, respectiv numarul receptorilor pe care actioneazad substanta

respectivd este mai mare in acel organ. Pe baza acestor date nu putem preciza insad ce
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subtip de receptori canabinoizi sunt implicati in procesul de vasodilatatie constatat

deoarece substanta WIN 55212-2 este un agonist neselectiv.
Concluzii preliminare

1. La nivelul vaselor iriene exista receptori canabinoizi a caror stimulare produce
vasodilatatie

2. Asemenea receptori canabinoizi exista la nivelul tuturor tipurilor de vase sangvine
studiate.

3. Densitatea receptorilor canabinoizi pare sd fie mai mare la nivelul vaselor initial
colabate decat la nivelul vaselor functionale.

4. In acest moment nu putem face preciziri referitoare la subtipul acestor receptori

canabinoizi.

Cercetari experimentale privind subtipul de receptori canabinoizi implicati in
dilatarea vaselor iriene

Ipoteza de lucru.

Din datele prezentate mai sus rezultd ca existd receptori canabinoizi atat la nivelul
vaselor initial vizibile cat si la nivelul vaselor initial nevizibile a céror stimulare produce
vasodilatatie. Intrucat substanta WIN 55212-2 utilizata in experimentul precedent este un
agonist nespecific al receptorilor canabinoizi, nu se poate spune pe baza datelor de mai sus
care subtip de receptori canabinoizi, CB1 sau CB2, sunt responsabili de vasodilatatia
constatatd. Pentru a cerceta subtipul de receptori canabinoizi implicati in vasodilatatie s-a
procedat la experimentul de mai jos in care s-a evaluat in ce masura efectul vasodilatator al
WIN 55212-2 este antagonizat prin administrarea prealabild a substantei AM281 care este
un blocant specific al receptorilor canabinoizi CBI1.In ipoteza noastra, daci substanta
AM?281 antagonizeazd efectul WIN 55212-2 rezultd ca vasodilatatia este produsa prin
receptorii CB1. Dacéd substanta AM281 nu antagonizeaza efectul vasodilatator al WIN
55212-2 rezultd ca vasodilatatia este produsd prin intermediul receptorilor CB2 sau

eventual prin presupusul receptor endotelial.
Rezultate

In ceea ce priveste diametrul arterial, administrarea de AM281 nu a produs

modificari semnificative statistic ale diametrului vascular comparativ cu momentul initial;
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nici administrarea de WIN 55212-2 dupa administrarea AM281 nu a produs modificari

semnificative statistic ale diametrului vascular.

Nici in ceea ce priveste diametrul venos nu s-au inregistrat modificari semnificative
statistic ale diametrului vascular, nici dupa administrarea de AM 281 0,213%, nici dupa

administrarea de WIN 55212-2 ulterior administrariit AM281.

In ceea ce priveste aspectul cantitativ al vaselor sangvine, dupa administrarea AM
281 0,213% nu s-au inregistrat modificari semnificative statistic in acest sens. Dupa
adminstrarea de WIN 55212-2 ulterior administrarii AM 281, la momentul de T2 s-a
inregistrat o crestere de 4.36%, valoare la limita semnificatiei statistice (p=0.05)
comparativ cu momentul initial. La momentele T1, T3 si T4 nu s-au inregistrat modificari

semnificative statistic fatd de valoarea initiala.
Concluzii preliminare

1. Vasodilatatia produsa de canabinoizi la nivelul vaselor iriene este realizatd prin
intermediul receptorilor canabinoizi CB1 atat la nivelul vaselor initial vizibile, cat si la

nivelul vaselor initial nevizibile.

2. Reglarea canabinoidica a motricitatii acestor vase este foarte probabil o reglare de

tip fazic, nu o reglare de tip tonic.

3. Faptul ca doza de blocant utilizata a antagonizat total efectul agonistului asupra
vaselor functionale si numai partial efectul asupra vaselor de rezerva confirma ipoteza
lansata in experimentul precedent conform careia densitatea receptorilor canabinoizi (de
data aceasta sigur CB1) este mai mare la nivelul patului vascular de rezerva decat la

nivelul vaselor functionale.

Cercetari experimentale privind influetarea efectului ibuprofenului prin
administrarea prealabila de AM281, antagonist specific de receptori CB1

Ipoteza de lucru

Este posibil ca efectul vasodilatator al ibuprofenului sa se manifeste prin cresterea
disponibilului de canabinoizi endogeni. Aceastd ipotezd este intaritd de rezultatele
prezentate mai sus in care se aratd ca atat la nivelul vaselor initial functionale, cat si la

nivelul vaselor initial nefunctionale existd receptori canabinoizi de tip CB1 a céror
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stimulare produce vasodilatatie. Dacd aceasta ipoteza este corectd, ar trebui ca blocarea

receptorilor CB1 sa antagonizeze efectul vasodilatator al ibuprofenului.

Pentrul a verifica aceasta ipoteza, s-a procedat la experimentul ce urmeaza in care s-a
evaluat efectul ibuprofenului (4.6%) dupa administrarea de AM281, blocant selectiv al
receptorilor CB1. In viziunea noastri, daci blocarea receptorilor CB1 antagonizeazi
efectul vasodilatator al ibuprofenului rezultd ca ibuprofenul isi manifestd acest efect
vasodilatator prin cresterea disponibilului de canabinoizi endogeni. Dacd blocarea
receptorilor CB1 nu antagonizeaza efectul vasodilatator al ibuprofenului rezultad ca acest

efect al sdu se manifesta printr-un mecanism ce nu implicd canabinoizii endogeni.

Exista si o a treia posibilitate, aceea in care blocarea receptorilor CB1 antagonizeaza
partial efectul ibuprofenului. In aceastd situatie, ibuprofenul isi manifesta efectul sau
vasodilatator prin ambele mecanisme, atit cresterea disponibilului de canabinoizi

endogeni, cat si scaderea tonusului prostaglandinic vasoconstrictor.

Pentru a putea constata un eventual antagonism partial al efectului ibuprofenului,
este imperios necesar sa se compare efectul acestuia dupa administrarea prealabila de
blocant al receptorilor CB1, cu efectul ibuprofenului administrat fard blocarea prealabila a

receptorilor CB1.

Rezultate

In ceea ce priveste arterele, administrarea de AM281 nu a produs nici de aceasta dati
modificari ale diametrului vascular semnificative statistic fatd de valoarea initiala.
Administrarea de ibuprofen ulterioara administrarii de AM281 a crescut diametrul arterial
cu 1.07% la momentul T1, 5.57% la momentul T2, 24.71% la momentul T3 si cu 25.12%

la momentul T4, ultimele trei valori fiind semnificative statistic fatd de valoarea initiala.

In ceea ce priveste diametrul venos, administrarea de AM281 nu a produs modificari
ale diametrului vascular semnificative statistic fatd de valoarea initiald. Administarea de
ibuprofen ulterior administrarii AM281 a crescut diametrul venos cu 7% la momentul T1,
6.7% la momentul T2, 6.61% la momentul T3 si cu 6.72% la momentul T4, aceste valori

fiind diferite semnificativ statistic fatd de valoarea initial, cu exceptia momentului T3.
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In ceea ce priveste numirul vaselor sangvine, administrarea de AM281 nu a produs
modificari, dar administrarea de ibuprofen ulterior administrarii AM281 a crescut numarul
acestor vase cu 13% la momentul T1, mentindndu-se constanta la toate cele trei momente,

diferentele fiind semnificative statistic fatd de momentul initial.
Discutii preliminare

Din rezultatele prezentate se poate constata cd administrarea ibuprofenului ulterior
administrarii de AM281 a crescut semnificativ statistic fatd de mometul initial atat
diametrul cat si numarul vaselor functionale. Aceasta aratd ca blocarea receptorilor CB1 nu
antagonizeaza, sau cel putin nu antagonizeazd complet efectul vasodilatator al
ibuprofenului. Rezulta de aici céd efectul vasodilatator al ibuprofenului nu se produce sau
nu se produce exclusiv prin cresterea disponibilului de canabinoizi endogeni, ci printr-un
alt mecanism, sau si printr-un alt mecanism decat acesta. Desigur, acest alt mecanism poate
fi cel lansat ipotetic de noi in experimentele anterioare, respectiv diminuarea intensitatii
unui tonus prostaglandinic vasoconstrictor ce ar putea exista la nivelul ambelor tipuri de

vase iriene, atat vizibile cat si nevizibile.
Concluzii preliminare

1. La nivelul vaselor iriene de rezerva blocarea receptorilor CB1 antagonizeaza
partial efectul vasodilatator al ibuprofenului, aceastd antagonizare fiind de aproximativ
50%.

2. La nivelul vaselor functionale efectul vasodilatator al ibuprofenului se manifesta
foarte probabil prin doud mecanisme, atat prin cresterea disponibilului de canabinoizi
endogeni, cat si prin scaderea unui tonus prostaglandinic vasoconstrictor, contributia celor
doua fiind aproximativ egala.

3. La nivelul vaselor sangvine de rezervd, blocarea receptorilor CB1 nu
antagonizeaza practic deloc efectul vasodilatator al ibuprofenului.

4. La nivelul patului vascular de rezerva, efectul vasodilatator al ibuprofenului se
manifestd exclusiv, sau practic exclusiv, prin scidderea tonusului prostaglandinic
vasoconstrictor.

5. Aceasta diferentd de mecanism de actiune al ibuprofenului sugereaza ca la nivelul
vaselor sangvine initial vizibile existd un proces intens de sinteza de canabinoizi endogeni,
proces ce existd sau care este foarte slab exprimat la nivelul vaselor sangvine initial

colabate.
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6. Foarte probabil, numarul vaselor sangvine de rezerva reprezinta circa 13-14% din

numarul vaselor initial vizualizate prin metoda noastra de lucru.

Concluzii de etapa

1. La nivelul vaselor iriene ( artere si vene), atat nevizibile cét si vizibile, exista cel
putin doua sisteme de reglare a vasomotricitatii:

a) o reglare prostaglandinica ce este un sistem de reglare de tip tonic

b) o reglare canabinoidica ce este un sistem de reglare de tip fazic

2. Tonusul prostaglandinic de reglare a motricitatii acestor vase este mai intens la
nivelul vaselor sangvine considerate de noi vase de rezervd decat la nivelul vaselor
functionale.

3. Reglarea canabinoidica la acest nivel nu se produce prin intermediul receptorilor
canabinoizi de tip CB1, a caror stimulare produce vasodilatatie.

4. Densitatea receptorilor CB1 este mai mare la nivelul vaselor sangvine initial
colabate decat la nivelul vaselor sangvine ce au putut fi vizualizate inca de la inceputul
experimentelor.

5. Vasodilatatia determinatd de ibuprofen la nivelul vaselor sangvine initial vizibile
este realizatd prin doudmecanisme, atat scaderea tonusului  prostaglandinic
vasoconstrictor, cat gi prin cresterea disponibilului de canabinoizi endogeni.

6. Cele doud mecanisme precizate la punctul 5 intervin in proportii aproximativ
egale.

7. La nivelul vaselor sangvine initial colabate, vasodilatatia produsa de ibuprofen,
atunci cand acesta este administrat in doza mare de 4.6%, ca in cazul experimentului
nostru, se produce exclusive prin scaderea tonusului prostaglandinic vasoconstrictor.

8. La aceastd doza mare utilizata de noi, scaderea tonusului prostaglandinic
vasoconstrictor produsd de ibuprofen determind practic evidentierea tuturor vaselor
sangvine initial colabate.

9. Intrucat prin sciderea sciderea tonusului prostaglandinic vasoconstrictor au fost
evidentiate toate vasele iriene initial nevizibile, o eventuald crestere a disponibilului de
canabinoizi endogeni nu mai are cum sa fie pusd In evidentd 1n conditiile noastre

experimentale, desi ea, foarte probabil, exista.

10. in conditiile aritate mai sus, numirul vaselor sangvine colabate initial reprezinti
foarte probabil 13-14% din numarul de vase initial functionale.
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Capitolul 12. Influenta Diclofenacului asupra motricitatii vasculare si a

numarului de vase la nivelul teritoriului irian

Ipoteza de lucru

Din cercetarile prezentate mai sus rezultd cd Ibuprofenul are un efect vasodilatator
asupra vaselor iriene manifestat prin vasodilatatia vaselor initial vizibile — atat artere cat si
vene- si prin cresterea numarului acestor vase vizibile. S-a apreciat ca acest efect este
produs prin doud mecanisme, pe de o parte cresterea disponibilului de receptori
canabinoizi endogeni, pe de altd parte scaderea unui ipotetic tonus prostaglandinic
vasoconstrictor, cele doud mecanisme intervennind in proportie aproximativ egala- cel

putin in ceea ce priveste vasele initial vizibile.

Totusi, este posibil ca acea componentd ipoteticd prostaglandinica sd nu existe in
realitate, iar Ibuprofenul- pe langa cele doud mecanisme clasice( cresterea disponibilului de
receptori canabinoizi endogeni si scaderea sintezei de prostaglandine)- sa aiba de fapt si un

al treilea mecanism vasodilatator propriu, nedescris in literatura de specialtate.

Pentru a verifica aceastd ipoteza, s-a efectuat experimentul de mai jos in care s-a
cercetat dacd Diclofenacul, un alt inhibitor nespecific al ciclooxigenazelor, are efect
vasodilatator. In viziunea noastra, daci Diclofenacul prezinta efect vasodilatator rezulta ca
Ibuprofenul a dilatat vasele si prin scaderea unui tonus prostaglandinic vasoconstrictor.
Daca Diclofenacul nu dilatd vasele iriene, rezultd ca nu existd un tonus prostaglandinic
vasoconstrictor, iar Ibuprofenul a dilatat vasele printr-un alt mecanism, propriu acestei
substante. Nu se pune problema ca diclofenacul sa dilate vasele iriene prin cresterea
disponibilului de receptori canabinoizi endogeni deoarece Diclofenacul —chiar daca ar
creste disponibilul de canabinoizi endogeni- ar avea un efect de intensitate mult mai mica

decat efectul observat in cazul Ibuprofenului.

Rezultate

Dupa administrarea de Diclofenac in concentratie de Img/ml, diametrul arterial a
crescut cu 5.9% la momentul T1, cu 9.8% la momentul T2, cu 10.4% la momentul T3 si cu
11.9% la momentul T4, ultimele doua valori fiind semnificative statistic fatd de momentul

initial.

In ceea ce priveste diametrul venos, acesta a crescut cu 9.1% la momentul T1, cu

9.5% la momentul T2, cu 16.9% la momentul T3 si cu 13% la momentul T4, diferentele
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fiind semnificative statistic comparativ cu momentul initial pentru valorile de momentele
T1 si T3. Solventul nu a modificat semnificativ statistic diametrul vascular comparativ cu

momentul initial.

In ceea ce priveste numarul vaselor, Diclofenacul a crescut acest numar cu 12.4% la
momentul T1, cu 13,9% la momentul T2, cu 14,7% la momentul T3 si cu 20% la
momentul T4, diferentele fiind semnificative statistic fatd de momentul initial pentru

valoarea inregistratd la momentul T2.

Concluzii de etapa
1. Diclofenacul are un efect vasodilatator, atit asupra vaselor functionale,cat si

asupra vaselor initial colabate.

2. La nivelul vaselor iriene existd un tonus prostaglandinic vasoconstrictor a carui
diminuare ,in mod firesc, produce vasodilatatie prin scaderea efectului vasoconstrictor

prostaglandinic.

Capitolul 13. Influenta Meloxicamului asupra motricitatii vasculare in

teritoriul irian

Ipoteza de lucru

Din cercetdrile prezentate mai sus rezultd ca la nivelul vaselor iriene, atat initial
vizibile, cat si la nivelul celor colabate initial, existd un tonus prostaglandinic
vasoconstrictor. Diminuarea acestui tonus prostaglandinic vasoconstrictor prin
administrarea de inhibitori nespecifici ai ciclooxigenazelor are drept consecintd dilatarea

vaselor sangvine iriene, indiferent de substanta utilizata —Ibuprofen sau Diclofenac.

Se stie foarte bine din literatura de specialitate ca existd cel putin doua
ciclooxigenaze — COX1 si COX2 (24). Pentru a evalua care dintre acestea doud este
implicatd in producerea tonusului prostaglandinic vasoconstrictor amintit mai sus, s-a
efectuat experimentul de mai jos In care s-a cercetat efectul Meloxicamului- un inhibitor

specific al COX2 (25)- asupra vascularizatiei iriene. In viziunea noastra, daca
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Meloxicamul are efect vasodilatator, tonusul prostaglandinic vasoconstrictor este realizat
prin intermediul COX2.; daci Meloxicamul nu are efect vasodilatator, tonusul

prostaglandinic vasoconstrictor este realizat prin COXI1.

Loturi

S-a lucrat pe 3 loturi a cate 6 sobolani masculi albinogi rasa Wistar per lot ce au fost
anesteziati cu Ketamina si curarizati cu Rocuroniu.

La primul lot de sobolani ,solutia de Meloxicam a avut concentratia de 2.5% . La
lotul numarul 2, solutia de Meloxicam a avut concentratia de 5% iar la lotul numarul 3

solutia de Meloxicam a avut concentratia de 10%.

Rezultate

In ceea ce priveste diametrul arterial, nici solventul (serul fiziologic), nici
Meloxicamul nu au produs modificari ale diametrului vascular semnificative statistic, la
niciuna din cele trei doze utilizate, cu exceptia dozei maxime de Meloxicam ,respectiv
doza de 10%, in cazul careia s-a produs o scadere a diametrului arterial cu 14.2% la
momentul T2, valoare semnificativa din punct de vedere statistic comparativ cu momentul
initial.In ceea ce priveste diametrul venos, nici solventul , nici Meloxicamul nu au

determinat modificari semnificative statistic in acest caz.

In ceea ce priveste numarul de vase vizibile, Meloxicamul in concentratie de2.5% nu
a determinat diferente semnificative statistic fatd de momentul initial. Meloxicamul in
concentratie de 5% a crescut numarul vaselor vizibile cu 11% la momentul T1, cu 14.6% la
momentul T2, cu 14.8% la momentul T3 si cu 15.8% la momentul T4, aceste diferente
fiind semnificative statistic la momentele T3 si T4 comparativ cu momentul initial.
Meloxicamul 1n concetratie de 10% a crescut numarul vaselor vizibile cu 3,72% la
momentul T1, cu 9,8% la momentul T2, cu 13,5% la momentul T3 si cu 10,9% la
momentul T4, aceste valori fiind semnificative din punct de vedere statistic la toate
momentele, cu exceptia momentului T4. Administrarea solventului nu a produs modificari

semnificative statistic la niciuna din cele trei doze administrate.

Discutii de etapa

Din rezultatele prezentate mai sus rezultd cd Meloxicamul nu a produs efect
vasodilatator la nivelul vaselor functionale la niciuna din cele trei doze admininstrate.
Intrucat Ibuprofenul si Diclofenacul, doud substante care inhiba ambele ciclooxigenaze, au

avut efect vasodilatator, iar Meloxicamul —inhibitor selectiv al COX2- nu a avut efect
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vasodilatator, rezultd ca la nivelul vaselor sangvine vizibile tonusul prostaglandinic

vasoconstrictor este realizat prin intermediul COXI1.

Concluzii de etapa
1. Meloxicamul nu a produs vasodilatatie la nivelul vaselor sangvine iriene

functionale.

2 La nivelul vaselor initial vizibile, tonusul prostaglandinic vasoconstrictor este

realizat prin intermediul enzimei COX1.

3. Meloxicamul a crescut numarul de vase vizibile semnificativ statistic si

dependent de doza.

4. La nivelul vaselor initial colabate existd un tonus prostaglandinic

vasoconstrictor realizat prin intermediul COX2.

5. Foarte probabil, la nivelul vaselor initial vizibile tonusul prostaglandinic
vasoconstrictor este realizat exclusiv prin intermediul enzimei COX1, iar la nivelul vaselor
initial nevizibile tonusul prostaglandinic vasoconstrictor este realizat prin contributia

ambelor enzime, atdt COX1 cat si COX2.

Capitolul 14. Influenta Parecoxibului asupra motricitatii vasculare la

nivelul teritoriului irian

Ipoteza de lucru

Din cercetarile prezentate mai sus rezultd cd la nivelul vaselor iriene, atat
functionale, cat si initial nefunctionale, existd un tonus prostaglandinic vasoconstrictor.
Administrarea inhibitorilor nespecifici ai ciclooxigenazelor determina vasodilatatie la

nivelul patului vascular irian, indiferent de substanta utilizata- Ibuprofen sau Diclofenac.

Este binecunoscut in literatura de specialitate faptul cda Meloxicamul actioneaza ca
inhibitor specific COX2 la doze mici si ca inhibitor nespecific la doze mari(25-27). Luand
in considerare rezultatele prezentate in capitolul 13, Meloxicamul nu a produs efect
vasodilatator la nivelul vaselor iriene la niciuna din cele trei doze admininstrate. Intrucat
Ibuprofenul si Diclofenacul, doua substante care inhiba ambele ciclooxigenaze, au avut
efect vasodilatator, iar Meloxicamul —inhibitor selectiv al COX2- nu a avut efect

vasodilatator, s-a concluzionat ca la nivelul vaselor sangvine iriene studiate tonusul
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prostaglandinic vasoconstrictor este realizat prin intermediul COX1. De asemenea, in urma
experimentelor efectuate anterior am concluzionat ca cel mai probabil, la nivelul vaselor
functionale tonusul prostaglandinic vasoconstrictor este realizat exclusiv prin intermediul
enzimei COXI1, iar la nivelul vaselor initial nefunctionale tonusul prostaglandinic
vasoconstrictor este realizat prin contributia ambelor enzime, atit COX1 cat si COX2. In
acest sens, am decis sd studiem efectul Parecoxibului- inhibitor specific COX2- asupra

motricitatii vasculare iriene.

Loturi

S-a lucrat pe 3 loturi a cate 6 sobolani masculi albinosi rasa Wistar per lot ce au fost
anesteziati cu Ketamina si curarizati cu Rocuroniu.

La primul lot de sobolani ,solutia de Parecoxib a avut concentratia de 1% . La lotul
numadrul 2, solutia de Parecoxib a avut concentratia de 2% iar la lotul numarul 3 solutia de

Parecoxib a avut concentratia de 4%.

Rezultate

Rezultatele sunt prezentate in graficul 14.1.

Variatia diametrului arterial

Parecoxib 4%

Parecoxib1%

T4
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Graficul 14.1. Variatia relativd a diametrului arterial In functie de TOi folosind

Parecoxib in concentratii de 1%, 2% si 4%.

Concluzii de etapa

1. Administrarea topica a inhibitorilor selectivi COX2 (Meloxicam, Parecoxib)
nu a produs cresteri semnificative ale diametrului arterial intr-o manierd dependentd de
doza. Considerand COX1 sursa principald a sintezei tromboxanilor, precum si faptul ca
inhibarea sa determina vasodilatatie, in timp rolul principal al COX2 este sinteza
prostaciclinei, a carei inhibare produce vasoconstrictie(9,28) (29), putem emite ipoteza
existentei unui tonus prostaglandinic COX1-dependent.

2. La nivelul patului vascular irian exista cel putin 2 mecanisme de reglare

¢ O reglare de tip tonic, dependenta de prostaglandine

¢ O reglare de tip fazic, dependenta de sistemul canabinoid

Capitolul 15. Influenta Metamizolului asupra motricitatii vasculare

oculare in teritoriul irian

Ipoteza de lucru

Metamizolul este un pro-medicament ce se descompune in urma administrarii orale
in structurile corespunzitoare derivatilor de pirazolonda 1n a cdror clasa se
incadreaza(30,31). Metamizolul prezintd efect analgezic, antipiretic si spasmolitic.
Mecanismul responsabil pentru efectul sau analgezic este complex, bazandu-se in principal
pe inhibitia ciclooxigenazei-3 (COX3) si activarea sistemelor opioid si cannabinoid.(10)
Studiile efectuate pe aceastd substantd s-au concentrate pe efectul sdu analgezic post-
panfotocoagulare laser retiniand (32,33). Este deja descrisda in literaturd reducerea
semnificativa a durerii post-PFCL la pacientii cu retinopatie diabetica proliferativd odata
cu administrarea a 1g Metamizol cu 40 min inaintea inceperii procedurii, situatie observata

si in cazul pacientilor cu retinopatie diabetic non-proliferativa (33)
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Datorita mecanismului sdu de actiune complex si ludnd in considerare rezultatele
obtinute mai sus, in aceastd etapd ne dorim sd studiem efectele administrarii topice a

Metamizolului la nivelul vascularizatiei iriene.

Loturi

S-a lucrat pe 6 loturi a cate 6 sobolani masculi albinosi rasa Wistar per lot ce au fost
anesteziati cu Ketamina si curarizati cu Rocuroniu

Prima substantd administrata a fost solutia salind, apoi substanta studiata (Metamizol
2.5%,5%,10% si doze echimolare de Metamizol 3.33%,6.66%,13.33%). Designul

experimentului a fost paralel.

Rezultate

Asa cum se poate observa in graficele 15.1. si 15.2., Metamizolul a indus o usoara
vasoconstrictie ce a debutat incd din momentul initial pentru toate dozele studiate,
semnificatie statisticd obtinandu-se insd doar peentru dozele medii folosite (pentru doza de
5% p=0.04 , respectiv pentru doza de 6.66% p=0,02) si doar la momentul final (T4).
Totodata, pentru doza de Metamizol 10% am putut observa o tendintd catre vasoconstrictie

la limita semnificatiei statistice (p=0.053) inca din momentul T2.

10 1

0.07_0.75 1.28

B Metamizol 2.5%
B Metamizol 5%
Metamizol 10%

-13.4013.96

-15 -

-20

Graficul 15.1. Variatia relativa (raportatd la TOi) a diametrului vascular arterial in

momentul administrarii topice de Metamizol 2.5%,5% and 10%
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9.84

B Metamizol
3.33%

B Metamizol
6.66%

Metamizol
- B
20 13.33%

Graficul 15.2. Variatia relativa (raportatd la TOi) a diametrului vascular arterial in

momentul administrarii topice de Metamizol 3.33%,6.66% si 13.33%.

Concluzii de etapa

- Metamizolul a indus vasoconstrictie arteriald usoard pentru toate dozele
administrate, posibil mediatd via COX-1

- Semnificatie statisticd pentru vasoconstrictia arteriald am obtinut doar la momentul
final T4, dupd 5 minute de la instilare si doar in cazul dozelor medii de Metamizol (5%,
6.66%)

- Administrarea Metamizolului nu a modificat diametrului vascular intr-o maniera

dependentd de doza administrata.

Capitolul 16. Discutii generale

Motivatia alegerii acestui model experimental o reprezinta lipsa relativa a studiilor in
vivo asupra efectului administrarii topice a antiinflamatoarelor nesteroidiene asupra
vascularizatiei polului anterior in literatura de specialitate. Fluxul sangvin la nivelul

corpului ciliar este asigurat atat la nivelul muschiului ciliar, cat si la nivelul proceselor
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ciliare.(34) Un avantaj al studiului de fata il reprezintd folosirea in scop stiintific a

sobolanilor Wistar cu un iris slab pigmentat.

Capitolul 17. Concluzii generale si contributii personale

1. Ibuprofenul si Diclofenacul- doud substante ce inhiba COX neselectiv- au

crescut diametrul vascular in teritoriul irian

2. Ibuprofenul a determinat vasodilatatie arteriald Intr-o maniera dependenta
de doza.
3. Vasodilatatia indusd de Ibuprofen are la bazd doud mecanisme: scidderea

tonusului prostaglandinic vasoconstrictor si cresterea disponibilului de receptori de tip
CBI.

4. Administrarea inhibitorilor selectivi COX-2 (Meloxicam si Parecoxib) nu a
determinat cresterea diametrului arterial intr-o maniera dependentd de dozi; in cazul
Meloxicamului si Parecoxibului la doza medie de 2.3% am putut observa o tendinta catre
vasoconstrictie. Tindnd cont de faptul cd COX-1 este principala sursda a sintezei de
tromboxani si ca inhibarea sa determind vasodilatatie, in timp ce COX-2 are ca principal
rol sinteza prostaciclinelor, iar inhibarea sa stimuleaza vasoconstrictia, putem emite ipoteza

existentei unul tonus prostaglandinic COX-1 dependent (9,28)

5. La nivelul patului vascular al irisului existd cel putin 2 mecanisme de
reglare:
> O reglare dependenta de prostaglandine ce reprezintd un mecanism de

reglare de tip tonic.

> Un mecanism de reglare de tip fazic mediat de sistemul canabinoid.

6. Reglarea canabinoidd din teritoriul vascular al irisului este mediatd de
receptorii de tip CB1; stimularea acestor receptori determina vasodilatatie.

7. Metamizolul a indus vasoconstrictie arteriald usoara pentru toate dozele
administrate, posibil mediata prin COX-1.

8. Semnificatie statisticd pentru vasoconstrictia arteriald am obtinut doar la
momentul final T4, dupd 5 minute de la instilare si doar In cazul dozelor medii de
Metamizol (5%, 6.66%)

9. Administrarea Metamizolului nu a modificat dimensiunile diametrului vascular

intr-o maniera dependentd de doza administrata.
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Este binecunoscut in literatura de specialitate cd vasele iriene sunt supuse unor
procese complexe de control al motricitatii prin mecanisme nervoase, umorale, autacoide si
de altd naturd. Dupa cum am mai precizat, prezenta lucrare si-a propus sd evalueze

posibilitatea existentei unor sisteme de reglare autacoida in teritoriul irian.

In viziunea proprie, daci blocarea receptorilor CB1 antagonizeazi efectul
vasodilatator al ibuprofenului rezulta ca ibuprofenul isi manifesta acest efect vasodilatator
prin cresterea disponibilului de canabinoizi endogeni. Dacé blocarea receptorilor CB1 nu
antagonizeazd efectul vasodilatator al ibuprofenului rezultd cd acest efect al sau se

manifestd printr-un mecanism ce nu implicad canabinoizii endogeni.

Producerea umorii apoase este un proces metabolic activ sustinut de aportul de
oxigen si nutrienti si eliminarea reziduurilor metabolice la nivelul circulatiei ciliare(35).
Morfologia proceselor ciliare si vascularizatia aferentd variazd cu specia, desi sursa
arteriald anterioara si drenajul venos posterior sunt comune (35,36). Dimensiunea corpului
ciliar, precum si localizarea inaccesibila si organizarea vasculard complexa determind
dificultati in studiul hemodinamicii ciliare. Fara doar si poate, cateva observatii generale se
pot face in ceea ce priveste perfuzia bazald si fluxul sangvin la acest nivel (35). Luand in
considerare ca atat irisul ,cat si corpul ciliar fac parte din uvee, avand totodata origine
embriologicd comund, putem presupune ca rezultatele obtinute mai sus se pot aplica si in

cazul corpului ciliar.

Studii recente aratd scaderea paraleld a fluxului la nivelul corpului ciliar si a producerii
umorii apoase ca raspuns la vasoconstrictia indusa medicamentos , sugerand existenta unui
nivel critic al fluxului sangvin la acest nivel sub care productia umorii apoase este
nesustenabila(37). Astfel, realizarea unui substante medicamentoase cu administrare topica
pe bazd de Metamizol ar putea aduce beneficii importante pacientilor glaucomatosi datorita
atat efectului sau analgezic,cat si efectului vasoconstrictor ce ar putea fi implicat in

scdderea sintezei umorii apoase.

In momentul de fati tehnicile de chirurgie oculard si tehnologia aferentd au
inregistrat o evolutie remarcabild ce ar putea sustine o crestere constantd in viitorul
apropiat a folosirii antiinflamatoarelor nesteroidiene. Medicii oftalmologi se afla in postura
de a trebui sa aleaga intre a folosi corticosteroizi cu administrare topica si de asemenea cu
potentialele lor efecte secundare privind intarzierea procesului de cicatrizare si cressterea

presiunii intraoculare (la pacientii “steroid-responsive”) si folosirea antiinflamatoarelor
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nesteroidiene ce sunt deja folosite in mod curent pre si postoperator pentru controlul
inflamatiei, iar efectele lor asupra tensiunii intraoculare raman incd necunoscute, insa
costurile acestor substante medicamentoase fiind destul de mari. Cea din urma problema,
respectiv cea a costurilor, ar putea fi eliminata prin folosirea Metamizolului ale carui efecte
analgezice, antipiretice, spasmolitice si antiinflamatoare sunt deja cunoscute. In ciuda
folosirii lui prin administrare sistemica de aproximativ 90 ani si luand in considerare ca
literatura de specialitate demonstreaza un bun profil de sigurantd (38),nu existd studii
privind administrarea topicd a acestei substante. Cercetari recente au concluzionat ca
administrarea sistemica a Metamizolului asociaza mai putine reactii adverse comparativ cu
opioizii, iar profilul de sigurantd privind efectele adverse neurologice a fost superior

antiinflamatoarelor nesteroidiene (39).

Cu toate ca Incep sd se contureze dovezi stiintifice Incurajatoare, iIn momentul de fata
nu existd pe piatd nicio substantd medicamentoasa aprobatd pentru administrare topica
(oculard) cu rol modulator al sistemului endocanabinoid. Ambele tipuri de receptori
canabinoizi (CB1, CB2) au fost identificati in diverse tesuturi la nivel ocular (la om),
inclusiv la nivelul corneei (CB1) dupa cum am mentionat mai sus. Astfel, investigarea
riguroasa a receptorilor CB1 meritd Incurajatd in vederea dezvoltirii unor noi strategii de
control al analgeziei, iar activarea receptorilor CB2 este de real interes cand vine vorba

despre efectul lor antiinflamator.

De asemenea, realizarea unor combinatii fixe AINS/canabinoizi este promititoare
datorita potentialelor efecte sinergice in ceea ce priveste analgezia, determinand astfel o
reducere a dozajului si scaderea reactiilor adverse. Consider cd orientarea viitoarelor studii
in aceasta directie este cu atat mai interesanta cu cat noi argumente par sa sustind faptul ca
la nivelul sistemului nervos central efectele antiinflamatoarelor nesteroidiene sunt

dependendente de sistemul endocanabinoid.
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