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Lista abrevierilor

NO- nervul optic

NOA- nervul optic atrofiat

AV- acuitatea vizuala

CS- celule stem

CSE- celule stem embrionare

MO- maduva osoasa

CSM- celule stem mezenchimale
CSH- celule stem hematopoietice
CSPi-celulele stem pluripotente induse
PNR- pigmentul neural retinian

CSR — celulele stem retiniene

CSN - celulele stem neurale

CEPR- celulele epiteliului pigmentar a retinei

CGR- celulele ganglionare a retinei
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introducere
Actualitatea temei si gradul de studiere a acesteia.

Patologia nervului optic deseori duce la pierderea semnificativa a vederii cu scaderea
capacitatii de munca si invalidizare.Atrofia nervului optic ca cauza de deficienta a
vederii si orbire ocupa al 3-lea loc dupa glaucom si patologia retine, si constituie
aproximativ 14% [72].Potrivit datelor Organizatiei Mondiale a Sanatatii (OMS),
actualmente in lume exista 42milioane de persoane cu deficiente de vedere [19].
Prevalenta diverselor boli ale nervului optic, in clinica bolilor oculare este de
aproximativ 1-1.5%, din care 19-26% sa finalizat cu atrofia optica completa si orbirea
incurabila. 60-70% dintre acesti pacienti au pierdut vederea inainte de varsta de 15ani
si 30-40% de la 15 pind la 100 de ani. in Republica Moldova numirul total al
persoanelor cu dizabilitati de vedere constituie aproximativ 11000, dintre care cca 550
copii [118]. Atrofia optica in tabes si paralizia primara constituie una din manifestarile
precoce ale bolii. Frecventa ei este de circa 12% din cazurile de tabes, proportie care
se urcd la 50% in tabesul juvenil. In paralizia generala este mult mai rara (5%), mai
frecventa fiind in taboparalizie. Atrofia optica apare cel mai des intre 10-15 ani de la
infectia luieticd, mai des in jurul virstei de 40 de ani si mai ales in cazurile netratate
sau tratate insuficient [58].

Atrofia nervul optic este o boala polietiologica. Aproximativ 40,2% din atrofiile
nervului optic se dezvolta pe fundalul bolilor SNC, 13,2% din cauza intoxicatiilor,
12,3% din cauza aterosclerozei si boala hipertonica, 28,5% din cauza tulburarilor
circulatorii 1n vasele oculare, 6,5% din cauza traumelor, 7,4% alte cauze si in 20,4%
etiologia este neidentificata. Se desting urmatoarele grupe etiologice de pacienti cu
atrofia nervului optic: atrofia nervului optic postischemica — 71,4%, postinfectioasa —
14,2%, traumatica — 8,1%, dupa intoxicatii — 1,4%, glaucomatoasa— 4,9%. Pacientii
care prezinta factori de risc (boli neurologice, scleroza multipla , glaucom, arterita
temporald) trebuie monitorizati atent de cdtre un oftalmolog cu experientd in
neurooftalmologie.Pentru a sista evolutia procesului degenerative se administreaza

vasodilatatoare, vitaminoterapie, corticoterapie, heteroproteinoterapie [71]. Exista
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multe metode chirurgicale , care includ operatiile vazoreconstructive, cateterizarea
spatiului subtenon cu introducerea medicamentelor in aceasta zond, implantarea de
electroizi in discul nervului optic si transplant din diferite biomateriale (portiuni ale
muschilor oculari, tesutul adipos propriu, materialul conservat de cadavru donator —
alloplant). Se mai recomanda si o terapie ce ar favoriza procesele de oxidare, prin
mangan, tirotoxina etc [3,66]. Oricare ar fi cauza de atrofie a nervului optic, esenta
bolii este de a asigura fluxul sanguin in capilarele mici, care hranesc membranele si
fibrele nervului optic.

Din cauza cd metodele contemporane de tratament nu sunt suficiente pentru refacerea
zonei de atrofie sunt necesare noi optiuni pentru o restabilire mai eficienta a nervului
optic. Posibilitatea de a folosi terapia cu celulele stem la persoane care au suferit de
atrofia opticd au captivat imaginatia multor oameni de stiintd fiindca metodele
medicamentoase si cele chirurgicale tind sa mentina ce nu a fost atins de procesul de
atrofie, prin transplantarea celulelor stem este posibilda formarea unor tesuturi
functionale normale in nerv [55]. Din primele rapoarte pe modele animale, cercetarile
efectuate cu celulele stem au dus la progrese semnificative, datele preclinice au
demonstrat sigurantd, credibilitate, eficacitate ceea ce justifica cercetarile curente:
terapia pacientelor cu celule stem [35]. Regenerarea tisulara in atrofia nervului optic

cu celule transplantate apare ca o terapie noud pentru prevenirea deficientei de vedere

[121].



Scopul si obiectivele

Scopul

atrofiat.

Obiective

1 Modelarea nervului optic atrofiat pe animale de laborator (iepuri)

2 Alegerea grefelor celulare optime pentru transplant

3 Argumentarea cailor de administrare a grefelor celulare si eficacitatea tratamentului
cu celule stem .

4 Evaluarea rezultatelor obtinute in tratamentul atrofiei nervului optic prin terapie
celulard in diverse studii.

Importanta teoretica si stiintifica a temei

Atrofia nervului optic ocupa unul dintre primele locuri in lista formelor nozologice,
care duce la cecitate si deficiente de vedere. Deseori ea poate duce la invaliditate
permanenti. In prezent, diagnosticul, tratamentul si reabilitarea pacientilor cu atrofia
nervului optic se considerd o problema medico-sociald importanta. Tratamentul
actual desi a redus semnificativ orbirea , totusi evolutia atrofiei nervului optic spre
deficiente de vedere este inevitabild. Orice metoda noua care ar putea ameliora cit de
putin starea pacientului este bine venita. Terapia cu celulele stem a dovedit a avea un
potential n tratamentul NOA, metodele medicamentoase si chirurgicale tind sa
mentind ce nu a fost atins de procesul de atrofie , prin transplantarea de cellule stem
este posibila formarea unui tesut functional normal n nervul optic. Celule stem pot
furniza regenerarea zonelor deteriorate prin producerea diversilor factori de crestere

si a metabolitilor esentiali.



I ACTUALITA’[I IN TRATAMENTUL NERVULUI OPTIC ATROFIAT
1.1 Ce este atrofia nervului optic

Atrofia nervului optic — este devitalizarea partiala sau totala a fibrelor nervului optic,
care duce la deteriorarea sau pierderea vederii. Este 0 consecintd a diferitor procese
patologice, care afecteaza diferite portiuni ale canalului visual [60]. Din punct de
vedere clinic, atrofia de nerv optic se manifesta prin modificari de perceptie a culorilor
asociate cu alterarea structurii si aspectului macroscopic al ochiului, totul pe fondul

alterarii perceptiei si acuitatii vizuale [30].

1.2 Patogeneza nervului optic atrofiat

Fibrele nervoase a neuronului periferic a caii optice pot fi supuse unor influente ca
inflamatia, edem noninflamator, distrofia, dereglari de circulatie, toxine, deteriora- rea,
compresia (cu tumori, hematoame, chisturi, vase sclerozate, anevrizme), ceea ce duce
la distrugerea fibrelor nervoase si inlocuirea lor cu tesut glial si conjunctiv, obliterarea
capilarelor care le alimenteaza [58].
In plus, cu cresterea presiunii intraoculare se dezvolta colapsul membranei etmoido-
gliale a nervului optic, care duce la degenerarea fibrelor nervoase in locuri vulnerabile
si apoi la atrofia discului cu excavare, care decurge din locul de comprimare directa a
discului si perturbarea secundara a microcirculatiei [107].
in dependenta de localizare a procesului atrofia nervului optic poate fi ascendenti sau

descendenta cu defectele corespunzatoare in cimpurile de vedere [30].

1.3 Morfopatologia
Leziunile incep cu distrugerea tecilor de mielind. Acestea sint invadate de fagocite
(corpi granulosi) care transporta detritusurile grase, iar cilindrasii degenerati devin

moniliformi, pentru a fi Tn urma complet distrusi, fiind inlocuiti prin proliferari gliale

[58].



1.4 Simptomatologia si consecintele

Atrofia nervului optic se caracterizeaza printr-o scadere lenta, progresiva a acuitatii
vizuale (ajungind adesea pina la cecitate), care are loc concomitent cu aparitia
degenerescentei fibrelor optice, tulburari ale cimpului vizual (scotoame centrale,
centro-cecale, ingustarea concentrica , in sector, defecte de tip hemianopsic), eclipse
vizuale ca urmare a unor spasme ale arterelor retiniene ,tulburari pupilare (midriaza,
diminuarea sau abolirea reactiilor pupilare). Semnele obiective includ decolorarea
papilei nervului optic si strAmtorarea vaselor retinei. Cu timpul, papila apare alba, mai
intai temporal, apoi total, uneori cu aspect cenusiu, albastriu [71].

La examenul oftalmoscopic se disting doua tipuri de atrofii: atrofia primara sau atrofia
secundara.

Atrofia primara se caracterizeaza prin urmatoarele semne obiective: discul papilar

este de culoare alba, marginile papilei sunt bine delimitate, vasele mari retiniene au
calibru nemodificat. Semnele subiective se manifestd prin reducerea acuitatii vizuale,
ingustarea concentrica a cimpului vizual si alterarea simtului cromatic.
Atrofia secundara se manifesta prin decolorarea papilei, margini sterse, Uneori cu o
atrofie corioretiniana si depozitari de pigment in jurul papilei [62]. Vasele retiniene
sunt, de obicel, ingustate. Atrofia poststazica se distinge nu numai prin margini sterse,
ci si prin dimensiuni mari ale dicului, care este usor proeminent. Vasele sunt putin
turturoase, iar venele dilatate moderat. Cu timpul, marginile discului devin, de
asemenea, nete proeminenta lipseste,iar atrofia secundara nu se deosebeste de cea
primara [70,71].

Diagnosticul de atrofia nervului optic este foarte grav [47]. Atrofia de nerv optic duce
in final la cecitate. Daca aceasta afectiune nu este descoperitd la timp si cauza ei nu
este tratatd prompt, prognosticul pacientului este rezervat. Tratamentul precoce poate

salva insa vederea pacientului [2].



1.5 Metodele actuale de tratament medicamentos.

Pentru tratamentul atrofiei nervului optic, astazi se aplica medicamentele care
imbunatatesc circulatia sistemica. Avind in vedere gama larga de produse , ne-am decis
sa ne oprim la grupurile cele mai des utilizate [71]:

Vasodilatatoarele imbunatatesc circulatia singelui si alimentarea nervului. Ele
reprezintd grupul cel mai extins, care includ: no-spa, papaverina, acidul nicotinic,
dibazolul, aminofilina, trentalul etc. Ca rezultat, s-a marit sensibilitatea la lumina la
jumatate din pacienti s1 sa extins cimpul de vedre la 40%din pacienti [65,110].

Pentru a imbunatati procesele metabolice in tesuturile nervului si de a stimula
regenerarea tesutului modificat, se indica stimulatori biogenici (extract de aloe) ,
vitaminele (B1, B2, B6, Ascorutinum), enzimele (fibrinolizina, lidaza) , aminoacizii
(acid glutamic), imunostimulatoarele (eleutorokokk, ginseng).

Procesele inflamatoare se amelioreaza prin utilizarea medicamentelor hormonale
(prednison, dexametazona),dar imbunatatirea functionarii sistemului nervos central cu
Cerebrolysin sau Cavinton [2,116].

Studiile efectuate in privinta utilizarii antagonistelor de calciu , nifedipinei la bolnavii
cu atrofia nervului optic au aratat efectul de imbunatatire a functiei vizuale la 40,1%
dintre pacienti, care a fost de scurtd duratd. Avind in vedere durata scurtd de actiune a
medicamentelor, a fost activ aplicatd o strategie de tratament complexa — tratamentul
medicamentos 1n combinatie cu metode fizioterapeutice sau chirurgicale
(electrostimularea percutana, magnetoterapia, Stimularea laser, ultrasunet etc.)
[108,103].

1.6 Metode de Tratament fizioterapeutic.

Problema tratamentului atrofiei nervului optic a fost si continud sa fie atit importanta
din punct de vedere medical, cit si socio-economic. Pe linga metodele clasice, in
ultimul timp, datorita progresului tehnico-stiintific au fost elaborate o serie de metode

noi, care completeaza si sporesc eficacitatea tratamentului NOA [109,122].
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1.6.1 Electrostimularea

Electrostimularea cailor vizuale conducatoare prin pleoape — este astazi larg folosita
in oftalmologie. Excitarea sistemului vizual se efectueaza cu impulsuri de curent
electric in regim de pachete, care modeleaza caracterul activitdtii neuronilor si
corespund activitatii electrice a analizatorului vizual. Transportul impulsurilor
curentului electric este identic transportului excitatiei pn analizatorul vizual. Alegerea
parametrilor curentului stimulant si corectia lor se efectueaza strict individual in functie
de particularitatile starii sistemului vizual al pacientului si caracterul evolutiei bolii.
Puterea curentului electric produce la pacient fenomenul «fosfeny (senzatie de
iluminare 1n ochi). Totodata, sub actiunea electrostimularii se dilata vasele sangvine,
se activeaza procesele oxidativ-reparative, se amelioreaza trofica tesutului nervos si ca
urmare — cresc functiile vizuale, inclusiv AV, vederea periferica, creste rezerva de
acomodatie, se imbunatatesc indicii electrofiziologici. Conform datelor diferitor autori
aceastd metoda de tratament a fost efectiva la 60-81% de pacienti, care sufereau de
ANO [36,120,113].
1.6.2.Stimularea Laser

In prezent, tratamentul cu razele Laser ocupd un loc important printre alte metode de
tratament pleoptic. Iradierea laser de intensitate joasd produce actiune TInalt
stimulatoare asupra organului vizual. Ameliorind microcirculatia in tesuturi, ea duce la
activizarea proceselor biochimice in epiteliu pigmentar al retinei, diminuand
fenomenele inflamatorii,edemul. La efectuarea laserstimularii, s-a constatat
imbunadtdtirea vederii centrale si vederii cromatice. Tratamentul cu razele laser este
indicat in cazul bolilor oculare de caracter inflamator, vascular si functional. Actiunea
laser se efectueaza prin iradierea rosie monocromatica, iradierea impulsiva si iradierea
impulsiva infrarosie. Au fost create laserul heliu-neon si laserul argon. Se considera,
ca laserul heliu-neon, unde pentru stimulare este utilizat flux de lumina monocromatica
cu lungimea de unda 620-650 nm este mai eficient, deoarece conurile sunt mai sensibile

la aceastd lungime de unda [120,116].
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1.6.3 Magnetostimularea

Stimularea electromagnetica este consideratd ca o metoda efectiva de tratament al
NOA. Excitantii electromagnetici de diferite tipuri stimuleaza functiile ochiului prin
ameliorarea hemodinamicii, activizarea proceselor metabolice, cresterea potentialului
energetic al tesuturilor. Conform publicatiilor de specialitate campul magnetic,
actionand ca excitant, poate provoca reactia de raspuns a organismului conform tipului:
antrenare, activare si stres. In medicina se foloseste mai des reactia de activare cu efect
therapeutic: vazodilatator, spasmolitic, antiinflamator, antiedemic, imunostimulator si
sedative [36,108,114,]
1.6.4. Reflexoterapia

In publicatiile de specialitate sunt prezente date referitor la eficienta tratamentului
acupunctic in patologiile bolilor oculare. Punctele supuse stimularii sunt localizate in
zonele biologic active ale regiunii paraorbitale si care sunt considerate ca zone de
proiectie a ochiului, asemenea zonelor Zaharin-Ghed, cu existenta conectiilor
viscerodermali si dermoviscerali. Actiunile asupra punctelor biologic active se pot
efectua inclusiv sub forma de masaj, actiuni termice, electrice si luminoase locale a

surselor de iradiere infrarosie si rosie [4,36].

1.7 Tratamentul interventional si chirurgical

in atrofia nervului optic se aplica unele metode chirurgicale de tratament. Dupa
principiu de interventie chirurgicala pot fi distinse urmatoarele grupe[117]:
1.7.1 Operatii vasoreconstructive
Acestea includ metode de restribuire a fluxului sangvin la nivelul ochiului prin
consolidarea fluxului sangvin magistral in artera oftalmica. Aceastd metoda se
efectueaza prin: ligatura arterei carotide externe, intersectia ramurilor faciale a arterei
oftalmice frontale si supraorbitale, precum si ramurile arterei carotide externe angulare,
occipitale si parietale, utilizarea arterei temporale superficiale pentru revascularizarea
ochiului. Dezavantajul acestei metode este dilatarea cailor colaterale si formarea a

multor vase mici in tesutul retrobulbar ,dilatarea membranelor globului ocular si
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nervului optic, ceea ce poate duce la recalibrarea ramurilor mari a arteriei oftalmice.
Citeva luni mai tirziu pot fi create conditii nefavorabile pentru alimentarea nervului
optic si fluxul de fluid intraocular din ambele parti, care ar putea duce la cresterea
tensiunii intraoculare, paloarea discului optic, formarea excavatiei marginale.
Avantajul acestei metode constd in impactul asupra hemodinamicii. Contraindicatii:
patologia arterei carotide interne [111,125].

1.7.2 Operatii extrasclerale.

Acest grup include interventiile chirurgicale pentru a stimula o inflamatie aseptica in
spatiul lui tenon. Existd multe metode legate cu introducerea in spatiul tenon al ochiului
materiale scleroplastice. Cu acest scop se utilizeaza autofascia, sclera, dura mater,
cartilaj, brefotesut, burete de colagen, etc. Multe din acestea interventii conduc la
stabilizarea hemodinamicii, proceselor metabolice din partea posterioara a ochiului si
la imbunatatirea functiilor vizuale [96]. Lucrdrile experimentale cu privire la
introducerea alogrefelor in spatiul lui tenon indica la posibilitatea de revascularizare a
globului ocular si a nervului optic. Astfel, studiile au aratat cd interventiile
scleroplastice nu sunt destul de eficiente din cauza cd se revascularizeaza doar
portiunea locala a globului ocular. In cele mai multe cazuri, efectele hemodinamice
acestui tip de interventie este slab si de scurta durata, deoarece dupa ce se micsoreaza
procesul de inflamatie restructurarea si ingrosarea sclerei este insotitd de o scadere
treptata a numarului de vase cicatrizate, care regleaza fluxul de singe local. Rezultatele
pozitive ale acestor interventii pot fi explicate nu atit prin efectul de revascularizare ,
cit prin efectul de biostimulare a tesuturilor implantabile [112,119].

1.7.3 Operatii decompresive

Acest grup reuneste doud tipuri de interventii: disectia canalului scleral si disectia
canalului osos a nervului optic[7]. Ele sugereaza reducerea stazei venoase in vasele
retinei si a nervului optic, precum si deblocarea transportului axoplasmatic.
Confirmarea acestora au fost studiile experimentale pe ochi umani izolati, in care o
incizie a inelului scleral posterior cu 0,8-1mm mareste diametrul sau interior de la 1,5

la2-2,5mm, si doua taieturi maresc diametrul pina la 3mm. Extinderea canalului scleral
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creeaza conditii mai bune pentru functionarea fibrelor nervului optic si reduce flexia
fasciculului vascular prin marginea inelului scleral in excavarea glaucomatoasa
formata [11,96].

1.7.4 Revascularizarea corioidiana.

Pinad in prezent, cel mai frecvent se practica operatiile de revascularizare , adica
implantarea in spatiul supracoroidian al fasciculului de fibre muschilor oblici sau
drepti, membrana lui tenon, conjunctiva, benzile episclerei cu ramuri terminale a
arterelor ciliare anterioare pentru a imbunatati hemodinamica partilor periferici a
nervului optic [11,14].

1.7.5 Transplantarea diferitor biomateriale

Exista metoda de tratament a atrofiei nervului optic, cu biomaterialul Alloplant, care
este capabil sa stimuleze regenerarea capilalelor. Biomaterialul reprezinta o placa de
tesut conservat a donatorului, cu o adanciturd profunda la unul din capetele sale.
Aloplantul se introduce in spatiul supracoroidal al ochiului, atent se aduce spre polul
posterior al ochiului, unde in membranele oculare intra nervul optic, si se planteaza cu
adincitura pe nervul optic. Prin acest biomaterial strabat vasele sclerei , care ajung spre
nervul optic si normalizeaza circulatia capilara, eliminind atrofia nervului optic.
Dezavantajele acestei metode sunt: traumatizarea, riscul reactiilor nefavorabile la
materiale alogene. Exista risc excesiv de cicatrizare, care poate deteriora retina sau
duce la compresia nervului optic. Rezultatul tehnic constd in reducerea orbirii si
deficientei de vedere in atrofia nervului optic prin restabilirea structurii si functiei

nervului optic [35,115].

1.8. Terapia celulara

Organismul uman este 1n stare sa se autorepare, adica sd regenereze tesuturile
deteriorate, proces in care un rol important i1 este atribuit celulelor stem capabile sa
stea la baza formarii diferitelor tesuturi in caz de necesitate[68]. Pionieratul in
efectuarea cercetarilor respective ii apartine savantului A.Fridenstein, care in 1960 a

initiat nu numai studierea acestor elemente ca celule predecesorii hematopoietice, dar

14



si elucidarea rolului lor in regenerarea altor tesuturi [126]. Terapia cu celulele stem este
0 modalitate de tratament pentru diferite boli degenerative. Capacitatea celulelor stem
de a repara tesutul deteriorat si a regenera celulele pierdute, face terapia cu celulele
stem o optiune de tratament atractiva. Terapia cu celulele stem a fost evaluata in atrofia
nervului optic si primele rezultate au fost incurajatoare [55]. Celulele stem au 3
caracteristici importante : se autoreinoiesc, au capacitatea de a se diferentia in tipuri
celulare specializate si capacitatea de a reconstrui un tesut [10]. Dupa capacitatea de
diferentiere deosebim celule: a) totipotente — sunt produse prin furnizarea unui ovocit
cu spermatozoid. Tot celulele totipotente sunt si cele aparute dupa primele diviziuni
ale ovocitului fecundat. Acestea se pot diferentia in orice tip de celula, sunt capabile sa
formeze o placentd si un embrion intreg; b) pluripotente — sunt descendente ale
celulelor totipotente. Se pot diferentia in toate tipurile celulare, cu exceptia celulelor
totipotente. Sunt capabile sa formeze tesuturi derivate din toate cele trei foite
embrionare (endoderm, mezoderm ti ectoderm); ¢) multipotente — sunt celule care
produc celulele dintr-o singura familie, progenitori ai celulelor din diferite tesuturi
(celule stem hematopoietice se vor diferentia in celulele sanguine: hematii, celule albe,
trombocite etc.). Au un potential regenerativ imens si isi reinnoiesc continuu
populatiile celulare; d) unipotente — aceste celule pot produce un singur tip de celule ,
dar au proprietatea de a se reinnoi , ceea ce le diferentiaza de celulele non-stem [40].
Celulele stem sunt o forma primitiva a tuturor celulelor specializate din organism, in
urma diviziunelor succesive, celula este capabila sa produca celule specializate inclusiv
si nervoase. Celulele stem le putem obtine din diferite parti ale corpului uman nu numai
de la embrioni, fetusi sau singe ombelical. Diferenta este cd celulele stem mature au
nevoie de asistentd, pentru transdiferentierea acestora. In terapia nervului optic atrofia
pot fi utilizate urmatoarele tipuri de celule: celule stem embrionare, celule stem
derivate din maduva osoasa, celule stem mezenchemale, celule stem hematopoietice si

celule stem din cordonul ombelical [21,29].
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1.9 Tipuri de celule stem cu potential in terapie
1.9.1 Celulele stem embrionare

Celula stem embrionara este difinitd ca o celuld care poate fi reinnoita prin repetate
diviziuni si diferentiatd in oricare dintre cele 200 sau mai multe tipuri de celule din
corpul uman. Aceste celule sunt totipotente si rezultd opt celule din faza de morula. In
afara de dezvoltarea normald, CSE au mai fost diferentiate in vitro in celule neuronale
si chiar a epiteliului pigmentat, desi controlul dupd diferentierea lor a fost destul de
dificil. Aceste celule pot contribui la recuperarea functionala a nervului optic atrofiat
prin reconstruirea celulelor ganglionare retinieni, remielinizarea sau regenerarea
axonilor. Multe celule exprimda markeri neuronali, inclusiv nestina, beta-tubulina si
microtubuli asociati cu proteina [98]. Dupa transplantarea celulelor stem embrionali in
spatiul retrobulbar si nervul optic a sobolanilor si soarecilor, care au fost modele
animale cu degenerarea retinei si atrofia nervului optic,celulele stem s-au diferentiat in
celule neuronale normale. Au fost restabilite functiile vizuale si integritatea
fotoreceptorilor pentru mai mult de 60 de zile [79]. Dar sunt citeva etape care trebuie
depasite inainte ca celulele stem embrionare sa fie aplicate in studiile clinice umane.
Una din probleme este cea etica, accesul interzis la embrioni limiteaza cercetarile. De
asemenea celulele stem embrionare umane trebuie sa treaca teste riguroase si proceduri
de purificare Tnainte ca aceste celule sd fie folosite ca sursd pentru regenerarea
tesuturilor [88]. Pentru a demonstra pluripotenta celulelor stem embrionare, pentru
aceasta se injecteaza celulele stem embrionare umane unui soarece imunocompromis
(pentru ca celulele sa nu fie distruse de sistemul imun al gazdei), ca consecinta celulele
pluripotente vor dezvolta o teratoma (tumora benigna ce contine celule din toate cele
trei foite embrionare). Folosirea celulelor stem embrionare este asociatd atit cu
probleme etice cit si metodologice. Imortalitatea impreund cu polipotenta acestor
celule pot genera un potential malign. Problemele etice si legale au impiedicat
cercetarile ample pe aceste celule si au supus dubiilor folosirea celulelor stem

embrionare pe oameni [27].
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1.9.2 Celule stem derivate din maduva osoasa

Celulele stem derivate din maduva osoasa au fost propuse ca o potentiald sursa de
celule pentru medicina regenerativa. Aceasta se bazeaza pe presupunerea, ca celulele
stem umane 1zolate din MO sunt plastice si sunt capabile sa se transdiferentieze in tesut
corespunzator altor organe [97,88]. Identificarea celulelor stem foarte mici,ca celule
embrionare, in maduva osoasa sustine ideea cad acest tesut contine o populatie de celule
stem primitive,care, daca este transplantat impreuna cu celulele stem umane, ar putea
sa regenereze tesutul deteriorat in anumite valori experimentale. Celulele din maduva
osoasa sunt aspirate cu usurintd si in conditii de sigurantd. Dupa administrarea
anesteziel locale, aproximativ 10 ml de maduva osoasa este aspirat din crista iliaca,
folosind un ac de aspiratie steril. Prin citometrie de flux, s-a constatat ca celulele
fibroblastice obtinute prin cultivarea unei fractiuni mono-nucleare de aspirat de
maduva osoasa, a avut urmatorul fenotip: CD13 +, CD34, CD44 +, CD45 ', CD49b +,
CD54 +, CD90 +, CD1051, CD1064 ", CD117 +, HLA-ABC *, HLA-DR. In timp ce
celulele stem din MO au un potential limitat de diferentiere fatd de celulele stem
embrionare obtinute prin cultivarea celulelor de blastocist, utilizarea lor este mai
sigura. Mai mult decat atat, din punct de vedere etic, ele sunt mai acceptabile pentru
utilizarea clinica. Terapia pe baza de celule stem a fost testatd pe modele animale pentru
mai multe boli, inclusiv si pentru atrofia nervului optic. Rezultatul tehnic este
imbunatatirea sau stabilizarea functiei vizuale, extinderea limitelor campului de
vedere, accelerarea procesului de hemodinamica la nivelul retinei si nervului optic.
Maduva osoasa este un tesut ideal pentru studierea celulelor stem, din cauza
0soasa pot fi usor investigate [7,24].
1.9.3 Celule stem mezenchimale

Una din metodele promitatoare de tratament al diferitor oftalmopatologii insotite de
procese distrofice si atrofice, cum ar fi atrofia nervului optic, miopia, degenerescenta
maculara, poate fi utilizarea de celule stem mezenchimale. CSM au un numar de

avantaje semnificative: pot oferi regenerarea zonelor deteriorate prin producerea
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diferitor factori de crestere si a metabolitilor cheie, sunt capabile de a implementa
programul de proliferare si diferentiere; se pot integra in zonele schimbate a retinei si
forma celule cu fenotip retinal . Desi un studiu a constatat ca CSM se diferentiaza in
celule care se asemand mai mult cu microglia si nu cu neuronii retinieni, alte studii au
aritat ci CSM se pot diferentia in neuronii retinieni in vivo si in vitro [18,83]. Intr-un
model de sobolan, au fost injectate CSM 1in cavitatea vitroasa si s-a dovedit maturizare
(cu expresia neuronului specific anolaza si neurofilamentelor) si secretia de CNTF,
bFGF si BDNF pentru cel putin 4 sdptdmini. Studiile pe animale au demonstrat, de
asemenea, ca transplantul subretinian de CSM stopeaza degenerarea retinei si pastreaza
functia ei printr-un raspuns trofic [49,17]. Foarte recent, administrarea intravenoasa de
CSM a demonstrat prevenirea pierderii fotoreceptorilor si conservarea fuctiei vizuale
in atofia nervului optic. Astfel, studiile au aratat ca utilizarea celulelor stem
mezenchimale este singura modalitate eficientd si patogenic justificatd metoda de a
tratata nervul optic atrofiat si retinita pigmentara [6].
1.9.4 Celule stem hematopoietice

Celulele stem hematopoietice sunt celule multipotente care dau nastere la toate
tipurile de celule din sange, inclusiv mieloide (monocite, macrofage, neutrofile,
bazofile, eozinofile, eritrocite, megacariocite/plachete, celule dendritice) si tulpini
limfoide (celule T, celule B, NK-celule) [89,67]. In referire la fenotip,celulele stem
mezenchimale sunt identificate prin dimensiunile lor mici, lipsa de markeri clonali,
coloratie scazuta de coloranti vitali, cum ar fi rodamina 123 sau Hoechst si prezenta pe
suprafata ;a diversilor markeri antigenici: CD34, CD38, CD90, CD133, CD105, CD45
s, de asemenea, c-kit si receptorul factorului de celule stem [23,101]. Otani a
demonstrat ca CSH contin precursori endoteliali, care stabilizeaza si salveaza vasele
retinei complet degenerate. Unele rapoarte au demonstrat posibilitatea de administrare
intravitreana de celule mononucleare autologe derivate din maduva osoasa la pacientii

cu retinopatie degenerativa, care au aratat rezultate promitatoare [39].
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1.9.5 Celule stem fetale

Celulele stem fetale sunt celulele retinei fetale. Fiind imature, aceste celule pot forma
legaturi intrinseci. Studiile anterioare au ardtat ca, inainte de a forma conexiunile
sinaptice, celulele ganglionare retiniene pot regenera dupa axotomie si naviga prin
chiasma optica [56]. S-a propus ca, fotoreceptorii imaturi ar putea avea, de asemenea,
capacitatea de a se reconecta la SNC dupa transplant. Au fost testate celulele fetale
progenitoare retiniene derivate dintr-o serie de specii de mamifiere, inclusiv sobolani,
porcine si la om [105,123]. S-a demonstrat ca, celulele fetale progenitoare retiniene de
la sobolani sunt capabile sd se extinda pe larg, exprimand markerii fotoreceptori.
Transplantul de celule fetale progenitoare retiniene care rezultd supravietuirea si
diferentierea tesutului grefat sa dovedit a fi asociat cu beneficii in retina distrofica a
recipientilor [106]. Neuronii fetali par sa demonstreze capacitati mai mari de
supravietuire decit neuronii adulti. Sa demonstrat cd celulele izolate intre saptaimana a
10- 18 de gestatie pot fi extinse in cultura de tesut. Cu toate acestea, capacitatea lor de
proliferare a fost slab pronuntatd, iar populatia a scazut rapid. Recent s-a dovedit ca
tesuturile prelevate de la donatori intre saptamind 16-18 de gestatie da cea mai lunga
duratd de supravietuire in vitro si cel mai mare numar de cellule. Dupa transplant,
aceste celule au fost integrate in retina recipientului, si diferentiate in celulele pozitive
a rodopsinei. Acest rezultat a sustinut potentialul de transplant a celulelor fetale
progenitoare a retinei in bolile degenerative. Cu toate a acestea, probleme etice inca
mai exista si furnizarea de astfel de celule este inca limitata [54].
1.9.6 Celule stem pluripotente induse obtinute din cordonul ombelical.

Cercetatorii de la Centrul de Cercetari Medicale Johns Hopkins au creat celule stem
pluripotente induse, capabile de a restabili vasele deteriorate a retinei la soareci. Pentru
obtinerea astfel de celule autorii au aplicat o metoda fard utilizarea virusilor. O astfel
de abordare, s-a dovedit a fi mult mai sigura, decit metoda de utilizare a virusilor pentru
livrarea factorilor de modificare la celule. Pentru a crea celule stem pluripotente induse,
cercetatorii au folosit celule stem din cordonul ombelical [64]. Pentru livarea factorilor

de reprogramare, sub actiunea carora celulele reveneau la starea de celule embrionare
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de 6 zile, au fost folosite plasmide — molecule circulare de ADN, capabile de replicare
si dezintegrare in celule. Ulterior, celulele au fost cultivate intr-un mediu special,
realizand diferentierea lor in celule progenitoare vasculare. Din populatia celulelor
reprogramate au fost selectatea acele, pe suprafata carora s-au exprimat proteinele
CD31 si CD146. Autorii act faptul, cd noua metoda a permis de a obtine in doua ori
mai multe celule progenitoare vasculare. CSPI au fost administrate prin injectare
directa in globul ocular, sinusul ocular si vena caudala la soareci. Observatiile efectuate
pe durata a 45 de zile dupa injectare au ardtat ca,indiferent de locul introducerii,
celulele s-au integrat eficient In vasele deteriorate a retinei, restabilindu-le. Potrivit
oamenilor de stiintd, CSPI obtinute din singele cordonului ombelical, au aceeasi
capacitate de a restabili tesutul retinei deteriorate, ca si CSPI derivate dim embrionii
umani [91].
1.9.7 Celulele stem a retinei

Celulele stem a retinei sunt o posibila sursa posibila de donator, care dau nastere la
toate tipurile de celule retiniene[1]. Aceste celule pot fi izolate, extinse si diferentiate
in neuronii retinei prin cultivarea lor in prezenta unor factori de crestere,cum ar fi
factorul de crestere epidermal si factorul de crestere a fibroblastilor. Cand CSR au fost
transplantate in spatiul subretinian a retinei degenerate intr-un model animal, ele au
expus preferential extinderea ganglionilor si celulelor gliale. Acest studiu sugereaza ca
retina bolnava ofera semnale, care induc CSR sa se diferntieze in alte tipuri de celule
decat cele fotoreceptoare [41,42]. Cu toate acestea, alte grupuri au aratat ca CSR
grefate pot demonstra receptia fotoreceptoare, orientarea radiald si unele dovezi de
integrare in retina gazda. In general, CSR pot fi supusi diferentierii in neuronii retinei,
dar cercetatorii trebuie sa facd unele manipuldri pentru a spori integrarea in retina si in
continuare a caracteriza, dacd aceste celule functioneaza ca celule fotoreceptoare
adevarate. Dupa transplant subretinian pe modele de animale, aceste celule au migrat
in stratul exterior nuclear, au format conexiuni sinaptice , si au imbunatatit functia
vizuala. Cercetatorii au identificat deja o serie de factori de transcriere, care

promoveaza diferentierea celulelor stem in neuroni retineini maturi in vivo. Studiul

20



deschide o poarta catre intelegerea unor aspecte importante din dezvoltarea ochiului
uman, aspecte pe care cercetatorii nu reusisera sa le analizeze pana acum.
1.9.8 Celule gliale si ganglionare

Oamenii de stiintd din Marea Britanie au folosit tehnici de printare 3D cu celule vii
si inainte, insa procesul este mai eficient atunci cand se utilizeaza un anumit tip de
celule. In noul studiu, oamenii de stiinta au utilizat o imprimanti piezoelectricd pentru
a printa celule ganglionare si celule gliale pentru sobolani. Cum majoritatea celulelor
au fost intacte, oamenii de stiinta au fost capabili sa realizeze cu succes o cultura de
celule printate care au evoluat la fel de bine ca cele normale. Dintre celulele care,la
inceput, pareau sa fi fost ruinate, s-a dovedit ca cele mai multe se prinsesera de
imprimanta [76]. Celulele gliale, o parte a sistemului nervos, au 0 importanta majora
in studiu ca parte a abordarii de regenerare a tesutului, deoarece atunci cand ele sunt
activate, eliberecaza un factor de crestere care ajuta la restabilirea conexiunilor dintre
ganglioni si nervul optic[103]. O adevarata provocare pentru specialisti va fi sa testeze
daca este posibil s printeze conuri si bastonase pentru a putea reda vederea pacientilor.
Daca vor reusi sa printeze si aceste elemente, atunci crearea unei retine functionale cu
ajutorul unei imprimante 3D va deveni realitate. In plus, chiar daca printarea conurilor
si bastonaselor nu se va putea realiza, celulele gliale si cele ganglionare printate i1 vor
ajuta pe specialisti sa realizeze alte studii asupra proliferarii celulare si asupra modului
in care vor putea trata pacienti care se confrunta cu probleme de vedere [25,82].
1.9.9 Celule fotoreceptoare

Retina mamiferelor contine fotoreceptori extrem de specializati, Care sunt capabili sa
capteze fotonii si sa le transduca in semnale electrice. Inlocuirea fotoreceptorilor este
deficild, deoarece conexiunea intre fotoreceptori si neuroni este pierdutd si, de
asemenea, din cauza potentialului provocat de raspunsul cicatricelui[13].
Ultimele experimente facute pe cobai, carora le lipsea simtul vazului au aratat ca
acestia isi pot recapata vederea, daca le este injectat un anumit tip de celule in retina,
acestea transformandu-se in celule fotoreceptoare.Experimente de acest fel, au mai fost

facute si cu patru ani in urma [33]. Vestea buna este ca celulele, care le-ar putea reda
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vederea celor care au deficiente de vedere, pot fi obtinute din celule stem. Cate 200.000
de celule au fost injectate in spatele retinei cobailor, iar rezultatele au fost foarte bune.
In 21 de zile, aceste celule s-au dezvoltat in unele, care redau simtul vazului
[54,73,100].
1.9.10 Celule stem neurale/progenitoare endoteliale

Celulele stem neurale la fel au fost gasite sa fie folosite pentru transplantarea retinei.
CSN sunt celule multipotente, care se auto-reinnoiesc si se pot diferentia in principalele
fenotipuri de celule a sistemului nervos [32]. Ele au fost izolate din tesutul cerebral a
mamiferelor adulte, inclusiv si a oamenilor, dupa ce au fost ransplantate in retina adulta
pe modele animale, cu dovezi de asimilare in retina gazda [99]. Cercetatorii, de
asemenea, au transplantat cu succes CSN prin ijectarea intavitravitroasa, dupa ce au
fost derivate din cultura de celule stem embrionare [9,63]. Desi CSN progenitoare pot
obtine morfogeneza asemadndtoare celulelor retinei, ele nu pot sd se diferentieze
completamente in celule fenotipic caracteristice celor retinale [94,61].
1.9.11 Celule stem neuronale din epiteliu pigmentar

Potrivit unui articol publicat in jurnalul «Stem Cell» care consemneaza identificarea
de catre cercetatori a celulelor sistemului nervos central in unul dintre straturile de
celule din spatele ochiului. Acesta, epitelilul pigmentar al retinei sustine fotoreceptorii
fara de care vederea nu ar fi posibila. Cercetarea a demonstrat ca stratul contine si
celule stem care se pot regenera pentru a produce culturi celulare noi daca sunt plasate
in conditii optime si prin intermediul carora se pot produce si alte tipuri de celule. “Poti
obtine aceste celule de la un pacient de 90 de ani [31]. Ele se formeaza in stadiul
embrionar si pot ramane in stare latentd timp de o sutad de ani. Totusi, daca le extragi si
le asezi Intr-o anume culturd, incep sa se divida”, a spus Sally Temple, cercetator in
cadrul Neural Stem Cell Institute, New York.Grupul de oameni de stiinta a recoltat
aceste celule din ochii donatorilor la cateva ore dupa decesul acestora, insa celulele pot
fi izolate de fluidul care inconjoara retina in spatele ochiului, ceea ce Inseamna ca pot
fi accesibile si in cazul pacientilor in viatd, printr-o procedura obisniuta de chirurgie

retinald. Prin comparatie, accesul la celelalte surse de celule stem neuronale din corp
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ar presupune proceduri chirurgicale complexe [43].Temple a mentionat ca vor studia
si potentialul proliferativ al celulelor din epiteliul pigmentar, avand in vedere ca acest
tesut poate regenera Intreaga retind la salamadre. Totusi, aceasta capacitate pare sa fi
fost pierduta la sobolanii si puii adulti. Aceste celule pot oferi o explicatie pentru bolile
care determind aparitia altor tipuri de celule la nivelul ochiului, iar prezenta lor
sugereaza cd ar putea exista un mod de a stimula repararea controlatd a ochiului la

milioanele de oameni care suferd de degenerare maculara cauzata de varsta[28,52].

1.10 Cum lucreaza terapia celulara

Terapia celulara, consta in reducerea orbirii si tulburarilor vizuale in atrofia nervului
optic, prin restabilirea structurii si functiei nervului optic, datoritd inductiei de
regenerare organotipica a tesuturilor, vascularizarii nervului optic, a discului si coroidei
peripapulare. Celulele se administreaza parabulbar, fractionat prin microdrenaj in
spatiul subtenon si supracoroidal a ochiului [29,92]. In dependenti de rezultatele
tratamentului utilizat, peste 1-2 luni procedura de transplantare a celulelor similare
poate fi repetata, pentru imbunatatirea si fixarea rezultatelor. Celulele transplantate prin
aceastd metoda prezintd asa proprietdti ca: activarea neoangiogenezei, imbunatatind
circulatia in vasele de la nivelul retinei si nervului optic, restabilirea troficii celulelor
nervoase si procesele lor[8]. Se creecaza conditii, care favorizeaza regenerarca
organotipica a tesuturilor, in cazul dat — portiunea intraorbitald a analizatorului vizual,
ceea ce poate restabili in mod eficient functia vizuald afectatd. Regenerarea
organotipica a tesutului nervului optic, poate fi asociata nu doar cu functia plastica - ca
0 sursa de regenerare tisularad cu diferentiere ulterioara si de transformare a populatiei
dorite de celule specializate, dar si cu efectul trofic: celulele stem produc factori
bioactivi , care inhiba apoptoza, fibroza tesutului, formarea de cicatrici, prezinta
proprietdti angiogenice, adica initiaza dezvoltarea capilarelor noi, sporeste diviziunea
locala a celulelor stem[57,59]. Mecanismul principal pentru restabilirea NO pare a fi
secretia de factori neurotrofici, care cresc fotoreceptoarele si supravietuirea celulelor

ganglionare retiniene si puterea de a facilita regenerarea axonilor lor. Acesti factori
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includ factorul neurotrofic ciliar, factorul de crestere fibroblast2, factorul neurotrofic
derivat din creier si factorul neurotrofic derivat glial [32,34]. Nu este lipsita de
importantd capacitatea celulelor de a suprima procesul imun in organul vizual
modificat pathologic, care avind in vedere privilegiul imunitar, este extreme de

important pentru recuperarea completa a functiei vizuale [21,93].

1.11 Terapia genica

Cercetatorii americani de la Spitalul de Copii din Boston (SUA) si cei ai Scolii
Medicale de la Harvard au descoperit o proteina care ar putea ajuta la refacerea nervului
optic, arata "The Guardian". Cu ajutorul ei va putea fi pus la punct un tratament pentru
glaucom (boala a ochilor ce produce atrofierea nervului optic si ingustarea campului
vizual) si pentru orbirea cauzata de accidente sau tumori oculare. Aceasta proteina,
sustin oamenii de stiintd, ar putea ajuta si la dezvoltarea unor tratamente pentru
afectiuni ale inimii. "Nimic din ceea ce s-a descoperit pand acum nu ajuta la
regenerarea nervului optic asa cum 0 poate face aceasta proteind", este de parere dr.
Larry Benowitz, de la Spitalul de Copii din Boston. Cercetatorii au gasit aceasta
proteina din intamplare, observand reactia chimica care se producea in cazul unor rani
la nivelul corneei (prima dintre cele doua lentile ale ochiului). "Celulele afectate
incepeau sa activeze niste molecule care ajutau la repararea tesuturilor distruse”, spun
cercetatorii. Pentru a vedea daca aceste molecule pot reface nervii distrusi, oamenii de
stiinta au adunat celulele afectate, inflamate si le-au crescut in laborator, izoland
proteinele pe care le secretau acestea. Cu ajutorul testelor, dr. Benowitz a demonstrat
ca tratamentul cu aceasta proteind, numita oncomodulina, aproape cé a dublat cresterea
fibrelor nervului optic. Mai departe, oamenii de stiinta au facut experimente pe soareci
si au observat ca acele capsule micute ce contineau oncomodulind si un medicament
special, ajutau la refacerea nervului optic de cinci-sapte ori mai repede. Testele au fost
facute numai pe soareci[48]. Dr. Benowitz a precizat insa ca rezultatele obtinute pe
soareci sunt doar partiale si cd mai exista multe lucruri de pus la punct pana se va

ajunge la inventarea unui tratament pentru oameni. Nervul optic face parte din sistemul
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nervos central si, spre deosebire de alti nervi, cum ar fi cei care se afla la nivelul
picioarelor sau degetelor, acesta se reface destul de greu. Este format din aproximativ
1,2 milioane de fibre nervoase, care transmit impulsuri nervoase catre creier, unde are
loc sinteza informatiilor despre aspect, culori, forme. In lume, exista aproximativ 67
de milioane de bolnavi cu afectiuni ale nervului optic, din care 10% sufera de orbire

ireversibila [1,87,95].
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Il MATERIALE SI METODE
2.1 Studierea surselor bibliografice

S-au studiat 200 surse bibliografice relevante pentru tema data. Cercetarile au inceput
in luna mai 2013 si s-au finisat in februarie 2013. Studii si articole relevante au fost
gasite in reteaua de date MEDLINE(1980-2013), EMBASE(1974-2013),
CINAHL(1982-2013), HINARE (1980-2013). S-au studiat articole din reteaua
PubMed, LILACS, Univadis, situl Tehnologii Internationale a Sanatatii(INAHTA). S-
au cercetat abstracte de la conferinte cu temele legate de analizatorul vizual si celule
stem. S-a extras informatie din articole a Asociatiei Americane a Oftalmologilor, si a
Societatii Internationale a Celulelor Stem din 2000 pind in prezent.
2.2 Modelarea nervului optic atrofiat experimental la iepure

S-a efectuat la iepure cu masa de 2,5-3,0 kg. Inainte de a introduce materialul de
celule, animalul a fost anesteziat. Anestezia generald a fost efectuatad intramuscular cu
sol. Ketamind 10% in doza de 2ml/kg. Pentru a crea conditii de sigurantd in timpul
introducerii materialului celular parabulbar, a fost folosit un echipament de suport
pentru fixarea iepurelui. Capul animalului a fost lasat liber astfel, incat sa fie posibila
rotatia lui. Cu ajutorul pensei a fost departata pleopa si s-au introdus parabulbar celule
stem, cu o seringa subtire . Mai apoi a fost efectuata extirparea globului ocular cu
nervul optic, care a fost pus in formalind de 10% pentru efectuarea examenului
histologic.

Modelarea nervului optic experimental la iepure

Materiale necesare:
doi iepuri
sol. Ketamina 10% + sol. Seduxen
suport pentru fixarea iepurelui
pensa oftalmologica

foarfece oftalmologic

o g k~ w D PE

seringi cu ac subtire
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2.3. Obtinerea celulelor stem din miduva osoasa

Maduva osoasd se poate obtine prin colectata prin rezectia aripelor iliace ale
pelvisului. Materialul obtinut de la iepuri de laborator se omogenizeaza[77]. Pentru
izolarea celulelor stem, unitati de maduva osoasa sunt diluate 1:1 cu bufer salin fosfat.
Dupa centrifugarea la 2500 rotatii pe minut timp de 20 de minute, celulele sunt
colectate de la interfaza si sunt spalate de 2 ori 1n bufer salin fosfat. Ulterior aceste
celule sunt puse pe medii de cultura ce contin ser fetal bovin de 10%. Dupa incubatie
timp de 3 zile la o temperatura de 37° C, umeditate sporita si mediu imbogatit cu CO2
de 5%, celulele neaderente sunt inlaturate si mediu proaspat este adaugat. Culturile
celulare sunt mentinute si celulele neaderente sunt inlaturate prin schimbarea mediului
fiecare 7 zile. Culturile celulare sunt in continuu monitorizate pentru obtinerea
coloniilor de celule stem aderente. Inainte ca celulele si fie transplantate in ochiul
iepurelui ele sunt tripsinizate, spalate si imbogatite [50,53].
2.4. Obtinerea celulelor stem neurale/progenitoare

Sursa de material este tesutul din creierul embionului In primul trimestru (8-12
saptamini de gestatie). Tesutul izolat se disperseazd cu o seringd de unica folosinta
intr-o solutie fiziologica (NaCL 0,9%) refrigerata pana la 4° C. Dupa ce celulele se
centrifugheaza de doua ori la 1000 de rotatii pe minut timp de 3 minute. Apoi
supernatantul se resuspenzeaza in mediu de culturd fara ser alcatuit din factorul
principal de crestere a fibroblastelor (WFGF-b), factorul de crestere epidermala (hEGF)
si factorul de supravietuire a celulelor neurale (N2-supplement) [123]. Suspenzia
celulara se cultiva la o temperatura de 37° C, cu CO2 de 5%. La ziua a 6-8 se formeaza
multiple neurosfere[20]. Fenotiparea culturilor se efectueaza prin imunofluorescenta
indirecta folosind anticorpi pentru nestina - markerul adevarat a celulei stem neurale,
B-111 tubulind- markerul liniei neurale si proteina fibrilara glialo-acida (GFAP) -
mareker glial si vimentin - proteina, exprimata de precursorii neuronali si astrocite
imature. Culturile de celule stem neurale/progenitoare se examineaza la sterilitate,
toxicitate acuta si pirogenitate. Monitorizarea lor se realizeaza in continuu pentru

obtinerea coloniilor de celule stem aderente. Viabilitatea celulard se determind cu
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iodura de propidiu si albastru de trepan. Inainte ca celulele si fie transplantate ele se
spala bine de mediu de cultura, celulele viabile se numara si se suspenzeaza in solutie
salina [69].
Tesutul retinian se poate obtine prin extragerea globului ocular, in conditii septice si
cu instrumente necesare. Conform liniei dintate, sectorul frontal a globului ocular se
indeparteaza, se separd corpul vitros si retina neurala de pigmentul retinal neural
(PRN), dupa ce se incubeaza timp de 15-30 minute. Celulele PRN se separeaza de
sectorul posterior a membranei vasculare, se recolteaza cu pipeta si se transferd pe un
mediu steril, care consta din ser fetal bovin si si antibiotice In concentratii standarte,
dupa ce se centrifugheaza la 100 rotatii pe minut timp de 5 minute. Mai apoi, celulele
Se cultiveaza la o temperatura de 37 °C st CO2 de 5%. Peste 5-7 zile se efectueaza
prima schimbare de mediu si se continud cultivarea pina la obtinerea monostratului
confluent de celule, cu schimbarea mediului de 2-3 ori pe saptamina. Culturile de celule
se fixeaza peste 2-4 saptamani cu acetona refrigerata timp de 5 minute si se pastreaza
la -80°C pina la evaluarea imunocitochimica [45,46].
2.5. Administrarea celulelor stem

In atrofia nervului optic este posibil de administrat celulele stem prin urmitoarele
moduri: 1. retro/parabulbar - celulele stem introduse prin aceasta metoda stimuleaza
procesele de reparare si regenerare in retina.
2. prin microdrenaje in spatiul subtenon — aceastd metodd sporeste activitatea
functionala si stopeaza progresarea procesului patologic. Aceasta metoda de introduce
permite dozarea fixa a celulelor stem si evitarea comlicatiilor [115].
3. spatiul supracoroidal — celulel stem migreaza activ si se situeazd in straturile
exterioare si interioarea ale retinei deteriorate, avand un efect pozitiv asupra functiei
vizuale [41].
4. intravitreal(corpul vitros) sau in spatiul subretinal[99].
5.in unele experimente pe modele animale celulele stem sunt injectate in vena caudala

[43,45].
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2.6 Confirmarea efectului tratamentului prin celulele stem

Au fost efectuate doud serii de experimente. intr-o serie, celulele stem au fost
injectate in spatiul retrobulbar, in alta serie celulele au fost injectate in spatiul
supracoroidal. Observatiile clinice s-au efectuat cu ajutorul biomicroscopiei si
oftalmoscopiei. Prin metodele acestea de transplantare s-au evidentiat asa proprietati
ca: imbunatatirea circulatiei in vasele retinei si a nervului optic, imbunatatirea troficii
celulelor nervoase si a proceselor lor. S-au creat conditii, care favorizeaza regenerarea
tesuturilor. Acest lucru duce la restabilirea efectiva a functiei vizuale. Prin metoda de
angiografie fluorescenta cu ajutorul substantei de contrast, administratd intravenos, a
fost verificatd permeabilitatea vaselor retinei. Viteza de curgere liniara in artera
centralda a retinei, a crescut in mediu pinda la 6,1 £ 0,04 cm / sec. Cu ajutorul
sferoperimetrului s-a observat imbunatatirea acuitatii vizuale de la 0,05 pina la 1,0 si
extinderea limitelor cimpului vizual de la 10 pana la 30 de grade. Principalul avantaj
al terapiei celulare in atrofia nervului optic este lipsa oriciror complicatii. In lipsa
eficacitatii tratamentului traditional, terapia cu celulele stem este cel mai eficient mod

de tratament[86,124].
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Fig.2.1 Imbunatatirea functiilor vizuale dupa transplantul de celule stem pe parcurs de
9 luni[86]
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III REZULTATE SI DISCUTII

3.1 Anatomia nervului optic la iepure

Nervul optic la iepure este alcatuit din axonii celulelor ganglionare din retina care se
grupeaza in fascicule pentru a forma un trunchi nervos unic. Numarul axonilor este
variabil. Se admite ca trunchiul nervos este alcatuit din 800.000—1.200.000 de axoni
asociati unui tesut de sustinere. Nervul optic incepe la papila optica si se termina in
unghiul anterior al chiasmei optice. Are un traiect oblic spre Tnduntru si inapoi, $i i se
disting 3 portiuni: a) portiunea intraorbitara -se divide, la randul ei intr-o parte
intraoculara, reprezentatd de portiunea retrolaminard a papilei si o parte orbitard
propriu-zisa, lunga de 2,5cm, situata in axul conului musculo-aponevrotic; b)portiunea
intracanaliculara are o lungime de aproximativ 0,6cm si este situatd in canalul optic; c)
portiunea intracraniana are o lungime de lcm si se termina in unghiul anterolateral al
chiasmei. Ea se gaseste in spatiul subarahnoidian, in etajul mijlociu al bazei craniului.
Nervul este invelit in cele 3 teci: duramater, arahnoidd si piamater care sunt in
continuitate cu meningele. Piamater, alcatuitd din fibre de colagen si elastice,
inconjoara nervul si trimite in interior fibre care formeaza septul. Spatiul situat intre
arahnoidad si piamater este in continuitate cu spatiul intracranian si contine lichidul
cefalorahidian. Nervul optic— alcatuit din axonii celulelor ganglionare, grupati in
fascicule avand originea la nivelul papilei, are o lungime totalda de 35-45mm, un
diametru de 3-4mm si comportd trei segmente: intraorbitar, intracanalicular si
intracranian. 1. Segmentul orbitar este cel mai lung (20-30mm). El ocupa axul conului
musculoaponevrotic si are raporturi vasculare si  nervoase.2. Segmentul
intracanalicular — lung de aproximativ 5-6mm, este invelit de cele trei teci meningiene.
Duramater se imparte intr-o teaca? interna care inveleste nervul si teaca externa care
se confunda cu periostul canalului optic. 3. Segmentul intracranian — lung de 10-
15mm, in functie de pozitia chiasmei, are raporturi importante, inferior cu gutiera
opticd a sfenoidului, cu cortul hipofizei, cu partea anterioara a acoperisului sinusului
cavernos de unde iese carotida internd, iar superior este incrucisat de artera cerebrala

anterioara [70]. Nervul optic este alcatuit din aproximativ un milion de axoni sau fibre
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nervoase grupate in fascicule ce transmit mesajul, primit prin aproximativ 130 milioane
de celule senzoriale, pana la campul geniculat lateral, ultimul releu inaintea cortexului
vizual.Originea fibrelor se afla in stratul celulelor ganglionare retiniene care au o
grosime de 10-20p, cu exceptia regiunii maculare unde ating 80u. Celule ganglionare
sunt multipolare, cu dendrite care se intind lateral in stratul plexiform intern. Axonii
ajung pand la cdmpul geniculat. Ei sunt grupati in fascicule, uneori intim lipite unele
de altele si contin neurotubuli si mitocondrii dispuse in siruri la intervale regulate.
Stratul fibrelor optice este format din axonii celulelor ganglionare. Fibrele sunt dispuse
in fascicule paralele la suprafata retinei, separate prin fibrle Muller. Ele sunt amielinice
in traiectul lor retinian. Arhitectura fibrelor se suprapune pe dispozitia retiniana.
Fibrele nazale converg catre papila pe un traiect direct. Cele temporale, mai numeroase,
au un traiect mai complex, arciform, ocolind macula pe deasupra si pe dedesubt.
Vascularizatia arteriala este sub dependenta a 3 retele arteriale cu aceeasi origine: artera
oftalmicd. Aceste sisteme vasculare sunt reprezentate de artera centrala a retinei,
arterele ciliare si arterele piale.Numeroase studii aratd ca vascularizatia nervului optic
este din ce in ce mai saraca pe masura ce aceasta se departeaza de globul ocular, pentru
a ajunge la chiasma. Hayreh distinge 4 zone de vascularizatie:1) Portiunea
intracraniand — este irigata de ramuri colaterale ale arterei oftalmice in numar variabil
si de ramuri din areterele hipofizare anterioara si posterioard. 2) Portiunea
intracanaliculara — este irigata in intregime de ramuri ale arterei oftalmice, in numar de
1-3. Aceste doud portiuni ale nervului optic nu au un sistem vascular axial, irigatia fiind
numai periferica. 3) Portiunea intraorbitard — este impartitd in doud de punctul de

patrundere al arterei centrale a retinei in nerv, situat la 5 sau 15mm de glob[102].
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3.2 Modelarea nervului optic atrofiat experimental la iepure si rezultatele
histologice.

S-a efectuat la iepure cu masa de 2,5-3,0 kg. Inainte de a introduce materialul de
celule, animalul a fost anesteziat. Anestezia generala a fost efectuatd intramuscular cu
sol. Ketamina 10% si sol. Seduxen in doza de 2ml/kg. Pentru a crea conditii de
siguranta in timpul introducerii materialului celular in spatiul parabulbar, a fost folosit
un echipament de suport pentru fixarea iepurelui. Capul animalului a fost lasat liber
astfel, incit sa fie posibila rotatia lui. Cu ajutorul pensei oftalmologice a fost departata
pleopa si s-au introdus celule stem cu o seringd subtire in spatiul parabulbar. Mai apoi
a fost efectuata extirparea globului ocular cu nervul optic, care a fost pus in formalina

de 10% pentru efectuarea examenului histologic.

Fig. 3.1 Introducerea materialului celular parabulbar
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Peste 21 de zile dupa tansplantarea CS,in ochi s-a observat proliferarea epiteliului

pigmentar in limitele straturilor interne ale retinei, reconstructia completa a zonelor
deteriorate a nervului optic si consolidarea proceselor de regenerare. Acest efect
stimulator, datoreaza faptului ca, celulele stem sunt sursa de diferite substante active,
factori neurotrofici, factori de crestere si a metabolitilor esentiali, care activeaza

proceselecompensatorii in celulel deteriorate [124].

a)Se observa stratul obisnuit de b)stratul de fibre nervoase este

fibre nervoase. subtire

Fig.3.4 Compararea imaginelor histologice fara ANO (a) si cu ANO (b)[38].

Rezultalele cercetarii cu ajutorul microscopiei, efectuate peste 5, 10,20 si 30 de zile,
au aratat ca in ochii animalelor experimentali se afla grefe de celule stem neurale
cultivate. Densitatea de restributie scade odatd cu cresterea distantei de la locul de
introducere a CS. Celulele migreaza spre polul posterior al ochiului, alungand la
suprafata traumatizata deja la a 10-ea zi dupa transplantare. Celulele transplantate se
aranjeaza separat si in grup. Unele celule nestin-pozitive separate migreza de la locul
injectarii prin tesutul coroidei si a retinei, iar altele se situeaza in jurul vaselor.
Majoritatea lucrarilor demonstreaza cd celulele stem transplantate, intotdeauna in mod

fiabil supravietuiesc pinda la 16 saptamini, migreaza in portiunile afectate si se
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diferentiaza in elemente gliale (celule Muler si astrocite), neuroni, iar in unele cazuri —

in celule care exprima opsina — marker de celule fotoreceptoare [89,95].

3.3 Tipul celular cel mai des utilizat in terapia nervului optic atrofiat

Celula stem ideala pentru tratamentul nervului optic atrofiat, necesita a fi gasita prin
studii si experimente viitoare. Celulele izolate din maduva osoasa rdmén a fi cele mai
utilizate tipuri pentru studiile umane, deoarece au un sir de avantaje: contin populatii
de celule ce se pot diferentia in diferite tipuri de celule, nu apar probleme etice si
morale, sunt tolerate de sistemul imun [22]. Activarea neoangiogenezei imbunatateste
circulatia in vasele de la nivelul retinei si nervului optic, restabileste trofica celulelor
nervoase si proceselor lor. Se creeaza conditii, care favorizeazd regenerarea
organotipica a tesuturilor, in cazul dat — portiunea intraorbitala a analizatorului vizual,
ceea ce poate restabili in mod eficient functia vizuala afectatd. Regenerarea
organotipica a tesutului nervului optic, poate fi asociatd nu doar cu fuctia plastica - ca
sursa de regenerare tisulard cu diferentiere ulterioard si de transformare a populatiei
dorite de celule specializate , dar si cu efectul trofic : celulele stem produc factori
bioactivi , care inhiba apoptoza, fibroza tesutului, formarea de cicatricilor, prezinta
proprietati angiogenice, adica initiaza dezvoltarea capilarelor noi, sporeste diviziunea
locala a celulelor stem. Nu este lipsitd de importanta capacitatea celulelor de a suprima
procesul imun in organul vizual modificat patologic care, avind in vedere privilegiul

Imunitar, este extreme de important pentru recuperarea completd a functiei vizuale

[21,26].
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3.4 Rezultatele obtinerii celulelor stem din maduva osoasa

Fig. 3.5 Celule stem derivate din maduva osoasa la a 3-ea zi de cultivare, colorare
dupa Schiff

Fig. 3.6 Celulele stem derivate din maduva osoasa la a 7-a zi de cultivare
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Fig. 3.7 Celule derivate din maduva osoasa la a 11-a zi de cultivare

Fig. 3.8 Celulele stem derivate din maduva osoasa la a 17-ea zi de cultivare. Mai

pronuntata colorarea dupa Schiff , ceea ce denota acumulare mai mare de glicogen in

celule
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3.5 Numairul necesar de celule pentru administrare si metoda de tratament
Nervul optic contine aproximativ 1,2 milioane de axoni ce au originea in stratul
celulelor ganglionare din retina. Acesti axoni, deoarece sunt puternic mielinizati, nu
pot fi recuperati dupa ce au fost distrusi (nu au capacitate de regenerare). Metoda de
tratament presupune introducerea celulelor stem parabulbar sau 1n spatiul
supracoroidal a ochiului. Ca material biologic se foloseste materialul celular autolog
sub formd de suspenzie a mononuclearelor din maduva osoasa, care contine celule
stem a pacientului intr-o concentratie de la 100.000 pina la 1.000.000 de celule pe 1ml
de suspenzie. Introducerea se efectueaza fractionat fiecare 1-2 ore, pana la 10 ori pe zi,
pentru fiecare cale de administrare[92]. Parabulbar se administreaza 1ml per injectie.
Prin microdrenaje in spatiul subtenon se inectezd 1-4ml per injectie, in spatiul
supracoroidal 0,1-0,3ml per injectic. Aceasta metoda furnizeaza reducerea orbirii si
vederea slaba, prin restabilirea structurii si functiei nervului optic, datorita inducerii de
regenerare organotipica a tesutului, inclusiv a retelei vasculare de nerv optic, discului
sdu si a coroidei peripapulare. In dependentd de rezultatele tratamentului, peste 1-2
luni poate fi efectuata injectarea repetatd a celulelor stem similare, pentru imbunatatirea
si consolidarea rezultatelor de tratament. Regenerarea organotipica a tesutului nervului
optic, poate fi asociatd nu doar cu functia plastica - ca o sursa de regenerare tisulard cu
diferentiere ulterioara si de transformare a populatiei dorite de celule specializate , dar
si cu efectul trofic : celulele stem produc factori bioactivi, care inhiba apoptoza, fibroza
tesutului, formarea de cicatrici, prezinta proprietati angiogenice, adicd initiaza
dezvoltarea capilarelor noi, sporeste diviziunea locala a celulelor stem[84]. Nu este
lipsita de importanta capacitatea celulelor de a suprima procesul imun in organul vizual
modificat patologic care, avind in vedere privilegiul imunitar, este extreme de

important pentru recuperarea completa a functiei vizuale[90].
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3.6 Ce bariere impiedica transplantul de celule stem

O descoperire importanta in multe studii de inlocuire cu celulele retiniene, este ca
aceste strategii lucreaza doar in retina si calea optica deterioratd [S]. Perturbarea
farmacologica a matricei extracelulare prin hondroitinazd si matricea metalo-
proteinaza 2, prevenirea activitatii microgliale de imunosupresie sau toxine gliale, cum
ar fi acidul DL-alfa-aminoadipic sau combinatiile acestora, sporeste migratia,
integrarea si formarea sinapsului din celulele transplantate, poate fi adjuvant util in
strategia de transplant a CS [82,90].

3.7 Viitoarele cercetari

Utilizarea celulelor stem in tratarea bolilor degenerative retiniene si nervului optic a
demonstrat in mod clar un mare potential pentru restaurarea vederii. Cu toate acestea,
mai multe probleme raman nerezolvate[37,12]. Trebuie gasita o tehnica bine definita,
impreund cu o sursd mult mai durabili si acceptabild de linii de celule donatoare. In
prezent, este popular transplantul de celule stem si celule progenitoare, dar in viitor,
transplantul de celule de E.Coli poate fi mai aplicat, deoarece are avantajul de a depasi
problema de integrare. Cu toate acestea, provocarile chirurgicale si lipsa de celule
donatoare incd trebuiesc rezolvate. Cautarea continua de sursa de celule durabile este
in curs de desfasurare. Celulele stem embrionale, celulele stem pluripotente induse,
celulele stem derivate din maduva osoasa, celule derivate din cordonul ombilical si linii
de celule imortalizate sunt candidati potentiali. Pentru a imbunatati efectele terapeutice,
o strategie alternativa este de a combina transplantul de celule cu terapia genica. O
combinatie de epiteliu pigmentar retinian si fotoreceptoare cu factori antiangiogenici,
pot determina cresterea viabilitatii celulare si acceptarea grefei [16].

3.8 Analiza studiilor:

Pierderea vederii ireversibile are loc intr-o proportie semnificativa de cazuri.
Cercetarile au ca scop, dezvoltarea de noi tratamente folosind strategii de
neuroprotectie si regenerare. CS pot fi potential utilizate atit pentru neuroprotectie, cit
si pentru inlocuirea celulelor. Livrarea intravitreald de factori neurotrofici incetineste

degenerarea fotoreceptoare pe modele de sobolani cu distrofia de retina, glaucom,
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atrofia de nerv optic si traumatismele ale tractului optic, insa efectul poate fi temporar.
Preparatele cu eliberare lenta si abordarile de terapie genica utilizate pentru a induce
celulele retinei pentru a secreta factori neurotrofici, sunt doua moduri de a induce un
efect pe termen lung [74].

Descoperirile recente, au aratat ca fibroblastele umane pot fi reprogramate sa se
comporte ca CSE si ca ochii adulti care hranesc celulele progenitoare a retinei, de
asemenea, sporesc disponibilitatea potentiala pentru transplantul de CS, inclusiv
transplantul autolog si stimularea de autoregenerare intrinsecd, care ar putea depasi
potential multe dintre problemele asociate cu transplantul non-autolog la om [24].
Terapia bazata pe SC, a fost testata pe modele animale pentru mai multe boli, inclusiv
tulburari neurodegenerative. Inlocuirea neuronilor pierduti, care nu sunt inlocuiti
fiziologic are esentiala valoare pentru succesul terapeutic. La fel, si in atrofia nervului
optic. Otani a demonstrat, ca CS derivate din maduva osoasa a omului sau a sobolanului
contin precursori endoteliali care stabilizeaza si salveaza vasele retinei si a nervului
optic, care de obicei degenereaza complet, de asemenea, se observa un efect neurotrofic
[74, 85].

Meyer si colaboratorii au aratat ca celulele pluripotente induse se pot diferentia in tipuri
de celule retiniene [64], in timp ce Buchholz si colaboratorii sai ua aratat ca celulele
stem umane pluripotente induse se pot diferentia in celule epiteliale pigmentare a
retinei [15].

Lu a aratat salvarea functionala pe termen lung, folosind celulele epiteliului pigmentar
a retinei derivate din CSE umane, pe sobolani si soareci. Transplantul a supravietiut
mai mult de 220 de zile, dupa ce a fost introdus in spatiul subretinian la sobolani si
mai mult de 60 de zile la soareci. S-a demonstrat, ca celulele sustin functia vizuala si
integritatea fotoreceptorilor in mod dependent de doza, fara formarea teratomului sau

reactiilor patologice nedorite [51].
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Tabelul 3.1

Studii experimentale pe modele animale cu folosirea celulelor stem

Tipul de studiu Calea utilizarii Tipul si  sursa
celulelor
Atsushi Otani Studiu Transplantare Celule
experimental  pe | intravitroasa hematopietice
soareci cu boala derivate din

degenerativa a maduva osoasa si
retinei
Wang S Studiu Prin vena codala | Celule
experimental  pe mezenchimale
animale cu retitnita derivate din
pigmentoasa maduva osoasa
Zhang Y, Wang W | Studiu Spatiul subretinal | Celule

experimental  pe
animale cu retina

mezenchimale din
maduva osoasa

deteriorata

Meyer JS Studiu Transplantare celule stem
experimental  pe | intravitroasa embrionare
animale cu
degenerarea retinei

Siqueira RC Studii Transplantare Celule stem
experimentale pe | intravitroasa derivate din
animale cu leziuni maduva osoasa
corioretinale
provocate cu laser

Jonson TV Studii Tansplantare Celule stem
experimentale pe | intravitroasa mezenchimale
animale cu derivate din
glaucom maduva osoasa
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Tabelul 3.2

Studii clinice cu folosirea celulelor stem

Cercetatorii Tipul de | Nr Calea Tipul celulelor folosite
studiu | pacientilor | utilizarii in studii

Siqueira  RC  si| Trial 5 Transplantare | Transplantarea

colab. studiului | clinic pacienti intravitroasa | celulelor mononucleare

clinic. I faza derivate din maduva

NCTO0106856 osoasa

Siqueira RC si | Trial 50 de Transplantare | Transplantarea

colab. Comitetul de | clinic pacienti intravitroasa | celulelor mononucleare

etica din Brazilia. | II faza derivate din maduva

Registru: 16018 0soasd

Siqueira RC  si | Trial 10 Transplantare | Transplantarea

colab. Comitetul de | clinic pacienti intravitroasa | celulelor mononucleare

etica din Brazilia. | I/II faza derivate din maduva

Registru:15978 0soasa

Advanced Cell Trial 12 Transplantare | Celulele epiteliului

Technology clinic pacienti subretinala pigmentar a retinei
/1 faza derivate din celule stem

embrionare

Concluzii: Celulele stem mentin echilibrul dintre populatiile de celule somatice in

diferite tesuturi si sunt responsabile pentru regenerarea organelor. Progresul remarcabil

al medicinei regenerative in ultimii ani in baza studiilor experimentale (tabelul 3.1) si

studiile clinice pe subiecti umani (tabelul 3.2) indica la gasirea de solutii promitatoare

pentru utilizarea celulelor stem in tratamentul tulburarilor oftalmologice.
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Concluzii

1. Tratamentu medicamentos utilizat actualmente este eficace numai in cazul utilizarii
complexe cu alte metode de tratament cum sunt, terapia laser, electrostimularea,
magnetoterapia, acupunctura etc.

2. In calitate de grefe celulare pot fi utilizate urmatoarele tipuri de celulestem:
embrionare, fetale, derivate din maduva osoasa, hematopoietice, mesenchimale,
pluripotente induse din cordonul ombelical, celule stem a retinei, celule gliale si
ganglionare, fotoreceptoare, progenitoare endoteliale si celulele epiteliului pigmentar.
3. In atrofia nervului optic administrarea grefelor celulare poate fi: injectarea retro sau
parabulard, prin microdrenaje in spatiul subtenon, injectarea in spatiul supracoroidal,
intravitreal sau in spatiul subretinian.

4. In urma studiilor clinice, s-a observat ci terapia cu celulele stem derivate din maduva
osoasa este cel mai des utilizata. Transplantul de celule stem pare a fi o terapie sigura

si potential puternica pentru acest grup de pacienti.
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