Y

2)

Concluzii

Existenta numeroaselor surse in literatura de specialitate despre vascularizatia aortei nu ne
permite sa afirmdm ca s-a epuizat cimpul de cercetare al morfologilor in ceea ce priveste
acest aspect.

Investigatiile urmeazd sa fie urgentate, amplificate, aprofundate, iar rezultatele lor
implementate in activitatea practica a clinicienilor.
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MODALITATI DE STIMULARE A ANGIOGENEZEI iN ISCHEMIA
EXPERIMENTALA A MEMBRULUI INFERIOR
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Laboratorul Inginerie tisulara si culturi celulare

Summary
Angiogenesis stimulation modalities in experimental ischemia of the lower limb
Obstructive arterial diseases of different etiologies remain a significant cause of surgical

and medical hospital treatment. The number of performed classic surgery is a continuous falling.
Due to the development of efficient techniques involving gene or stem cell therapy could be the
most promising treatment methods in severe lower limb ischemia.
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Rezumat

Arteriopatiile obstructive de toate etiologiile raman procentual la un numar important de
cazuri internate si tratate in clinicele chirurgicale si medicale. Numarul de interventii chirurgicale
clasice este in continua scadere, datoritd dezvoltarii a unor tehnici relativ eficiente, cum ar fi:
terapia genica si terapia cu celule progenitoare, care este una din cele mai promitatoare metode
de tratament al ischemiei critice ale membrelor pelviene.

Actualitatea

Conform materialelor Comitetului European de conciliere, ischemia critica a membrelor
inferioare se intalneste la 500-1000 de pacienti pe an dintr-un milion. Problema tratarii complexe
de ischemie cronicd a membrelor inferioare este una dintre cele mai complexe in angiologia si
chirurgia vasculara. Ischemia severa a membrelor inferioare este rezultatul final al bolii arteriale
ocluzive, in cele mai multe cazuri fiind determinatd de ateroscleroza [1]. Consecintd a
sindromului de ischemiei cronicd a membrelor inferioare este ischemia critica care reprezinta o
manifestare a bolii arteriale periferice, pacientii cu dureri cronice tipice la nivelul membrelor
inferioare (mai ales pe timp de noapte), cu tulburdri trofice cum ar fi ulcere ischemice si
gangrena, si claudicatia intermitenta pe o distantd de mai putin de 30 m. Termenul de "ischemie
criticd a membrelor" (critical limb ischemia) prima datd a fost introdus de P.R.F Bell, in 1982.
Autorul l-a introdus pentru a descrie un grup de pacienti cu dureri 1n repaus, ulcerari trofice si
necroza distald. Acest termen este utilizat in cazurile cand aceste simptome persistd o perioada
mai mult de 2 sd@ptamini.

Simptomele subiective, care apar lent §i progresiv, de obicei in urmatoarea ordine:
oboseala la mers, parestezii in gamba sau glezna, claudicatia intermitentd. Aparifia acestor
simptome se datoreaza reducerii debitului arterial, prin obliterarea incompletd a arterelor. Debitul
este suficient pentru asigurarea nutritiei tesuturilor in repaos, dar insuficient pentru necesitatile
crescute in timpul efortului. Ischemia cronicad se accentueazd considerabil la effort, durere
spontand de repaus, care apare mai tarziu, precedind de obicei instalarea gangrenei. Acest
fenomen apare cand obliterarea arteriald este aproape totald si cand cantitatea de singe care vine
la tesuturi este atdt de mica, incat nu pot fi satisfacute necesitatile de oxigen nici in repaus.
Durerea este difuza, atroce, cu exacerbari nocturne, refractara la tratament. Prognosticul
nefavorabil pentru pacient al acestei boli, este asociat cu un risc inalt de amputare sau
dezvoltarea unor accidente vasculare fatale. In literatura de specialitate, prognosticul ischemiei
cronice, este comparat cu prognosticul pacientilor cu tumori maligne. Aproximativ 25% dintre
pacientii cu acest diagnostic mor, iar 30% necesita o amputare la nivel proximal in perioada de
un an de la stabilirea diagnosticului [2, 3]. Obiectivele tratamentului ischemiei cronice a
membrelor inferioare este: ameliorarea durerii ischemice, vindecarea ulcerelor, de a creste
activitatea pacientului, imbunatatirea calitatii vietii si prognosticul favorabil pe termen lung cu
privire la rezultatul primar - supravietuire fard amputarea. Masura necesard pentru a atinge aceste
obiective este de revascularizare. Posibilitatea de obtinere a acestei masuri depinde de gradul si
amploarea bolii arteriale [4].

Actualmente metodele alternative metodelor traditionale de tratament sunt: terapia
genica si terapia cu celule progenitoare, care are la baza inocularea acestui tip de celule in
tesuturilor afectate pentru a stimula procesele vitale si inlocuirea celulelor devitalizate cu celule
tinere care ulterior declanseaza- angiogeneza. Angiogeneza (in limba greacd - angiogenesis)
reprezinta formarea de noi vase pornind de la vasele existente si joacd un rol important atat in
aportul de substante nutritive cit si a factorilor de crestere. Procesul se desfasoara atat in timpul
embriogenezei cét si in remodelarea vasculara in perioada postnatala.

Angiogeneza reprezintd un proces multistadial care implica modificdri la nivelul
matricei extracelulare, proliferarea celulelor endoteliale, migrarea si diferentierea acestora si
formarea de noi capilare. In ultimii ani a devenit tot mai evident ci formarea de noi vase este
rezultatul interactiunii diferitelor molecule proangiogenice si antiangiogenice, reprezentat de
factorii de crestere si de unele componente ale matricei extracelulare.
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Matricea extracelulard (MEC) si membrana bazald (MB) constituie substratul natural de
la care celulele migreaza, prolifereaza si se diferentiazd in vivo. Studiile anterioare au contribuit
la elucidarea raspunsului celular sub influenta MEC indicand abilitatea celulelor de a raspunde la
diferiti factori de crestere si diferentiere. Acest raspuns, ce constd in variatii de forma si
orientare, este modulat de componentele MEC, care interactioneaza cu receptori specifici ai
suprafetei membranelor celulare — integrine. Au fost identificati un numar foarte mare de factori
implicati in diferite etape ale procesului de angiogeneza - distrugerea membranei bazale din jurul
vaselor preexistente, orientarea, mobilizarea, proliferarea si diferentierea de noi celule
endoteliale ce vor forma noi vase.

In principal acesti factori sunt reprezentati de:

1. Citokine (polipeptide): VEGF (vascular endothelial growth factor) [5] , bFGF (basic fibroblast
growth factor) , TNF-a (tumour necrosis factor a), TGF-a si —p (transforming growth factors
alpha and beta) [6, 7], EGF (epidemal growth factor), angiogenind, HGF (hepatocyte growth
factor), angiostatind, prostaglandine i trombospondina.

2. Enzime: plasmina, heparina, trombina, hialuronidaze, colagenaze s$i metalproteinaze
matriciale, timidinfosforilaza [8].

3. Componente ale matricei extracelulare: laminind, vitronectind, fibronectina, diferite tipuri de
colagen, proteoglicani, glicozaminoglicani [9].

4. Molecule pe suprafata celulara: uPAR (urokinase-type plasminogen activator receptor) ,
diferite selectine, factori tisulari, integrine de tip heterodimeric (a2p1, a5B1, aVB3) [10].

Hipoxia reprezintd principalul stimul al ,switch-ului” angiogenetic. HIFla (hypoxia-
inducible factor la) este exprimat si degradat, in mod normal, de tumori si in conditii hipoxice,
aceastd proteind este stabilizata, inducand expresia anumitor gene, inclusiv VEGF. Gena von
Hippel-Lindau (VHL), responsabild de supresia expresiei genice indusd de hipoxie, este adesea
mutatd in celulele tumorale. Alfi determinant{i ai neovascularizatiei sunt: pH-ul scazut,
hipoglicemia, inflamatia (cu producerea de ciclooxigenazi-2 (COX2) si prostaglandine). In
conditii hipoxice, tumora produce si elibereazd multipli factori de crestere (VEGF, bFGF, PDGF,
TGF-B-1, PIGF, angiopoetina-2) pentru a initia $i regla angiogeneza. Acesti factori
interactioneaza cu receptori tirozinkinazici (RTK) de pe suprafata a multiple celule, incluzand
celulele endoteliale si pericitele (celule din peretele vasului, distincte de celulele endoteliale si
musculare, avand rol de sustinere). in majoritatea situatiilor, mai multi factori de crestere pot
interactiona cu acelasi RTK. Datoritd acestei complexitati, angiogeneza poate fi inhibatd pe
multiple cai [11].

Vascular endothelial growth factor (VEGF) si platelet-derived growth factor (PDGF) sunt
factori de crestere produsi de celulele tumorale si joaca un rol esential in angiogeneza. Familia
VEGF cuprinde 5 membri notati de la A la E. Cel mai studiat este VEGF-A, cel mai puternic
stimulator al angiogenezei, inductor al proliferarii celulelor endoteliale i inhibitor al apoptozei.
Actioneazd, in principal, In fazele initiale ale angiogenezei. Familia receptorilor VEGF
(VEGFR) are 3 componenti: VEGFR-1, -2 1 -3. VEGFR-2 este receptorul predominant, implicat
in proliferarea si migrarea celulard, inducand semnale de supravietuire a celulelor endoteliale si a
mugurilor vasculari. Blocarea VEGFR-2 induce apoptoza celulelor endoteliale. VEGFR-1 este
exprimat pe celulele endoteliale, participAnd la generarea de semnale intracelulare
proangiogenetice, pe macrofage, promovand inflamatia, deci metastazarea si pe celule tumorale,
generand semnale ce stimuleazd supraviefuirea acestora. Rolul proinflamator al VEGFR-1 a fost
incriminat si In alte procese patologice, incluzand artrita cronica si reumatoidd. VEGFR-3 induce
semnale care stimuleazd proliferarea §i cresterea vaselor limfatice, ceea ce poate amplifica
metastazarea ganglionara (locald) si la distantd. PDGFR-f induce semnale in pericite, semnale de
maturare, intretinere si supravietuire a vaselor create. PDGFR-f este un receptor important cu rol
in initierea proliferdrii pericitelor si in migrarea acestora spre vasele nou-formate [12].

Metode de stimulare a angiogenezei

Actualmente toate metodele de tratament au ca scop, restabilirea totald sau partiala, a

fluxului sanguin arterial spre segmentul afectat de ischemie cronicd, cu ulterioara instalare a
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proceselor metabolice normale ce corespund cerintelor energetice ale tesutrilor (in deosebi cel
muscular). Aceste metode pot fi calificate in felul urmator:

1. Metode terapeutice (conservative)-esenta acestor metode este de a restabili fluxul arterial cu
preparate farmcologice. Cele mai frecvent utilizate sunt: corectia factorilor de risc; preparate
antiagregante plachetare si preparate ce modificd proprietdtile reologice ale singelui la nivelul
circuitului capilar; preparate vasodilatatoare (derivati din prostaglandina E1).

2. Metode chirurgicale- includ tehnici clasice si tehnici endovasculare. Cele clasice sunt
prezentate de: endarterectomiile-care reprezinta inlaturarea intimei vasculare impreuna cu placa
ateromatoasd, si cu deblocarea circuitului pe segment distal; sunturile cu aplicarea protezelor
sintetice sau a autogrefelor; amputatiile din nefericire idiferent de dezvoltarea tehnicilor
endovasculare, ele raman ca ultima instantd la pacientii cu leziuni ischemice ireversibile
(gangrene).

3. Metode cu utilizarea ingineriilor genice si culturilor celulare. Terapia genica — factorul
(VEGF) este codificat de doud gene alele, la expresia carora are loc sinteza factorului de crestere
endoteliala, si respectiv controlul sintezei acestuia. Tehnica reprezinta izolarea acestor gene cu
introducerea ulterioara In model experimental.

4. Terapia celulara la moment este una din cele mai promitatoare metode in tratamentul
ischemiei critice, prin administrarea celulelor progenitoare de provenientd medulara celule
mature izolate, celule progenitoare embrionare,celule izolate din sdngele periferic.

Celulele stem in terapia celulara care 1n ultimii ani, datorita succeselor obtinute in cercetarile
fundamentale, care permit cultivarea diferitor tipuri de celule, se dezvolta transplantarea celulara
nu numai sub aspectul cercetarilor fundamentale, dar si sd aspectul utilizarii lor in terapia unei
diversitati considerabile de patologii [13, 14]. Este descrisa capacitatea celulelor osteomedulare
injectate 1n regiunea afectatd a tesutului muscular pentru promovarea procesului reparator.
Celulele sunt recoltate din maduva osoasd, transportate cu fluxul sanguin, traverseza peretele
vasului sanguin si repard muschiul afectat. S-a determinat ca o parte din celulele regeneratului
muscular contin marcheri specifici tesutului transplantat, indicand ca celulele medulare
transplantate s-au dezvoltat in celule musculare [15].

Celule ombilico-placentare au capacitate majord de a restabili practic integral sistemul
hematopoetic al pacientului. Cu toate ca sangele ombilical contine un numar mai mic de celule
stem comparativ cu miaduva osoasi, calitatea grefei este superioara fati de cea osteomedulari. In
aceste cazuri este nevoie de 10 ori mai putine celule stem ombilicale pentru transplantare reusita,
deoarece celulele ombilicale sunt mai tinere comparativ cu cele osteomedulare si cele obtinute
din singele periferic.

Factori importanti care au un rol semnificativ in tratamentul cu celule progenitoare sunt:

» Starea locala a tesuturilor, stadiu clinic la care se afla procesul. Este important de initiat
tratamentul la etapele cand procesele sunt reversibile.

» Un alt element este metoda de administrare a grefelor celulare cea mai eficientd fiind calea
intramusculard si administrarea pe traectul arterelor. Alte cai sunt intravenoasa si intraarteriala.

» Tipul celulelor utilizate si capacitatea angiogeneza(capilarogeneza) si
vasculogenetica(arteriogeneza) a acestora.

Concluzii

Angiogeneza este un exemplu perfect asupra modului in care cercetarea fundamentala si-
a transferat rezultatele in practica clinica ilustrand modul in care aceasta a contribuit la
substantiale achizifii terapeutice. Cunoagterea proprietdtilor factorului de crestere VEGF tip-A
responsabil de angiogeneza vaselor sanguine, receptorilor indeosebi VEGFR-2, PDGF care sunt
implicate 1n proliferarea si migrarea celulard. Terpia cu celule progenitoare autologate reprezinta
o metoda de tratament al pacientilor cu ischemie cronica sau chiar criticad a membrelor inferioare
care nu au posibiltate de a efectua o interventie reconstructiva, sau au contraindicatii pentru
aceasta.
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DENSITATEA VASCULARA SI DISTRIBUTIA VASELOR SANGUINE iN
NEOPLAZIA CERVIXULUI UTERIN (DUBLA IMUNOCOLORARE ANTI-
CD31/ANTI-ACTINA MUSCHIULUI NETED-ALPHA)

Lilian Saptefrati, Vitalie Mazuru, Valeriu David, Tatiana Globa, Lucian Rudico
Catedra Histologie, Citologie si Embriologie

Summary
Divergent expression of endoglin and marker of proliferation Ki67 in the
benign and malign lesions of the uterine cervix
In this study we show, for the first time, application of double immunohistochemical stain
method using endothelial marker of high specificity (CD105) and marker of proliferation (Ki67),
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