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REZUMAT

Introducere

Vederea este cel mai important dintre simturile noastre, fiind elementul vital pentru
conectarea si integrarea la lumea inconjuratoare. In acest context pierderea vederii este unul
din evenimentele care afecteaza profund si iremediabil calitatea vietii.

In primul raport dedicat vederii al Organizatiei Mondiale a Sanatatii, publicat in 2019, se
arata ca cel putin 2,2 miliarde de persoane sufera de deficiente de vedere, dintre care zeci de
milioane de pacienti au afectiuni severe care ameninta cu pierderea vederii [ 1].

Premiul stiintific de renume mondial, Anténio Champalimaud Vision Award, numit adesea
,Premiul Nobel al vederii”, a recunoscut dezvoltarea revolutionara a terapiei anti-angiogenice
pentru bolile retinei si a fost atribuit in 2014 unor cercetatori pentru contributiile lor la
identificarea factorului de crestere a endoteliului vascular (VEGF) ca declansator major al
angiogenezei oculare, fenomen care sta la baza patologiei retiniene asociate cu pierderea
vederii, inclusiv degenerescenta maculard legatda de varstd, forma umeda si retinopatia
diabetica, contributii care au dus la dezvoltarea de noi tratamente de tip anti-VEGF pentru

aceste boli [2].
Partea generala

Neovascularizatia oculara sau angiogeneza patologica este principala cauza a orbirii in
tarile dezvoltate Desi procesul de neovascularizatie poate afecta diferite parti ale ochiului
(corneea, irisul, retina si coroida), bolile proliferative ale retinei detin ponderea principala in
afectiunile asociate cu pierderea vederii .

Bolile proliferative ale retinei sunt, in general, clasificate in functie de localizarea
procesului de neovascularizatie: retiniana sau coroidala. Neovascularizatia retiniana este
definita ca o stare in care noile vase patologice provin din venele retiniene existente si se extind
de-a lungul suprafetei interioare a retinei. Pe de altd parte, neovascularizatia coroidala (CNV)
provine din coroida si creste printr-o ruptura a membranei lui Bruch sub epiteliul pigmentar
retinian (RPE) sau retind. Practic, orice proces patologic care implica RPE si lezeaza
membrana lui Bruch poate fi complicat de CNV.

In procesul vederii lumina trebuie sa ajunga la fotoreceptori si din acest motiv retina
exterioara este in mare parte avasculara, deoarece vasele de sange ar afecta formarea

imaginii daca ar fi situate imediat in fata fotoreceptorilor. In schimb, retina este puternic



vascularizata printr-o retea dubla : vasele de sange din straturile interioare ale retinei si reteaua
coroidiana.

Vascularizatia retinei interioare este alcatuita din vase capilare profunde si superficiale,
responsabile de hranirea celor doua treimi interioare ale retinei, in timp ce treimea exterioara a
retinei este alimentatd de sistemul vascular coroidian. Cele doua retele vasculare sunt
separate prin epiteliul pigmentar retinian. In aceste conditii, neovascularizatia poate proveni din
vascularizatia interna a retinei (neovascularizatie retiniana) — fie din vascularizatia din coroida
(neovascularizatia coroidiana sau subretiniana). in ambele cazuri, apar vase noi care invadeaza
zone avasculare .

Neovascularizatia este in general un mecanism de protectie pe care il au multe tesuturi
din organism ca raspuns la leziuni sau ischemie. De exemplu, repararea ranilor la nivelul pielii
implica formarea de noi vase de sange pentru a compensa pe cele care au fost deteriorate. La
nivelul retinei, procesele care provoaca leziuni ce afecteaza sistemul vascular normal al
acesteia, vor duce la ischemie si non-perfuzie retiniana, care vor stimula neovascularizatia.
Prezent in mod normal in ochii sanatosi, VEGF este exprimat mult mai intens in boala

proliferativa, declansand procesul neovascularizatiei.

Vasculatura retiniana. A — stare normala, B.neovascularizatie coroidala cu infiltrare subretiniana

C. neovascularizatie retiniana superioara cu infiltrare in spatiul vitros . Adaptat dupa [4]

In procesul neovascularizatiei, noile vase de sange desi sunt create pentru a compensa
lipsa de oxigen si nutrienti, vor agrava starea patologica deoarece nu au structura normala a
vaselor din vascularizatia retiniand sanatoasa. Spre deosebire de vasele retiniene obisnuite,
neovascularizatia genereaza vase mai subtiri si care nu au jonctiuni strdnse ( jonctiunile
stranse ale vascularizatiei retiniene sunt o caracteristica cheie, reprezentand wuna dintre
barierele retinind/sange). In aceste conditii, noile vase de sange sunt predispuse la scurgeri de

sange sau plasma in tesuturile inconjuratoare inclusiv in vitros, fapt ce poate conduce la



degenerarea corpului vitros cu complicatii grave cum ar fi hemoragiile vitreene sau dezlipirea de
retina[2].

n diagnosticarea neovascularizatiei retinei, la examenului fundului de ochi se identifica
vase de calibru mai mic si mai subtire ( aceste se prezinta ca smocuri fine sau fronde), insotite
de tesuturi conjunctive sau fibrotice care cresc in intensitate si in timp, localizate in apropierea
discului fie crescand superficial spre vitros sau sub retina.

La angiografia cu fluoresceina se disting scurgeri de colorant din aceste vase in spatiul
extravascular, iar localizarea noilor vase formate este Tn apropierea zonelor cu perfuzie capilara
precara pentru a putea compensa perfuzia slaba la acest nivel . La utilizarea angiografiei OCT
se identificd o proliferare vasculara anormala sau crestere intensa a vaselor de sange mici
situate la marginea noilor vase de sange.

In urma validarii VEGF ca element central al procesului de neovascularizatie, inclusiv in
bolile oculare proliferative, urmatoarea etapa a medicinei translationale a fost elaborarea unor
terapii antiangiogenice care sa aiba drept tintd blocarea si neutralizarea VEGF la nivelul
tesuturilor afectate, terapii cunoscute ulterior sub denumirea de terapii anti-VEGF.

Terapia anti-VEGF implica utilizarea de medicamente care vizeaza in mod specific
VEGF pentru a-i inhiba activitatea si pentru a reduce angiogeneza patologica in retind. Aceste
medicamente sunt de obicei administrate prin injectii intravitreene, direct in cavitatea vitroasa a
ochiului, efectul acestora fiind acela de a bloca actiunea VEGF, de a preveni formarea de noi
vase de sange, de a reduce scurgerea vasculara si de a promova regresia vaselor de sange
anormale din retina .

Mecanismul de actiune al terapiei anti-VEGF implicd mai multe etape. in primul rand,
medicamentul anti-VEGF se leaga de VEGF si il impiedica sa se lege de receptorii specifici din
membrana celulelor endoteliale,. Acest proces inhiba caile de semnalizare intracelulare
declansate de VEGF, care sunt responsabile de stimularea angiogenezei si cresterea
permeabilitatii vasculare. Tn al doilea rand, terapia anti-VEGF reduce permeabilitatea vasculara
prin stabilizarea vaselor de sange si prevenirea scurgerii de lichid si proteine in tesuturile
adiacente, fenomen benefic in reducerea edemului retinian, o caracteristicd comuna a multor
boli oculare, cum ar fi degenerescenta maculara legata de varsta (AMD), forma neovasculara si
retinopatia diabeticd (DR). Tn al treilea rand, terapia anti-VEGF inhib& cresterea vaselor de
sange anormale sau neovascularizatia, element distinctiv al angiogenezei patologice in bolile
oculare, previne formarea vaselor de sange fragile si cu scurgeri care pot contribui la pierderea
vederii.

Terapia anti-VEGF a demonstrat o eficacitate remarcabila in imbunatatirea acuitatii
vizuale si reducerea edemului retinian in bolile oculare precum degenerescenta maculara

legata de varsta (AMD), forma neovasculara, retinopatia diabetica (DR) si ocluziile vasculare ale



retinei (RVO). Studiile clinice au demonstrat ca medicamentele anti-VEGF pot reduce
semnificativ riscul de pierdere severa a vederii si pot imbunatati calitatea vietii la pacientii cu
aceste afectiuni [3,5].

Terapiile anti VEGF includ mai multe variante, dintre care cele mai utilizate sunt
urmatoarele :
1. Anticorpi monoclonali anti-VEGF care blocheaza membrii familiei VEGF, dintre care cel mai
important este VEGF-A varianta izoforma 165 . De exemplu Ranibizumab (Lucentis),
Bevacizumab ( Avastin), Brolucizumab (Beovu), Faricimab (Vabysmo) .
2. Anticorpi monoclonali care blocheaza receptorii VEGF ( VEGFR ), impiedicand legarea
moleculelor VEGF de receptori si in continuare activarea cailor semnal de proliferare vasculara.
3. Receptori pentru VEGF, in varianta solubila, care, la nivel plasmatic, vor lega moleculele
VEGF inainte ca acestia sa se poata lega de receptorii celulari pentru VEGF. De exemplu
Aflibercept (Eylea), Conbercept ( Lumitin ) .
4. Molecule mici care blocheaza tintit situsurile de legare ale moleculelor VEGF de receptorii
membranari VEGFR.
5. Inhibitori ai tirozin kinazelor - molecule mici, dotate cu capacitatea de a traversa membrana
celulara, si care se vor lega tintit de domeniul tirozin kinazei al receptorilor VEGFR, blocand
astfel activarea in continuare a cailor de semnalizare in stimularea cresterii si proliferarii
vasculare.

6. Terapii genice si celulare
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Abrevieri: DMNS= degenerescentd maculard legati de varstd-forma neovasculard; OVR=ocluzia venoasa retiniand; EMD-=edem macular diabetic;
RD=retinopatie diabeticd; RDP=retinopatie diabetica proliferativa

Istoricul validarii agentilor VEGF. Adaptat dupa [8]



Partea speciala

La aproape doua decenii de la aprobarea primului agent terapeutic in terapia
antiangiogenica ( anti-VEGF) cu administrare prin injectare intravitreana in bolile oculare cu
neovascularizatie, s-a constatat un succes incontestabil in tratamentul principalelor maladii
responsabile de pierderea vederii, dar in acelasi timp continuarea unor probleme legate de
standardizarea protocoalelor de administrare, existenta unor fenomene de rezistentd sau de
lipsd de raspuns la terapie, aparitia in timp a unor efecte adverse generate de ischemia
retiniand, insuficienta utilizare a potentialului terapeutic al fiecarui agent anti-VEGF utilizat, lipsa
studiilor comparative pentru diferitii agenti anti-VEGF, lipsa studiilor privind actiunea unor terapii
oculare combinate care sa cuprinda agenti terapeutici cu actiune complementara si sinergica .

Existenta acestor probleme tine de factorul timp, dar si de utilizarea de maniera “off-
label” a unor agenti anti-VEGF aprobati pentru alte tipuri de terapii, de exemplu bevacizumab
(Avastin), primul inhibitor VEGF care a aparut pe piata, a fost aprobat de FDA in februarie 2004
in tratamentul cancerului metastatic colorectal. In 2005 [7] Rosenfeld P. a prezentat un studiu
de caz al unui pacient cu degenerescenta maculara legata de varsta,forma neovasculara, tratat
cu bevacizumab intravitrean, constatédnd dupa o saptamana un contur macular normal si o
stabilitate a acuitatii vizuale. Concluzia a fost ca administrarea intravitreana de bevacizumab
poate fi o optiune eficienta, ieftina si sigura pentru pacientii cu degenerescenta maculara legata
de vérsta, care isi pierd vederea secundar neovascularizatiei maculare. Ulterior, utilizarile
pentru Avastin s-au diversificat, numarul indicatiilor oftalmologice a crescut, astfel ca in prezent
se foloseste curent in urmatoarele patologii : degenerescenta maculara legata de vérsta, forma
neovasculara, retinopatia diabetica proliferativa, inflamatii corio-retiniene, edem macular
refractar la alte tratamente [6].

In incercérile de a imbunatati terapia antiangiogenica s-au incercat mai multe variante
de optimizare [10,11].

O varianta a fost analiza din punct de vedere cantitativ a terapiei. Astfel studiile au aratat
ca 1n tratamentele din viata reald pacientii primesc mai putine injectii anti-VEGF decéat in
studiile clinice si deci tratamentul anti-VEGF fiind insuficient, acest lucru se poate corela cu
rezultate vizuale mai slabe [9]. Doze mai mari (2 mg) de agent anti-VEGF ranibizumab nu au
oferit beneficii suplimentare ale acuitatii vizuale fatd de dozarea conventionala (0,5 mg), ceea

ce dovedeste atingerea unui platou. in schimb, grupul de pacienti cu AMD caruia i s-a



administrat doze mai mari a necesitat un numar redus de injectii in comparatie cu grupul cu
doze mai mici [9].

Exista preocuparea pentru formulari anti-VEGF cu eliberare sustinuta sau dispozitive de
livrare care pot permite testarea ipotezei ca inhibarea continua a VEGF poate duce la rezultate
vizuale mai bune pe termen lung. O abordare promitatoare este un dispozitiv reincarcabil cu
eliberare lentd care sa permita livrarea continua a medicamentului n cavitatea vitreana a
ochiului. Au fost fincercari multiple de a dezvolta sisteme extinse de administrare a
medicamentelor pentru agenti anti-VEGF. Port Delivery System (PDS) produs de Genentech,
proiectat pentru administrare de ranibizumab (Lucentis, Genentech), poate fi primul dispozitiv
de acest gen care primeste aprobarea de la FDA din SUA. PDS este un dispozitiv nou care
poate oferi o solutie de Tnlocuire a administrarii injectabile, eliminand astfel injectiile
intravitreene repetate si vizitele frecvente de monitorizare. PDS-ul este conceput pentru a fi un
rezervor permanent, reutilizabil de agent anti-VEGF, care initial este plasat chirurgical in sala de
operatie, iar reumplerile ulterioare sunt efectuate in cabinet .

O alta variantd a fost analiza posibilitati de optimizare din punct de vedere calitativ,
analiza bazata pe rezistenta la terapia anti-VEGF, fenomen evidentiat atat in cancere céat siin
boli oculare.

Este clar c& mecanismele ce stau la baza rezistentei la tratament anti-VEGF in cancer
sunt diferite de cele ca raspuns la tratamentul cu citostatice clasice , deoarece nu exista dovezi
de modificari la nivelul genomului tumoral legate de VEGF sau caile de semnalizare in care
acesta este implicat [12 ].

In bolile retiniene, unele studii clinice au raportat un raspuns terapeutic pozitiv interesant
la trecerea de la un agent anti-VEGF la altul dupa o determinare clinica a rezistentei la
tratament cu agentul initial utilizat pentru terapie .Un exemplu in acest sens a fost trecerea de la
terapia cu bevacizumab ( fata de care se dezvoltase rezistenta) la terapia cu aflibercept, caz in
care s-au obtinut rezultate promitatoare .

Astfel schimbarea in terapia angiogenetica a agentului anti-VEGF a demonstrat
rezultate anatomice semnificativ imbunatatite, functia vizuala a ramas stabila, avand un efect
comparabil cu alti agenti anti-VEGF in conservarea vederii. Acesti pacienti aveau boala cronica
slab receptiva, cu potential limitat de recuperare vizuala. Trecerea la aflibercept cu monitorizare
frecventa poate fi o optiune potrivita pentru pacientii care au dezvoltat rezistenta la tratament cu
bevacizumab [13].

Studiul nostru se inscrie in tematica complexa a optimizarii si personalizarii terapiei
antiangiogenice prin administrare intravitreana de agenti anti-VEGF, propunéndu-si ca scop o

analiza comparativa privind efectele terapiei cu agenti anti-VEGF in patologia oculara,



concomitent cu identificarea unor posibile mecanisme de actiune antiangiogenica ale acestora

si a unui agent antiangiogenic natural prin studii in vitro si in ovo .

Obiectivele studiului au fost structurate astfel :
- evaluarea multiparametrica a terapiei cu bevacizumab Tn glaucomul neovascular.
- comparatii intre principalii agenti anti-VEGF utilizati in patologia oculara, bevacizumab si
aflibercept, atat din punct de vedere al eficientei in tratarea degenerescentei maculare
exudativa legata de varsta, cat si din punct de vedere al mecanismului antiproliferativ, evaluat
in vitro si in vivo.
- izolarea, caracterizarea si utilizarea unui agent fitoterapeutic din vasc, ca variantd posibila
intr-o terapie antiproliferativd combinata, alaturi de compusi clasici de sinteza cu actiune anti
tumoralad validata.

in evaluarea multiparametrica a actiunii  agentului anti-VEGF, bevacizumab, in
tratamentul glaucomului neovascular, a fost efectuat un studiu retrospectiv pe 67 de pacienti,
care a avut ca scop evaluarea eficacitatii tratamentului intravitrean cu bevacizumab (Avastin)
asupra deficientei vizuale si durerii. Studiul s-a concentrat pe istoricul medical, examenul
oftalmologic, acuitatea vizuala, tonometrie, examinarea fundului de ochi, gonioscopie si campul
vizual.

Glaucomul neovascular, localizat in segmentul ocular anterior, reprezinta stadiul final al
complicatiei ischemice retiniene, localizata in segmentul ocular posterior, si din acest motiv
terapia aplicatd a fost complexa, vizdnd scaderea presiunii intraoculare ( administrarea de
combinatii locale de beta-blocante + analogi de prostaglandine + inhibitori de anhidraza
carbonica, concomitent cu administrarea sistemica de inhibitori de anhidraza carbonica ) si
respectiv imbunatatirea acuitatii vizuale prin stoparea si eliminarea neovascularizatiei ( injectii
intravitreale cu bevacizumab (Avastin) intr-o prima etapa, urmate de fotocoagularea pan
retiniana).

Analiza multiparametrica realizata la sfarsitul perioadei de tratament a relevat regresia
neovaselor in primele 4-7 zile dupa injectarea cu Avastin, iar dupa initierea pan fotocoagularii,
neovasele au disparut in 63,88% din ochi. De asemenea, presiunea intraoculara s-a redus
revenind in limite normale la aproximativ 60% din cazuri, la 3 luni dupa inceperea tratamentului.
Este de mentionat succesul terapeutic in conditiile unei diversitati etiologice si de stadializare a
patologiei pacientilor. Concluzia studiului este ca terapia, in cazul glaucomului neovascular,
trebuie sa aiba in vedere reducerea inflamatiei, reducerea sintezei de umor apos, blocarea si
eliminarea neovascularizatiei care afecteaza atat campul vizual céat si nervul optic .

In cazul analizei comparative a efectului aflibercept versus bevacizumab, agenti

terapeutici cu actiune anti-VEGF, studiul a urmarit atat analiza clinica a eficientei celor 2 agenti



utilizati ca terapie de prima linie in degenerescenta maculara legata de varsta, forma exudativa,
cat si analiza n vitro a actiunii celor doi agenti pe culturi celulare si in ovo .

Tn cadrul studiului clinic s-a realizat evaluarea tratamentului formei exudative a AMD prin
compararea efectelor oculare si sistemice dupa injectarea intravitreana a doi agenti anti-VEGF,
aflibercept, respectiv bevacizumab, atunci cénd sunt administrati in doze si regimuri
comparabile. Rezultatele au fost bune in cazul ambilor agenti :

- acuitatea vizuald medie s-a imbunatatit mult incepand cu a treia luna de tratament.

- a avut loc o reducere a grosimii retinei pe OCT.

- nu au fost inregistrate complicatii oculare (endoftalmita, hemoragie vitroasa, dezlipire de
retind) sau alte efecte adverse sistemice.

Analiza comparativa a efectelor defalcate pe aflibercept versus bevacizumab a aratat o
usoara superioritate a aflibercept manifestata prin :

- randamentul terapeutic al aflibercept este mai mare incepand cu prima injectie

- dupa primele trei injectii, am obtinut o acuitate vizuald mai buna in cazul aflibercept
decét in cazul bevacizumab.

- Afliberceptul are un efect mai bun pentru curatarea lichidului subretinian dupa primele 3
injectii.

Din punct de vedere al efectelor adverse s-a remarcat, in unele cazuri, aparitia
ischemiei retiniene cu generare de atrofie a retinei, fenomen consecutiv scaderii fluxului
sanguin urmare a inhibitiei VEGF. Comparativ, ischemia retiniana a fost observatad mai rapid in
cazul pacientilor tratati cu aflibercept.

Concluzia studiului clinic comparativ este ca aflibercept are efecte terapeutice usor
superioare fatd de bevacizumab, dar acestea sunt compensate de costul mai mic si efecte
secundare de tip ischemie retiniand mai reduse ale bevacizumab . Explicatia efectului superior
al aflibercept este diferenta structurala, astfel aflibercept are afinitate mare pentru formele
VEGF-A , VEGF-B cét si pentru factorul de crestere placentar (PIGF), in timp ce bevacizumab
are afinitate doar pentru izoformele VEGF-A.

In cazul studiului comparativ, in vitro si in ovo, s-au urmarit efectele citotoxice ale
aflibercept versus bevacizumab, in vitro, asupra a doua linii celulare de melanom uman (A375 si
SK-Mel-28), precum si asupra unei linii celulare sanatoase (keratinocite umane HaCaT), urmata
de caracterizarea in ovo a efectelor celor doi agenti anti-VEGF asupra membranei
corioalantoide (CAM) . Alegerea liniilor celulare de melanom a fost data de varianta maligna de
la nivel ocular, melanom uveal. Dintre tipurile de cancer care afecteaza ochii, melanomul uveal
ocupa prima pozitie. Datorita ratei sale ridicate de mortalitate, melanomul uveal ramane un

subiect important in ciuda incidentei sale relativ scazute [14,15] .



Rezultatele studiului in vitro, utilizdnd doua linii celulare de melanom uman (A375 si SK-
Mel-28), au demonstrat ca ambii agenti au un efect antitumoral notabil, scazand viabilitatea
celulelor de melanom uman intr-un mod dependent de doza, un efect mai semnificativ fiind
obtinut in cazul aflibercept.

In ceea ce priveste evaluarea profilului de sigurantd al compusilor testati ( practic
evaluarea potentialul de afectare a tesuturilor sanatoase) s-au urmarit trei parametri:

- capacitatea de afectare a liniei celulare sanatoase (keratinocite umane HaCaT)
- calcularea potentialului iritant vascular prin testul HET-CAM
- evaluarea viabilitatii embrionilor de gaina

Rezultatele studiului au aratat o scadere usoara a viabilitatii celulare a celulelor
sanatoase ( keratinocite HaCaT), scaderea fiind mai mica in cazul tratamentului cu aflibercept
in comparatie cu efectul produs de bevacizumab.

In ceea ce priveste potentialului iritant vascular prin testul HET-CAM al compusilor activi
testati, acestia au prezentat un scor de iritatie (IS) de 1,64 pentru bevacizumab si de 2,13
pentru aflibercept, ambele valori incadrandu-se in categoria scor de iritatie scazut. In cadrul
aceluiasi experiment s-a constatat cd nu au existat afectari deosebite la nivelul capilarelor
vasculare .

Viabilitatea embrionilor dupa aplicarea bevacizumab si aflibercept, utilizdnd metoda
CAM, a fost buna, ei au supravietuit la mai mult de 24 de ore dupa administrarea compusilor
bevacizumab si aflibercept pe embrionul din ou fertilizat .

In concluzie, cei doi compusi testati, bevacizumab si aflibercept, nu afecteaza celulele
sanatoase, nu au efect iritant vascular ceea ce sugereaza ca aceste substante sunt sigure
pentru aplicare oftalmica .

De remarcat, desi analiza efectelor citotoxice si iritante ale bevacizumab si aflibercept au
fost efectuate in vitro, din cunostintele noastre, efectul sau nu a fost testat in ovo, la nivelul
CAM, deci o contributie originala a studiului nostru .

in ce priveste studiul experimental in vitro privind efectul antitumoral al unui agent
antiangiogenic natural, extract hidroalcoolic de vasc ca varianta terapeutica alternativa sau
complementara in cazurile de dezvoltare a rezistentei la terapia antitumorald conventionala,
acesta a avut ca obiective: izolarea, caracterizarea, testarea capacitatii si a mecanismului de
actiune antitumorala a unui fitoagent din vasc.

Analiza extractului hidroalcoolic din vasc, realizata prin metoda LC-MS, a evidentiat o
serie de compusi polifenolici, dintre care preponderent sunt epicatechina si kaempferolul,
compusi recunoscuti pentru actiune antiproliferativa si antiinflamatorie. [16,17] .

Evaluarea actiunii citotoxice a extractului hidroalcoolic din vasc s-a realizat utilizand

doua linii celulare de cancer de piele: carcinom epidermoid cutanat ( cu celule scuamoase )—



A431 si o linie celulara tumorala de melanom murin — B164A5, iar ca element de control am
utilizat o linie celulara de keratinocite umane sanatoase.

Pentru a studia mecanismul prin care fitoextractul exercita actiunea antitumorala, s-a
utilizat o tehnica de colorare prin care s-a evidentiat efectul exercitat de VAex asupra structurii
nucleului, oferind astfel o imagine a tipului de moarte celulara indusa de extract. Cele trei linii
celulare au fost tratate cu extract de vasc in cinci concentratii de VAex (50, 100, 250, 500 si
1000 pg/mL) si urmarite din punct de vedere a viabilitatii pe o perioada de 24 de ore.

Rezultatele studiului de fata indica faptul ca VAex are un efect citotoxic puternic atat in
celulele pigmentate (B164A5) cét si in cele nepigmentate (A431).

Cea mai afectata linie celulard a fost carcinomul cu celule scuamoase, unde VAex a
provocat o scadere a viabilitatii celulare ntr-o maniera dependenta de doza si a indus modificari
ale formei si structurii nucleului, care indica un efect asemanator apoptozei.

Rezultatele obtinute au aratat ca la concentratii scazute (< 500 yg/mL), extractul de vasc
are un efect citotoxic selectiv, celulele sanatoase nefiind afectate. In cazul celulelor tumorale,
extractele de vasc au exercitat un efect citotoxic dependent de concentratie, provocand
modificari morfologice si structurale in nucleu, cu efect asemanator unui proces apoptotic. Cele
mai afectate celule au fost cele nepigmentate (A431), ceea ce indica o actiune protectoare a
melaninei fata de efectul citotoxic al polifenolilor din extractul hidroalcoolic de vasc

In concluzie, componentele polifenolice intre care se remarca epicatechina si
kaempferolul, au prezentat o activitate antitumorala semnificativa, dependenta de doza, efectul
cel mai puternic fiind asupra celulelor de carcinom cu celule scuamoase. Actiunea
antiproliferativa este selectiva pentru celulele tumorale, cele nepigmentate fiind afectate mai
mult , probabil datorita lipsei efectului protector al melaninei .

Studiul de fata a adus contributii importante privind evidentierea particularitatilor actiunii
principalilor agenti anti-VEGF, bevacizumab si aflibercept, atat la nivel clinic in tratamentul
afectiunilor oculare proliferative, cat si in vitro si in ovo, unde s-au evaluat atat capacitatea
antiproliferativa cat si siguranta terapeutica la nivelul tesuturilor sénatoase. Rezultatele obtinute
au aplicabilitate imediata in optimizarea unui management personalizat de terapie anti-VEGF
realizat prin administrare intravitreana de agenti anti-VEGF. De asemenea a fost obtinut,
caracterizat si testat un agent fitoterapeutic din vasc, ca varianta terapeutica alternativa sau
complementara in cazurile de dezvoltare a rezistentei la terapia antitumorala conventionala .

Realizarea acestor obiective a presupus un efort transdisciplinar, la care au contribuit
resursele si profesionalismul Disciplinelor de Oftalmologie din UMF "Victor Babes” din Timisoara
si UMF "Carol Davila” din Bucuresti, Disciplina de Biochimie din UMF "Victor Babes” din
Timisoara, Disciplina de Toxicologie si Industrie a Medicamentului a Facultatii de Farmacie din

UMEF ” Victor Babes” din Timisoara, Centrul de cercetare pentru evaluare farmaco-toxicologica a



Facultatii de Farmacie din UMF "Victor Babes” din Timisoara si nu in ultimul rand suportul si

indrumarea Scolii doctorale de Medicina-Farmacie din UMF "Victor Babes” din Timisoara .
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