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REZUMAT

La iepure, glanda Harder este un organ mare ce se afla in portiunea antero-mediala
inferioara a orbitei, Tn contact direct cu globul ocular, atasatd la baza pleoapei a treia. Prezinta
doi lobi bine diferentiati (unul roz - ventral si unul alb - dorsal), ce acoperd aproximativ
jumatate din suprafata mediala a globului ocular, la fata profunda a scheletului cartilaginos al
membranei nictitante, elimindndu-si secretia printr-un canal propriu, in sacul conjunctival,
contribuind astfel la producerea fractiunii lipidice externe a filmului lacrimal.

Conform materialului bibliografic consultat, studii histochimice complexe ale glandei
Harder (inclusiv ale produsilor de secretie) si ale membranei nictitante la iepure, insuficient
clarificate in literatura de specialitate, pe un numar mare de indivizi, nu au mai fost intreprinse
pana acum. Studiile cu privire la organogeneza, evaluarea micromorfometrica a principalelor
structuri histologice glandulare in perioada dezvoltarii postnatale si micromorfometria si
statistica unor formatiuni histologice si a produsilor de secretie ai glandei Harder normale la
iepurele adult sunt efectuate pentru prima data, studii similare nefiind identificate in bibliografia
autohtond sau straind consultatd. Clarificarea acestor necunoscute reprezintd scopul prezentei
teze de doctorat.

Prima parte ,,Stadiul cunoasterii” este constituitd din doud capitole care sintetizeaza
principalele date bibliografice din literatura de specialitate cu privire la anexele de protectie si de
fixare ale globului ocular la iepure (capitolul 1) si la membrana nictitanta, axandu-se pe
informatii legate de glanda profunda a acesteia, glanda Harder (capitolul I1).

Partea a ll-a ,,Cercetari proprii” este constituitd din cinci capitole (cap. III — VII).
Capitolul III prezinta scopul si obiectivele lucrarii, capitolele IV, V si VI prezinta si descriu
rezultatele cercetarilor, incluzdnd materialele si metodele de lucru, discutiile, interpretarile,
analiza si concluziile partiale ce se desprind din cercetirile intreprinse. In capitolul VII sunt
prezentate concluziile finale, care sintetizeaza cercetarile efectuate. Lucrarea este ilustrata cu un

numar de 186 figuri, 10 tabele, 2 grafice si a impus consultarea a 320 titluri bibliografice.
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Investigatiile din capitolul 1V, cu titlul ,,Organogeneza glandei Harder si a membranei
nictitante la iepure” s-au realizat prin prelevarea pieselor histologice de la 67 fetusi de iepure de
casa, respectiv de la 11 femele: 23 fetusi in varsta de 16 zile (de la trei femele: 6, 8 si respectiv 9
fetusi), 13 in varsta de 20 de zile (de la doua femele: 6, respectiv 7 fetusi), 9 n varsta de 24 de
zile (de la doua femele: 4, respectiv 5 fetusi) si 22 in varsta de 28 de zile (de la patru femele: 5,
5, 6, si respectiv 6 fetusi). Dezvoltarea embrionard a fost urmaritd si prin examene ecografice,
pentru a putea fi luate din timp masuri corespunzatoare de reimperechere a femelelor negestante,
de protejare a celor gestante, precum si inlaturarea din lot a femelelor sterile. Recoltarea fetusilor
s-a realizat prin operatii de histerectomie sau histerotomie, in functie de varsta gestatiei.

Din piesele histologice recoltate (la fetusii de 16 si 20 de zile, capul a fost inclus in
intregime, iar la fetusii de 24 si 28 de zile, membrana nictitantd impreuna cu glanda Harder au
fost evidentiate prin sectionarea medio-sagitala a craniului, izoland orbita impreuna cu continutul
sau) s-au realizat sectiuni seriate §i s-au obtinut preparate histologice permanente prin tehnici de
colorare specifice tipului de studiu, astfel: pentru detaliile morfologice, preparatele histologice s-
au colorat cu hematoxilind-eosind (HE) si hematoxilina-eosina-albastru de metilen (HEA), iar
pentru diferitele aspecte histochimice: acid periodic Schiff (PAS) si Novelli.

Organogeneza membranei nictitante este initiata la iepure, in cea de-a 16-a zi de gestatie
sub forma unui pliu mezenchimal acoperit de conjunctiva, la nivelul fundului de sac inferior,
acest pliu constituind membrana nictitanta primordiala si are lungimea de 87,89 um.

Pliul conjunctivo-mezenchimal apare alungit si ingustat la fetusii de iepure in varsta de
20 de zile, iar Tn grosimea sa proximala se observa debutul histogenezei cartilaginoase sub forma
unei aglomerari de celule mezenchimale, ce ia forma unei benzi de-a lungul axului longitudinal
al membranei nictitante primordiale.

La fetusii in varsta de 24 zile, cartilajul membranei nictitante are toate structurile
morfologice prezente in cartilajul animalelor adulte, la fetusii in varstd de 28 de zile, fiind
constituit din condrocite situate in condroplaste, complet inconjurate de material matriceal
cartilaginos, iar periferic este nconjurat de condroblaste si fibroblaste care structureaza
pericondrul.

Organogeneza glandei profunde a pleoapei a treia, este deja initiatd la fetusii de iepure
in varsta de 20 de zile. La baza viitoarei membrane nictitante, se remarca existenta unei mase
celulare cu forma neregulata, structuratda din cordoane epiteliale, netunelizate si cu putine
ramificatii scurte.

La fetusii in varsta de 24 de zile se evidentiazd organizarea glandei Harder la baza
cartilajului membranei nictitante prin formarea de cordoane epiteliale primordiale (netunelizate)

si canale primordiale (tunelizate), unele prezentdnd si ramificatii, la extremitatea cdrora se
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diferentiaza formatiuni alveolare in procesul de organogeneza. Canalele primordiale (tunelizate)
principale prezintd ramificatii tubulare secundare, la capatul carora se formeaza si se desprind
formatiuni alveolare.

Cordoanele celulare si canalele glandulare primordiale, impreund cu formatiunile
alveolare primordiale sunt mai numeroase si incep sd se asocieze in vederea formarii lobulilor
glandulari. Formatiunile alveolare primordiale prezinta, spre deosebire de masele celulare
acinoase, Inceputul formarii unui lumen central $i sunt structurate din unul sau doua randuri de
celule epiteliale glandulare, cu aspect cubic, dispuse aproximativ concentric. La fetusii de 28 de
zile, dimensiunea acestora nu Iinregistreazd o crestere importantd, dar creste considerabil
densitatea lor in cadrul tesutului glandular fetal.

In perioada prenatald, glanda Harder nu manifestd caractere citologice si citochimice in
vederea initierii unei secretii lipidice specifice, putandu-se concluziona cd este inca o structurd
imaturd la iepurii nou-ndscuti, urmand ca maturizarea functionalda sd se realizeze in cursul
perioadei postnatale.

Cercetarile descrise in capitolul V, cu titlul ,,Dezvoltarea postnatala a glandei Harder si
a membranei nictitante la iepure”, s-au realizat prin prelevarea a 60 glande Harder atasate de
membranele nictitante de la 30 de iepuri de casa, cate trei pentru fiecare categorie de varsta: 1 zi,
2,3,5,7,10, 14, 21, 28 si 180 zile (adult).

Studiul histologic de urmarire a procesului de dezvoltare a glandei Harder la iepure pe
parcursul perioadei postnatale, pentru a se stabili momentul debutului activitatii secretorii §i
pentru a observa mecanismul de diferentiere a acesteia, s-a realizat prin efectuarea de preparate
histologice permanente din probele recoltate de la iepuri, grupati in 10 categorii de varste. S-au
utilizat coloratille HE s1 HEA, pentru observarea detaliilor morfologice si coloratiile
histochimice: PAS (glicoproteine neutre) si contracolorare cu HE si Rosu neutru, in urma post
fixarii pieselor recoltate in tetraoxid de osmiu, pentru evidentierea produsului lipidic de secretie
al celulelor epiteliale glandulare.

Studiul statistic $i micromorfometric s-a realizat pe imaginile obtinute din preparatele
histologice permanente, utilizdnd microscopul optic Micros Austria MC300 cu camera video
Moticam 352 atasatd. Analiza micromorfometrica a structurilor histologice s-a realizat cu
ajutorul soft-ului Motic Images Plus 2.0 ML. Au fost masurate ariile celulelor epiteliale
glandulare ale celor doi lobi i nucleii acestora, formatiunile histologice purtand denumirea de
variabile Tn cadrul analizei statistice. S-au efectuat cate 50 de masuratori pe fiecare caz, respectiv
150 de masurdtori pentru fiecare variabild, la fiecare categorie de varsta. Rezultatele au fost
prelucrate statistic cu ajutorul programului statistic SPSS 17.0. Cei 30 de iepuri au fost grupati in

10 categorii de varsta, cate trei in fiecare grupa.
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Pentru fiecare variabila s-au determinat indicatorii statisticii descriptive (media
aritmetica, eroarea standard a mediei, intervalul de incredere 95%, deviatia standard, valoarea
minima §i maxima), pentru fiecare grupa de varsta, iar pentru descrierea evolutiei variabilelor s-
au realizat serii cronologice de momente.

La iepurii nou-nascuti, glanda Harder are aceeasi topografic si marime raportatda la
structurile inconjurdtoare din orbitd ca si la animalele adulte. La examinarea microscopica insa,
glanda prezintd caracteristicile morfologice ale unei structuri imature, intre formatiunile
alveolare fiind prezente din abundenta fibre conjunctive, iar cele doud tipuri de celule epiteliale
glandulare nefiind inca diferentiate.

Este structurata din tubuli secretori ramificati, cu lumen ingust, separati prin fibre
conjunctive delicate. Viitoarele celule secretorii au forme variabile, unele fiind cubice, altele
prismatice joase, epiteliul glandular apardnd uneori stratificat. Un aspect important la aceasta
varsta este reprezentat de raportul nucleu/suprafata celulara, respectiv 1/3.

In cea de-a treia zi dupa fitare, cea mai importanti caracteristica morfologica a tesutului
epitelial este reprezentata de evidentierea in preparatele obtinute prin post fixare cu tetraoxid de
osmiu, a picaturilor lipidice in citoplasma celulelor epiteliale glandulare ce structureaza lobul
roz. Prezenta lor reprezintd dovada debutului activitatii secretorii a glandei, chiar dacd aceasta
este inca o structurd imatura, in celulele glandulare din lobul alb nefiind inca vizibile prin
microscopie optica picaturile lipidice.

In ziua a saptea a dezvoltarii neonatale, cei doi lobi ai glandei Harder la iepure pot fi
diferentiati macroscopic si caracterizati pe baza culorii lor ca lobul roz si lobul alb. Lobul roz
este de aproximativ doud ori mai mare decat cel alb, asemenea glandei animalelor adulte.

Se evidentiaza schimbari majore in morfologia glandei, raportat la dezvoltarea acesteia
observatd in prima zi dupa fatare, remarcandu-se 0 crestere pronuntatd a diametrelor alveolare.
Cele doua tipuri de celule epiteliale glandulare si-au definitivat ultrastructura, devenind vizibile
in microscopia optica si picaturile lipidice din citoplasma celulelor epiteliale din lobul alb,
colordndu-se n gri-gri inchis prin post fixare cu tetraoxid de osmiu, datoritd continutului de
lipide saturate.

La iepurii in varsta de 2 saptamani, dezvoltarea postnatala a glandei Harder pare a fi
deplina, modificarile ulterioare avand loc in principal in interstitiu. Toate celulele secretorii
prezintd caracteristici citologice tipice pentru o activitate intensa de secretie a lipidelor.

In lumenul tubulilor secretori pot fi observate uneori aglomerari de picaturi lipidice, cu
aceleasi dimensiuni ca ale celor intracitoplasmatice. Aceastd imagine este caracteristica lobului
roz. In lumenul unor alveole din lobul alb, se evidentiaza aglomeriri de material pigmentar, care

cel mai probabil reprezinta debutul secretiei porfirinice.
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La iepuri in varsta de 21 de zile, glanda Harder prezinta caracteristicile morfologice ale
acesteia de la animalele adulte. Teritoriul glandular este bine impartit in lobuli printr-un tesut
conjunctiv delicat, ce se desprinde din capsuld, iar vasele sangvine intra- si interlobulare, mai
numeroase la nivelul lobului roz, asigura aportul nutrientilor celulari.

In plus fata de lobii alb si roz, se evidentiazi si o portiune mixta in zona de delimitare
dintre cei doi, pe baza structurii alveolelor glandulare. Caracteristica morfologica a zonei mixte
este reprezentatd prin prezenta 1n structura aceleiasi alveole atdt a celulelor epiteliale
caracteristice lobului alb (cu picaturi lipidice intracitoplasmatice mici), cat si a celor
caracteristice lobului roz (cu picaturi lipidice intracitoplasmatice mari). Acest aspect devine
vizibil odata cu diferentierea morfologica a celulelor epiteliale din lobul alb, in jur de a saptea zi
a dezvoltarii postnatale, In urma aparitiei picaturilor lipidice intracitoplasmatice cu diametru mic,
n celulele epiteliale ale lobului alb.

Tn cea de-a patra siptimani, glanda Harder prezinti toate caracteristicile morfologice si
functionale ca si cea de la animalele adulte.

Alveolele glandulare din lobul alb sunt constituite din celule epiteliale prismatice cu
nuclei sferici, cu suprafata medie de 26,57 pm?, situati in treimea inferioara. Raportul
nucleu/suprafata celulara este de 1/7, foarte apropiat de cel de la animalele adulte.

Alveolele glandulare din lobul roz sunt constituite din celule epiteliale prismatice cu
nuclei mari, cu suprafata medie de 29,4 pm? situati in treimea inferioara. Raportul
nucleu/suprafata celulara este de 1/7, apropiat de cel de la animalele adulte.

In lobul alb ritmul de crestere a mediilor ariilor celulelor raportat la prima zi este de
44.16% 1n cea de-a 2-a zi, in cea dea 3-a zi este de 58.37%, in cea de-a 5-a zi de 85,09%, in cea
de-a 7-a zi de 87.55%, n cea de-a 10-a zi de 108.15%, Tn cea de-a 14-a zi de 148.22%, in cea de-
a 21-a zi de 224.99%, in cea de-a 28-a zi de 275.25%, iar in cea de-a 180-a zi (la adult) de
342.88%.

In lobul roz ritmul de crestere a mediilor ariilor celulelor raportat la prima zi este de
0.70% in cea de-a 2-a zi, in cea dea 3-a zi este de 85.46%, in cea de-a 5-a zi de 114.52%, in cea
de-a 7-a zi de 118.59%, n cea de-a 10-a zi de 155.68%, in cea de-a 14-a zi de 197.35%, in cea
de-a 21-a zi de 281.78%, in cea de-a 28-a zi de 333.60%, iar in cea de-a 180-a zi (la adult) de
537.52%.

Capitolul VI, cu titlul ,,Histologia, histochimia, ultrastructura si micromorfometria
glandei Harder si a membranei nictitante la iepure” s-a realizat prin prelevarea glandelor Harder
si a membranelor nictitante de la 30 iepuri de casd adulti, proveniti din crescatorii particulare.

Studiul asupra structurii histologice si aspectelor histochimice ale glandei Harder si

membranei nictitante la iepurele adult s-a realizat tot prin efectuarea de preparate histologice
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permanente din probele recoltate, colorate HE si HEA, pentru observarea detaliilor morfologice
si coloratii histochimice: PAS (glicoproteine neutre), PAS-albastru Alcian pH 2,5 (glicoproteine
neutre si acide), Van Gieson, Masson tricromic, Sudan IV (lipide neutre saturate), Oil Red O
(lipide neutre saturate), albastru de Nil (acizi grasi, lipide neutre saturate si lipide acide),
contracolorare cu HE si rosu neutru, in urma post fixarii pieselor recoltate in tetraoxid de osmiu
(lipide saturate si nesaturate) si colorate Sudan IV in urma post fixarii in bicromat de potasiu
(lipide nesaturate), pentru relevarea compozitiei chimice a diferitelor structuri histologice ale
membranei nictitante si a secretiei glandei Harder.

Studiul de microscopie electronica de transmisie s-a realizat pe sectiuni ultrafine de
glandd Harder de iepure adult, imaginile fiind obtinute utilizdnd microscoapele electronice de
transmisie Tesla BS 500 si Phillips CM 100.

Pentru studiul micromorfometric si statistic au fost masurate ariile alveolelor si tubulilor
din ambii lobi, ariile celulelor epiteliale glandulare si ale nucleii acestora din ambii lobi,
diametrele picaturilor lipidice si ariile depozitelor porfirinice din ambii lobi. S-au efectuat cate
30 masuratori pentru fiecare variabila, pe 10 cazuri, respectiv 300 de masuratori pentru fiecare
variabila si s-au determinat indicatorii statisticii descriptive (media aritmetica, eroarea standard a
mediei, intervalul de incredere 95%, deviatia standard, valoarea minima si maxima).

La examinarea histologicd, membrana nictitanta apare formata dintr-un pliu al
conjunctivei, cuprinzand o portiune ovalda de cartilaj. Acesta are forma de farfurioard cu
concavitatea mulata pe convexitatea globului ocular si este de tip hialin, restul membranei
nictitante fiind constituit din structuri glandulare, tesut adipos si tesut conjunctiv.

Glanda Harder este constituitd din unitdti secretorii tubuloalveolare compuse, care se
organizeaza in lobuli, separati prin septe de tesut conjunctiv, derivate din capsula. Intre alveole si
tubuli se pot observa vase de sdnge si canale intralobulare. Unitatile tubuloalveolare sunt
inconjurate de celule mioepiteliale, iar interstitiul contine plasmocite, limfocite, vase sangvine si
canale interlobulare.

Celule epiteliale prismatice ale alveolelor din lobul alb au valoarea medie a ariei de
215,64 umz, cu nuclei sferici, situati In treimea inferioara, ce prezinta nucleoli evidenti, iar
citoplasma este vacuolara. Raportul nucleu/suprafata celulara este de 1/8 la iepurii adulti.

Alveolele glandulare din lobul roz sunt constituite din celule epiteliale prismatice cu
aria medie de 310,41 pmz, cu nucleii situati in treimea inferioara, iar citoplasma este intens
vacuolard. Raportul nucleu/suprafata celulara este de 1/9.

Coloratiile histochimice evidentiaza prezenta celulelor imunocompetente (plasmocite)

in tesutul interstitial al glandei Harder, in afara de componente obisnuite, acestea fiind mai
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numeroase in lobul alb, decéat in cel roz, putandu-se concluziona ca lobul alb joaca un rol mai
important in asigurarea raspunsului imun local.

Reactia pozitivd la ambii coloranti, PAS si albastru Alcian, a cartilajul hialin al
membranei nictitante, printr-un amestec de nuante magenta-albastru, releva existenta
glicoproteinelor neutre si acide in compozitia chimica a acestuia.

Structurile glandulare acinare ce acopera mare parte din suprafata palpebrala a
cartilajului pleoapei a treia sunt de tip mixt (seros si mucos), iar secretia este completata cu cea
de tip mixt de la nivelul canalelor excretorii, fapt demonstrat de reactia pozitivd pentru
glicoproteine neutre si acide.

Glanda Harder la iepure prezintd o secretie foarte scazutd a ambelor tipuri de
glicoproteine la nivelul unitatilor tubuloalveolare, dar acestea sunt elaborate la nivelul celulelor
canalelor excretorii glandulare pentru a fi adaugate secretiei lipidice.

Porfirinele sunt evidentiate pe teritoriul ambilor lobi sub forma unor aglomerari
intraluminale de material pigmentar, de forme si dimensiuni variate, cu aspect sticlos, prezentand
afinitate tinctoriald pentru majoritatea colorantilor utilizati, ceea ce demonstreaza o structura
chimicd complexa.

Lipidele secretate la nivelule celulelor epiteliale ale alveolelor si tubulilor glandei
Harder la iepure sunt saturate (reactie negativa cromatizare - Sudan 1V; tetraoxid de osmiu - slab
pozitiva), predominand lipidele neutre (reactic Sudan IV - intens pozitiva, Oil Red O - intens
pozitiva, albastru de Nil solutie sulfuricd - intens pozitiva), dar fiind prezente si cele acide in
micd proportie (albastru de Nil solutie sulfurica - pozitiva).

Studiul de ultrastructurd evidentiaza jonctiunile de tip desmozomi in pata dintre celule
prismatice ale alveolelor glandulare din ambii lobi sunt, la edificarea carora participa
plasmalemele adiacente la distanta de 30-35 nm.

Citoplasma celulelor glandulare contine vezicule cu diametre de 1400-1800 nm in lobul
alb si cu diametre mai mari - 4000-5000 nm, in lobul roz, ce prezinta densitate electronica foarte
scazuta si sunt delimitate de endomembrane. Contactele stranse intre reticulul endoplasmic
neted, picaturile lipidice si membrana externa a mitocondriilor, demonstreaza cooperarea in
vederea realizarii proceselor metabolice din celuld pentru o secretie crescuta de lipide.

La suprafata internd a endomembranelor produsului de secretie s-a evidentiat un
precipitat de culoare inchisa, fiind interpretat ca un compus chimic rezultat In urma reactiei
dintre lipide si tetraoxidul de osmiu.

Analiza micromorfometrica si de statisticd descriptivd a principalelor formatiuni
morfofunctionale si a principalilor produsi de secretie ai ambilor lobi ai glandei Harder la

iepurele adult, a condus la stabilirea dimensiunilor normale ale acestor formatiuni si ofera valori
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de referintd pentru urmatoare eventuale studii experimentale privind efectul a diferiti factori de
mediu sau patogeni asupra morfologiei si activitatii secretorii a glandei.

Ariile medii ale alveolelor si tubulilor glandulari masoara 9470,68 um? in lobul alb si
13735,67 um? in lobul roz.

Diametrul mediu al picaturilor lipidice este de 1,60 pm in celulele epiteliale din lobul
alb si de 4,60 um 1n celulele din lobul roz.

Aria medie a depozitelor de porfirine misoard 1807,03 pm? in lumenul alveolelor din

lobul alb si 3317,66 umz n lumenul alveolelor din lobul roz.





