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TEZA DE DOCTORAT

BIOSINTEZA $I FOBMULARILE PE BAZA DE EXTRACT DE
THYMUS VULGARIS IN ABORDAREA CANCERULUI MAMAR:
STUDII EXPERIMENTALE IN VITRO

REZUMAT

Cancerul mamar se numara printre cele mai raspandite tipuri de
cancere la nivel mondial iar din acest motiv a inceput sa fie din ce in ce
mai intens studiat. Datorita diversitatii morfologice specifice fiecarui tip
de cancer, terapile actuale au devenit tot mai putin eficiente iar
eterogenitatea intratumorala a fost corelata cu o crestere a rezistentei la
tratamentele standard. Aceste tratamente prezinta multiple efecte
adverse ceea ce conduce de asemenea la necesitatea dezvoltarii unor
noi tratamente pentru minimalizarea acestora si in vederea cresterii
eficacitatii. Tn acest sens testarea unor compusi izolati din plante
medicinale a devenit de mare interes in vederea modernizarii Si
optimizarii tratamentul antitumoral.

In prezent tratamentele naturale si traditionale pe baza de plante
au devenit din ce in ce mai importante reusind sa isi dovedeasca
valoarea in multe domenii medicale. Evaluarea extractelor vegetale din
punct de vedere al activitati antitumorale constituie o tema de
actualitate in literaturd, in special din cauza confruntérii cu o crestere a
rezistentei agentilor terapeutici. Compusii naturali extrasi din plantele
medicinale reprezintd un punct de plecare promitator in numeroase
studii stiintifice Tn domeniul medical, in special in sfera antitumorala,
prezentand activitate antiproliferativa si proapoptotica, aspecte ce sunt
evidentiate in studii in vitro si in vivo pe diferite tipuri de cancere. Au
fost descrisi numerosi agenti antitumorali pe diferite tipuri de cancere
mamare. Printre cele mai cunoscute plante aromatice se numara
speciile de Thymus, utilizate Thca din trecut ca tratament traditional si
corelate cu o activitate antimicrobiana, antiseptica si mai nou activitate
antitumorala.
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SCOPUL CERCETARII

In lucrarea de fata a fost evaluata pe larg identificarea unor noi
compusi naturali cu activitate antineoplazica in vederea largirii
orizontului medicatiei antitumorale si cu imbunatatirea tratamentului
actual. Tn acest sens, a fost studiatd specia Thymus vulgaris, ce
apartine de genul Thymus si face parte din marea familie Lamiaceae.
Prezinta o importanta activitate terapeutica si este o sursa bogata de
compusi medicinali (polifenoli, flavonoide, flavonoli si taninuri). A fost
testata activitatea citotoxica a extractului apos respectiv hidro-alcoolic
total de Thymus vulgaris pe linii celulare sanatoase (celule stem
mezenchimale, keratinocite umane imortalizate si epiderm murinic) si
tumorale (de piele si de san). Din cauza stabilitatii si a solubilitatii
scazute in solutile apoase, utilizarea extractelor pure in domeniul
farmaceutic este limitat.

Scopul principal al acestei lucrari a constat in evaluarea rolului
B- si y-ciclodextrinelor si a nanoparticulelor de argint in vederea
imbunatatirii proprietatilor biofarmaceutice ale extractelor testate.

PARTEA GENERALA

Partea generala este structurata in trei capitole importante.
Primul capitol prezinta aspecte generale despre tipul de cancer studiat -
cancerul mamar si evidentiaza statutul actual de cunoastere in
literatura. Pe langa aspectele generale ce caracterizeaza aceasta forma
tumorald sunt prezentati si factorii de risc, incidenta si clasificarea,
progresia, mecanismele etiopatogenice implicate n dezvoltarea
cancerului mamar precum si aspecte legate de tratamentul actual si de
perspectiva. Cel de-al doilea capitol cuprinde date generale despre
compusii biologic activi izolati din plantele medicinale si utilizarea
acestora in domeniul farmaceutic, continudnd apoi cu prezentarea
activitatii antioxidante si antitumorale al acestora pe numeroase linii
celulare tumorale. Tn cele din urma accentul a fost pus pe activitatea
antitumorala in cancerul mamar (au fost studiate doua linii de cancer
mamar) cu evidentierea efectelor induse la nivel celular in vitro/in vivo
ale acestor compusi. In ultimul capitol sunt descrise aspecte generale
din domeniul nanotehnologiei, mai exact aspecte legate de
nanoparticulele de argint, de sinteza chimica, fizica si in special
biologica a acestora precum si despre activitatea lor farmacologica in
domeniul medical.
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PARTEA SPECIALA

Partea speciala cuprinde partea experimentala in care sunt
descrise materialele si metodele utilizate precum si partea de rezultate
si discutii. Aceasta este impartita de asemenea in trei capitole mari.
Concluziile sunt prezentate la final.

In primul capitol s-au abordat aspecte legate de biosinteza si
caracterizarea diferitelor formulari pe baza de Thymus vulgaris:
extractul apos si hidro-alcoolic total de Thymus vulgaris (TV_AE si
TV_HAE), incapsularea extractelor in 8 si y ciclodextrine cu formarea
compusilor de incluziune (TV_BCD si TV_yCD) si obtinerea
nanoparticulelor de argint prin biosinteza cu extractele de Thymus
vulgaris (AgNPs_TV_AE si AgNPs_TV_HAE).

Cele doua extracte totale de Thymus vulgaris au fost preparate
conform unor protocoale bine definite in literatura. Acestea au fost apoi
supuse caracterizarii fizico-chimice prin metode spectrofotometrice n
vederea stabilirii compozitiei si evaluarii proprietatilor biologic active.
Prin tehnica cromatografica HPLC-MS au fost detectati compusii
polifenolici ai extractelor si s-a demonstrat ca acidul rozmarinic,
rutozida, kaemferolul dar si acidul cafeic si quercetina au fost identificati
ca principali compusi in extractul hidro-alcoolic total de Thymus vulgaris
spre deosebire de extractul apos, unde acidul rozmarinic este
principalul compus, urmat de eriocitrin, luteolin, apigenin, quercetina si
unele forme de flavonoide glicozilate.

Compusii de incluziune au fost sintetizati prin Tncapsularea
extractelor in B si y ciclodextrine in raport molar de 1:2, iar formarea
sistemelor supramoleculare a fost confirmata de tehnicile SEM, DSC si
FTIR. Deoarece extractul apos a avut o compozitie mai saraca in
principii biologic active, s-a recurs la incapsularea doar a extractului
hidro-alcoolic total de Thymus vulgaris in ciclodextrine. Referitor la
sinteza nanoparticulelor de argint cu cele doua extracte, s-a utilizat
procedura care utilizeaza produse vegetale - in acest caz extractul apos
si hidro-alcoolic de Thymus vulgaris - asa numita ,sinteza verde”.
Formarea si stabilitatea nanoparticulelor a fost confirmata prin trei
tehnici de lucru TEM, DLS si potential Zeta.

Al doilea capitol prezinta screening-ul de evaluare a activitatii
citotoxice a compusiilor sintetizati si caracterizati in primul capitol pe
diferite linii celulare tumorale: carcinom scuamos (A431), melanom
uman (A375), melanom murinic (B16 4A5), carcinom mamar uman
(MCF 7 si MDA-MB-231) dar si pe trei linii celulare sanatoase: celule
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stem mezenchimale (MSC), kerationocite umane imortalizate (HaCaT)
si epiderm murinic (JB6CI41-5a) utilizdnd diferite concentratii.

Evaluarea efectului antiproliferativ in vitro al extractului apos si
hidro-alcoolic de Thymus vulgaris (la diferite concentratii) si al
formularilor mentionate: nanoparticulele de argint obtinute prin
biosinteza cu ajutorul extractului apos, respectiv alcoolic de cimbru (de
asemenea la diferite concentratii) si complecsii cu ciclodextrine ai
extractului hidro-alcoolic de cimbru s-a realizat dupa o stimulare de 24
de ore prin testul de determinare a viabilitatii celulare Alamar blue.

In ceea ce priveste liniile celulare sanatoase, s-a dovedit ca
keratinocitele umane imortalizate nu au fost influentate Th maniera
semnificativa, asupra celulelor mezenchimale nanoparticulele de argint
si complecsii cu ciclodextrine ai celor doua extracte au exercitat efecte
citotoxice la cele mai mari concentratii testate, iar asupra celulelor
epidermice murine nanoparticulele de argint tot la cele mai mari
concentratii au exercitat efecte citotoxice. De precizat este ca
nanoparticulele de argint obtinute cu extract apos s-au dovedit mai
stabile Tn timp si cu o actiune constant benefica.

Tn cazul liniillor tumorale un efectul citotoxic reprezentativ pentru
TV_AE s-a remarcat pe linia celulara MCF 7 la cea mai mare
concentratie testata, spre deosebire de linia celulara MDA-MB-231
unde viabilitatea nu a fost modificatd semnificativ. in schimb, expunerea
liniilor celulare la TV_HAE este corelata cu o scadere considerabila a
celulelor viabile pe ambele linii tumorale intr-o maniera dozo-
dependenta, in special in cazul celulelor MDA-MB-231. Viabilitatea pe
liniile celulare A431 si A375 nu a fost afectata in mod vizibil, se remarca
chiar o usoara crestere a acesteia pe linia A375 in urma interactiunii cu
cele doua extracte. Un aspect important este ca in urma expunerii
celulelor MCF 7 la actiunea nanoparticulelor de argint obtinute cu
extract apos numarul celulelor viabile a scazut drastic pentru toate
concentratiile testate, intr-o maniera dependenta de doza, insa in cazul
liniei celulare MDA-MB-231 nu a prezentat activitate citotoxica. O
scadere a procentului de viabilitate a fost remarcat si pentru liniile A431
si A375, dar nu intr-un mod semnificativ. Stimularea celulelor cancerului
de sén uman cu TV, TV_BCD si TV_yCD a fost efectuata in aceleasi
conditii ca cea aplicata celulelor normale, pentru a evalua activitatea
citotoxica a compusilor (la min. trei concentratii diferite) timp de 24 de
ore. Pe linia MDA-MB-231 efectul cel mai pronuntat a fost atribuit
complexului TV_yCD. in cazul liniei celulare MCF 7 cel mai intens efect
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antiproliferativ a fost obtinut pentru TV_BCD.

In ultimul capitol s-a urmarit evaluarea mai detaliatd a
comportamentului celulelor MCF 7 si MDA-MB-231 in prezenta
compusilor mentionati. in urma utiliz&rii testului MTT procentele de
viabilitate obtinute prin stimularea celulelor cu TV, TV_BCD si TV_yCD
nu au prezentat diferente semnificative comparativ cu procentele de
viabilitate obtinute la utilizarea testului Alamar blue. TV_ BCD si
TV_yCD au denotat o activitate citotoxica semnificativa asupra celulelor
MCF 7 si MDA-MB-231, cu cea mai notabila activitate a complexului
TV_yCD pe celule MDA-MB-231. De asemenea, nanoparticulele de
argint contribuie la imbunatatirea efectului antiproliferativ intr-o maniera
dependenta de doza asupra liniei celulare MCF 7, in cazul liniei MDA-
MB-231 efectul fiind unul stimulator.

Prin expunerea celulelor sanatoase HaCaT in prezenta TV si
TV_BCD nu s-a observat niciun efect asupra capacitatii de migrare si
proliferare a celulelor, dimpotriva stimularea acestora cu TV_yCD a
intensificat migrarea celulelor in vitro. Cu privire la celulele tumorale
mamare, se observa ca activitatea migratorie a celulelor MCF 7 a fost
usor inhibatd de actiunea TV_BCD, influenta compusilor TV si a
TV_yCD asupra acestora fiind nesemnificativa. De precizat este faptul
ca efectul migrator pe linia celulara MDA-MB-231 a fost mai putin intens
dupa expunerea la TV si TV_BCD comparativ cu controlul, cea mai
scazuta ratd migratorie remarcandu-se pentru compusul TV_yCD.
Aceste rezultate sunt in concordantd cu cele obtinute la evaluarea
viabilitatii celulelor.

In vederea evaluarii gradului apoptotic in vitro a celulelor MCF 7
si MDA-MB-231 dupa tratarea cu TV, TV_BCD si TV_yCD a rezultat un
procent apoptotic semnificativ pentru cea mai mare concentratie testata
(100 pg / mL), dupa cum urmeaza: cel mai pronuntat efect apoptotic a
aparut dupa expunerea celulelor MDA-MB-231 la TV_yCD, in schimb
expunerea celulelor MCF 7 la actiunea TV_BCD este corelatd cu un
efect apoptotic mai slab.

CONCLUZII SI CONTRIBUTII PERSONALE

Rezultatele experimentelor din aceasta teza de doctorat pun in
valoare activitatea antitumorald a complecsilor cu ciclodextrine ai
extractelor de Thymus vulgaris cat si a nanoparticulelor de argint
biosintetizate. Tn urma screening-ului s-a observat o activitate crescuta
a acestora impotriva celulelor de cancer mamar, acestea fiind cele mai
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afectate de compusii testati. Aceste formulari prezintd asadar efecte
promititoare asupra celulelor de cancer mamar. In cazul liniilor
tumorale testate activitatea citotoxicA cea mai pronuntatd a fost
observata la celulele de cancer de séan (MCF 7 si MDA-MB-231).
Extractele au scazut viabilitatea celulara la cele mai mari concentratii pe
ambele linii de adenocarcinom mamar.

in urma stimulérii celulelor MCF 7 cu solutia coloidald apoasa de
nanoparticule de argint, s-a evidentiat o crestere drasticd a efectului
antiproliferativ comparativ cu extractul pur pentru toate concentratiile
testate cu valori de viabilitate foarte scazute.

De asemenea, prin inglobarea extractului hidro-alcoolic total de
Thymus vulgaris in B- si y- CD a fost optimizat efectul citotoxic
comparativ cu extractul pur pe ambele linii celulare de cancer mamar
(MDA-MB-231 si MCF 7). A fost imbunatatitd asadar sensibilitatea si
stabilitatea compusilor rezultdnd totodata optimizarea proprietatii
antiproliferative in vitro. Moleculele extrase din plantele vegetale sunt
prin urmare potentiali candidati antineoplazici in tratamentul cancerului
mamar. Asocierea compusilor naturali cu chimioterapicele standard
constituie o abordare promitatoare in domeniul antitumoral si studii
detaliate sunt necesare pentru explorarea potentialului.
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