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REZUMAT

Tema de cercetare aleasa s-a bazat pe pe faptul ca, sanatatea populatiei reprezinta in zilele
noastre o provocare pentru specialistii in domeniu. Datorita evolutiilor asociate lumii
moderne pe toate planurile (economic, educational, stiintific etc.), o parte a populatiei are
acces la diferite informatii si resurse diferite in timp ce, o alta parte a populatiei este
privata atat de informatii cat si de resurse. Indiferent de mediul de provenienta si stilul de
viatd marea majoritate a oamenilor folosesc plante, derivati din plante sau preparate din
plante pentru prevenirea sau combaterea anumitor afectiuni. Pe masura ce procesele de
imbatranire 1si fac aparitia, populatia devine mai susceptibila la boli si dizabilitati datorita
diferitilor factori precum imunitatea scazutd, functionalitatea scazutd a celulelor,
deteriorarea ADN-ului, incidenta mai mare a inflamatiei etc. Prin urmare, imbatranirea
sdnatoasa joacd un rol important in ceea ce priveste politicile de sanatate a populatiei.
Proprietatile medicinale ale plantelor sunt intotdeauna creditate pentru efectele lor
terapeutice si eficienta in tratarea a diverse afectiuni fara efecte adverse sau cu efecte
adverse nesemnificative reprezentand o importantda componenta in abordarea sanatatii
populatiei din trecut si pand in prezent. Rolul fitomedicinei in diminuarea proceselor
imbatranire este foarte crucial datoritd compusilor bioactivi si constituentilor importanti
(de exemplu polifenoli, triterpene) care sunt considerati cd exercita proprietati anti-
imbatranire, dar contribuie In egald masurd si la reducerea problemelor asociate varstei.
Mai mult decat atat, stresul oxidativ si inflamatia declansata de stresul oxidativ crescut sunt
cauza multor boli cronice. Compusii derivati din plante oferd noi potentiale molecule
biologic active capabile sa contracareze aceste procese. Produsele naturale sunt optimizate
structural prin evolutie pentru a indeplini anumite functii biologice, inclusiv reglarea
mecanismelor de aparare endogene si interactiunea cu alte organisme, proprietate care
explicd relevanta lor in special pentru bolile infectioase si cancer. Multe studii clinice si
studii populationale evidentiaza date importante despre protectia consistentd si eficientd
rezultata din aportul prelungit la diferite produse naturale (ca de exemplu uleiul de masline,
ceaiurile, tincturile, fructele si legumele proaspete) impotriva insurgentei patologiilor
asociate imbatranirii, cum ar fi neurodegenerarea, bolile cardiovasculare, bolile metabolice
si cancerul.

Utilizarea resurselor naturale/plantelor pentru prevenirea si tratarea bolilor este aproape

universala incadrandu-se in preocuparile diferitelor arii de cercetare de la nivel local la
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nivel international. Utilizarea plantelor medicinale este in crestere la nivel mondial, avand
in vedere expansiunea extraordinard a medicinei traditionale si un interes tot mai mare
pentru tratamentele pe baza de plante. Plantele sunt folosite in medicind pentru a mentine
si a spori sanatatea (fizicd, mentala si spirituald) dar si pentru a trata de la afectiuni simple
pana la afectiuni complexe. Medicina traditionald si-a mentinut popularitatea in toate
regiunile sau in lumea in curs de dezvoltare si utilizarea sa Se raspandeste rapid in tarile
industrializate iar piata globala a medicamentelor pe baza de plante se ridica la sume de
zeci de miliarde de euro si creste constant.
Tinand cont de faptul ca, resursele naturale reprezinta o parte importanta din viata de zi cu
zi dar si ca, aparitia a numeroase boli este in crestere (din varii motive pornind de la stilul
de viata, mostenirea geneticd, mediul inconjuritor etc.) obiectivele stiintifice propuse
pentru rezolvare in cadrul cercetarii doctorale s-au axat in principal pe studiul anumitor
extracte din plante (bogate in triterpene), molecule naturale biologic active (acidul
betulinic) si polimeri biocompatibili incarcati cu biomolecule, in paralel cu sanitatea
populatiei.
Lucrarea de doctorat este structuratd conform normelor metodologice in patru parti
principale: (i) partea generala, (ii) partea speciala, (iii) concluzii si contributii personale si
(iv) bibliografia. Partea generala cuprinde trei capitole care descriu notiunile curente legate
de: (a) sanatatea populatiei corelatd cu resursele naturale, produsele pe baza de plante si
compusii biologic activi, (b) aplicatii farmacologice ale triterpenelor si (c) aplicatii
biomedicale ale polimerilor.

Subiectul este unul foarte vast si care se dezvolta si actualizeaza zilnic prin prisma
a noi si noi date legate de resursele naturale si rolul lor asupra sanatatii. Directiile de
cercetare asociate temei de studiu sunt foarte variate luand in considerare implicarea
interdisciplinara pentru succesul stiintific. In cadrul partii speciale a lucririi s-au stabilit
trei obiective majore: (a) testarea preclinica in vitro si in 0vo a unor extracte/triterpene de
interes terapeutic; (b) analize legate de extractele din plante asociate sanatatii populatiei si
(c) polimeri biocompatibili cu biocompusi — teste in vitro adecvate, obtinere si evaluare
preclinica. Activitatile de documentare si experimentale desfasurate pentru realizarea
obiectivelor mentionate au avut drept scop aprofundarea datelor legate de mecanismele
exercitate, importanta si siguranta pentru sanatatea umana, Selectarea metodelor adecvate
de evaluare a compusilor si prezentarea intr-un mod cat mai clar si concis a rezultatelor
obtinute comparativ cu datele existente 1n literatura de specialitate.
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Extractul de frunze de maslin este comercializat la nivel global si este considerat un
medicament natural, care are o serie de beneficii pentru mentinerea sanatatii umane. Este
bogat in diferite clase de compusi cu structuri chimice variate, despre care se crede ca
produc efectele terapeutice ale extractului. O problemda majora in ceea ce priveste
produsele de origine naturald este cea legatd de variatia compozitiei chimice datoratd in
special originii, care accentueaza compozitia ludnd in considerare si nutritia plantei, modul
de extractie, forma de depozitare, etc. Scopul primului studiu a fost determinarea
citotoxicitatii extractului etanolic din frunzele de maslin pe celulele melanomului uman si
stabilirea potentialului iritant si toxic prin utilizarea testului membranei corioalantoice in
vivo folosind metoda HET-CAM. Extractul utilizat este bogat in luteolina si rutin, acestia
fiind compusii cei mai abundenti din clasa polifenolilor iar acizii ursolic si oleanolic, din
clasa triterpenelor, au fost de asemenea detectati si cuantificati. In vederea evaluarii
activitatii biologice, stimularea celulelor de melanom uman a fost efectuata cu concentratii
diferite ale extractului, nregistrandu-se o scadere a celulelo viabile la ca cea mai mare
concentratie testata (100 pg / mL - ~ 71% celule viabile). Tn cazul testului CAM, reactia
indusa de extractul testat a fost clasificata, dupa cum urmeaza: 0-0.9 efect non-iritant, 1-4.9
efect iritant slab, 5-8.9 / 9.9 efect iritant moderat, 8.9 / 9.9-21 efect iritant puternic.
Efectele induse de extractul testat la diferite concentratii, impreuna cu controalele au fost
inregistrate si toate cele trei puncte finale (hemoragie, coagulare si lizd). Extractul la 100
Mg / mL a prezentat semne tardive si limitate atdt de hemoragie cat si de coagulare si
semne precoce, desi limitate de vasodilatatie, ceea ce sugereaza aparitia unui efect iritant
slab la aceastd concentratie. Prezenta cercetare a fost realizatd pentru a evalua
citotoxicitatea extractului etanolic din frunzele de maslin pe celulele melanomului uman in
Vitro si pentru a stabili potentialul iritant si toxic in vivo prin metoda HET-CAM. Extractul
exercitd unele efecte citotoxice asupra celulelor melanomului la cea mai mare concentratie
testata si in vivo la 24 de ore de la tratament a exprimat un efect mai puternic atat in ceea
ce priveste cresterea celulelor tumorale, cét si vascularizarea celulelor melanomului A375.

Agentii care vizeaza mitocondriile sau interfereaza cu bioenergetica mitocondriilor ar
putea fi considerati o terapie alternativa care, in combinatie cu tratamentele antimelanom
actuale, mareste eficacitatea chimioterapeutica si intarzie ocurenta rezistentei. Un compus
care respectd aceste cerinte este acidul betulinic. Acesta exercitd un profil farmacologic
extins care cuprinde efecte: anticancer, antiinflamator, anti-bacterian, anti-HIV,
antihelmintice si antiangiogene. In plus, acidul betulinic prezinti, de asemenea, efecte

3



antidiabetice, antidislipidemice si alte efecte. Caracteristicile care fac din acidul betulinic
un compus foarte atractiv pentru cercetatorii din domeniul carcinogenezei sunt toxicitatea
ridicatd pentru celulele canceroase si toxicitatea foarte scazuta asupra celulelor normale
(asa cum s-a demonstrat in vitro pe fibroblastele cutanate si limfocitele din sangele
periferic si in vivo pe celule / organe normale, la doze terapeutice relativ mari). Studiul de
fatd a avut drept scop caracterizarea detaliatd a efectelor acidului betulinic asupra
bioenergeticii mitocondriale si a comportamentului celular in celulele melanomului uman.
Rezultatele studiilor anterioare privind lipsa de toxicitate indusa de tratamentul cu acid
betulinic in celulele normale sunt discutabile. Pe aceasta linie, s-a verificat impactul
tratamentului cu acid betulinic timp de 24 de ore asupra viabilitatii keratinocitelor umane,
utilizand testul MTT. Incubatia celulelor cu concentratii diferite de acid betulinic a condus
la urmatoarele rezultate: cele mai mici concentratii testate (1, 5 si 10 pM) nu au afectat
viabilitatea celulelor, in timp ce dozele mai mari (20, 25 si 50 uM) au indus o scadere
dependenta de doza de viabilitate a celulelor, procentul de celule viabile calculat la cea mai
mare concentratie testata - 50 uM a fost de 81.42%. Pentru a verifica tipul de moarte
celulara indusa de acidul betulinic, nucleele au fost colorate folosind colorantul Hoechst
33342. Semne de apoptoza, cum ar fi contractia nucleard sau fragmentarea nucleara, au
fost observate numai in keratinocitele tratate cu cele mai mari concentratii de acid betulinic
-20si 50 uM, in timp ce la 10 uM nu s-a observat vreun impact asupra nucleelor celulelor.
Nu au fost detectate semne de necroza in Keratinocitele tratate cu acid betulinic sau
DMSO. Luate impreund, aceste rezultate indica faptul ci, concentratiile scazute de acid
betulinic nu au impact asupra viabilitatii si morfologiei celulelor HaCaT, in timp ce
concentratiile mai mari (20, 25 si 50 uM) reduc viabilitatea celulelor si induc modificari
morfologice (pierderea contactului cu celule invecinate, contractie celulara, fragmentare
nucleara) specifice mortii apoptotice. Deoarece tratamentul cu acid betulinic a exercitat un
efect citotoxic dependent de doza in celulele de melanom, s-a verificat si impactul acestuia
in ceea ce priveste modificarile morfologice. Prezenta mai multor celule rotunjite si
detasate, dar aderenta nemodificatd si contactul celula-celuld au fost observate la o
concentratie de 10 pM BA in comparatie cu celulele martor (celule netratate). Cea mai
mare concentratie de acid betulinic testatd - 50 puM a indus modificari morfologice
semnificative caracterizate prin prezenta celulelor rotunde plutitoare, pierderea aderentelor
celula-celula, pierderea aderentei, confluentei reduse si a resturilor celulare, semne clare de
citotoxicitate. Odata cu cresterea concentratiilor, semnele apoptotice devin mai evidente,
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dupa cum urmeaza: contractia nucleara (un semn distinctiv morfologic al apoptozei — acid
betulinic 10 uM), fragmentarea nucleara, prezenta corpurilor apoptotice si condensarea
cromatinei, caracteristici similare cu cele observate dupa tratamentul cu Staurosporina (5
uM) - controlul pozitiv pentru inducerea apoptozei. Nu au fost identificate semne de
necroza in celulele tratate cu BA la concentratiile testate. Aceste rezultate sugereaza ca
acidul betulinic declanseaza un efect citotoxic dependent de doza in celulele de melanom
prin reducerea viabilitdtii celulelor si inducerea unor caracteristici apoptotice: alterari
morfologice atat ale nucleului, cat si ale citoplasmei. Deoarece se stie ca acidul betulinic
induce apoptoza in celulele canceroase prin calea intrinseca care implicd mitocondriile si
datele referitoare la rolul jucat de markerii pro- si anti-apoptotici in acest proces sunt inca
stabilite, s-a verificat in continuare efectul acidului betulinic asupra expresia mRNA pro-
apoptotica (Bid, Bax, Bak si Bad) si anti-apoptotice (Bcl-2 si Bcl-XL). Concentratia sub-
citotoxica a acidului betulinic - 10 uM a determinat o reglare in sus a expresiei mARN-ului
pentru majoritatea markerilor pro-apoptotici (Bax, Bad si Bak), cu exceptia Bid, cea mai
semnificativa crestere a expresiei fiind calculatd pentru Bak. Tratamentul cu acid betulinic
nu a avut niciun impact asupra markerului anti-apoptotic Bcl-XL, Tn timp ce Tn cazul Bcl-2
s-a observat si o reglare ascendenta. Mai mult, s-a verificat impactul acidului betulinic
asupra expresieci ARNm caspazei 3, caspazei 8 si Apaf 1 si S-a observat o reglare
descendenta a expresiilor acestor markeri in celulele tratate cu acid betulinic. S-a aratat aici
ca atat OCR global, cat si ECAR (masurate la sférsitul fiecarui experiment) au fost scazute
intr-o maniera dependentd de concentratie atunci cand celulele de melanom au fost tratate
cu acid betulinic timp de 24 de ore, totusi concentratia de 5 uM nu a aratat o semnificativa
schimbarea ECAR. In ceea ce priveste cea mai mare concentratic de BA utilizatd in
experimente (50 uM), s-a dovedit ca celulele A375 au cea mai mica respiratie bazala si nu
au mai raspuns la protocolul utilizat pentru a modula atat caile glicolitice, cat si caile
mitocondriale pentru productia de ATP; in consecinta, OCR global si ECAR au prezentat
cel mai mare declin in comparatie cu celulele netratate. Tn cele din urmi, ratele de
productie de protoni (PPR) au suferit modificari foarte similare cu ECAR in celulele tratate
cu acid betulinic. Acest studiu a avut ca scop in special analiza de noi perspective cu
privire la efectele acidului betulinic asupra bioenergeticii mitocondriale Tn celulele
melanomului uman, ca o abordare bazatd pe metabolism pentru a intelege pe deplin
proprietatea antitumorald a acestui fitocompus bioactiv. Principala ipoteza de lucru a fost
cd mecanismul de actiune al antimelanomic al acidului betulinic implica modularea
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metabolismului energetic mitocondrial. Principalele constatari 1n acest sens sunt
urmatoarele: (i) un efect inhibitor dependent de doza atat asupra ratei consumului de
oxigen (OCR), cat si asupra ratei de acidificare extracelulara (ECAR) (markerii clasici ai
fosforilarii oxidative si glicoliei -sis, respectiv) si (i1) o scadere semnificativd provocata de
o concentratie sub-toxica (10 uM) atat a parametrilor respiratori suportati de complexul I,
cat si de cel al II-lea (in special, respiratia activd - OXPHOS si capacitatea respiratorie
maximai a sistemului de transfer de electroni - respectiv ETS). Tn plus, s-a demonstrat ci
acidul betulinic a provocat un efect citotoxic dependent de doza caracterizat prin trasaturi
apoptotice: alterari morfologice (fragmentare nucleara, corpuri apoptotice), o scadere a
potentialului membranei mitocondriale, reglarea in sus a expresiei ARNm a markerilor
pro-apoptotici (Bax, Bad si Bak) si modificari ale morfologiei si localizarii mitocondriilor
in linia celulard a melanomului. Rezultatele indica faptul ca acidul betulinic a provocat un
efect inhibitor dependent de doza atat asupra respiratiei mitocondriale cat si asupra
glicolizei in celulele melanomului uman. Disfunctia bioenergetica mitocondriala a fost
asociatd cu reorganizarea citoscheletului (fibre de actind), modificari ale morfologiei
mitocondriale, o scadere a potentialului membranei mitocondriale si reglarea ascendenta a
markerilor pro-apoptotici (Bax, Bad si Bax). Prin urmare, aceste descoperiri sugereaza ca
directionarea moleculara a bioenergeticii mitocondriale cu acid betulinic ar putea
reprezenta o strategie validd pentru melanomul avansat si ar oferi o perspectivd noua in
subevaluarea mecanismului de actiune antimelanom al acidului betulinic.

Plantele aromatice si medicinale au fost utilizate din cele mai vechi timpuri pentru tratarea
anumitor boli (fiind prima forma cunoscuta de ingrijire medicald) si stau la baza dezvoltarii
industriei medicamentelor, dar si pentru prevenirea avand un rol important in sandtatea
publicd. O plantd medicinald abunda in componente bioactive care exercitd o serie de
efecte farmacologice, atunci cand este consumata in forma sa naturald sau dupa o pregatire
speciald, intr-o forma de administrare terapeutica pentru abordarea anumitor boli. Diferite
studii au analizat activitatea biologica beneficd a plantelor, iar efectele antioxidante,
antiinflamatorii, antidiabetice si antitumorale au fost printre cele mai frecvent observate.
Mai mult, peste jumatate din medicamentele aprobate pentru uz uman sunt de origine
vegetala. Efectele terapeutice benefice ale plantelor se bazeaza pe compozitia chimica care
abundd cel mai adesea in compusi fenolici, terpene, alcaloizi, flavonoizi si altii. Datele
prezentate de Organizatia Mondiala a Sanatatii au aratat ca aproape 80% din populatia
lumii foloseste inca medicina traditionald pe baza de plante. Maslinul a fost folosit pentru
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diferite actiuni legate de sinitatea umani incd din cele mai vechi timpuri. In urma
consumului diferitelor parti ale plantei, s-a observat cd manifestd activitate biologica
beneficda impotriva diabetului, inflamatiei, hipertensiunii, infectiilor, bolilor intestinale,
astmului, reumatismului etc. Consumul de ulei de masline s-a dovedit a fi benefic pentru
sanatatea umana, fiind foarte apreciat in dieta mediteraneana, recunoscut pentru prevenirea
bolilor cardiovasculare, a anumitor tipuri de cancer sau a diabetului de tip 2 (boli cronice
netransmisibile). Frunzele de maslin au o compozitie chimica variatd care include:
monoterpene iridoide (predomind oleuropeind), triterpene, flavonoide, calcone, acizi
fenolici si cumarine.

Tn cel de-al doilea studiu se prezinti evaluarea tranzitiei de la studii preclinice la evaluiri
clinice ale extractului de plante si importanta extractului de frunze de maslin in sanatatea
publici. In ceea ce priveste metabolismul compusilor biologic activi predominanti in
extractul de frunze de maslin, datele din literatura aratd prezenta metabolitilor conjugati in
fluidele biologice in vivo. Directiile de interes ale studiului, atdt pentru prezent, cat si
pentru viitor, se concentreazd asupra bioactivitatii principalilor metaboliti care, In unele
cazuri, este superioard compusilor parinti (de exemplu, glucuronatul de hidroxitirosol este
un agent de eliminare a radicalilor liberi de cinci ori mai puternic decat hidroxitirosolul).
Mecanismele implicate in activitatea biologica exercitata de extractul de frunze de maslin
nu sunt pe deplin intelese. In ceea ce priveste activitatea antioxidanta, problemele care apar
sunt legate de selectia speciilor reactive de oxigen responsabile de stresul oxidativ, dar
luand 1n considerare faptul cd asocierea speciilor reactive de oxigen cu dezvoltarea
progresiva a bolilor sistemice nu este pe deplin adevarata daca sunt luate in considerare ia
in considerare necesitatea esentiald a prezentei superoxizilor pentru metabolomul normal si
functia fiziologica. Etapele necesare pentru a obtine o forma finita care reflecta activitatea
clinicd sunt complexe, iar trecerea de la studiile in vitro la evaluarea clinica se bazeaza pe
resurse complexe, atdt umane, cat si materiale. Studiile in vitro, care predomind in
literatura de specialitate, in ciuda varietatii metodelor utilizate, furnizeaza doar o mica
parte din informatiile despre posibilele efecte benefice obtinute cu administrarea in vivo.
Pe masura ce cercetarile privind aceste efecte progreseaza catre studii in vivo, rezultatele
din literatura sunt considerabil reduse si, in final, studiile clinice ofera o cantitate limitata
de informatii. Sulfatul si glucuronidul (conjugat) metabolitii hidroxitirosolului par a fi
principalii metaboliti ai oleuropeinului care se gasesc in fluidele biologice (plasma, urina)
dupd administrarea extractului de frunze de madslin. Printre principalii factori care
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influenteaza absorbtia si metabolismul compusilor biologic activi din extract se numara
tipul de preparat administrat (solid, lichid, sirop, capsule etc.), metoda de eliberare sau
frecventa administrarii. Compusii fenolici individuali din extractul de frunze de maslin
sunt cunoscuti pentru activitatile lor biologice puternice testate prin metode in vitro. Cu
toate acestea, majoritatea rapoartelor evidentiaza beneficiile utilizarii extractelor datorate
combinatiilor de clase de compusi biologic activi care pe baza efectelor sinergice au
activitati antioxidante si antimicrobiene cel putin similare cu cele ale compusilor
individuali, dar adesea superioare acestora. Compusii naturali derivati din extract de frunze
de maslin sunt considerati o sursd valoroasd de modele ca baza a noilor agenti
chimiopreventivi sau terapeutici pentru diverse boli umane. Tn ciuda faptului ci, un numar
semnificativ de fitocompusi sunt eficienti in studiile preclinice (in vitro sau in vivo pe un
model animal), eficacitatea terapeutica este considerabil redusd atunci cand ajung la studii
clinice. Gasirea formularilor optime pentru valorificarea eficacitatii terapeutice a
extractului de frunze de maslin rdmane o provocare pentru cercetatorii implicati in primul
rand in studii preclinice si selectarea pacientilor pentru studii clinice pe baza problemelor
actuale de sanatate a populatiei ramane o provocare pentru personalul medical.

Studiul polimerilor biocompatibili este unul de actualitate datoritd proprietatilor
remarcabile de care acestia dau dovadd. O cautare recentd in mai multe baze de date
stiintifice a scos In evidentd un numdr mare de lucrdri publicate pe baza de polimeri
biocompatibili. utilizarea compusilor naturali a fost restrictionata din cauza unei stabilitati
scazute legate de diversi factori - lumind, pH, conditii de temperaturd etc. si solubilitate
scazutd de care dau dovada. O alternativa, pentru a corecta aceste neajunsuri, este
incapsularea in polimeri biocompatibili, care oferd atat protectia cat si pastrarea
proprietatilor biologice.

Cel de-al treilea studiu a fost realizat pentru a observa comportamentul unor celule
sandtoase 1n prezenta extractelor din scoarta de mesteacan brutd, a tescovinei de mere si a
extractelor de frunze de maslin, formulate sub forma de nanoparticule poli-Lactic-co-
glicolice (PLGA). Aceste plante sunt cunoscute pentru continutul bogat in triterpene, iar
studiul este propus pentru a utiliza datele obtinute n evaluarea potentialului formulérilor
de acest tip in conditii precum inflamatia si mediul tumoral malign. Scopul studiului de
fatd a fost de a realiza incapsularea a trei extracte brute diferite bogate Tn triterpene intr-un
polimer biocompatibil si de a evalua proprietatile lor in vitro pentru alte aplicatii ca agenti
terapeutici alternativi antiinflamatori si / sau anti-tumorali.
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Marimea particulelor este un parametru important in utilizarea biomedicalda a
nanoparticulelor. In acest studiu, indicele de polidispersie a fost determinat impreund cu
marimea particulelor. Valorile indicelui difera semnificativ intre nanoparticulele de control
si cele incdrcate cu extracte. Rezultatele DLS au relevat ca diametrul mediu al
esantioanelor de biopolimer a fost intre 216-264 nm cu un indice de polidispersie intre
0.32-0.41. Valorile potentialelor zeta au fost negative, intre — 28.9 si - 32 mV, fapt care
indica stabilitatea formularilor obtinute. Solutiile pregatite pentru evaluare - diferite
concentratii de formulari biocompatibile ale acidului poli-lactic-co-glicolic cu extracte de
de scoartd de mesteacan, tescovind de mere si maslin obtinute prin metoda de evaporare a
emulsiei - sunt sigure in doze sub 15 pg / mL si prezintd un efect citotoxic impotriva
celulelor normale, keratinocite si fibroblaste, numai la cea mai mare concentratie testatd in
anumite cazuri. Activitatea pe aceste celule a fost observata prin microscopie. Stimularea
extractului brut provoaca diverse transformari in forma celulelor. Evaluarile in vitro sunt
esentiale pentru a elucida comportamentul diversilor compusi ca potentiali candidati in
tratamentul diferitelor patologii care implicd procese inflamatorii si tumorale. Cu toate
acestea, studiile in silico, in vitro, ex vivo si in vivo trebuie dezvoltate si corelate pentru a
obtine o imagine completd a unei anumite directii cu privire la abordarea si tratamentul
patologiei. Originalitatea acestei cercetari constd in elucidarea comportamentului
diferitelor celule umane sandtoase, atat imortalizate, cat si primare, in prezenta formularilor
de biopolimeri prin utilizarea PLGA Tmpreuna cu scoartd de mesteacan bruta, tescovina de
mere si extract etanolic de frunze de maslin, in ceea ce priveste viabilitatea. Aceste tipuri
de celule sunt utilizate in mod obisnuit in studiile in vitro efectuate pentru a testa noi
compusi cu potential potential antiinflamator si cancerigen, iar evaluarea toxicitatii
celulare normale este un pas cheie in studiul noilor compusi curativi.

Teza de doctorat de fata, prin prisma activitatii de cercetare experimentale, a avut trei
obiective principale care au presupus: (i) testarea preclinicd in vitro si in ovo a unor
extracte/triterpene de interes terapeutic, (b) analiza asocierii extractelor din plante cu
sanatatea populatiei si (c) testarea preclinica in vitro a polimerilor biocompatibili incarcati
Cu extracte naturale. Toate aceste obiective au fost atinse in totalitate fapt care reiese in
principal din articolele stiintifice publicate.

Contributiile originale aduse in urma tuturor experimentelor realizate si diseminate redau
pe de o parte activitatea citotoxicd a anumitor extracte (impotriva celulelor maligne ale
pielii), elucidarea anumitor mecanisme de actiune in cazul proceselor tumorale a
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compusilor biologic activi (de exemplu directionarea moleculard a bioenergeticii
mitocondriilor cu acid betulinic ar putea reprezenta o strategie validd pentru melanomul
avansat si ar oferi o perspectivd noud in subevaluarea mecanismului de actiune antitumoral
a acidului betulinic) si pe de alta parte oferd baza de plecare in ceea ce priveste siguranta
preliminard citotoxica (neafectarea de catre formulari polimerice biocompatibile Incarcate
cu extracte naturale a celulelor sanatoase).

Elucidarea modului de actiune si sinergismului trebuie aprofundata in cercetari viitoare.
Implicarile economice ale cercetdrilor propuse sunt substantaile si necesitd de cele mai
multe ori un efort finaciar pentru obtinerea de rezultate concludente, tinand cont de faptul
cad majoritatea experimentelor se desfdsoard cel putin in triplicat pentru obtinerea unor
rezultate semnificative statistic si reproductibile.

Datoritd complexitatii si tipicului interdisciplinar a temei prezentate, directiile de cercetare
viitoare sunt multiple: evaluarea extractelor poate fi analizatd 1n studii clinice atat
observationale cat si interventionale, mecanismele de actiune ale acidului betulinic de
asemenea pot fi evaluate pe model de tesut uman reconstruit (in caz de utilizare preventiva)
sau pe model animal (in caz de utlizare terapeutica), polimerii biocompatibili extrem de
utili pentru protejarea si transportul substantelor active necesitd studii de lungad durata

pentru finalizarea profilului toxicologic.
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