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REZUMAT

Tumorile din cavitatea orala au o incidenta crecuta de la un an la altul, conform
datelor raportate de OMS. Medicamentele chimioterapeutice utilizate pentru tratarea
cancerului s-au dovedit cu eficacitate limitata, din cauza problemelor de eliberare, penetrare
si un grad moderat de selectivitate pentru celulele tumorale, iar in plus pot provoca daune
severe tesuturilor sanatoase. in prezent, principalele variabile de prognostic ale patologiei
tumorale sunt localizarea, dimensiunile tumorii si prezenta metastazelor limfonodale
cervicale si la distanta. Clasificarea actuala a tumorilor se bazeaza pe distributia lor
anatomica si morfologica, aspecte care conduc la aplicarea unei terapii comune, omogene
pentru un grup heterogen de malignitati. Informatiile limitate in acest moment, privind
aspectele moleculare si celulare ale carcinogenezei la nivelul mucoasei orale privind
heterogenitatea biologica acestor tumori impun dezvoltarea unor strategii de cercetare prin
tehnici pe culturi celulare in vitro, cu aplicabilitate pentru studiile in vivo.

Patologia dentara si cea parodontala poate fi corelata cu factorii de risc in patologia
tumorala. Obturatiile debordante, restaurari protetice neadaptate, incorecte, resturi dentare
iritative asociate cu o alimentatie nesanatoasa si igiena orala deficitara reprezinta factori de
risc pentru instalarea patologiilor tumorale la nivelul cavitatii orale. Cariile dentare au o
etiologie multifactoriala in care existd un joc de trei factori principali: gazda (saliva si dintii),
microflora (placa) si substratul (dieta) si un al patrulea factor: timpul. Rolul zaharului (si al
altor carbohidrati fermentabili, cum ar fi faina rafinatd) ca factor de risc in initierea si
progresia cariilor dentare este coplesitor. Indiferent daca aceastd demineralizare initiala
ajunge la carii detectabile clinic sau daca leziunea este remineralizatd de minerale de placa
depinde de o serie de factori, dintre care cantitatea si frecventa consumului suplimentar de
zaharuri sunt de maxima importanta. In lumea moderna produsele sunt foarte variate iar
alimentatia, igiena orala si controalele periodice profialctice de specialitate joaca un rol
important. Actiunile de constientizare intreprinse de catre specialisti sunt necesare a fi
implemnetate, iar in prezent acestea sunt foarte rare.

Scopul acestei cercectari este de a studia in detaliu prin tehnici celulare in vitro o
serie de compusi frecvent utilizati atat de medicii stomatologi céat si de populatie in general.
Cercetarea a avut patru obiective majore, care interfereaza si asigura o intelegere mai
detaliata a proceselor implicate in patologiile orale studiate. Primul obiectiv este reprezentat
de studiile in vitro cu accent pe culturile celulare. Cel de-al doilea obiectiv a presupus
testarea in vitro pe celule normale si tumorale a unor compusi frecvent intalniti la contactul
cu mucoasa orala. Obiectivul al treilea a vizat obtinerea de date statistice legate de utilizarea

produselor destinate igienei orale si importanta acesteia, fiind evaluat nivelul de cunoastere



a efectelor acestor compusi utilizati frecvent de céatre populatie sau de catre specialisti (de
exemplu: (a) inlocuitorii de zahar, de tipul aspartamului si xilitolului regasiti in produsele

marca “fara zahar” si (b) compusii utilizati in cabinetele stomatologice frecvent, precum
clorhexidina si bicarbonatul de sodiu, acesta din urma cu utilizare frecventd simultan si de
catre populatie in domeniul alimentar) in instalarea si prevenirea bolilor din cavitatea orala.
Ultimul obiectiv s-a axat pe importanta utilizarii si investigarii compusilor de origine naturala
cu actiune benefica in patologia orald tumorala. Prin urmare, teza de doctorat este
structurata pe doua mari capitole, conform normelor de redactare, si anume partea

generala, respectiv partea speciala.

Partea generala, abordeaza intr-un prim subcapitol cele mai noi aspecte legate
de patologia orala tumorala — factorii de risc, aspecte macroscopice si microscopice,
managementul cancerului oral, iar In cel de-al doilea subcapitol sunt prezentate
posibilitatile experimentale legate de evaluarea patologiei orale si a unor terapii

profilactice cu punerea accentului pe tehnicile de evaluare in vitro si in vivo.

Partea speciala cuprinde patru directii principale: (1) Studiile in vitro — culturile
celulare, (2) Testarea in vitro pe celule normale si tumorale a unor compusi
chimici/naturali frecvent intélniti la contactul cu mucoasa orala, (3) Date statistice legate
de patologia oralda maligna si importanta igienei orale si (4) Importanta utilizarii si
investigarii compusilor de origine naturald cu actiune beneficd in patologia tumorala
orala. In fiecare dintre cele patru capitole de cercetare originald se pune accentul pe
importanta proceselor care au loc in cavitatea orala: (i) modificari care au loc la nivel de
keratinocite si fibroblaste, la nivel de celule tumorale (carconim cu celule scuamoase),
(i) actiunea diferitilor compusi utilizati frecvent sau care fac parte din tratamentul
terapeutic al celor mai frecvente boli de la nivelul cavitatii orale, care au un prim contact
cu mucoasa orala — clorhexidina (antiseptic utilizat atat in cabinetul stomatologic cat si in
produsele de igiena orala de tipul apelor de gura), aspartam si xilitol (indulcitori
artificiali/de provenienta naturald) si bicarbonatul de sodiu (agent de curatare, utilizat
pentru alcalinizare) asupra celulelor orale, (iii) date statistice legate de importanta igienei
orale, utilizarea produselor de igiena orald, vizita la cabinetul dentar si alti factori care
contribuie la prevenire leziunilor cu potential malign sau chiar maligne, dar si a leziunilor
carioas si parodontale (iv) tipurile de clase de compusi de orgine naturala care prezinta
actiune farmacologica recunoscuta in abordarea preventiva si curativa a afectiunilor din
cavitatea orala.

Culturile celulare joaca un rol important in evaluarea compusilor chimici, atat de

origine naturala, cat si de sinteza, si, de asemenea, ajuta la elucidarea partiala a



mecanismelor activitatii biologice exercitatd de ei. In mare parte, pe baza tehnicii de
cultura celulara, compusii chimici sunt investigati pentru a evalua potentialul benefic (de
ex. extracte din plante medicinale, uleiuri volatile, infuzii de diferite ceaiuri, polifenoli,
etc.) sau pentru a evalua toxicitatea (de ex. agenti utilizati pentru retractia gingivala,
agenti chimici din produse de igiena orala etc.). Liniile celulare utilizate in studiul de fata
au fost: keratinocitele gingivale primare (PGK-ATCC® PCS-200-014 ™), fibroblastele
primare gingivale (HGF-ATCC® PCS-201-018 ™) si carcinomul cu celule scuamoase
(SCC4 - ATCC® CRL-1624 ™) achizitionate de la firma ATCC (American Type Cell
Collection) sub forma de mostre inghetate. Acestea au fost urmarite pentru a evalua
dezvoltarea in cultura la diferite pasaje cu scopul de a face o caracterizare corecta a
comportamentului acestora (in functie de tip si provenienta) pentru ulterioare testari.
Keratinocitele gingivale (figura 1) s-au dovedit a avea o confluenta scazuta dupa prima
saptamana de stat in cultura, ulterior formand colonii care prezinta legaturi puternice
intre ele, o caracteristica a fenotipului epitelial. Aceste modificari influenteaza decisiv
selectarea unor anumite tipuri de celule in vederea studiilor de siguranta, toxicitate,
eficacitate dar si pe cele care vizeaza crearea de modele corelate ulterior cu

experimentele in vivo.
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Figura 1. Aspectul keratinocitelor gingivale primare (pasajul 7) in cultura la intervale de timp diferite (10x)

Fibroblastele gingivale umane primare (figura 2), odata cu cresterea numarului
pasajului denota o confluenta care nu sufera diferente la fel de semnificative ca si in cazul

keratinocitelor gingivale umane primare.



Figura 2. Aspectul fibroblastelor primare gingivale (pasajul 4) in cultura la diferite interval de timp (10x randul de
sus, 20x randul de jos)

La pasaje mici cresterea celulelor si morfologia nu sunt influentate de timp,
confluenta fiind atinsa chiar si dupa cateva zile, iar la pasajele mai mari acestea ating
confluenta rapid comparativ cu keratinocitele, viabilitatea nefiind decisiv influentata.
Celulele tumorale (figura 3) prezinta diferentd evidenta legatd de dezvoltarea in cultura.
Acestea necesitd un timp foarte indelungat pentru a ajunge la o confluenta suficienta
pentru derularea de experimente.
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Figura 3. Aspectul celulelor de carcinom cu celule scuamoase ale limbii (pasaj 6)
in cultura la diferite interval de timp (10x)
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Tn timpul experimentelor conduse si pentru a monitoriza confluenta celor trei tipuri
de celule, s-au observat urmatoarele: la pasaje mici se obtine o confluenta de peste 80%
dupa o perioada de aproximativ doua saptamani in cazul keratinocitelor gingivale umane
si a carcinomului cu celule scuamoase in timp ce, pentru fibroblastele gingivale, este
necesara o perioada de aproximativ 3 ori mai micd pentru a ajunge la aceeasi
confluenta; la pasaje intermediare, celulele tumorale surprinzator, necesita un timp mai
lung pentru a ajunge la confluenta optima pentru a incepe dezvoltarea unor experimente
specifice, in timp ce celulele normale prezinta o crestere mai rapida direct proportionala
cu obtinerea confluentei optime intr-un timp mai scurt. Nu s-au efectuat studii ample
privind procentul de confluenta bazat pe pasaje comparative intre liniile celulare normale

si cele tumorale orale.

Cercetarile au continuat cu evaluarea activitatii citotoxice a aspartamului (Asp),
clorhexidinei (Chx), xilitolului (Xyl) si bicarbonatului de sodiu (NaB) asupra keratinocitelor
si fibroblastelor gingivale umane primare dar si asupra celulelor scuamoase de carcinom.
Astfel, s-a studiat morfologia celulelor si viabilitatea acestora in prezenta a diferite
concentratii ale compusilor de testat. Keratinocitele umane gingivale primare prezinta o
morfologie intactd si o dimensiune si o forma asemanatoare ca si controalele netratate
pana la o concentratie de compusi chimici de aproximativ 25 pM; modificari morfologice
clare observate la microscopul cu contrast de faza apar dupa expunerea la compusi cu
concentratii mari (50 pM), dupa 24 h post-stimulare. Fibroblastele umane gingivale
primare, in prezenta aspartamului si xilitolului la concentratiile cele mai mari, 50 yM, au
suferit modificari importante legate de forma celulara, desprinderea de pe placa de
cultura si afectarea viabilitatii. Celulele tumorale in prezenta clorhexidinei s-au modificat
relativ in prima perioada de la expunerea la compus, dupa care, la 24 de ore, celulele
aflate in prezenta corhexidinei 50 yM suferd modificari de forma si dezvoltare dar nu
semnificative; aceleasi observatii pot fi facute si in cazul utilizarii aspartamului, xilitolului
si bicarbonatului de sodiu. Modificarile aparute sunt remarcate la concentratii mari
utilizate, 50 uM, in timp ce la concentratii mici celulele nu par a fi afectate. Toti cei patru
compusi testati au provocat o scadere a viabilitatii celulelor tumorale intr-o maniera de
tip concentratie-timp. Dupd 24 h de incubare, nu s-au putut detecta diferente
semnificative statistic intre urmatorii compusi, clorhexidina, aspartam si xilitol la 5 si 10
MM, dar concentratiile compusilor testati peste 10 pM au determinat o scadere a
viabilitatii celulare intr-o maniera dependenta de doza in special la celulele de carcinom
cu celule scuamoase.

Prin prevenirea aparitiei problemelor medicale legate de cavitatea orala, se aduce

o contributie majora la imbunatatirea starii de sanatate a populatiei precum si la



reducerea costurilor legate de abordarea anumitor probleme socio-economice din sfera
medicald. Pe de alta parte, in zonele urbane comparativ cu zonele rurale, importanta
igienei orale si a produselor destinate acesteia este mai cunoscuta in mediul rural decat
in mediul rural. De asemenea, in functie de produsele de igiena oralad utilizate si
existenta diferitelor patologii se pot semnala si unlele efecte secundare, in special in
cazurile in care se administreaza medicatie fara recomandare medical de specialitate.
Datele inregistrate scot in evidenta aspecte importante in abordarea problemei legata de
constientizarea populatiei in mentinerea sanatatii orale. O mare parte dintre participanti
nu se prezinta la cabinetul stomatologic in timp util, nu cunosc foarte bine sau nu dau
importanta compozitiei produselor destinate igienei orale, nu fac diferenta intre preventie
si tratament, nu sunt suficient informati in ceea ce priveste posibila aparitie a unor boli
grave. Aceste informatii trebuie diseminate prin campanii de constientizare pentru toate
segmentele de populatie, chiar pe grupe de varsta, pentru a preveni boli grave, luand in
vedere si aspectele socio-economice corelate acestor patologii.

Sursele vegetale sunt multiple si reprezintd in continuare un teren incomplet
explorat in ceea ce priveste utilizarea lor in abordarea terapeutica a bolilor din cavitatea
orala. Plantele si compusii de origine naturala reprezinta o importanta alternativa datorita
eficacitatii lor ridicate si toxicitatii reduse. Una dintre cele mai importante activitai
biologice prezentate de fitocompusi este actiunea antibacteriana, utila in tratamentul
majoritatii problemelor de sanatate orala. Un avantaj al plantelor medicinale este ca au
un mecanism complex de actiune antibacterian, motiv pentru care rezistenta bacteriilor
este diminuata. Avantajul utilizarii extractelor naturale decurge din efectul sinergic al
compusilor existenti in plante care le potenteaza activitatea determinand un efect
terapeutic imbunatatit. Compusii naturali ar trebui analizati in combinatie cu alti
fitocompusi, precum si cu medicamentele conventionale utilizate in prezent in diferite
scheme terapeutice pentru a observa mai detaliat efectul sinergic dintre ei si mecanismul
de actiune asupra unor leziuni cu potential malign, sau maligne de la nivelul cavitatii

orale.

Contributiile proprii sunt legate de: (i) clarificarea anumitor aspecte care tin de
utilizarea celulelor umane gingivale, sanatoase si tumorale cu scopul de a selecta o
metoda complexa in studii in vitro viitoare; (ii) importanta testarii in vitro a anumitor
compusi aflati frecvent in contact cu mucoasa bucala - clorhexidina, aspartamul, xilitolul
si bicarbonatul de sodiu — in vederea comportamentului celulelor cu rol in procesele de
aparare ale organismului; (iii) analiza relatiei medic stomatolog-pacient si importanta
igienei orale, prin evaluarea unui chestionar si (4) analiza detaliata a compusilor de

origine naturala utilizati in practica stomatologica fie cu rol preventiv fie cu rol curativ.



Directiile viitoare de cercetare ar trebui sa includa: identificarea de biomarkeri
specifici pentru o anumitd boald orald care incepe cu keratinocitele si instabilitatea
genetica; testarea complexa in vivo sau in vitro pe tesut uman reconstruit a compusilor
utilizati in studiul de fatd dar si a altor compusi de origine vegetala cu eficacitate

crescuta si, nu in ultimul rand, elaborarea de programe de constientizare a populatiei

legate de importanta igienei orale.
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