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EVALUAREA IN VITRO A COMPUSULUI NATURAL
BIOACTIV APIGENINA PE MODELE EXPERIMENTALE DE
MELANOM MALIGN: POTENTIAL ANTIPROLIFERATIYV,
PRO- APOPTOTIC, ANTIANGIOGENETIC SI
IMUNOMODULATOR

I. INTRODUCERE. OBIECTIVELE STUDIULUI.

Fitoterapia reprezintd una dintre temele de cercetare de actualitate pentru secolul XXI,
numeroase studii din literatura de specialitate atestand proprietatiile terapeutice ale compusilor de
origine vegetala (1). Cele mai recente statistici aratd faptul cd peste 60 % din medicatia actuald are ca
sursd de provenientd compusii naturali, eficienta acestor substante fiind doveditd atit pentru
tratamentul cat si pentru preventia diferitelor afectiuni. 83% dintre noile molecule active admise in
managementul terapeutic al cancerului sunt derivate din compusi de natura vegetala (2), (3).

Conform ultimelor statisticilor realizate de OMS, cancerul reprezintd una dintre principalele
cauze de deces la nivel mondial (10 milioane de decese), iar bolile cardiovasculare (17.9 milioane de
decese), bolile respiratorii cronice (3.8 miloane de decese) si diabetul (1.6 milioane de decese) se
incadreaza in categoria celor mai des intilnite cauze de deces, aldturi de cancer (4).

Scopul tratamentelor anticanceroase este de a asigura videcarea, sau de a obgine noi tratamente
paliative impotriva acestei patologii. Cercetdri recente au ca obiectiv dezvoltarea unei strategii de eradicare
a acestei maladii, care sa actioneze tintit asupra celulelor canceroase, avand ca scop stimularea procesele
antiproliferative si/, sau pro-apoptotice si/, sau antiangiogenetice. Metodele de tratament n curs de
dezvoltare vizeaza micromediul tumoral, cu activarea /inhibarea unor tinte moleculare ce constituie factori
cheie In ceea ce priveste evolutia, progresia si rezistenta celulelor maligne (5).

Cele mai raspandite tipuri de cancer de piele sunt reprezentate de: cancerul bazocelular, (cel mai
frecvent, Tnsa si cel mai putin periculos); cancerul spinocelular (are o capacitate mare de raspandire in
organism si risc mare de suprainfectare) keratozele actinice (reprezintd leziuni precanceroase) §i
melanomul. Mai putin Intilnite pot fi: carcinomul cu celule Merkel, sarcomul Kaposi si carcinomul
glandelor sebacee. (6) Melanomul reprezintd cea mai agresiva formd de cancer, datoritd capacitatii
sale ridicate de metastazare (7).

Unul dintre cele mai des intilnite incoveniente In terapia cancerului este reprezentat de aparitia
numeroaselor efecte adverse, chimioterapia nefiind suficient de selectiva in eradicarea procesului malign.
In acelasi timp si rapiditatea instaldrii rezistentei medicamentoase, contribuie la insuccesul tratamentului si
la cresterea numarului de decese datorat acestei maladii (8), (9).

Dintre compusii naturali cu proprietati anticanceroase (studii experimentale preclinice/clinice),
respectiv derivatii lor pot fi enumerati: resveratrolul, curcuminul, quercitina, kaempferolul, apigenina,
daidezina, mircetina, genisteina, lignina, acizii hidroxicinamici si hidroxibenzoici, epigalocatechinele,
sulforafanul, B-sitosterolul, campesterolul, stigmasterolul, acidul oleanolic, acidul ursolic,
artemisinina, amentoflavona, carnosolul, vinca-alcaloizii, taxanii, epipodofilotoxinele, irinotecanul,
topotecanul, antraciclinele, berberina, amentoflavona, eudinul, eupatilina, licopenul, luteina,
fucoxantina, cantaxantina, hipericina, gingerolul (3), (10).

Cateva exemple de fitocompusi cu actiune in vitro pe diferite linii celulare includ: artemisinina
(Artemisia annua L.) inhiba multiplicarea liniilor celulare de cancer mamar [MDA-MB-231 si MCF-7],
cancer pancreatic [Mia PaCa-2] , cancer de prostatd [PC-3], cancer pulmonar [A459] (11); quercetina
(Allium cepa L.) detine efect antimelanom pe linia celularda de melanom murinic [B16-BL6];
amentoflavona (Biophytum sensitivum L.) inhiba procesul de metastazare pe linia celulard de melanom



murinic [B16F10]; fucoxantina (Fucus luminaria 1L.) inhibd dezvoltarea liniilor celulare de melanom
[SK-MEL-28 si B16F10]; daidzeina si genisteina (Glycine max L.) detin efect sinergic pe linia celulara
de carcinom cutanat [A431] (2); galatul de epigalocatechind (EGCG) (Camellia sinensis L.) exercita
efect citotoxic pe liniile celulare de cancer mamar [MDA-MB-231 si MCF-7] (12). Polizaharidelele
(PGL) din Ganoderma lucidum L. inhiba dezvoltarea melanomului murinic [B16F10] si a cancerului de
colon [HCT-116, SW 480 si AH-130], (13), berberina (Tinospora cordifolia L.) este activa pe linia
celulara de carcinom cervical uman [SiHa] si carcinomul de cavitate bucald [Kb] (14); boldinele
(Peumus boldus L.) inhiba dezvoltarea liniilor celulare de cancer mamar [MCF-7 si MDA-MB-231];
timochinona (Nigella sativa L) suprima dezvoltarea tumorala a liniei celulare de cancer pulmonar uman
[A549] (2); licopenul (Solanum lycopersicum L.) detine actiune anticanceroasd pe diferite linii celulare
de cancer de prostata [LNCaP, CaPsi PC3] (15), gingerolul (Zingiber officinale L.) actioneaza pe linia
celulard de cancer pulmonar [A549], gastric cancer [HGC], cancer mamar uman [MDA-MB-231] (16),
acidul ursolic(Rosmarinus officinalis L..) diminueaza angiogeneza tumorald pe linia celulard de melanom
[SK-MEL-2] (17); curcuminul (Curcuma longa L.) inhiba dezvoltarea liniei celulare de melanom uman
[A375 si C8161] (18), resveratrolul (Vitis vinifera L.) suprimd dezvoltarea liniei celulare de cancer
colorectal [LoVo], cancer mamar [MCF-7], cancer ovarian [CAOV-3 si OVCAR-3], cancer cervical
[HeLa si SiHa], cancer gastric [SGC-7901] (19).

De asemenea, proprietdtiile antitumorale ale compusilor vegetali au fost atestate si prin
numeroase studii in vivo. Printre acestea se pot enumera: berberina (Coptis chinensis L.) pe model de
xenogrefe [linia celulard de cancer gastric uman BGC-823 si SGC7901 inoculata in tulpina de soareci
albino] (20), sulforafanul (Brassica oleracea L.) pe model animal experimental [linia celularda de
melanom murinic B16F-10 inoculatd in tulpina de soareci CS57BL/6], apigenina (Matricaria
chamomillia L.) pe model animal experimental [linia celulard de cancer de prostatd LNCaP inoculata
in tulpina de soareci TRAMP C57BL/TGN] (21), gingerol (Zingiber officinalis L.) pe model animal
experimental [linia celulard de cancer gastric HGC inoculata pe soareci atimici albino] (16), acidul
ursolic (Rosmarinus officinalis L.) pe model CAM [linia celularda de melanom uman SK-MEL-2
inoculatd pe model CAM] (17), curcuminul (Curcuma longa L.) pe model animal experimental [linia
celulard de melanom uman A375 inoculata in tulpina de soareci albino BALB/c] (18).

Anumiti compusi naturali au fost inclusi si in studii clinice. Cateva exemple in acest sens
:Homoharingtonina (Cephalotoxus fortune L.) este aprobatd pentru tratamentul leucemiei cronice
mieloide. Primul tratament combinat antigen-agent anticancer este reprezentat de IgG4 kappa si
calicheamicina 101 (Micromonospora echinospora L.) studiat in cazul limfomului non-Hodgkin.De
asemenea, compusul IMGN-901 (HuN901-DM1) 235, un conjugat al maitansinei (Actinosynnema
pretiosum L.) si a anticorpului huN901 a fost evaluat pentru tratamentul mielomului multiplu si a
cancerului pulmonar (22). In review- ul realizat de Chinembiri §i colab. se mentioneazi despre studiile
clinice ce vizeaza efectul curcuminului Tn cancerul colorectal, cancerul de prostata, mamar, pancreatic
si biliar. Este cunoscut faptul ca brentuximab vedotinul este aprobat pentru tratamenul limfomului
anaplastic si limfomului Hodgkin Tncd din 2011 (10), iar compusii de origine marina (aplidin
(plitidepsina)- limfom non-Hodgkin; bryostatin-1- cancer ovarian, salinosporamida A- mielom
multiplu, tumori solide, limfoame si zalypsis- sarcom Ewing) sunt utilizati n schemele terapeutice
pentru diferite tipuri de cancer (23).

Numerosi compusi sunt inclusi i la momentul actual in diferite studii clinice. Printre care:
genisteina pentru cancerul de prostata (24); desmodium (un amestec de triterpene, saponine, alcaloizi,
polifenoli, flavonoide si derivati de triptamind pentru cancerul mamar (25); quercitina pentru cancerul
de prostata (26); isoquercitind pentru cancerul renal (27); resveratrolul pentru cancerul de colon si
tumori gastro-intestinale (28), (29); amestec de fenoli (hidroxitirozol), polifenoli (procianidine,
hesperidina, eriocitrina, curcumina, resveratrol, punicalagin,acid elagic), metilxantine (teobromina si
cafeind) pe3ntru cancerul de sin (30); epirubicina si vinorelbina pentru cancerul mamar (31);
vincristina pentru leucemia limfocitara cronicd (32); irinotecanul (derivat semisintetic al
camptotecinei) pentru cancerul colorectal si metastatic (33).



Procesul de angiogeneza se afla intr-o stransad legatura cu evolutia proceselor canceroase, iar
printre speciile ce detin calitdfi anti-angiogenentice se pot preciza urmadtoarele: Vitis vinifera L.
(resveratrol), Camelia sinensis L. (epigalocatechin-3 -galat), Silybum marianum L. (silimarina),
Genista tinctoria L. (genisteind) (34), Taxus brevifolia L.(taxol) (35), Curcuma longa L.(curcumin)
(36), Panax ginseng L., (ginsenosida-Rg3) (37), Magnolia officinalis L (magnosalin) (38), Rabdosia
rubescens L. (oridonind) (39), Scutellaria baicalensis L. (baicalind), Allium hirtifolium L., (quercitina),
Artemisia annua L. (artemisinina) (40), Zingiber officinalis L. (gingerol) (41), Glycyrrhiza glabra L.
(glabridin, isoliquiritigenin) (42), Glycine max L., (genisteina, daidzeind) (43).

Principalul obiectiv ale acestei teze de doctorat este reprezentat de elucidarea mecanismului
complex de actiune anti melanom ale flavonei apigenind asupra liniei celulare de melanom uman
A375, prin diferite teste in vitro, concomitent cu determinarea efectului apigeninei asupra celulelor
dentritice si implicit asupra sistemului imunitar. Secundar s-au realizat teste pe alte linii celulare de
melanom, uman (SK-MEL-24), respectiv murinic (B164A5), respectiv asupra liniei celulare de cancer
cervical uman HeLa.

Flavonoidele se numara printre cele mai semnificative clase de compusi farmacologic activi.
Acestea sunt prezente in compozitia chimicd a numeroase plante medicinale, fructe si legume si se
subclasifica in functie de: numarul/ locul de grefare al radicalului fenil, de prezenta/ absenta dublei
legaturi de la nivelul pozitiei 2-3, de natura substituentilor, de numarul nucleelor din moleculd in:
flavone, flavonoli, flavanone, flavanonoli, izoflavone, biflavonoide, neoflavonoide, chalcone, aurone,
catechine si antociani (44).

Apigenina face parte din subclasa flavonelor, iar din punct de vedere farmacologic este
caracterizatda de o varietate de proprietati dintre care se pot mentiona: efecte vasoprotectoare,
antiinflamatoare, hipotensive, antivirale, antibacteriene, iar in ultimii ani, studiile de specialitate au
evaluat si confirmat prin diferite studii in vitro si in vivo, efectele sale antitumorale, pe diferite linii
celulare (45),(1).

Musetelul- Matricaria chamomilla L. (sinonim Matricaria recutita L.) se evidentiazd ca fiind
una dintre cele mai importante surse de apigenind. Apartine familiei Asteraceae si are un continut de
apigenind cuprins n intervalul 5010- 5320 mg/100 g produs uscat (46), (47). Cantitd{i remarcabile se
regasesc si in: Petroselinum crispum L. (1200-1350 mg/100 g produs uscat) (47), Apium graveolens L
(108 mg/100 g produs uscat) (48), Rosmarinus officinalis L (43.8 mg/100 g produs uscat) (47),
Camelia sinensis L (41.4- 175.7 mg/100 g produs uscat), Origanum vulgare L. (15.6- 19.4 mg/100 g
produs uscat) (47), Piper nigrum L (4.98 mg/100 g produs uscat) (48), Capsicum annum L (3.5
mg/100 g produs uscat) (49).

II. MATERIALE SI METODE

IL.1. Studiul I: Evaluarea potentialului antiproliferativ, proapoptotic, anti-
angiogenetic si imunomodulator al apigeninei pe linia celulara de melanom uman A375.

I1.1.1. Evaluarea potentialului antiproliferativ al apigeninei (Api) pe linia celulara de melanom
uman A375 s-a realizat prin intermediul metodei MTT. Acest tip de analiza reprezintd una dintre cele
mai utilizate analize pentru determinarea viabilitd{ii celulare si constd in reducerea sarii de tetrazoliu
de culoare galbena [3- (4,5-dimetiltiazol-2-il)- 2,5-difeniltetrazoliu bromura sau MTT] la cristale de
formazan de culoare violet. Procesul este realizat de celulele viabile. (50).

II.1.2. Analiza ciclului celular prin citometrie in flux in urma incubarii cu Api in vitro, pentru linia
celulara de melanom uman A375. Principiul acestei metode se bazeazd pe determinarea simultana a
parametrilor fizici si chimici ai fiecarei celule analizate aflate intr-un sistem, 1n acelasi timp realizandu-se si
sortarea celulelor pentru utilizarea acestora in teste ulterioare. Astfel, in scopul determindrii distributiei
celulare Tn urma incubarii cu Api asupra liniei celulare de melanom uman A375 s-a evaluat continutul
ADN-ului celular si fazele ciclului celular, prin intermediul analizei de citometrie 1n flux (51).



I1.1.3. Evaluarea efectului antimigrator, prin metoda “Scratch Assay” in urma incubadrii cu Api,
in vitro, pentru linia celulard de melanom uman A375. Prin intermediul acestei metode s-a determinat
potentialul antimigrator al Api in vitro, pe linia celulara de melanom uman A375. Metoda se bazeaza
pe evaluarea capacitdtii de inhibitiei a migrarii celulare §i metastaziere, cresterea si dezvoltarea
celulelor de melanom A375 fiind evaluatd comparativ cu linia de control (52).

I1.1.4. Determinarea activitatii caspazei 3 prin metoda colorimetrica, in urma incubdrii cu Api,
in vitro, pentru linia celulara de melanom uman A375. Pentru a evidentia prezenta/ absenta caspazei-3
s-a utilizat o metodad colorimetricd prin intermediul careia s-a determinat activitatea acestei enzime.
Determinarea expresiei caspazei-3 a reprezentat un factor important in studiul prezent deoarece
caspazele constituie factori cheie 1n procesul de apoptoza (53).

I1.1.5. Evaluarea fenomenului de apoptoza (precoce/tarzie si necrozd) prin tehnica Annexin V-
PI, in urma incubadrii cu Api in vitro pentru linia celulara de melanom uman A375. Evaluarea acestui
fenomen s-a realizat prin utilizarea combinatiei Annexin V-PI, care ofera informatii necesare pentru
evaluarea si diferentierea celulelor aflate In faza de apoptozd precoce (Annexin- V— pozitiv, PI-
negativ), sau tarzie (Annexin- V- negativ, PI- pozitiv), de celulele viabile (Annexin-V- negativ, PI-
negativ), sau de celulele necrozate (Annexin-V- pozitiv, PI- pozitiv). Asocierea Annexin V- PI, nu
realizeaza colorarea celulelor viabile, ori aflate In apoptoza precoce, ci doar a celulelor necrotice, sau
in apoptoza tarzie, deorece acestea au membrana compromisd, permitand PI sd patrunda in interiorul
celulelor si astfel sa reactioneze cu acizii nucleici, formand o fluorescenta rosie (54).

I1.1.6. Evaluarea citotoxicitatii prin determinarea cantitatii de LDH, in urma incubarii cu Api, in
vitro, pentru linia celulard de melanom uman A375. Principiul acestei metode se bazeaza pe eliberarea
enzimei citosolice LDH in mediu, aceasta urmand sa fie cuantificatd ulterior ca o reactie enzimatica ce
produce formazanul. Cantitatea de formazan produsa este direct proportionala cu LDH- ul secretat in
mediu §i reprezintad un indicator al efectului citotoxic (55).

I1.1.7. Evaluarea profilului bioenergetic, cu ajutorul analizorului de flux extracelular (Seahorse
XFe24), a liniei celulare de melanom uman A375, in urma incubarii cu Api. Modificarea profilului
bioenergetic a liniei celulare de interes, oferd informatii cu privire la actiunea antiproliferativa si
citotoxicd ale flavonei 1n studiu. Astfel, prin masurarea parametriilor specifici in timpul
experimentului [(a) respiratia bazald, b) stadiul Leak, c) respiratia maximald, d) turnover-ul
adenozintrifosfatului (ATP-ului), e) capacitatea de rezerva- s-a conturat o imagine referitoare la
modificarea prolilului energetic celular In urma stimularii cu Api (56), (57).

II.1.8. Evaluarea profilului antiangiogenic al Api folosind tehnica membranei corioalantoide
normale si tumorale cu celule de melanom uman A375. Evaluarea se realizeaza atat pe CAM normala, cat
si pe CAM tumorala (linia celulard de melanom uman A375). Metoda folosita impune utilizarea oualor de
giina fertilizate (Gallus gallus domesticus). In prima etapi s-a urmdrit efectul Api asupra CAM in
dezvoltare normald, pentru a determina tolerabilitatea Api asupra tesuturilor normale si potentialul efect
antiangiogeneic, iar In a doua etapa s-a inoculat pe CAM normala linia celulard de melanom uman A375,
pentru a dezvolta formatiuni tumorale. Pe aceste zone cu dezvoltare tumorald, s-a aplicat tratament cu: a)
Api 30 uM, b) Api 60 uM, c) DMSO 1% - folositd ca solutie de control si s-a urmdrit evolutia pe o
perioada de cateva zile (58) (59).

I1.1.9. Evaluarea potentialului imunomodulator pe celule dendritice umane 1n urma incubarii cu
Api, prin analiza efectului asupra diferentierii, morfologiei si proliferdrii celulare utilizdnd tehnica
XTT si microscopia de fluorescentd. Potentialul imunomodulator al Api pe celule dendritice a fost
evaluat prin intermediul analizei XTT si a microscopiei de fluorescentd. Metoda XTT se bazeazd pe
reducerea sarii de tetrazoliu (sodiu 3°- [1- (fenilaminocarbonil) - 3,4-tetrazoliu] -bis (4-metoxi-nitro)
benzen hidrat de acid sulfonic sau XTT) de culoare galbena la formazan de culoare portocalie de catre
celulele viabile prin NADH produs de mitocondrie; astfel se formeaza un produs hidrosolubil denumit
formazan, de culoare portocalie (60).

In ceea ce priveste evidentierea morfologiei CD s-a utilizat microscopia de fluorescenta in care
s-au folosit ca reactivi solutia DAPI (4°,6- Diamidina-2-fenilindol dihidroclorura) (Roche diagnostics,



Mannheim, Germania) si solutia de faloidind Alexa Flour 488. Metoda DAPI presupune marcarea prin
fluorescenta albastrd a materialului nuclear expus, iar prin utilizarea reactivului faloidina- Alexa Flour
este vizibild o coloratie violet-fluorescentd. Acest tip de reactivi sunt utilizati, de asemenea, pentru
evidentierea fenomenelor de apoptozd, realizind colorarea celulelor ce prezintd alterdri la nivelul
membranei celulare (61).

I1.1.10. Evaluarea potentialului imunomodulator pe celule dendritice umane, in urma incubarii
cu Api, prin analiza efectului asupra unor citokine (IL6, IL10, factorul de necroza tumorald o,
(TNFa)). Aceastd analiza s-a realizat prin intermediul microscopiei de fluorescentd, tehnica descrisa
anterior (61).

I1.2. Studiul II: Evaluarea potentialului antiproliferativ, citotoxic si anti-angiogenic al
apigeninei pe linia celulara de melanom uman SK-MEL-24

IL2.1. In prima etapa s-a evaluat activitatea antiproliferativa a Api pe linia celulari de melanom
uman SK-MEL-24 prin intermediul tehnicii MTT, metodd utilizata si in studiul anterior. Aceasta
determinare a fost efectuata urmarind acelasi protocol (62), iar celulele de melanom uman SK-MEL-
24 au fost stimulate cu diferite concentratii de Api [0.3, 1, 3, 10, 30 si 60 uM] (63).

I1.2.2. Evaluarea efectului citotoxic al Api pe linia celulard de melanom uman SK-MEL-24 a
fost realizata prin intermediul metodei LDH, de asemenea, utilizatd in testele anterioare (63).

I1.2.3. Evaluarea potentialului antimigrator al Api asupra liniei celulare de melanom uman SK-
MEL-24 s-a realizat prin intermediul metodei Scratch assay. Stimularea celulelor de melanom a fost
efectuata cu Api [30 si 60 uM] (63).

I1.2.4. Evaluarea potentialului anti-angiogenic al Api prin metoda CAM cu dezvoltare tumorala.
Pentru realizarea acestei analize s-au testat doud concentratii de Api [30 si 60 uM], iar pentru linia de
control s-a utilizat DMSO 0.5%. Metoda utilizatd a fost reprezentatd de metoda dezvoltatd de Ribatii si
colab., Insa cu ugoare modificari (58), (64).

I1.3. Studiul III: Evaluarea potentialului citotoxic si anti-angiogenic al apigeninei,
pe linia celulara de melanom murinic B164AS.

I1.3.1. Evaluarea activitatii antiproliferative a Api pe linia celulard de melanom murinic B164AS,
prin intermediul analizei MTT. S-a respectat acelasi protocol ca In studiile anterioare. Pe linia celulara de
melanom murinic B164A5 au fost testate diferite concentratii de Api [1, 3, 10, 30 si 60 uM] pentru o
perioada de timp de 72 h (65).

I1.3.2. Prin intermediul tehnicii LDH a fost evaluat potentialului citotoxic al Api asupra liniei
celulare de melanom murinic B164AS5, respectand protocolul aferent metodei LDH (65).

I1.3.3. Cu ajutorul metodei de analizd CAM s-a realizat evaluarea potentialului anti-angiogenic
al Api pe linia celulard melanom murinic B164AS5. Metoda este descrisa anterior (58) (59).

I1.4. Studiul IV: Evaluarea in vitro a apigeninei si a apigeninei-7-O-glicozida
asupra liniei celulare de cancer cervical uman HeLa.

I1.4.1. Evaluarea activitatii antiproliferative a Api si a Api-7-O-glicozidd pe linia celulara de
cancer cervical uman HelLa. Metoda a fost realizatd prin intermediul analizei MTT, protocolul fiind
descris anterior (66).

I1.4.2. Evaluarea potentialului pro-apoptotic prin metoda DAPI si a tehnicii Annexin V-PL
Metoda colorimetrica DAPI a fost utilizatda pentru evidentierea nucleilor, fiind testate doud
concentratii de Api (aglicon), respectiv Api-7 (heterozidd)[10 uM si 30 uM]. Aceleasi concentratii de
Api si Api-7 au fost testate i prin metoda Annexin V-PI (66).



III. REZULTATE

II1.1. Studiul I

III.1.1. Rezultatele obtinute in urma evaluarii Api [0.3- 60 uM] pe linia celulard de melanom uman
A375 au demonstrat prezenta efectului antiproliferativ al fitocompusului de interes, efectul fiind detectat
incepand cu concentratia de 30 uM, iar valoarea ICs fiind atinsa la concentratia de 33.02 pM (62).

IIL.1.2. in urma analizarii ciclului celular prin citometrie in flux, s-a demonstrat ci atit la
concentratia de 30 pM, cat si la 60 uM, Api induce blocajul celular in faza G2/M si conduce la
cresterea procentului de celule A375 din aceastd faza, de la 18.946 + 1.91% (linia de control) la 33.423
+ (0.15% la concentratia de 30 pM, respectiv la 33.653 +£0.96 % la concentratia de 60 uM (62).

I11.1.3. Rezultatele Tnregistrate au demonstrat faptul ca Api 30 uM, cit si 60 uM au condus la
un efect inhibitor semnificativ asupra migrarii celulare ale celulelor de melanom uman A375,
comparativ cu linia de control. Modificarile inregistrate au fost urmatoarele: Api 30 uM- 24 h a produs
o modificare a culoarului de migrare al celulelor de melanom [de la 550.84 um la 418.90 um], iar in
cazul Api 60 uM- 24 h [de la 575.05 pm la 537.59]. Valorile ratei de refacere celulard induse au fost
de 23% pentru Api 30 uM si 6.84% pentru Api 60 pM. Rata de inhibifie a migrarii celulare indusa de
apigenind a inregistrat valori de 77 % pentru Api 30 uM si de 93,16 % pentru Api 60 uM. O alta
modificare produsa a fost asupra formei si morfologiei celulare dupa aplicarea Api 60 uM (62).

I11.1.4. La 72 h dupa stimularea cu Api 30 uM a fost detectatd o activitate crescutd a enzimei
caspaza-3, fenomenul a fost nsd diferit in cazul incubarii cu Api 60 pM, caz in care activitatea
caspazei- 3 nu a inregistrat cresteri, efect posibil datorat instaldrii efectului citotoxic la aceasta
concentratie si timp de incubare. In acelasi timp s-au urmdrit si valorile caspazei- 2 si a proteinei p53,
dar nu a fost Tnregistratd expresia acestora. Fenomenul instalat In cazul acestei analize poartd numele
de fenomene Hormesis, prin cresterea raspunsului bifazic (doze mici— obtinere efect terapeutic, doze
mari- obtinere efect citotoxic (62).

IIL.1.5. in urma utilizarii tehnicii Annexin V-PI s-a evidentiat faptul ci post incubare cu Api 30
uM, cat si cu Api 60 pM s-au instalat fenomenele de apoptozad timpurie, cit si tarzie, respectiv
necroza. In cazul Api 30 pM s-a observat preponderent aparitia fenomenului de apoptoza timpurie (8.5
+ 1.8 % celule), In schimb Api 60 puM a indus cu precadere fenomenul de apoptoza tirzie (12.25
+2.9% celule) (62).

I11.1.6. Ca urmare a cuantificarii cantitatii de LDH pentru evaluarea efectului citotoxic indus de
Api asupra liniei celulare de melanom uman A375 s-au inregistrat urmatoarele rezultate: la 72 h post
stimulare cu Api, cantitatea de LDH eliberata a fost diferitd In functie de concentratia testatd. Rata de
citotoxicitate pentru Api 30 uM a finregistrat o valoare de 20.75%, iar pentru DMSO, rata de
citotoxicitate a fost de 1.12%. Odata cu cresterea concentratiei de Api la 60 pM, rata de citotoxicitate
asupra liniei de melanom A375 nu a inregistrat cresteri, ci o valoare similara si anume, 19% (62).

II1.1.7. Rezultatele obtinute in urma inregistrarii parametrilor umériti in cazul determinarii profilului
bioenergtic, au evidentiat ca in ceea ce priveste respiratia bazald, celulele au rdmas in stadiu nemodificat,
iar asupra ratelor bazale s-a observat o crestere dozo-dependenta (respiratia bazala pentru Api 30 uM este
de 137.9 + 31.4 pmoli/min vs. Control 266.07 + 20.8 pmoli/ min, iar in cazul Api 60 uM respiratia bazala
este de 22.2 + 5.5 pmols/min vs. Control). In stadiul Leak a avut loc o scidere a OCR-ului datorita blocarii
productiei de ATP, dupa injectarea de oligomicind. La cea mai mare doza de Api aplicata [60 pM], s-a
observat o scadere a stadiului Leak (34.9 + 7.1 pmoli/min vs. Control 135.01 + 14.6 pmoli/min), si a ratei
respiratorii maxime (12.4 + 5.3 pmoli/min vs Control 46.5 % 5.9 pmoli/min. In cazul acestui experiment
respiratia maximala a fost mai redusa decat respiratia bazala, datoritd celulelor tumorale care trec la o stare
glicolitica. Respiratia maximald pentru Api 30 uM a fost de 53.3 + 6.9 pmoli/min, in schimb pentru Api 60
UM s-au obtinut valori de 12.4 + 5.3 pmoli/min. Turn-over-ul ATP-ului a nregistrat o scadere dupa
stimularea cu Api, efect observat 1n cazul ambelor concentratii testate, dar si in cazul DMSO. (Turnoverul
ATP-ului pentru Api 60 pM, fost de 22.1 + 8.3 pmols/min vs. Control, iar in cazul Api 30 pM a fost



inregistrata o valoare de 12.65 + 6.5 pmoli/ min vs. Control 131.05 = 7.1 pmoli/ min). Astfel In urma
stimularii cu Api s-a produs o modificare a profilului bioenergetic in cazul liniei celulare de melanom uman
A375, fenomen mai pregnant in cazul Api 60 uM. Din ce se cunoaste din literatura de specialitate, acestea
ar fi primele date referitoare la efectul Api asupra respiratiei mitocondriale, cét si asupra glicolizei la nivelul
liniei de melanom uman A375. in ceea ce priveste modificarile asupra capacititii de rezerva, Api reduce
considerabil capacitatea de rezerva a celulelor tumorale A375 (Capacitatea de rezerva pentru Api 30 pM
este de -9.8 + 5.8 pmoli/min vs Control -219 + 24.5 pmoli/min, iar In cazul Api 60 uM -84.6 + 31.4
pmoli/min vs Control). In ceea ce priveste valorile ECAR, tratamentul cu Api a produs o scidere dozo-
dependentd semnificativa a ECAR, ceea ce indicd faptul cd Api induce si o deficientd in activitatea
glicolitica celulara (Api 30 pM -11.4 + 2.8 mpH/min vs Control 65.04 + 1.5 mpH/min, iar pentru Api 60
uM -45.1 = 7 mpH/min vs Control) (62).

IIL.1.8. in cazul CAM normali, stimularea cu Api 30 uM a produs o inhibare semnificativi a
procesului de angiogenenzd, comparativ cu linia de control, iar Api 60 uM a determinat un proces
iritativ si fibrotic ce implica un numar semnificativ de capilare in jurul zonei lezate (62).

In cazul testirii Api asupra CAM cu dezvoltare tumorald, s-a constatat faptul ci ambele
concentratii de Api au produs o afectare a angiogenezei tumorale, afectind migrarea celulelor
canceroase $i reducand numarul de capilare (62).

III.1.9. Evaluarea efectului asupra celulelor dendritice (CD) s-a realizat In prezenta, sau absenta
lipopolizaharidelor (LPS), dupa incubarea cu diferite concentratii de Api si DMSO. Post activare cu LPS,
CD incubate cu vehicul s-au extins, insd aceasta expansiune celulard a fost semnificativ diminuata prin
incubare cu Api 30 uM, respectiv Api 60 uM. in cazul dozelor foarte mici de Api [1uM] nu s-a produs nici
o modificare comparativ cu proba de control. Un alt aspect inregistrat a fost asupra modificarii activitatii
metabolice a CD, fenomen observat in cazul dozelor crescute de Api, atat dupd 24 h de la aplicarea Api, dar
si mai pregnant dupd 48 h de la stimularea cu Api. Aspectul CD, de asemenea, a fost modificat,
observandu-se dupa stimularea cu LPS, o agregare tipicd, sub forma de clustere, In cazul liniei de control,
insd acest fenomen nefiind prezent in cazul stimuldrii cu doza crescutd de Api [60 uM] (62).

Morfologia CD a fost, de asemenea, modificatd, in urma stimularii cu Api 60 uM, CD adoptand
o forma rotunda, iar in cazul stimularii cu LPS, nu au fost evidentiate fenomene de dezvoltare standard
asupra CD. in cazul Api 1uM si 30 uM nu a fost vizibild nicio modificare asupra morfologiei CD,
comparativ cu linia de control. In schimb, in cazul incubdrii cu Api 60 uM, morfologia CD a fost
afectatd. Prin adaugarea LPS, in conditii normale CD s-au activat. In acest caz, in urma aplicarii Api
30 si 60 uM, CD nu s-au dezvolat in urma activarii de cétre LPS (62).

I11.1.10. Pentru a observa daca activitatea redusa a celulelor stimulate cu LPS a produs anumite
consecinte functionale a fost analizatd secretia citokinelor. in urma aplicdrii dozelor mari de Api
secretia citokinelor a fost puternic blocata, iar aplicarea DMSO a cauzat o crestere semnificativa a IL-
6 si a secretiei TNF- o, posibil aceste fenomene sa fie datorate si cresterii permeabilitdtii membranei.
Secretia IL-6 si IL-10 a fost blocata aproape total in cazul stimularii cu Api 30 pM, respectiv 60 uM
iar secretia TNF- a a fost redusad cu aproximativ 60%. Dozele mici de Api nu au cauzat nici un efect,
comparativ cu grupul de control (62).

I11.2. Studiul IT

IIL.2.1. in urma analizei MTT, viabilitatatea celulari pe linia celulard de melanom uman SK-
MEL-24, a fost diminuata, dozele cele mai mari de Api fiind responsabile de efectul cel mai pregnant
de afectare a proliferarii celulelor de melanom (la 30 pM- viabilitatea celulara a fost de 75.08 £5.5 %
vs. Control iar pentru 60 pM — viabilitatea celulard a fost de 62.9 £ 5.4 % vs. Control) (63).

II1.2.2. in cazul analizei LDH, concentratiile de Api testate au fost de 30 uM si 60 uM,
deoarece acestea au Inregistrat un efect semnificativ antiproliferativ asupra liniei celulare SK-MEL-24.
In urma stimulrii cu Api, s-a observat un efect citotoxic semnificativ, dependent de doza de Api
testatd. Rata de citotoxicitate pentru concentratia de 30 uM a fost de 9 = 1.1% vs. Control (1.6 +
0.7%), respectiv pentru concentratia de 60 M a fost de 11.1 + 2.4% vs. Control (63).



II1.2.3. in intervalul de doze testate, Api a condus la inhibitia migrarii celulelor de melanom
uman SK-MEL-24, dependent de doza testati. in cazul concentratiei de 30 pM, rata de inhibitie a
migrarii a fost de 6.2%, iar in cazul concentratiei de 60 uM, valoarea Tnregistrata a fost mai scazuta, de
3.4 % (63).

I11.2.4. Metoda CAM a aratat faptul ca, ambele concentratii de Api au produs modificari asupra
cresterii si dezvoltarii tumorale (linia celulara de melanom uman SK-MEL-24), zona tumorala
devenind mai putin compacta, iar aspectul vaselor de sdnge, a suferit modificari, formind o retea
vasculara densa, de tip spite de roata convergente catre celulele tumorale, aceste aspecte instalandu-se
la 24 h post stimulare. Dupd 48 h, aria celulelor tumorale a fost limitata, numarul capilarelor a fost
redus, de asemenea si procentul de vase de singe din zonele peritumorale, acestea cdpatind un aspect
neregulat. Nu au fost observate diferente majore Intre cele doud concentratii de Api testate, Tnsa in
cazul Api 60 uM s-a observat o diminuare mai pregnantd a neoangiogenezei si a dezvoltarii celulelor
tumorale (63).

II1.3. Studiul II1

IIL.3.1. in urma analizei MTT, s-a demonstrat faptul ci Api detine efecte antiproliferative pe
linia celulara de melanom murinic B164AS, dependent de doza de compus utilizatd. Viabilitatea
celulard dupa aplicarea Api a fost de 76 = 1.7 % vs. Control in cazul concentratiei de 30 uM, iar in
cazul concentratiei de 60 uM s-a obtinut o viabilitate celulard de 57.8 + 1.8 % vs. Control (65).

I11.3.2. Valorile inregistrate in urma analizei LDH au demonstrat efectul citotoxic al Api pe
linia celulard de melanom murinic B164AS. Rata de citotoxicitate in cazul concentratiei de 30 uM a
fost de 13.3 + 1.7%, iar 1n cazul concentratiei de 60 pM rata de citotoxicitate a Tnregistrat o valoare de
15.1 £ 1.8%, valorile fiind raportate la grupul de control (65).

I11.3.3. Ca urmare a analizei CAM cu dezvoltare tumorald cu celule de melanom murinic
B164A5, dupa aplicarea Api [30 si 60 pM- 48 h], s-au observat urmatoarele aspect: zonele tumorale
au fost reduse, aglomerarile de celule au fost diminuate, iar n jurul inelului de aplicare a fost
observati o densitate celulard mai scizuti. In urma stimulrii cu concentratia de 30 uM, capilarele au
devenit mai fine si neuniforme, iar in cazul concentratiei de 60 uM, vasele de singe au prezentat un
aspect neregulat. In cazul ambelor concentratii de fitocompus testat, a fost diminuati migrarea
celulard, nsd numarul celulelor a fost redus cu precadere in cazul dozei mari utilizate [60 uM] (65).

1I1.4. Studiul IV

I11.4.1. Prin intermediul metodei MTT s-a demonstrat ca atit Api, cat si Api-7-O-glicozida
produc afectarea viabilitdtii celulare pe linia celulara de cancer cervical uman HeLa. Intervalul de doze
utilizat a fost [0.3; 1;3; 10; 30 uM]. Valoarea ICspa fost atinsa la concentratia de 12.08 uM pentru Api,
respectiv la concentratia de 18.28 uM pentru Api-7-heterozida. Se poate observa ca agliconul a fost
mai activ, comparativ cu forma conjugatd, insd glucoza (elemental conjugat) nu a produs modificari
semnificative asupra proliferarii celulelor de cancer cervical uman HeLa (66).

I11.4.2. Prin intermediul metodei DAPI s-a evidentiat potentialul pro-apoptotic al compusilor
naturali studiati. Condensarea nucleilor si numarul diminuat al acestora reprezinta rezultatul afectarii
integritatii membrane celulare, evenimente vizibile in urma incubadrii cu Api si Api-7-O- glicozida, a
liniei celulare de cancer cervical uman Hel.a (66).

In ceea ce priveste potentialul pro-apoptotic pe linia celulard de cancer cervical uman HeLa, in
urma analizei Annexin V- PI, s-a dovedit faptul cd atat Api, cat si Api- 7- O-glicozida induc fenomene
de apoptozd precoce, tarzie si necrozd, 1nsd cel mai des se pot observa fenomenele de apoptoza
precoce. In urma incubirii cu Api [10 uM] procentul de celule viabile a fost de 79+2%, iar pentru Api
-7- O-glicozida [10 pM] s-a obtinut o valoare de 84 +3%. In cazul stimulirii cu Api [30 puM],
procentul de celule viabile inregistrat a fost de 67.5£2.5%, iar pentru Api- 7- O- glicozidd [30 uM] a
fost determinat un procent de 72.5 +2.5% celule viabile (66).



IV. CONCLUZII

Ca urmare a studiilor efectuate, se pot concluziona urmdtoarele aspecte:

1.

10.

11.

Api exercita efecte antiproliferative (dependente de doza si timp) pe linia celulard de
melanom uman A375, valoarea ICs, fiind Tnregistratd la concentratia de 33.02 uM.

In urma determindrii efectului Api asupra ciclului celular, ambele concentratii testate [30
UM si 60 uM] au condus la blocarea ciclului celular in faza G2/M, la blocarea sintezei de
ADN si enzime si a afectat procesul de diviziune celulard a liniei celulare de melanom
uman A375. S-au inregistrat urmatoarele procentaje: 18.946+ 1.91% (linia de control),
33.423+ 0.15% [Api 30 uM] si 33.653+ 0.96% [Api 60 uM].

Efectul antimigrator al Api a fost detectat atdt la concentratia de 30 puM, cat si la
concentratia de 60 uM, prin intermediul analizei Scratch assay. In vederea extrapolarii
acestui efect in vitro, sunt necesare teste ulterioare in vivo pentru confirmarea unui
potential efect antimetastatic.

Api [30 uM- 72h] a produs activarea enzimei caspaza-3, insa in cazul concentratiei de [60
uM- 72h], acest mecanism nu a fost vizibil, obtindndu-se un efect citotoxic.

In urma efectuirii analizei Annexin V-PI s-au inregistrat urmitoarele fenomene: in urma
incubdrii liniei celulare A375 cu fitocompus in concentratie de 30 uM, au fost detectate
preponderent fenomene de apoptotza timpurie, iar In cazul concentratiei mai mari [60 pM], s-a
produs un numar mai mare de evenimente asociate apoptozei tarzii. Celulele in stare de
necroza, reprezinta un procent scazut In acest caz.

Efectul citotoxic indus de Api [30 uM si 60 uM] a fost prezent, insd s-a manifestat intr-o
manierd redusa si fara diferente semnificative intre cele doud concentratii testate.

In urma incubdrii cu fitocompusul studiat, doar in cazul concentratiei de 60 pM, s-au
produs modificari asupra profilului energetic al liniei celulare de melanom uman A375.
Modificarile 1nregistrate pot fi utilizate In vederea testarii ulterioare ale Api ca agent
antitumoral activ pe respiratia mitocondriala.

In ceea ce priveste efectele Api asupra procesului de angiogenezi normali, concentratia
mai mica a produs un efect inhibitor mai puternic, pe cand Api 60 uM, a produs aparitia
unor procese de iritatie, inflamatie si fibrozd la nivelul CAM. Asupra angiogenezei
tumorale (linia celulard de melanom uman A375), Api 30 uM a condus la diminuarea
numarului vaselor de singe din interiorul inelului de aplicare si la afectarea aspectului
capilarelor, precum si a diminudrii zonelor tumorale. in cazul Api 60 uM limitarea cresterii
tumorale a fost mai pronuntatd, precum si numdrul de capilare interconectate, insa
vascularizatia nu a suferit modificdri ca In cazul Api 30 puM, proces posibil datorat
efectului iritativ asupra CAM normala.

In urma incubirii celulelor dendritice cu fitocompus [30 uM si 60 uM] s-au produs diferite
evenimente: expansiunea celulelor dendritice a fost diminuatd semnificativ si modificarile
morfologice au fost vizibile doar in cazul dozei mari de Api. De asemenea, a fost diminuata
activitatea specificd lipopolizaharidelor ce activeaza functia celulelor dendritice si initiaza
procesul inflamator. Concentratia de 60 uM a produs modificarea morfologiei celulelor
dendritice, acestea adoptiand o forma rotunda, iar in cazul dozelor mici de Api [1uM si 30
UM] nu s-au produs aceste modificari

Ca urmare a testelor in vitro pentru a evalua efectul Api asupra secretiei de IL-10, IL-6 si
TNF- a, secretia citokinelor a fost puternic blocatd de cdtre concentratiile mari de Api, insa
dozele mici de Api nu au generat nici un efect. Luand 1n considerare dozele si timpul de
incubare, Api nu conduce la stimularea sistemului imunitar, desi acest eveniment ar fi fost
un deziderat al acestui studiu.

In ceea ce privesc studiile realizate pe linia celulari de melanom uman SK-MEL-24, Api
[30 si 60 pM] a produs afectarea viabilitatii celulare, Inregistrndu-se valori ale viabilitatii
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celulare de 75.08 £ 5.5 % vs. Control [Api 30 uM] si de 62.9 £ 5.4 % [Api 60 pM], vs.
Control. Efectul citotoxic generat de aceleasi doze de compus natural a condus la valori
dependente de doza testata, astfel ca in cazul concentratiei de 30 pM, valorile au fost de 9 +
1.1% vs. Control (1.6 £ 0.7%), iar In cazul concentratiei de 60 uM au fost de 11.1 + 2.4%
vs. Control. in urma analizei CAM, s-a demonstrat faptul ci Api a condus la inhibitia
migrarii celulare (linia celulard de melanom uman SK-MEL-24), valorile inregistrate
pentru rata de inhibitie a migrarii celulare fiind de 6.2% [Api 30 uM] si de 3.4 % [Api 60
uM]. Intre cele doui concentratii testate, nu au existat diferente semnificative, doar un efect
mai pregnant in cazul Api 60 uM. Ambele concentratii de fitocompus au condus la
limitarea dezvoltarii si migrarii celulelor tumorale SK-MEL-24, de asemenea, au produs
inhibarea angiogenezei tumorale si au contribuit la reducerea vaselor de siange din
interiorul inelului.

12. Studiul experimental al Api asupra liniei de melanom murinic B164A5 a evidentiat

proprietatiile antiproliferative si citotoxice ale acestei flavone la ambele concentratii testate
[30 si 60 uM], insa efectele au fost mai puternice in cazul dozei mai mari de Api.
Angiogeneza tumorald a fost, de asemenea, afectatd in cazul ambelor concentratii utilizate,
dependent de doza testatd. Aceste rezultate pot reprezentata o noud directie de cercetare
pentru studiile ulterioare pe modele murinice.

Avand in vedere rezultatele prezentate mai sus, se poate concluziona faptul ca efectul
antiproliferativ al Api s-a manifestat mai pregnant in cazul liniei celulare de melanom
uman A375, comparativ cu linia celulara de melanom uman SK-MEL-24 si linia celulara
de melanom murinic B164A5. De asemenea, Tn urma incubdrii cu acest fitocompus, efectul
citotoxic a fost mai vizibil in cazul liniei celulare de melanom uman A375.

13.In ceea ce priveste activitatea anticanceroasd in vitro a Api, cit si a Api- 7-O-glicozida,

rezultatele au demonstrat faptul ca Tn ambele cazuri a fost afectata proliferarea celulelor de
cancer cervical uman Hela, insa activitatea mai intensd a fost observatda in cazul
agliconului (Api), comparativ cu heterozida (Api-7). Valorile ICso au fost obtinute la 12.08
uM pentru Api, respectiv la 18.28 uM pentru Api-7- O- glicozida. In privinta efectului pro-
apoptotic, acesta s-a manifestat, de asemenea, in ambele cazuri, iar fenomenele au fost
dependente de doza de Api, respectiv, Api-7-O- glicozida.

Alaturi de studiile prezentate anterior, alte grupuri de cercetdtori au evidentiat activitatea
antitumorald a Api pe alte linii celulare de melanom uman [518A2, A2058, C8161, RPMI-7951] si
murinic [B164A5, B16F10, B16- BL6]. Rezultatele de fatd completeaza datele privitoare la activitatea
antiproliferativa, pro-apoptotica si antiangiogenica a flavonei pe liniile celulare de melanom uman
A375si SK-MEL-24. In urma testelor efectuate, Api nu contribuie la stimularea celulelor dendritice,
deci nu reprezintd o directie de cercetare ce meritd a fi exploatata.

Pe scurt, mecanismele de actiune prin care Api inhiba procesul tumoral cuprind inhibarea
proliferarii celulare, blocarea ciclului celular, diminuarea migrarii celulare, manifestarea efectului
citotoxic, stimularea proceselor apoptotice, inhibarea angiogenezei tumorale, afectarea profilului
energetic.

De asemenea, in prezent existd un numdr crescut de studii referitoare la mecanismul de actiune al
acestui fitocompus pe diferite modele animale experimentale de melanom. in ceea ce priveste trialurile
clinice, momentan nu exista studii in derulare cu Api pentru managementul cancerului de tip melanom.

Rezultatele obtinute pe parcursul acestei teze de doctorat oferd un tablou complet si complex
asupra actiunii fitocompusului in vitro pe liniile celulare selectate, respectiv in vivo pe modelele
experimentale de angiogenezd normala si tumorald. Toate aceste informatii sunt noi si completeaza
datele existente 1n literatura de specialitate pe subiectul de interes, contribuind la elucidarea si Intelegerea
mecanismului de actiune complex al Api pe modele experimentale.
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