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ANEXE I



REZUMAT

Otitele medii, otitele supurate, otitele colesteatomatoase reprezinta o
patologie extrem de frecventa in practica ORL, mai ales cea pediatrica de care

ma ocup in special; o patologie cu mari provocari din punct de vedere terapeutic.

Incercdm prin cercetarea efectuatd identificarea unor scheme
terapeutice care sa contribuie la obtinerea unor rezultate imbunatatite in tratarea

unor astfel de patologii.

In cadrul studiilor din lucrarea de fatd au fost propuse mai multe obiective
care au vizat directii de cercetare complementare pentru a se aduce o contributie
in domeniul afectiunilor comune si particulare din sfera ORL care au la baza
infectiile bacteriene si/sau proliferararile tumorale benigne si maligne. Lucrarea
de fata este structurata, conform normelor de redactare, pe doua parti principale:
(a) partea generald — care este alocata studiilor de literatura si care prezinta
ultimele informatii stiintifice din domeniu si (b) partea speciala care reda
rezultatele studiilor experimentale conduse pe parcursul anilor de doctorat,
alaturi de talierea materialelor si metodelor aplicate, discutii pe baza datelor

prezentate in literatura si concluzii particulare.

Evaluarile preclinice ale unor compusi asociati cu terapia si prognosticul
afectiunilor bacteriene si tumorale din sfera ORL sunt de o reald importanta in
prezent. Datoritd factorilor intrinseci si extrinseci se semnaleazd o serie de
modificari care sunt vizibile atat in viata de zi cu zi a pacientilor dar si in evolutia
diferitelor microorganisme. Biofilmul joacd un rol crucial in prognosticul si
progresia diferitelor infectii bacteriene care sunt adesea asociate cu stari cronice
si provoaca probleme pe termen lung pacientilor. Mecanismele de stabilitate si
rezistentd ale bacteriilor din biofilm prezintd provocari unice si in evolutie atat
pentru pacienti cat si pentru medici. S-a demonstrat ca, infectiile cu biofilme pot

schimba reactiile imune inflamatorii, pot modifica metabolismul celulelor imune,



afectand dezvoltarea si activarea reactiilor imune. Agentii terapeutici inovatori in
infectii sunt cruciali pentru a contracara complicatile severe ale infectiilor

asociate cu biofilm.

Partea generala este structurata pe trei capitole in care s-a pus accentul
pe urtmatoarele: (a) aspecte curente legate de afectiunile comune din sfera
ORL, cu detalierea informatiilor despre otite (factori de risc in aoaritia infectiilor
recurente, preventie si modalitati de tratament), (b) rolul biofilmului in afectiunile
din sfera ORL (notiuni introductive, biofilmul si bolile maligne, alaturi de
abordarea terapeutica a biofilmului) si (c) afectiuni particulare din sfera ORL

(notiuni introductive, complicatii si sechele intratemporale).

Partea experimentala a avut trei directii de cercetare principale, aflate
in stransa corelatie unele cu altele. Prima directie de cercetare este legata de
evaluarile in vitro ale unor compusi asociati cu terapia si prognosticul afectiunilor
bacteriene si tumorale din sfera ORL. S-au evaluat structuri poliuretanice,
incarcate cu epigalocatechin galat, in ceea ce priveste activitatea biologica
utilizadnd celule de carcinom faringian si scuamos. Compusii din surse naturale
sunt o alternativa utilizata eficient in studiul medicamentelor antibacteriene si
antitumorale. Intre inceputul anilor 80 si finalul anului 2019 au fost aprobate
peste 160 de medicamente antibacteriene. Dintre acestea, doar aproximativ
22% sunt exclusiv sintetice. Medicamentele antibacteriene, de origine naturala
aprobate la inceputul anului 1981 sunt: netilmicin sulfat (1981), micronomicin
sulfat (1982), miokamycin (1985), mupirocin (1985), carumonam (1988),
fosfomycin trometamol (1988), isepamicin (1988), teicoplanin (1988), RV-11
(1989), daptomycin (2003), fidaxomicin (2011). Produse biologice au fost
aprobate in numar de patru iar vaccinuri peste 30, in special ca agenti profilactici
pentru copiii mici. Aproximativ 48% din totalul de medicamente aprobate in
perioada specificatd, fac parte din categoriile de compusi naturali sau derivati
din compusi naturali fiind evidentiatd importanta acestora si rolul in abordarile
terapeutice a diferitelor patologii vechi si noi. Transportorii poliuretanici, pe baza

de nano si microparticule, au o capacitate foarte buna de a incapsula cantitati



mari de substante active. Avantajele acestor transportori sunt multiple, printre
ele regasindu-se si un cost redus al materiilor prime, posibilitatea de a modifica
perioada de degradare a lanturilor macromoleculare prin echilibrarea raportului
dintre componentele utilizate Tn faza apoasa si posibilitatea de modificare a
marimii particulelor prin utilizarea diferitelor cantitati de extindere a lantului. in
cadru studiului de fata, s-a obtinut un sistem de eliberare a medicamentelor din
poliuretan utilizat pentru transferul transmembranar al epigalocatechin galatului
(compus de origine naturald). S-a dovedit faptul ca, sistemul este format din
particule aproape omogene cu o eficacitate mare de incapsulare, cu un diametru
in jurul valorii de 200 nm, cu tendinta medie de a forma aglomerari, foarte stabile
in timpul proceselor de incalzire. Aceste caracteristici il fac un sistem biomedical
compatibil cu mediul biologic conform precizarilor din standardele specifice.
Datele obtinute din evaluarile comportamentului celulelor luate in studiu (cellule
tumorale de faringe si carcinom cu celule scuamoase) au indicat faptul ca
sistemul transportor incarcat cu epigalocatechin galat exercita o activitate
citotoxica care merita sa fie studiatd mai detaliat si studii in vivo.

Cea de-a doua directie de cercetare, al doilea obiectiv, a vizat analiza
biomaterialelor active ca solutii terapeutice in abordarea infectiilor din sfera ORL
punandu-se accentul pe colesteatom. Un colesteatom poate implica urechea
medie, mastoida sau ambele, invadeaza labirintul sau chiar se extinde dincolo
de osul temporal. Un colesteatom poate fi o structura asemanatoare chistului,
fara semne de infectie. Un colesteatom care este prezent in asociere cu
inflamatia cronica a urechii medii (mastoida) ar fi definit ca un colesteatom cu
otita medie cronica supurativa. Ocazional copiii cu boala avansata, secundara
colesteatomului, pot prezenta dureri ale mastoidei, febra si iritabilitate, mimand
o mastoiditd acuta si rareori acest lucru poate duce la formarea unui abces
mastoidian. In aceste cazuri este necesar un tratament sistemic sub forma de
antibiotice intravenos. Capacitatea agentilor patogeni de a forma biofilme
faciliteaza supravietuirea acestora in conditii nefavorabile, permitandu-le sa

prolifereze si sa colonizeze tesuturile gazda, precum si suprafetele inerte



precum implanturile, producand reactii negative asupra sanatatii umane si
rezistentad la medicamentele antimicrobiene. Mai controversata este situatia in
care biofilmele sunt polimicrobiene. Un exemplu comun de coinfectie este cel
dintre Pseudomonas aeruginosa si Staphylococcus aureus, care poate agrava
boala si poate impiedica alegerea terapiei cu antibiotice, recuperarea persoanei
fiind mai lenta. Formarea biofilmului poate fi considerata una dintre principalele
cauze prin care bacteriile dezvoltd rezistenta la mai multe medicamente.
Utilizarea nerezonabila a antibioticelor a dus la dezvoltarea microorganismelor
multirezistente. Produsele naturale derivate din plante dar si microorganismele
si speciile marine reprezinta o sursa nepretuita de agenti anti-biofilm. Compusii
izolati din plante, precum si extractele s-au dovedit a avea efecte antimicrobiene
si anti-biofilm importante. Proprietatile anti-biofilm ale produselor naturale se
refera la inhibarea formarii matricei polimerice, reducerea productiei de factori
de virulenta si suprimarea aderentei celulare, blocand astfel comunicarea dintre
celulele bacteriene si dezvoltarea biofilimului. in studiul de fata, s-a analizat
efectul epigalocatechinului in asociere cu ciprofloxacina pentru a vedea posibilul
efect sinergic Tmpotriva speciilor bacteriene cu rol definitoriu in aparitia
biofilmului corelat colesteatomului (bacterii, biofilm si colesteatom - perspective
ale abordarilor terapeutice inovatoare) si totodata s-a analizat rolul materialelor
finite Tn abordarea colesteatomului. Exista produse aprobate in doza unica
pentru tratament (asociere dintre ciprofloxacina si un poloxamer) iar cercetarile
sunt plina desfasurare pe diferite directii. Plantele si compusii naturali extrasi din
plante au un rol antibacterian semnificativ si reprezinta o alternativa la rezistenta
la antibiotice. Au fost efectuate mai multe studii pentru a evalua daca ceaiul
verde si principalul sdu fitocompus, epigalocatechin-3-galatul, au proprietati
antimicrobiene. Datele obtinute au aratat ca atat extractele apoase, cat si
alcoolice si ECGC sunt eficiente impotriva S. aureus si P. aeruginosa. Datorita
accelerarii masive a dezvoltarii rezistentei bacteriene la nivel global si a lipsei de
noi substante antimicrobiene, sunt necesare noi strategii de eradicare a bolilor

infectioase. O alternativda ar fi combinarea antibioticelor intre ele sau a



antibioticelor cu compusi naturali pentru a extrage potentiale efecte sinergice,

stiind ca plantele sunt cunoscute pentru efectele lor antimicrobiene.
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Efectul inhibitor al epigalocatechin-3-galat (EGCG) impotriva formarii biofilmului si dezvoltarii
colesteatomului

Studiul nostru a evidentiat efectul antibacterian al epigalocatechin-3-
galat (EGCG) la concentratii cuprinse intre 25-100 pg/mL comparativ cu o
fluorochinolond, ciprofloxacina, impotriva tulpinilor bacteriene S. aureus si P.
aeruginosa. Asocierea ECGC cu ciprofloxacina a condus la un efect mai
puternic, in special impotriva S. aureus, care a punctat efectul sinergic al celor
doua molecule. n literatura de specialitate a fost studiat si efectul antibacterian
al ECGC in asociere cu alte antibiotice si s-a observat si sinergismul, evidenttind
faptul ca, un antibiotic din clasa cefalosporinelor, precum cefepima, asociat cu
3-galatul de epicatechina de origine naturala, a indus un efect de eradicare
sinergica impotriva izolatului rezistent de P. aeruginosa. Astfel, combinarea
antibioticului cu ECGC a permis utilizarea unor concentratii mai mici de ECGC
si cefepime decat atunci cand fiecare substantd ar fi administratd singura.
Concentratia minima inhibitoare pentru compusul natural a fost redusa in

prezenta antibioticului la diferite concentratii (0.5-4 pg/mL). Asocierea



compusilor naturali, in acest caz EGCG, cu antibiotice potenteaza efectul
antibacterian datorita sinergiei rezultate; aceasta combinatie poate fi o optiune
eficientd pentru combaterea infectilor si chiar a infectiilor urechii si a
colesteatomului, patologie care poate afecta grav populatia. Colesteatomul
reprezinta un proces de keratinizare a despicaturii sau mastoidei urechii medii.
Cauzele dezvoltarii colesteatomului nu sunt pe deplin cunoscute, dar o serie de
factori sunt responsabili pentru formarea acestei afectiuni medicale. Printre
acesti factori regasim infectia microbiana care duce la inflamatie cronica,
colectarea de resturi celulare si cresterea vascozitatii secretiilor, disfunctia
trompei lui Eustachio, invazia celulelor sistemului imunitar si hiperplazia
epiteliala. Aceasta patologie se manifesta in general prin durere si prezenta unui
lichid mirositor la nivelul urechii infectate si pana la pierderea auzului. Din punct
de vedere histologic, aceasta leziune necanceroasa contine resturi de keratina
acoperite cu epiteliu scuamos keratinizat. S-a realizat un dispozitiv prototip iar
parametrii de proiectare au fost determinati pe baza masuratorilor efectuate de
personalul medical in timpul operatilor de mastoidectomie. Cerintele
biomaterialelor utilizate pentru reconstructia urechii medii, cum ar fi
biocompatibilitatea, energia de suprafatd, rezistenta la degradare si infectie,
rigiditatea mecanica, greutatea, depunerea osoasa, designul corespunzator
functiei, usor de croit si de pozitionat, artefact imagistic, au fost toate luate in
considerare si au fost evaluate Tn consecinta.

Ultima directie de cercetare s-a concentrat pe evidentierea importantei
diagnosticului prompt al condrosarcomului de gradul 1 in stadiu incipient, pe
baza caracteristicilor clinice, aspectelor radiologice si descrierilor
histopatologice, tindnd cont de faptul ca acest grad histologic are o evolutie
favorabilda. Condrosarcomul (CHS) este o tumoare maligna a tesuturilor moi cu
diferentiere cartilaginoasa care reprezintd o zecime din toate proliferarile
maligne dezvoltate din tesuturile osoase. Exista doua subtipuri principale de
condrosarcom, conventional si neconventional. CHS conventional reprezinta

peste 85% din toate cazurile si este subdivizat in subgrupuri centrale, periferice



si periostale. CHS neconventional include trei tipuri: mezenchimal, cu celule
clare si dediferentiate. CHS sunt prezente preponderant la pacientii cu varste
cuprinse ntre 40 si 60 de ani. Simptomele CHS dezvoltate intr-un os preexistent
sunt nespecifice si includ umflarea si durerea locala pentru o perioada lunga de
timp. Dispneea, respiratia suieratoare, tusea, hemoptizia, raguseala sunt
prezente in localizarea traheala. CHS se prezinta de obicei ca o leziune solitara.
In mare, CHS sunt tumori ferme cu aspect lobulat, cu suprafata alunecoasa,
sticloasa, taiata cenusie. Examenul microscopic releva condrocite usor
pleomorfe incorporate intr-o matrice cartilaginoasa. Uneori pot aparea modificari
mixoide, calcifiere sau necroza. De obicei, condrocitele atipice prezinta nuclee
intunecate, hipercromatice. Cel mai important in tratamentul CHS si factorii sai
de prognostic este sistemul de gradare pronuntat pe criterii histologice.
Caracteristicile utile pentru gradare sunt celularitatea, pleomorfismul,
multinuclearea si mitozele. Cele mai frecvente sunt tumorile de gradul 1
(sarcomul de grad scazut), cu un prognostic favorabil si o crestere lent
progresiva, desi rata de recidiva locala este relativ ridicata. In general, reactiile
imunohistochimice (IHC) joaca un rol limitat in diagnosticul CHS, care se
bazeazd pe caracteristicle morfologice, clinice si radiologice. Singura
constatare consistenta a IHC este pozitivitatea proteinei S100. CHS sunt
rezistente la chimioterapie si radioterapie. Rezectia mare a tumorii cu margini
libere creste ratele de supravietuire la 5 ani la peste 75%. Tratamentul de electie
pentru CHS traheale si laringiene este chirurgia conservatoare, chirurgia de
conservare a functiei, inclusiv terapia cu laser.

Studiul de fata a redat doua cazuri de condrosarcom conventionale, care
au fost diagnosticate in Sectia de Chirurgie Toracica si Sectia de
Otorinolaringologie a Spitalului Municipal de Urgenta, Timisoara, Romania, in
perioada februarie-iunie 2021. Cazurile maligne au fost de condrosarcoame
periferice, unul de scapula si celalalt avea o localizare traheald extrem de rara,

cu caracteristici microscopice ale tumorilor conventionale de grad scazut (gradul

1),
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Studiile viitoare care ar trebui realizate necesita a face referire la
detalierea mecanismelor de actiune a tipologiilor de tratament alternative,
bazate pe formulari inovatoare, cu rol benefic atat in abordarea biofilmelor
microbiene (a caror rezitenta la tratamentele curente este de notorietate) dar
si in combaterea proceselor maligne pentru a caror actiune curativa implica
aplicarea de tratamente cu efecte adverse semnificative. Totodata,
constientizarea importantei diagnosticului specific si rapid in cazul
patologiilor maligne din sfera ORL trebuie accentuatad prin derularea de

programe de sanatate specifice.



