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REZUMAT

INTRODUCERE

Cancerul colorectal (CCR) reprezinta una dintre cele mai frecvente
cauze de malignitate, fiind al doilea tip de neoplazie in ceea ce priveste
mortalitatea. Medicatiile actuale, in pofida dezvoltarilor recente, sunt uneori
ineficiente, insotindu-se de fenomenul de rezistenta sau recidiva.

Lucrarea de fata si-a propus sa evalueze potentialul antitumoral al unor
compusi biologici si de sinteza, in vitro, asupra celulelor neoplazice de colon.
Obiectivul general al studiului a fost de a analiza, iIn ce masura extractele
obtinute in diversi solventi sau substantele de sinteza, prezinta capacitatea de
a influenta tumorigeneza, in speta de a actiona ca si agenti cu rol de inhibare a
multiplicarii celulare, adezivitatii celulelor neoplazice sau de a determina
moartea celulara. in acest sens, am evaluat capacitatea antitumorala a
extractelor de Myrmecodia pendans, precum si potentialul antineoplazic al unor
lichide ionice pe baza de tetrabutilamoniu, tetrahexilamoniu, metilimidazoliu si
metilpirimidina. Obiectivele specifice ale acestui studiu au urmarit mai multe
ipoteze: cuantificarea potentialului antiproliferativ si analiza capacitatii
antioxidante a extractelor de planta, efectul extractelor vegetale asupra sintezei
de interleukina 8, aprecierea potentialului antiproliferativ si de inhibare a
adezivitatii celulelor neoplazice a lichidelor ionice luate in studiu.

CAPITOLUL 1

CANCERUL COLORECTAL
1.1. DATE DE EPIDEMIOLOGIE $I ETIOPATOGENIE

Desi multe sisteme de sanatate publica au instituit programe de screening
in ceea ce priveste cancerul colorectal (CCR), el reprezinta in continuare una din
cauzele principale de malignitate la nivel mondial. in cadrul cancerului colorectal
au fost identificate cai moleculare bine definite ce par sa joace un rol foarte
important in cancerul colorectal sporadic, polipoza adenomatoasa familiala si
sindromul polipos asociat, cancerul colorectal ereditar non-polipos, dezvoltarea
cancerului in boala inflamatorie intestinala, cancerul colorectal familial. Au fost
puse in evidenta diverse cai biologice ce pot conduce la aceeasi expresie
fenotipica. Au fost identificati ca factori de risc varsta inaintata, sexul (mai des
intalnit la barbati), adipozitatea, consumul de alcool, carnea rosie si produsele din
carne procesata, fumatul, activitatea fizica redusa, boala inflamatorie intestinala
(colita ulceroasa si boala Crohn), factorul genetic.



1.2. BIOLOGIA CARCINOGENEZEI COLORECTALE

Cancerul colorectal reprezintd o provocare pentru cercetarea stiintifica.
Pe langa forma sporadica, care de altfel este si cea mai frecventa, acest tip de
boala poate fi familial sau ereditar. Factorii ereditari, precum si stilul de viata al
individului, contribuie la dezvoltarea acestei boli. Acumularea mutatiilor la nivelul
genelor oncogene implicate in repararea ADN-ului sugereaza existenta
diferitelor cai de semnalizare moleculara prin care pot sa se instaleze leziuni
maligne. Cercetarile efectuate la nivel celular si molecular vizeaza gasirea unor
noi alternative terapeutice specifice pentru combaterea cancerului colorectal.

1.2.1. CARCINOGENEZA

Debuteaza la nivelul mucoasei care sufera modificari la nivel genetic,
provocand neoplazie intraepiteliald si cresterea leziunilor adenomatoase care
pot sau nu pot progresa catre cancer invaziv. A fost propus un model, asa-
numita secventd adenom-carcinom, care leaga modificarile genetice si ordinea
lor de instalare, de diferite stadii in dezvoltarea tumorii. Spre deosebire de mode-
lele timpurii, carcinogeneza este acum recunoscuta a fi supusa heterogenitatii.

1.2.2. SISTEMELE CELULARE TUMORALE 3D in vitro

Matricea extracelulara (MEC) este o retea complexa de proteine si
glicani care oferd suport arhitectural pentru celule. in plus, proteinele matriciale
se leagé de factori de crestere celulard, expunandu-i celulelor. In consecinta,
MEC confera celulelor, parametrii biofizici si biochimici necesari pentru
functionarea optima, ceea ce face ca MEC sa fie un component major in
reglarea comportamentului celular. Datorita defectelor inerente ale culturii
traditionale 2D, aceasta nu reuseste sa mimeze in mod corect arhitectura si
micromediile tumorale in vivo, ceea ce face ca celulele cultivate in sisteme 2D
sa fie diferite de celulele care cresc in vivo, in ceea ce priveste fenotipul si
dezvoltarea celulara, interconexiunile celula-celula si celula-MEC, semnalizarea
celulara. Pentru a imbunatati aceste simulari ale micromediilor celulare in vivo,
culturile celulare tridimensionale au devenit urmatoarea frontiera a cercetarii in
biologia tumorala.

1.2.3. INTERLEUKINELE iN CANCERUL COLORECTAL

Interleukinele (IL) sunt clasificate in mai multe familii, fiecare dintre
acestea avand aproximativ 40 de membri divizati in subfamili. Ele pot
interactiona cu diverse tipuri celulare care actioneaza asupra sistemului imunitar
in diferite tipuri de cancer. In ultimii ani, IL au atras o atentie deosebita datoritd



rolurilor lor distincte in CCR, oferind o strategie noua si promitdtoare pentru
managementul CCR. in general, IL faciliteazda CCR prin promovarea
tumorigenezei, dezvoltarea tumorald, vasculogeneza, invazia si metastazarea
celulelor canceroase, sustragerea in fata sistemului imun. Pe de alta parte,
anumite tipuri de IL inhiba tumorigeneza colorectala actionand asupra diverselor
cai de semnalizare celulara prin cai complexe. in cancerul colorectal, la nivelul
micromediului tumoral au loc atat imunostimularea, céat si imunosupresia, cu o
suprimare imuna mai pronuntata in stadii avansate de boala. Profilul citokinelor
poate furniza date despre starea imuna a micromediului tumoral, contribuind la
aprecierea prognosticului.

CAPITOLUL 2

COMPUSI BIOLOGICI ACTIVI DIN SURSE VEGETALE SI DE
SINTEZA CU POTENTIAL TERAPEUTIC

2.1. FITOTERAPIA

2.1.1. FITOTERAPIA iN SANATATEA UMANA

Compusii biologic activi derivati din surse naturale au fost utilizati inca din
antichitate pentru a trata diferite afectiuni umane sau animale, in timp ce produsele
terapeutice obtinute din surse vegetale au reprezentat o alternativd medica-
mentoasa frecvent utilizata, dominand farmacopeea umana de-a lungul anilor.

2.1.2. APLICATIILE FITOTERAPIEI iN CANCER

Folosirea produselor pe baza de plante sau alte surse naturale in cancer
std la baza tratamentelor adjuvante in patologia neoplazica. Primii agenti
terapeutici introdusi in practica medicald antineoplazica au fost alcaloizii vinca:
vinblastina si vincristing, obtinute din Catharanthus roseus G. Don. intre anii
1960 si 1970 au fost dezvoltate strategii terapeutice izolate din speciile din
familia Podophyllaceae - etopozidului si a tenipozidului, utilizate pentru tratarea
limfoamelor, cancerului bronsic si testicular. Paclitaxelul (taxol) a fost izolat din
coaja de Taxus brevifolia Nutt (Taxaceae). O alta clasa de medicamente
chimioterapice este reprezentatd de derivatii activi ai camptotecinei izolati din
Camptotheca acuminata Decne (Nyssaceae). Din aceasta clasa face parte
topotecanul care este utilizat ca antineoplazic in cancerele ovariene si
pulmonare, precum si irinotecan administrat in cancerele colorectale.



2.2. MYRMECODIA PENDENS

2.2.1. NOTIUNI DE BOTANICA

Myrmecodya pendans (M. Pendans, Rubiaceae)(MP), cunoscuta local
sub numele de Sarang Semut sau planta furnicii, face parte din familia
Rubiaceae. Myrmecodia apartine genului mirmecofitelor epifite sau al plantelor
furnice. Face parte alaturi de Anthorrhiza, Hydnophytum, Myrmephytum si
Squamellaria din familia Rubiaceae. Este o planta care isi are originile in sud-
estul Asiei, in insulele Papua in partea de est a Indoneziei si prezinta multiple
proprietati biologice datorita compusilor sai activi. Myrmecodya prezinta 45 de
Specii.

2.2.2. APLICATII TERAPEUTICE

M. Pendans este cunoscuta pentru efectul ei antitumoral, anticancerigen.
Printre formele de cancer asupra carora are efect anticancerigen se numara
cancerul de colon, ficat, prostata, boli hematologice, sén, creier, col uterin,
plaman si piele. De asemenea, este folosita ca tratament pentru boli sistemice
ca bolile infectioase, tuberculoza, leucemia, boli ale inimii, prostatei, rinichilor,
hemoroizi, reumatism, migrene, dar si in tratamentul a diverse alergii. Efectul
terapeutic al acestei plante este dat de substantele active, ea continand
flavonoide, tanine, polifenoli cu functie antioxidanta si glicozide.

2.3. LICHIDELE IONICE

Lichidele ionice (LI) sunt compusi ionici cu numeroase aplicatii datorita
proprietatilor lor fizico-chimice. Prin definitie sunt o clasa de saruri formate din
anioni si cationi asimetrici, care au capacitatea de a-si pastra starea lichida la
temperaturi scazute, sub 100°C. Au atras atentia colectivelor de cercetare inca
din anii 1980, in ultimii ani fiind raportate numeroase studii in domeniu, pornindu-
se de la ideea ca existd milioane de combinatii cation-anion care vor genera
lichidul ionic ideal pentru orice tip de aplicatie.

2.3.3. APLICATII BIOMEDICALE ALE LICHIDELOR IONICE
2.3.3.1. Activitatile biologice ale lichidelor ionice
Dezvoltarea unor formulari terapeutice inteligente, precum imbunatatirea
sistemelor de livrare a medicamentelor, in paralel cu gestionarea eficienta a
patologiilor umane, reprezinta o sarcina dificilda pentru domeniul medico-
farmaceutic. Majoritatea produselor farmaceutice aflate in cercetare sau
dezvoltare, nu ajung in stadiul de formulare din cauza problemelor legate de



solubilitatea scazuta sau insolubilitatea lor in solventii acceptati din punct de
vedere farmaceutic la ora actuald. Diverse metode farmaceutice au fost
elaborate pentru sporirea biodisponibilitatii: nanoemulsii si nanoparticule,
lipozomi, micelizare, complecsi de incluziune cu ciclodextrina, dispersii solide.
Desi unele dintre aceste abordari si-au dovedit eficacitatea terapeutica, unii
solventi organici utilizati la prepararea lor prezinta efecte secundare importante
pentru sistemele biologice. in consecinta, tehnicile ecologice, asa numitele
tehnologii verzi, sunt de dorit pentru a eficientiza livrarea medicamentelor
insolubile, cu efecte adverse minime.

PARTEA SPECIALA

CAPITOLUL 3
STUDIUL POTENTIALULUI ANTITUMORAL AL

EXTRACTELOR DE MYRMECODIA PENDANS

3.1. EVALUAREA POTENTIALULUI ANTIPROLIFERATIV AL
EXTRACTELOR DE MYRMECODIA PENDANS ASUPRA CELULELOR
NEOPLAZICE DE COLON

3.1.1. SCOPUL STUDIULUI

Scopul acestui studiu a fost acela de a evalua capacitatea antioxidanta
a extractelor de Myrmecodia Pendans in diferiti solventi, precum si masura in
care aceste extracte influenteaza cresterea si dezvoltarea celulelor neoplazice
de colon.

3.1.2. OBIECTIVE

Obiectivele specifice ale studiului au fost: realizarea extractelor de
Myrmecodia Pendans in diferiti solventi, aprecierea capacitatii efective de
inhibitie a radicalilor de DPPH (2,2-dipenil-1-picrilhidrazil), aprecierea
potentialului antiproliferativ al extractelor, aprecierea fenotipului celular la
celulele neoplazice incubate cu aceste extracte.

3.1.3. IPOTEZE

Ipotezele de lucru de la care a pornit acest studiu sunt: activitatea
antioxidanta si antiproliferativa a extractelor de Myrmecodia Pendans este
diferitd in functie de solventii utilizati la extractie si de concentratie; exista o
corelatie directa intre doza/timpul de incubare si proliferarea celulelor tumorale
in cultura.



3.1.4. MATERIAL SI METODE
Material vegetal
Materialul vegetal a fost reprezentat de planta Myrmecodia Pendans a
fost achizitionat din regiunea Papua.
Material biologic uman
Materialul biologic uman a fost reprezentat de doua linii celulare de
cancer de colon: linia CaCo2 si HCT116.
Extractia materialului vegetal
Materialul vegetal a fost identificat de un biolog cu experientd. in
continuare s-a procedat la macinarea materialului vegetal si obtinerea unei
pulberi. Dupa o prealabila cantarire, s-a efectuat extractia (10g pulbere/100ml
solvent). Recipientele sigilate au fost pastrate timp de 24h, la intuneric cu agitare
continua. Extractia s-a realizat in urmatorii solventi: apa ultrapura, etanol,
metanol, N-hexan.
Ulterior, solventii au fost evaporati si s-au realizat solutii stoc de 1000ug/ml
in DMSO.
Analiza activitatii DPPH
Capacitatea de captare a radicalilor liberi pentru extractele obtinute a fost
testata prin testul DPPH. Procentul activitatii de captare a radicalilor DPPH a
fost calculat prin urmatoarea ecuatie:
% activitate de captare a radicalilor DPPH=[(A0- A1)/A0]x100

Tehnica culturilor celulare

Cele doua linii celulare au fost decongelate, iar celule au fost insamintate
in vederea multiplicarii. S-a utilizat pasajul 3 pentru linia CaCo2 si, respectiv
pasajul 10 pentru linia HCT116. Celulele au fost cultivate in mediu specific
(DMEM suplimentat cu FBS 10% si antibiotic, antimicotic 1%), la incubator in
atmosfera de 5%CO.si 37°C. Cand celulele au atins confluenta de 80-85%, s-a
realizat detasarea acestora de pe substrat si obtinerea unei suspensii de celule
izolate, prin tripsinizare si centrifugare, etape efectuate dupa o prealabila spalare
cu PBS. S-a apreciat viabilitatea celulara prin testul albastru de tripan 0,4%,
utilizénd cititorul automat (Countess Automated Cell Counter, Invitrogen).

Analiza potentialului citotoxic al extractelor

Celulele au fost cultivate in mediu specific, in placute de cultura de 96
de godeuri, in concentratie de 2x10*ml in 100ul mediu (2x10%) pentru linia
celulara HCT116 si 1,5x10*ml in 100ul mediu (1.5x10%) pentru linia celulara
CaCo2. Pentru fiecare solvent, am realizat mai multe loturi experimentale,
testand 5 concentratii diferite (50-150-300-450-600 pg/ml).



Evaluarea fenotipului celular

Aprecierea morfologiei celulare, respectiv a fenotipului celular s-a
realizat prin analiza microscopica la microscopul inversat, cu contrast de faza
(MCF) Nikon Eclipse TE 2000-U, imaginile microscopice fiind preluate de
camera foto Nikon D200.

Analiza statistica

Datele cuantificabile obtinute in urma citirilor spectofotometrice au fost
introduse in baze de date Excel si au fost analizate cu testul ANOVA. S-au
calculat mediile si deviatiile standard. Semnificatia statistica a fost apreciata in
functie de valoare p: *p< 0,001 semnificativ statistic, **p= 0,001 nesemnificativ
statistic.

3.1.5. REZULTATE

ACTIVITATEA ANTIOXIDANTA

Capacitatea de inhibare a DPPH scade in urmatoarea ordine: E > M > A
> H. Acest rezultat sugereaza ca in extractele alcoolice (etanolic si metanolic)
au fost extrasi majoritatea compusilor antioxidanti.

PROLIFERAREA CELULARA

La 24h de ore de incubare cu cele cinci concentratii de extracte, pentru
fiecare solvent, am observat o reducere semnificativa a proliferarii celulare, in
special la celulele expuse la extractele etanolice. Diferentele semnificative
statistic au fost observate intre extractele obtinute in cei patru solventi, pentru
aceiasi concentratie aplicata (p< 0,001). Dupa expunerea de 48h, am remarcat
acelasi efect privind multiplicarea celulara. Incubarea liniei celulare CaCo2 pe o
perioada de 72h a evidentiat o scadere a ratei de multiplicare dependenta de
doza pentru extractul etanolic si o inhibare moderata pentru extractul obtinut in
N-hexan.

MORFOLOGIA CELULARA

Am evidentiat modificari ale fenotipului celulelor CaCo2, in special la
celulele expuse la extracte apoase si alcoolice. Leziunile celulare au variat de la
modificari minime pana la alterari severe celulare si moarte celulara. Modificarile
morfologice celulare au fost proportionale cu doza de extract si timpul de
expunere. Dupa extractie in hexan, solutiile testate nu au determinat leziuni
semnificative celulare.
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3.2. ACTIVITATEA MYRMECODYEI PENDANS ASUPRA SECRETIEI
DE IL-8 iN CELULELE NEOPLAZICE DE COLON

3.2.1. SCOPUL STUDIULUI

Rezultatele obtinute anterior au demonstrat ca extractele alcoolice si
apoase de MP joaca un rol important in procesul de crestere celulara. Scopul
studiului a fost de a analiza efectele extractelor etanolice si apoase de
Myrmecodia asupra productiei de IL8.

3.2.2. OBIECTIVE

Obiectivul a fost de a cuantifica secretia de IL8 in celulele neoplazice de
carcinom de colon incubate 24h, 48h si 72h cu extracte de M. pendans.

3.2.3. IPOTEZE

Ipotezele de lucru au fost:

(1) exista corelatii intre tipul de solvent si efectul antiangiogenic exprimat
de sinteza de IL8

() extractele de MP afecteaza celulele carcinomatoase de colon intr-o
maniera dependenta de doza si timpul de incubare cu extracte

MATERIAL S| METODA

Analiza sintezei IL8 s-a efectuat prin tehnica Elisa (IL8 Human Elisa Kit,
Boster Biological Technology Pleasanton CA, SUA). Pentru cuantificarea
nivelurilor de IL8, am realizat curba standard de calibrare (densitate optica vs.
concentratie), folosind urmatoarele solutii de calibratori: 0 - 15,6 - 31,2 - 62,5 -
125 -250 - 500 - 1000 pg/mL. Domeniul de testare pentru aceasta metoda a fost
cuprins intre 15,6pg/ml si 1000,0 pg/mL. Densitatea optica a fost masurata la
450 nm, folosind cititorul de microplaci Tecan.

REZULTATE

Desi am demonstrat efectele antioxidante si antiproliferative ale
extractelor etanolice si apoase de M. pendans, activitatea acestor extracte
asupra celulelor CaCo2 nu a produs modificari semnificative statistic asupra
sintezei de IL8. Nivelul de IL8 din supernatantul obtinut dupa centrifugarea
suspensiilor celulare, nu a fost semnificativ diferit fatd de control, in pofida
concentratiilor sau perioadelor de incubatie cu extracte. In schimb, la expunerea
celulelor HCT116 la diferitele concentratii de extracte, am obtinut valori
semnificative statistic intre loturile experimentale comparativ cu lotul control
(*p=0,05, ** p<0,01 si *** p<0,001).
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CAPITOLUL 4
EVALUAREA POTENTIALULUI ANTITUMORAL AL
LICHIDELOR IONICE

4.1. SCOPUL STUDIULUI

Realizarea de investigatii cu privire la aplicatiile lichidelor ionice (LI) pe
baza de amoniu, hexilamoniu, metilimidazoliu, metilpirimidina (clorura de
tetrabutil amoniu, bromura de 1butil-8metilimidazoliu, clorura de 1butil-
4metilpirimidina, bromura de tetrahexilamoniu), in medicina in ceea ce priveste
actiunea lor asupra procesului de dezvoltare celulara si tumorigeneza.

4.2. OBIECTIVE

Obiectivul general al acestui studiu a fost acela de a evidentia potentialul
LIin aplicatiile biomedicale, respective de a evalua activitatea lor in cancerul de
colon, avand in vedere ca LI pot fi adaptate pentru a satisface o gama larga de
necesitati medico-farmaceutice. Obiectivele specifice au fost: analiza
potentialului citotoxic al LI asupra celulelor neoplazice de colon CaCO: in
sisteme standard de cultura celulara 2D (bidimensional), stabilirea concentratiei
minime inhibitorii, generarea constructelor 3D, analiza efectelor LI asupra
procesului de adezivitate celulara in sisteme celulare 3D (tridimensionale).

4.3. IPOTEZE

Ipotezele de lucru au urmarit: structura LI, respectiv lungimea lantului
alchilic si ionul atasat, influenta efectului citotoxic, daca concentratia si timpul de
incubare afecteaza tumorigeneza.

4.4. MATERIAL S$I METODE

Materialul biologic a fost reprezentat de linia celulara de adenocarcinom
de colon, linia CaCo2 (human colon adenocarcionoma)(ATCC cell line).
Materialele si consumabilele pentru cultura celulara au fost obtinute de la
producatorul Invitrogen si ThermoScientific. Lichidele ionice au fost achizitionate
de la furnizorul Sigma-Aldrich. Celulele liniei CaCo. au fost cultivate in vitro in
vederea multiplicarii. Dupa atingerea confluentei au fost insdmantate in mediu
specific si incubate cu concentratii diferite de lichide ionice.

Analiza citotoxicitatii LI asupra sistemelor celulare 2D: celulele au
fost incubate cu LI 24h, 48h si 72h. Ulterior am evaluat proliferarea celulara si
fenotipul celular.
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Analiza potentialului antitumoral al LI, in vitro asupra agregatelor
celulare 3D

4x10* celule/ml in 100ul de mediu (4x10° celule/godeu) au fost
insamantate in placi cu 96 de godeuri (NunclonSphera, Thermo Fisher
Scientific, Inc.). Dupa 4 zile si dupa adaugarea de mediu specific proaspat cu
diferite concentratii de IL, placile au fost mentinute intr-un incubator la 37°C cu
5% CO2 timp de 72 de ore. Toate determinarile au fost efectuate in triplicat.
Pentru a determina efectele LI asupra proliferarii celulelor Caco-2, am realizat
testul cu Alamar albastru. Morfologia celulara a fost analizata utilizand
microscopul inversat cu contrast de faza Zeiss Axio Observer A1 (Zeiss), iar
imaginile au fost preluate cu camera video Axio Cam 1CC1. Analiza statistica a
fost efectuata cu programul Medcalc v20:015.

4.5. REZULTATE

Evaluarea proliferarii celulare

Am evaluat capacitatea antitumorala in vitro a LI, asupra celulelor
neoplazice de colon CaCo2. Celulele au fost tratate cu concetratii diferite,
variind de la TmM pana la 10mM, solutii obtinute prin dilutia in mediu de cultura
specific a TBAC_LI, [BMIM][BR]_LI, 4MBPC_LI si THABr_LI. Celule au fost
initial cultivate in sistem 2D, in monostrat. La 24h, 48h si respectiv 72h post-
tratament, am analizat rata de proliferare/inhibitie a proliferarii celulare prin testul
MTT.

Dupa o incubare de 24h, am remarcat scaderea proliferarii celulare
dependentad de doza aplicatd pentru LI1 si IL4. Pentru celelalte lichide, am
remarcat o scadere a multiplicarii celulare independent de doza aplicata. Rata
de inhibitie a fost marcata la doza de 10mM a LI1 (aproximativ 40%). Pentru
celelalte lichide, la toate concentratiile aplicate proliferarea celulara a fost peste
50%.

La 48h, inhibitia proliferarii celulare a fost mai marcata, insa pentru LI2
si LI3, la dozele mici aplicate (1mM-0.1mM) nu s-a evidentiat o scadere
semnificativad a inmultirii celulelor neoplazice. O scadere marcata a ratei de
proliferare (<50%) a fost observata la concentratiile cuprinse intre 10mM —
0.5mM LH, respectiv 10mM pentru IL2, II3 si IL4. La incubarea de 72h, s-a
remarcat un pattern similar al ratei de inhibitie.

Evaluarea morfologiei celulare si a sferoidelor 3D

Aprecierea morfologiei celulare s-a realizat la microscopul cu contrast de
faza. La 24h de incubare, am observat leziuni celulare severe la loturile expuse
la clorura de tetrabutil amoniu, in special la dozele de 10mM si 5mM. Daca la
incubarea cu doze mai scazute de TBAC_IL am evidentiat leziuni minime de
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degenerescenta celulara, la concentratile mentionate anterior am observat
frecvente leziuni de agonie si moarte celulara, evidentiate prin apoptoze si
leziuni necrotice. Pentru aceiasi perioada de incubare, la loturile expuse la
bromura de 1butil-3 metilimidazoliu si clorura de 1butil-4metilpirimidina, am
observat un comportament celular similar, respectiv, la dozele crescute de lichid
ionic leziunile observabile microscopic au fost ocazionale la doza minima de
incubare si moderate la celelalte doze utilizate in studiul experimental. La
grupurile experimentatele tratate cu bromura de tetrahexilamoniu, la 24h de
expunere la LI, celulele au exprimat alterari morfologice moderate, in cea mai
mare parte reduse ca si intensitate. In cazul tratarii celulelor liniei de
adenocarcinom de colon CaCo2, timp de 24h cu clorura de tetrabutilamoniu,
pentru dozele cu prinse intre 10mM si 0.5mM, am observat alterari severe si
frecvente ale morfologiei celulare: numeroase celule flotante, alungirea
celulelor, corpi apoptotici, precum si liza si fragmentare celulara. Acelasi patern
a fost observat la expunerea de 48h, la doza de 10mM cu bromura de 1butil-3
metilimidazoliu, clorura de 1butil-4metilpirimidina si  bromura de
tetrahexilamoniu. Incubarea de 72h cu lichidele ionice a avut drept consecinta
frecvente alterari severe ale fenotipului celular pentru clorura de tetrabutil
amoniu (concentratile 10mM-0.5mM) si bromura de tetrahexilamoniu (10mM).
La celelalte doze leziunile au fost minime sau similare lotului control.

CONCLUZII

+ Activitatea antioxidanta a fost dependenta de concentratia extractului,
fiind Tn acelasi timp influentatd de solventul de extractie. Cea mai mare
parte a compusilor antioxidanti au fost obtinuti prin extractie cu solventi
alcoolici, urmata de extractele apoase si, in final cele in N-hexan.

4 Extractele de M.P. au determinat o inhibarea a proliferarii celulelor
CaCo2, intr-o maniera dependentd de doza aplicata pentru pentru toti
solventii luati in studiu la expunerea de 24h, pentru extractele apoase si
alcoolice la incubarea de 48h, precum si in cazul extractelor etanolice la
72h. Extractul realizat in solventul hexan nu a determinat o inhibitie
semnificativa a cresterii celulare. Indicele IC50 a fost atins de extractele
apoase si etanolice, pentru concentratiile crescute, la 48h si 72h ore
post-tratament. In cazul loturilor experimentale cu celule HCT116,
tratamentul cu extracte alcoolice au avut drept consecinta inhibarea
semnificativa a proliferarii celulare, desi IC50 a fost atins doar in cazul
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extractelor metanolice cu concentratie mare la o expunere de 24h si a
extractelor apoase cu concentratie mare, la incubare de 72h. in acelasi
timp, solutile de hexan au determinat o scadere redusa a multiplicarii
celulelor HCT116.

+ Rezultatele obtinute in urma testului MTT se coreleazd cu cele
evidentiate de analiza potentialului antioxidant al extractelor, compusii
antioxidanti extrasi in solventii alcoolici si apa determinand scaderea
ratei de multiplicare celulara si/sau determinand moarte celulara.

+ Am evidentiat alterari ale fenotipului celulelor neoplazice de
adenocarcinom de colon, in special la loturile de celule tratate cu extracte
apoase si alcoolice. Modificarile fenotipice celulare au variat de la leziuni
minime (vacuolari intracitoplasmatice, balonizari celulare), ajungand la
leziuni mai severe caracteristice fenomenului de moarte celulara, prin
necroza si apoptoza. Modificarile morfologice celulare au fost
proportionale cu tipul si doza de extract, precum si cu timpul de
expunere. Extractele obtinute in hexan au determinat leziuni minime, in
cea mai mare parte imaginile microscopice fiind similare cu cele ale
lotului control. Acelasi model I-am evidentiat si la loturile de celule
HCT116 modificarile morfologice fiind prezente, dar de intensitate mai
redusa la loturile incubate cu solutiile extrase in hexan.

+ Secretia de IL8 nu a fost influentata intr-o maniera semnificativa statistic
in celulele CaCo2. Cuantificarea sintezei IL8 in vitro, in celulele
cancerului de colon incubate cu extracte de M. pendans, a fost la data
publicarii primul raport din literatura de specialitate.

Gradul de severitate al leziunilor celulare s-a corelat cu profilul
antioxidant si antiproliferativ al extractelor.

TBAC_LI a determinat inhibitia multiplicarii celulelor CaCo2 in sistemele
2D, intr-o maniera dependenta de timpul de incubare. Dependenta de doza a
fost observata la 48h, 72h la toate dozele, iar la 24h de ore doar la concentratiile
de 10-5mM. La 24h de expunere la doze de 0.5-0.1mM, inhibitia a fost
nesemnificativa. IC50 a fost observat la expunerea de 24h pentru 10mM, la toate
celelalte concentratii pentru expunerea de 48h si 72h (cu exceptia 0.1mM).
Inhibitia a fost independenta de concentratie in sistemele 3D.

in sistemele 2D, expunerea celulelor neoplazice la [BMIM][BR]_LI a avut
drept consecintd o inhibitie moderatd dependenta de concentratie pentru
expunerea la LI pe o perioada de 48h si 72h. IC50 a fost observat la incubare
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cu 10mM, 48h. La dozele mici de [BMIM][BR]_LI s-a observat stimularea
inmultirii celulare, la 48h (0.1mM), precum si la 72h (0.5mM si 0.1mM).

4MBPC a determinat reducerea semnificativa statistic la doze de 5-
10mM, aplicate la toate intervalele de timp, precum si pentru 1mM la 24h,
respectiv 72h. IC50 a fost atins de doza 10mM, timp de expunere 48h.
Concentratiile de 0.1mM (48h) si 0.5mM-0.1mM (72h) au stimulat dezvoltarea
culturii celulare neoplazice.

THABr_LI a determinat raspuns dependent de doza si timp, in ceea ce
priveste rata de multiplicare celulara, inhibarea fiind insé moderata, fara a atinge
concentratia minima inhibitorie.

Analiza loturilor experimentale 3D a evidentiat o reducere moderata a
ratei de proliferare celulara la loturile incubate cu TBAC_LI, [BMIM][BR]_LI si
THABr_LI si 4MBPC, independent de concentratie cu exceptia lotului tratat cu
4MBPC.

Gradul de afectare al fenotipului celular a fost dependent de doza
aplicata.

in celulele cultivate in sistemul 3D, LI nu au provocat o inhibare crescuta
a cresterii celulare (IC50 nu a fost atinsa la nicio concentratie aplicata), cu toate
acestea, TBAC_LI si THABr_LI inhib& agregarea celulara in structurile 3D.

Doza de LI care determina o concentratie minima inhibitorie a variat in
functie de tipul de lichid ionic. Cu toate acestea, valoarea IC50 caracteristica
pentru toate lichidele a fost de 10m.

Lichidele ionice cu cation amoniu si anion clorura, au produs efecte
citotoxice la celulele tumorale superioare, comparativ cu celelalte lichide.

Lichidele ionice pe bazd de amoniu au indus scaderea capacitatii de
adezivitate celulara, cel mai probabil prin alterari structurale ale plasmalemei.

Gradul de noutate al studiul nostru este reprezentat de analiza
comparativa a efectelor citotoxice ale lichidelor ionice, in culturi celulare 2D si
3D.



