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REZUMAT

Introducere

Cancerul colorectal (CRC) este una dintre cele mai intalnite forme de cancer,
ocupand locul al treilea in ceea ce priveste rata mortalitatii. Protocoalele terapeutice
actuale, in special cele pentru stadiile avansate, sunt insotite de o rata scazuta de
supravietuire si de multiple efecte adverse in ciuda progresului din ultimii ani. Prin
urmare, n cautarea unor noi alternative terapeutice, eficiente, orientate catre
celulele afectate si fara efecte secundare asupra celulelor sanatoase, s-a atras
atentia asupra plantelor medicinale.

Acest interes sporit se reflecta si in cresterea numarului de cercetari
academice. Astfel, in cazul uleiurilor esentiale (EO) numarul publicatiilor a crescut
continuu, de la céateva zeci in anii 2000 la peste 800 in 2022, cu o preocupare
sporitd in domeniile farmaceutic, biologic si medical.

Hippophae rhamnoides L. (H. rhamnodies) Cymbopogon citratus (D.C.) Stapf
(C. citratus), Ocimum basilicum L. (O. basilicum), Mentha piperita L.(M. piperita) Si
Rosmarinus officinalis (R. officinalis) contin surse importante de ulei esential (EO),
cu proprietati terapeutice cunoscute inca din cele mai vechi timpuri. Uleiul esential
de H. rhamnoides (Hr_EO) exercita activitati antioxidante, antiinflamatorii si anti-
aterosclerotice. Diverse studii evidentiaza un spectru larg anticancerigen pentru
afectiunile maligne ale sanului, plamanilor, ficatului si sédngelui [1-4]. Uleiul esential
de C. citratus (Cc_EO) poseda o multitudine de efecte farmacologice variind de la
proprietati antibacteriene, antifungice, anti-amibice si antimalarice pana la proprietati
antioxidante si antiinflamatorii [5]. Publicatiile recente se refera la activitatea
antitumorala a extractelor de lemongrass impotriva carcinoamelor de san, prostata,
ficat, ovare si colon [6,7]. Uleiul esential de O. basilicum (Ob_EO) exercita proprietati
antimicrobiene, antiinflamatorii, antidiabetice, cardio-protectoare si anti-cancerigene,
oferind multiple beneficii pentru sanatate [8]. Uleiul esential de M. piperita (M_EQ)
este cunoscut in mod obisnuit pentru ameliorarea simptomelor tusei si racelii,
trateaza durerile nevralgice si durerile musculare si amelioreaza tulburarile
gastrointestinale (ameliorarea flatulentei abdominale, durerii, constipatiei, repletiei si
diareei). Uleiul esential de R. officinalis (R_EO) este utilizat pentru a trata eruptiile
cutanate si ranile minore, durerile de cap si problemele de circulatie, precum si

tulburarile precum problemele anti-dispeptice, diuretice si antispastice [9]. Efectul



anticancerigen al rozmarinului a fost confirmat pe celulele canceroase de san,
plaman, ficat, prostata si in cazul leucemiilor [10].

Toate cele cinci EO sunt utilizate pe scara larga in randul populatiei si toate s-
au dovedit a fi active asupra diferitelor tipuri de cancer, dar la nivelul CRC, acestea
au fost mai putin studiate. in plus, este importanta analiza formelor comerciale de
uleiuri, la care are acces intreaga populatie, pentru a stabili eficienta sau ineficienta
intr-un anumit domeniu.

Scopul prezentei teze a fost evaluarea compozitiei fitochimice si investigarea
capacitatii antitumorale in vitro a cinci uleiuri comerciale (Hr_EO, Cc_EO, Ob_EO,
M_EO si R_EO) ca potentiale alternative chimio-profilactice sau chimio-terapeutice

in managementul CRC.

Obiective:

» Evaluarea in vitro a EO cu privire la profilul fizico-chimic, antioxidant, anti-
migrator si citotoxic;

+ Evaluarea antibacteriana si antifungica a EO utilizate in mod curent;

* Evaluarea pre-in vivo a EO puternic citotoxice.

Contributia personala consta intr-o evaluare fizico-chimica a EO si analiza
biologica in vitro pentru a identifica potentialul anticancerigen pe liniile de cancer de
colon (HT-29, Caco-2 si HCT 116).

Cercetarea a fost divizata in cinci parti:

e Analiza fizico-chimica (prin cromatografie gazoasa) si antioxidanta (efectuand
testul 2,2'-difenil-1-picrilhidrazil) a Hr_EO, Cc_EO, Ob_EO, M_EO si R_EO.

e Studiu in vitro asupra liniei celulare de keratinocite umane imortalizate
(HaCaT), pentru a identifica nivelul de sigurantd al EO. S-au urmarit
modificarile de morfologie si de confluenta si s-a analizat viabilitatea celulara
(folosind testul bromura de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazoliu).

e Test in vitro pentru analiza efectului citotoxic pe trei linii de celule CRC: liniile
HT-29, Caco-2 si HCT 116. Celulele au fost observate in ceea ce priveste
modificarile morfologice si de confluentd, viabilitatea a fost analizata (prin
metoda MTT), capacitatea de migrare a celulelor a fost urmarita indeaproape
(folosind testul de vindecare a ranilor) si a fost evaluata potentiala amplitudine
apoptotica (prin testul Hoechst).



e Testarea microbiologica a M_EO si R_EO, cele mai consumate uleiuri
esentiale (prin metoda difuziei pe disc) pentru a confirma potentialul
antimicrobian si antifungic al uleiurilor comerciale.

e Evaluarea in ovo a celor mai puternice EO in vitro, Hr_EO, Cc_EO si B_EO
(prin testul membranei corioalantoice si testul membranei corioalantoice pe
oua de gaina) pentru a analiza efectul iritant si profilul de toleranta in plexul

vascular.

Rezultate

Folosind Gaz-Cromatografia cuplata cu echipamentele de spectrometria de
masa, s-a observat ca Hr_EO contine 13 compusi, cel mai abundent fiind estragolul,
reprezentdnd 63,1% din compozitia totala a uleiului, in Cc_EO cei mai abundenti
compusi dintre cei 33 detectati au fost alfa- si beta- citralul, reprezentand 66,2% din
compozitia totald a uleiului, in cazul Ob_EO, similar cu Hr_EO, estragolul a fost
principalul compus majoritar dintre cei 31 identificati, cu un procent total de 45,9%, in
M_EO s-au numarat 27 de compusi, iar compusul principal a fost mentona, iar in
R_EO 23 de compusi au fost identificati cu eucaliptol pe locul principal (33,592%).

Analizand capacitatea antioxidanta, se poate observa din grafice (Figura 1)
faptul ca toate cele cinci uleiuri esentiale au activitate antioxidanta comparabila cu
standardul (solutie metanolicad de acid ascorbic). In ceea ce priveste concentratia
cea mai mare testata (0,2 mg/mL), potentialul antioxidant al fiecarui ulei esential
respecta liniaritatea: Cc_ EO>M_EO> Ob_EO>Hr_EO>R_EO.
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Figura 1. Procentul de inhibitie dependent de timp al uleiurilor esentiale testate A- Cc_EO vs. AA; B—M_EO vs.
AA; C-0Ob_EOvs. AA; D-Hr_EO vs. AAsi E-R_EO vs. AA.

in faza urmatoare, uleiurile analizate fizico-chimic au fost testate pe HaCaT si
au fost monitorizate modificarile de morfologie, confluenta si viabilitate. Astfel, s-a
observat ca 5,10, 25, 50 si 75 pg/mL concentratie de EO testat nu au avut un impact
semnificativ asupra formei si confluentei celulelor. Mai mult, EO de menta si

rozmarin au fost testate pana la 500 pg/mL (100, 150, 200, 250 si 500 pg/mL),



datoritd rezistentei manifestate si pe linile de celule canceroase, cu aceleasi
rezultate nesemnificative pe HaCaT. Testul MTT a evidentiat c&, chiar si la cele mai

mari concentratii, viabilitatea nu a scazut sub 90% (Figura 2).
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Figura 2. Evaluarea prin intermediul testului MTT a viabilitatii uleiurilor esentiale de A) Mentha piperita L. si B)

Rosmarinus officinalis L. (10, 50, 100, 150, 200, 250 and 500 pg/mL) pe celule de HaCaT la 24 h post-stimulare.

Rezultatele sunt prezentate ca procent de viabilitate celulara (%) normalizat la celulele de control (nestimulate).

Aceste date reprezinta valorile medii * SD a trei experimente independente efectuate in trei exemplare. Testul

ANOVA unidirectional a fost efectuat pentru a determina diferentele statistice in raportul cu grupul de control,
urmat de comparatiile multiple ale Dunnett post-test (* p < 0,05, ** p < 0,01 si **** p < 0,0001).

In urma testarii pe celulele canceroase, rezultatele au prezentat un alt profil.
Cele mai mici (5 pg/mL) si cele mai mari (75 pg/mL) concentratii au fost selectate
pentru analiza morfologica si de confluentd. Hr_EO, Cc_EO, Ob_EO au indus o
pierdere semnificativa in confluenta si aderenta celulelor la 75 pg/mL, in timp ce la 5
Mg/mL nu au fost observate modificari in comparatie cu proba martor(celule
netratate), atat pe liniile celulare HT-29, céat si pe cele Caco-2. Pe HCT 116, Cc_EO
a indus modificari si la cea mai mica concentratie. M_EO si R_EO nu au afectat
morfologia si confluenta la 75 pg/mL pe toate cele trei linii celulare. Pe HCT116, au
fost observate mai multe celule rotunjite si detasate, dar aderenta a ramas
nemodificata la 150 si 200 pg/mL, in schimb cele mai mari concentratii — 250 si 500
Mg/mL au indus modificari morfologice semnificative, deoarece s-au identificat celule
rotunde care pluteau, s-a observat pierderea adeziunii celuld-celula, confluenta
redusa, pierderea aderentei si prezenta de resturi celulare, semne specifice de
citotoxicitate.

In urma testului MTT, procentele de viabilitate ale tuturor uleiurilor au variat
intr-o maniera dependenta de concentratie. Pe linia celulara Caco-2 s-a observat ca

Hr_EO a exercitat un efect important la concentratia de 75 pyg/mL, cand procentele



de viabilitate au atins valorile de 87,83%. Cc_EO a scazut viabilitatea celulelor Caco-
21a62,69% (la 75 pg/mL). Ob_EO a redus semnificativ viabilitatea celulara (53,36%)
la 75 pg/mL, in timp ce la concentratii mai mici a fost observat un efect stimulator. in
ceea ce priveste M_EO si R_EO, la concentratiile testate, viabilitatea nu a fost
modificatda semnificativ. Rezultatele pe HT-29 au fost asemanatoare, cu exceptia
Cc_EO care a redus semnificativ viabilitatea celulara incepand cu 50 ug/mL
(64,09%), urmata de 75 ug/mL (46,58%). Ob_EO in cazul tuturor celor cinci

concentratii, a stimulat viabilitatea celulelor HT-29 (Figura 3).
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Figura 3. Evaluarea in vitro a efectului pe care Cc_EO si Ob_EO il exercitd asupra viabilitatii celulelor de
adenocarcinom colorectal HT-29 dupa 48 de ore de tratament prin aplicarea testului MTT. Datele sunt prezentate ca
procente de viabilitate (%) normalizate la martor (celule netratate) si exprimate ca valori medii £ SD a trei
experimente independente efectuate in trei exemplare. Diferentele statistice dintre grupul de control si grupul tratat
au fost identificate prin aplicarea analizei ANOVA unidirectionale urmaté de comparatiile multiple ale Dunett post-
test (* p < 0,1; ** p < 0,01; ***< 0,001; *** *<0,0001).

Pe HCT 116, Cc_EO la concentratia de 5 pg/mL a modificat viabilitatea cu
16% (84,14%) si s-a observat tendinta semnificativa de a scadea procentul de
viabilitate odata cu cresterea concentratiei, astfel incat la cea mai mare concentratie,
viabilitatea a fost redusa la 7,8%. Pe de alta parte, uleiurile Hr_EO si Ob_EO nu au
afectat viabilitatea celulara, mai mult decat atat, se pare ca au stimulat proliferarea
celularad (Figura 4). In urma analizei M_EO, s-a observat o scadere a ratelor de
viabilitate celulara incepand cu concentratia de 150 pg/mL, iar cea mai mare
scadere a fost calculata pentru cea mai mare concentratie testata—500 pg/mL
(81,15%). Aceste rezultate indica o citotoxicitate usoara/scazuta indusa de M_EO in

celulele cancerului colorectal. R_EO a indus o reducere mai puternica a procentului
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de viabilitate celulara in celulele canceroase in comparatie cu M_EO. R_EO a indus
o0 scadere dependenta de doza a procentului de viabilitate celulara, cel mai mic
procent de celule viabile (50,25%) fiind calculat pentru cea mai mare concentratie
testata - 500 pg/mL.

HCT 116 colorectal carcinoma
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Figura 4. Evaluarea in vitro a efectului Cc_EO, Hr_EO si Ob_EO (5, 10, 25, 50 si 75 pg/mL) pe care il exercitd asupra
viabilitatii liniei celulare HCT 116 dupa 48 de ore de tratament prin aplicarea testului MTT. Diferentele statistice
dintre grupul martor si grupul tratat au fost analizate prin aplicarea analizei ANOVA unidirectionala urmata de

comparatiile multiple ale Dunett dupa testul (***p < 0,001; **** p <0,0001)

Experimentul Hoechst a fost efectuat pentru a identifica daca moartea
celulara a avut loc prin apoptoza sau necroza. Prin urmare, celulele HT-29 si Caco-2
au fost stimulate timp de 48 de ore cu doua concentratii diferite (5 si 75 pg/mL) de
Hr_EO, Cc_EO si Ob_EO, iar cateva modificari in aspectul nucleilor celulari au fost
observate numai la cea mai mare concentratie testata—75 pg/mL. Hr_EO a indus
fragmentarea nucleara in celulele Caco-2 si deteriorarea membranei in celulele HT-
29. Cc_EO a indus dismorfologie vizibila numai in celulele HT-29 (condensare si
fragmentare nucleard). In celulele Caco-2, Ob_EO a provocat fragmentarea
nucleara, condensarea cromatinei si cresterea nucleara masiva, in timp ce in

celulele HT-29 s-a observat condensarea cromatinei si fragmentarea nucleelor. Pe
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HCT 116, cele mai mari concentratii din toate cele trei EO tind sa induca modificari
ale formei nucleului celular, cu semne de fragmentare, in special in cazul Cc_EO,
unde celulele par a fi cel mai afectate. M_EO si R_EO au fost testate la 10 si 150
pug/mL. Nucleii celulelor HCT 116 nu au fost afectati de cea mai scazuta concentratie
a ambelor EO, totusi concentratia de 150 pg/mL a declansat unele semne specifice
apoptotice (micsorare nucleara si fragmentare) precum cele descrise pentru solutia
de staurosporina (control pozitiv pentru apoptoza).

Dupa testul Scratch, s-a observat o inhibare semnificativa a migratiei celulelor
in cazul Hr_EO, in urma tratamentului acestora cu o concentratie de 50 pyg/mL cu
rate de vindecare a ranilor de 11,78% (HT-29) si 27,61% (Caco-2) care sunt mai mici
in comparatie cu rezultatele pe celulele martor (25,20%—HT-29 si 40,73%—Caco-
2). Aceeasi tendinta a fost observata si in cazul Cc_EO, insa la cea mai mare
concentratie testatd (50 pg/mL) acesta a prezentat o capacitate mult mai buna de
inhibitie migratorie, in special pe celulele HT-29, cu o rata de vindecare a ranilor
(WHR) de 3,40% . Ob_EO nu a inhibat migrarea celulelor. Dupa tratamentul cu
M_EO si R_EO, inhibarea migrarii celulelor a fost masuratd in urma tratamentului
acestora cu M_EO 5 pg/mL pe HT-29 si Caco-2 si cu R_EO pentru 50 pg/mL pe
HCT 116. Celelalte concentratii au prezentat tendinta de stimulare, in special M_EO
50 ug/mL pe HCT 116 (35% mai puternic decat controlul-celule netratate).

Metoda de difuzie pe disc a fost efectuatd pentru a evalua potentialul
antimicrobian al M_EO si R_EO, iar datele au aratat ca M_EO, utilizat in concentratii
de 10 pg/mL (M_EO_1), 5 pg/mL (M_EO_2) si 2,5 pg/mL (M_EO_3) a manifestat
importante capacitati antimicrobiene. Activitatea antimicrobiana a M_EO a fost mult
mai pronuntata, in comparatie cu R_EO (testat la aceleasi concentratii), in special pe
bacteriile Gram-pozitive. Cel mai notabil efect antibacterian exercitat de M_EO a fost
impotriva bacteriilor Gram pozitive Streptococcus pyogenes [zona de inhibitie (I1Z) =
33,33 mm, MIC (concentratie minima inhibitorie) si MBC (concentratie minima
bactericida) 1,25 pg/mL, la 10 pg/mL)] . R_EO, utilizat in concentratie de 10 pg/mL,
a prezentat un efect mai pronuntat decat controlul pozitiv impotriva Pseudomonas
aeruginosa (1Z = 20,33 mm, MIC si MBC 5 pg/mL la 10 pg/mL).

Testul membranei corioalantoice pe ou de gaina a fost aplicat pentru cele mai
citotoxice trei uleiuri volatile (Hr_EO, Cc_EO si Ob_EO) utilizate in cea mai mare
concentratie (75 pg/mL), evaluate anterior in vitro cu ajutorul testului de viabilitate

celulara. Se pot observa imaginile realizate membranei corioalantoidiana inainte si
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dupé& aplicarea substantelor (Figura 5). in cazul dodecil sulfat de sodiu (SDS), in
primul minut de la aplicare, s-au inregistrat efecte iritante puternice, precum liza,
coagulare si hemoragie vasculard la nivelul membranei corioalantoide. in cazul
uleiurilor volatile, acestea nu au provocat modificari majore la nivelul plexului
vascular, singurul efect inregistrat fiind o usoara coagulare intravasculara,
inregistrata la sfarsitul celor cinci minute.

Hr_EO 75 pg/mL Ce_EO 75 pg/mL

Ob_EO 75 pg/mL

Figura 5. Imagini stereoscopice ale CAM-urilor inoculate cu martor negativ (apa distilata - H20), control pozitiv
(dodecil sulfat de sodiu - SDS) si probe de testare a uleiurilor esentiale (Hr_EO, Cc_EO si Ob_EO).

CONCLUzII

Obiectivul principal al prezentei teze a fost investigarea compozitiei chimice, a
activitatii antioxidante, antimicrobiene si anticancerigene a uleiurilor esentiale
cumparate din comert, derivate din speciile de H. rhamnodies, C. citratus , O.
basilicum, M. piperita si R. officinalis.

Rezultatele indica prezenta fitocompusilor activi (estragol principalul compus
identificat in Hr_EO si Ob_EO, alfa si beta-citral principalii compusi din Cc_EO,
mentol si mentona in M_EO si eucaliptol in R_EO) cu o potentd antioxidanta
semnificativa, intr-o concentratie- mod dependent de doza.

Pentru a identifica potentialul citotoxic, EO au fost testate pe celule
sanatoase, pentru a dovedi nivelul de siguranta pe celulele non-canceroase. inurma
studiilor efectuate se poate concluziona ca EO luate in studiu nu interfereaza
semnificativ cu morfologia si viabilitatea celulelor HaCaT, deci pot fi considerate
sigure de utilizat.

in urma analizérii eficientei pe celulele adenocarcinomului colorectal uman si

a carcinomului, s-a observat ca EO au scazut viabilitatea, au redus confluenta si au
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indus caracteristici nucleare specifice apoptotice in celulele CRC; Hr_EO si Cc_EO
au exercitat cel mai puternic efect anti-migrator.

Testul antimicrobian ofera dovezi ca M. piperita EO a exercitat o activitate
antimicrobiana puternicd asupra S. pyogenes. In ceea ce priveste R. officinalis EO,
acesta a prezentat efecte antimicrobiene scazute.

Rezultatele obtinute pe membrana corioalantoica indica faptul ca Hr_EO,
Cc_EO si Ob_EO au un impact relativ scazut, ceea ce indica faptul ca compusii
analizati prezinta un profil ridicat de biosecuritate si toleranta crescuta in plexul
vascular.

Astfel, putem concluziona faptul ca uleiurile analizate au potential antioxidant,
antibacterian si citotoxic si merita sa fie analizate indeaproape in vederea unei

posibile imbunatatiri a medicamentelor clasice utilizate in cazul CRC.
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