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REZUMAT

Medicamentele din clasa antibioticelor sunt considerate o piatra de temelie a medicinei
moderne, iar descoperirea lor a dus la o abordare spectaculoasa a bolilor infectioase. Cu toate
acestea, utilizarea lor excesiva in ultimii ani, la nivel mondial, a generat o problema critica de
sanatate publica, iar rezistenta microbiana corelata cu pierderea actiunii antibiotice este o
provocare pentru specialistii din domeniu. Gasirea de noi abordari terapeutice inovatoare
pentru combaterea rezistentei bacteriene este necesara urgent, iar compusii naturali cu efecte
antibacteriene ar putea fi considerati o optiune promitatoare. Rolul jucat de antibiotice in
procesele tumorale si interrelatia lor cu microbiota sunt un subiect dezbatut care este inca
departe de a fi elucidat. Prin urmare, teza actuala ofera o perspectiva globala asupra
antibioticelor din punct de vedere al evolutiei dintr-o perspectiva istorica, cu accent pe
principalele clase de antibiotice si efectele lor adverse; aprofundeaza conexiunea dintre
antibiotice si microbiota, subliniind rolul dual jucat de antibiotice in tumorigeneza. in plus, se
discuta utilizarea compusilor naturali cu proprietati antibacteriene/antitumorale ca alternative
potentiale la terapia cu antibiotice clasice.

Compusii naturali au o diversitate chimica extraordinara, care este responsabila pentru
o multitudine de efecte biologice si, prin urmare, pot fi considerati resursele cele mai
promitatoare  pentru  descoperirea  si  dezvoltarea de noi  medicamente
antibacteriene/antitumorale. Cercetari recente in domeniul terapiei antitumorale si antibiotice
au evidentiat faptul ca unele antibiotice pot provoca apoptoza celulelor canceroase, prevenind
astfel cresterea si metastazarea lor. Pe de alta parte, unele studii au atras atentia asupra
faptului ca, consumul de antibiotice poate provoca o perturbare a florei microbiene saprofite.
Microbiomul intestinal joaca un rol semnificativ in abordarea curativa a cancerului. Prin
urmare, consumul de antibiotice poate provoca, pe langa distrugerea florei intestinale, o
scadere a sistemului imunitar si o promovare a proceselor inflamatorii, toate avand efecte pro-
tumorale si duc la o scadere a eficacitatii tratamentului antitumoral. Astfel, antibioticele pot fi
vazute ca o sabie cu doua taisuri, care exercita un efect benefic in terapia cancerului, precum
si un efect pro-cancer, reprezentand un risc pentru oameni.

Avand in vedere cele de mai sus si luand in considerare complexitatea efectelor
benefice si mai putin benefice asociate cu antibiotice (de exemplu, actiune
antibacteriana/consum in exces care duce la rezistentd microbiana, actiune
antitumorala/efecte pro-tumorale), lucrarea de fatéd a avut trei obiective stiintifice specifice,

dupa cum este prezentat in cele ce urmeaza:



(1) Evaluarea efectelor exercitate de ampicilina asupra celulelor carcinomului faringian
(celulele Detroit-562) in ceea ce priveste viabilitatea, morfologia, migratia celulara si
structura fibrelor nucleare si actinei-avand in vedere ipoteza conform careia antibiotice
cu spectru larg exercita efecte nocive asupra microbiotei umane si carcinomul faringian
poate fi afectat de astfel de modificari.

(2) Evaluarea efectelor exercitate de tetraciclina asupra celulelor carcinomului faringian.
Prin urmare, a fost examinata viabilitatea si morfologia celulara, precum si structura
fibrelor de actina si a nucleilor si a capacitatii celulelor de a migra.

(3) Analiza combinatiei dintre uleiul esential de cimbru si tetraciclind cu privire la: (a)
activitatea antimicrobiana impotriva bacteriilor gram-pozitive (Bacillus cereus,
Staphylococcus aureus si Streptococcus pyogenes) si bacteriilor gram-negative
(Escherichia coli, Klebsiella pneumonia si Pseudomonas aeruginosa) si (b) activitatea
citotoxica asupra celulelor adenocarcinomului colorectal uman.

Teza actuala este structurata in conformitate cu normele metodologice in doua parti
principale: partea generald si partea speciald. in partea generald, cele mai noi date din
literatura de specialitate sunt descrise cu referire la: (a) aspecte generale privind antibioticele
conventionale (scurt istoric, clasificare a antibioticelor, aspecte legate de toxicitatea
antibioticelor), (b) compusi naturali cu efect antibacterian (cu accentul asupra claselor de
compusi naturali cu actiune antimicrobiand) si (c) antibiotice si cancer (antibiotice ca terapie
cancer, antibiotice ca promotori de cancer, potentiale mecanisme pro-tumorale de actiune
legate de antibiotice). Partea speciala este structurata in trei capitole, dupa cum urmeaza:
evaluarea preclinica a efectului ampicilinei asupra celulelor carcinomului faringian; evaluarea
preclinica a efectului tetraciclinei asupra celulelor carcinomului faringian; evaluarea efectelor
biologice ale asocierii dintre tetraciclina si uleiul esential de cimbru. Lucrarea prezinta, de
asemenea, o parte din concluzii generale si contributii particulare si se incheie cu referinte
bibliografice care sustin informatiile prezentate si rezultatele originale obtinute.

Primul capitol din partea experimentala este legat de evaluarea preclinica a efectului
ampicilinei asupra celulelor carcinomului faringian. In ceea ce priveste incidenta, cancerul de
cap si gat se afla pe locul sase si aproape jumatate din cazuri sunt cancere orale. Desi s-au
inregistrat progrese semnificative in gestionarea si tratamentul acestor tipuri de cancer, rata
de supravietuire de cinci ani pentru cancerul oral scade in continuare sub 50% in majoritatea
tarilor. Avand in vedere eterogenitatea cancerului de cap si gat, tratarea acestor afectiuni
poate fi o provocare pentru specialistii din domeniul medical. Diferiti factori contribuie la
dezvoltarea cancerului oral, inclusiv fumatul, expunerea la razele ultraviolete, inflamatia
cronica si anumite infectii bacteriene sau virale. Optiunile de protocol terapeutic pentru
cancerele orofaringiene includ chimioterapie, radioterapie si chirurgie. O abordare

imunoterapeutica pentru tratarea acestor tipuri de cancer este cea mai recenta optiune de



tratament, dar este inca insotita de o serie de reactii adverse necunoscute. Dezavantajul major
asociat cu terapia antitumorala este aparitia reactiilor toxice atat la nivel local, cat si sistemic.
in unele cazuri, atat chimioterapia, cat si radioterapia pot duce la necesitatea unui tratament
cu antibiotice. Majoritatea antibioticelor utilizate in acest caz sunt antibiotice cu spectru larg
de actiune, care cresc riscul de a schimba microbiomul fiziologic. in ultimii ani, studiile s-au
concentrat pe rolul microbiotei ih patogeneza si raspunsul la tratament intr-o mare varietate
de boli, inclusiv cancer. In ceea ce priveste cancerul de gat, cum ar fi cancerul faringian, exista
putine dovezi cu privire la rolul microbiotei. O diferentd substantiald a fost gasita intre
microbiota pacientilor cu cancer la gat si cea a pacientilor sanatosi, subliniind astfel rolul
important jucat de microbiota in acest tip de cancer. Antibioticele sunt considerate pietrele de
temelie ale medicinei moderne, dar in prezent, sunt asociate cu probleme legate de rezistenta
bacterian& si, ca urmare, devin din ce in ce mai ineficiente zi de zi. in acelasi timp, rezistenta
antimicrobiana poate fi asociatd cu o virulenta si o transmisie semnificativa, jucand un rol
crucial in raspandirea globala a bacteriilor rezistente. Exista o controversa considerabila cu
privire la utilizarea ampicilinei la pacientii cu cancer. In ciuda faptului cd ampicilina poate fi
utilizatéd profilactic la pacientii cu cancer, nu se stie exact ce efect poate avea asupra
dezvoltarii si proliferarii celulelor tumorale. Prin urmare, exista dovezi contradictorii cu privire
la relatia dintre ampicilind si tumorigeneza. Pe de o parte, unele studii ofera dovezi ca
ampicilina are proprietati antitumorale. Cu toate acestea, in literatura de specialitate exista
dovezi ca ampicilina are un efect pro-tumoral, ceea ce duce la stimularea proliferarii celulelor
tumorale, crescand dimensiunea tumorii. Avand in vedere ipoteza ca antibioticele cu spectru
larg exercita efecte nocive asupra microbiotei umane, iar carcinomul faringian poate fi afectat
de astfel de modificari, principalul obiectiv al acestui studiu a fost evaluarea efectelor
ampicilinei asupra celulelor carcinomului faringian. Au fost evaluate efectele asupra viabilitatii,
morfologiei, migratiei celulare si structurii fibrelor nucleare si actinei. Ampicilina nu a aratat un
efect citotoxic semnificativ. De fapt, la cele mai mici concentratii testate (10, 25 si 50 uM),
viabilitatea celulara a crescut in comparatie cu celulele de control netratate. intre timp,
concentratiile de 75 si 100 uM au dus la o usoara scadere a viabilitatii, dar scaderea nu a fost
semnificativa, ajungand in jurul valorii de 94%. Morfologia celulara, precum si structura
nucleara si organizarea fibrelor de actina, nu au aratat diferente importante in comparatie cu
cele observate in celulele nestimulate cu antibiotice.

Al doilea capitol s-a bazat pe evaluarea preclinica a efectului tetraciclinei asupra
celulelor carcinomului faringian. in prezent, cancerul faringian este o problema majora cu care
se confruntd omenirea, in mare parte din cauza consumului de alcool si a fumatului. A existat
un interes considerabil in examinarea relatiei de cauzalitate dintre compozitia microbiotei si
dezvoltarea cancerului. Drept urmare, s-a dovedit ca diferite modificari ale microbiotei sunt

asociate cu dezvoltarea diferitelor tipuri de cancer. S-a documentat ca microbiota intestinala



joaca un rol semnificativ in dezvoltarea cancerului gastric. in schimb, relatia dintre disbioza
orald si cancerul oral nu este pe deplin inteleasa. in literaturd s-a propus ca influenta
microbiana asupra procesului de cancer poate fi mediata prin diferite mecanisme de actiune,
dintre care cel mai recunoscut mecanism este inducerea inflamatiei cronice. in plus fats de
acest mecanism de actiune, bacteriile pot influenta, de asemenea, procesul de proliferare
celulara si pot inhiba apoptoza celulara, contribuind astfel la dezvoltarea mai multor tipuri de
cancer. Studii recente au aratat ca unele antibiotice pot fi utile in tratamentul cancerului prin:
(a) promovarea apoptozei in celule; (b) inhibarea proliferarii liniilor celulare; si (c) prevenirea
metastazelor. Exista controverse in ceea ce priveste utilizarea antibioticelor in tratamentul
pacientilor cu cancer. Pe langd modificarea microbiotei, antibioticele reduc, de asemenea,
imunitatea si promoveaza inflamatia, ceea ce contribuie la dezvoltarea tumorii si la scaderea
eficacitatii tratamentului. in literatura de specialitate au fost discutate mai multe antibiotice cu
activitate antitumorala, despre un efect anti-proliferativ puternic asupra celulelor tumorale.
Exista mai multe mecanisme comune legate de tetraccline care afecteaza tumorile, inclusiv
inhibarea sintezei proteinelor mitocondriale, inhibarea metaloproteinazelor matriceale,
inhibarea factorului nuclear de semnalizare kappa, etc. Pe baza celor de mai sus, studiul
actual a investigat efectele tetraciclinei asupra celulelor carcinomului faringian. Prin urmare, a
fost evaluata viabilitatea celulara si morfologia, precum si structura fibrelor de actina si a
nucleelor si a capacitatii celulelor de a migra. Concentratiile selectate pentru studiul in vitro au
fost cuprinse intre 10 uM si 100 uM. Pe baza rezultatelor, tetraciclina provoaca o scadere a
viabilitatii celulare proportionale direct cu concentratia sa. Viabilitatea celulard a scazut la
aproximativ 71% la o concentratie de 10 uM, in timp ce la o concentratie de 100 uM viabilitatea
a scazut la aproximativ 46%. Pentru a obtine o intelegere mai profunda a efectelor
antibioticului asupra celulelor carcinomului faringian, a fost analizata morfologia celulara.
Tetraciclina provoaca modificari morfologice si o scadere a confluentei celulare intr-un mod
dependent de concentratie. Modificarile morfologice au fost observate la toate concentratiile
studiate, incluzand (a) rotunjirea celulelor, (b) detasarea celulara de placi si (c) scaderea
confluentei si a numarului de celule. Efectele celei mai mari concentratii asupra morfologiei
celulare au fost cele mai evidente. Avand in vedere ca migratia celulara este o caracteristica
a celulelor tumorale, studiul de fata a evaluat impactul tetraciclinei testate in trei concentratii
(10, 50 si 100 pM) asupra migratiei celulare. Efectele tetraciclinei au fost evidente in inhibarea
migratiei celulare, precum si in modificarile morfologice. A existat o corelatie intre concentratia
testata si scaderea capacitatii celulelor de a migra. Drept urmare, la o concentratie de 10 yM,
rata de vindecare a scazut la aproximativ 27%, comparativ cu aproximativ 64% pentru celulele
de control. La concentratii de 50 si 100 pM, s-au observat scaderi mai mari ale migratiei
celulare. Ca o imagine mai cuprinzatoare a modului de actiune a tetraciclinei la nivel celular,

imunocitochimia fluorescenta a fost utilizata pentru a observa modificari la nivelul fibrelor de



actina si a nucleului dupa stimularea cu tetraciclina in trei concentratii (10, 50 si 100 uM) timp
de 72 h. Fibrele de actina au fost vizualizate folosind colorarea cu rodamina-phaloidina. O
modificare a distributiei fibrelor de actina a fost observata in celulele tratate cu tetraciclina in
comparatie cu celulele de control. De-a lungul celulelor, fibrele de actina au fost puternic
concentrate la margini, indicand o stare condensata. in timp ce celulele nestimulate aveau
distributii uniforme ale fibrelor de actina in intreaga celula. in ceea ce priveste efectul asupra
nucleilor, tetraciclina a provocat o condensare puternica a cromatinei, aparitia corpurilor
apoptotice si o scadere a numarului de nuclee. Concentratii de 100 uM au dus la cele mai
semnificative modificari. Efectele citotoxice ale tetraciclinei pot rezulta dintr-o varietate de
mecanisme biologice posibile, inclusiv: (a) inhibarea sintezei proteice mitocondriale; (b)
inhibarea metaloproteinazelor matriciale; (c) deteriorarea angiogenezei; (d) eradicarea
celulelor stem canceroase; si (e) cresterea sensibilitatii celulelor tumorale la radioterapie prin
reglarea in jos a proteinei kinazei dependente de ADN.

Al treilea capitol a fost axat pe evaluarea efectelor biologice ale asocierii dintre
tetraciclina si uleiul esential de cimbru. Pentru a face fata provocarilor rezistentei la antibiotice,
o abordare cheie este stimularea descoperirii substantelor bioactive intr-un stadiu incipient.
Completarea actiunilor farmacologice ale antibioticelor clasice cu substante de origine
naturala este intens studiatd pentru a obtine eficienta in clinica, corelat cu un obiectiv real de
dezvoltare a unei noi generatii de medicamente chimioterapeutice derivate din surse naturale,
avand in vedere diversitatea chimica fara egal a acestora. Rezistenta dezvoltata de bacteriile
Gram-pozitive si Gram-negative la mai multe medicamente le-a facut dificil de tratat si/sau
chiar netratabile cu antibioticele disponibile in prezent. Mai mult, este de o importantd majora
sa fie identificate noi tinte si noi clase de antibiotice care pot face fatéd agentilor patogeni
bacterieni rezistenti la medicamente. Acest lucru necesita cercetdri de baza pentru a
descoperi noi lacune si pentru a dezvolta noi abordari cu antibiotice. Scopul prezentei cercetari
a fost de a evalua o combinatie de ulei esential de cimbru si tetraciclind in ceea ce priveste:
(a) activitatea antimicrobiana impotriva bacterilor Gram-pozitive (Bacillus cereus,
Staphylococcus aureus si Streptococcus pyogenes) si Gram-negative (Escherichia coll,
Klebsiella pneumoniae si Pseudomonas aeruginosa) si (b) activitatea citotoxicd asupra
celulelor de adenocarcinom colorectal uman. Sensibilitatea bacteriilor la uleiul esential de
cimbru si combinatia sa cu tetraciclina, determinata prin metoda difuziei pe disc, a aratat ca
uleiul esential prezinta o activitate dependenta de doza crescuta in toate tulpinile testate, cu
exceptia P. aeruginosa. Zona maxima de inhibitie produsa de uleiul esential de cimbru a fost
la cea mai mare concentratie testata (50uL/mL) impotriva S. aureus si K. pneumoniae, in timp
ce combinatia cu tetraciclind a dus la o usoara crestere a diametrului. Pentru a determina
efectul citotoxic al uleiului esential de cimbru si tetraciclinei, au fost testate diferite concentratii

pe linia celulara de adenocarcinom colorectal uman. Viabilitatea celulara a fost evaluata



folosind testul MTT la intervale de 48 de ore. in cazul tetraciclinei, s-a observat o usoara

~

scadere a viabilitatii celulare numai la cea mai mare concentratie testatd (10 pg/mL). In

schimb, uleiul esential de cimbru a exercitat o scadere mai mare de 30% a viabilitatii celulare

la cea mai mare concentratie testata (50 uL/mL). in ceea ce priveste evaluarea celei mai mari

concentratii de tetraciclind si trei concentratii diferite de ulei esential de cimbru asupra

comportamentului celulelor, s-au obtinut urmatoarele valori cuprinse intre 98-84%.

Principalele concluzii sunt prezentate in cele ce urmeaza.

Toate experimentele au fost efectuate conform protocoalelor bine stabilite si
recunoscute: viabilitatea celulara cu testul MTT, capacitatea de migrare printr-o
procedura automata, modificari la nivel de nucleu prin marcare nucleara pentru a
reflecta procesele apoptotice.

Au fost identificate anumite efecte deosebite exercitate de antibiotic si anume: s-a
inregistrat o crestere a viabilitatii celulare la cele mai mici concentratii de antibiotic
testat si 0 usoara reducere a acesteia la cele mai mari concentratii testate; migratia
celulara nu a fost afectata semnificativ statistic in cazul stimularii celulelor cu
antibiotice comparativ cu celulele nestimulate si nu au fost observate procese pro-
apoptotice in nuclee.

tetraciclina are un efect citotoxic dependent de concentratie, caracterizat prin scaderea
viabilitétii celulare, precum si modificari morfologice caracteristice apoptozei
(condensarea nucleului si a fibrelor de actina, aparitia corpurilor apoptotice).
tetraciclina s-a dovedit a fi un potential agent antitumoral, dar sunt necesare studii
suplimentare pentru a clarifica mecanismul ei biologic de actiune si a determina profilul
sau de siguranta.

sunt necesare studii suplimentare pentru a intelege pe deplin modul in care tetraciclina
afecteaza microbiota oralad si modul in care aceasta microbiota contribuie la cancerul
faringian.

compozitia chimicad a uleiului esential de cimbru a fost evaluatd prin metoda
cromatografiei gazoase-spectrometrie de masa, capacitatea antioxidanta prin testul
DPPH, proprietétile antibacteriene si sinergice au fost determinate prin metoda difuziei
pe disc, iar activitatea citotoxica prin cuantificarea celulelor viabile prin utilizarea testul
MTT.

uleiul esential de cimbru are activitate antioxidanta crescuta, potential antibacterian
atat impotriva bacteriilor Gram-pozitive cat si Gram-negative, in special S. aureus si K.
pneumoniae la cea mai mare concentratie testatd, avand si efect sinergic atunci cand

este combinat cu tetraciclina.



celulele tratate cu ulei esential au prezentat o reducere dependentd de doza a
viabilitatii celulelor de adenocarcinom colorectal, in timp ce combinatia cu tetraciclina
a dus la o scadere semnificativ atenuata a viabilitatii.

Asocierea produsului biologic cu antibioticul clasic tetraciclina a demonstrat pastrarea
proprietatilor sale citotoxice si cresterea activitatii antimicrobiene impotriva S. aureus,
E. coli si K. pneumoniae.
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