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REZUMAT

Bolile, atat cele cronice, cat si cele acute, in randul populatiei sunt din ce in ce mai
frecvente si, asa cum era de asteptat, includ toate grupele de varsta. Cercetarile efectuate in
diferite domenii legate de aria stomatologicad au evidentiat rolul major pe care il joaca
cavitatea bucald in propagarea bolilor sistemice. O stare optima de sanatate a cavitatii
bucale aduce o contributie majora la bunastarea generala a intregului organism uman si are
un impact evident asupra calitatii vietii. Bolile bucale, care sunt adesea insotite de dureri
severe, afecteaza functiile fizice normale (de exemplu vorbirea, mancatul), afectand in
acelasi timp viata sociala. In general, majoritatea patologiilor bucale pot fi prevenite, dar
avand in vedere ca sunt foarte raspandite pe tot parcursul vietii si au reactii adverse
importante, este necesar sa fie studiate in detaliu si sa le fie acordata atentia cuvenita.

Bolile tumorale bucale sunt asociate in cea mai mare parte cu carcinoamele cavitatii
bucale, care la randul lor implica o categorie vastd de neoplasme. Incidenta tumorilor
maligne bucale este in crestere in tara noastra, fiind printre cele mai frecvent dezvoltate boli
maligne si este direct influentatda de factori precum consumul de tutun si alcool.
Carcinoamele cu celule scuamoase ale capului si gatului includ, in general, cancerele
epiteliale, inclusiv cele ale buzelor, faringelui, laringelui si glandelor salivare.

Protocoalele  terapeutice presupun mai multe interventii (chirurgicale,
chimioterapeutice, radioterapeutice) care sunt adesea urmate de efecte adverse
semnificative. Necesitatea de a gasi metode complementare si alternative este de o
importanta majora. Resursele naturale sunt bogate, ofera o serie de compusi cu actiuni
farmacologice importante si variate. Dezavantajul utilizérii compusilor de origine naturala
este legat in principal de biodisponibilitatea lor slaba, reducand astfel modul de actiune si
combaterea bolilor. Sistemele pe baza de lipide sunt evaluate ca sisteme de purtatori
eficiente in furnizarea de compusi naturali, datorita faptului ca lipidele sunt biodegradabile si
pot Tmbunatati transportul transcelular prin perturbarea straturilor duble lipidice. in
stomatologie, lipozomii au fost folositi intr-o serie de actiuni, inclusiv in prevenirea cariilor,
combaterea gingivitei si chiar in tratamentul leziunilor bucale si al parodontozei. A fost
investigat potentialul sistemelor de transport pe baza de lipozomi in tratamentul mucoasei
bucale ulcerate, iar rezultatele obtinute au fost promitatoare.

Prezenta teza este structurata in doua parti si cuprinde partea generala si partea
speciald. In partea generald, sunt tratate aspecte actuale legate de cavitatea bucal3,
patologiile cavitatii bucale, resursele naturale si rolul acestora in abordarea patologiilor
bucale si, nu in ultimul rand, tehnicile actuale de obtinere a sistemelor de transport pentru
biomolecule active farmacologic. In partea speciald sunt prezentate directiile originale de

cercetare.



Tema abordata este de interes international, intrucat patologiile bucale, fie ele acute
sau cronice, Tsi lasd amprenta asupra starii de sanatate. Mai mult, patologiile maligne sunt in
crestere, iar protocoalele terapeutice nu sunt lipsite de consecinte, atat pe termen scurt, cat
si pe termen lung, iar rezultatele sunt foarte diferite si depind de mai multi factori. La nivel
national, cancerele bucale ocupa un loc proeminent, masurile de prevenire si control fiind
imperios necesare. Cautarea unor metode complementare si alternative de combatere a
incidentei crescute a patologiilor maligne bucale este un subiect de real interes, incepand de
la nivelul grupului de cercetare regional si pana la cele mai inalte niveluri internationale.

Metodele de cercetare care au stat la baza studiilor experimentale sunt recunoscute
si utilizate la nivel international. Prin aplicarea acestora se obtin rezultate reproductibile si se
elaboreaza protocoale specializate care stau la baza cercetarii incepand din stadiul preclinic
pana la introducerea in studiile clinice daca rezultatele obtinute in preclinic prezinta interes.

Bolile dentare sunt in mare parte boli cronice si progresive. Starea generala de
sanatate este cel mai adesea afectata de unele dintre cele mai frecvente patologii orale, carii
dentare, boli parodontale si boli maligne bucale. Cele mai recente statistici plaseaza tara
noastra printre cele mai afectate tari in ceea ce priveste rata generald de aparitie si
progresia bolilor maligne bucale. Melanomul bucal este o boala maligna extrem de rara, care
este cunoscuta pentru evolutia sa rapida si agresivitatea. Boala reprezintad o provocare din
punct de vedere al tratamentului deoarece de cele mai multe ori, este descoperita intr-un
stadiu avansat, iar stomatologii joaca un rol cheie, in ceea ce priveste diagnosticul prompt si
contributia majora legata de diagnostic.

Abordarea terapeutica a acestor afectiuni constd in general intr-o combinatie de
proceduri chirurgicale cu chimioterapie, imunoterapie, terapie hormonala. Cu toate acestea,
aceste tratamente nu sunt lipsite de efecte, iar marea majoritate a efectelor secundare sunt
adesea severe. Metodele alternative sunt intens cautate si studiate in prezent, fiind
necesare abordari terapeutice care prezinta efecte terapeutice eficiente, iar efectele
secundare sunt cat mai putin severe.

De-a lungul timpului, resursele de origine naturald (plante si compusi naturali) si-au
demonstrat capacitatea farmacologica in numeroase tipuri de patologii (acute si cronice),
precum si in cazul bolilor maligne. In ciuda acestor actiuni benefice demonstrate,
eficacitatea produselor de origine naturala, a compusilor derivati din surse naturale, precum
si a complexelor si preparatelor obtinute din resurse naturale, este puternic influentata de
stabilitate si biodisponibilitate. In prezent, aceste dezavantaje sunt abordate fie prin
sintetizarea complexelor pentru a obtine formulari hidrofile, fie prin producerea unei
derivatizari pentru a obtine mai multe molecule solubile in apa. Unele dintre sistemele de

transport utilizate frecvent in domeniul medical sunt reprezentate de lipozomi. Acestea sunt



vezicule fosfolipidice, biocompatibile, care au proprietatea de a incorpora o gama extrem de
variata de molecule bioactive (hidrofobe, hidrofile si amfifile).

Luand in considerare cele descrise mai sus, principalele obiective ale prezentei teze
au fost:

o determinarea eficientei incorporarii unei triterpene pentaciclice cu proprietati
farmacologice dovedite (betulina) in lipozomi (obtinerea unui sistem de eliberare a
betulinei) si evaluarea citotoxicitati formularii obtinute, pe celulele tumorale
faringiene (celule Detroit-562).

e determinarea eficientei Tincorporarii unui flavonoid glicozilat cu proprietati
farmacologice dovedite (rutin) in lipozomi (obtinerea unui sistem de eliberare a
rutinului) si evaluarea citotoxicitatii formularii obtinute, asupra celulelor tumorale
faringiene (celule Detroit-562) si a celulelor de carcinom scuamos (celule SCC-4).

o oferirea unei perspective in vitro in ceea ce priveste potentialului citotoxic al unui
flavonoid glicozilat (rutin) asupra celulelor melanomului, atat de morfologie epiteliala,
cat si poligonala, prin evaluarea impactului asupra viabilitatii si morfologiei celulelor

dar si asupra aspectului nuclear si a proprietatilor legate de inducerea senescentei.

Scopul primului studiu a fost de a determina eficienta incorporarii betulinei Tn
lipozomi si de a evalua citotoxicitatea acestora asupra celulelor canceroase faringiene
(celule Detroit-562). Mai precis, s-a dorit obtinerea unui sistem de eliberare a betulinei, cu
efect citotoxic puternic in cazul celulelor tumorale bucale. Actiunile terapeutice ale
fitocompusilor sunt bine cunoscute in diverse patologii, dar de cele mai multe ori compusii
naturali nu pot fi administrati din cauza solubilitatii lor scazute si este necesara gasirea unor
formulari adecvate pentru a le creste proprietatile biomedicale. Studiul de fata a relevat
eficienta incorporarii betulinei in lipozomi si efectul citotoxic al formularii pe baza de lipozomi
asupra celulelor canceroase faringiene prin analize de morfologie, viabilitate si colorare
nucleard. In functie de concentratiile testate, lipozomii betulinei au prezentat un efect
citotoxic pronuntat, cu o scadere a viabilitatii celulare. n plus, s-au observat modificari ale
morfologiei celulare cu semne de moarte celulara, celulele devenind rotunde si apoi
desprinse de pe placa. De asemenea, sistemul lipozomal a scazut semnificativ numarul de
nuclei, determinand fragmentarea nucleara si formarea de corpuri apoptotice.

Scopul celui de-al doilea studiu a fost de a obtine o formulare lipozomala incarcata
cu rutin si de a o testa pe celule canceroase orale (linii celulare SCC-4 si Detroit-562) in
comparatie cu linia celulara de keratinocite gingivale sanatoase (PGK), in ceea ce priveste
identificarea posibilelor efecte citotoxice asupra carcinoamelor orofaringiene.

Factorii locali de pe tesuturile de sustinere parodontale duc la aparitia unor fenomene

inflamatorii cronice care au ca rezultat aparitia si dezvoltarea parodontozei. Una dintre tintele



terapeutice actuale se concentreaza pe regenerarea tesutului parodontal afectat iar mai
recent tehnicile de inginerie asociate tesutului parodontal au castigat teren considerabil
devenind protocoale terapeutice de succes in ceea ce priveste regenerarea, recuperarea
functionalitatii. Ligamentele parodontale sunt alcatuite din numeroase celule stem ale
ligamentului parodontal (celule stem mezenchimale nediferentiate), care au capacitate de
regenerare si diferentiere multidirectionald, contribuind la refacerea tesutului parodontal, la
mentinerea echilibrului dinamic si la reglarea regenerarii tesutului. S-a evidentiat faptul ca
aceste celule constitutive ale ligamentului parodontal sunt unele dintre cele mai utile tipuri de
celule care contribuie la procesele de regenerare a tesutului parodontal afectat, diferentierea
si proliferarea continua, avand capacitatea de a secreta factori de crestere care contribuie la
improspéatarea mediului local si in final are loc regenerarea tesutului afectat. in general,
procesele inflamatorii cronice sunt asociate cu posibilitatea dezvoltarii celulelor tumorale.
Tratamentele bolilor maligne sunt recunoscute pentru agresivitatea lor si multitudinea de
efecte adverse exercitate. De ani de zile s-au depus eforturi in cautarea unor tratamente
diferite, fie preventive, fie curative, care sa nu produca efecte adverse sau care sa fie reduse
semnificativ efectele adverse produse.

Cancerele bucale si orofaringiene sunt unele dintre cele mai frecvente tipuri de
cancer la nivel mondial si prezinta o problema de sanatate alarmanta. Optiunile de tratament
disponibile sunt radioterapia, chirurgia si chimioterapia cu cisplatina sau cetuximab. Cu toate
acestea, aceste optiuni de tratament induc toxicitati acute severe, disfunctie de deglutitie si
morbiditati pe termen lung si necesitd imbunatatiri si/sau inlocuire.

Eficacitatea terapeutica asociata plantelor medicinale in cazul celulelor tumorale
maligne a atras atentia cercetatorilor din intreaga lume. Flavonoidele sunt printre cele mai
studiate fitocomponente, mai ales datoritd prezentei lor semnificative in plantele medicinale.
Consumul de plante medicinale si produse derivate s-a dovedit a fi benefic pentru sanatatea
umana, mai ales datoritd impactului semnificativ aratat in rapoartele care au studiat eficienta
acestora impotriva diverselor stres viral, alergen, inflamator, oxidativ etc. O serie de studii au
evidentiat capacitatea flavonoidelor si proantocianidinelor in ceea ce priveste prevenirea
cancerelor bucale si capului si reducerea incidentei patologiilor maligne asociate cu colon,
san, rinichi si ovare, devenind astfel potentiali candidati pentru protocoalele terapeutice
antitumorale.

Nanotehnologia este stiinta care Tsi propune sa obtina particule de dimensiuni
nanometrice, situate in intervalul 1-100 nm, cu scopul de a obtine o crestere semnificativa a
suprafetei si de a Tmbunatati proprietatile fizico-chimice din punct de vedere al
biodisponibilitatii si stabilitatii. Prin urmare, nanotehnologia si-a gasit aplicatii in diverse
domenii extrem de variate, inclusiv in domeniul medical. In cazul domeniilor medicale,

nanoparticulele sintetizate trebuie sa indeplineasca o serie de caracteristici pentru a obtine



biocompatibilitatea necesara, iar forma, dimensiunea si stabilitatea lor sunt parametri
definitori. Formularile finale destinate utilizarii biomedicale trebuie sa prezinte si o solubilitate
adecvata, care la randul sau influenteaza direct absorbtia celulara. O altéd caracteristica
importanta a formularilor pe baza de nanoparticule este tintirea specifica, proces care este
insotit de mai multe avantaje, inclusiv reducerea dozei de substanta activa necesara pentru
a obtine efectul dorit.

Astfel, al doilea obiectiv a fost acela de evaluare a potentialului citotoxic al
formularilor cu rutin pe celulele orale umane care a implicat obtinerea unei formulari
lipozomale incéarcate cu rutin (un fitocompus din clasa flavonoidelor) si testarea acesteia pe
celulele tumorale orale pentru a identifica posibilele efecte benefice. Principalele concluzii
care se pot trage sunt urmatoarele: s-a obtinut o formulare biocompatibila pentru transportul
rutinului la locul de actiune din mediul biologic; fitocompusul rutin este un flavonoid cu bune
capacitati de integrare in lipozomi; lipozomii pregatiti sa joace rolul unui sistem de transport,
care contin colesterol si fosfatidilcolind, nu au prezentat efecte citotoxice; nanoformularile
incarcate cu rutin au demonstrat o actiune semnificativa asupra viabilitatii ambelor tipuri de
celule tumorale, actiune care s-a dovedit a fi superioara celei exercitate de compusul pur,
neincorporat in sistemul lipozomal.

Ultimul studiu si-a propus sa ofere o perspectiva in vitro asupra potentialului citotoxic
al fitocompusului impotriva a doua linii celulare diferite de melanom uman: RPMI-7951
(morfologie epiteliald) si SK-MEL-28 (morfologie poligonald) prin evaluarea impactului
acestuia asupra viabilitatii celulare, morfologia celulara si evaluarea aspectului nuclear dar si
proprietatilor de inducere a senescentei.

Studiile asupra culturilor celulare sunt de real ajutor in ceea ce priveste analiza
proceselor biologice prin prisma mecanismelor care apar in diferite patologii, in special in
studiul detaliat al anumitor mecanisme implicate in procesele de dezvoltare a celulelor
tumorale si raspunsul acestora in prezenta diferitilor factori.

Radiatiile ultraviolete sunt unul dintre cei mai cunoscuti factori de risc pentru aparitia
si dezvoltarea bolilor maligne. Sunt recunoscute diferite mecanisme biologice asociate
carcinogenezei instrumentate prin radiatii ultraviolete, printre care se numara lezarea ADN-
ului, inducerea imunosupresiei, actiunea diferitilor virusuri (de exemplu HPV), mutageneza
etc. Interactiunea dintre anumite proteine virale si procesele de reparare a ADN-ului este
daunatoare pentru procesele de reparare a ADN-ului deteriorat in urma expunerii la radiatii
ultraviolete. Unele cercetari au legat expunerea la radiatii ultraviolete de dezvoltarea
malignitatilor orale. Expunerea la radiatii UV a fost luatd in considerare in functie de
latitudinea la care au fost identificate cazuri, evidentiind faptul ca au existat corelatii

importante intre expunerea la radiatii UV si incidenta bolilor tumorale bucale.



Astfel, evaluarea prin metode in vitro a proprietatilor citotoxice ale fitocompusilor, a
urmarit obtinerea unei perspective in vitro asupra potentialului citotoxic al rutinului asupra
celulelor de melanom cu morfologie epiteliala si poligonald. Principalele concluzii sunt
reproduse in cele ce urmeaza: au fost analizate viabilitatea si morfologia celulara, aspectul
si proprietatile de inducere a senescentei; rezultatele obtinute au aratat ca fitocompusul rutin
prezinta activitate citotoxica dependentd de doza impotriva celulelor tumorale; efectul
citotoxic a fost asociat cu o rata scazuta a viabilitatii celulare, cu semnalizarea modificarilor
din punct de vedere al morfologiei celulare, cu evidentierea modificarilor nucleare similare
modificarilor apoptotice si cu o confluentd redusa; in plus, fitocompusul rutin a crescut
senescenta in celulele cu morfologie poligonala la cele mai mari concentratii. Sunt necesare
studii suplimentare pentru a confirma si elucida mecanismele care stau la baza proprietatilor
anti-proliferative si pro-senescente ale rutinului in celulele tumorale.

Tehnicile actuale sunt de real ajutor in ceea ce priveste aprofundarea mecanismelor
exercitate si este necesar studiul detaliat al compusilor prezentati in lucrarea de fata.

Directiile viitoare de cercetare ar trebui sa se concentreze pe aprofundarea
dezvoltarii sistemelor de transport la zi, incarcate cu substante de origine naturala, pentru a
ajuta la prevenirea bolilor bucale non-tumorale si tumorale. Scopul final al nanoparticulelor
incarcate cu biomolecule este de a imbunatati prognosticul bolilor orale, de a reduce
efectele secundare ale medicamentelor conventionale si de a promova o buna calitate a

vietii pacientilor.



