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REZUMAT

Tesuturile orale sunt expuse la radiatii ultraviolete in timpul diferitelor proceduri, cum
ar fi tratamentele dentare. Astfel, este de interes investigarea modificarilor care apar dupa
expunerea la tipurile de radiatii ultraviolete, mecanismele implicate fiind inca incomplet
intelese. Unul dintre avantajele majore ale radiatiilor ultraviolete (tehnici de iradiere UV) este
legat de simplitatea si eficienta acestora in ceea ce priveste combaterea microbilor, respectiv
combaterea bolilor infectioase intr-o anumitd masura. Tehnicile de iradiere cu lumina
ultravioleta la diferite lungimi de unda ar putea inactiva microbii prin exercitarea mecanismelor
de actiune specifice. Radiatiile de tip C si 0 anumita parte a radiatiilor de tip B au proprietatea
de a afecta direct microbii, provocand daune prin intreruperea procesului de replicare a ADN-
ului, intr-o perioada foarte scurta de timp. In acelasi timp, se constata o eficienta sporita in
ceea ce priveste inactivarea majoritatii tipurilor de microbi, chiar si la doze mici. In cazul
iradierii cu radiatii ultraviolete de tip B, s-ar putea declansa un raspuns imun innascut,
inducand astfel expresia anumitor AMP, proces prin care anumite tipuri de microbi sunt
eradicate. Radiatiile ultraviolete de tip A si o parte din radiatiile ultraviolete de tip B, in asociere
cu un fotosensibilizant, pot duce la generarea de specii reactive de oxigen, provocand astfel
daune oxidative microbilor patogeni. in comparatie cu mecanismele expuse anterior, procesul
de deteriorare a ADN-ului Tn urma actiunii radiatiilor ultraviolete arata o performanta crescuta
de inactivare microbiana pe o gama variata de microbi.

Teza de doctorat de fata este structuratd conform normelor metodologice in patru parti
principale: (i) partea generala, (ii) partea originald de cercetare, (iii) contributii si concluzii
personale si (iv) referinte bibliografice.

Partea generala cuprinde doua capitole care descriu notiunile actuale legate de: (a)
cavitatea orala si radiatiile ultraviolete si (b) studii preclinice legate de evaluarea unor boli are
se pot instala in cavitatea orala — metodologie si relatii cu efectele radiatiilor ultraviolete asupra
celulelor orale. Partea de cercetare originala, cuprinde studiile experimentale de actualitate,
si anume: (a) analiza viabilitatii celulare in prezenta radiatiilor ultraviolete, (b) analiza
morfologiei si confluenta celulelor in prezenta radiatiilor ultraviolete, (c) evaluarea modificarilor
la nivelul nucleelor si filamentelor de actina in prezenta radiatiilor ultraviolete, (d) evaluarea
proceselor apoptotice si (e) o introducere in efectul radiatiilor ultraviolete: de la promovarea
proceselor cutanate maligne pana la utilizarea in stomatologie. Partea finala a tezei integreaza
concluziile si contributiile personale, precum si referintele bibliografice citate, de actualitate,
care au fost studiate pentru documentarea de fond, selectia metodelor de cercetare aplicate
si pentru interpretarea rezultatelor obtinute.

Partea experimentala a tezei a fost realizata folosind metode standard validate la nivel

international. Studiul pe celule tumorale s-a bazat in mod traditional pe diferite modele



preclinice in vitro care au constituit punctul de plecare in evaluarea efectului anumitor terapii,
in facilitarea diagnosticului, fiind recunoscute si ca metode de screening foarte performante.
in prezent, in ciuda evolutiei spectaculoase din cadrul biologiei moleculare care a ajutat la
descoperirea relevantei impresionante a naturii celulare si moleculare a micromediului
tumoral, aceste modele preclinice in vitro sunt inca utilizate pe scara larga in diverse scopuri
(de exemplu, descoperirea de medicamente, analiza progresiei bolii, dezvoltarea de terapii
personalizate).

Primul capitol din partea experimentala - Analiza viabilitatii celulare in prezenta
radiatiilor ultraviolete - a urmarit examinarea impactului radiatiilor ultraviolete B asupra
celulelor carcinomului faringian si al limbii si, in paralel, efectul asupra celulelor fibroblaste
gingivale sanitoase. In consecinta, viabilitatea celulelor tumorale si sanatoase a fost evaluata
imediat dupa expunerea la UVB si a fost analizat efectul asupra nucleelor si structurii
citoscheletului. Mai mult, in ciuda dovezilor existente cu privire la efectele daunatoare ale
radiatiilor UV asupra celulelor normale ale pielii si rolul lor in patologiile maligne ale pielii,
datele care compara raspunsul celulelor pielii sanatoase si canceroase la individ si combinatia
de tratamente pe baza de UVA si UVB raméan limitate, limitand prin urmare cunostintele
actuale cu privire la influenta UVR asupra sanatatii si bolilor pielii. Astfel, pentru a oferi o
intelegere mai profunda a efectelor nocive ale UVR si la nivelul pielii si @ modului in care
celulele normale si patologice se comporta dupa iradiere, s-a realizat si analiza potentialului
fototoxic a trei tratamente UVR asupra keratinocitelor umane imortalizate si a celulelor
tumorale ale pielii. Ca urmare a evaluarii viabilitatii celulare, s-a constatat ca expunerea la
UVB scade viabilitatea atat a celulelor de carcinom faringian, cat si a limbii, precum si a
fibroblastelor gingivale sanatoase. Cea mai semnificativa scadere a viabilitatii celulare a fost
observata atunci cand celulele tumorale au fost expuse la UVB la o doz& de 5 J/cm?2. In schimb,
fibroblastele gingivale nu au fost la fel de puternic afectate, cu o valoare a viabilitatii de
aproximativ 81%. O alta ipoteza importanta care sta la baza studiului de evaluare a viabilitatii
celulare a fost aceea ca celulele séanatoase ale pielii raspund diferit la iradierea UVA, UVB si
UVA/UVB in comparatie cu celulele tumorale, urmarindu-se astfel sa se evalueze efectele
fototoxice in vitro ale acestor tratamente UV pe doua tipuri de celule derivate din piele -
keratinocite umane imortalizate si celule de melanom malign uman. Aceste modele 2D in vitro
au fost alese pe baza caracteristicilor lor. Celulele HaCaT sunt keratinocite imortalizate
spontan de origine umana care pastreaza morfologia si activitatea functionald a keratinocitelor
izolate si au fost utilizate Tn acest studiu avand in vedere ca, keratinocitele exercita principalul
mecanism de aparare al pielii impotriva leziunilor UVR. Principalele descoperiri experimentale
ale acestui studiu sugereaza ca la 24 de ore post-iradiere UVA nu a avut efect citotoxic asupra
ambelor tipuri de celule Tn ceea ce priveste viabilitatea celulara, UVB a exercitat o toxicitate

semnificativa, care este similara in ambele celule, cel mai mare efect citotoxic a fost observat



atunci cand celulele au fost expuse atat la UVA, cét si la UVB. Pentru a evalua daca
tratamentele UVA, UVB si UVA/UVB afecteaza viabilitatea celulelor la 24 de ore dupa iradiere,
a fost efectuat un test MTT. Rezultatele au aratat ca UVA nu a avut niciun efect asupra
viabilitatii celulelor care au ramas in jur de 100%, in timp ce tratamentele UVB si UVA/UVB
au redus semnificativ viabilitatea acestora. Raspunsul diferit al celulelor la expunerea directa
la UVR ar putea fi explicat prin caracteristicile diferentiale ale radiatiilor UVA si UVB: prima isi
exercita toxicitatea prin generarea de ROS (specii reactive de oxigen) care ar fi putut fi
contracarate de mecanismele de aparare innascute ale celulelor, in timp ce UVB este mai
genotoxic afectand direct ADN-ul celular.

Concluzii. Se poate concluziona ca, radiatiile ultraviolete de tip B (5 J/cm?) au un efect
citotoxic atat asupra celulelor tumorale ale carcinomului faringian si ale carcinomului scuamos
al limbii, céat si asupra fibroblastelor gingivale, ceea ce are ca rezultat o serie de modificari
inclusiv si o reducere semnificativa a viabilitatii celulare, in special in celulele sanatoase.
Radiatia ultravioleta de tip A, la doza utilizata in prezentele studii, nu induce efecte citotoxice
nici in keratinocitele umane, nici in celulele tumorale. Cu toate acestea, iradierea cu radiatii
ultraviolete de tip B produce efecte citotoxice in ambele tipuri de celule, chiar si la o doza
mica.

Al doilea capitol din partea experimentala — Analiza morfologiei celulare si confluenta
in prezenta radiatiilor ultraviolete — a fost necesar pentru a sustine viabilitatea celulara in cazul
celulelor sanatoase si a reduce viabilitatea celulara in cazul celulelor patologice, precum si
faptul ca analiza acestor aspecte in timp real este foarte important. Structura, morfologia si
proprietatile exercitate au fost urmarite in celulele expuse la radiatii ultraviolete. Dupa
observarea efectelor citotoxice ale UVB asupra celulelor, urmatorul pas a fost determinarea
efectului UVB asupra morfologiei. La expunerea la 2.5 Jicm? de UVB, apar modificari
structurale morfologice, in special in celulele tumorale. in ceea ce priveste impactul UVB
asupra celulelor tumorale, s-a observat ca expunerea la 5 J/cm? UVB duce la o scadere
marcata a numarului de celule, precum si la modificari de forma, celulele devenind rotunjite si
detasandu-se de pe placd. De asemenea, s-a observat ca celulele fibroblaste gingivale
sanatoase au suferit modificari morfologice importante in urma expunerii la UVB, inclusiv
rotunjire, detasare de placa, contractie si o reducere a numarului de celule. in concordanta cu
rezultatele viabilitatii, morfologia si confluenta keratinocitelor si a celulelor melanomului nu au
fost afectate de expunerea la UVA. Cu toate acestea, la 24 de ore dupa iradierea UVB, au
fost observate mai multe semne de citotoxicitate in ambele linii celulare, cum ar fi rotunjirea
celulelor, contractia si pierderea confluentei. Interesant, UVA/UVB a avut un efect fototoxic
diferential Tn liniile celulare iradiate. Desi confluenta celulara nu a fost redusa semnificativ,
keratinocitele au prezentat semne de necroza, in timp ce in celulele melanomului s-a observat

o reducere semnificativa a confluentei insotitd de enucleare. Apoptoza raméane cel mai studiat



tip de moarte celulara, cu toate acestea, in efectul citotoxic exercitat de agentii chimici sau
fizici ar putea fi implicate si alte mecanisme. In acest studiu, doua tipuri diferite de moarte
celulara indusa de iradierea UVA/UVB au fost observate in celulele pielii umane la 24 de ore
dupa iradiere: necroza in keratinocite si enuclearea in celulele melanomului malign. Cu toate
acestea, din cunostintele noastre, acesta este primul studiu care raporteaza enuclearea ca
mecanism de baza al fototoxicitatii induse de UVR in celulele tumorale ale pielii.

Concluzii. In ceea ce priveste impactul radiatiilor ultraviolete B asupra celulelor
tumorale orale, s-a observat ca expunerea la o doza mai mare a produs o scadere marcata a
numarului de celule, precum si modificari de forma, celulele devenind rotunjite si detasandu-
se de placa. S-a observat, de asemenea, ca celulele fibroblaste gingivale sanatoase sufera
modificari morfologice importante in urma expunerii la UVB, inclusiv rotunjirea, desprinderea
placii, contractia si o reducere a numarului de celule. Conform rezultatelor obtinute in urma
analizei de viabilitate, morfologia si confluenta celulelor model sénatoase (keratinocite) si
tumorale (melanom) nu au fost afectate de expunerea la radiatiile ultraviolete de tip A. insa,
dupa expunerea la radiatii ultraviolete de tip B, s-au observat cateva semne de citotoxicitate
in ambele linii celulare, cum ar fi rotunjirea celulelor, contractia si pierderea confluentei. In
mod interesant, combinatia dintre tipurile de radiatii a avut un efect fototoxic diferential in liniile
celulare iradiate. Desi confluenta celulara nu a fost redusa semnificativ, keratinocitele au
prezentat semne de necroza, in timp ce in celulele tumorale s-a observat o reducere
semnificativa a confluentei insotitd de enucleare.

Al treilea capitol a fost Evaluarea modificérilor la nivelul nucleelor si filamentelor de
actina in prezenta radiatiilor ultraviolete. Apoptoza se caracterizeaza prin contractia celulara,
care este una dintre cele mai cunoscute caracteristici ale procesului si o altd consecinta a
scaderii dimensiunii celulelor este pierderea contactului cu celulele invecinate, precum si
detasarea de matricea extracelulard. Dupa detasare, aderentele focale sufera o reorganizare,
rezultdnd modificari morfologice precum formele rotunjite ale celulelor. In continuare, apare
sadngerarea membranei, care necesita reorganizarea citoscheletului de actina, precum si
activarea lanturilor de miozina prin fosforilare. in cele din urmé&, condensarea puternica a
celulelor duce la formarea de corpuri apoptotice. Pentru a studia procesul de apoptoza,
microscopia cu fluorescenta este o tehnica frecventa. Astfel, DAPI (4,6-diamidino-2-fenilindol-
diclorhidrat) se leaga de nucleele celulare cu o afinitate puternica. Din punct de vedere vizual,
nucleele apoptotice pot parea a fi mai mici decat nucleele normale, iar cromatina condensata
va aparea puternic fluorescenta. La expunerea la UVB, toate cele trei tipuri de linii celulare
(carcinom faringian, carcinom al limbii si fibroblaste) au prezentat o reducere a ariei nucleare,
precum si o usoard reducere a circumferintei. Pentru a distinge intre moartea celulara
apoptotica si cea necrotica, este important sa se observe aceste modificari la nivel nuclear. in

consecinta, in cazul apoptozei nucleul sufera modificari morfologice timpurii, in timp ce in



cazul necrozei nucleul ramane relativ nealterat, in timp ce membranele si organelele prezinta
semne timpurii de alterare. Pentru a evalua in continuare impactul UVR-urilor asupra
aspectului componentelor celulare, colorarea prin imunofluorescenta evidentiind nucleele
celulare, precum si F-actina citoscheletica a fost efectuata la 24 de ore dupa iradiere.
UVA/UVB a produs o condensare masiva a cromatinei si F-actinei in keratinocite, in timp ce
dezintegrarea punctuald a F-actinei si condensarea nucleara au fost observate in celulele
melanomului. Aceste observatii confirma fototoxicitatea UVB si UVA/UVB in aceste linii
celulare. Cu toate acestea, ar putea fi observata o diferenta intre efectele acestor tratamente
asupra componentelor celulare, deoarece integritatea keratinocitelor si a celulelor
melanomului este afectata semnificativ doar de iradierea UVA/UVB.

Concluzii. Tn urma coloratiei nucleare au fost observate o serie de modificari. O doza mai mare
(5 J/lcm?) aindus o condensare puternica pe nucleii celulelor tumorale bucale si pe filamentele
de actina, care au fost condensate sub forma de inel in jurul periferiei. Un model similar de
modificari a fost observat in fibroblastele gingivale, nucleele si filamentele de actina care
prezinta zone de condensare. Caracteristicile morfologice in schimbare au fost utilizate pentru
a identifica tipul de moarte celulara care a fost responsabil pentru scaderea viabilitatii celulare.
Prin urmare, in timpul apoptozei, celulele au suferit modificari stereotipice care apar in
principal In nucleu si citoplasma. In cazul iradierii UVB atat in keratinocite cat si in celulele
tumorale, s-a observat destabilizarea si agregarea F-actinei in fibrele de stres insotita de
condensare nucleara. Combinatia celor doua tipuri de radiatii produce o condensare masiva
a cromatinei si F-actinei in keratinocite, in timp ce in celulele tumorale s-a observat
dezintegrarea F-actinei Tn puncte si condensare nucleara. Aceste observatii confirma
fototoxicitatea UVB si UVA/UVB in aceste linii celulare.

Capitolul patru a fost Evaluarea proceselor apoptotice. S-a realizat o investigatie a expresiei
genelor anti-apoptotice (Bcl-2) si pro-apoptotice (Bax) pentru a determina mai precis tipul de
moarte celulara indusa de expunerea la UVB. O doza de 2.5 Jicm? a crescut expresia
markerului pro-apoptotic Bax, in special in celulele tumorale, Tn timp ce expresia genei Bcl-2
a fost relativ scazuté in comparatie cu martor, dar nu diferitd semnificativ. in plus, UVB (5
Jlcm?) scade expresia genei Bcl-2, in timp ce gena pro-apoptoticd, Bax, creste expresia in
toate tipurile de celule expuse la UVB. Pe baza acestor rezultate, expunerea la UVB poate
induce citotoxicitate prin stimularea apoptozei. Pentru a elucida mecanismele posibile din
spatele evenimentelor fototoxice observate in urma iradierii UVB a keratinocitelor si a celulelor
melanomului, a fost efectuata o analiza RT-qPCR. In conformitate cu rezultatele obtinute pana
acum, la 24 de ore de la iradiere, UVB a exercitat un efect similar in ambele linii celulare
iradiate — o crestere semnificativa a expresiei ARNm Bax insotitd de o scadere a expresiei
ARNm Bcl-2 —ilustrand si activitatea sa pro-apoptotica, sustinuta de rezultatele anterioare. in

plus fata de aceste modificari, o altd caracteristica a procesului de apoptoza este activarea



unei familii de endopeptidaze de cisteina intracelulare cunoscute sub numele de caspaze.
Caspazele 8 si 9 joaca rolul de initiatori, in timp ce caspazele 3 si 7 joaca rolul unui executor.
in activarea caspazelor, Bax este cunoscut cd joacd un rol important. Pentru a detecta
posibilul mecanism de moarte celulara indusa de UVA/UVB in keratinocite si celule de
melanom, a fost aplicat testul de apoptoza si necroza Annexin V RealTime-Glo™. Variatiile
observate in ambele celule nu au fost specifice unui fenotip apoptotic. In keratinocitele iradiate
cu UVA/UVB, a fost observata o crestere initiald a semnalului de luminescenta de la 3 ore la
6 ore, urmata de o scadere la 24 de ore. Semnalul de fluorescenta din aceste celule a crescut
in timp. Aceste rezultate completeaza observatiile facute in timpul evaluarii morfologice
celulare in care au fost detectate caracteristici asemanatoare necrozei in keratinocitele
iradiate cu UVA/UVB. In celulele melanomului, a fost detectatd o crestere concomitenta a
semnalelor de luminescenta si fluorescenta, indicand un mecanism alternativ de moarte
celulara la apoptoza sau necroza. Aceste constatari indica faptul ca expunerea la UVA/UVB
afecteazd Tn mod diferential celulele normale si tumorale datoritd mecanismelor distincte
implicate. Desi aceste rezultate au ilustrat comparativ modul in care celulele sanatoase si
maligne raspund la efectele fototoxice ale UVR la 24 de ore dupa iradiere, numarul mic de linii
celulare utilizate in experimente si intervalul scurt de timp dupa iradiere la care a fost evaluata
toxicitatea indusa de UVR ar putea constitui un potential de limitare a studiului. O perspectiva
mai profunda asupra toxicitatii cutanate exercitate de UVR ar putea fi obtinuta prin cresterea
numarului de linii celulare evaluate, prin diversificarea tipurilor de celule ale pielii utilizate in
studiu si prin extinderea timpului de incubare post-iradiere (peste 24 de ore).

Concluzii. Se poate concluziona ca UVB (5 J/cm?) are un efect citotoxic atat asupra celulelor
tumorale (carcinomul de limba si faringian), cat si asupra fibroblastelor gingivale, ceea ce are
ca rezultat o serie de modificari inclusiv cresterea expresiei genei pro-apoptotice (Bax) urmata
de scaderea expresiei genei anti-apoptotice (Bcl-2), indicand faptul ca UVB induce apoptoza
atat in celulele tumorale, cat si in celulele sanatoase. Modificarile apoptotice caracteristice
atét cailor intrinseci cat si extrinseci sunt induse de expunerea la UVB, asa cum este coroborat
de modelul de expresie al caspazelor care joaca un rol critic in aceste procese. Cu toate
acestea, sunt necesare studii suplimentare, atat pentru a intelege mecanismele biologice care
stau la baza efectelor UVB, cét si pentru a determina daca aceste modificari persista pe
termen lung.

Ultimul capitol din partea originala - O introducere in efectul radiatiilor ultraviolete: de la
promovarea proceselor cutanate maligne pana la utilizarea in stomatologie — a avut scopul de
a evidentia efectele produse de radiatiile ultraviolete, prin prisma utilizarii acesteia pentru
diagnostic si scopuri terapeutice in domeniul medicinei dentare, dar fara a neglija efectele
negative produse asupra pielii, prima bariera de aparare a organismului uman Tmpotriva

factorilor nocivi din mediu. Totodata, se analizeaza legatura dintre deteriorarea cavitatii orale



din cauza expunerii la radiatiile ultraviolete din mediu si starea cunostintelor in domeniu privind
eficacitatea utilizarii radiatiilor ultraviolete n cele mai noi tehnici din stomatologie. in ceea ce
priveste procesele care au loc in piele in urma expunerii la radiatii ultraviolete, mecanismele
implicate sunt multiple, unele dintre ele intelese, altele incomplet elucidate. Ceea ce se stie
cu certitudine este ca expunerea la radiatiile ultraviolete stimuleaza productia naturala de
vitamina D. Prin urmare, efectele benefice exercitate sunt strans legate de acest proces,
tinand cont ca vitamina D are multiple roluri in organism, printre care regleaza metabolismul
calciului, creste imunitatea, stimuleaza proliferarea celulara, mentine tensiunea arteriala in
parametri normali etc. in ceea ce priveste efectele benefice asupra cavitatii orale, acestea
sunt legate de actiunea benefica asupra metabolismului calciului Si de inducerea cathelicidinei
(peptida antimicrobiana) capabila sa lupte impotriva bacteriilor responsabile de producerea
cariilor dentare. In ciuda acestor date cunoscute, incid nu se stie cu exactitate daca
administrarea suplimentara de vitamina D are o contributie semnificativa in combaterea
cariilor dentare prin reducerea riscului de aparitie a acestora.

Concluzii. Studiile dezvaluie o legatura intre radiatiile ultraviolete naturale (UV) si aparitia
proceselor maligne. Celulele orale sunt semnificativ mai sensibile la radiatiile ultraviolete decat
celulele pielii. In acelasi timp, utilizarea radiatiilor ultraviolete in domeniul dentar, atat in scop
diagnostic, cat si in scop terapeutic, este lipsita de efecte adverse semnificative. Activitatea
antimicrobiana in sfera dentara a radiatiilor ultraviolete s-a dovedit a fi pronuntata, mai ales
atunci cand este utilizatd in combinatie cu tratamentele clasice de dezinfectie. Cu toate
acestea, este nevoie de aprofundarea mecanismelor implicate Tn deteriorarea celulelor orale
de catre cele doua tipuri de radiatii ultraviolete de interes clinic, UV tip B si UV tip A, avand in

vedere originea lor (naturala/sintetica), timpul de expunere si doza utilizata.
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