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Introducere

Cancerul este boala secolului XXI care afecteaza vietile a milioane de oameni, ducand
adesea la evenimente fatale. Este o cauza principala de deces la nivel mondial, reprezentand
aproximativ 9,9 milioane de decese in anul 2020. Cele mai frecvente tipuri de cancer la nivel
mondial sunt cancerul pulmonar, de san, colorectal, de prostata si de stomac. Cancerul bucal si
orofaringian sunt tipurile de cancer care afecteaza gura si gatul. Cancerul oral se refera la
cancerul care afecteaza buzele, gingiile, limba si alte tesuturi din interiorul gurii, in timp ce
cancerul orofaringian se refera la cancerul care afecteaza partea din spate a gatului, inclusiv baza

limbii si amigdalele. Cancerul oral si orofaringian sunt relativ mai putin frecvente in comparatie cu



alte tipuri de cancer, dar pot fi grave si pot pune viata in pericol daca nu sunt detectate si tratate

la timp.

Mai multi factori de risc au fost asociati cu un risc crescut de a dezvolta cancer bucal si
orofaringian, inclusiv: consumul de tutun, consumul de alcool (persoanele care fumeaza si beau
alcool impreuna au un risc si mai mare de a dezvolta aceste tipuri de cancer), Virusul papiloma
uman (HPV) infectile (anumite tulpini de HPV au fost legate de un risc crescut de cancer
orofaringian), varsta (riscul de a dezvolta cancer bucal si orofaringian creste odata cu varsta,
majoritatea cazurilor aparand la persoanele cu varsta peste 55 de ani), expunerea la soare
(expunere prelungita la lumina soarelui poate creste riscul de cancer de buze), igiena orala slaba
[1,2].

Tratamentul pentru cancerul bucal si orofaringian depinde de stadiul si localizarea
cancerului, precum si de starea generala de sanatate a pacientului. Optiunile de tratament pot
include interventii chirurgicale, chimioterapie, radioterapie si imunoterapie. Marele dezavantaj al
tratamentelor actuale este lipsa selectivitatii, toxicitatea ridicata si adesea rezistenta sau
ineficienta. Datorita acestui fenomen, este imperativ necesar sa se identifice alternative sigure,

cu un grad ridicat de selectivitate in ceea ce priveste tratamentul anticancer.

Eugenolul (Eug) (4-alil-2)-metoxifenolul este componenta principald a cuisoarelor
(Syzygium aromaticum (L.) (Familia Myrtaceae), o planta importanta in medicina traditionala [3].
O serie de proprietati terapeutice sunt asociate cu Eug, inclusiv proprietati antioxidante,
antiinflamatorii, antimicrobiene, analgezice si antitumorale [4] In ceea ce priveste proprietatile
antitumorale ale eugenolului, s-a demonstrat ca este benefic in mai multe tipuri de cancer, inclusiv
cancerul oral, cancerul pulmonar, cancerul de piele, cancerul de sén, sau cancer colorectal. S-a
demonstrat ca Eug induce apoptoza celulara in celulele canceroase determinadnd o scadere a
potentialului membranei mitocondriale si o crestere a productiei de specii reactive de oxigen [5].
Pana in prezent, insa, mecanismele biologice din spatele efectelor antitumorale ale Eug nu sunt

pe deplin intelese.

Astfel, scopul acestui studiu este de a face lumina asupra profilului de siguranta al materialelor si

compusilor utilizati in procesul de prevenire si tratare a bolilor bucale.

Pentru atingerea scopului, s-au urmarit urmatoarele obiective: i)evaluarea citotoxicitatii in
vitro a Eug pe carcinomul scuamos de limba;ii) caracterizarea in vitro a profilului citotoxic la nivelul
celulelor de osteosarcoma, carcinom faringian si colorectal; iii) evaluarea a doua tipuri de
ceramice la nivelul liniei celulare de cancer faringian Detroit 562 pentru a confirma aplicabilitatea
metodelor in vitro Tn domeniul stomatologic; iv) analiza comparativa a altor compusi naturali in
ceea ce priveste activitatea antitumorala in vitro asupra carcinomului cu celule scuamoase; V)

evaluarea efectelor biologice ale ozonusui utilizat Tn stomatologie, asupra procesului de



remineralizare a smaltului dentar si asupra morfologiei si confluentei celulelor gingivale primare

umane: keratinocite si fibroblaste.
Rezultate

Primul studiu a analizat citotoxicitatea Eug asupra fibroblastelor gingivale umane (HGF)
si a celulelor de carcinom cu celule scuamoase (SCC-4). Astfel, dupa 72 de ore de stimulare cu
5 concentratii diferite de eugenol, 0,1 mM, 0,25 mM, 0,5 mM, 0,75 mM si 1 mM, testul MTT (3-
(4,5 dimetiltiazol2-il)-2,5-difenilte- bromura de trazoliu) s-a efectuat. Figura 1 prezinta o scadere

dependenta de concentratie a viabilitatii in ambele linii celulare.
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Figura 1. Evaluarea in vitro a viabilitatii celulare a eugenolului (0,1 mM, 0,25 mM, 0,5 mM, 0,75 mM si 1 mM) pe HGF
(fibrolaste gingivale umane) (a) si pe SCC-4 (carcinom cu celule scuamoase ale limbii) (b) ). Testul colorimetric MTT a
fost efectuat dupa 72 de ore de tratament. Rezultatele sunt prezentate ca procente de viabilitate (%) normalizate la

martor (celule tratate cu DMSO).

Fibroblastele gingivale umane sanatoase nu au fost afectate semnificativ de concentratia
de 0,1 mM, dar s-a observat o pierdere discreta a viabilitatii dependenta de doza la concentratii
mai mari (0,5 mM, 0,75 mM si 1 mM). Tn linia celulara SCC-4, tratamentul de 72 de ore a produs
o scadere a viabilititi dependentd de concentratie in comparatie cu celulele de control. In
consecinta, viabilitatea celulelor nu a scazut semnificativ la cea mai mica concentratie testata (0,1
mM), viabilitatea fiind de aproximativ 91% in acest caz. n schimb, concentratiile mai mari au dus
la o reducere marcata a viabilitatii celulare, cel mai semnificativ efect observat la 1 mM, unde

viabilitatea celulei a atins aproximativ 19% (Figura 1b).

Folosind microscopia cu fluorescentd, modificarile nucleare si citoscheletice in
fibroblastele gingivale umane si celulele de carcinom scuamos au fost analizate dupa tratamentul
cu 0,5 mM Eug. Celulele HGF netratate nu au prezentat modificari nucleare sau citoscheletice la
microscopie cu fluorescenta, in timp ce in celulele tratate cu Eug, a fost observatd o usoara
condensare nucleara. Celulele SCC-4 tratate cu Eug colorate cu DAPI au prezentat semne de

condensare si fragmentare a cromatinei in interiorul nucleelor. Organizarea fibrelor de actina a



suferit modificari semnificative dupa tratamentul cu concentratia de 0,5 mM de Eug. in celulele
colorate cu rodamina faloidina s-a observat condensarea fibrelor de actina, in special la periferie
si rotunjire celulara. Evaluarea morfologica a fost efectuatd in comparatie cu celulele martor unde
nu s-au observat modificari semnificative (Figura 2). In celulele de carcinom scuamos al limbii,
doza subtoxica de Eug, 0,5 mM, a crescut semnificativ expresia ARNm pentru markerii pro-
apoptotici - Bax si Bad, cea mai semnificativa crestere a fost inregistrata pentru expresia Bax. in
plus, Eug nu a avut niciun efect semnificativ asupra expresiei Bcl-2, o gena anti-apoptotica (Figura
3).
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Figura 2. Celule SCC-4 vizualizate prin microscopie cu Figura 3. Expresia relativa a modificarii pliului ARNm
fluorescenta, dupa tratament cu Eug 0,5 mM. Impactul a markerilor proapoptotic (Bax si Bad) si anti-
Eug la nivelul: nucleelor—colorarea DAPI (albastru) si apoptotic (Bcl-2) in fibroblastul gingival uman (HGF)
fibrelor F-actina—rodamina faloidina (rosu). (a) si in celulele carcinomului scuamos al limbii
(SCC-4) (b) 72 ore dupa expunerea la Eug 0,5 mM.

Urmatorul capitol sa axat pe evaluarea in vitro si in ovo a Eug pe osteosarcona, cancerul
orofaringian si de colon, pentru a confirma aplicabilitatea testelor in vitro in domeniul stomatologic.
Astfel, pentru a investiga potentialul activitatii antitumorale in vitro a Eug pe liniile celulare SAOS-
2 si Detroit 562, a fost efectuat un test MTT la sfarsitul tratamentului de 72 de ore. Conform
rezultatelor (Figura 4), Eug a exercitat o citotoxicitate dependentd de concentratie impotriva

ambelor tipuri de celule canceroase.
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Figura 4. Evaluarea in vitro a viabilitatii celulelor Eug (0,1, 0,25, 0,5, 0,75 si 1 mM) in: (A) SAOS-2 (celule de osteosarcom

uman) si (B) Detroit-562 (celule de carcinom scuamos de orofaringe).

Pentru a evalua mecanismul potential de moarte celulara legat de citotoxicitatea Eug pe
celulele canceroase SAOS-2 si Detroit-562, a fost efectuata colorarea DAPI pentru a evidentia
modificarile morfologice care apar la nivel nuclear la 72 de ore post-tratament. Comparativ,
nucleele celulelor SAOS-2 si Detroit-562 expuse la Eug (0,5 si 1 mM) au prezentat un aspect
asemanator apoptotic, fiind fragmentate si condensate masiv. In consecinta, a fost determinata o
crestere semnificativa a indicelui apoptotic (la 25% pentru celulele SAOS-2 si 30% pentru celulele
Detroit-562) in comparatie cu controlul (Figura 5 si 6).
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Figura 5. (A) Nuclei SAOS-2 colorati cu DAPI dupa 72 de ore de tratament cu Eug (0,5 si 1 mM). Sagetile galbene indica
semne de apoptoza. Barele de scara reprezinta 100 um. (B) Determinarea indicelui apoptotic (Al) in celulele SAOS-2
colorate cu DAPI dupé un tratament de 72 de ore cu 0,5 mM Eug. (C) Analize ImageJ ale morfologiei nucleare. (D) in

comparatie cu celulele de control, stimularea Eug (0,5 si 1 mM) a condus la o scéadere a ariei si circumferintei nucleelor
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Figura 6. (A) Nuclei Detroit-562 colorati cu DAPI dupa 72 de ore de tratament cu Eug (0,5 i 1 mM). Sagetile galbene

indica semne de apoptoza. Barele de scara reprezinta 100 um. (B) Determinarea indicelui apoptotic (Al) in celulele

Detroit-562 colorate cu DAPI dupa un tratament de 72 de ore cu 0,5 mM Eug. (C) Analize ImageJ ale morfologiei

nucleare. (D) in comparatie cu celulele de control, stimularea Eug (0,5 si 1 mM) a condus la o scadere a ariei si

circumferintei nucleelor

Capacitatea Eug 0,5 mM de a induce apoptoza in celulele canceroase SAOS-2 si Detroit-

562 a fost de asemenea evaluata prin aplicarea unei metode cinetice pe baza de anexina. Dupa

cum este prezentat in Figura 7, tratamentul cu Eug 0,5 mM a indus o crestere dependenta de

timp a semnalului de luminescentd, care a precedat cresterea semnalului de fluorescenta

(indicand pierderea integritatii membranei din cauza necrozei secundare), aratand astfel un

raspuns apoptotic la ambii tratati. linii celulare dupa tratament. in plus, Eug a provocat liz&

vasculara si coagulare la nivel vascular, dar numai intr-o masura limitata (Figura 8).
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Figura 7. Celulele Saos-2 (A) si Detroit-562 (B) au fost tratate cu
Eug 0,5 mM si reactivul RealTime-Glo™ Annexin V

Apoptosis/Necrosis Assay.

Figura 8. Analiza potentialului iritant al
eugenolului la o concentratie de 1 mM prin
metoda HET-CAM.

Un aspect important este faptul ca produsele folosite Tn stomatologie, in cantitati mai mici

sau mai mari, pot ajunge in tractul gastro-intestinal, astfel in studiul urmator, Eug a fost testat pe

celulele canceroase colorectale HCT-116.Pe aceasta linie celulara, Eug a scazut procentul de

celule viabile Tn functie de concentratia testata. Prin urmare, la concentratia cea mai scazuta (0,1




mM), a fost observata o scadere semnificativa a viabilitatii celulare de aproximativ 88%. Cel mai
semnificativ efect a fost observat la o concentratie de 1 mM, cand procentul de celule viabile a

scazut la aproximativ 34% (Figura 9A).

Pe de alta parte, apoptoza celulara se caracterizeaza printr-o serie de modificari
morfologice precum contractia celulara, aparitia corpurilor apoptotice, rotunjirea celulelor. Toate
aceste modificari au fost observate si in studiul de fata, indicand faptul ca Eug poate induce efect
asemanator apoptotic. Efectul Eug 0,5 mM asupra structurii nucleelor si filamentelor de acting ale
celulelor HCT-116 a fost examinat pentru a obtine o intelegere mai detaliata a tintelor potentiale

si a mecanismelor biologice (Figura 9B).
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Figure 9. A) Evaluarea in vitro a efectelor citotoxice ale Eug (0,1, 0,25, 0,5, 0,75 si 1 mM) la nivelul carcinomului
colorectal uman — HCT-116 dupa 72 de ore de tratament. B) Impactul Eug 0,5 mM in celulele HCT-116 asupra:-colorarea
nucleilor DAPI (albastru) si fibrelor F-actina-Phaloidin (rosu). Imaginile au fost realizate folosind obiectiv 20x la o bara

de scara de 50 ym.

La o concentratie de 0,5 mM de Eug a indus condensarea cromatinei si o reducere a
dimensiunii nucleelor in celulele de carcinom colorectal. In plus, au fost observate corpuri
apoptotice. Pe langa aceasta, Eug a determinat o serie de modificari care apar la nivelul

filamentelor de actina, precum condensarea si reorganizarea lor in inele periferice.

In partea a doua a aceluiasi capitol a fost analizat profilul de siguranta al materialelor
dentare pentru a confirma aplicabilitatea protocoalelor in vitro. Materialele ceramice s-au dovedit
a fi eficiente Tn reconstructia osoaséa datoritéd biocompatibilitatii, disponibilitatii si asemanarii lor
stranse cu componentele osoase anorganice [6]. Pana in prezent, exista putine dovezi ale unei
legaturi intre implanturile dentare si carcinoamele orale [7]. Astfel, studiul de fata a fost conceput
pentru a evalua doua tipuri de ceramica, obtinute din Ceramco iC Natural DentineDentsply Sirona
(P1) si Ceramco iC Natural Enamel, Dentsply Sirona (P2), respectiv la nivelul liniei celulare de
cancer faringian Detroit 562. Dupa 72 de ore de stimulare cu cinci concentratii (5, 10, 25, 50 si
75 pg/mL), efectul probelor ceramice (P1 si P2) suspendate in saliva artificiala la trei valori ale

pH-ului (acid, neutru si bazic) pe celulele canceroase faringiene a fost determinat (Figura 10).
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Figura 10. Evaluarea in vitro a efectului P1 (stdnga)/P2 (dreapta) (5, 10, 25, 50 si 75 pug/mL) suspendate in saliva
artificiald cu pH acid (pH = 3), pH neutru ( pH = 7) si pH bazic (pH = 10) la nivelul liniei celulare Detroit-562 dupa 72 de
ore de tratament.

Pentru a evalua influenta celor doua probe ceramice asupra migrarii celulelor canceroase
faringiene, s-a aplicat metoda de vindecare a ranilor, in care doua concentratii (5 si 75 pg/mL) au
fost suspendate in trei tipuri de saliva cu valori ale pH-ului variate pentru analiza. Dintre
concentratiile testate, 75 pg/mL la pH 7 a aratat cea mai puternica inhibare a migratiei celulare.

P2 ainhibat de asemenea migratia, dar aceasta inhibare a fost mai putin pronuntata in comparatie
cu P1 (Figura 11).
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Figure 11. Rata de inchidere a ranii in cazul celulelor Detroit-562 dupa tratamentul cu P1 (stanga)si P2 (dreapta) (5 si 75
Mg/mL) in saliva artificiala cu trei tipuri de pH (acid, neutru si bazic). Graficele cu bare sunt prezentate ca procent de

inchidere a plagii dupa 24 de ore in comparatie cu suprafata initiala.

Urmatorul studiu a evidentiat impactul extractului hidroalcoolic de Viscum album (VAex),
despre care se stie ca este eficient asupra cancerului oral, asupra a doua linii celulare canceroase
de piele: carcinomul epidermoid cutanat — A431, un cancer scuamos, precum Si asupra unui

melanom murin— B164A5 si, de asemenea, pe o linie celulara de keratinocite umane sanatoase.



In ceea ce priveste efectul VAex, cel mai semnificativ efect a fost observat asupra A431,
unde s-a vazut o scadere a viabilitatii celulare de la 50 pg/mL (aproximativ 83%). Si in acest caz,
concentratia cea mai citotoxicad a fost de 1000 pg/mL, unde valoarea viabilitatii a fost de
aproximativ 39% (Figura 9). In plus, VAex manifesta un efect puternic asupra nucleilor celulelor

de carcinom cutanat scuamos (Figura 12).
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Figura 12. A) Evaluarea in vitro a efectului VAex (50, 100, 250, 500 si 1000 pg/mL) asupra viabilitatii celulelor de
carcinom epidermoid cutanat (A431) dupa 24 de ore de tratament. B) Carcinom cu celule scuamoase ale pielii — nuclei
A431 colorati cu Hoechst 33342 dupa un tratament de 24 de ore cu VAex (50 si 1000 pg/mL). Staurosporina (5 M) a fost

utilizata ca control pozitiv pentru modificérile apoptotice la nivel nuclear. Sagetile portocalii indica semne de apoptoza.

Ultimul studiu (pornind de la premisa ca ozonoterapia bio-oxidativa reduce numarul de
bacterii), isi propune sa evalueze impactul ozonoterapiei gazoase asupra morfologiei si

confluentei celulelor gingivale umane primare: keratinocite (PGK) si fibroblaste (HGF).

O singura expunere la ozon timp de 20 de secunde a indus modificari semnificative n
morfologia si confluenta fibroblastelor atat la 24, cét si la 48 de ore post-expunere (Figura 12),
care au fost dupa cum urmeaza: confluenta a fost foarte scazuta la 24 de ore dupa expunere, iar
celulele, desi inca aderente la placa, prezentau o forma diferitd (erau mult mai alungite si aveau
un fel de vezicule la suprafata; la 48 de ore dupa expunerea la ozon, fibroblastele au inceput sa-
si recapete morfologia initiala, asemanatoare cu cea prezentata). S-a observat si o crestere a
confluentei faté de cele de la expunerea de 24 h, dar a fost totusi mai mica decéat cea a celulelor
de control. Nu s-au observat modificari semnificative in morfologia si confluenta celulelor in cazul
keratinocitelor gingivale la acest interval. Dupa cum se poate observa in figura 13, expunerea la
ozon pentru perioade mai lungi — 40 si 60 s — a dus la o scadere a confluentei keratinocitelor si
chiar la prezenta celulelor plutitoare Tn mediul de cultura. Unele modificari ale morfologiei similare

celor observate n fibroblaste au fost identificate, dar nu au fost la fel de intense.
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Figura 16. Aspectul microscopic al fibroblastelor gingivale primare—HGF in cultura la 24/48 ore dupa expunerea la ozon

gazos timp de 20 s. Pozele au fost realizate cu lentile de 4x si 10x.
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Figura 17. Aspectul microscopic al keratinocitelor gingivale primare—PGK la 24 de ore dupa expunerea la

ozon gazos timp de 40 si 60 s. Pozele au fost realizate cu lentile de 4x si 20x.

Concluzii

Primul studiu s-a concentrat pe evaluarea efectului citotoxic in vitro al Eug, asupra
celulelor de carcinom bucal scuamos, precum si la nivelul fibroblastelor gingivale umane.
Conform rezultatelor, Eug inhiba celulele de carcinom scuamos al limbii Tntr-o maniera
dependentd de doza. In plus, efectul citotoxic a fost asociat cu aparitia unor modificari
asemanatoare apoptotice in morfologia celulei, precum si in nucleele si structurile citoscheletului.
in plus, tratamentul cu Eug al celulelor SCC-4 a dus la o crestere a expresiei markerilor pro-

apoptotici - Bax si Bad.

in a doua cercetare, potentialul citotoxic al Eug a fost evaluat si analizat cu privire la
celulele de carcinom colorectal. Ca rezultat al studiilor, Eug inhiba proliferarea celulelor de
carcinom colorectal intr-o maniera dependenta de doza. Au fost observate si o serie de modificari
morfologice ca urmare a efectului citotoxic - rotunjirea celulelor, condensarea nucleelor si
reorganizarea filamentelor de actina. Cand protocoalele in vitro au fost aplicate pe ceramice,
rezultatele au aratat ca cele doua materiale ceramice testate (P1 si P2) nu au prezentat efecte
pro-tumorale evidente asupra liniei de celule canceroase faringiene Detroit-562.

Tn cel de-al treilea studiu, sa constatat ca VAex este citotoxic pentru celulele melanomului

pigmentate si nepigmentate intr-o maniera dependentd de doza. Ca urmare, 24 de ore de



stimulare au condus la o scadere a confluentei celulare, in timp ce, in acelasi timp, s-au observat
modificari morfologice in nucleul celulelor, sugerand un efect asemanator apoptotic. O constatare
demna de remarcat a studiului a fost ca VAex este mai citotoxic pentru celulele nepigmentate
(A431) decat pentru celulele pigmentate (B164A5), evidentiind selectivitatea in celulele

scuamoase.

In ultimul studiu, ozonoterapia biologica, care poate fi folositd ca m&surd comun& pentru
prevenirea cariilor dentare, pentru a scoate dintele din zona de risc, pentru a reduce placa
bacteriana din carii si fisuri si pentru a crea premisele remineralizarii smaltului, a fost testata.
Modul de aplicare a utilizarii ozonului este usor si non-invaziv, fara contraindicatii majore si a fost
acceptat de toti pacientii inclusi in studiu. In urma ozonoterapia bio-oxidativa s-a constatat o
imbunatatire a calitatii smaltului cu modificari semnificative ale valorilor de demineralizare a
tesutului dentar, de la valori initiale echivalente de demineralizare a smaltului la valori care
corespundeau cu cele ale smaltului integral, fara riscul unui proces carios. in plus, prezentul
studiu a aratat ca expunerea la 20, 40 si 60 s de ozon a determinat un raspuns dependent de
tipul celular, dupa cum urmeaza: keratinocitele gingivale (care formeaza stratul exterior al gingiei)
au fost afectate (modificari ale morfologiei celulelor si o confluenta redusa) de catre ozon dupa
doar 60 s de expunere, in timp ce in cazul fibroblastelor gingivale, modificarile morfologice au
fost observate la cel mai scurt interval de expunere— 20 s. Aceste date evidentiaza o
susceptibilitate crescuta a fibroblastelor gingivale la toxicitatea ozonului gazos in comparatie cu
keratinocite si ar putea fi folosite ca fundal pentru studii ulterioare privind efectele nocive ale

ozonului.

Studiile experimentale efectuate reflecta contributii originale care completeaza in principal
datele existente privind profilul terapeutic al compusilor naturali cu importanta semnificativa in
stomatologie si largeste spectrul de siguranta atat al compusilor naturali, cat si al celor clasici

utilizati in stomatologie.

Pe viitor, propunem integrarea compusilor naturali in formule inovatoare (nanostructuri)
pentru cresterea potentialului lor terapeutic si includerea ulterioara a acestora n formulari finite,

cu uz stomatologic.
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