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Introducere

Sarcina este o perioada speciala in viata femeii, care implica modificari fiziologice,
psihologice si uneori patologice continue. Aceste modificari duc adesea la aparitia durerii, durerile
musculo-scheletice fiind cele mai frecvente. Pentru a calma durerile femeilor insarcinate, n
functie de stadiul sarcinii, pot fi utilizate medicamente precum anestezice, analgezice si
antiinflamatoare. Cu toate acestea, este esential sa se evalueze cu atentie raportul risc-beneficiu.
Prin urmare, se recomanda ca femeile Tnsarcinate sa utilizeze medicamente sigure pentru a trata

durerile musculo-scheletice si sa ia in considerare fizioterapia ca alternativa, daca este posibil.

In plus, in timpul sarcinii, in corpul unei femei apar mai multe modificari care afecteaza
sistemul de coagulare. Tn timp ce sarcina implica o stare de tendinta crescutad de coagulare a
sangelui pentru a preveni sangerarea excesiva in timpul nasterii, poate, de asemenea,
predispune unele femei la anumite tipuri de coagulopatii. Heparinele (HEP) sunt considerate
medicamente de electie in acest caz, care sunt capabile sa interfereze cu procesele naturale de

coagulare a sangelui.

Cancerul in timpul sarcinii este un alt subiect de interes, desi nu are o frecventa atat de
mare, efectele acestor afectiuni pot fi mult mai agresive, atat pentru mama, céat si pentru fat.
Medicatia joaca un rol crucial in acest caz, dar in timpul sarcinii, utilizarea medicamentelor, in
special chimioterapia si alte tratamente sistemice, necesita o atentie crescuta din cauza riscurilor
potentiale pentru fatul in curs de dezvoltare. Astfel, scopul este de a echilibra nevoile de sanatate
ale mamei cu bunastarea bebelusului in curs de dezvoltare, asigurand cel mai sigur rezultat
posibil pentru ambii. Deciziile de tratament implica o abordare multidisciplinara, inclusiv oncologi,
obstetricieni si alti specialisti. Sunt luati in considerare factori precum tipul de cancer, stadiul,
varsta gestationald si sanatatea mamei. Tratamentul poate include interventii chirurgicale,
chimioterapie, radioterapie (evitate in anumite trimestre) sau o combinatie, cu ajustari facute

pentru a minimiza daunele aduse fatului. Principala preocupare Tn timpul tratamentului cancerului



in timpul sarcinii este impactul potential asupra dezvoltarii fetale. Chimioterapia, de exemplu,
poate afecta celulele fetale care se divid rapid si poate duce la probleme de dezvoltare sau
complicatii ale sarcinii.

Reiesind din cele de mai sus, scopul prezentei teze este de a analiza starea de siguranta
a utilizarii si de a investiga profilul toxicologic al diferitelor medicamente larg acceptate in randul
femeilor insarcinate, din punct de vedere terapeutic in nisa bolilor canceroase. Pentru atingerea
acestui obiectiv s-au urmarit urmatoarele obiective:

- analiza profilului de sigurantad al heparinei in timpul/dupa consum in cazul gravidelor
internate la Spitalul Clinic de Urgenta ,Pius Brinzeu” din Timisoara, Clinica de Obstetrica
Ginecologie I, in perioada 01.01.2022 — 31.12.2022

- testarea heparinelor din punctul de vedere al capacitatii lor de a interfera cu activitatea
liniei celulare de carcinom colorectal HCT 116;

-testarea lidocainei pe linia celulara de keratinocite umane imortalizate HaCaT si pe linia
celulara de melanom A-375 pentru a identifica posibilele modificari induse asupra morfologiei
celulare, morfologiei nucleare sau viabilitatii celulare.

Pentru a indeplini aceste cerinte, teza a fost impartita in 2 parti, fiecare dintre ele in 3
capitole. Partea generala in prima faza a abordat modificarile fiziologice si patologice din timpul
sarcinii, apoi s-a concentrat pe tema bolilor tumorale in cazul gravidelor si ulterior pe posibilitatile
terapeutice de care dispune aceasta nisa de subiecti.

In partea speciala au fost analizate in primul rand rata consumului si profilul de sigurant&
al heparinei in cazul gravidelor internate in anul 2022 la Spitalul Clinic de Urgenta ,Pius Brinzeu”
din Timisoara, Clinica de Obstetrica Ginecologie |. Capitolul al cincilea a fost axat pe testarea
heparinelor pe linia celulara de carcinom colorectal uman, HCT-116. Ultimul capitol se adreseaza
capacitatii lidocainei, unul dintre anestezicele considerate sigure pentru a fi utilizate in timpul
sarcinii, asupra cancerului de melanom (linia celulara A-375).

Rezultate

Primul studiu a urmarit sa identifice cauzele si efectul administrarii HEP si a derivatilor sai
in cazul femeilor insarcinate. Au fost analizate 92 de fise de externare. 51,1% dintre subiecti
(n=47) aveau varsta cuprinsa intre 21 si 30 de ani, 34,78% (n=32) aveau varsta cuprinsa intre 31
si 40 de ani, 10,86% (n=10) sub 20 de ani si 9,38 (n=3) peste 41 de ani ani (Figura 1). Distributia
urban/rural a fost aproximativ egala (Figura 2), cu un procent nesemnificativ crescut in cazul

pacientilor din mediul rural.
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Figura 1. Distributia pe vérsté a subiectilor.
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Figura 2. Distributia subiectilor pe mediu rural/urban.
Date clinice

Toti subiectii analizati reprezinta femei gravide, 15 cu o sarcina mai mica de 36 de
saptamani (16,30%), 2 sarcini extrauterine si 2 avorturi spontane, iar restul pacientelor cu sarcini
intre 37 si 41 de saptamani. 44,57% au primit tratament anticoagulant cu heparina cu greutate
moleculara mica (LMWHep) (Tabelul 1). Motivele abordarii acestei terapii sunt precizate in
Tabelul 2, cea mai frecventa fiind ingrijirea acordatda mamei pentru cicatricea uterina din cauza
unei interventii chirurgicale anterioare (41,5%). 34. 78% (n=32) au nascut natural si 46,74% prin

cezariand. Au fost Tnregistrate 8 cazuri de deces de nou-nascuti fara relatie cauzala intre



administrarea LMWHep si datele inregistrate. Cu toate acestea, majoritatea nou-nascutilor au

prezentat un indice Apgar foarte bun (70,65%).

Tabelul 1. Caracteristicile subiectilor in functie de fisa de externare

Diagnostic Tratament Tipul de Apgarindex  Avortati/morti

LMWHep nastere

Sarcini < Sarcini > N C 0-7 8-10
36 36

saptamani  saptdmani

Patienti (n) 15 73 41 32 43 17 65.00 8
Patienti (% din 16.30 79.35 4457 3478 46.74 1848 70.65 16.30
total)

N-nastere naturald, C-nastere prin cezariang

Tabelul 2. Rezultate de diagnostic si de laborator conform biletului de externare

PATIENTI PATIENTI (% OF

(N) TOTAL)

DIAGNOSTIC DE Ingrijirea acordatid mamei pentru 17 41.46
EXTERNARE cicatricea uterina din cauza unei
interventii chirurgicale anterioare

Inducerea medicalé a 6 14.63
insuficientei travaliului

Nastere prin interventie 2 4.88
cezariana

Alte diagnostice* 15 36.59

VALORILE Sub 12 g/dL 3 7.32

HEMOGLOBINEI
Peste 16 g/dL 32 78.05
Sub 35 % 13 31.71




VALORILE Peste 46% 0 0.00
HEMATOCRITULUI

VALORILE COAGULARII/ Sub 200 mg/dL 0 0.00

FIBRINOGENULUI Peste 400 mg/dL 41 100.00

Alte diagnostice* includ: sarcina tubard (n=1), ingrijirea acordatd mamei pentru cresterea insuficienta a
fatului (n=1), detasarea prematura a placentei (n=1), hemoragie severa sau intarziatd dupa avort ectopic
si sarcina molara (n=1), ruptura prematura a membranelor, cu debutul travaliului in 24 h (n=1), ingrijire
acordata mamei pentru o disproportie datorata unui fat anormal de mare (n=1), ingrijire acordate mamei
pentru o prezentare pelviana (n=1), ingrijire materna pentru leziuni fetale rezultate dintr-o boala virala (n=1),
travaliu si nastere complicate de suferin{a fetald nespecificatd (n=1), ingrijire acordatd mamei pentru
moartea intrauterind a fatului (n=1), hipertensiune arteriald gestationalé faré proteinurie specifica (n=1),
lauzie fiziologica (n=1), telangiectazie hemoragica ereditard (n=1), ingrijire materna pentru semne de

hipoxie fetald (n=1), si retinerea partiald a placentei si a membranelor, fard& hemoragie (n=1).

Urmatorul studiu a evaluat capacitatea HEP si fraxiparinei, ca reprezentative pentru LMWHep
(FRAX) de a interfera cu viabilitatea celulara a celulelor de carcinom colorectal uman (linia
celulara HCT 116). Astfel, celulele au fost tratate cu 4 concentratii din fiecare substanta (10, 25,
50 si 100 Ul), timp de 72 de ore, apoi testul MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-bromura
difeniltetrazolium) a fost aplicat. Rezultatele obtinute aratd un efect usor stimulat pana la
concentratia de 50 Ul (pana la 120%) in cazul HEP, si un efect inhibitor usor la 100 Ul (90%). Tn
ceea ce priveste FRAX, s-au obtinut rezultate similare, totusi cu o tendintd de liniaritate mai
observabila. Astfel, la toate concentratiile testate, viabilitatea a fost aproximativ ca cea observata

n cazul celulelor martor netratate (aproximativ 100%) (Figura 3).
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Figura 3. Evaluarea celulelor HCT 116 in vitro dupa 72 de ore de incubare cu HEP si FRAX (10, 25, 50 si 100 Ul) prin
efectuarea testului MTT. Datele sunt prezentate ca % de viabilitate normalizat la celulele netratate (exprimate ca valori
medii £ SD a trei experimente independente). Analiza ANOVA unidirectionala si post-testul Dunett pentru comparatii

multiple au fost efectuate pentru a identifica diferentele statistice dintre datele obtinute (* p < 0,1).

Pentru a evalua impactul HEP si FRAX asupra proprietatilor migratoare ale celulelor de
carcinom colorectal, a fost aplicat un test de vindecare a ranilor. Celulele HCT 116 au fost tratate
cu cea mai mare concentratie (100 Ul) din fiecare substantd (Figura 4). Rezultatele au fost
dependente de HEP testat, cel mai puternic efect fiind observat in cazul HEP 100, cu rate de
vindecare a ranilor de 2,6%, semnificativ mai puternice decét in cazul controlului, unde rata de
vindecare a ranilor a fost de 85,9% . In ceea ce priveste LMWHep, acestea au manifestat si o

buna proprietate inhibitorie a migratiei celulare, cu o rata de vindecare a ranilor de 14,52%.
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Figure 4. A) Imagini care ilustreaza capacitatea de migrare a celulelor HCT 116 dupa tratamentul cu HEP 100Ul
si FRAX 100Ul timp de 24 de ore. Barele de scara reprezinta 50 um. B) Reprezentare grafica a potentialului migrator al
celulelor HCT 116 dupa tratamentul cu HEP 100Ul si FRAX 100UL. Graficele cu bare sunt expuse ca % din inchiderea
plagii dupa 24 de ore in comparatie cu distanta initiala la t0. Rezultatele sunt exprimate ca medii  SD a 3 experimente
independente. Analiza ANOVA unidirectionala si post-testul Dunett pentru comparatii multiple au fost aplicate pentru a

urmari diferentele statistice dintre rezultatele obtinute (**** p <0,0001).

Ultimul pas al studiului in vitro a fost analiza morfologiei nucleare, pentru a identifica daca
moartea celulara a avut loc prin necroza sau apoptoza. Pentru acest experiment, au fost testate
doua concentratii: 10 si 100 Ul din fiecare tip de HEP. Reactivul Hoechst a fost utilizat pentru a
contracolora nucleele celulare, iar celulele tratate au fost comparate cu celulele nestimulate (de
control). In cazul celei mai scazute concentratii nu s-au observat modificari semnificative, nucleele
prezintd o form& rotunda si regulata, fara semne de fragmentare. In schimb, in cazul celei mai
mari concentratii, s-au observat semne de apoptoza. HEP 100 a indus suflarea membranei,
condensarea nucleara si fragmentarea (evidentiate cu sagetile galbene din Figura 5). FRAX 100

a indus, de asemenea, condensarea cromatinei si fragmentarea nucleelor (Figura 5).
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Figura 5. Imagini ale nucleelor celulare HCT 116 contracolorate cu reactiv Hoechst 33342 dupa 72 de ore de
tratament cu HEP si FRAX 10 si 100Ul Sagetile galbene atribuie nuclee cu semne apoptotice. Barele de scara reprezinta
100 pm.

Ultimul studiu a urmarit profilul citotoxic al lidocainei (LID) pe celulele melanomului cutanat
A-375. Deoarece LID este de obicei folosit ca anestezic local, pentru a testa substanta pe celulele
melanomului, a fost testat preliminar pe keratinocite umane imortalizate. In urma metodei MTT,
s-a observat ca la toate concentratiile (0,025%, 0,05%, 0,125% si 0,2%), cu exceptia celei mai
mari (0,25%), viabilitatea s-a mentinut peste 90% (Figura 6). La 0,25%, procentul de celule viabile

a fost redus semnificativ la 13,5%, evidentiind potentialul citotoxic al LID la aceasta concentratie.

HaCarT - keratinocytes -at 24 h

150
s
E *
28 1004 [ s
8E s0-
=]
c
§ whkkk
0- T T
Y a2 O P
O FF WS P
o N Vo9
PP VP O

Concentration (%)

Figura 6. Evaluarea in vitro a efectului pe care LID (0,025, 0,05, 0,125, 0,2 si 0,25 %) il exercita asupra viabilitatii celulelor

HaCaT dupa 24 de ore de tratament prin aplicarea testului MTT. Datele sunt prezentate ca procente de viabilitate (%)



normalizate la control ( celule netratate) si exprimat ca medie £ SD a trei experimente independente efectuate in trei
exemplare. Diferentele statistice dintre grupurile de control si cele tratate cu LID au fost identificate prin aplicarea
analizei ANOVA unidirectionale urmatéa de comparatiile multiple ale Dunett post-test (* p < 0,1, *** p <0,001; *** p <
0,0001).

La analizarea viabilitatii celulelor melanomului A-375 in urma tratamentului de 24 de ore (Figura
7), s-a observat ca la 0,025%, 0,05% si 0,125% LID nu a exercitat efect citotoxic, viabilitatea
mentinandu-se peste 95%. S-a obtinut insa o scadere semnificativa a viabilitatii la concentratii
mai mari (0,2% si 0,25%), cand procentul de celule viabile a fost redus la 24,33% si, respectiv,
20,90%.

A375 - human malignant melanoma cells - at 24 h
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Figura 7. Evaluarea in vitro a efectului pe care LID (0,025, 0,05, 0,125, 0,2 si 0,25 %) il exercita asupra viabilitatii celulelor
A-375 dupa 24 de ore de tratament prin aplicarea testului MTT. Datele sunt prezentate ca procente de viabilitate (%)
normalizate la martor (celule netratate) si exprimat ca medie £ SD a trei experimente independente efectuate in trei
exemplare. Diferentele statistice dintre grupurile de control si cele tratate cu LID au fost identificate prin aplicarea

analizei ANOVA unidirectionala urmaté de comparatiile multiple ale Dunett dupa testul (*** p < 0,0001).

Ultimul pas in studiul de fata a fost evaluarea mecanismelor potentiale de moarte celulara care
stau la baza efectului citotoxic al LID prin examinarea morfologiei nucleelor celulelor HaCaT si
A375 care au fost colorate folosind colorantul Hoechst 33342. Dupa cum se observa in Figura 8,
tratamentul de 24 de ore al celulelor HaCaT cu LID la concentratii de pana la 0,2% nu a indus
nicio modificare a aspectului nuclear, forma acestora ramanand similara martorului - regulata si

rotunda, fara semne de fragmentare sau condensare.
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Figura 8. Imagini ale nucleelor celulare colorate folosind reactiv Hoechst 33342 in celule HaCaT dupa
tratamentul de 24 de ore cu LID 0,025, 0,05, 0,125 si 0,2%. Barele de scara reprezinta 100 ym.

Cu toate acestea, in urma tratamentului de 24 de ore cu LID pe celulele melanomului (A-
375), s-au observat cateva modificari ale aspectului nucleilor celulari doar la cea mai mare
concentratie evaluata - 0,2% (Figura 9). LID a indus fragmentarea nucleara, condensarea

cromatinei si blebbing membrana, modificari indicate de sagetile albe.
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Figura 9. Imagini ale nucleelor celulare colorate folosind reactiv Hoechst 33342 in celule A-375 dupa tratamentul de 24
de ore cu LID 0,025, 0,05, 0,125 si 0,2%. Ségetile indica nucleele care exprima caracteristici apoptotice. Barele de scara

reprezinta 100 um.
Concluzii

In primul studiu, HEP si LMWHep au fost analizate din punct de vedere al sigurantei in
cazul administrarii la gravide. Aceste medicamente sunt frecvent utilizate pentru aceasta
categorie de pacienti, din cauza scaderii fiziologice a sistemului hemostatic intr-o stare de
hipercoagulare, prezentand un potential ridicat de a dezvolta probleme de coagulare, care trebuie
gestionate. n studiul retrospectiv au fost investigate 92 de bilete de externare ale gravidelor
internate la spitalul ,Pius Brinzeu” din Timisoara. Rezultatele analizei au evidentiat faptul ca
aproape jumatate dintre paciente au fost tratate cu medicamente anticoagulante, iar cea mai
frecventa cauza de administrare a fost ingrijirea acordata mamei pentru cicatricea uterina din
cauza unei interventii chirurgicale anterioare, fara efecte secundare, si cu un indice Apgar bun
observat la nou-nascuti.

in al doilea studiu, heparina si derivatii sai au fost testati pe linia celulard HCT-116. S-a
ales o linie celulara de carcinom colorectal datorita faptului ca aceasta forma de malignitate
prezintd interes mai ales in cazul femeilor Tnsarcinate datorita simptomelor care pot fi usor
confundate cu simptomele fiziologice Tntalnite in timpul sarcinii, a complexitatii diagnosticului si
identificarii solutiilor de tratament atat pentru mama, cat si pentru fat. Astfel, s-a observat ca HEP
si LMWHep au manifestat un efect anti-migrator semnificativ si un bun potential pro-apoptotic,
sugerand posibila utilizare potentiala in cazul cancerului colorectal, mai ales in segmentul de
gravide, pentru care medicatia actuala este limitata.

Scopul ultimului studiu in vitro a fost acela de a caracteriza profilul citotoxic al lidocainei
asupra pielii sanatoase si celulelor canceroase, ca baza pentru investigatii ulterioare privind
potentiala eficientd a acestuia pentru managementul melanomului cutanat in cazul pacientilor cu
restrictii stricte la tratamentul clasic, cum ar fi cazul femeii insarcinate. Constatarile primare ale
studiului demonstreaza siguranta anestezicului asupra keratinocitelor pielii (HaCaT) la
concentratii de pana la 0,2% atunci cand este aplicat timp de 24 de ore. Valorile viabilitatii celulare
au fost in mod constant peste 90% si nu au existat modificari morfologice observabile sau

caracteristici nucleare asemanatoare apoptozei. Cu toate acestea, la concentratia de 0,2%, LID



a prezentat o citotoxicitate crescuta impotriva celulelor A-375. Acest lucru a fost evident printr-o
reducere semnificativa a viabilitatii celulare, modificari ale formei si confluentei celulelor si
prezenta caracteristicilor nucleare specifice apoptozei. Aceste constatari ofera o baza pentru
cercetari ulterioare pentru a investiga mecanismul specific de actiune responsabil pentru efectul
anti-melanom al LID. n plus, deschide posibilitati de reutilizare a LID in practica clinica pentru
terapia cancerului de piele.

In concluzie, rezultatele obtinute evidentiaza faptul c& medicamentele considerate sigure
in timpul sarcinii si utilizate pentru diferite afectiuni actuale, pot prezenta efecte importante asupra
altor probleme de sanatate, mai putin frecvente, dar cu impact impunator, precum bolile
canceroase, pentru care schemele de tratament in cazul femeilor insarcinate nu sunt destul de
stralucitoare. Sunt necesare investigatii suplimentare pentru a consolida constatarile si pentru a

identifica mecanismele exacte de actiune.



