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INTRODUCERE

In ultimii ani, cercetirile in domeniul oncologiei s-au concentrat asupra dezvoltarii unor
terapii mai eficient si mai bine tolerate pentru tratarea tumorilor solide. Tumorile stromale
gastrointestinale (GIST) reprezintd un exemplu relevant de neoplazii cu un comportament
biologic complex, caracterizate printr-o sensibilitate initiala la terapiile tintite, urmatd adesea de
dezvoltarea rezistentei secundare. Desi tratamentele actuale, precum inhibitorii de tirozin-kinaza
(TKI), au imbunatatit semnificativ prognosticul pacientilor cu GIST, in special al celor
inoperabili sau metastatici, supravietuirea pe termen lung ramane variabild, iar rezistenta la
tratament este o provocare majora.

Aceastda cercetare a fost initiatd pe baza analizei unui caz clinic particular, al unei
paciente in varstd de 71 de ani la momentul diagnosticului, in martie 2017, cu o forma rara de
GIST gigant cu punct de plecare hepatic (PHGIST). Pacienta a beneficiat de interventie
chirurgicald la momentul diagnosticului si a fost initiatd pe tratament cu Imatinib, un TKI de
primd linie. Evolutia a fost favorabila timp de cinci ani, insd, Tn 2022, s-a constatat aparitia
rezistentei la tratament, ceea ce a impus o a doua interventie chirurgicala si trecerea la Sunitinib,
utilizat ca terapie de linia a doua. Supravietuirea totala a pacientei a fost de 8 ani, din care cinci
ani sub Imatinib si doi ani sub Sunitinib, pand in februarie 2025. Acest caz ridicd Intrebari
esentiale privind mecanismele de rezistentd la tratamentele actuale si posibilitatea de a
imbunatatii strategia terapeutica prin addugarea unor agenti adjuvanti care sa Intirzie sau sa
previna dezvoltarea rezistentei.

In acest context, studiul de fatd exploreaza potentialul utilizirii nanoparticulelor de argint
biosintetizate si al extractelor vegetale in terapia oncologicd, cu accent pe impactul acestora
asupra viabilitatii celulare si asupra posibilitatii de sinergism cu medicamentele
chimioterapeutice conventionale. Nanoparticulele metalice, in special cele de argint, au
demonstrat o activitate citotoxicd relevantd asupra celulelor tumorale, fiind totodata mai putin
toxice decat chimioterapicele standard asupra celulelor sanitoase. In paralel, extractele vegetale,
bogate in compusi bioactivi, precum polifenolii si alcaloizii, au aratat un potential interesant de
inhibare a proliferdrii celulare si de inducere a apoptozei, ceea ce le face candidati pentru
utilizarea ca adjuvanti in terapiile oncologice. Rezultatele obtinute din testele in vitro au
demonstrat cd nanoparticulele biosintetizate din extract de pdpadie prezinta un efect citotoxic
dependent de dozd si timp asupra celulelor tumorale, avand o activitate intermediard intre
Cisplatin, un agent chimioterapeutic standard, si extractele vegetale simple. De asemenea,
extractul de Rostopasca (Chelidonium majus) a demonstrat o activitate antitumorala superioara
Cisplatinei asupra celulelor HepG2, in special dupa 48 de ore de tratament. Aceste descoperiri

sustin ipoteza conform cdreia metabolitii secundari din plante pot contribui la imbunatatirea



eficientei tratamentelor conventionale, fie printr-un efect direct asupra celulelor tumorale, fie
printr-o actiune sinergica cu chimioterapicele utilizate.

Un alt aspect important al cercetarii este explorarea interactiunilor dintre inhibitorii de
tirozin-kinaza si nanoparticule biosintetizate. Administrarea combinatd a Sunitinibului si
Imatinibului cu nanoparticule de argint a condus la o crestere a eficacitdtii antitumorale,
reducand viabilitatea celulelor tumorale si protejand celulele normale HUVEC. Aceste rezultate
sugereaza cd terapiile combinate ar putea reprezenta o strategie promititoare pentru
imbunatatirea raspunsului la tratament si prelungirea duratei de eficacitate a inhibitorilor de
tirozin-kinaza, intarziind astfel dezvoltarea rezistentei.

Pe langd studiile de citotoxicitate, cercetarea de fatd a analizat si proprietdtile
antioxidante si antimicrobiene ale extractelor vegetale. Specii precum Melissa officinalis si
Clematis vitalba au demonstrat o activitate antioxidanta puternicd datorita continutului ridicat de
polifenoli, ceea ce sugereaza un posibil rol protector impotriva stresului oxidativ, factor implicat
in progresia cancerului. In plus, testele microbiologice au indicat o activitate antibacteriani
semnificativa, ceea ce deschide noi directii pentru utilizarea acestor extracte in preventia si
tratamentul infectiilor, in special la pacientii oncologici cu imunitate compromisi. In
completarea analizelor experimentare, tehnicile de andocare moleculara au fost utilizate pentru a
identifica noi molecule cu potential terapeutic. Rezultatele au evidentiat existenta unor liganzi cu
afinitdti puternice pentru receptorii implicati in proliferarea celulard, ceea ce sugereaza
posibilitatea utilizarii acestor compusi in dezvoltarea unor agenti chimioterapeutici mai eficienti
si mai bine tolerati.

Nu in ultimul rand, analiza farmacovigilentei medicamentelor utilizate in terapia
oncologica a evidentiat faptul cd atat Imatinibul, cat si Sunitinibul sunt asociate cu reactii
adverse frecvente si severe, mai ales la pacientii varstnici. Profilul de toxicitate al acestor
medicamente impune necesitatea unei monitorizari riguroase si a optimizarii dozelor pentru
fiecare pacient, in functie de raspunsul individual la tratament.

Aceastd teza isi propune sd evalueze eficienta si siguranta utilizdrii nanoparticulelor
biosintetizate si a extractelor vegetale ca potentiali agenti terapeutici sau adjuvanti in tratamentul
cancerului, avand ca punct de plecare cazul unei paciente cu PHGIST, care a supravietuit opt ani
sub tratamente conventionale. Printr-o abordare interdisciplinara, lucrarea va examina impactul
acestor agenti asupra viabilitatii celulare, mecanismele lor de actiune, interactiunile cu terapiile
standard si implicatiile farmacologice ale utilizarii lor. Scopul final al cercetarii este de a
contribui la dezvoltarea unor strategii terapeutice care sd imbunatateascd -eficacitatea
tratamentelor oncologice si sd reducd toxicitatea acestora, oferind astfel pacientilor optiuni mai

sigure si mai bine tolerate.



CAPITOLUL III: STADIALIZAREA PACIENTILOR CU PATOLOGIE
ONCOLOGICA HEPATICA

3.1 Introducere

Clasificarea cazurilor de cancer in functie de extinderea anatomica a bolii, cunoscuta sub
numele de stadializare, a aparut din observatia cd pacientii cu tumori localizate aveau rate de
supravietuire mai mari decat cei la care boala s-a extins dincolo de organul initial. Stadiul
identificat la diagnostic reflectd nu doar viteza de dezvoltare si raspandire a tumorii, ci si tipul
acesteia si interactiunea dintre celulele canceroase si organism.

Inregistrarea corecti a extinderii anatomice a bolii la momentul diagnosticarii este
esentiala pentru: planificarea tratamentului de catre medic, estimarea prognosticului pacientului,
evaluarea eficientei tratamentului, facilitarea schimbului de informatii intre centrele medicale,
cercetarea continud a cancerului uman si sprijinirea strategiilor de control al cancerului.

Stadializarea joaca un rol central in ingrijirea pacientilor, in cercetare si In masurile de
control al bolii. Aceste masuri includ ingrijirea individuald, dezvoltarea ghidurilor clinice si
inregistrarea datelor pentru monitorizarea extinderii bolii la nivel de populatie. Clasificarea
precisa a stadiului ajutd la evaluarea rezultatelor tratamentului si a programelor oncologice.
Totusi, pentru a analiza impactul bolii pe termen lung, sistemul de clasificare trebuie sa fie stabil,
ceea ce creeazd o provocare intre actualizarea acestuia conform celor mai recente descoperiri
medicale si mentinerea unei continuitati pentru studiile longitudinale.

3.2. Materiale si metode
In studiul de fatd au fost inclusi 568 de pacienti cu suspiciune de tumori hepatice internati

in doua centre medicale din Bucuresti: Institutul Clinic Fundeni si Spitalul Clinic de Urgenta
Bucuresti. Stadializarea s-a realizat conform sistemului TNM, utilizdnd atat clasificarea clinica
(cTNM), cat si cea patologica (pTNM), in functie de disponibilitatea datelor postoperatorii.

Parametrii studiati au inclus: varsta si sexul pacientilor, clasificarea tumorilor hepatice
conform criteriilor UICC (T, N, M), distributia pe stadii (I-IV, cu substandializiri a/b),
localizarea si invazia ganglionara, prezenta sau absenta metastazelor.

Datele au fost colectate retrospectiv din dosarele medicale in baza avizelor de etica emise
de catre Institutul Clinic Fundeni (nr. 5270/30.09.2024) si de cétre Spitalul Clinic de Urgenta (nr.
7209/11.09.2024), au fost centralizate si analizate statistic folosind programul Microsoft Office
(EXCEL, 2024) si programul IBM SPSS Statistics.



3.3. Rezultate si discutii
3.3.1. Caracteristici demografice

Dintre acesti pacienti 51,6% fiind barbati si 48,4% femei, majoritatea fiind situati in
grupa de varsta de 65 — 85 ani (57,38%).
Testand egalitatea procentuald dintre
numarul femeilor si barbatilor am obtinand

Repartitia pacientilor in functie de varsta si sex

> 85 ani h 13 .
Z=0,763 € (—1,65; 1,65), respectiv
65-85 ani 138 148
p = 0,4454 > 0,10, ceea ce reprezintd ca
18-64 ani 136 C e g A .
102 nu existd diferente statistice intre numarul
0 - 100 150 500  femeilor si cel al barbatilor.

= femei @ barbati

Figura 3.1: Repartitia pacientilor in functie de varsta si sex

3.3.2. Distributia pe stadii
in functie de gravitatea bolii, 43% se aflau in stadiul I, 27,8% in stadiul II, 12,7% in
stadiul III si 16,5% in stadiul IV.

Repartitia pacientilor in functie de gradul de progresie a bolii

femel »85ani 4 Testul statistic este:
emei 6558 ani . -5 )2 ( )2
2 o w(0-E)? _ (116-125.9 50-455)% _
femei 18-64 ani |y Xz-1@-1) =43 = X B 125,9 Fee 455 6,19

barbati > 85 ani

valoarea critica fiind 7,815.
barbati 65-58 ani

_ ! Se observa ca repartitia bolii in cele 4 stadii nu
barbati 18-64 ani I 7

0O 10 20 30 4 50 6 70 8 90 depinde de sexul pacientilor.

Sadiul v m Stadiul 11 m Staciul i mStadiul
Figura 3.2: Repartitia pacientilor in functie de gradul de progresie a bolii

Analizand repartitia pacientilor in substadiile a, b, ¢, se observa ca nu existd nici un
pacient in substadiul c, 97,54% dintre pacienti se afld in substadiu a, iar in substadiul b sunt
2,46% dintre pacienti. Dupa cum se poate observa, 98% dintre femei sunt in substadiul a, 97%

dintre barbati.

Tabel 111.2: Substadializarea a, b, ¢

Sex Varstd Substadiu | Substadiu | Substadiu | In grupa de varsta 65-85 de ani, in substadiul
a b ¢ a, avem 61,77% dintre barbati si 49,82%,
Barbati | >85ani 3 0 0 ceea ce reprezintd o diferentd semnificativa
65'85@1 181 7 0 (Z=4,357). In grupa pacientilor sub 65 de ani,
__| <65ani 101 1 0 aceastd repartitie este modificatd : 34,47%
Femei | >85ani - 1 0 0 dintre barbati fata 47,64% dintre femei

65-85ani 137 1 0 (diferenta fiind semnificativa : Z=4,115).

<65ani 131 5 0




3.3.3. Parametrii TNM

Tumori (T) Ganglioni regionali (N) Metastaze (M)

. ) Repartia caz
Repartitia gradului de evolutie tumorali

Figura 3.6: Repartitia gradului de Figura 3.7: Repartitia gradului de Figura 3.8: Repartitia cazurilor
evolutie tumorala invazie ganglionara metastazate

Cele mai frecvente cazuri sunt T2 (37,05%), T1(25,05%), respectiv T3 (19,37%), iar cele
mai scizute sunt T3a si T4b cu un procent de 0,21% fiecare. In functie de gradul de invazie
ganglionard, 13,54% din cazuri prezinta multiple invazii, 73,13% sunt NO, 10,83% sunt N1 si
2,50% sunt N2. Cele mai multe cazuri au fost la grupa de varsta 65-85 ani (36,25% pentru
barbati, respectiv 28,54% pentru femei). In cazul metastazelor, 26,46% din cazuri prezinta MX,
56,04% sunt MO si 17,50% sunt M1.

3.4. Concluzii
Datele colectate indica o prevalenta ridicata a tumorilor in stadii incipiente (I si II), cu

70,8% dintre pacienti incadrati in aceste stadii. Tumorile de tip T2 au fost cele mai frecvente
intalnite (37,05%), in special in randul pacientilor cu varste intre 65-85 de ani, consolidand
datele din literatura internationald privind incidenta crescutd a cancerului hepatic la varstnici si
asocierea cu afectiuni cronice preexistente (ciroza, hepatitd virald, sindroame metabolice).

In ceea ce priveste invazia ganglionara, s-a constatat o proportie semnificativa de pacienti
fara afectare limfatica (NO — 73,13%), iar invaziile multiple au fost mai rare (2,5% cu N2), ceea
ce sugereazd o evolutie preponderent locoregionald in stadiile precoce. Totodatd, in cadrul
substadializarii (a, b, ¢), marea majoritate a cazurilor au fost incadrate in substadiul a, fara
diferente semnificative statistic intre sexe. Metastazele la distantd (M1) au fost identificate in
17,5% dintre cazuri, In timp ce 26,46% dintre pacienti au fost incadrati cu status metastatic
necunoscut (MX), evidentiind nevoia de imbunatatire a completitudinii investigatiilor imagistice
si a documentdrii patologice.

In concluzie, acest studiu subliniazi importanta aplicirii riguroase a sistemelor
internationale de stadializare, adaptate specificului local al patologiei oncologice hepatice, si
evidentiazd nevoia de imbundtdtire continud a instrumentelor de diagnostic precoce, a
investigatiilor complementare si a strategiilor terapeutice individualizate, bazate pe profilul TNM

al pacientului.



CAPITOLUL IV: SINTEZA SI CARACTERIZAREA NANO-
ARTICULELOR DE ARGINT BAZATE PE EXTRACT DE TARAXACI
HERBA SI EVALUAREA ACTIVITATII CITOTOTXICE ASUPRA LINIEI
CELULARE HEP G2

4.1 Introducere

Papadia (Taraxacum officinale) este o planta medicinala valoroasa datoritd continutului
sau ridicat de compusi bioactivi, cum ar fi sesquiterpenele, flavonoizii, sterolii si polizaharidele.
Acesti compusi conferd plantei proprietdti farmacologice remarcabile, incluzand activitati
antiinflamatoare, antioxidante, antibacteriene si antitumorale.

In acest studiu, am sintetizat nanoparticule de aur (AuNPs) si argint (AgNPs) utilizand
extracte etanolice si apoase de papadie printr-o metoda de sinteza ecologica. Nanoparticulele au
fost caracterizate prin spectroscopie UV-VIS, microscopie electronicd de scanare (SEM),
dispersie dinamica a luminii (DLS) si dispersie electroforeticd a luminii (ELS). Activitatea
citotoxica a acestor nanoparticule a fost evaluatd pe linie celulara HepG2 folosind testul de
viabilitate MTS. Rezultatele indicd un efect antitumoral semnificativ al extractelor alcoolice de
papadie, in special dupa 48 de ore de expunere, fiind comparabil sau chiar superior tratamentului
cu Cisplatin (CisPt).

Scopul acestui studiu este de a sintetiza si caracteriza AgNPs obtinute din extracte de
papadie, evaluand totodatd activitatea citotoxica a acestora asupra celulelor canceroase HepG2.
4.2 Materiale si metode
Metoda de sintezd a nanoparticulelor

Pentru sinteza nanoparticulelor s-au utilizat urmatoarele probe:

o AgNPsEaqg-D — Argint coloidal obtinut din extract apos de papadie.

o AgNPsEgtons%D — Argint coloidal obtinut din extract etanolic 50%.

o Eeton-np — Extract etanolic de papadie.

o Eaq-D — Extract apos de papadie.

Caracterizarea nanoparticulelor

. Spectroscopia UV-VIS a fost realizatd utilizdnd un spectrofotometru U-0080D UV-Vis
(Hitachi, Japonia).

. Microscopia electronica de scanare (SEM) a fost efectuata cu Nova NanoSEM 630 (FEI
Company, SUA).



. Dispersia dinamica a luminii (DLS) si dispersia electroforetica a luminii (ELS) au fost
utilizate pentru determinarea dimensiunii si a potentialului Zeta (Delsa Nano C, Beckman
Coulter, SUA).
Testul de citotoxicitate MTS

Testul MTS a fost utilizat pentru a evalua efectul citotoxic al nanoparticulelor asupra
celulelor HepG2, acestea fiind incubate in numar de 1 x 10* celule/put timp de 24 de ore, urmate
de expunerea la extracte si medicamente oncolitice pentru perioade de 24 si 48 de ore. Dupa
aceasta etapa, s-au adaugat 20 pl de reactiv MTS, iar placile au fost incubate la 37°C timp de 4
ore, cu citirea absorbtiei realizatd spectrofotometric la 492 nm, determinand astfel procentul de
viabilitate celulara in raport cu controlul (considerat 100% viabilitate).
4.3 Rezultate si discutii
Caracterizarea fizico-chimica nanoparticule

Spectroscopia UV-VIS a confirmat reducerea argintului din sarea de azotat de cétre
extractul de papadie, evidentiindu-se o banda de absorbtie la 457 nm, indicativ al formarii

nanoparticulelor din extract apos de papadie si 450 nm pentru formarea NP din extract alcooolic

(Figura 4.1).
) ‘w W%’.‘ &

— AgNPsExtract Apos
—AgNPsExtractETOH
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»
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420 450 480 510 540 570 600 630
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Figura 4.1: Spectrele UV-Vis pentru nanoparticulele de Ag obtinute din extract apos (I) si spectrul UV-Vis pentru
nanoparticulele de Ag obtinute din extract alcoholic (1)
Distributia a marimiit AuNPSEETOH-D au fost obtinute din imaginea SEM ( Figura 4.2)
prin masurarea a aproximativ 400 de nanoparticule. Programul /magine J a fost folosit pentru a
extrage datele necesare in acest scop din micrografiile SEM si pentru a compila histogramele. S-
a constatat cd dimensiunile nanoparticulelor variazd de la 11 nm la 43 nm, pentru proba

AuNPsEETOH-D.



Figura 4.2: Imagine SEM cu NPsAg;
Aceste date au fost apoi compilate in histograme, care au fost cel mai bine potrivite cu o

functie Gaussiana pentru a reprezenta cu exactitate distributia. Cel mai mare procent de
nanoparticule pentru proba AuNPSEETOH-D s-a gasit a fi in intervalul 16 — 24 nm asa cum se

poate vedea in Figura 4.3.
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Figura 4.3: Distributia marimii pentru AuNPsEETOH-D

Testele DLS au aratat ca AgNPsEagD (337,4 nm) au un diametru hidrodinamic mai mic

decat AgNPs EgrouD (500 nm) — Figura 4.4 vs Figura 4.5.
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Figura 4.4: Hydrodinamic diameter, polydispersity index for AgNPsEaqD
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Figura 4.5: Zeta Potential for AgNPsEagD
Aceasta diferenta aratd o agregare mai mare in cazul AgNPs ErrouD ceea ce a determinat

particule incdrcate mai mari in solutie decat AgNPsEagD Dimensiunea mai mare poate fi
datoratd unei cantitdti mai mari de molecule de solvent si ioni adsorbiti pe suprafata
nanoparticulelor. Nanoarticulele obtinute din extractul etanolic (EETOHD) pot avea un strat

organic protector mai gros, ceea ce le face sd pard mai mari In masuratorile DLS.
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Figura 4.7: Zeta Potential for AgNPsEETOHD

Acest aspect poate influenta biodisponibilitatea, transportul in celule si efectul citotoxic
al nanoparticulelor. In ceea ce priveste potentialul zeta al nanoparticulelor de argint din papadie,
cele obtinute din extractul apos prezenta un potential zeta de -0,31 (Figura 4.6) comparativ cu
cele obtinute din extract etanolic care au prezentat un potential zeta mare, cu valoare negativa de
-125,82mV (Figura 4.7).

Teste biologice

Efectul citotoxic al nanoparticulelor asupra liniei celulare normale HUVEC
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Figura 4.8: Efectul citotoxic (%) al NPsAg sintetizate din papddie i a substantei de referintd Cis-Pt asupra celulei normale
HUVEC dupa 24 h 5i 48 h de tratament
Efectele substantelor asupra viabilitatii celulare

Cis-Pt (Cisplatin) are o toxicitate relativ ridicatd, avand efecte mai pronuntate la
concentratii mai mari (dilutii mai mici). Viabilitatea celulara scade progresiv pe masurd ce
concentratia creste. NPsAg Et 5% pare sd aiba un efect citotoxic mai mare decét extractul simplu
de papadie (Papadie ext. Et 30%), dar mai redus decat Cis-Pt, ceea ce sugereazd o potentiald
activitate moderatd impotriva celulelor HUVEC. Papadie ext. Et 30% prezintd cea mai mica
toxicitate dintre cele trei substante, avand efecte mai reduse asupra viabilitatii celulare.

In general, dupa 48h, toxicitatea pare si creasci pentru toate substantele, ceea ce indica
un efect cumulativ in timp. Extractul de papadie si nanoparticulele de argint (NPsAg) isi mentin
o tendintd similard, dar nanoparticulele de argint (NPsAg) au un efect mai pronuntat decat
extractul simplu. Cis-Pt ramane cea mai toxica substantd in ambele intervale de timp.
Comparatie intre nanoparticule si Cis-Pt

La toate dilutiile, Cis-Pt este cel mai citotoxic, ceea ce era de asteptat, deoarece este un
agent chimioterapic puternic.

Nanoparticulele de argint in extract de papadie (NPsAg) au o toxicitate intermediara intre
extractul simplu de pdpadie si Cis-Pt, ceea ce sugereazd o posibild utilizare ca agent
anticancerigen mai putin agresiv decat Cis-Pt. Extractul de papadie (Et 30%) are cea mai redusa
toxicitate, sugerand o utilizare mai sigura in scopuri terapeutice sau ca adjuvant.

Cis-Pt prezinta cea mai mare toxicitate asupra celulelor HUVEC, urmat de Papadie
NPsAg Et 5%, iar Papadie ext. Et 30% are cel mai redus efect citotoxic. Acest lucru sugereaza ca
nanoparticulele de argint combinate cu extractul de papadie ar putea avea un efect terapeutic mai
putin agresiv decét Cis-Pt, dar cu o eficientd mai mare decat extractul simplu de papadie. Mai
multe studii ar fi necesare pentru a Intelege mecanismele acestor efecte si potentialele aplicatii in

tratamente medicale.



Efectul citotoxic al nanoparticulelor asupra linieiei hepatice HepG2

Graficele prezentate in Figurile 4.9 reprezintd viabilitatea celulard (%) a liniei celulare
HepG2 (celule hepatocarcinom) dupa 24h si 48h de tratament. Concentratiile variaza Intr-un
raport de 1:1 pana la 1:128 (indicate prin culori diferite).

HepG2 / 48h
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Figura 4.9: Viabilitatea celulara (%) HepG2 dupa tratamentul de 48 h cu nanoparticulele obtinute din pelinitd comparativ cu
Cis Pt
In urma analizei rezultatelor prezenta?e in graficele din Figura 4.9 se pot face
urmatoarele observatii:
o In toate conditiile, viabilitatea celulard scade pe masurd ce concentratia tratamentului
creste (de la 1:128 1a 1:1).

o Acest lucru sugereaza un efect dependent de doza, unde concentratii mai mari sunt mai

eficiente in reducerea viabilitatii celulare.

o Ekton-p $iAgNPsEgTon-p au un efect mai putin citotoxic comparativ cu AgNPsEaq-D si
Cis-Pt.
o AgNPsEag-D are o eficientd mai mare decat extractul etanolic, ceea ce poate indica o mai

buna eliberare sau stabilitate Tn acest mediu.

o Cisplatina (Cis-Pt) prezintd cea mai mare citotoxicitate, avand cele mai scazute valori de
viabilitate celulara, mai ales la concentratii mari.

o La 48h, se observa o scadere mai pronuntata a viabilitatii celulare comparativ cu 24h,
ceea ce indicd un efect cumulativ al tratamentului.

. Cis-Pt a aratat o reducere semnificativa a viabilitatii dupa 48h comparativ cu 24h, ceea ce
este asteptat pentru un agent chimioterapeutic.

o AgNPsEag-D pare sd aiba o eficacitate crescuta fata de extractul etanolic, sugerand ca
formularea sub forma de nanoparticule poate imbunatati efectul terapeutic.

o Cis-Pt este cea mai citotoxica, dar tratamentele pe baza de formulaari cu NPs din papadie
pot fi alternativ mai blande, dar eficiente n timp.

o Efectul este dependent de doza si de timp, cu o reducere mai mare a viabilitatii la

concentratii mari si la 48h.
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CAPITOLUL V: EVALUAREA ACTIUNII ANTIPROLIFERATIVE A
EXTRACTULUI DE CHELIDONIUM MAJUS ASUPRA LINIILOR
CELULARE TUMORALE

5.1 Introducere

Rostopasca (Chelidonium majus), o specie care apartine familiei Papaveraceae, este o
plantd medicinala cu multiple proprietati terapeutice, care a fost utilizata din cele mai vechi
timpuri datorita efectelor sale benefice asupra sanatitii. In prezent, aceastd planta este tot mai
apreciatd in medicina alternativa si fitoterapie, fiind recomandatd ca adjuvant in peste 150 de
afectiuni, neoplazii, infectii virale, dermatoze, rezistente la tratamentele conventionale.

Studiile academice au investigat compozitia chimicd, proprietitile farmacologice si
potentialele aplicatii medicale ale acestei plante. Administratd intern, Chelidonium majus
exercitd efecte hepatoprotectoare, avand proprietati tonice si regenerative asupra ficatului,
precum si actiuni drenor-biliare, antivirale, colagoge (stimuleaza secretia biliard) si coleretice
(favorizeaza eliminarea bilei). Datorita spectrului larg de actiune, rostopasca este consideratd un
remediu valoros 1n managementul diverselor afectiuni hepatice, demonstrand o eficacitate
semnificativa in tratamentul hepatitei A si B.

Mecanismele prin care acesti compusii activi din Chelidonium majus (chelidonia,
sanguinarina, berberina) actioneazd asupra celulelor tumorale, includ inducerea stresului
oxidativ, alterarea ciclului celular si activarea cdilor apoptotice [223, 224]. Chelidonina, de
exemplu, a fost raportatd ca avand efect inhibitor asupra polimerizarii tubulinei, ceea ce duce la
blocarea diviziunii celulare in faza G2/M si, implicit, la stoparea proliferdrii celulelor maligne
[225, 226]. De asemenea, studiile au evidentiat cd sanguinarina actioneaza prin modificarea
functiei mitocondriale, ceea ce determind eliberarea citocromului ¢ si activarea caspazelor,
esentiale Tn procesul apoptotic [227, 228].

Pe ldngd aceste mecanisme directe asupra celulelor canceroase, extractele de
Chelidonium majus au fost investigate si pentru efectele lor asupra microambientului tumoral,
inclusiv capacitatea de a reduce angiogeneza si de a modula raspunsul imun [229, 230] . De
exemplu, s-a demonstrat cd sanguinarina poate inhiba factorii de crestere endoteliali,
impiedicand astfel formarea de noi vase sanguine necesare dezvoltarii tumorale [231-233].

Aceste mecanisme sustin potentialul antitumoral al Chelidonium majus si justifica

investigarea sa suplimentara ca agent adjuvant in terapiile oncologice [234, 235].
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si celule normale

Studiile preclinice in vitro reprezintd un pas esential in determinarea potentialului
terapeutic al unor compusi bioactivi, in special in oncologie. Evaluarea citotoxicitatii permite
identificarea efectelor specifice asupra celulelor tumorale, comparativ cu celulele normale,
contribuind astfel la stabilirea unui profil de siguranta si eficacitate pentru utilizarea ulterioara in
terapiile anticancerigene.

Caracteristicile liniilor celulare standardizate

Pentru investigarea citotoxicitatii compusilor studiati, in cadrul acestei cercetdri a fost
utilizatd o linie celulard tumorald umane standardizatd, derivatd din tumori maligne hepatice
(HepG-2), comparativ cu celule normale umane (HUVEC). Aceasta linii celulara a fost selectata
datorita relevantei lor in modelarea mecanismelor patogenetice ale cancerului hepatic.

Pentru a asigura standardizarea experimentelor si reproductibilitatea rezultatelor, linia
celulard utilizata in acest studiu a fost obtinutd de la European Collection of Authenticated Cell
Cultures (ECACC), o sursd de referintd recunoscuta international pentru furnizarea de culturi
celulare autentificate. Aceasta abordare garanteaza calitatea, stabilitatea genetica si omogenitatea
liniilor celulare, factori esentiali in validarea rezultatelor obtinute. Linia celulara HepG-2 a fost
obtinutd dintr-o biopsie hepatica a unui pacient in varstd de 15 ani de rasa caucaziana
diagnosticat cu carcinom hepatocelular. Linia celulara HUVEC este o linie normal umana,
endoteliala, izolata din endoteliul vascular al unui cordon ombilical, imortalizata in laborator,
fiind utilizatd drept control normal.

HUVEC HepG-2

Figura 5.1: Aspecte morfologice ale liniilor celulare netratate utilizate pe parcursul studiilor
5.3 Cultivarea liniilor celulare

Culturile de celule se realizeaza si se intretin 1n spatii special amenajate in care trebuie sa
se asigure un mediu steril. Liniile celulare standardizate folosite In studiu au fost cultivate si
mentinute conform recomandarilor ECACC (European Collection of Cell Culture, Fundamental

Techniques in cell culture).
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Materiale, reactivi si aparatura

o mediu de cultura DMEM/F12 (Dulbecco's Modified Eagle Medium - Gibco), mediu de
spalare Hanks’ Balanced Buffer Solution (HBSS), ser fetal bovin (FBS), HEPES, L-glutamina,
tampon fosfat salin (TFS), acid etilen-diamin-tetraacetic (EDTA ethylene-diaminetetraacetic
acid), penicillind / streptomicina 10.000 U/10.000 pg/ml, cisplatin (CisPt) (Sigma Aldrich, St.
Louis, MI, SUA)

o placi de cultura (flaskuri), tuburi falcon de 15 si 50 ml, pipete sterile de volume diferite

. hota cu flux laminar, incubator, centrifuga cu racire si microscop

5.4 Evaluarea citotoxicitatii celulare prin tehnica colorimetrica (MTS)

Principiul metodei: Citotoxicitatea compusilor utilizati in experimente a fost evaluata
utilizand kitul CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (MTS) (Promega),
o metodd colorimetrica rapidd si fiabila pentru determinarea viabilitatii celulare, utilizata
frecvent in testele de proliferare si citotoxicitate. Testul MTS se bazeaza pe activitatea
dehidrogenazelor mitocondriale din celulele viabile, care catalizeazd reducerea compusului
tetrazolic MTS, initial de culoare galbena, la formazan albastru-violet, solubil in mediul de
culturd. Cantitatea de formazan generatd este direct proportionald cu activitatea enzimatica a
celulelor vii si, implicit, cu numarul acestora. Absorbanta solutiei de formazan este masurata
spectrofotometric la 490 nm, permitand astfel o cuantificare precisa a viabilitatii celulare.

5.5 Evaluarea citotoxicitatii celulare a compusilor studiati

Studiile au fost realizate cu scopul de a evalua efectele unor compusi specifici asupra
celulelor tumorale umane HepG-2 (adenocarcinom hepatic), in comparatie cu linia celulard
normalda HUVEC (celule endoteliale ale venei ombilicale umane). Ca martor pozitiv, a fost
utilizat cisplatinul (CisPt), un agent citostatic frecvent administrat in tratamentul cancerului
hepatic. Liniile celulare au fost expuse la diferite concentratii ale compusilor testati pentru
intervale de 24 si 48 de ore.

Pentru determinarea concentratiei optime, au fost realizate curbe doza-efect pentru
extractul studiat si citostatic, testand dilutii seriale de la 1:1 la 1:128. Aceste curbe au evidentiat
relatia dintre concentratia compusului si viabilitatea celulard, indicand o dependentd directa de
doza. Rezultatele obtinute pot contribui la optimizarea dozelor utilizate in viitoarele studii si la
dezvoltarea unor strategii terapeutice eficiente, menite sd maximizeze efectul antitumoral si, n
acelasi timp, s minimizeze toxicitatea asupra celulelor normale.

Celulele HUVEC au fost tratate cu concentratii diferite de extract de rostopasca,

comparativ cu cisplatinul, timp de 24 si 48 de ore (Figura 5.4).
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Figura 5.3: Efectul tratamentului asupra celulelor endoteliale normale HUVEC la 24 si 48h

Testele de viabilitate au demonstrat ca la 24 de ore de la tratament, extractul de
rostopascd, a afectat viabilitatea celulelor normale HUVEC doar la dilutiile de 1:1 si 1:2. Dupa
48 de ore de tratament, viabilitatea celulara fiind afectata la dilutii de 1:1, 1:2 si 1:4.

Celulele tumorale umane hepatice HepG-2 au fost tratate cu diferite concentratii de

rostopascd, comparativ cu cisplatinul, timp de 24 si 48 de ore (Figura 5.3).
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Figura 5.4 Efectul antiproliferativ in celulele tumorale hepatice HepG-2 la 24 si 48h

Tratamentul celulelor tumorale hepatice HepG-2 timp de 24 de ore cu extractul de
rostopascd, a aratat cd acesta, la o dilutie de 1:8, a ucis 58% din celulele tumorale, fata de
cisplatin, care la aceeasi dilutie a omorat 42%.

Analiza datelor de viabilitate obtinute Tn urma tratamentului liniei tumorale HepG-2 cu
extractul de rostopasca, aratd ca dupa 24 de ore de tratament, acesta are o actiune mai buna fata
de cisplatin. Dupa 48 de ore de tratament, extractul de rostopasca are un efect antitumoral mai
pronuntat decat citostaticul folosit (CisPt).

Utilizarea extractelor din plante, ca modulatori ai raspunsului celular la tratamentul
conventional (chimioterapia) deschide noi oportunitati si perspective in terapia antitumorala.
Numeroase studii au demonstrat cd metabolitii secundari extrasi din plante medicinale,
microorganisme sau alte surse naturale pot actiona sinergic cu agentii chimioterapeutici,

imbunatatind eficacitatea acestora si reducand efectele adverse asociate.

14



CAPITOLUL VI: ACTIUNEA ANTIOXIDANTA SI ANTIBACTERIANA A
EXTRACTELOR DE CLEMATIS HERBA, MELISSAE FOLIUM,
TARAXACI HERBA, SILYBII FRUCTUS

6.1. Determinarea cantitativa a compusilor polifenolici

Polifenolii sunt o clasd de compusi chimici organici prezenti in plante, caracterizati prin
diverse structuri chimice ce contin grupdri fenolice. Acestia prezintd multiple actiuni
farmacologice, incluzand activitate antioxidantd, antiinflamatorie si cardioprotectoare.

6.1.1. Materiale si metoda

Determinarea cantitativd a polifenolilor s-a realizat prin metoda spectrofotometrica
Singleton, bazatd pe reactia polifenolilor totali cu reactivul Folin-Ciocalteu. Absorbanta solutiei
colorate rezultate a fost masuratad la lungimea de unda de 765 nm, utilizdnd ca standard acidul
galic.

Pentru extractia compusilor fenolici, s-au utilizat produse vegetale uscate (Clematis
herba, Melissae folium, Taraxaci herba, Silybii fructus), din care s-au realizat extracte etanolice
50% (m/m) in concentratie de 1%. Procedura de extractie a constat in refluxare pe baie de apa
timp de 30 de minute, urmata de filtrare si completare la semn intr-un balon cotat.

Metoda spectrofotometrica Singleton, utilizdnd reactivul Folin-Ciocélteu [236], s-a
dovedit a fi precisa si reproductibild pentru determinarea polifenolilor din extractele etanolice ale
produselor vegetale analizate. Curba de calibrare bine definitd si valoarea ridicatd a
coeficientului de determinare confirma validitatea metodei pentru analiza compusilor fenolici.
6.1.2. Rezultate si discutii

Rezultatele obtinute in urma determinarii continutului de polifenoli totali exprimat in mg
echivalent acid galic/g produs vegetal uscat (mg GAE/g PV uscat), 1n speciile de plante analizate
evidentiaza variatii semnificative intre acestea. Cea mai mare concentratie de polifenoli a fost
observatd la Melissa officinalis (31,6 mg GAE/g material vegetal uscat) si Clematis vitalba
(31,26 mg GAE/g), in timp ce Taraxacum officinale (15,7 mg GAE/g) si Silybum marianum
(15,5 mg GAE/g) au prezentat valori considerabil mai scizute. Melissa officinalis si Clematis
vitalba, datoritd continutului lor ridicat de polifenoli, prezintd un potential farmacologic
semnificativ, in special in aplicatii destinate prevenirii bolilor asociate stresului oxidativ.

6.2. Actiunea antioxidanta
6.2.1. Material §i metoda
Capacitatea antioxidantd a diferitilor compusi joacd un rol esential in evaluarea

potentialelor beneficii pentru sanatate. Una dintre metodele frecvent utilizate pentru
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determinarea activitatii antioxidante este testul DPPH, bazat pe abilitatea antioxidantilor de a
neutraliza radicalii liberi. Aceastd metoda presupune prepararea unei solutii stabile de DPPH in
metanol, caracterizatd printr-o culoare violet intens datorati prezentei unui electron liber. in
prezenta compusilor antioxidanti, DPPH este redus prin transfer de electroni sau atomi de
hidrogen, rezultand un compus galben pal [237, 238].

6.2.3. Rezultate si discutii

Activitatea antioxidanta a extractelor de plante testate, determinata prin metoda DPPH de
captare a radicalilor liberi, aratd o variatie semnificativa a capacitatilor acestora:

. Clematis vitalba (88,13%) - cea mai mare activitate antioxidantd dintre plantele testate,
cu o capacitate foarte puternicd de absorbtie a radicalilor liberi. Acest lucru sugereaza cd acesta
contine o concentratie ridicatd de compusi antioxidanti activi, cum ar fi flavonoide, polifenoli
sau alte substante fitochimice bioactive.

. Melissa officinalis (68,73%) - capacitate antioxidantd relativ ridicata, desi mai scazuta
decat Clematis vitalba. Aceastd plantd este cunoscutd pentru continutul siu ridicat de acid
rosmarinic si alti compusi fenolici, care contribuie probabil la capacitatea sa de a neutraliza
radicalii liberi.

. Taraxacum officinale (27,22%) - Activitatea antioxidanta moderata.

. Silybum marianum (21,41%) - cea mai scazutd activitate antioxidantd dintre plantele
testate. Silybum marianum este cunoscut pentru flavonolignanii din compozitie (cum ar fi
silimarina), care au proprietdti antioxidante, dar potentialul sdu de neutralizare a radicalilor liberi
in acest test pare sa fie mai putin eficient in comparatie cu celelalte.

6.3. Actiunea antimicrobiana

Scopul acestui studiu este de a investiga activitatea antimicrobiand a extractelor
din Taraxacum officinale (tincturd) si Chelidonium  majus (tincturd) printr-o  abordare
multidimensionala care include metode calitative, cantitative si analiza activitatii antibiofilm.

A fost evaluatd in vitro proprietatile antibiofilm ale extractelor vegetale Taraxacum
officinale si Chelidonium majus de a inhiba formarea biofilmelor microbiene pe substraturi
inerte. Pentru aceasta evaluare, s-a utilizat entru aceasta evaluare, s-a utilizat metoda
microtitratiei cu cristal violet 1%, care permite masurarea gradului de formare a biofilmelor in
prezenta diferitelor concentratii de extracte.

Evaluarea calitativa a activitatii antimicrobiene a extractului de Taraxacum officinalie a
evidentiat inhibarea cresterii microbiene impotiva tulpinilor E fecaliis ATCC 29212 (9mm),
P.aeruginosa ATCC 27853 (8mm cu crestere microbiand slabda in zona de inhibitie) si

C.albicans ATCC 10231 (8mm cu numeroase colonii in interiorul zonei de inhibitie. In schimb
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S.aureus ATCC 25923 si E.coli au prezentat rezisentd la extract, fard inhibarea cresterii
microbiene.

Extractul de Chelidonium majus a demonstrat activitate antimicrobiana inhiband Candida
albicans ATCC 10231 cu halou de 7mm. De asemenea, a fost observatd si inhibarea cresterii
bacteriene la e.coli ATCC 25922 (cu halou de 7mm) si E.fecalis ATCC 29212 cu un halou de
1 1mm. Extractul nu a avut efect impotriva S.aureus ATCC25923 si P.aeurginosa ATCC 27853.

Figura 6.1: Rezultatele testarii activitatii antimicrobiene: Mediu agarizat, insamdntat cu picaturi din micropldci cu 96 de
godeuri cu tulpini de S. aureus, E. faecalis, E. coli, P. aeruginosasi C. albicans dupd incubare timp de 18-24h la 37°C.

Dupa incubarea microplacilor ELISA timp de 24 de ore, absorbtia cristal violetului a fost
cititd spectrofotometric la 492 nm pentru a determina eficienta fiecarui extract in prevenirea
dezvoltarii biofilmelor.

S-a determinat concentratia minimd a extractelor necesard pentru inhibarea formarii
biofilmelor prin compararea valorilor absorbtiei cu cele ale controlului pozitiv. Rezultatele
obtinute au fost analizate pentru a identifica diferentele in eficienta extractelor asupra bacteriilor
Gram-pozitive, Gram-negative si fungilor.

Pe baza datelor experimentale, s-a evaluat posibilitatea utilizarii acestor extracte vegetale
in combaterea infectiilor asociate biofilmelor, care sunt deosebit de rezistente la tratamentele
antimicrobiene conventionale.

6.4. Concluzii

Activitatea antioxidantd pronuntatd a speciilor Melissa officinalis si Clematis vitalba
poate fi corelatd cu continutul lor ridicat de polifenoli. In consecinti, aceste specii pot avea un
potential farmacologic si nutritional sporit, in special 1n aplicatii care vizeazd prevenirea bolilor
legate de stresul oxidativ.

Testarea calitativa a activitatii antimicrobiene a demonstrat cd extractele vegetale inhiba
cresterea si dezvoltarea tulpinilor microbiene testate. Rezultatele obtinute sunt promitatoare,
sustinand necesitatea unor cercetdri suplimentare asupra caracteristicilor biochimice ale acestor
extracte, in vederea formuldrii unor strategii eficiente pentru combaterea infectiilor bacteriene si

fungice la om.
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CAPITOLUL VII: SINERGISMUL IN VITRO DINTRE NANO-
PARTICULE OBTINUTE PRIN METODE GREEN SI MEDICAMENTE
ANTITUMORALE DE ULTIMA GENERATIE ASUPRA LINIILOR
CELULARE

7.1 Introducere

Obiectivul principal al acestui studiu este de investigare a efectelor sinergice dintre
nanoparticulele derivate din Clematis vitalba si Taraxacum officinale utilizate in combinatie cu
medicamente anticancerigene pentru carcinomul hepatic.

Studiile anterioare au aratat cad extractele de papadie si nanoparticulele biogenice obtinute
din aceasta au activitate antitumorald semnificativa, comparabild cu cisplatin si doxorubicin, doi
dintre cei mai importanti agenti chimioterapici utilizati in cancerul mamar, colorectal si
hepatocelular. In acest studiu, nanoparticulele sintetizate au fost testate in combinatie cu
medicamente antitumorale pentru tratamentul cancerului hepatic. Sunitinib si Imatinib au fost
selectate ca agenti de referinta, fiind inhibitori de tirozin-kinaza cu o activitate antitumorala
puternicd in mai multe tipuri de cancer, inclusiv in carcinoamele hepatocelulare avansate sau
metastatice.

Am analizat efectul combinat al acestor terapii asupra viabilitatii, proliferdrii si
mecanismelor apoptotice in celulele de hepatocarcinom, comparandu-le cu celulele hepatice
normale. Prin aceastd cercetare, ne propunem sa evaludm imbunatdtirea eficacitatii terapeutice si
reducerea efectelor adverse, deschizand noi perspective pentru tratamente inovatoare in cancerul
hepatic.

7.2 Metode experimentale
7.2.1 Biosinteza nanoparticulelor utilizand extracte vegetale

Procedeul de obtinere a nanosistemelor terapeutice utilizeaza principiile sintezei verzi
(Green Chemistry Principles) a bio-nanoparticulelor cu ajutorul diverselor extracte vegetale
alcoolice sau apoase. Aceastd metodd este sigurd, simpld, economicd, netoxicd, ecologicd si
7.2.2. Caracterizarea fizico-chimicd a nanoparticulelor biosintetizate din extracte vegetale

Caracterizarea nanoparticulelor obtinute prin metode green, din punct de vedere fizico-
chimic, s-a realizat utilizand diferite tehnici moderne de evaluare specifica a dimensiunii, formei
si aspectului acestora.

Proprietatile de absorbtie ale AgNPs au fost evaluate folosind un spectrofotometru UV-Vis

cu matrice de fotodiode, model U-0080D (Hitachi, Japonia). Diametrul hidrodinamic si sarcina
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de suprafatd a nanoparticulelor de argint au fost analizate folosind un aparat Beckman Coulter
Delsa Nano C echipat cu capacitati de imprastiere dinamicd a luminii (DLS) si Tmprastiere
electroforetica a luminii (ELS).

Fluctuatiile dependente de timp ale intensitatii luminii laser au fost generate prin
iluminarea nanoparticulelor cu o dioda laser dubla de 30 mW, iar investigarea morfologica a
nanoparticulelor a fost efectuatd utilizand un microscop electronic (Nova NanoSEM 630) cu
scanare si emisie de cAmp (FE-SEM) care functioneaza la o tensiune de accelerare de 10.0 kV si
o marire de 200 0000x.

Monitorizarea prin spectroscopia de absorbtie in UV-Vis a nanoparticulelor biosintetizate din
extracte vegetale

In figurile 7.1 si 7.2 au fost caracterizate spectral, prin intermediul spectrometriei de
absorbtie in UV-Vis, probele Inregistrate in timpul sintezei nanoparticulelor de argint (AgNPs)

din Melissa officinalis (ME AgNPs) si, respectiv, din Clematis vitalba (CVE AgNPs).
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Figura 7.1: (a) Schimbarea culorii solutiei de la rosu-maroniu  Figura 7.2: (a) Schimbarea culorii solutiei de la rosu-maroniu
la maro-inchis ca urmare a bioreducerii Ag de catre extractul la maro-inchis ca urmare a bioreducerii Ag de catre extractul
de Melissa officinalis; (b) Spectrele UV-Vis ale probelor ME ~ de Clematis vitalba, (b) Spectrele UV-Vis ale probelor de CVE
AgNPs obtinute prin reducerea in timp cu extractul de Melissa ~ AgNP obtinute prin reducerea in timp cu extractul de Clematis
officinalis; (c) Spectrele UV-Vis ale solutiei apoase de AgNO3 vitalba.
0.5 mM

Dupa cum se observa in figurile 7.1(a) si 7.2(a), a existat o schimbare a culorii de la un
rosu-maroniu la un maro-inchis, dupa amestecarea solutiei de AgNOs3 cu extractele vegetale.
Aceastd schimbare de culoare a fost atribuitd formarii nanoparticulelor de argint. In plus,
formarea nanoparticulelor a fost confirmatd de aparitia unor maxime de absorbtie cu valori
cuprinse intre 400-460 nm pentru ambele sinteze. Figura 7.1(b) ilustreazd o absorbtie maxima
initiald de 453 nm, care apoi s-a deplasat la o valoare mai mica si s-a stabilizat la 440 nm dupa
30 de minute pentru formarea nanoparticulelor de argint biosintetizate din extractul de roinita
(ME AgNPs).

Astfel, pentru nanoparticulele de argint biosintetizate din Clematis vitalba s-au obtinut

nanoparticule de dimensiuni mai mici comparativ cu cele de la roinita, desi volumul addugat din
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extractul vegetal a fost putin mai mare, raportul dintre sarea de argint si extractul de Clematis
fiind de 2:1 (v:v).
Evaluarea nanoparticulelor prin tehnicile DLS, ELS si SEM

In acest studiu, impristierea dinamici a luminii (DLS), impristierea luminii
electroforetice (ELS) si microscopia electronica cu scanare (SEM) au fost folosite pentru a
analiza interactiunile a doud tipuri de nanoparticule de argint biogene in formele lor finale
coloidale post-biosinteza. Desi extractele de plante au fost filtrate inainte de a fi utilizate pentru
biosinteza nanoparticulelor, nanoparticulele in sine nu au fost purificate, ceea ce a condus la

posibilitatea ca particulele de extract mai mari sa ramana alaturi de nanoparticule.
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Figura 7.3: (a) Masuratorile DLS pentru ME AgNPs Figura 7.3: (b) Imaginile SEM pentru ME AgNPs

Figura 7.3 (a) ilustreaza distributiile de marime bazate pe intensitate pentru nanoparticulele
de argint sintetizate folosind extractul de Melissa officinalis (ME AgNPs). Profilul de distributie
a dimensiunilor a dezvaluit doud populatii de particule: o distributie largd variind de la 75 nm la
255 nm, centrata la 143 nm si o populatie de dimensiune mai mare, centrata la 1108 nm, aceasta
din urma fiind atribuita particulelor mai mari din extractul de Melissa officinalis.

Imaginea SEM a solutiei coloidale cu nanoparticule si extract de roinita (Figura 7.3 (b)),
dupd deshidratare, dezvaluie cd nanoparticulele au fost considerabil mai mici decat cele
determinate prin tehnica DLS, sugerand faptul ca acestea au fost acoperite cu compusi Incarcati
negativ din extractul vegetal. Aceastd observatie este coroborata de stabilitatea potentialului zeta
negativ de -12.2 mV pentru nanoparticulele din extractul de roinitd, asa cum se arata in Figura

7.3 (¢).
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Figura 7.3: (c) Potentialul zeta (mV) al ME AgNPs.

Pentru nanoparticulele sintetizate din Clematis vitalba, dimensiunea lor foarte mica a dus
la aparitia fenomenului de agregare, confirmat de o crestere a diametrului hidrodinamic si, in
consecintd, a condus la un potential zeta negativ, dar foarte scazut, indicand instabilitate in
solutia de nanoparticule rezultata.

Figura 7.4 (a-c) prezintd diametrul hidrodinamic, imaginea SEM cu histograma inserata
si potentialul zeta inregistrat pentru nanoparticulele de argint derivate din extractul de Clematis

vitalba (CVE AgNPs).
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Distribution Results (Contin) Cumulants Results
Diameter (d) :507.1 (nm)
Peak Diameter (nm) Std. Dev. Polydispersity Index (P.I.) :0.179
1 633.2 316.0 Diffusion Const. (D) :9.726e-009  (cm2/sec)
2 0.0 0.0 Molecular Weight :1.057e+010
3 0.0 0.0 Measurement Condition
4 0.0 0.0 Temperature :25.1 (°C)
5 0.0 0.0 Diluent Name : WATER
Average 633.2 316.0 Refractive Index :1.3328
Viscosity 1 0.8858 (cP)
. . ) Scattering Intensity : 30453 (cps)
Residual : 1.388e-003 (0.K) Attenuator 1 L 0.65 (%)
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Figura 7.4: (a) Masuratorile DLS pentru CVE AgNPs; (b) Imaginile SEM pentru CVE AgNPs, (c) Determinarea potentialului
zeta (mV) al CVE AgNPs.

7.3 Testarea antitumorala in vitro

7.3.1 Taraxacum extractum (TE)

Figurile 7.5(a) si 5(b) ilustreaza viabilitatea celulard in tratamentul liniei de celule tumorale

hepatice HepG2 cu probe derivate din papadie dupa 24 de ore si 48 de ore. Diferite concentratii

de tratamente au fost aplicate liniei de celule tumorale hepatice HepG2. Variatia valorilor

sugereazd o eficacitate diferitd a tratamentului in functie de concentratie si timp.
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Figura 7.5: Viabilitatea celulara (%) a liniilor HepG2 dupa: (a) 24 de ore de tratament cu diferite dilutii de probe pe baza de
extract de Taraxaci si medicamentele chimioterapeutice Sunitinib si Imatinib si (b) prezintd aceleasi masurdatori dupa 48 de ore
de tratament.

La 24 de ore, fiecare tratament prezintd o gama de valori cu intensitati diferite. Activitatea
antitumorald a tuturor probelor este evidentd, in special la dilutii pana la o anumita concentratie.
Medicamentele demonstreaza cel mai puternic efect asupra celulelor tumorale hepatice la aceasta
dilutie. Combinatia de extract alcoolic de 30% de papadie demonstreaza aproape acelasi efect
citotoxic ca aceastd combinatie cu nanoparticule de argint derivate din papadie (TE AgNPs). Cu
toate acestea, adaugarea de nanoparticule nu duce la o imbunatitire a efectului antitumoral
asupra liniei de celule hepatice HepG2 dupa 24 de ore.

Dupa 48 de ore, tratamentele par sd prezinte acelasi comportament; cu toate acestea,
dilutiile mai mici devin mai eficiente, demonstrand treptat citotoxicitatea Tmpotriva celulelor
tumorale in timp. Cu toate acestea, probele care contin nanoparticule de argint nu prezintd nicio
imbunatatire a eficacitatii antitumorale (p > 0.05), sugerand ca aceastd combinatie este mai putin
eficientd decat agentii chimioterapeutici conventionali.

Desi rezultatele obtinute pentru probele pe bazd de papadie, in comparatie cu loturile de
control (sunitinib si imatinib), nu au fost semnificative statistic, putem spune ca viabilitatea
celulelor tumorale hepatice din loturile tratate cu TE AgNPs si medicamente sintetice este foarte

apropiatd de cea obtinutd pentru loturile martor. in plus, au fost investigate efectele toxice ale
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probelor derivate din papadie asupra liniei celulare normale HUVEC. Desi un efect citotoxic
asupra celulelor tumorale hepatice a fost observat in mod clar atat la 24, cat si la 48 de ore, este
de preferat ca aceste probe sa nu exercite efecte toxice asupra celulelor HUVEC normale.

Efectul citotoxic al probelor derivate din papadie a fost, de asemenea, observat in celulele
HUVEC, in mod similar cu medicamentele chimioterapeutice. Cu toate acestea, s-a observat o
usoard mbunatatire a viabilitatii celulare atunci cand sunitinib a fost administrat alaturi de
nanoparticule de argint, ceea ce indica faptul ca toxicitatea sunitinibului asupra celulelor en-
doteliale este atenuatd prin adaugarea de nanoparticule de argint. Nanoparticulele de argint
biosintetizate din papadie au fost documentate in mai multe studii ca poseda efecte antioxidante,
protejand astfel celulele de stresul oxidativ indus de sunitinib.

7.3.2 Clematis vitalbae extractum (CVE)

Figurile 7.6(a) si 7.6(b) ilustreazd viabilitatea celulard In urma tratamentului celulelor
HepG2 cu probe derivate din specia Clematis vitalba. Dintre cele trei extracte analizate, Clematis
vitalba a demonstrat cea mai pronuntata citotoxicitate impotriva liniei de celule hepatice HepG2.

Acest efect citotoxic a persistat timp de 24 de ore si timp de 48 de ore chiar si la cea mai
mare dilutie de 1:128. In plus, atunci cdnd sunt combinate cu nanoparticule de argint (CVE
AgNPs), citotoxicitatea a fost redusa, dar a ramas semnificativa statistic (p < 0.05) la primele

doua dilutii (1:1 s1 1:2).
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Figura 7.6: Viabilitatea celulard (%) dupa: (a) 24 de ore de tratament cu HepG2 si HUVEC cu probe pe baza de Clematis
vitalbae extractum si (b) 48 de ore de tratament cu HepG2 si HUVEC cu probe pe baza de Clematis vitalbae extractum.
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Este important de subliniat faptul ca citotoxicitatea extractului de C. vitalba pe celulele
HUVEC a fost observatd la o magnitudine mai mica. Cu toate acestea, proliferarea celulara
normald nu a fost afectata la dilutii mai mari - dilutii la care extractul a inhibat eficient
proliferarea celulelor tumorale hepatice.

O constatare suplimentara demnd de remarcat a fost ca atat extractul, cat si mostrele
derivate, inclusiv nanoparticulele si combinatia lor cu medicamente, au prezentat un efect
antitumoral mai puternic in comparatie cu administrarea de medicamente sintetice in
monoterapie, in special la dilutii de pana la 1:2 sau 1:4.

Toate grupurile de tratament aplicate au fost comparate separat cu cele 2 loturi de control
(sunitinib - SNTB si imatinib - IMTB), si de aceea analiza statisticd confirma observatiile
noastre, deoarece semnificatia statisticd (p < 0.05) a fost obtinutd in timpul testelor post-hoc
dupa cum urmeaza: CVE 1:1 vs SNTB (p = 0.004), CVE 1:2 vs SNTB (p = 0.010), vs. CVE 1:4
vs SNTB (p = 0.035), CVE AgNPs 1:1 vs SNTB (p = 0.005), CVE AgNPs 1:2 vs SNTB (p =
0.005), SNTB + CVE AgNPs 1:1 vs SNTB (p = 0.000) si SNTB + CVE AgNPs 1:2 vs SNTB (p
= 0.018). Aceste rezultate concrete evidentiaza faptul ca atdit CVE (1:1, 1:2, 1:4) cat si AgNPs
CVE (dilutie 1:1 si 1:2) au determinat o scadere semnificativa a viabilitatii celulelor tumorale
HepG2 1n comparatie cu medicamentul chimioterapeutic sintetic sunitinib.

Descoperirile generale subliniazd cd formuldrile cu nanoparticule imbundtitesc
semnificativ potenta medicamentelor si potentialul sinergic, iar combinatiile pe bazd de CVE-NP
demonstreaza cea mai consistenta sinergie, in special cu SNTB si IMTB. De asemenea, datele
evidentiazd cd combinatiile pe baza de Sunitinib tind sa produca efecte dependente de doza, in
timp ce combinatiile pe bazd de Imatinib mentin o sinergie mai stabila la mai multe niveluri de
inhibitie.

7.4. Concluzii

In concluzie, s-a confirmat ci administrarea concomitenti de sunitinib sau imatinib si
nanoparticule de argint biosintetizate din extracte vegetale a Tmbunatatit viabilitatea celulelor
normale HUVEC, sugerand un efect protector impotriva toxicitatii medicamentului de sinteza.

Toate cele trei extracte au prezentat potential antitumoral marcant, combinatia lor cu
nanoparticule de argint prezentand diferite grade de succes. Combinatia de TE cu AgNP a avut
rezultate slabe in comparatie cu extractul etanolic 30% atunci cand este utilizat pe liniile celulare
HepG2, nefiind un efect semnificativ asupra viabilitatii acestora. Mai mult, probele derivate din
papadie au prezentat efecte citotoxice asupra celulelor normale HUVEC, similare cu cele ale

medicamentelor chimioterapeutice de control.
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CAPITOLUL VIII: STUDIUL PRIN ANDOCARE MOLECULARA A
UNOR PRINCIPII ACTIVE DIN PLANTE MEDICINALE SI INHIBITORI
DE TIROZIN-KINAZA

Andocarea moleculard este 0 metoda computationala care permite aflarea modului in care
o moleculd numita de obicei ligand se leaga de o macromoleculd numita receptor.
8.1. Pregatirea si caracterizarea structurilor receptorilor

Pentru a realiza andocarea moleculard mai intai trebuie pregétite structurile receptorilor si
ale liganzilor. In continuare vor fi prezentate aceste etape premergitoare andocirii, iar mai apoi
pasii efectuati In andocare. Structurile tridimensionale rezultate din masuratori de raze X ale
receptorului apelinei, adrenoceptorului beta 2 si receptorului A2B al adenozinei au fost obtinute
din baza de date Protein Data Bank. In aceastd bazd de date codurile lor de identificare, numite
coduri PDB, sunt: 7SUS [247], 4LDE [248] si respectiv 8HDO [249]. Receptorul apelinei
(7SUS) are un singur lant care contine 347 de resturi de aminoacizi si un ion de zinc. Structura sa
secundard, analizata cu ajutorul platformei PDBsum [250] este prezentatd in Figura 8.1. Are 14

unitdti de a-helix, structuri B si y-laminare.
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Figura 8.1: Structura secundara a receptorului apelinei (7SUS) generata cu platforma PDBsum.
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Principalele sale patru situsuri de legare au urmitoarele dimensiuni 4954.50 A® (zona
rosie din Figura 8.2), 2025.42 A* (zona violetd din Figura 8.2), 1161.00 A3 (zona galbeni din
Figura 8.2) si 941.62 A3 (zona rosie din Figura 8.2).

Figura 8.2: Principalele situsuri de legare ale receptorului apelinei (7SUS) generate cu platforma PDBsum.

Principalele patru situsuri de legare ale adrenoceptorului beta 2 au urmétoarele
dimensiuni: 11469.52 A3 (zona rosie din Figura 8.5), 5143.08 A® (zona violetd din Figura 8.5),
2746.41 A® (zona galbeni din Figura 8.5) si 1429.31 A? (zona rosie din Figura 8.5).

Figura 8.5: Principalele situsuri de legare ale adrenoceptorului beta 2 (4LDE) generate cu platforma PDBsum.

Principalele patru situsuri de legare ale receptorului A2B al adenozinei au urmatoarele
dimensiuni: 11688.45 A (zona rosie din Figura 8.9), 11017.69 A3 (zona violeti din Figura 8.9),
2959.45 A3 (zona galbeni din Figura 8.9) si 2381.91 A (zona rosie din Figura 8.9).
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Figura 8.9: Structurile secundare ale lanturilor N si R ale receptorului A2B al adenozinei (8HDO)

generate cu platforma PDBsum

Pregatirea initiala pentru studii de andocare a acestor structuri s-a facut folosind
programul Python Molecular Viewer (parte a MGL Tools, versiunea 1.5.7). Etapele de pregétire
au inclus indepartarea moleculelor de apa, a eventualilor liganzi si ioni prezenti in structura de
raze X si adaugarea atomilor de hidrogen deoarece acestia nu pot fi detectati de razele X.
8.2 Pregatirea si caracterizarea structurilor liganzilor

Structurile tridimensionale ale liganzilor (artemisina, bilobalida, bilobetina, cheleritrina,
chelidonina, epicatechina, acid gelseminic, ginkgolida A, isosilibina, silicristina, silibina,
taraxacina, taraxacosida, acid taraxinic, acid rozmarinic, acid oleanolic, imatinib, sunitinib) au
fost preluate din baza de date PubChem. Astfel, s-au gasit urmatoarele specii:
e Bilobetina, la pH-ul acid din stomac forma neutra este predominanta. Pe masurd ce pH-ul

creste apar specii deprotonate la gruparile hidroxil de tip fenol (Figura 8.11).
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Figura 8.11: Microspeciile posibile prezente in solutie pentru bilobetina in functie de pH. Structurile speciilor majoritare la pH
7.4 (specia 11), pH foarte acid (specia 1), pH foarte bazic (specia 12).
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Bilobalida prezinta doar trei specii, pana la pH 10 specia neutra este singura prezenta (Figura
8.12).
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Figura 8.12: Microspeciile posibile prezente in solutie pentru
bilobalide in functie de pH. Structurile speciilor majoritare la pH
7.4 (specia 1), pH foarte acid (specia 1), pH foarte bazic (speciile 2
$i 3).

Chelidonida (Figura 8.13) se gaseste pana la pH=4,5 sub forma neutrad. Pe masura ce creste

pH-ul atomul de azot din ciclul piperidinic se protoneaza si aceasta este specia dominata in

domeniul de pH 6-14. Exista si posibilitatea deprotonarii grupei -OH, dar numai la pH foarte

bazic si specia obtinutd este in concentratie mica.
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Figura 8.13 Microspeciile posibile prezente in solutie pentru
chelidonina in functie de pH. Structurile speciilor majoritare la pH
7.4 (specia 1), pH foarte acid (specia 2), pH foarte bazic (specia 3).

Epicatechina este un polifenol care pana la pH 8,5 se gaseste exclusiv sub forma neprotonata.

Pentru valori ale pH-ului intre 8,5-12,5 pot aparea mai multe forme deprotonate ale caror

compozitie poate fi consultatd in (Figura 8.14).
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Figura 8.14: Microspeciile posibile prezente in solutie pentru
epicatechina in functie de pH. Structurile speciilor majoritare
la pH 7.4 (specia 1), pH foarte acid (specia 1), pH foarte bazic
(speciile 9 si 11).
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e Acidul gelseminic este un derivat de cumarina care prezintd o grupare de tip fenol si de

aceea, pand la pH=6, este sub forma neutrd, iar peste aceastd valoare Incepe sa se

deprotoneze la gruparea hidroxil fenolic (Figura 8.15).
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Figura 8.15: Microspeciile posibile prezente in solutie
pentru acidul gelseminic in functie de pH. Structurile
speciilor majoritare la pH 7.4 (specia 1), pH foarte acid
(specia 1), pH foarte bazic (specia 2).

e Ginkgolida A este o diterpena lactonica a cdrei formd neutrd este preponderantd pana la pH

=10 (Figura 8.16).
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Figura 8.16: Microspeciile posibile prezente in solutie
pentru ginkgolida A in functie de pH. Structurile speciilor
majoritare la pH 7.4 (specia 1), pH foarte acid (specia 1),
PpH foarte bazic (specia 4).

e Izosilibina (Figura 8.17) si silicristina (Figura 8.18) cu structuri hibride de tip flavonoida si

lignant sunt in forma neprotonata pana la pH=6.
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Figura 8.17: Microspeciile posibile prezente in solutie
pentru izosilibina in functie de pH. Structurile speciilor
majoritare la pH 7.4 (specia 1), pH foarte acid (specia 1),
pH foarte bazic (specile 7 si §).
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Figura 8.18: Microspeciile posibile prezente in solutie
pentru silicristina in functie de pH. Structurile speciilor
majoritare la pH 7.4 (specia 1), pH foarte acid (specia 1),
pH foarte bazic (speciile 10 si 11).



e Taraxacosida (Figura 8.19) este o glicozida care a fost acilata la o grupare hidroxil. Prezinta

o grupd hidroxil de tip fenolic care poate fi ionizatd in proportie relevantd la valori ale pH-

ului mai mari decit 9.
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:f’:g pentru taraxacosida in functie de pH. Structurile speciilor
majoritare la pH 7.4 (specia 1), pH foarte acid (specia 1),
PpH foarte bazic (speciile 3 si 5)
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e Acidul taraxinic (Figura 8.20) prezintd o grupare carboxil care se poate ioniza, specia

rezultata fiind predominanta in domeniul de pH 6-14.
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1 Figura 8.20: Microspeciile posibile prezente in solutie

pentru acidul taraxinic in functie de pH. Structurile
speciilor majoritare la pH 7.4 (specia 2), pH foarte acid
(specia 1), pH foarte bazic (specia 2).
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e Sunitinibul la pH acid este protonat la gruparea amino tertiara (Figura 8.21), iar imatinibul

poate admite protonari la mai multe grupari de tip amina (Figura 8.22).
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Figura 8.21: Microspeciile posibile prezente in solutie pentru  Figura 8.22: Microspeciile posibile prezente in solutie
pentru imatinib in functie de pH. Structurile speciilor
majoritare la pH 7.4 (specia 3), pH foarte acid (specia 11),
pH 7.4 (specia 1), pH foarte acid (specia 2), pH foarte bazic  pH foarte bazic (specia 1).

(specia 3).

sunitinib in functie de pH. Structurile speciilor majoritare la

Inainte de studiile de andocare, moleculele acestor liganzi au fost prelucrate (protonate/
deprotonate) tinand cont de specia preponderentd la pH-ul considerat, iar structurile lor au fost
optimizate, adica au fost aduse la o geometrie care corespunde unui minim energetic. Pentru
optimizarea geometriilor s-a folosit platforma Open Babel versiunea 3.0 [252]. Totodata, au fost

calculate si sarcinile de tip Gasteiger pentru atomi.
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Acidul rozmarinic din Melissa officinalis se leaga cu afinitate mai mica la situsul de
legare al imitanibului si sunitimibului (-7,89 kcal/mol) din receptorul A2B al adenozinei
corespunzator lantului R. El prezintd o afinitate mai mare pentru lantul B (-9,70 kcal/mol). De
acceea, in prezenta sunitinibului si imitanibului afinitatea rdméane mare (-9,68 kcal/mol si

respectiv -9,52 kcal/mol) (Figura 8.26).
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Figura 8.26: (4) Principalele tipuri de interactii intre acidul rozmarinic din Melissa officinalis si aminoacizii din receptorul
A2B al adenozinei. (B) Structura complexului acid rozmarinic - receptorul A2B al adenozinei in prezenta imatinibului (legat
la lantul R, zona rosie din structura).

Silibina din Silybum marianum se leagd la acelasi situs al receptorului apelinei precum
imanitibul si sunitinibul. Singurd, are o afinitate mare (-9,40 kcal/mol), mai mare decat a
sunitinibului (-8,14 kcal/mol), dar sub cea a imitanibului (-9.66 kcal/mol). In prezenta celor doua
medicamente apare o competitie pentru situsul de legare si afinitatea scade mult:

- 7.89 kcal/mol in prezenta sunitinibului si

- 7.67 kcal/mol in prezenta imatinibului (Figura 8.27).
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Figura 8.27: (A) Principalele tipuri de interactii intre silibina din Silybum marianum si aminoacizii din receptorul apelinei in
prezenta sunitinibului. (B) Structura complexului silibina - receptorul apelinei in prezenta sunitinibului
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Acidul taraxinic din Silybum marianum si Taraxacum officinale are afinitate relativ
scazutd pentru toti cei trei receptori studiati (Tabelul VIILI ). In cazul receptorului apelinei se
leaga la acelasi situs cu sunitinibul (Figura 8.28) si imatinibul, ceea ce ii va reduce si mai mult
afinitatea dacd legarea se face In prezenta acestora (de la -8,60 kcal/mol la -6,20 kcal/mol si

respectiv -5,69 kcal/mol).
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Figura 8.28: (A) Principalele tipuri de interactii intre acidul taraxinic din Silybum marianum si Taraxacum officinale si
aminoacizii din receptorul apelinei in prezenta sunitinibului. (B) Structura complexului acid taraxinic - receptorul apelinei in
prezenta sunitinibului.

Acidul oleanolic din Clematis vitalba are afinitate mare pentru receptorul A2B al
adenozinei (-9,76 kcal/mol) si receptorul apelinei (-8,57 kcal/mol) si reactivitate mai mica pentru
adrenoceptorul beta 2 (-7,43 kcal/mol) (Tabel VIII.1). In prezentd de sunitinib legarea la acelasi
situs al receptorului A2B al adenozinei este dramatic influentatd (afinitate -5,34 kcal/mol)

(Figura 8.29).

Figura 8.29: Structura complexului acidul oleanolic din Clematis vitalba- receptorul A2B al adenozinei (4), in prezenta
sunitinibului legare la acelasi situs (B) vs. legare la situsuri diferite (C). Principalele tipuri de interactii intre acidul oleanolic si
aminoacizii din receptorul A2B al adenozinei (D).

Pe baza simulérilor de andocare se poate spune ca multi dintre compusii studiati au
prezentat afinitati mari de legare prezise fatd de receptorii analizati. Ei reprezintd candidati
potentiali pentru validare experimentald si investigatii suplimentare ca modulatori ai

interactiunilor cu receptorii specificati in linii celulare canceroase.
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CAPITOLUL IX: EVALUAREA EFECTELOR ADVERSE SI A
SIGURANTEI ONCOTERAPIILOR
EVALUREA EFECTELOR ADVERSE SI A SIGURANTEI
TRATAMENTELOR ONCOLOGICE

9.1 Introducere

Inregistrarea evenimentelor adverse contribuie semnificativ la acumularea de date
esentiale pentru aprecierea sigurantei terapiilor medicamentoase. Raportarea acestor reactii
determina imbunatatirea calitatii si eficacitatii tratamentelor disponibile.

Cisplatinul, agent din clasa compusilor cu platina, este utilizat pe scard largd in
tratamentul cancerului testicular, ovarian, pulmonar, de vezica si alte tumori solide. In ciuda
eficacitatii sale, este cunoscut pentru toxicitati severe, inclusiv nefrotoxicitate, ototoxicitate,
neuropatie periferica, greata si varsaturi severe, mielosupresie si toxicitate vasculara. Imatinib si
sunitinib, inhibitori ai tirozin kinazei, sunt medicamente ce reprezintd un progres important in
tratamentul cancerului, dar utilizare lor este limitata de toxicitatile specifice care pot influenta
aderenta la tratament si calitatea vietii pacientilor.

Obiectivul acestui studiu este de a analiza reactiile adverse raportate la imatinib, sunitinib
si cisplatin 1n baza de date Eudra Vigilance, cu scopul de a compara profilele de siguranta ale
acestor agenti antineoplazici cu mecanisme de actiune diferite, dar utilizari comune in oncologie.
9.2. Farmacovigilenta Cisplatinului

Numarul de cazuri individuale identificate in Eudra Vigilance pentru CISPLATIN este de
36347, pana la data de 09 februarie 2025.

Repartitia reactiilor adverse in functie de zona geografica
37,3% din cazuri provin din tarile
non SEE _ 19770 Spatiului Economic European (SEE), iar
62,7% sunt raportate din afara acestui

spatiu (non-SEE).

o] 5000 10000 15000 20000 25000

Figura 9.1: Numdrul de cazuri de reactii adverse in functie de zona geografica
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Figura 9.2: Numarul de cazuri individuale raportate in tarile SEE
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Figura 9.10: Numarul de cazuri de reactii adverse, din grupa de varsta 65-85 ani, in functie de tipul de reactie

Reactiile adverse grave sunt predominante In majoritatea categoriilor de reactii, in special
in tulburdrile sanguine si limfatice, gastrointestinale si cardiovasculare, fiind strans legate de
toxicitatea cisplatinului asupra maduvei osoase.

9.3 Farmacovigilenta inhibitorilor de tirozin-kinaza
9.3.1. Imatinib
Numarul de cazuri individuale identificate n Eudra Vigilance pentru IMATINIB este de

46255, pana la data de 09 februarie 2025.
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Repartitia reactiilor adversein grupa de varsti 63-85ani In grupa de Vérsté 65-85 anl’ reacgl]le
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Figura 9.20: Numarul de cazuri de reactii adverse, din grupa de varsta 65-85 ani, in functie de tipul de reactie

Aproape toate reactiile adverse raportate sunt considerate serioase (92,12%). Aceasta este
0 preocupare majord, avand in vedere ca imatinibul este un medicament utilizat in tratamentele
oncologice unde riscurile pot fi mai mari din cauza naturii bolii si a efectelor secundare.
Monitorizarea continua si ajustarea dozei sunt esentiale pentru a reduce riscurile.
9.3.2. Sunitinib

Numarul de cazuri individuale identificate in Eudra Vigilance pentru SUNITINIB este de

27015, pana la data de 09 februarie 2025.

Repartitin reactiilor adverse in grupa de viirsta 65-85 ani Reac!:iile adverse Cele mai intélnite
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Figura 9.30: Numarul de cazuri de reactii adverse, din grupa de varsta 65-85 ani, in functie de tipul de reactie
Cele mai frecvente reactii adverse raportate au fost tulburdrile generale si la locul de

administrare, afectarea gastro-intestinalad, neoplasmele, tulburarile sistemului nervos si
tulburdrile tesuturilor subcutanate. Datele privind sunitinib indicd o prevalentd mai mare a
reactiilor adverse in randul barbatilor si al pacientilor din grupele de varsta adulte, cazurile
serioase dominand raportarile.
9.4. Concluzii

Astfel, fiecare dintre cele trei medicamente prezintd un profil distinct de reactii adverse,
cu suprapuneri notabile In ceea ce priveste afectarea generala, gastrointestinala si hematologica,
dar si particularitati ce reflectd mecanismele farmacologice diferite si tipurile de pacienti carora

le sunt destinate.
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CAPITOLUL X: STUDIU DE CAZ: PHGIST: TUMORA GIGANTICA
INTRAHEPATICA DE NATURA STROMALA

10.1 Introducere

Tumorile stromale gastrointestinale reprezintd cele mai intdlnite forme de tumori
mezenchimale ale tractului digestiv, avand originea in celulele interstitiale ale Cajal. De regula,
acestea apar in locatii extrahepatice, insd un mic procent provine din ficat si sunt denumite
tumori stromale gastrointestinale hepatice primare (PHGIST). Diagnosticul de PHGIST se face
prin excludere, intrucdt acestea prezintd aceleasi trasaturi moleculare imunohistochimice si
histologice ca si tumorile stromale gastrointestinale clasice. Datoritd numarului redus de studii
publicate, informatiile privind morbiditatea si mortalitatea asociate PHGIST sunt incd limitate.
Imunohistopatologia poate contribui la elaborarea unor recomandari de screening si la evaluarea
rezidentei la tratament [77].

Pentru a ilustra aceasta situatie particulard, va prezint cazul pacientei SDM, in varsta de
79 de ani, fard antecedente patologice personale sau tratamente cronice.
10.2 Etapele cazului clinic
Etapa 0: Prediagnostic - perioada 22.02.2017-27.02.2017

Pacienta manifesta o fatigabilitate accentuatd, inapetentd, o scddere moderata in greutate
s1 0 mdrire a volumului abdominal.

Examinarea clinica a relevat o pacienta cu aspect palid si semne de astenie, avand o stare
generald usor compromisd. Abdomenul era extrem de distensat si simetric, prezentand o cantitate
mare de ascitd tensionatd, insa cu tranzit intestinal normal si o disfunctie respiratorie de tip

restrictiv. De asemenea, tuseul rectal a fost in limite normale.

Figura 10.1: Aspect CT in momentul diagnosticarii— Formatiuni tumorale hepatice avind aspect chistic, cu perefi de grosime
variabila si priza de contrast neomogend
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Pe sectiunile transversale se evidentiaza trei calcificari parenchimatoase in lobul drept
hepatic: cea mai mare méasoard 14 mm, cea mai mica intre 2 si 3 mm, iar doua dintre ele sunt in
contract cu peretele chistic. La nivelul segmentelor IVB si III se remarca doud formatiuni
voluminoase care ocupa aproape toatd Intreaga cavitate peritoneala. Colecistul nu poate fi

identificat, cel mai probabil fiind comprimat de formatiunea invecinata, iar in zona perihepatica

si hepatodiafragmatica se observa o lama de fluid de grosime variabila, intre 1 si 3 cm.

Figura 10.2: Aspect CT in momentul diagnosticarii— Polul inferior al formatiunii chistice din lobul stang ajunge pdna in pelvis
(14/18/18,5 cm) si disloca posterior colonul transvers si intestinul subtire spre fosa iliaca dreapta
Dupa corectarea dezechilibrului hidroelectrolitic si a anemiei, s-a decis interventia

chirurgicala cu scopul de a confirma diagnosticul §i de a realiza o tumorectomie reductionala.

Etapa I: Primo interventie — perioada 01.03.2017-01.04.2017
Internare Spitalul CF1 Witting Bucuresti: Consultul clinic chirurgical la internare releva
abdomen mult marit de volum, in tensiune, cu hepatomegalie importanta la nivelul ambilor lobi,

marginea inferioard a lobului sting ajungand pana in fosa iliaca stanga.
IT UNIV HITING X Al_pKAsvn UNIV HITING N m l

Figura 10.3: Aspecte ecografice in momentul diagnosticarii
Se intervine chirurgical cand, pentru formatiune tumorala polichisticd gigantd hepatica

(formatiune tumorala care practic inlocuieste ambii lobi hepatici, prezentind cavitati
chistice voluminoase cu lichid limpede, cea de la nivelul lobului sting coboara pana in fosa
iliaca stinga; tumora are aspect encefaloid, este usor friabild, singereaza abundent, este

aderentd la masa intestinald si nu poate fi mobilizata; lichid de ascitd in cantitate
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moderata; parenchim hepatic de aspect normal este vizibil doar la nivelul segmentului VI-
VII), se practica laparatomie diagnostica, biopsie excizionald, evacuare formatiune tumorald
chisticd lob hepatic sting, drenaj intracavitar, drenaj peritoneal multiplu; piesele de biopsie
(fragmente de 1-3,5 cm se trimit la examinare anatomo-patologica - proliferare tumorald cu
celule clare de origine mezenchimala - GIST confirmat de examenul imunohistochimic).

Evolutia postoperatorie a fost initial trenanta, inregistrandu-se pierderi semnificative de
lichid de ascita cu aspect hemoragic prin drenurile peritoneale, necesitind administrarea repetata
de transfuzii cu masa eritrocitard. Pacienta a fost externata dupa 30 de zile de la internare,
prezentand o placa vindecata, tranzit intestinal activ si administratie orala, desi a persistat un
drenaj peritoneal de aproximativ 500 ml/zi cu aspect ascitic.

Examenul anatomopatologic a evidentiat fragmente de tesut tumoral compus din
celule fuziforme, cu citoplasma vacuolara clara si nuclei ovalari relativ omogeni, ce
prezinta aspect tahicrom si vacuolizat, nucleolii fiind greu de evidentiat. Limitele celulare
sunt neclare, iar celulele se aranjeaza in jurul unor vase ectaziate cu pereti subtiri.
Activitatea mitotica este scazuta (3mitoze/SOHPF). Analiza histopatologica a concluzionat
ca este vorba de o proliferare tumorala cu celule clare, de origine mezenterica, de tip GIST.

Pentru a stabili diagnosticul de certitudine, fragmentele tumorale au fost evaluate prin
teste de imunohistochimie, utilizdnd o gama extinsd de imunomarkeri. Rezultatele obtinute au
fost urmatoarele:

° imunomarkerii CD117, VIMENTINA, PDGFR-Alpha, CD34, DOG1 au iesit pozitivi

in celulele tumorale,

o imunomarkerul ACTININA a iesit negativ in celulele tumorale si pozitiv in vase,
o imunomarkerul Ki67 a iesit pozitiv cu indice de proliferare 25% in celulele tumorale
o imunomarkerul S100 a iesit negativ.

Concluzia testelor imunohistochimice a fost urmatoarea Tumord stromald gastrointestinali
(GIST) maligna hepatica.
Etapa 1I: Tratament cu Inhibitor de Tirozin-Kinaza de primd linie - IMATINIB — perioada
03.05.2017-05.05.2021

Se instituie tratamentul cu IMATINIB (GLIVEC) 400mg, administrat sub forma de 2
comprimate/zi, ceea ce a determinat o ameliorare rapida a starii generale, reducerea drenajului la
50 ml/24h, scdderea volumului abdominal si Indepartarea tuburilor de dren dupa aproximativ o
luna de la initierea terapiei.

La 6 luni, controalele imagistice evidentiazd un raspuns partial la tratamentul cu
inhibitori de tirozin-kinaza, conform Criteriilor Choi, manifestat prin reducerea dimensiunilor si

scaderea densitatii formatiunilor tumorale hepatice.
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Figura 10.4.1: Aspect CT la 6 luni
Cea mai voluminoasd formatiune tumorald intrahepatica masoara 90 / 54 / 46 mm, situata

intre segmentele II-III. Formatiunile tumorale hepatice se incarcd mai discret cu substantd de
contrast fatd de evaluarea anterioara.

in data de 03.03.2021, la 4 ani de la diagnosticare, ficatul prezintd multiple macrochisturi
biliare simple de pana la 8cm, descrise si anterior, stabile in timp. Colecist - aparent fara calculi.
In spatiul Morrison nodul nespecific stationar de 35/22mm. Rinichi functionali, firi tumori,
hidronefroza sau calculi. Fard noduli suprarenalieni suspecti. Pancreas omogen. Stomac:
modificari parietale la nivelul antrului, pe o lungime de aproximativ 4cm - peretii apar moderat
ingrosati, circumferential, grosime maximad de 14mm. Farda adenopatii celio-mezenterice sau

retroperitoneale cu aspect macroscopic tumoral. Vezica urinard evacuatd. Coprostazd difuza -
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grad moderat. Fard ascitd. Uter mic involuat. Loje anexiale libere. Schelet axial surprins in
achizitii: fara leziuni secundare.
Etapa I11: Instalarea rezistentei la IMATINIB — perioada 14.06.2021-03.12.2021

Multiple tumori hepatice chistice cu diametrul de pana la 8 cm in lobul drept, stabile fata
de investigatiile anterioare. Formatiune subcapsulard cu dezvoltare extrahepaticd in spatiul
Morrison, izodensa cu parenchimul hepatic, de 3/3,7 cm de asemenea stationara.

%7)

W

Figura: 10.10.1: Aspect CT la 48 luni sub tratament cu Imatinib
Colecist destins, CBP, CBIH nedilatate. Pancreas omogen. Stomac cu pliuri hipertrofice.

Peretii antrului gastric cu o grosime variabila segmentar: proximal 14 mm, mai distal 8§ mm -
aspect stabil fatd de martie 2021.
Etapa IV: Intrerupere tratament cu IMATINIB — perioada 04.01.2022-26.06.2022

Formatiune chisticd tumorald, voluminoasd, de 12/12 cm nou aparutd in epigastru,
probabil desprinsa din peretele posterior al antrului gastric, care amprenteaza marginea inferioara
a lobului stang hepatic. In rest, aspect stationar.

Se constata aparitia unei formatiuni tumorale de tip chistic, cu perete iodofil, cu densitate
centrald parafluida, formatiunea face corp comun cu marfinea inferioara stanga a ficatului si cu
peretele posterior al antrului gastric, avand dimensiuni de 12/12 cm.

Se decide sistarea tratamentului cu ITK linie [ — Imatinib.

Etapa V: A doua interventie chirurgicalia — perioada 27.06.2022-11.07.2022

Pacienta se interneazad prezentand varsaturi reduse cantitativ, sporadice, astenie fizicd si
formatiune tumorald voluminoasa palpabild in epigastru, dura, imobild, nedureroasa.
Investigatiile clinice si paraclinice efectuate (EKG, RxPulmonar, EDS) nu deceleaza alte
modificari patologice, stomacul fiind amprentat posterior in regiunea verticala, dar fara leziuni
de mucoasa. Datele de laborator releva Anemie Cronica (normocroma, normocitara) - Hb = 8,4

g/dl. Se intervine chirurgical pentru formatiune tumorala chistica lob hepatic stang (formatiune
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tumorald desprinsad din lobul hepatic stang, care se intinde posterior pana pe planul vaselor mari,
inferior pana in mezocolonul transvers, avand dimensiuni de aproximativ 12/15 cm, in tensiune,
cu perete relativ fibros.

Se transfera la Institutul Clinic Fundeni, Clinica Chirurgie Generald. Se reintervine
chirurgical in data de 04.07.2022 cu diagnosticul de tumora chisticd voluminoasa segment III,
operata pentru care se practica hepatectomei atipica segment III in bloc cu formatiunea tumorala.
Postoperator evolutia pacientei este favorabild, pacienta fiind afebrild, cu reluarea tranzitului
intestinal pentru gaze si materii fecale, scaderea debitului pe tuburile de drenaj peritoneal cu
suprimarea acestora In urma ecografiei de control care descrie: ficat restant cu ecostructura
neomogend prin prezenta a cateva leziuni macronodulare cu continut transonic, in segmentele
VII-VIII si alte leziuni nodulare cu structura heterogena la nivelul segmentelor VI-VII; Axe
vasculare hepatice permeabile; Fara dilatatii de arbore biliar; Splina si rinichi fara particularitati;
Fard ascita, fard colectii intraabdominale. Se externeaza cu stare generald bund, cu toleranta
digestiva, cu plaga in curs de vindecare din punct de vedere chirurgical. Recomandari generale
post-chirurgicale.

Etapa VI: Tratament cu Inhibitor de Tirozin-Kinaza de linie secundarid - SUNITINIB —
perioada 04.11.2022-23.01.2025

Dupd o luna post operator se decide initierea tratamentului linia a II-a (Sunitinib).
Necesita evaluare cardiologicd cu FEV. Consult de specialitate cardiologie: Valvulopatii
degenerative usoare. Dislipidemie usoara. Nu exista contraindicatii de tratament oncologic.

Aspectul HP descris este sugestiv pentru diagnosticul de tumori mezenchimale cu celule
fuziforme (tip GIST). Testele IHC efectuate pledeazd pentru diagnosticul de tumord stromala
GIST cu grad inalt de malignitate (determinare secundard). Urmeaza initiere tratament linia a II-
a cu Sunitinib 50mg/zi 28 zile ulterior 14 zile pauza.

La CT-ul efectuat la 15 luni de tratament cu Sunitinib se remarca aspect stabil al
formatiunilor hepatice cunoscute. Fara leziuni nou aparute cu caracter suspect de determinari
secundare la nivel toraco-abdomino-pelvin comparativ cu examinarea anterioard initierii
tratamentului cu Sunitinib.

La 6 ani si jumatate de la diagnosticare si la 18 an de la ultimul examen CT se constata:
aparitia unei noi leziuni chistice hepatice la nivelul segmentului VII. Majoritatea formatiunilor
chistice hepatice cunoscute prezintd dimensiuni mai reduse. Lipsa vizualizarii in prezent a
leziunii tisulare de la nivelul segmentului VI hepatic. Fara leziuni secundare nou aparute la nivel

pulmonar si osos. Stenoze semnificative la nivelul arterelor femurale superficiale.
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Figura 10.11.2: Aspect CT la 18 luni sub tratament cu Figura 10.11.3: Aspect CT la 18 luni sub tratament cu
Sunitinib Sunitinib

Aparitia unei leziuni chistice de 21/24 mm subcapsular la nivelul segmentului VII.
10.3 Particularitatile clinice ale cazului

Un aspect de remarcat este ca, in ciuda utilizdrii unor tehnici imagistice performante si
efectudrii laparotomiei exploratorii, originea GIST in TGI nu a fost identificata. Desi examenul
imunohistochimic indicd o posibild origine hepatica, unii autori contestd aceastd concluzie,
argumentand ca tumorile aparute in organele parenchimatoase (ficat, pancreas, prostatd) ar putea
reprezenta metastaze rezultate prin extensie directa a GIST-urilor din organele digestive cavitare.

Acest caz prezintd mai multe aspecte atipice si complexe care il diferentiazd de alte
cazuri de PHGIST: evolutia indelungatd si tratamentul pe termen lung, formatiunea tumorala
predominant chisticd si dimensiunile sale, rezistenta la Imatinib si efectele secundare severe la
terapiile TKI.

Literatura aratda cd PHGIST este o patologie rard si dificil de tratat, cu prognostic
rezervat. Totusi, pacienta a avut o supravietuire de 8 ani de la diagnostic, ceea ce este
remarcabil. Cazurile raportate in literatura de specialitate mentioneazd cd supravietuirea
mediana este semnificativ mai mica, cu o rata de supravietuire la 5 ani de aproximativ 33% in
unele studii [77].

In majoritatea cazurilor de PHGIST, tumorile sunt solide si pot avea necroza centrald, dar
cazurile chistice sunt rare. In cazul acestei paciente, tumorile hepatice au prezentat un
comportament predominant chistic, cu dimensiuni semnificative, neobisnuite, ajungand pana la
12/12 cm.

Dupa aproximativ 4 ani de tratament, pacienta a dezvoltat rezistenta la TKI de prima
linie, fenomen raportat in literatura de specialitate, dar in mod obisnuit observat mai devreme
(dupa 2-3 ani).

Efectele adverse severe raportate de catre pacientd pe parcursul tratamentelor TKI:

Imatinib - spasme musculare intense pe toatd durata tratamentului, Sunitinib - hipertensiune de

43



grad moderat-ridicat, dekeratinizari ale patului unghial, alopecie, dezvoltarea cataractei
binocular, Anemie severa controlata prin aport suplimentar de Fe

Aceste efecte adverse sunt mai putin frecvent raportate, in special cele la Sunitinib, dar
apartin spectrului de toxicitate cutanata si vasculard descris n literatura.

Aspecte care fac cazul unic
- Supravietuirea lunga (7+ ani) in ciuda unei patologii cu prognostic rezervat
- Caracterul chistic al tumorii, rar intalnit in PHGIST
- Efectele secundare severe la terapiile TKI, mai ales dekeratinizarile, dezvoltarea
cataractei binocular si stenozare arteriald periferica si centrala progresiva
- Interventiile chirurgicale complexe cu complicatii postoperatorii severe
10.6 Concluzii

Cazul prezentat ilustreaza complexitatea diagnosticului, tratamentului si monitorizarii
evolutiei unei PHGIST, o entitate rard si controversata in literatura de specialitate.
Particularititile biochimice si clinice au evidentiat o interactiune complexa intre procesul
tumoral, tratamentele sistemice cu inhibitori de tirozin-kinazd (TKI) si rdspunsul biologic al
organismului.

Din punct de vedere hematologic si biochimic, pacienta a prezentat profil stabil in
ansamblu, dar influentat semnificativ de tratamentul cu Imatinib si Sunitinib. S-au remarcat un
sindrom anemic persistent, modificari imunologice sugestive pentru inflamatie tumorald cronica
si efecte adverse hematologice si metabolice, precum leucopenia tranzitorie care a necesitat
monitorizare si ajustare terapeutica atenta.

Sub aspect clinic, evolutia bolii a fost marcata de: o prezentare atipica, cu tumori hepatice
chistice de mari dimensiuni, dificultdti de diagnostic diferential, in absenta unei leziuni digestive
primare evidente, dezvoltarea rezistentei la Imatinib dupa o perioadd mai lungd decat media
raportata in literaturd, efecte adverse severe si rare asociate terapiei TKI, precum cataracta
binoculara, dekeratinizari si stenozari vasculare progresive

Tratamentul multimodal, constand in adminitstrarea secventiald de TKI si interventii
chirurgicale majore, a permis o supravietuire remarcabili de peste 8 ani, in ciuda
prognosticului rezervat caracteristic acestui tip tumoral. Acest aspect subliniazd importanta unei
monitorizdri riguroase, a adaptarii terapeutice individualizate si a colaborarii multidisciplinare in
gestionarea cazurilor oncologice rare.

Cazul aduce in discutie si problema validitatii diagnosticului de PHGIST ca entitate
primard, Intrucat originea hepaticd a tumorii raméane un subiect de dezbatere. Totusi, datele
clinico-patologice si evolutive sustin unicitatea acestui caz si necesitatea de a reevalua criteriile

de diagnostic in contextul formelor atipice de GIST.
44



CONCLUZII GENERALE

1. Nanoparticulele si extractele vegetale reprezinta o directie promititoare in terapiile
oncologice.

Rezultatele obtinute indica faptul ca nanoparticulele de Argint biosintetizate din extracte
vegetale pot avea un rol important in tratamentele anticanceroase. Acestea oferd o citotoxicitate
moderata, mai putin agresiva decat Cisplatina, dar mai eficienta decat extractele vegetale simple.
Sinergia dintre nanoparticule si extractele din plante contribuie la Tmbunatatirea eficacitatii
tratamentului, reducerea efectelor adverse si protejarea celulelor sinitoase. In plus, aceste
combinatii pot reduce toxicitatea terapiilor conventionale, facAndu-le mai usor de tolerat pe
termen lung.

2. Extractele vegetale au wun potential terapeutic semnificativ, dar necesita
standardizare si studii aprofundate.

Compusii bioactivi extrasi din plante precum rostopasca, papadia sau roinita au
demonstrat efecte antitumorale, antioxidante si antimicrobiene. Acestia pot modula raspunsul
celular la tratamentele conventionale, oferind o alternativd mai sigurd sau un adjuvant care sa
sporeasca eficienta chimioterapiei. Cu toate acestea, efectele variabile observate intre diferitele
extracte si metode de obtinere sugereaza necesitatea unor studii suplimentare pentru a
standardiza dozajele si pentru a determina mecanismele exacte de actiune.

3. Sinergismul intre terapiile conventionale si cele alternative poate optimiza
tratamentele impotriva cancerului.

Rezultatele sugereaza ca administrarea combinatd de medicamente oncologice si extracte
vegetale sau nanoparticule poate avea efecte benefice asupra viabilitatii celulelor canceroase,
crescand eficacitatea tratamentului. Mai mult, unele combinatii au demonstrat un efect protector
asupra celulelor normale, ceea ce ar putea contribui la reducerea efectelor secundare ale
chimioterapiei. Aceste observatii subliniaza importanta unor strategii terapeutice combinate care
sa permitd utilizarea unor doze mai mici de chimioterapice, mentionand in acelasi timp eficienta
tratamentului.

4. Activitatea antioxidanta si antimicrobiana a extractelor vegetale sugereaza aplicatii
extinse in medicina preventiva.

Plantele bogate in polifenoli, precum Melissa officinalis si Clematis vitalba, au
demonstrat un puternic efect antioxidant, ceea ce poate contribui la prevenirea bolilor asociate
stresului oxidativ, inclusiv a cancerului si bolilor neurodegenerative. De asemenea, activitatea
antimicrobiand a extractelor vegetale testate sugereazd o posibila utilizare in combaterea

infectiilor bacteriene si fungice. Aceste rezultate deschid noi oportunitéti pentru dezvoltarea unor
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terapii naturale impotriva infectiilor rezistente la antibiotice si a bolilor cronice asociate stresului
oxidativ.
5. Profilul reactiilor adverse ale chimioterapicelor actuale impune o monitorizare
atenta si personalizarea tratamentelor.

Analiza farmacovigilentei a aratat ca medicamentele utilizate in tratamentele oncologice
precum Cisplatina, Imatinib si Sunitinib, au un profil de toxicitate ridicat, in special in randul
pacientilor varstnici si al barbatilor. Cele mai frecvente reactii adverse includ tulburari
gastrointestinale, hematologice si renale, iar majoritatea raportarilor indica severitate ridicata.
Acest lucru subliniaza importanta monitorizarii continue a pacientilor si a ajustarii tratamentului
in functie de particularitatile fiecaruia, pentru a reduce riscurile asociate.

6. Noi molecule descoperite prin andocare moleculard ar putea fi utilizate in
dezvoltarea unor medicamente mai eficiente si mai sigure.
Simulérile de andocare moleculara au evidentiat compusi cu afinitati ridicate pentru receptorii
implicati in proliferarea celulelor canceroase. Acesti compusi ar putea deveni puncte de plecare
pentru dezvoltarea unor noi terapii oncologice, cu efecte mai bine directionate si toxicitate
redusd fatd de medicamentele conventionale. Validarea experimentald a acestor compusi este
urmatorul pas necesar pentru a le confirma potentialul terapeutic.
7. Efectele tratamentelor sunt dependente de doza si de timp.

Toate studiile analizate au demonstrat ca eficienta tratamentelor este strans legata de
concentratie si de durata expunerii. Substantele testate au avut un efect citotoxic mai pronuntat la
doze mai mari si dupd o perioada mai lunga de timp (48 de ore comparativ cu 24 de ore). Acest
efect cumulativ este esential in determinarea schemelor de tratament optime, evitand subdozarea
(care ar putea duce la ineficientd) sau supradozarea (care ar putea creste toxicitatea).

8. Extractele vegetale si nanoparticulele pot contribui la reducerea efectelor secundare
ale chimioterapiei.

Un aspect important evidentiat de studii este faptul ca anumite combinatii de extracte
vegetale si nanoparticule au protejat celulele sanatoase de toxicitatea medicamentelor citotoxice,
fara a compromite efectul asupra celulelor canceroase. Acest lucru sugereaza ca terapiile bazate
pe compusi naturali ar putea fi utilizate pentru a diminua efectele adverse ale chimioterapiei,
reducand astfel disconfortul pacientilor si imbunatatind calitatea vietii acestora.

9. Monitorizarea farmacologici a medicamentelor oncologice trebuie imbunataitita
pentru a asigura siguranta pacientilor.

Analiza farmacovigilentei aratd ca reactiile adverse ale chimioterapicelor sunt
semnificative si necesitd o supraveghere constantd. Diferentele de raportare intre regiunile

geografice sugereaza ca exista o nevoie de standardizare a monitorizarii efectelor secundare la
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nivel global. In plus, sub-raportarea reactiilor adverse din partea pacientilor poate influenta
perceptia asupra sigurantei unui medicament, ceea ce subliniaza importanta unei educatii mai
bune a pacientilor si a unei colabordri mai stranse intre acestia si profesionistii din domeniul
sanatatii.
10. Medicina personalizatd ar putea juca un rol cheie in optimizarea tratamentelor
oncologice.

Rezultatele studiilor arata ca nu toate terapiile functioneaza la fel pentru fiecare pacient,
iar toxicitatea poate varia in functie de varsta, sex si alti factori biologici. Personalizarea
tratamentului pe baza profilului genetic si metabolic al fiecarui pacient ar putea ajuta la
imbunatatirea eficacitatii terapiilor si la reducerea efectelor secundare. Implementarea unor
strategii de tratament adaptate fiecarui pacient ar putea reprezenta viitorul oncologiei, oferind
rezultate mai bune si o tolerabilitate mai ridicata.

Aceste concluzii generale subliniazd directiile majore ale cercetirii in domeniul
tratamentelor oncologice si antimicrobiene, evidentiind avantajele si provocarile utilizarii
nanoparticulelor, extractelor vegetale si terapiile combinate. Viitoarele studii ar trebui sa
se concentreze pe validarea experimentala a acestor descoperiri, optimizarea formularilor
si integrarea acestor strategii in tratamentele clinice pentru a maximiza beneficiile pentru

pacienti.
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