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INTRODUCERE

Patologia oncologica este tot mai des intalnitd, astfel incat, din pacate aproape in
fiecare familie incepe sa existe cate un membru suferind de aceasta boala.

Ca urmare a frecventei acestei boli, a faptului ca este o mare problema de
sdndtate publica atat nationald, cat si pe plan mondial, a impactului social, psihologic,
economic consideram studiul de fata un pas important in dezvoltarea unor noi metode
de tratament cu un cost redus, fara toxicitati si cu un mare potential curativ.

Rata de vindecare este mai mare in tarile dezvoltate comparativ cu tarile in curs
de dezvoltare ca urmare a costurilor in ceea ce priveste tratamentele, screening-ul si
accesul la servicii medicale.

Pe de alta parte, desi cercetarea In domeniul terapiilor impotriva neoplaziilor
este in plin avant, uneori anumite tumori sunt refractare la orice tratament existent,
pacientii se confruntd cu multiple toxicitati (care nu permit administrarea de
tratamente cu toxicitati mai mult sau mai putin cunoscute) lucru care cere in mod
implicit cercetarea si gasirea unor alternative viabile.

Deoarece in literatura de specialitate nu sunt numeroase studii care folosesc
terapie fotodinamica, alaturi de compusi naturali, am decis efectuarea unui asemenea
studiu. Obiectivul principal a fost acela de a observa si documenta efectul sinergic sau
aditiv asupra tesutului tumoral cu consecinte reduse asupra tesutului normal,
peritumoral.
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1. Stadiul actual al cunoasterii

1.2. Definitii de baza si metode de tratament ale cancerului

La ora actuala, la nivel mondial, cancerul reprezintd una dintre cele mai
frecvente boli, atat in tarile dezvoltate, cat si in cele In curs de dezvoltare, fiind
caracterizata prin cresterea necontrolata a celulelor si dezvoltarea celulelor anormale,
din cauza modificarilor genetice sau a expunerii la substanfe cancerigene. Mutatia
celulelor normale duce la proliferarea celularda anormala, astfel ca se dezvolta tumora,
care poate sa fie benigna, premaligna (necanceroasa) sau maligna (canceroasa)?.

Cancerul cunoscut sub denumirea stiintifica de tumora maligna sau neoplasm
malign, reprezintd o denumire generica, pentru un grup de boli ce implica dezvoltarea
anormald a celulelor cu potential de a invada sau a se raspandi in alte parti ale
corpului, prin sdnge sau prin sistemul limfatic, literatura de specialitate descriind mai
multe tipuri de cancer. Carcinomul debuteaza in piele sau in tesuturile care acopera
organele interne. Sarcomul este un cancer care debuteazad in oase, cartilaj, grasime,
muschi, vase de sange sau in alt tesut conjunctiv, sau de sustinere. Leucemia debuteaza
in tesutul care formeaza sangele, cum ar fi maduva osoasd, provocand formarea mai
multor celule sanguine anormale. Limfomul si mielomul multiplu sunt cancere care
incep in celulele sistemului imunitar, iar cancerele sistemului nervos central (SNC)
sunt cancere care incep in tesuturile creierului si ale maduvei spinariiZ.

Cu toate ca, in ultimii ani, in medicind s-au facut progrese semnificative,
cancerul ramane o problema de sanatate mondial3, principalele cauze de deces fiind
determinate de recurenta si de metastaze. Acestea sunt caracterizate printr-un proces
secvential si complex, In timpul caruia, celulele canceroase invadeaza anumite organe,
inclusiv plamanii, ficatul, creierul si oasele. De cele mai multe ori, leziunile metastatice
sunt multiple si rezistente la terapiile conventionale, dificil de tratat pe cale
chirurgicald, prin chimioterapie sau radioterapie3.

in ciuda eforturilor enorme care se fac cu scopul de a descoperi medicamente,
cancerul continud sa fie una dintre principalele cauze de deces la nivel mondial.
Dificultatea In tratarea acestei boli se datoreaza naturii sale multifactoriale si
poligenice, implicind mai multe organe, tesuturi si cdi biochimice. Prin urmare, ca si
in cazul multor alte boli, complexe, tratamentul standard cu un singur medicament s-a
dovedit a fi ineficient in timp*.
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In prezent, in tratamentul cancerului sunt utilizate chirurgia, radioterapia si
chimioterapia, fie ca monoterapie, fie ca tratamente combinate dar, cu toate acestea,
tratamentele determina frecvent efecte secundare redundante?.

Pentru a depasi natura multifactorialda a acestei boli se iau in considerare
strategiile care prevad administrarea terapiei complexe (amestecuri de medicamente)
sau a terapiei combinate, respectiv medicamente in raport de dozare fixa, care vizeaza
diferite tinte cu scopul de a obtine un efect sinergic reduciand rezistenta la
medicamente. in ultimii ani, strategia de combinare s-a mutat spre ,strategia hibrida”,
si anume proiectarea unei noi entitati moleculare (molecula hibrida), care contine
doud sau mai multe molecule biologic active* Strategia hibridd (de unde termenul
hibrid) implica faptul c3d, aceastd noua entitate terapeuticd are caracteristici
superioare, in comparatie cu componentele individuale (de exemplu, toxicitate si
biodisponibilitate)+.

1.2. Terapia fotodinamica

1.2.1. Scurt istoric

inci din antichitate, lumina a fost utilizati pentru tratarea anumitor boli de
piele, de catre civilizatiile egiptene, indiene si chineze. La inceputul secolului al XX-lea,
respectiv iIn 1903, Niels Finsen primeste Premiul Nobel pentru fiziologie3>, pentru
descoperirea conform careia lumina soarelui sau lumina de la o lampa cu arc de carbon
ar putea fi folosita pentru a trata Lupus vulgaris, o afectiune tuberculoasa a pielii.
Aceasta descoperire a marcat inceputul fototerapiei modernes.

In urma cu 4000 de ani, lumina a fost utilizatd pentru tratarea bolii Vitiligo®.
Civilizatiile antice, indiene si chineze utilizau lumina in combinatie cu substantele
chimice reactive, de mai bine de 3000 de ani, pentru tratamentul diferitelor boli cum ar
fi Vitiligo, Psoriazisul si cancerul de piele3.

in 1900 studentul german la medicing, O. Raab, a raportat pentru prima dati
moartea celulara indusa de interactiunea luminii cu substantele chimice, In timp ce
profesorul H. von Tappeiner din Miinchen, a descris efectul letal al combinatiei dintre
lumind si rosul de acridind, pe protozoare, prezicind potentialele aplicatii ale
viitoarelor substante fluorescente In medicind’. Toxicitatea a apdrut ca un rezultat al
fluorescentei cauzate de transferul de energie de la luming, la substanta chimica. In
acelasi an, neurologul francez . Prime a descoperit cd pacientii cu epilepsie, tratati cu
eozind, administrata pe cale orald, au dezvoltat dermatita in zonele expuse la lumina
soarelui. Tn 1903, H. von Tappeiner si A. Jesionek au tratat tumorile cutanate cu
aplicatii de eozind si lumind alba, in 1904, H. von Tappeiner si A. Jodlbauer au
identificat ca oxigenul este o componenta integranta in reactiile de fotosensibilizare,
iar in 1907 au introdus termenul de ,actiune fotodinamica”, pentru a descrie acest
fenomen®.
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In 1841, H. Scherer a produs pentru prima dati hematoporfirina, in timp ce
investiga natura sangelui. Proprietatile sale fluorescente nu au fost descrise pana in
1867, iar aceastd substantd a primit numele de hematoporfirina abia in 1871. In 1911,
W. Hausmann a raportat efectele hematoporfirinei si luminii asupra protozoarelor si
celulelor sanguine, descriind reactiile pielii la soarecii expusi la lumind, dupa
administrarea de hematoporfirina®.

In 1913, F. Meyer-Betz s-a injectat cu 200 mg de hematoporfirind, pentru a
determina daca ar putea fi induse efecte similare In organismele umane si a raportat
durerea prelungiti si edemul zonelor expuse la lumini. in 1960, R. Lipson si S.
Schwartz au initiat conceptul de terapie fotodinamica (TFD) la Clinica Mayo,
descoperind efectele diagnostice si terapeutice ale unui derivat al hematoporfirinei
(HpD), administrat prin injectare, in cazul cancerului. Utilizarea clinica a TFD
anticancer a Inceput la Institutul de Cancer din Roswell Park, in anii 1970¢.

in 1975, T. Dougherty a raportat ci administrarea derivatului de HpD si
activarea acesteia cu lumina rosie a eradicat complet cresterea tumorii mamare la
soareci®. Dr. Dougherty a tratat cu succes cancerul folosind TFD in modele preclinice?.
In acelasi an, J. F. Kelly a demonstrat eliminarea carcinomului vezicii urinare la soareci,
prin activarea HpD cu lumind. In 1975, a avut loc un alt eveniment major, in
dezvoltarea TFD, cand J. F. Kelly si M. E. Snell au realizat primul studiu uman al
efectelor TFD in tratarea cancerului de vezica, utilizand HpD®S8.

In 1978, Dougherty si colaboratorii au raportat primul caz clinic, tratat prin TFD
la un pacient cu cancer de san, metastatic la piele®19,

Ulterior, tehnica TFD a fost aplicatd si In tratamentul patologiilor tractului
gastrointestinal, fiind folosita prima datd in 1984 de J. S. McCaughan, care a tratat
pacientii cu cancer esofagian!!. Un an mai tarziu, Y. Hayata a folosit aceeasi tehnica
pentru a trata pacientii cu carcinom gastric®.

In 1987, Lee si colab. au raportat un nou fotosensibilizator (FS), constand din
derivati de clorofila (CpD), care poate fi obtinut din surse naturale, inclusiv din plante.
Ulterior, eficacitatea fotosensibilizanta a CpD a fost comparata cu cea a HpD, aratand ca
CpD au fost la fel de eficienti ca si HpD pentru TFD, in vivo?.

Dougherty si colegii sai au purificat HpD si au produs Photofrin, care a fost
prima molecula fotosensibilizanta aprobata de US Food and Drug Administration
(FDA) in 1995, pentru tratamentul cancerului>7?2.

Furuse si colaboratorii au efectuat studii clinice, de faza II, folosind Photofrin
(porfimer de sodiu), pentru cancerul pulmonar, in stadiu incipient, intre iunie 1989 si
februarie 1992, acesta fiind aprobat in 1998, pentru tratamentul cancerului pulmonar
precoce fara celule mici®, in prezent fiind utilizat pentru tratarea cancerelor de esofag,
adenocarcinom pulmonar si pentru cancerul pulmonar (endobronsic)’.

Un alt FS care a fost explorat pentru afectul antitumoral a fost hipericina, izolata
din Hypericumperforatum L. in 1939, iar actiunea clinicd a hipericinei ca si
fotosensibilizator a fost raportata pentru prima data in 1996, de Koren si colaboratorii,
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pentru tratamentul mezenteliomului malign, ulterior aplicatiile acesteia fiind extinse
pentru diferite tumori de piele”.

De atunci, TFD a evoluat continuu, fiind aplicatd in diferite studii clinice si
extinsa si in alte domenii, In afarda de tratamentul tumorilor. Ulterior Dr. M. Weber
devine pionierul terapiei moderne cu laser, aplicind TFD pentru a trata boli
bacteriene, virale si parazitare, denumind terapia fotodinamica antimicrobiana (TFDA)
si dezvoltand Tehnologia Weberneedle®5. In prezent, eforturile s-au concentrat pentru
identificarea de noi compusi izolati din plante, cu potential fotodinamic, multi dintre ei
fiind considerati metaboliti secundari, de exemplu seva galbena ldptoasa (latex) de la
rostopasca (Chelidonium majus L.), care a fost folosita in traditia populard, de secole,
pentru a trata afectiunile pielii, cum ar fi negii, condiloamele si papiloamele, datorita
continutului bogat de compusi biologic activi, precum alcaloizii protoberberine cu
actiune de inhibitie a cresterii unor linii variate de celule canceroase, dupa iradierea cu
lumina. Studiile actuale se axeaza pe exploatarea si identificarea celor mai eficiente si
mai sigure plante, care ar putea fi o potentiala sursa pentru FS”.

1.2.2. Definitia terapiei fotodinamice si principiul de

tratament

TFD reprezintda o abordare noud, promitatoare pentru eradicarea si controlul
diferitelor tipuri de cancers3.

Initial, TFD a fost utilizatd pentru tratarea leziunilor benigne, dar pe masura ce
studiile au evoluat, acest tip de terapie a inceput sa fie utilizata si pentru tratarea
leziunilor maligne, fiind un tratament promitator, datorita avantajelor sale exprimate
prin minimalizarea efectelor adverse, comparativ cu cele induse de terapiile clasice. in
acelasi timp, TFD este o metoda de directionare multipld, Administratia SUA pentru
Alimente si Medicamente enumerand TFD ca fiind noua metoda de tratament, pentru
terapia clinicd a pacientilor cu cancer, aplicatd independent sau combinata cu
interventiile chirurgicale, si/sau chimioterapie, fiind aplicata pe scara larga, la nivel
mondiall2.

Tratamentul prin TFD consta in administrarea unui fotosensibilizator (topic sau
intravenos), care se acumuleaza selectiv In tesutul tumoral (in timpul unui interval
medicament-lumind), urmata de fotoactivarea acestuia, prin expunerea ulterioara la o
sursa de lumina, cu o lungime de unda adecvata (in general rosu spectral, In regiunea, A
> 600 nm). FS 1n sine, nu reactioneaza cu biomoleculele. Prin iluminare se transfera
energie de la luming, la oxigenul molecular, pentru a genera specii reactive de oxigen
(SRO)Y, citotoxice!3, cum ar fi oxigenul singlet (102), radicalul superoxid (02 ),
radicalul hidroxil (HO*), si peroxidul de hidrogen (H202), fotoprodusi citotoxici, care
produc o cascada de evenimente biochimice, care pot induce deteriorarea si moartea
tesutului tinta®, ducand la moartea celulei3. Aceasta reactie are ca rezultat oxidarea
macromoleculelor celulare din jurul celulelor tumorale, exercitind un efect
anticancerigen prin apoptoza, necrozal3si autofagie a celulelor canceroasel.
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Principalele tipuri de surse de lumina utilizate In TFD sunt laserele, diodele
emitdtoare de lumina si lampile, alegerea sursei fiind influentata de locatia tintei, de
spectrul de absorbtie al FS utilizat si de doza de lumina necesara pentru activarea FS13.

Protocolul de consens pentru TFD topica, conventionala, in dermatologie,
recomanda o anumita pregatire a leziunilor pentru a creste absorbtia FS si penetrarea
luminii. Tratamentul topic, tipic, prin TFD presupune parcurgerea urmatorilor pasis:

— Spalarea zonei de tratat cu apa si sapun;

— Indepirtarea oricarui reziduu si ulei ramas, cu un tifon inmuiat in acetona

sau alcool;

— Aplicarea uniforma a FS pe intreaga zona de tratat, ulterior aplicindu-se un

al doilea strat de FS, dupa ce primul s-a uscat;

— Incubarea FS timp de 0,5-4 ore;

— Activarea FS cu sursa de lumina corespunzatoare;

— Spalarea zonei tratate cu apa si sapun, pentru a indeparta orice FS rezidual;

— Evitarea expunerii la lumina directa a soarelui, timp de 48 de ore;

— Repetarea operatiunilor, dupd cum este necesar, dupa 2-3 saptamani.

Proprietatile citotoxice ale TFD sunt datorate oxidarii unei game largi de
biomolecule din celule, inclusiv acizi nucleici, lipide si proteine, ceea ce duce la o
alterare severa a cascadelor de semnalizare celulard sau a expresiei genelor, in sens
activator sau inhibitor31415,

»
»

Intervalul medicament-lumind

O ° . C\' o‘ ° . | ‘ |
| .. [ie ) o | |
(a) (b) (c) (d)

Fig. 1. Reprezentarea aplicarii clinice a tratamentului bazat pe TFD, in cazul unor tumori solide localizate5:
administrarea fotosensibilizatorului (a), distribuirea fotosensibilizatorului (b), iradierea tumorii (c) si
distrugerea acesteia (d)
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1.2.3. Componentele fotochimice si principiile terapiei

fotodinamice

TFD a castigat popularitate printre tipurile de terapii, bazandu-se pe
interactiunea benefica dintre lumina, compusii fotosensibili numiti FS si oxigenul
molecular (Figura 2)>13.

Hematoporfiring, porfimerde
sodiu, verteporfina, clor 6,
feoforbid a, curcumina,
riboflavin etc.

Ldmpi cu incandescentd, lasere,

| diode emititoare de luming

Fotosensibilizant Lumind

Oxigen

-
| Ozdizolvat in citoplasm&; H,O

Fig. 2. Componentele terapiei TFD: FS, lumina si oxigenul3

Principalele surse de lumina utilizate in TFD sunt laserele, diodele care emit
lumind si lampile, alegerea fiind facutd in functie de locatia tintei, de spectrul de
absorbtie al fotosensibilizatorului utilizat si de doza de lumina necesaral3 16, Au fost
dezvoltate tehnologii bazate pe LED-uri si lasere cu diode, care au permis
imbunatatirea fluxului de lumind cu o portabilitate mai mare si cu un design de
precizie al fibrei optice’17. Alegerea sursei de lumina se face luand in considerare
urmatoarele aspecte: natura FS, spectrele de absorbtie ale acestuia, locatia,
dimensiunea si caracteristicile tesutului afectat?.

Sub actiunea luminii, compusul fotosensibil, numit F netoxic, plasat la locul tinta
este activat, putdnd absorbi si transfera electroni, in timp ce moleculele de oxigen,
gasite in situ, actioneaza ca electroni acceptori. Prin urmare, sunt generate specii
reactive de oxigen citotoxice, producand daune ireversibile microorganismelor si
tesuturilor tintd, prin ruperea membranei celulare, provocand moartea celulelor prin
necroza sau apoptozal31s,

Exista doud tipuri principale de SRO, fiecare corespunzand unui mecanism
distinct al TFD (Figura 3). Prin transferul de electroni se produc radicali de oxigen (de
exemplu, anionul superoxid, O2e-, radicalul hidroxil HOe, radicalul hidroperoxil
HOOe), in timp ce, prin transfer de energie, se obtine oxigen singlet (102)3. Oxigenul
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singlet este extrem de reactiv si poate interactiona cu un numar mare de substraturi
biologice, inducand daune oxidative si, in cele din urma moartea celularas.

Mecanismul de tip [ presupune tranzitia moleculelor FS de la starea
fundamentala, la starea excitata singlet si la starea excitata triplet. Apoi, prin transferul
de electroni, aceste molecule fotosensibilizante, excitate, interactioneaza cu substratul
pentru a se forma radicali liberi?3.

in schimb, in reactia fotodinamica de tip II, moleculele FS excitate transfera
energie la oxigenul molecular pentru a produce oxigen singlet foarte activ, care
interactioneazda in continuare cu lipidele, proteinele si acizii nucleici, provocand
moartea celulelor prin necroza sau apoptozals.

S2

Fotosensibilizator triplet excitat

Traversare

Transfer

S1

Fotosensibilizator singlet excitat

Moartea
celulelor

S —— Tip!
T ®

Transfer de | Tip It
energie

Excitatie
Fluorescenta
Conversie internd

Conversie interna
Fosforescents

302

Tl T

Fotosensibilizator status bazal

Fig. 3. Reprezentarea schematicd a TFD13

Principiile si componentele fotochimice ale TFD, implicd oxidarea
fotosensibilizanta a biomoleculelor si poate fi realizati prin douid mecanisme. in cadrul
primului mecanism (Figura 4), energia luminoasa trece de la moleculele excitate la
biomolecule, prin transfer de electroni/hidrogen in reactii de contact direct,
determinand deteriorarea specifica a biomoleculelor si initierea reactiilor radicale in
lant3.
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Fig. 4. Mecanismele de fotosensibilizare3

FS este o moleculd capabila sa absoarba o anumitd lungime de unda a luminii.
Odata excitat, FS tranziteaza de la starea sa fundamentala PS(So), la starile excitate
PS(S1) de singlet si PS(T1) de triplet. In acest moment, starea excitati de triplet PS(T1)
poate reactiona direct cu biomoleculele, cum ar fi proteinele sau lipidele (tinte), prin
reactia fotochimica de tip I, rezultind formarea de radicali, cum ar fi PSe, capabili sa
initieze reactii in lant. In caz contrar, PS(T1) poate reactiona cu oxigenul molecular 303,
prin reactia fotochimica de tip II. Ambele genereaza specii oxidante difuzive precum
superoxidul radical, Oz., si oxigenul singlet, 10z, prin tipul I si respectiv II3.
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Fig. 5. Mecanismele fotoinduse, de deteriorare a membranei3
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Expunerea unui fotosensibilizator la luming, cu o lungime de unda adecvatj,
determina absorbtia de energie si trecerea din statusul bazal So, la un status excitat
S1 (singlet), si apoi la un status cu energie mai mare T1 (triplet), cu durata de viatda mai
lungd, ceea ce permite ca ulterior sa transfere energie, sau electroni, catre diferite
molecule si ulterior sd se Intoarca la statusul bazal So? (Figura 6).

FS status singlet excitat
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Fig. 6. Mecanismul de excitare a FS si generarea SRO, dupa iradierea cu lumina’.
Sunt ilustrate si leziunile celulare asociate cu TFD

Aceste procese sunt descrise comprehensiv in diagrama Jablonski!? (Figura 7).
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Fig. 7. Diagrama nivelelor energetice Jablonski, prezentidnd procesele fotofizice ale generarii
singletelor de oxigen!?
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Produsele rezultate in urma reactiilor de tip I si de tip II, sunt responsabile
pentru moartea celulara si terapeutica. Reactiile de tip I si de tip Il pot aparea simultan,
raportul dintre aceste procese fiind dependent de FS, substrat, concentratia de oxigen,
si afinitatea de legare a sensibilizatorului la substrat. In cazul tratamentului prin TFD,
predomina reactia de tip II, iar oxigenul singlet este principalul agent citotoxic
responsabil pentru efectele biologice>.

Alte studiil? au evidentiat faptul ca, activarea permeabilitdtii mitocondriale
creste nivelurile de tranzitie ale substantelor azotate reactive, cum ar fi oxidul de azot,
pe cand studiile anterioare raportau ca ADN-ul a fost considerat o tinta importanta a
TFD, deoarece rupturile ADN-ului dublu catenar reprezinta cea mai letala forma de
deteriorare a celulelor tumorale.

Concentratia de oxigen din tesuturi este cruciald pentru producerea speciilor
reactive de oxigen, in timpul TFD20. Concentratia de oxigen variaza semnificativ in
tumori, dar si in diferite regiuni ale aceleiasi tumori, in functie de densitatea sistemului
vascular. Tumorile mai profunde, solide, caracterizate printr-un mediu anoxic, din
cauza lipsei de oxigen, limiteaza productia SRO. In cazul in care tumora este iradiati cu
o anumita fluenta a luminii, are loc o epuizare locald, temporara a oxigenului, ceea ce
va determina intreruperea productiei SRO. Epuizarea oxigenului are loc atunci cand
rata consumului de oxigen, prin reactie fotodinamica este mai mare decat viteza de
difuziune a oxigenului, In zona iradiatd. TFD poate provoca si ocluzia vasculara a
tumorii, prin reducerea fluxului de sange catre tesutul tumoral, crescand astfel
hipoxia5 21,

Reactiile adverse si citotoxicitatea, rezultate In urma tratamentului ce implica
utilizarea TFD depind de tipul agentului fotosensibilizant, localizarea acestuia
(intracelulara sau extracelulard), doza totala administrata, cantitatea de lumina
(fluenta luminii), rata fluentei luminii, disponibilitatea oxigenului, timpul de
administrare al FS si expunerea la lumina2223. De asemenea, eficienta TFD depinde si
de tipul tumorilor, astfel ca, In cazul celor superficiale si mai oxigenate se produce o
cantitate mai mare de SRO, pe cand in cazul celor profunde si hipoxice, patrunderea
luminii in tesut este mai dificild, motiv pentru care si concentratia de oxigen este mai
scazuta, ceea ce va determina o abordare mai dificila prin intermediul TFD>22.

1.2.4. Mecanismele de actiune ale terapiei fotodinamice

in literatura de specialitate242526 sunt descrise trei mecanisme principale
(Figura 8), prin care SRO, produse de reactiile fotochimice, provoaca distrugerea
celulelor, prin intermediul apoptozei si necrozei sau pot provoca distrugerea vaselor
asociate tumorii si a vaselor sanatoase din jur, ducand la o intrerupere a furnizarii de
oxigen si de nutrienti, si In consecinta la moartea celulara indirecta, datoratd hipoxiei.
in ultimul caz, TFD poate induce un rispuns inflamator, care activeazi un rispuns
imunitar impotriva celulelor tumorale2728, Rezultatul tratamentului prin TFD depinde
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de toate mecanismele, contributia fiecaruia fiind determinata de tipul de tratament
utilizat.
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Fig. 8. Mecanismele de actiune ale TFD5

Distrugerea tumorii poate avea loc prin cai programate (apoptotice),
autofagice?® si prin cai neprogramate (necrotice). Apoptoza este initiata in cazul unor
doze scazute de lumind, fiind dependenta de energie. Morfologic, apoptoza este
caracterizatd prin condensarea cromatinei, scindarea ADN-ului cromozomial in
fragmente internucleozomale, contractia celulard, incretirea membranei, ruperea si
formarea de corpuri apoptotice, firid citoplasma3°. In cazul apoptozei nu apare un
raspuns imun, deoarece nu se elimina substante toxice. Daca intensitatea luminii este
ridicatd, celulele tumorale sunt ablate prin necroza, mecanism rapid al mortii celulare,
caracterizat prin vacuolizarea citoplasmei si defalcarea membranei celulare, rezultand
un raspuns inflamator datorat evacuarii continutului citoplasmatic si mediatorilor pro-
inflamatori in mediul extracelular3.

1.2.5. Mecanismele vasculare

Aplicarea TFD conduce atat la distrugerea celulara cat si a microvascularizatiei
tumorale. Celulele endoteliale ale sistemului vascular pot concentra FS pentru a crea
radicali liberi, atunci cand sunt activate cu o lumind adecvata. Perturbarea peretilor
vasculari duce la Intreruperea alimentdrii tumorii cu oxigen si nutrienti, ceea ce
determina moartea celulelor tumorale. Efectul vascular al TFD, care foloseste FS plasati
local, in sistemul vascular, ce se elimind rapid din organism, s-a dovedit a fi foarte
important pentru eficacitatea terapiei pe termen lung si poate fi imbunatatita prin
utilizarea unui interval scurt medicament-lumina (timpul dintre momentul injectarii
FS si iluminare)>26:32

1.2.6. Mecanismele imunologice

La Inceput, TFD a fost consideratda drept tratament cu efect localizat asupra
celulelor si vascularizatiei tumorale. Recent, studiile au demonstrat ca aceasta terapie
influenteaza adaptativ raspunsul imun, stimulandu-l sau suprimandu-l, eficacitatea
terapiei pe termen lung fiind dependenti de inducerea imunititii antitumorale33. In
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timpul inducerii necrozei tumorale si a vascularizatiei acesteia apare si o cascada
imung, iar modificarea integritatii tesuturilor si a homeostaziei declanseaza un raspuns
inflamator acut, initiat de eliberarea unor mediatori proinflamatori, care includ
citokine, factori de crestere si proteine. Acesti mediatori atrag celulele imune innascute
ale gazdei (neutrofilele, mastocitele, macrofagele si dendritele), care infiltreaza tesutul
deteriorat in scopul restabilirii homeostaziei in regiunea afectatd. Macrofagele
fagociteaza celulele canceroase deteriorate prin TFD si prezintad proteinele de la aceste
tumori, la celulele T helper CD4, care apoi activeaza limfocitele T citotoxice CD8, care
pot recunoaste si distruge in mod specific celulele tumorale, putand circula perioade
lungi, in intregul organism, asigurand un raspuns imun antitumoral sistemic>26.29,33,

1.2.7. Fotosensibilizatorii - elementele cheie ale terapiei

fotodinamice

Fotosensibilizatorii (FS) sunt molecule care ar trebui sa se acumuleze in tumori,
cu randament cuantic de oxigen singlet ridicat, cu activitate scazuta in absenta luminii,
ce trebuie eliminate rapid din corpul pacientului, continind compusi chimici cu
proprietdti hidrofile si lipofile (mafiile), avind maximul de absorbtie al luminii
aproximativ intre 600 nm si 800 nm3435, Lungimile de unda mai mici decat 800nm nu
produc reactii fotodinamice. Fotosensibilizatorii sunt compusi naturali sau chimici,
conjugati cu un grup cromofor, care absoarbe lumina vizibila cu o absorbanta chimica
puternicas3e,

FSideal ar trebui sa fie pur din punct de vedere chimic, cu compozitie uniforma,
generator eficient de specii reactive de oxigen, sa se acumuleze selectiv in tesutul tint3,
sa fie inofensiv, lipsit de toxicitate In absenta radiatiilor, sa absoarba lumina in zona
lungimilor de unda ale spectrului situate intre 600-850 nm, (interval numit ,fereastra
fototerapeutica”), stabil in solutie, ser sau plasma, usor de eliminat din organism?3,
solubil si stabil in compusi aposi, cu randament cuantic mare pentru formarea starii de
triplet, producerea oxigenului singlet si a altor specii reactive de oxigen, sa se lege de
locatiile intracelulare, care sunt foarte sensibile la deteriorarea oxidativa, fara efecte
toxice asupra tesuturilor si organelor sanatoase, cu proprietdti farmacocinetice
optime?37,

Literatura de specialitate trece In revista o multitudine de FS chimici356.913.38 cat
si potentiali FS naturalil7.39.404142 clasificandu-i in trei generatii®>*3 .

Din prima generatie fac parte porfimersodium si hematoporfirina HpD5,
Fotosensibilizatorul de prima generatie Photofrin®Axcan Pharma, Mont-Saint-Hilaire,
QC, Canadal’3, un amestec de derivati oligomerici de hematoporfirine, a fost aprobat
pentru tratarea cancerului de plaman fara celule mici, esofagian, de creier si vezica
urinara?’3, cu lumina rosie (630nm), in 1993, in Canada, si ramane cel mai utilizat
fotosensibilizant, in ciuda selectivitatii sale slabe pentru cancer, a absorbtiei scazute a
luminii rosii si a fotosensibilitatii pe termen lung®. in1970, Dr. Thomas Dougherty si
colegii sai au testat ,hematoporfirina derivat” (HpD), un amestec solubil in apa de
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hematoporfirina, protoporfirina, deuteroporfirina, derivatii acestora, monomerii,
dimerii, oligomerii si esterii acestoral%13.

Fotosensibilizatorii din a doua generatie au aparut pentru a depasi unele
dezavantaje ale celor din prima generatie, legate de absorbtia luminii intr-o anumita
regiune spectrala. Din categoria fotosensibilizatorilor de a doua generatie fac parte
derivatii de clor, bacterioclorine si ftalocianine, care pot avea o actiune mai puternica
asupra regiunilor tumorale, datorita absorbtiei lor puternice in profunzimea regiunii
rosii®. Acidul 5-aminolevulinic (Levulan®)'®, un precursor cheie pentru biosinteza
protoporfirinei IX, si derivatul sdau metil aminolevulinat (Metvix®), sunt sintetizate cu
usurintd, la puritate ridicata si aprobati de FDA ca fotosensibilizatori de a doua
generatie. Astfel, derivatii de clor Foscan®1¢, Radachlorin® si Laserphyrin® au fost
aprobati pentru TFD clinicd cu lumina rosie (lungimea de unda de cca. 660 nm), iar
derivatul bacterioclorin Redaporfin, in faza clinica 2, poate fi activat cu lumina
infrarosie, cu lungimea de undda de 749 nm®. Alte studii Incadreaza in categoria
fotosensibilizatorilor de generatia a doua si Alasens®!. Cu toate ca aceste molecule
sunt utilizate pe scara larga pentru diferite tratamente mpotriva cancerului, utilizarea
lor clinica este limitata din cauza unor neajunsuri, cum ar fi lipsa puritatii chimice, un
timp de injumatdtire mai lung, acumularea in tesuturi si capacitatea slaba de
penetrare, in raport cu adancimea tesuturilor?.

Aceste dezavantaje ale fotosensibilizatorilor actuali implica nevoia de a studia ca
agenti anticancerigeni, fotosensibilizatori din resurse naturale, compusi cu proprietati
farmacologice anticipate si cu aplicare clinical.

FS de generatia a treia au aparut in principal cu scopul imbunatatirii strategiei
de tintire, amintind aici nano purtatorii fotosensibilizatorilor directionati de anticorpi
si fotosensibilizatorii incarcati. Aceste abordari au fost dezvoltate pentru a creste
puterea si eficienta TFD, permitand largirea tipurilor de tesuturi bolnave care ar putea
fi tratate3. FS din generatia a treia sunt molecule cu selectivitate imbunatatita pentru
regiunile tumorale, datorita conjunctiei cu molecule de tintire, sau prin incapsulare in
diferiti purtatori (nanoparticule de aur, nanoparticule de silice, puncte cuantice,
nanotuburi de carbon), pentru a-i ghida la tumori®. FS din generatia a treia prezinta o
specificitate tumorald mai mare, datorita activarii cu surse de luming, cu o anumita
lungime de unds, fiind Inca intr-un stadiu incipient de cercetari preclinice si clinice’.

Munyandi si colaboratorii! raporteaza identificarea a peste 300 de compusi
chimici, potentiali candidati pentru a fi utilizati drept FS. Dintre acestia, cativa au fost
autorizati pentru aplicare clinica, in tratamentele prin TFD, altii au fost evaluati
medical, in timp ce restul sunt inca in curs de examinare.

Fotosensibilizatorii pot fi legati covalent de mai multe biomolecule (anticorpi,
proteine, carbohidrati), care au afinitate cu tumoriles.

Succesul terapiei cu fotosensibilizatori depinde In mare masura de alegerea
corecta a acestora. Un FS puternic si eficient ar trebui sa aiba capacitatea de a initia o
reactie fotodinamica dupa iradiere cu lumini de 600-800 nm, si nu ar trebui sa
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provoace nicio toxicitate in conditii de intuneric. In acelasi timp, FS ar trebui si fie usor
de identificat de organism, sa nu prezinte efecte secundare fototoxice sau acestea sa fie
minimel.

TFD distruge celulele canceroase prin trei cai fundamental diferite, si anume,
prin deteriorarea celulelor canceroase in timp, prin deteriorarea tesuturilor vasculare
care furnizeaza oxigen celulelor si, In final, prin activarea sistemelor de raspuns
imunitar al gazdei, inducand reactii inflamatorii in leziunea iluminata. Datorita
fotochimiei lor, proprietatilor si eficientei de absorbtie, doar cativa FS au aprobare
oficiala in intreaga lume pentru a fi utilizati clinic. Pentru tratamentul cancerului,
fotosensibilizatorii aprobati sau aflati in studii clinice raportati de Correia sunt
ilustrati in Tabelele I si II.

Tabel I. Fotosensibilizatorii utilizati in TFD clinicas

Denumire Coeficient molar
Formula Lungime unda Randament Aplicatii
comerciala de extinctie £
(clasa) moleculara  de excitatie (nm) cuantic ety principale

. ® Cancer esofagian,
Fotofrin C34H35NNaOs * 630 0.01in PBS 3.0 x 103 in PBS pulmonar

(porfiring) si endobronsic
Ameluz® Cheratoza actinica si
(porfirind) Cetlghiosia 630 - ) carcinom cu celule bazale
?;ﬁﬁg) CsHgNO; 630 - - Cheratoza actinica
®
m'ﬁﬂa) C5HgNO3 635 0.56 5.0 x 103 Cheratoza actinics
Hexvix® .
(porfirina) C1HNO3 635 - <1.0x103 Cancer de vezica
Foscan® . 3.0 x 104 :
(clor) CaqH3204N, 652 0.43 in metanol i metanol | Cancer din sfera ORL
. Cancer esofagian si
® 4 T
Las(ecmrr;" C3gH37Ne0g 664 0.77 in PBS s pulmonar si
in tumori cerebrale
Metvix® Carcinom cu celule bazale,
BN CeH1INO; 570-670 - <1.0x103 boala Bowen si
P cheratozi actinica
Visudyne® 3.4x104 Degenerescentd
(porfirind) CgoHgaNgO16 690 0.7 in metanol in metanol maculara
legata de varsta
Redaporfind® 140 x 103
(Luz11) CagH3gFgNg0gSy 749 0.43 in etanol n etanol Cancer de tract biliar

(bacterioclorind)




Efectul modulator al unor produsi naturali in terapia fotodinamicd a tumorilor experimentale 31

Tabel II. Fotosensibilizatori aflati n studii clinice, pentru utilizarea in TFD5

Coeficient molar

Denumire Formula Lungime unda Randament de extincti Aplicatii
comerciala moleculara de excitatie (nm) cuantic e cauncyie principale
(M1 cm1)
- C34H36N406
Radaclorina C33H34N405 662 0.52-0.62 3.42x104 Cancer de piele
(clor) CyHaaNgO,
33M34N4Vg
Fotoclor® . 4.75x10%1n 1% Cancer din
2 0.48 in CH,CI
(cloruri) CsgHagN4O4 664 i Lhate intre 80 micelii sfera ORL
. Degenerescenta
Purlytin® A o SRR
iy C47Hg5ClN4 0550 664 0.7 in acetonitril 2.8x104 maculara legata
(purpurina) 37142270442 de varsta
Fotolon® 0.63in 5.0 x 104 Sarcom
C34H36N40, s i
(clor) e i G dimetilformamida in dietileter nazofaringian
Lutrin® CeoHasLUNO i i Boala arteriala
(texafirind) 52H72LUNSOq4 732 4.2 x 104 in metanol 0.11 in metanol Coronariand
TOOKAD®
(WST09) C37H41K;N50gPdS 762 0.99 in solvent organic 8.85 x 104 Cancer de prostata

(bacterioclorina)

In ultimele decenii au fost efectuate mai multe studii pentru a caracteriza mai
bine eficienta FS si selectivitatea. Unele dintre ele s-au concentrat pe dezvoltarea
agentilor cu lungimi de unda ce faciliteaza absorbtii mai mari, permitand patrunderea
mai adanca a luminii livrate de catre sursele de luming, la tesuturile tumorale3.

1.2.8. Potentiali fotosensibilizatori naturali cu aplicatii in

terapia oncologica

Produsele naturale au fost utilizate pentru tratamentul si prevenirea unor
patologii cronice variate, inclusiv cancer. La ora actuald existd un interes crescut
pentru compusii derivati din plante, in special pentru compusii polifenolici, cunoscuti
pentru proprietatile lor de promovare a sanatatii, care au atras atentia ca agenti
antitumorali promitatori, fiind capabili sa actioneze ca agenti multifunctionali“.

Recent au fost raportati pentru activitatea lor anticanceroasa un numar mai
mare de compusi pe baza de plante, fiind importanti din punct de vedere farmaceutic
pentru dezvoltarea medicamentelor puternice. La ora actuala exista un interes crescut
pentru studiul compusilor fotoactivi naturali, potentiali fotosensibilizatori de generatia
a treia, cu aplicare prospectiva in tratamentele cancerului®.

Polifenolii, curcumina si resveratrolul poseda caracteristici fizico-chimice unice
bine-cunoscute pentru spectrul lor larg de activitati biologice, inclusiv pentru
proprietatile anticancerigene*#44.

Polifenolii pot fi clasificati in principal in flavonoide si nonflavonoides. Scheletul
de baza al flavonoidelor (flavonoli, flavone, flavan-3-ol, antocianidine, flavanone si
izoflavone) poate avea numerosi substituenti, iar solubilitatea In apa a flavonoidelor
creste odata cu prezenta zaharurilor si gruparilor hidroxil ca substituenti pe schelet*.
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Nonflavonoidele includ diverse clase de polifenoli, cum ar fi stilbenele si
curcuminoidele. Curcuminoidul curcuma si stilbenul resveratrol, reprezentanti ai
grupului de polifenoli cu biodisponibilitate slabd, au fost studiati pe larg pentru
proprietatile lor benefice impotriva cancerului“.

Polifenolii, in functie de solubilitate si permeabilitatea membranei, pot fi in
general clasificati in trei categorii:

(1) solubilitate ridicata si permeabilitate slaba a membranei celulare,

(2) solubilitate scazuta si permeabilitate slaba a membranei celulare si

(3) solubilitate scazuta si permeabilitate ridicata a membranei celulare,
curcumina si resveratrolul apartinand tipurilor 2 si 34,

1.2.9. Curcumina

Curcumina este un compus terapeutic izolat din rizomul plantei Curcumalonga
din familia Zingiberaceae. Curcuminoidul reprezinta compusul bioactiv cel mai amplu
studiat. Incepand cu anii 1980, potentialul fotobiologic al curcuminei a fost de mare
interes, studiile descriind acest compus ca un fotosensibilizator foarte promitator,
datorita faptului ca este sigura din punct de vedere biologic chiar si la doze mai mari si
poate fi produsa cu usurinta la scara larga*647.

Curcumina (diferuloilmetan) este una dintre componentele bioactive ale
Curcuma longa, a carei aplicabilitate pentru gestionarea a multiple boli este limitata
din cauza solubilitatii scazute In apa si plasm3, instabilitatii chimice in conditii alcaline,
absorbtiei orale slabe si metabolismul rapid.

Din punct de vedere chimic, curcumina este un diaril-heptanoid, ficand parte
din clasa curcuminoidelor (fenoli naturali colorati). Este un compus ce prezinta
tautomerie ceto-enolica (Figura 9).

Fig. 9. Structura Curcuminei. Contine doud nuclee aromatice de tip fenolic, acestea fiind
legate prin intermediul a doua grupe carbonilice a, B-nesaturate. Grupa dicetonica
formeaza un enol stabil, care poate fi foarte usor deprotonat cu formare de ion enolat

Grupele carbonilice sunt acceptori Michael si suferd reactii de aditie nucleofila48
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Curcumina este insolubila in apa rece, fiind susceptibila la degradarea chimica in
solutii apoase alcaline (pH = 7,0)*. Curcumina a fost caracterizata printr-un spectru de
absorbtie intre 300-500 nm cu un coeficient de extinctie ridicat, ceea ce sugereaza ca
poate induce o reactie fototoxica puternica chiar si la concentratii mai mici. Curcumina
este considerata un potential agent anticancerigen*®50 care inhiba proliferarea
celulelor canceroase in cancerele de san, plamani, colon, rinichi, ovar si ficat.
Activitatea anticanceroasa in vitro si in vivo a curcuminei®’5% a fost doveditd prin
inhibarea diferitilor factori de transcriptie precum: NF-kB, AP-1, VEGF, NOS2, COX-2, 5-
LOX, MMP-2, MMP-9 si IL-8, care sunt in principal responsabili pentru angiogeneza si
cresterea tumorii. Administrarea de curcumind a redus semnificativ expresia
complexului CDK4/ciclina D1 prin inhibarea expresiei p53, determindnd procesul
apoptotic prin inducerea generdrii SRO33. Mai mult, activitatea antitumoralda
imbunatatita a fost observata dupa iradierea UVB a curcuminei®*55 prin activarea
caspazei pe celulele HaCaT (celule keratinocite umane). De asemenea, a fost eficienta
impotriva celulelor canceroase de sin MCF-7 la 30 J/cm2. Curcumina poate actiona ca
un agent anticancer puternic prin prevenirea progresiei, migratiei si invaziei
cancerului®®. Curcumina, potrivit lui Dovigo si colaboratorilor sai are o capacitatea de
absorbtie a luminii ce se situeaza in intervalul de 300 si 500 nm, cu o absorbtie maxima
la 430 nm, produce efecte fototoxice puternicel#!, fiind astfel un compus potrivit
pentru utilizare ca FS.

Capacitatea de inducere a SRO si efectul anticancerigen al curcuminei sustin
interesul sporit pentru studierea acesteia ca si potential fotosensibilizator natural.
Chan si Wu au observat natura fotoactiva a curcuminei, pe celulele carcinomului
epidermic uman A43157. Cantitatea mai mare de curcumind afecteaza, de asemenea,
penetrarea luminii in vederea iradierii. Iradierea curcuminei sub o sursa de lumina
UVB de 290-320 nm, cu o fluentda de 100 mJ/cm2 a indus apoptoza in keratinocitele
HaCaT™.

Curcumina este un agent natural care induce apoptoza intr-o varietate de linii a
diferitelor celule tumorale. Curcumina activeaza de asemenea, reactiile redox in celule,
inducand productia de SRO ce contribuie la reglarea receptorilor de apoptoza, de pe
membrana celulelor tumorale. Curcumina poate regla, de asemenea, expresia si
activitatea p53 care inhiba proliferarea celulelor tumorale si creste apoptoza. In plus,
curcumina are un efect inhibitor puternic asupra activitatii NF-kB si COX-2, care sunt
implicate in supraexprimarea genelor antiapoptoza, cum ar fi Bcl-2. De asemenea,
poate atenua reglarea semnalizarii PI3K antiapoptoza si poate creste expresia MAPK-
urilor pentru a induce productia endogena a SRO%8.

Literatura de specialitate evidentiaza efectele anticancerigene, antiinflamatorii
si antioxidante ale curcuminei*? si resveratrolului, polifenoli naturali intens studiati in
ultima perioad3, atat separat cat si in combinatie, demonstrandu-se efectul citotoxic al
acestora, proprietate ce pot ajuta la proiectarea unor strategii terapeutice noi%? .
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Flavonoidul curcumina provenit Curcuma longa are atat proprietati de prevenire
a aparitiei tumorilor, cat si proprietati citotoxice Impotriva cancerelor, inclusiv a celor
care sunt Her-2/neu pozitive. Printre mecanismele prin care curcumina poate reduce
supravietuirea celulelor canceroase se numara modularea SRO, desi atit reducerea
acestor specii cat si cresterea contribuie la efectele lor anti-cancer mediate. Cu toate
acestea se stie ca SRO trebuie sa fie bine echilibrate pentru a mentine celulele in viat3,
deoarece reducerea sau cresterea lor poate perturba homeostazia celularas®.

Alti autori raporteaza si alte caracteristici ale curcuminei, care determina efecte
antiinflamatorii, antitumorale, antioxidante, antibacteriene si chimioterapeutice, iar
datorita capacitatii de a produce SRO curcumina poate fi folosita ca si agent
antimicrobian, in TFDAS39.

1.2.10. Resveratrolul

Resveratrolul (trans-3,5,4'-trihidroxistilben) se giseste in mod natural in multe
alimente, cum ar fi strugurii, vinul, nucile, fructele de padure si multe altele®®. in plus,
polifenolul resveratrol (3,4',5-trans-trihidroxistilben) - fitoalexina stilbenica (figura 10
si figura 11) cu solubilitate apoasa scazuta si stabilitate chimica slaba - este produsa de
mai multe specii de plante, posedand o mare varietate de proprietati biologice studiate
pe larg atat in vitro, cat si in vivo*. Se gaseste In concentratii mari in struguri si vin rosu,
similar curcuminei, exercitand functii benefice multiple, inclusiv cea anticancerigena,
mecanismele moleculare implicate fiind mai putin clarificate>°.

Fig. 10. Resveratrolul (3,5,4'-trihidroxi-trans-stilbenul) este un compus organic

ce face parte din categoria fitoalexinelor®?


../wiki/Compus_organic
../wiki/Fitoalexin%25C4%2583
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Reseveratol
CHpO;
OH
HO
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Fig. 11. Structura resveratrolului %62, Scheletul molecular al resveratrolului este
compus din doud inele fenolice, unul cu o grupare para hidroxil,
iar celdlalt cu grupdri hidroxil duble

Cele doua inele benzenice sunt conectate printr-o legatura dubla care da izomeri
cu configuratie cis si trans (Figura 12).
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Fig. 12. Structura chimica a trans- (A) si cis-resveratrolului (B)

De obicei, cel mai folosit este izomerul trans, compusul cel mai abundent si activ
din punct de vedere biologic.

Resveratrolul apartine unui grup de fitoalexine, avand o greutate moleculara de
228,247 g/M si un punct de topire de 254°C, fiind identificat pentru prima data in
193962, Este stabil la un pH acid, In timp ce degradarea sa creste exponential la un pH
peste 6,84

Resveratrolul apare adesea ca o pulbere alba®® cu solubilitate moderata in apa
(0,03 mg/ml)6062, Se dizolva bine atat in etanol, cat si in acetona (50 mg/ml)¢2. S-a
confirmat ca resveratrolul, ca polifenol natural, are o gama larga de efecte biologice,
inclusiv antiinflamatorii, anti-oxidante, anti-virale, anti-fungice si anti-imbatranire60%.63,
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Cu toate ca resveratrolul are aceste efecte benefice, datorita proprietatilor sale
(solubilitatea slaba 1n apa, fotosensibilitatea ridicata si stabilitatea oxidativa scazutad),
posibilitatile de aplicare ale acestuia sunt limitate®4.

Resveratrolul este utilizat in TFD pentru tratarea carcinomului de piele cu celule
scuamoase®2, Alte studii evidentiaza rolul resveratrolului in inhibarea proliferarii
celulare, odatd cu cresterea numarului de celulele apoptotice (cel putin partial prin
calea de semnalizare Wnt®s. Alti autori au raportat ca resveratrolul poate preveni
aparitia, dezvoltarea si progresia tumorii, activitatea antitumorald fiind evaluata in
cazul mai multor tipuri de tumori, cum ar fi cancerul colorectal, de prostata, hepatic si
de san®4,

Principala problema cu utilizarea clinicd a acestor compusi naturali este
biodisponibilitatea lor scazuta si, prin urmare, studiile in desfasurare sunt concentrate
pe depasirea acestei probleme. S-a demonstrat ca resveratrolul exercitd un efect
citotoxic Impotriva cancerelor Her-2/neu si, in combinatie cu curcumina,
citotoxicitatea acestuia poate fi chiar potentatd, fie in vitro, fie in vivo, intr-un model
transgenic Her-2/neu>.

Conform datelor din literaturd, curcumina si resveratrolul poseda proprietati
anticancerigene semnificative, datoritd capacitdtii lor de a actiona ca agenti
multifunctionali*. Cu toate acestea, In cazul resveratrolului, mecanismele moleculare
implicate sunt si mai putin clarificate5°. Utilizarea acestor molecule naturale este
puternic Incurajata de capacitatea lor de a contracara disfunctia imunitara indusa de
tumori, prin restabilirea raspunsului imun, necesar pentru eradicarea completa a
tumoriis®.

Atat resveratrolul, cat si curcumina pot interfera cu autofagia, un proces
degradative, care regleaza diferentierea celulard, ajutand la combaterea deficitului de
nutrienti si a stresului derivat din terapiile anticancer. De asemenea, s-a raportat ca
resveratrolul si curcumina perturba homeostazia reticulului endoplasmatic, activand
raspunsul proteic nepliat (RPN), proces strict interconectat cu autofagias®. RPN are trei
scopuri: restabilirea functiei normale a celulei prin oprirea translatiei proteinelor,
degradarea proteinelor pliate gresit si activarea cailor de semnalizare care duc la
cresterea productiei de chaperone moleculare implicate in plierea proteinelor. Daca
aceste obiective nu sunt atinse Intr-un anumit interval de timp, sau perturbarea
reticulului endoplasmic este prelungita (endoplasmic reticulum stres, ERS), RPN
vizeaza apoptoza®®. Resveratrolul are numeroase proprietdti si activitati biologice,
inclusiv antioxidantd, antiinflamatorie, antiobezitate, antidiabetica si antiischemica.
Are de asemenea si efecte benefice potentiale asupra functiei cognitive si a sanatatii
ficatului, rinichilor si plamanilor. Datele si dovezile clinice sunt inca putine, ceea ce
inseamna ca e imperativ necesar a se continua cercetarile pentru intelegerea efectelor
resveratrolului asupra ERS la oameni®®.
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1.2.11. Fructul de Cornus mas

Cornus mas (cornul) este o planta fructifera ce apartine familiei Cornaceae®’, cu
fructe mai putin utilizate sau chiar uitate, care aldturi de dud, capsune salbatice,
primesc multa atentie In randul consumatorilor datorita beneficiilor pentru sanatate 8.

Studiile fitochimice efectuate pe fructele de Cornus mas (coarne) indica
prezenta a numeroase ingrediente bioactive, valoroase, din grupul compusilor
polifenolici, in principal antociani, flavonoide si acizi fenolici, triterpenoide si pectind®’.
Rezultatele cercetarii stiintifice indica faptul ca extractele naturale, respectiv compusii
fenolici, prezenti In fructele, frunzele si florile de Cornus mas, influenteaza cresterea
celulelor neoplazice in vitro, prin inhibarea proliferarii celulelor neoplazice (efectul
citostatic) si prin reducerea supravietuirii acestora, datoritd inducerii apoptozei
(efectul citotoxic), ceea ce determind proprietatile antitumorale si citotoxice ale
Cornus mas®?79,

Cornus mas este o sursa importanta de antociani, efectul antioxidant puternic
fiind atribuit compusilor sai bioactivi, cum ar fi compusii fenolici, inclusiv acizii
fenolici, flavonoidele, taninurile si antocianii’®.

In ciuda activititii protectoare a polifenolilor, aplicarea lor in medicini este
limitata din cauza sistemelor lor de livrare ineficiente si a biodisponibilitatii slabe. Se
crede ca antocianii sunt absorbiti nemodificati la nivelul intestinulului subtire, fiind
biodisponibili datorita capacitatii de a traversa suprafata epiteliald a tractului gastro-
intestinal, trecand prin ficat si intrdnd In circulatia sistemica. Studiile recente
raporteaza ca intre 10%-25% si 30%-50% din antociani sunt degradati in stomac si
respectiv in intestinul subtire. Polifenolii ar putea functiona ca un agent
chimiopreventiv al cancerului??,

Fructul de Cornus mas (corn) este bine cunoscut datorita activitatii
antioxidante; cu toate acestea, toxicitatea sa Impotriva cancerelor umane trebuie
abordata. Cateva studii au confirmat activitatea antioxidanta ridicata a extractului din
fructele de Cornus mas, datorita continutului sau ridicat de flavonoide. Citotoxicitatea
selectiva a extractului de Cornus mas a fost studiata pe o serie de cancere la om,
inclusiv celule de cancer ovarian (SKOV3), de san (celule de adenocarcinom mamar,
MCF-7), adenocarcinom de prostata (celule PC-3) si cancer pulmonar fara celule mici
(A549)67. 68,

Rezultatele studiilor au evidentiat potentialul anumitor genotipuri de Cornus
mas, ca sursa valoroasa de antioxidanti naturali®8, fructele colorate ale Cornus mas
fiind bogate in antioxidanti naturali, cum ar fi flavonoli, vitamina C, antociani, taninuri
si fenoli. Dintre compusii fenolici totali, identificati In fructele de Cornus mas a fost
raportat acidul galic la 100g fructe proaspete.

Dintre vitaminele identificate in Cornus mas, vitamina C are o importanta
deosebita deoarece organismul uman nu o poate sintetiza. Este o vitamind vitala
pentru intdrirea sistemului imunitar si joaca un rol important, esential, in protejarea
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impotriva bolilor cardiovasculare. In comparatie cu alte fructe bogate in vitamina C,
fructele de Cornus mas contin mai multa vitamina C decat fructele de kiwi, lamai,
portocale. Celelalte substante bioactive importante gasite in fructele de Cornus mas
sunt compusii fenolici, coarnele fiind bogate In substante fenolice ce contribuie la
valoarea antioxidanta a acestora®s.

De asemenea, alte studii au raportat ca fructul Cornus mas s-a dovedit a avea
mai multe efecte biologice benefice, precum antimicrobiene, antihistaminice si
antitumorale?2.

Studiile farmacologice moderne au aratat ca Cornus mas poseda o serie de
caracteristici biologice precum efect antidiabetic, hipolipemiant, antioxidant,
antiinflamator, antibacterian, anticancer’3, anticoagulant, antiparazitar si efect
protector asupra functiei hepatice si renale, a sistemului cardiovascular si a factorilor
sanguini. Coarnele sunt surse bogate de antociani, compusi fenolici, flavonoide, acid
ascorbic, acid tartric, acid malic, acid citric, acid galic, loganina si acid cloragenic,
cantitatea acestor compusi fiind diferitd in functie de genotipul plantelorszcze,
conditiile meteorologice si geografice si maturitatea fructelor. Compusii antioxidanti
gasiti in Cornus mas includ butilhidrogoanina, butil-hidroxil-toluen, butil-hidroxi-
anizol si flavonoide. Cornus mas contine antocianine precum pelargonidin 3-o-
rutinozid, cianura 3-o-galactoside, pelargonidin 3-o-glucoside, delfinidin 3-o0-f3-
galactopyanozide, delphinidin 3-o-rutinosied si peonidin 3-o-glucoside. Aceste
antocianine sunt compusii care previn bolile cardiovasculare, neurologice si
canceroase. Antocianinele au capacitate de captare a radicalilor liberi si capacitate de a
reduce riscul de boli cardiace si cancer. Extractul din fructe de Cornus mas este o sursa
bogatda de antioxidanti’4 inclusiv flavonoide, antociani si acid ascorbic. Aceste
componente protejeaza proteinele, lipidele si ADN-ul impotriva radicalilor liberi.
Antocianinele din coarne au efecte antiproliferative, inhiband cresterea tumorii de
colon uman 116 (HCT-116), MCF1 (san), a celulelor canceroase NCL-H460 (plaman),
SF-268 (sistem nervos central), AGS (stomac). Extractul de Cornus mas are o activitate
citotoxica impotriva liniilor celulare Hela si LS174. Yousefi a evaluat citotoxicitatea
diferitelor doze de Cornus mas L (extract hidroalcoolic) fatd de celulele canceroase
umane: A549 (cancer pulmonar fara celule mici), MCF-7 (san, adenocarcinom), celule
SKOV3 (cancer ovarian) si PC-3 (adenocarcinom de prostata)73.75.

Unele studii, cum este cel al lui Szczepaniak, au demonstrat si un efect
genoprotector al fructelor de Cornus mas’¢. Genoprotectia este un aspect rar al
proprietdtile functionale ale alimentelor, fiind vital, deoarece rezultatele unor astfel de
studii pot ajuta la pregatirea suplimentelor alimentare noi si a medicamente pe baza de
plante, care vor putea ajuta persoane sub chimioterapie. De obicei, testele de
genoprotectie se bazeaza pe analizele monitorizarii SRO sau observand fragmentarea
ADN-ului in electroforeza. Studiul’¢ a evidentiat ca nu toate speciile de Cornus mas
investigate au aceleasi proprietdti genoprotectoare, acestea fiind influentate si de
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continutul individual al fenolilor, precum si de energia diferita de interactiune dintre
acestia si nucleotidele modelate.

1.2.12. Avantajele si dezavantajele terapiei fotodinamice in

cancer

Comparativ cu  tratamentele traditionale (chirurgie, radioterapie,
chimioterapie), TFD prezinta o serie de avantaje’ 13387778 ;

— prezinta selectivitate spatio-temporald, ce permite controlul iradierii in
termeni de pozitie si timp, o precizie de administrare crescuta si evitarea
efectelor adverse de tipul celor induse de chimioterapie;

— este minim invaziva (mai putin invaziva decat chirurgia);

— este minim toxica la nivel sistemic, cu tulburari de functionalitate minime;

— este bine tolerata de cdtre pacienti, fara morbiditdti pe termen lung (in
conditii de utilizare corectd);

— durata sedintei de tratament este scurtd si, cel mai adesea, poate fi
administratd in ambulator;

— poate fi aplicata in mod repetat in acelasi loc (spre deosebire de
radioterapie);

— dupa vindecare, cicatricile sunt minime sau inexistente;

— dacd apar leziuni In urma tratarii tesuturilor interne, tintd, acestea sunt
usoare;

— pastreaza fertilitatea, nu afecteaza sarcina si nici nasterea;

— activarea are loc doar In momentul livrarii luminii adecvate, caracteristica
remarcabila in comparatie cu tratamentele connventionale;

— costurile sunt mai reduse comparativ cu alte terapii anti-tumorale.

Chiar daca TFD este o strategie de tratament promitatoare si benefica pentru

multiple boli, ea are si dezavantaje!379:

— este aplicabild doar in regiunile ce pot fi iluminate (piele, imediat
subcutanat, suprafata organelor accesibile sursei de lumina);

— nu poate fi utilizatd In tratarea cancerelor voluminoase, profunde si / sau
metastazate;

— necesitatea efectudrii unor proceduri multiple;

— necesitatea monitorizarii stricte si stranse a pacientilor dupa terapie,
datorita problemelor de fotosensibilitate care persista cateva saptamani
dupa tratament;

— este contraindicatd persoanelor care prezintd anumite patologii (porfirie,
lupus eritematos sistemic, dermatoze fotosenzitive);

Din cauza acestor impedimente, se impune dezvoltarea unei noi generatii de
fotosensibilizatori, in vederea standardizarii terapiei fotodinamice pentru practica
clinica. De asemenea, este de mare actualitate si mult studiatd in prezent posibilitatea
combindrii TFD cu alte tipuri de terapie: imunoterapie, chimioterapie, terapie
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fototermald (Figura 13). In acest fel, avantajele fiecarui tip de tratament ar putea fi
exploatate, in timp ce dezavantajele acestora ar putea fi compensate. De exemplu,
tratamentul prin TFD in combinatie cu imunoterapia ar putea creste raspunsul imun
antitumoral'3,

| Terapie fotodinamica |

Selectivitate spatio-temporala
Imunogenicitate
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sau absenta
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Fig. 13. Combinatii posibile Intre TFD si alte strategii terapeutice!3. Sunt prezentate
avantajele (cu verde) si dezavantajele (cu rosu) fiecdrui tip de terapie
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1. Ipoteza de lucru

Terapia fotodinamica (TFD) este un tratament oncolitic In care administrarea
unui agent fotosensibilizant determind o secventd de procese fotochimice si
fotobiologice care duc la deteriorarea selectiva a tesutului tinta8%81, Este un tratament
promitator in tumorile maligne, datoritd avantajelor sale in ceea ce priveste efectele
secundare, mai mici fata de alte terapii, si lipsa de rezistenta la tratament!382, De
asemenea, specificitatea non-invazivitatea si vindecarea cu cicatrici minime, sau chiar
absente, sunt alte beneficii care merita mentionate!338382,

Totusi, lipsa studiilor de faza a treia nu poate face din TFD un competitor
independent al chirurgiei, chimioterapiei sau radioterapiei. Din acest motiv, s-au facut
numeroase incercari de iTmbunatatire a terapiei, prin gasirea de noi fotosensibilizatori,
combinarea acestora, descoperirea de noi modalitati de a spori acumularea lor in tesut,
modificarea administrarii prin TFD metronomic, blocada citoprotectoare, combinarea
TFD cu alte terapii sau addugarea de noi medicamente / substante ca adjuvanti ai
terapiei3+.

Pentru optimizarea TFD este importantd combinarea acesteia cu compusi ce
exercita un efect cumulativ citotoxic asupra celulelor tumorale. Anumiti compusi
naturali, In combinatie cu TFD, cresc eficienta terapiei antitumorale si, in acelasi timp,
protejeaza tesuturile sanatoase din jur.

1.1. Obiective

1.1.1 Generale

— Optimizarea TFD ca tratament al cancerului, prin combinarea FS cu compusi
ce au efect cumulativ toxic asupra celulelor tumorale;

— Imbunititirea terapiei prin gisirea de noi FS, combinarea acestora,
descoperirea de noi modalitati de a spori acumularea lor in tesutul tintd, in
vederea cresterii efectului antitumoral.

1.1.2 Specifice

Evaluarea efectelor TFD in combinatie cu diferiti compusi naturali extrasi din
plante (Cornus mas, Curcuma longa si Resveratrol) asupra tumorilor experimentale
Walker, ca metode alternative de optimizare a TFD 1n tumorile maligne.
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2. Metodologia generala a cercetarii

Activitatile de cercetare experimentala s-au efectuat in Laboratorul de culturi
celulare al Disciplinei de Fiziologie, din cadrul Universitatii de Medicina si Farmacie
"luliu Hatieganu”, Cluj-Napoca; Laboratorul experimental pentru Studiul Stresului
Oxidativ de la Disciplina de Fiziologie din cadrul Universitatii de Medicina si Farmacie
"luliu Hatieganu” Cluj-Napoca; Disciplina de Biologie, Facultatea de Biologie,
Universitatea "Babes Bolyai” Cluj-Napoca.

Reactivi

O-phthalaldehida, glutathionul redus si reactivul Bradford au fost achizitionati
de la Sigma-Aldrich Chemicals GmbH (Munchen, Germania) iar EDTANaZ2 si acidul 2-
thiobarbituric de la Merck KGaA (Darmstadt, Germania). Etanolul absolut, peroxidul de
hidrogen si n-butanolul au fost obtinuti de la Chimopar (Bucuresti, Romania). Kitul
TUNEL folosit pentru cuantificarea apoptozei a provenit de la Millipore Corporation
(Billerica, USA) anticorpul polyclonal de capra IgG pentru COX-2, NOS2, anticorpul
secundar anti-capra si gliceraldehid 3-fosfat dehidrogenaza (GAPDH) de la Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA). TSPP a fost primit ca donatie, de la Dna. Profesor
Rodica-Mariana lon de la ICECHIM, Bucuresti, Romania.

Loturile de studiu

Cercetarea experimentalad cuprinde studii pe sobolani masculi, rasa Wistar alb,
cu greutatea de 280-300 grame, proveniti din Biobaza Universitatii de Medicina si
Farmacie “luliu Hatieganu” Cluj-Napoca. Animalele au fost addpostite timp de zece zile
in Centrul pentru Animale al Departamentului de Fiziologie pentru aclimatizare nainte
de tratament. Hrana a fost furnizata de doua ori pe zi (peleta standard) si apa a fost
furnizata as libitum. Inainte de inceperea oricirui experiment animal, Comisia de Etica
pentru bundstarea animalelor din cadrul Universitatii de Medicinad si Farmacie ,Iuliu
Hatieganu” Cluj-Napoca a aprobat protocolul de studiu prin decizia nr.
143/30.03.2017, in conformitate cu legislatia romana aplicata de Uniunea Europeana
(UE) Directiva 2010/63 / UE si cu Autoritatea Nationald Veterinara si pentru Siguranta
Alimentelor.
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Fiecare sobolan a fost inoculat subcutanat (s.c.), in coapsa dreaptd, cu fragmente
de carcinosarcom Walker 256, prin intermediul unui trocar si sub anestezie cu
ketamina si xylazina. Tratamentul a inceput cand volumul tumorii a atins 1 cm3.

Animalele au fost grupate in urmatoarele loturi:

— Lotul I (control) - grup netratat, martor, cu tumora Walker;

— Lotul II - administrare de: extract natural de Cornus mas 15 mg/kg sau
Curcumin 50mg/kg sau Resveratrol 10mg/kg;

— Lotul III - administrare extract natural de Cornus mas 15 mg/kg sau
Curcumin 50mg/kg sau Resveratrol 10mg/kg plus TFD cu durata de 15
minute;

—  Lotul IV - administrare TSPP (10 mg/kg corp, doza unica, gavaj oral);

— Lotul V- administrare TSPP si iradiere timp de 15 minute;

— Lotul VI - extract natural de Cornus mas 15 mg/kg sau Curcumin 50mg/kg
sau Resveratrol 10mg/kg, administrate 1 saptamana inainte de TFD;

—  Lotul VII - extract natural de Cornus mas 15 mg/kg sau Curcumin 50mg/kg
sau Resveratrol 10mg/kg, administrate 1 saptamana dupa TFD.

Administrarea tratamentelor

Iradierea s-a efectuat sub anestezie, la 24 de ore dupa administrarea extractului
natural sau a 5,10,15,20-tetra-sulphonato-phenyl-porphyrinei (TSPP) si a fost
administrata prin intermediul unui laser terapeutic D-58, utilizdnd urmatorii
parametri de iradiere: A = 685 nm, putere medie: 25 W/cm?2, doza: 50 J/cm?, frecventa:
10 Hz, diametrul spotului: 10 mm, durata: 15 min.

Antioxidantii s-au administrat zilnic prin gavaj orofaringian in doza specifica in
mg/kg corp.

Anestezia generala s-a realizat cu ajutorul unei combinatii de 10% ketamina si
2% xilazina. Probele de sange si fragmentele de tesut tumoral au fost recoltate la 24 de
ore, dupa ultimul tratament pentru analiza histopatologica, imunohistochimica (IHC) si
biochimica. La terminarea experimentului, animalele au fost eutanasiate tot in
anestezie generala cu ketamina si xylazina.

Izolarea probelor de tumord si obtinerea omogenatelor

Pentru efectuarea analizelor biochimice, tumorile recoltate au fost izolate de
tesutul conjunctiv adiacent si omogenizate pe gheatd, cu un omogenizator Polytron
(Brinkman Kinematica, Elvetia) timp de 3 minute, in PBS (pH 7,4), raport 1: 4 masa /
volum. Pentru obtinerea fractiei citosolice, suspensia ulterioara a fost centrifugata
timp de 5 minute la 3000 rot / min si 4 °C. Masurarea proteinelor in omogenizate a
urmat protocolul Bradford.

Pentru examinare histopatologica, o parte din tumorile recoltate au fost fixate in
10% formalind tamponatd neutra si pastrate timp de 18-24 ore la 4 °C. Tesutul fixat a
fost ulterior deshidratat in concentratii crescatoare de etanol (70%, 95%, 100%),
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spdlat cu xilen si Incorporat in parafina. S-au realizat sectiuni seriate de 5 pm si s-au
prelucrat probele pentru: (1) coloratii conventionale cu hematoxilind-eozind; (2)
coloratii imunohistochimice pentru COX2, NOS2 si (3) pentru testul TUNEL.

Metode de evaluare a stresului oxidativ si nitrozativ

Pentru a cuantifica dezechilibrul redox indus de TFD si impactul compusilor
naturali asupra eficientei TFD, au fost evaluate nivelul malondialdehidei (MDA) si
raportul intre glutationul redus/glutationul oxidat (GSH / GSSG).

Nivelul malondialdehidei (MDA) a fost determinat folosind metoda
fluorimetrica Conti®3, cu acid 2-tiobarbituric. Pentru dozare, probele de plasma sau
omogenatul tisular (50 pl) au fost fierte timp de o ora, pe baie de aburi, impreuna cu o
solutie de acid tiobarbituric 10 mmoli in K2ZHP0O4 75 mmoli, pH 3 (1 ml). Amestecul s-a
racit brusc, iar produsul de reactie a fost extras in n-butanol si apoi centrifugat pana la
separarea supernatantului de faza organica. Concentratia a fost determinata din faza
organica. Intensitatea emisiei a fost cuantificatd la o lungime de unda (A) de 534 nm, cu
ajutorul unui spectrofotometru Perkin Elmer, in sistemul de fluorescenta sincrong, la o
diferentd de lungime de unda (AA) de 14 nm, intre excitatie si emisie. Concentratia de
MDA a fost apreciatd prin utilizarea unei curbe de etalonare, obtinutd cu concentratii
cunoscute de MDA si care au fost prelucrate in acelasi mod. Rezultatele obtinute au fost
exprimate in nmoli/ml pentru probele de ser si In nmoli/mg de proteina, pentru
probele tisulare.

Glutationul redus (GSH) si oxidat (GSSG) au fost determinate prin metoda Hu
Miao Lin8. In urma reactiei cu o-ftalaldehida, glutationul redus are proprietatea de
fluorescenta si astfel concentratia sa poate fi masurata prin metoda fluorimetrica in
ser, sau In omogenatul tisular. Pentru determinare s-a centrifugat un volum de
supernatant amestecat cu acid tricloracetic, de concentratie 10%, la 10 minute dupa
crearea amestecului. S-au addaugat 1,7 ml de tampon fosfat pH 8 si 1 ml o-ftalaldehida
peste supernatantul separat, iar dupa 15 minute a fost masurata intensitatea emisiei, la
o lungime de undd de 420 nm si o excitatie de 350 nm. Pentru determinarea
concentratiei GSH, s-a utilizat o curba de calibrare obtinuta cu concentratii de glutation
redus prelucrate in acelasi mod. Determinarea concentratiei glutationului oxidat s-a
realizat Tn urma reactiei acestuia cu o-flataldehida, utilizdnd metoda fluorimetrica.
Inregistrarea fluorescentei s-a efectuat la intensitatea emisiei de 420 nm si a excitatiei
de 350 nm.

Valorile obtinute din probele de ser sunt exprimate in nmol/ml, iar cele din
probele tisulare in nmoli/mg proteina.

Tehnici de histopatologie si imunohistochimie

Sectiuni provenite de la 5 probe de tesut au fost incubate peste noapte la 4 °C cu
anticorpi policlonali primari de capra anti-NOS2 si anticorpi IgG anti-COX2 (Santa Cruz,
CA, SUA) 1n concentratii de 1: 200 si respectiv 1: 300. Sectiunile au fost apoi tratate cu
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un kit LSAB® peroxidaza (K0679) - kit HRP (Dako Agilent, CA, SUA), iar produsii de
reactie au fost detectati printr-o reactie cu DAB. Reactivitatea IHC a fost evaluata avand
la baza un sistem ce cuantifica amploarea si intensitatea reactiei pozitive, astfel: 0,
reactie negativa; 0,5-1 +, reactie pozitiva scazuta; 2+, reactie pozitivd moderata; 3+,
reactie pozitiva intensa; 4+, reactie pozitiva foarte intensa. Pentru a verifica
specificitatea testelor de imunohistochimie, tesuturile in care anticorpii primari au fost
omisi din incubatia initiald au fost folosite ca martor negativ. Toate probele au fost
examinate orb de doi morfopatologi care nu au avut informatii despre conditiile de
tratament, utilizand microscopul Optika B-383LD2, cu aparat foto prevazut cu senzor
CCD. Pentru a calcula indicele apoptotic, s-a calculat procentul de celule TUNEL
pozitive Tmpartit la numarul total de celule din fiecare sectiune. Pentru detectarea
necrozei, s-a efectuat coloratia conventionald cu hematoxilind-eozind. Pentru
dimensionarea campului microscopic s-a utilizat scara Weibel, fiecare cAmp avand o
suprafata de 7,56 mm?. S-a calculat procentul de celule necrotice din numarul total de
celule pe 3 campuri microscopice alese aleatoriu si s-a determinat procentul de celule
necrotice/mm? la marirea x200.

Tehnica Western Blot

Pentru analiza Western Blot, probele de tumora recoltate au fost congelate
rapid, apoi omogenizate in tampon de liza continand Igepal-nonidet 1% si complex
inhibitor de proteaze in PBS 1%, timp de 1 h, pe gheata, dupa metoda descrisa anterior
de Popescu si colaboratorii®>. Probele (20 ug proteina/godeu) au fost expuse la SDS-
PAGE in conditii reductive, conform metodei descrise anterior8+. Benzile au fost blocate
cu lapte degresat 5% in PBS, cu 0,1 % Tween 20, timp de 1 h dupa care s-au incubat cu
anticorpi (1:1000) anti-COX-2, anti-NOS2 si GAPDH urmat de anticorp secundar cuplat
cu peroxidaza (1:1500). Ca si control endogen s-a folosit GAPDH. Vizualizarea si
detectia proteinelor s-au realizat cu un substrat chemiluminescent Supersignal West
Femto (Thermo Fisher Scientific) si un sistem de prelucrare a imaginilor GelDoc
Imaging System, echipat cu o camera XRS. Dupa masurarea intensitatii benzilor prin
densitometrie (Quantity One analysis software, Biorad), rezultatele s-au normalizat la
GAPDH.

Analiza statisticd

Pentru variabilele cantitative s-a utilizat analiza statistica descriptiva, sub forma
de medii * deviatii standard. Indexul necrotic si cel apoptotic sunt prezentate in
procente * deviatia standard. Pentru calcularea diferentei statistice intre loturi s-a
utilizat testul one-way ANOVA si posttestul pentru comparatii multiple Turkey's
(dimensiunea loturilor fiind aceiasi). Testele Kolmogorov-Smirnov and Shapiro-Wilk s-
au folosit pentru a testa normalitatea datelor cu ajutorul software-ului statistic SPSS
17.0.
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Valorile obtinute au fost prelucrate statistic folosind programul GraphPad Prism
versiunea 5.03 pentru Windows (San Diego, CA, SUA). Nivelul de semnificatie prag p
fost considerat p <0.05 (*** p <0,001; ** p <0,01; *p <0,05 comparativ cu lotul tratat cu
TSPP si iradiere (TSPP + IR)).
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3. Studiu 1. Efectele modulatoare in vivo ale
extractului natural de Cornus mas asupra
terapiei fotodinamice in tumori experimentale
la sobolani Wistar

3.1. Introducere

Ca modalitate terapeutica neinvaziva, terapia fotodinamica (TFD) s-a dezvoltat
in ultimele decenii largindu-si spectrul aplicatiilor clinice. De mare interes este
utilizarea sa 1n tratamentul tumorilor maligne, datoritd capacitatii de a induce moarte
celulard, stres oxidativ, modificari vasculare si reactii inflamatorii la nivelul tesutului
tinta.

Eficienta terapiei fotodinamice in tumorile solide este insa limitatd din cauza
unor dezavantaje specifice TFD: profunzime limitata a penetratiei luminii in tesuturi,
dependenta de oxigen si gradul redus de selectivitate tumoralad. Ca urmare, exista un
mare interes pentru identificarea unor modalitdti de optimizare a terapiei
fotodinamice, fie prin combinarea acesteia cu alte modalitati terapeutice. fie prin
utilizarea de compusi cu efecte citotoxice suplimentare asupra celulelor tumorale.

Studii pe scara larga au aratat ca anumiti compusi naturali, in combinatie cu
TFD, au crescut eficienta terapiilor antitumorale, protejand in acelasi timp tesuturile
sandtoase (galatul de epigalocatechind, curcuming, etc). Identificarea de noi
fotosensibilizatori, care sa exercite un efect de potentare a terapiei fotodinamice,
reprezinta o directie de cercetare importanta la nivel global, ca strategie terapeutica in
diferite patologii, inclusiv in cancer.

Fructele cornului european (Cornus mas) contin cantitati mari de polifenoli,
flavonoizi si antocianine cu proprietati biologice antioxidante, antiinflamatoare si
citotoxice dovedite, ca urmare fiind un candidat bun pentru combinarea cu TFD in
vederea potentdrii actiunii acesteia.

O combinatie intre TFD si extractul din fructele de Cornus mas pare a fi o
optiune terapeuticd interesantda si promitdtoare. Dincolo insda de identificarea unui
posibil efect aditiv sau sinergic si a mecanismelor implicate, este important a se studia
si identifica cea mai buna modalitate de asociere din punct de vedere al dozelor si
secventialitatii.
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Studiul de fata reprezinta o cercetare minutioasa si detaliata a efectelor asocierii
TFD cu extractul natural de Cornus mas in tumorile solide, atat in ce priveste
mecanismele de actiune implicate cat si importanta factorului timp, respectiv
identificarea momentului optim de administrare a FS in raport cu TFD.

Este o abordare complexa care, dincolo de aportul stiintific adus de explorarea
si identificarea mecanismelor si a moleculelor implicate, aduce o contributie la
optimizarea dozei si a regimului de administrare a acestui extract natural in
tratamentul tumorilor maligne. Tema abordata reprezinta astfel un pas inainte pentru
identificarea beneficiului real si a modalitatii optime de administrare si asociere a
acestei terapii combinate, informatii ce pot fi exploatate In designul trialurilor clinice
ce abordeaza aplicatiile biomedicale ale acestei terapii. Cercetarea noastra aduce o
contributie stiintifica si cu posibile aplicatii clinice intr-o boala atat de grava si
frecventa cum este cancerul, inscriindu-se In arsenalul de masuri destinate ameliorarii
raportului terapeutic: maximum de distructie tumorald cu minim de toxicitate la
nivelul tesuturilor sanatoase.

3.2. Obiective

Evaluarea efectelor TFD combinatd cu extract din fructe de Cornus mas si a
secventialitatii acestei asocieri asupra tumorilor Walker experimentale, prin
cuantificarea markerilor de stres oxidativ, a inflamatiei si a apoptozei in tesutul
tumoral.

3.3. Material si metode

Prepararea si caracterizarea extractului de Cornus mas

Fructele de Cornus mas (corn) au fost procurate de la o piata locald din Cluj-
Napoca, fiind autentificate de Prof. Dr. Mircea Tamas de la Departamentul de Botanica
al Facultatii de Farmacie, Universitatea de Medicina si Farmacie “Iuliu Hatieganu” din
Cluj-Napoca, Romania.

Fructele proaspete au fost spalate bine, cu apa curenta si apoi cu apa distilata.
Dupa indepartarea samburilor, fructele au fost tocate cu un tocator tip mixer. 75g de
fructe tocate au fost amestecate apoi cu 200 ml acetona timp de 1h, la temperatura
camerei. Mixtura obtinutd s-a trecut prin hartie de filtru Whatman nr. 1. Extractul
obtinut s-a concentrat la 40°C cu ajutorul unui evaporator rotativ pana la indepartarea
completa a acetonei, obtinandu-se un volum de 42 ml de extract concentrat.

Continutul total de polifenoli, din extract s-a determinat cu ajutorul metodei
spectrofotometrice Folin-Ciocalteu (FC) descrisa de Singleton si colaboratorii® cu mici
modificari. Ca standard s-a utilizat acidul galic, iar rezultatele s-au exprimat ca mg
echivalenti acid galic (GAE)/l. Absorbanta s-a madsurat cu ajutorul wunui
spectrofotometru Perkin Elmer Lambda 25.
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Cuantificarea antocianilor prezenti in extract s-a realizat prin metoda pH-ului
diferential®’. Concentratia In antociani s-a exprimat ca mg cyanidin-3-gucozid/l de
extract. Activitatea antioxidanta a extractului s-a determinat prin metoda ATBS
descrisa de Arnao et al.88 Rezultatele au fost exprimate pe baza unei curbe de calibrare,
in umoli echivalenti Trolox/l de extract, folosind ca si standard Trolox.

Designul studiului

Studiul s-a desfasurat pe 35 sobolani Wistar albi grupati in 7 loturi:

— Lotul I (control) - grup netratat, martor, cu tumora Walker, fara tratament;

—  Lotul Il - administrare extract de Cornus mas 15 mg/kg corp, timp de 7 zile;

— Lotul III - administrare extract de Cornus mas 15 mg/kg corp, timp de 7
zile, urmat de iradiere (TFD);

— Lotul IV - administrare TSPP (10 mg/kg corp), doza unica;

— Lotul V - administrare TSPP si iradiere (TFD);

— Lotul VI - extract de Cornus mas 15 mg/kg corp, timp de 7 zile, urmat de
TSPP siiradiere (TFD);

— Lotul VII - TSPP si iradiere (TFD) urmate de administrare de extract de
Cornus mas 15 mg/kg corp, timp de 7 zile.

Acid galic(Standard) Acid galic(Standard) j

SACRIFICARE
la 24 ore dupd
ultima

ZIVA 1 ZIUVA 7 ZIUA 8 ZIUA 9 ZIUA 10 ZIUA 16-17

: : : : : : e interventie
Extract de CORNUS MAS TSPP10mg/kg  IRADIERE.  Extractde CORNUS MAS sén(;c; e e
15mg/ke, dozi unics, lotul Il 15mg/kg, tumorals)
loturile 1, 11, VI loturileIV,V  TSSP+iradiere lotul VIl
—loturile Vv, VI,
il

Fig. 1. Designul studiului pentru loturile care au fost tratate cu extract de Cornus mas,
TSPP si TFD

Determinarea stresului oxidativ, a inflamatiei si factorilor de transcriptie

Pentru realizarea determindrilor biochimice, tesutul tumoral recoltat a fost
prelucrat cu ajutorul unui omogenizator Polytron (Brinkman Kinematica, Elvetia.
Concentratia de proteine din probe s-a determinat prin metoda Bradford [27].
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Pentru cunatificarea  stresului oxidativ, s-au determinat nivelul
malondialdehidei (MDA), al glutationului redus (GSH) si oxidat (GSSG), in ser si in
omogenatele tumorale.

MDA s-a determinat prin metoda fluorimetrica cu acid 2-tiobarbituric descrisa
de Conti®s, fiind exprimata in nmoli/mg proteind. Nivelele de GSH si GSSG au fost
determinate tot prin fluorimetrie folosind o-ftalaldehida, rezultatele exprimandu-se
sub forma de raport GSH/GSSG®°.

Expresiile COX-2 si NOS2 s-au evaluat atat prin imunohistochimie (IHC) cat si
prin tehnica Western Blot (WB).

Histologie si imunohistochimie

Sectiunile tumorale 1n parafina au fost colorate cu hematoxilind-eozina (HE) si
imunohistochimic pentru detectia COX2 si NOS2. S-a efectuat de asemenea testul
TUNEL pentru evidentierea apoptozei, utilizand kitul In Situ Cell Death Detection Light
(Roche, Mannheim, Germania). Indicele apoptotic s-a calculat prin impartirea
procentului de celule TUNEL pozitive la numarul total de celule de pe fiecare sectiune
examinata.

Pentru cuantificarea necrozei s-a folosit In coloratia cu hematoxilind-eozina o
scara Weibel, fiecare camp avand suprafata de 7,30 mm?2. Pe baza procentului de celule
necrotice, din numarul total de celule numarate pe 3 campuri microscopice alese la
intdmplare, s-a calculat procentul de celule necrotice pe mm?, la o marire de 200x.

Pentru evidentierea NOS2 si COX2 prin imunohistochimie, sectiuni in parafina
de 5 pm au fost incubate peste noapte la 4°C , cu anticorpi policlonali anti-NOS2
(1:200; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) si anticorpi anti-COX2 (1:300; Santa
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), fiind apoi prelucrate cu un kit LSAB-HRP (Dako
North America, Inc. CA, SUA, K0679). Produsii rezultati s-au detectat prin reactia DAB.
Intensitatea coloratiei imunohistochimice s-a cuantificat printr-un sistem care
considera scor 0 - reactie negativa, scor 0,5-1+ reactie slaba, 2+ reactie moderata, 3+
reactie intensa si 4+ reactie foarte intensa. Pentru verificarea specificitatii coloratiei s-
au folosit probe de control, in care s-au omis anticorpii primari in prima faza de
incubare. Examindrile microscopice au fost ficute de catre doi anatomopatologi care
nu au cunoscut conditiile de tratament, cu ajutorul unui microscop Optika B-383LD2
echipat cu o camera CCD.

Analiza statistica

Semnificatia statistica a diferentelor dintre loturi s-a analizat prin one-way
ANOVA, urmata de Testul de comparativ Multiplu Tukey cu ajutorul softului de analiza
GraphPad 5.0 (GraphPad, San Diego, CA, USA). O valoare a p mai mica de 0.05 a fost
considerata semnificativa statistic.
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3.4. Rezultate

Caracterizarea extractului

Pentru caracterizarea extractului de Cornus mas obtinut, s-au determinat
continutul totali de polifenoli (TPC), continutul total de antociani (TAC) precum si
activitatea antioxidanta (AA). Continutul total de TPC, determinat prin metoda Folin-
Ciocalteu, a fost de 8290.6+265.2 mg GAE/l. Continutul total de TAC, determinat prin
metode pH-ului diferential, a fost de 660.8+23.4 mg Cy-3-Glu/1. Valorile mari ale TPC si
TAC au indicat faptul ca extractul analizat este o sursa buna de compusi fenolici si
antociani, compusi responsabili pentru activitatea antioxidanta. Aceasta, determinata
prin testul ABTS, a fost de 2415.4+91.8 umoli Trolox/1.

Markerii de stres oxidativ si apdrare antioxidantd

Evaluarea statusului oxidativ/antioxidativ s-a realizat prin determinarea
nivelelor MDA, GSH si GSSG in tesutul tumoral si respectiv in ser.

MDA. Nivelurile MDA cuantifica actiunea speciilor oxidative de oxigen asupra
lipidelor membranare. Valorile obtinute in omogenate tumorale si in ser sunt
prezentate in Tabelul I.

Tabel I. Valorile MDA tumoral si seric in loturile studiate

Grup tMDA [nmoli/mg proteind] sMDA [nmoli/ml]
Media + Deviatia Standard Media + Deviatia Standard
Control 0.18 £0.07 0.18 £ 0.07
CM 0.30£0.10 2.39+£0.94
CM+IR 0.38 £ 0.07 2.20+0.47
TSPP 0.71+0.11 2.36 £0.51
TSPP+IR 0.70+ 0.19 3.49 £0.92
CM+TSPP+IR 0.21+£0.02 2.03+0.27
TSPP+IR+CM 0.47+0.06 1.68+0.31

Legenda: MDA = malondialdehida; tMDA = MDA in celule tumorale; SMDA = MDA in ser; CM = extract de
Cornus mas; IR = iradiere (terapie fotodinamica); TSPP =5,10,15,20-tetra-sulphonato-phenyl-porphyrin

In omogenatele tumorale, peroxidarea lipidica a fost crescuti la lotul tratat cu
TSSP si iradiat, comparativ cu lotul de control si cu loturile tratate cu extract de Cornus
mas (CM) sau cu extract si iradiere (0.70 + 0.19 nmoli/mg proteina, p < 0.001, vs 0.18 +
0.07 nmoli/mg proteina (control); 0.30 + 0.10 nmoli/mg proteina vs 0.18 + 0.07
nmoli/mg proteind si 0.38 + 0.07 nmoli/mg proteina fata de 0.18 + 0.07 nmoli/mg
proteina) (Fig. 2). Asocierea CM cu TFD a dus la scaderea nivelului de MDA comparativ
cu TFD singura. (Fig. 2a). Astfel, in lotul tratat cu CM administrat Tnaintea TFD s-a
evidentiat nivelul cel mai scazut de stres oxidativ cuantificat prin MDA (0.30 * 0.10
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nmoli/mg proteing, p < 0.001, comparativ cu lotul de control 0.18 + 0.07 nmoli/mg
proteind). Administrarea CM dupa efectuarea TFD a mentinut nivelul scazut de MDA in
tumora (0.47 = 0.06 nmoli/mg proteina; p < 0.05), semnificativ mai mare comparativ
cu lotul tratat cu CM+TSSP+IR (0.21 + 0.025 nmoli/mg proteina p < 0.01). CM singur si
CM + IR nu au dus la generarea de peroxizi lipidici in tesutul tumoral (0.30 = 0.10
nmoli/mg proteina si 0.38 = 0.07 nmoli/mg proteing, p > 0.05).

In ser, nivelul MDA a crescut semnificativ dupid TFD cu TSPP (3.49 + 0.92
nmoli/ml; p < 0.05 comparativ cu lotul de control 2.39 + 0.94 nmoli/ml) si a scazut
semnificativ in ambele loturi tratate cu regimurile combinate; cel mai scazut nivel al
MDA s-a obtinut pentru lotul tratat cu CM dupa TFD. (1.68 + 0.31 nmoli/ml; p < 0.01,
comparativ cu lotul de control 2.39 + 0.94 nmoli/m) (Fig. 2b).

tMDA sMDA

nmoli/mg P
nmoli/ml

Fig 2. Nivelurile MDA In omogenatele tumorale si ser, in grupurile tratate cu extract CM si TFD cu TSPP. TFD
cu TSPP a crescut nivelul MDA in tesutul tumoral (a) si in ser (b). Regimul care a asociat CM dupd TFD a
redus nivelurile de MDA n tumora si ser. Datele sunt reprezentate ca medie +SD. Analiza statisticd a fost

efectuata printr-o ANOVA unidirectionala, cu comparatiile multiple ale lui Tukey posttest (*p <0,05 in
comparatie cu grupul de control si #p <0,05 In comparatie cu grupul TFD)

GSH si GSSG sunt parametri biochimici utilizati pentru evaluarea capacitatii
antioxidante. In cazul generirii excesive a radicalilor liberi, GSSG creste si raportul
GSH/GSSG se reduce. Valorile masurate pentru acesti parametri sunt prezentate in
tabelele II si I1I.
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Tabel II. Valorile GSH tumoral si seric In loturile studiate

Grup tGSH [nmoli/mg proteind] sGSH [nmoli/ml]
Media + Deviatia Standard Media + Deviatia Standard
Control 12.01+2.11 5.51+1.56
CM 13.43 +2.08 4.79 +0.90
CM+IR 15.84+1.13 5.52+1.58
TSPP 17.80 + 2.29 3.90+0.35
TSPP+IR 14.14 +3.07 6.12+0.36
CM+TSPP+IR 18.32 + 0.64 5.09 £2.26
TSPP+IR+CM 18.98 £ 1.04 5.49 £1.72

Legenda: tGSH = Glutation redus In tesutul tumoral; sGSH = Glutation redus In ser; CM = extract de Cornus
mas; IR = iradiere; TSPP =5,10,15,20-tetra-sulphonato-phenyl-porphyrin

Tabe II1I. Valorile GSSG tumoral si seric in loturile studiate

Grup tGSSG [nmoli/mg proteina] sGSSG [nmoli/ml]
Media + Deviatia Standard Media + Deviatia Standard
Control 1.21+£0.08 0.82+0.09
CcM 1.43 £ 0.05 0.76 + 0.07
CM+IR 1.43 £0.09 0.96 = 0.09
TSPP 1.47 £ 0.12 0.63 +0.09
TSPP+IR 1.43 £ 0.05 0.75+0.08
CM+TSPP+IR 1.30 £ 0.06 0.80 % 0.06
TSPP+IR+CM 1.32+£0.08 1.05 +0.20

Legenda: tGSSG = Glutation oxidat In tesutul tumoral; sGSSG = Glutation oxidat in ser; CM = extract de Cornus
mas; IR = iradiere; TSPP =5,10,15,20-tetra-sulphonato-phenyl-porphyrin

Nivelul GSH a crescut la loturile tratate cu ambele regimuri combinate (CM
inainte si respectiv dupa TFD), comparativ cu lotul tratat doar cu TFD (18.32 * 0.64
nmoli/mg proteina si 18.98 + 1.04 nmoli/mg proteina; p < 0.05, comparativ cu 15.84 *
1.13 nmoli/mg proteind; p < 0.01) (Fig. 3a si b). Nivelul GSH la animalele tratate doar
cu TFD sau CM sau CM+IR, nu a prezentat diferente semnificative intre loturi (13.43 +
2.08 nmoli/mg proteina si 15.84 + 1.13 nmoli/mg proteing; p > 0.05).
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Fig. 3. Nivelurile GSH In omogenatele tumorale si ser, in grupurile tratate cu extract CM si TFD cu
TSPP. TFD cu TSPP scizut GSH (a) in omogenatele tumorale. in plus, TFD a imbunititit nivelurile
de GSH in ser (b). Regimul care a asociat CM dupa TFD a crescut nivelurile de GSH in tumori (2)
(p < 0,01). Analiza statisticd a fost efectuata printr-o ANOVA unidirectionald, cu comparatiile
multiple ale lui Tukey posttest (*p <0,05 in comparatie cu grupul de control si p <0,05 in
comparatie cu grupul TFD)

Valorile GSSG in omogenatele tumorale au crescut semnificativ dupa CM, CM +
IR, TSPP si TFD cu TSPP (1.438 + 0.05 nmoli/mg proteind, 1.432 * 0.09 nmoli/mg
proteind, 1.473 + 0.12 nmoli/mg proteina, respectiv 1.438 + 0.0515 nmoli/mg
proteina) comparativ cu grupul de control (1.21 = 0.08 nmoli/mg proteind) (p < 0.01),
(Fig. 4a). In ser, valorile GSSG au crescut dupa tratamentul cu TSPP + IR + CM (1.05 +
0.20 nmoli/ml) comparativ cu lotul tratat cu TFD (0.96 * 0.09 nmoli/ml) (p < 0.01),
(Fig. 4b).
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Fig. 4. Nivelurile GSSG In omogenatele tumorale si ser in grupurile tratate cu extract CM si TFD
cu TSPP. in plus, TFD a imbunititit nivelurile tGSSG (a). Administrarea CM fnainte de TFD a
diminuat nivelurile de tGSH (p <0,05). Regimul care a asociat CM dupa TFD a crescut nivelurile
GSSG in ser (b). Datele sunt reprezentate ca medie +SD. Analiza statistica a fost efectuata printr-o
ANOVA unidirectionald, cu comparatiile multiple ale lui Tukey posttest (*p <0,05 in comparatie

cu grupul de control si #p <0,05 In comparatie cu grupul TFD)

Evaluarea inflamatiei si a leziunilor ADN in tesutul tumoral
Expresiile COX-2, NOS2 si YH2AX (tabelul IV) au fost evaluate in tesutul tumoral,
dupa administrarea ambelor regimuri terapeutice, prin analiza Western blot (Fig 5a).
Pentru NOS2 si COX2, pe tesuturile inglobate in parafina, s-au efectuat coloratii cu
hematoxilina - eozina si coloratii imunohistochimice. De asemenea, apoptoza aparuta
ca urmare a tratamentelor s-a apreciat prin testul TUNEL pe sectiuni parafinate.

Tabel IV. Expresiile COX-2, NOS2 si yH2AX in tesutul tumoral

Grup Expresie COX2 [%] Expresie NOS2 [%] Expresie YH2AX [%]
Media + Dev. Standard Media + Dev. Standard Media * Dev. Standard
Control 0.87 +0.02 0.85+0.05 0.47 +0.05
CcM 2.64+0.13 3.14+0.35 2.06+0.02
CM+IR 1.54 £ 0.05 1.79 £ 0.05 0.74 £ 0.08
TSPP 1.58 £ 0.06 2.52+0.07 2.95+0.10
TSPP+IR 1.12 £ 0.07 1.19+ 0.03 2.06 £0.05
CM+TSPP+IR 1.43 £ 0.06 2.14 £ 0.09 5.93+0.08
TSPP+IR+CM 1.11 +0.06 2.30+0.10 1.61 £ 0.06

Legenda: COX2 = ciclo-oxigenaza 2; NOS2 (nitric-oxid sintaza 2); YH2AX = H2A din familia
histonelor X; CM = Cornus Mas; IR = iradiere; TSPP =5,10,15,20-tetra-sulphonato-phenyl-porphyrin
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Expresia COX-2 in omogenatele tumorale a crescut semnificativ la
loturile tratate cu CM (2.64 * 0.13 %; p < 0.001 comparativ cu 0.87 + 0.02 %), CM + IR
(1.54 + 0.05 %; p < 0.001 comparativ cu 0.87 + 0,02 %) si CM + TSPP + IR (la 1.43 =
0.06 %; p < 0.001 vs. 0.87 + 0.02 %) comparativ cu controlul (Fig. 5b). In grupurile
TSPP + IR si TSPP + IR + CM expresia COX-2 a crescut de asemenea in raport cu
controlul, dar mai putin intens (1.20 + 0.07 % si 1.11 + 0.06 %; p < 0.05 fata de 0.87 *
0.02%). Valorile COX-2 au scazut semnificativ la toate loturile tratate cu tratament
combinat fata de lotul ce a primit CM (1.43 + 0.06 % fata de 2.64 = 0.13 %, p< 0.001 si
1.11 £ 0.06 %; p< 0.05).

Expresia NOS2 a crescut semnificativ (p < 0.01) la loturile tratate cu CM, CM + IR
si TSPP, la 3.14 + 0.35 % vs. 0.85 £ 0.05 %, la 1.79 + 0.05 % vs. 0.85 £ 0.05 % si la 2.52
+ 0.07 % vs. 0.85 + 0.05 %, p < 0.01) (Fig. 5¢). Ambele regimuri de tratament care au
asociat CM cu TFD au dus la nivele crescute ale expresiei NOS2 in tesutul tumoral, in
comparatie cu controlul (2.14 * 0.09 % fata de 0.85 * 0.05 % si 2.3 + 0.10 %; p <
0.001), fara insa a avea diferente semnificative intre ele (p > 0.05).

Expresia YH2AX (indicator a leziunilor ADN) a crescut in toate grupurile care au
primit tratament comparativ cu controlul (la 2.06 + 0.02% fata de 0.47 + 0.05 %, la
0.74 + 0.87 % fatd de 0.47 = 0.05 %, la 2.95 = 0.1 %, fatd de 0.47 + 0.05 % si la 2.06 *
0.05 % fata de 0.47 = 0.05 %, p < 0.001), cele mai mari valori obtindndu-se la lotul
tratat cu CM Inaintea TFD (5.93 + 0.08 %; p < 0.001) (Fig. 5d). La lotul ce a primit CM
dupa TSPP + IR leziunile ADN au scazut semnificativ fatda de lotul ce a primit
tratamentul cu CM Tnaintea TFD (la 1.61 + 0.06 % fata de 5.93 + 0.08 %; p < 0.001).
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Fig. 5. Expresiile COX-2, NOS2 si YH2AX in omogenatele tumorale din grupurile tratate cu
extract CM si TFD cu TSPP. Expresiile COX-2, NOS2 si y-H2AX in omogenatele tumorale au fost
detectate prin western blot folosind anti-COX-2, anti-NOS2, anti-y- Anticorpii H2AX la dilutii
1:1000 si anticorpi anti-GAPDH. Imagini reprezentative ale Western blot pentru COX-2, NOS2,
v-H2AX si GAPDH sunt prezentate In panoul a. Panourile b, ¢ si d arata rezultatele analizei
statistice pentru raportul dintre proteinele COX-2, NOS2 si y-H2AX si expresia GAPDH in tesutul
tumoral Pentru analiza statisticd a fost utilizat ANOVA unidirectional cu comparatii multiple ale
lui Tukey posttest (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 comparativ cu grupul de control si ###p
< 0,001 comparativ cu grupul TFD)

Evaluarea imunohistochimicd a inflamatiei, apoptozei si necrozei
Valorile indexurilor apoptotic si necrotic in loturile studiate sunt prezentate in
Tabelul V.

Tabel V. Index apoptotic si necrotic in loturile studiate

Grup Cornus Mas Index apoptotic [%] Index necrotic [%)]
Media+ Deviatia Standard Media+ Deviatia Standard
Control 3.62+0.32 28.03 +1.55
CM 4.14+0.12 39.17+£0.72
CM+IR 5.18 + 0.04 4493 +0.70
TSPP 5.08 +0.07 50.00 + 3.00
TSPP+IR 8.03+0.15 64.27 £1.70
CM+TSPP+IR 18.54 £ 0.57 80.07 £1.20
TSPP+IR+CM 7.60 £ 0.26 48.13 £ 4.15

Legenda: CM = Cornus Mas; IR = iradiere; TSPP =5,10,15,20-tetra-sulphonato-phenyl-porphyrin
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Cele mai importante modificari histologice ce indica apoptoza au fost observate
la lotul ce a primit CM + TSPP + IR, observandu-se frecventi nuclei hipercromi,
karioliza-kariorrhexis, picnoze frecvente, vacuolizari nucleare (Fig. 6) si apoptoza
intensa (Fig. 7) (***). In acest grup, imunoreactivitatea COX-2 (Fig. 8) si NOS2 (Fig. 9)
in celulele tumorale nu s-a corelat pozitiv cu modificarile histologice. Astfel, COX-2 nu
s-a modificat semnificativ, in vreme ce expresia NOS2 a crescut (***) comparativ cu
controlul (Fig. 9). Indicele necrotic calculat pentru 3 campuri microscopice alese
aleator (200x) a avut o valoare importantd in grupul cu tratament combinat CM + TFD
(80.07 £ 1.20 %) comparativ cu grupul de control (28.03 + 1.55 %, p < 0.001) si cu
grupul tratat cu TSPP si IR (64.27 £ 1.75 %; p < 0.001). Celule TUNEL moderat pozitive
au fost evidentiate la loturile TSPP + IR + CM si respectiv TSPP + IR (Fig. 7). In celelalte
grupuri experimentale, reactia TUNEL pozitiva nu a fost semnificativ modificata fata de
control. Carioliza intensad si vacuolizdrile nucleare frecvente, cu infiltrat inflamator
moderat, s-au evidentiat la grupul TSPP+IR (Fig.6), unde a existat si o expresie redusa
a moleculelor COX-2 (*) (Fig. 8) si NOS2 (Fig. 9). Pe de alta parte, reactivitatea COX-2 si
NOS2 in grupul CM+IR au fost moderat crescute (Fig. 8 si Fig. 9) (**).

Aspectul histologic al tumorilor din grupul CM + IR a fost reprezentat de nuclei
hipercromi si cateva picnoze (Fig. 6). Procentul celulelor necrotice /mm?2 (la
magnificatie de 200x) a crescut semnificativ la lotul CM+IR fata de control (44,93 *
0,70 % p < 0.001, fatd de 28.03 + 1,55 %). in grupul TSPP + IR + CM, evaluarea
histologica a relevat frecventi nuclei picnotici, rare vacuolizari nucleare si absenta
infiltratului inflamator. In timp ce COX-2 a avut o expresie scazuti (*) (Fig. 8), expresia
NOS2 (Fig.9) a fost semnificativ marita (***) comparativ cu controlul. in grupul TSPP,
modificarile histologice (Fig. 6) sunt reprezentate prin carioliza si picnoza frecvente,
infiltrat inflamator important, imunoreactivitate mare pentru COX-2 (***) (Fig. 8) si
NOS2 (***) (Fig. 9). In grupul CM s-a observat o expresie crescuti a COX-2 (***) (Fig. 8)
si NOS2 (***) (Fig. 9), asociate cu infiltrat inflamator tumoral (Fig. 6). De asemenea, in
grupul CM s-au observat celule active cu nuclei giganti si cateva necroze focale.
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Fig. 6. Indicele necrotic in tumorile colorate cu hematoxilina si eozing, 200 x. Fotomicrografii reprezentative
(colorare HE) ale sectiunilor tumorale de la animale tratate cu b - CM, c- CM + IR, d - TSPP, e - TSPP + IR, f -
CM + TSPP + IR si g - TSPP + IR + CM si a - Control. Mdrire 200 x, scala 20 pm

Grupul CM + TSPP + IR a prezentat frecvent nuclei hipercromi, carioliza-
cariorrhexis, frecvent picnozi, vacuoliziri nucleare si apoptozi intensi. In grupul
TSPP + IR s-au observat carioliza intensa si vacuolizare nucleara frecventa cu infiltrat
inflamator moderat. Efectul terapeutic a fost determinat prin evaluarea procentului de
celule necrotice, din numarul total de celule, pe 3 campuri microscopice alese
aleatoriu, sub marire de 200x. Cel mai mare indice necrotic a fost observat la lotul
tratat cu CM + TSSP + IR.
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Fig. 7. Testul TUNEL in grupurile de control si experimentale, x200. Se observa nuclei apoptotici (verde
aprins) la microscopia cu fluorescenta (1 - ctrl, 2 - CM, 3 - CM + IR, 4 - TSPP, 5 - TSPP + IR, 6 - CM + TSPP +
IR, 7 - TSPP + IR, 7 - TSPP + IR + CM). Marire 200 x, scala20 pm

Cuantificarea celulelor TUNEL- pozitive din tumora a aratat ca CM + TSPP + TFD
a crescut semnificativ procentul de celule TUNEL-pozitive in comparatie cu controlul
(p < 0,001). Celule moderat pozitive TUNEL au fost identificate in grupul TSPP + IR +
CM, precum si In TSPP + IR. Rezultatele sunt exprimate ca medie * SD. Analiza
statistica a fost efectuatd printr-o ANOVA unidirectionala cu posttestul de comparatii
multiple al lui Tukey (***p < 0,001 In comparatie cu grupul de control si ###p <0,001
in comparatie cu grupul TFD).
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Fig. 8. Testul de imunoreactie COX-2 in grupurile de control si experimentale, x200. Fotomicrografia
coloratiei imunohistochimice COX-2 in sectiunea tumorii din fiecare grup experimental a fost
prezentata (1 - ctrl,2-CM,3-CM + IR, 4 - TSPP,5 - TSPP + IR, 6 - CM + TSPP + IR, 7 - TSPP + IR +
CM). Mdrire 200 x, scala 20 um

in grupul TSPP + IR s-a identificat o expresie scizutd a COX-2 (*) (grupul 5), in
timp ce in grupul CM+IR (3), reactivitatea COX-2 a fost moderat crescuta (**). In grupul
M + TSPP + IR (6), imunoreactivitatea COX-2 nu a fost modificata semnificativ in
comparatie cu grupul de control, in timp ce la TSPP + IR + CM (grupul 7)
imunoreactivitatea a fost mai mica. Administrarea CM a indus imunoreactivitate
ridicata pentru COX-2 (***) asociata cu infiltratul inflamator tumoral.
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Fig. 9. Testul de imunoreactie NOS2 in grupurile de control si experimentale, x200. Fotomicrografia
coloratiei imunohistochimice NOS2 in sectiunea tumorala din fiecare grup experimental a fost
prezentata (1 - ctrl,2-CM,3 -CM + IR, 4 - TSPP,5 - TSPP + IR, 6 - CM + TSPP + IR, 7 - TSPP + IR +
CM). Mdrire 200 x, scala 20 pm

in lotul TSPP + IR (5), se observa exprimarea scizutd a NOS2 (*), in timp ce, in
grupul CM + IR (3), reactivitatea NOS2 a fost moderat crescuta (**). In grupurile CM +
TSPP + IR (6) si TSPP + IR + CM (7), expresia NOS2 a fost semnificativ imbunatatita
(***) in comparatie cu martorul.

3.5. Discutii

Pentru a spori eficienta terapiei fotodinamice (TFD) in cancer au fost incercate
diferite strategii terapeutice, care combind TFD cu diversi compusi antitumorali,
rezultate remarcabile obtindndu-se la asocierea curcuminei, silimarinei sau
epigalocatechingalat-ului®0.9192,

Extractul obtinut din fructele de Cornus Mas (CM) are proprietati nutraceutice
remarcabile: anti-inflamatoare, anti-oxidante, anti-bacteriene, etc. Efectele benefice se
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datoreaza continutului de polifenoli si antociani, prezenti in cantitate mare in fructele
de corn si care au efect antioxidant?3, antiinflamator?3, anti-bacterian®* si citotoxic737>
demonstrat.

Pornind de la aceste date, care sugereaza ca o combinatie intre extractul de CM
si TFD poate fi o optiune terapeutica de interes, am evaluat efectele TFD cu 5,10,15,20-
tetra-sulphonato-phenyl-porphyrin (TSPP) in combinatie cu extract de CM, asupra
tumorilor experimentale Walker. Efectele administrarii TFD singurd, a extractului de
CM singur, precum si a combinatiei Intre extract si TFD (administrat Tnainte si dupa
iradiere) au fost comparate, evaluarea ficandu-se prin cuantificarea markerilor de
stres oxidativ, inflamatie si apoptoza, in tesutul tumoral.

in experimentul nostru, stresul oxidativ si capacitatea antioxidantd au fost
cuantificate prin nivelul malonaldehidei (MDA) si a nivelurilor de glutation redus
(GSH) si oxidat (GSSG), atat in tesutul tumoral cat si in ser. Nivelul MDA in tumora,
indicator al peroxidarii lipidelor si stresului oxidativ, a fost mai redus in cazul
regimului combinat CM si TFD, mai ales in cazul administrarii extractului de corn
inainte de TFD. In ser, nivelul MDA a fost de asemenea scizut in ambele grupuri cu
terapie combinata, dar nivelul cel mai redus s-a obtinut la administrarea extractului
natural de corn, dupa TFD. Rezultate asemanatoare tot In tumori Walker au fost
obtinute de alti autori utilizand silimarina ca si compus natural® .

Capacitatea antioxidanta a fost evaluatda prin nivelurile de GSH si GSSG si
raportul intre acestea. GSH a crescut in grupurile cu tratament combinat, indiferent de
secventialitatea administrarii, in timp ce GSSG a crescut semnificativ in situatia
administrarii extractului inaintea TFD. Aceste rezultate sunt in acord cu date din
literaturd, care au ardtat ca antocianinele din fructul de corn produc efecte
antioxidante si antibacteriene®*.

Evaluarea inflamatiei induse de TFD, a modularii acesteia prin asocierea
extractului natural de corn si a influentei cronologiei acestei administrari, au fost
facute prin determinarea expresiei COX-2 si NOS2 In omogenatele tumorale prin
tehnica Western blot si prin coloratii cu hematoxilina-eozina si imunohistochimice cu
anticorpi specifici.

Nivelul cel mai Tnalt de expresie a COX-2 a fost intalnit in grupul tratat doar cu
extract de CM, asocierea TFD in regimurile combinate ducand la scaderea acesteia.
Expresia NOS2 a crescut semnificativ fatd de control in grupurile cu tratament
combinate, dar fara a exista diferente in functie de momentul administrarii extractului
de corn (inainte, respectiv dupa TFD). Analiza histologica a evidentiat ca administrarea
extractului de CM a indus o puternicd imunoreactivitate pentru NOS2 si COX-2 in
carcinosarcomul Walker, in special cand extractul a fost administrat inaintea TFD. COX
este o enzima-cheie implicata In conversia acidului arachidonic in lipide bioactive,
inclusiv tromboxani si prostaglandine®697.COX-1 este exprimata in majoritatea
tesuturilor si este implicata in functiile homeostatice, in timp ce COX-2 este o gena de
raspuns precoce implicata in inflamatie si mitogeneza. Este cunoscut faptul ca TFD este
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un inductor potent al COX-2, un mecanism posibil fiind activarea NF-kB, un factor de
transcriptie implicat in carcinogeneza indusa de inflamatie?899. Rezultatele noastre
sunt In acord cu aceasta si, In plus, aratd ca extractul de CM poseda la randul sau
capacitatea de a induce supraexpresia COX-2. Datele din literatura privind rolul
supraexpresiei COX-2 in TFD asociatd cu extracte naturale sunt neclare si
contradictorii. Unele studii sustin ca inflamatia indusa amplifica efectul terapeutic, prin
actiune citotoxica asupra celulelor tumorale si recrutarea de celule imune ce la randul
lor recunosc si distrug celulele tumorale in localizarile tint381.100, Altele, dimpotriv3,
sustin ca supraexpresia COX-2 si productia de prostaglandine indusa de aceasta sunt
asociate cu cresterea tumorala si pot exercita un efect de evaziune a tumorii de sub
controlul imun?0l, Datele noastre sustin ipoteza ca extractul de CM este un agent
antioxidant si antiinflamator care, in combinatie cu TFD, a potentat actiunea pro-
inflamatorie a acestuia, cu deosebire atunci cand a fost administrat inaintea TFD.

Apoptoza indusa de TFD si extractul de CM a fost determinata prin testul TUNEL
efectuat pe sectiuni histologice din tumord, inglobate in parafina. Cele mai importante
modificari histologice corelate cu apoptoza intensa au fost observate in grupul de
terapie combinata in care extractul de CM a precedat administrarea TFD. Efectul pro-
apoptotic identificat in studiul nostru se coreleaza cu cel al altor extracte naturale
(Epigallocatechin galat, Photofrin, Curcumin) in combinatie cu TFD, dupa cum arata
datele din literaturg102.103, 104,

in intentia de a studia mecanismul prin care se produce moartea celulari
(apoptoza) s-a determinat expresia YH2AX, un indicator al leziunilor ADN de tipul
rupturilor dublu- catenare, utilizat frecvent pentru evaluarea atat a inductiei cat si a
repararii leziunilor ADN 105106, Rezultatele noastre aratd cd, focare yH2AX s-au format
rapid dupa tratament si au persistat pana la 24 de ore. Nivelul a fost crescut in toate
grupurile care au primit tratament comparativ cu controlul, cele mai mari valori
obtinandu-se la lotul tratat cu extract de CM inaintea TFD, sugerand ca extractul de CM
asociat TFD a amplificat generarea rupturilor duble ireparabile de ADN. Acesta ar
putea reprezenta un alt mecanism de producere a mortii celulare programate
(apoptoza), independent de calea caspazelorl??, ce poate explica indexul apoptotic
crescut in grupul respectiv.

3.6. Concluzii

1. In experimentul nostru, terapia fotodinamici a generat stres oxidativ,
apdrare antioxidantd endogena redusa si raspuns inflamator.

2. Administrarea extractului de Cornus mas a indus o crestere a expresiei
NOS2 si o scadere a expresiei COX-2 in carcinosarcomul Walker.

3. Tratamentul cu extract de Cornus mas Inainte de administrarea TFD a indus
reactii inflamatorii mai intense, leziuni ADN mai numeroase si apoptoza
semnificativ crescutd, comparativ cu administrarea dupa TFD.
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4,

Datele obtinute de noi in acest studiu sugereaza ca tratamentul combinat a
dus la activarea unor mecanisme diferite ce duc la moarte celulara:
inflamatie, leziuni ADN si apoptoza.

Momentul administrarii extractului natural din fructe de corn, in raport cu
TFD in regimul combinat, este extrem de important si reprezintda un punct
cheie in designul unui tratament antitumoral eficient.
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4. Studiu 2. Efectele asocierii Curcuminei la
terapia fotodinamica in tumori experimentale

4.1. Introducere

in ciuda progreselor stiintifice si tehnologice extraordinare din ultimele decenii,
care au crescut arsenalul de strategii, metode, tehnici si molecule utilizate in
tratamentul cancerului, rdaman finca anumite situatii in care administrarea
tratamentelor incetdtenite (de tipul chimio-, radio-, imunoterapiei) nu este eficienta
sau posibila. Exemple ar fi chimioterapia la pacientii tarati, cu indice de performanta
prost sau patologii asociate grave, sau radioterapia in cazul in care pacientul a fost deja
iradiat in regiunea respectiva.

In asemenea situatii, terapia fotodinamica (TFD) poate reprezenta o modalitate
binevenita si eficientd de tratament a cazurilor pentru care exista indicatii (spre
exemplu tumori cutanate sau superficiale). Este o modalitate terapeutica neinvaziva,
ale cdrei avantaje si mecanisme de actiune (capacitatea de a induce moarte celularg,
stres oxidativ, modificari vasculare si reactii inflamatorii la nivelul tesutului tintd) o
recomanda ca modalitate terapeutica si In tumori maligne.

TFD are Insa si anumite dezavantaje, care 1i limiteaza eficienta si indicatiile:
penetratia luminii In tesuturi este redusa, prezenta unei oxigendri adecvate este
necesard, selectivitatea tumorald este redusa. De aceea, se impune identificarea unor
modalitati de modulare si optimizare a terapiei fotodinamice, cum ar fi potentarea
actiunii sale prin utilizarea de compusi cu actiune de fotosensibilizare a celulelor tinta.
Studierea si identificarea de asemenea compusi, care sa exercite un efect de potentare
a terapiei fotodinamice, reprezinta o directie de cercetare importanta in diferite
patologii, inclusiv In cancer.

Anumiti compusi naturali, In combinatie cu TFD, au crescut eficienta terapiilor
antitumorale, protejand in acelasi timp tesuturile sanadtoase. Este si cazul Curcuminei,
agent natural izolat din rizomul plantei Curcuma longa, cu efecte antiinflamatorii,
antioxidante si antibacteriene cunoscute. Pe langa acestea Insa, acest compus natural
poate actiona si ca un agent anticancer puternic, atat prin activarea reactiilor redox si
inducerea apoptozei celulelor maligne, cat si prin prevenirea progresiei, migratiei si
invaziei cancerului.
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Combinatia intre TFD si curcumind este o optiune terapeutica logica si
promitdtoare, motiv pentru care a si fost si continuad sa fie studiatd pe scara larga.
Cercetarea noastra se inscrie In aceasta linie si cautd sa identifice existenta si
amploarea efectului potentator al curcuminei asupra TFD, mecanismele si moleculele
implicate, precum si modalitatea optima de asociere (din punct de vedere a dozajului,
cronologiei si secventialitatii) in cazul tumorilor solide.

Rezultatele acest studiu isi gasesc utilitate atat stiintifica cat si practica, prin
furnizarea de informatii privind particularitatile modului de actiune a acestui agent, in
raport cu alti compusi naturali, precum si prin exploatarea datelor obtinute pentru
elaborarea in continuare a unor trialuri clinice de calitate. Ca finalitate, translatia in
clinica va largi spectrul modalitdtilor de tratament in cancer, pentru situatiile si la
pacientii cu indicatii pentru acest tip de terapie.

4.2. Obiective

Evaluarea efectelor asocierii Curcuminei (CUR) la TFD si a secventialitatii acestei
asocieri asupra tumorilor Walker experimentale, prin determinarea parametrilor de
stres oxidativ si nitrosativ, a nivelelor de inflamatie si a apoptozei in tesutul tumoral.

4.3. Material si metode

Reactivi

Curcumina a fost achizitionatd de la Sigma Aldrich, sub forma de substanta pura
(Sigma-Aldrich Chemicals GmbH, Munich, Germania). Au mai fost utilizati: O-
phthalaldehidd, glutation redus, reactiv Bradford, EDTA-Na2 si acid 2-thiobarbituric
(Merck KgaA, Darmstadt, Germania); etanol absolut, peroxid de hidrogen si n-butanol
(Chimopar, Bucuresti, Romania), kit trusa de testare TUNEL (Roche, Mannheim,
Germania); anticorpi policlonali anti-NOS2 (1:200) si anti-COX2 (1:300) (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA), LSAB-HRP kit (Dako, North America, Inc. CA, USA,
K0679). 5,10,15,20-tetra-sulphonato-phenyl-porphyrin (TSPP) a fost donata de
doamna Rodica-Mariana lon de la Institutul National de Cercetare - Dezvoltare pentru
Chimie si Petrochimie - ICECHIM, Bucuresti, Romania.

Designul studiului

Studiul s-a desfasurat pe 42 sobolani Wistar albi, grupati in 7 loturi:

—  Lotul I (control) - grup netratat, martor, cu tumora Walker;

—  Lotul IT - Curcuminad 50 mg/kgcorp, dizolvat in 0,5 ml carbomexitil celuloza
(CMC) 0,5%, administrat 7 zile prin gavaj;

—  Lotul Il - administrare Curcumina 50 mg/kg corp si iradiere (TFD);

—  Lotul IV - administrare TSPP (10 mg/kg corp), doza unica;

— Lotul V- administrare TSPP si iradiere (TFD);
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—  Lotul VI - Curcumina 50 mg/kg corp administrata timp de 7 zile, urmata de
iradiere (TFD);

—  Lotul VII - TSPP si iradiere (TFD) urmate de administrare de Curcumina 50
mg/kg corp timp de 7 zile.
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Fig. 10. Designul studiului pentru loturile care au fost tratate cu Curcumind, TSPP si TFD

Determinarea parametrilor de stres oxidativ si nitrosativ

Pentru a cuantifica dezechilibrul redox indus de TFD si impactul CUR asupra
eficientei TFD, au fost evaluate nivelele malondialdehidei (MDA) si raportului glutation
redus/oxidat (GSH/GSSG). Nivelele MDA au fost determinate prin metoda
fluorimetrica cu acid 2-thiobarbituric Conti®? si rezultatele au fost exprimate in
nmoli/mg proteinass.

Glutationul redus si oxidat (GSH si GSSG) s-au determinat prin metoda
fluorimetrica bazata pe o-phthalaldehidas*.

Aceste metode au fost descrise 1n detaliu la capitolul ,Metode generale”.

Evaluarea histopatologicd si imunohistochimicd a inflamatiei (COX2, NOS2)

Dupa incubarea peste noapte, la 4°C, cu anticorpii primari policlonali de capra
anti-NOS2 (1:200) si anti-COX2 IgG (1:300), sectiunile de 5um au fost tratate cu un kit
de peroxidaza LSAB® (K0679)-HRP, iar produsii de reactie au fost identificati prin
reactie DAB. Cuantificarea reactiilor IHC s-a facut pe baza extinderii si intensitatii
coloratiei pozitive, (Toma et al. 2017; Grover et al. 2015) astfel: 0, reactie negativa; 0.5-
1+, reactie slaba; 2+, reactie moderata; 3+, reactie intensa; 4+, reactie foarte intensa. Pe
post de control negativ au fost folosite tesuturi care nu au fost incubate cu anticorpii
primari (pentru a confirma specificitatea IHC). Probele au fost examinate de doi
specialisti anatomopatologi, In sistem simplu-orb, utilizdnd un microscop Optika B-
383LD2 cu camera CCD.
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Evaluarea histopatologica si imunohistochimicd a apoptozei si necrozei

Indexul apoptotic a fost exprimat procentual, raportdnd numarul de celule
TUNEL-pozitive la numarul total de celule, de pe fiecare sectiune. Necroza a fost
detectata prin coloratie conventionala cu hematoxilina-eozind. Pentru dimensionarea
campului microscopic s-a folosit scara Weibel. Suprafata fiecarui camp a fost de 7.56
mm?, S-a determinat procentul celulelor necrotice din totalul de celule din 3 campuri
aleator alese si s-a raportat procentul (%) de celule necrotice/mm?, la magnificatie
x200 (Bolfa et al. 2013; Hanahan and Weinberg 2011). Probele au fost examinate de
doi specialisti anatomopatologi in sistem simplu-orb, utilizand un microscop Optika B-
383LD2 cu camera CCD.

Analiza statistica

Pentru variabilele cantitative s-a utilizat analiza statistica descriptiva, sub forma
de medii * deviatii standard. Indexul necrotic si cel apoptotic sunt prezentate in
procente * deviatia standard. Pentru calcularea diferentei statistice intre loturi s-a
utilizat testul one-way ANOVA si posttestul pentru comparatii multiple Turkey's
(dimensiunea loturilor fiind aceeasi). Testele Kolmogorov-Smirnov si Shapiro-Wilk s-
au folosit pentru a testa normalitatea datelor cu ajutorul software-ului statistic SPSS
17.0. Valorile obtinute au fost prelucrate statistic folosind programul GraphPad Prism
versiunea 5.03 pentru Windows (San Diego, CA, SUA). Nivelul de semnificatie prag p
fost considerat p <0.05 (*** p <0,001; ** p <0,01; *p <0,05, comparativ cu grupul de
control; ##p<0.01 si ##p<0.001 comparativ cu grupul TSPP + IR si grupul TFD).

4.4. Rezultate

Markeri de stres oxidativ si nitrozativ

Nivelurile MDA descriu actiunea speciilor reactive ale oxigenului asupra
lipidelor. Valorile obtinute pentru tMDA si sMDA in fiecare din grupurile de experienta
sunt prezentate in Tabelul VI.

In tesutul tumoral, peroxidarea lipidelor a crescut in lotul tratat cu TFD (iradiat,
IR) fata de grupul de control, netratat (tMDA: 0.70+0.19 nmoli/mg proteina vs.
0.18+0.07 nmoli/mg proteina; p<0.001) (Figura 11a). La lotul tratat cu CUR pre-TFD,
tMDA a crescut comparativ cu controlul (0.28 + 0.12 nmoli/mg proteind vs. 0.18 = 0.07
nmoli/mg proteind) si cu lotul la care s-a administrat CUR singura (0.28 + 0.12
nmoli/mg proteini vs. 0.18 = 0.01 nmoli/mg proteinad). In schimb, nivelele tMDA au
fost in mod invariabil mai reduse la loturile supuse terapiei combinate fata de lotul
tratat cu TFD singura (TSPP+IR), indiferent de secventialitatea administrarii: 0.28 *
0.12 nmoli/mg proteind vs. 0.70+ 0.19 nmoli/mg proteina atunci cand CUR a fost
administrata fnaintea TFD, respectiv 0.24+ 0.05 nmoli/mg proteind atunci cand CUR a
fost administrata dupa TFD.
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Tabel VI. Nivelurile MDA tumoral si seric in loturile tratate cu Curcumind, cu sau fara TFD

Grup tMDA [nmoli/mg proteind] SMDA [nmoli/ml]
Media# Deviatia Standard Media+ Deviatia Standard
Control 0.18 £ 0.07 1.58 £ 0.07
CUR 0.18 £0.01 1.68 +0.29
CUR+IR 0.41 +£0.08 1.55+0.17
TSPP 0.71+£0.11 2.36+0.51
TSPP+IR 0.70+0.19 3.49 £0.92
CUR+TSPP+IR 0.28+0.12 1.78 £ 0.26
TSPP+IR+CUR 0.24+ 0.05 0.68 + 0.41

Legendd: MDA = malondialdehida; tMDA = MDA in celule tumorale; SMDA = MDA in ser; CUR = curcumina; IR
= iradiere (terapie fotodinamica); TSPP =5,10,15,20-tetra-sulphonato-phenyl-porphyrin

in ser (Figura 11b), valorile cele mai crescute SMDA s-au inregistrat dupd TFD
singura (3.49 * 0.92 nmoli/mg proteind). Asocierea Curcuminei, in ambele secvente de
administrare, a determinat reducerea sMDA, cu valorile cele mai scazute in cea de a

doua situatie (0.68 + 0.41 nmoli/mg protein), in care Curcumina a fost administrata
dupa TFD (p<0.001).

tMDA sMDA

nmoli/mg P
nmoli/ml

Fig. 11. Reprezentare grafica a valorilor malonaldehidei in tesutul tumoral (tMDA) si ser (sMDA),
pentru loturile tratate cu Curcumina, cu sau fara TFD Legenda: tMDA = malonaldehida in tesutul
tumoral; sSMDA = malonaldehida in ser; CUR = curcumina; IR = iradiere (terapie fotodinamica);
TSPP =5,10,15,20-tetra-sulphonato-phenyl-porphyrin
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Nivelurile glutationului redus (GSH) si oxidat (GSSG) in tesutul tumoral si in
ser, obtinute pentru fiecare din loturile studiate si In diferite combinatii si
secventialitati, sunt prezentate in tabelele VII (pentru GSH) si VIII (pentru GSSG).

Tabel VII. Nivelurile de GSH tumoral si seric in loturile tratate cu Curcumind, cu sau fara TFD

Grup tGSH [nmoli/mg proteind] sGSH [nmoli/ml]
Media + Deviatia Standard Media + Deviatia Standard
Control 12.01+2.11 5.51+1.56
CUR 15.80 + 1.32 4.79 £ 0.90
CUR+IR 16.05 + 2.31 5.52+1.58
TSPP 17.80 +2.29 3.90 £ 0.35
TSPP+IR 14.14 +3.07 6.12+0.36
CUR+TSPP+IR 16.77 £ 2.72 5.09 £ 2.26
TSPP+IR+CUR 18.38 £ 1.54 5.49 £1.72

Legenda: tGSH = Glutation redus in tesutul tumoral; sGSH = Glutation redus in ser; CUR = curcuming; IR =
iradiere; TSPP =5,10,15,20-tetra-sulphonato-phenyl-porphyrin

Tabel VIII. Nivelurile GSSG tumoral si seric in loturile tratate cu Curcumind, cu sau fara TFD

Grup tGSSG [nmoli/mg proteina] sGSSG [nmoli/ml]
Media + Deviatia Standard Media + Deviatia Standard
Control 1.84 +0.08 0.82+0.09
CUR 1.19 £0.08 0.66 = 0.20
CUR+IR 1.48+0.11 0.76 +0.17
TSPP 1.47 £0.12 0.63 +0.09
TSPP+IR 1.43 £ 0.05 0.75+0.08
CUR+TSPP+IR 1.41+0.08 0.53+0.10
TSPP+IR+CUR 1.29 £ 0.05 0.74 +0.07

Legenda: tGSSG = Glutation oxidat in tesutul tumoral; sGSSG = Glutation oxidat in ser; CUR = curcumind; IR =
iradiere; TSPP =5,10,15,20-tetra-sulphonato-phenyl-porphyrin

Reprezentarea grafica a valorilor obtinute in cadrul acestui experiment este
infatisata in figurile 12 (pentru glutationul redus, GSH, in tesutul tumoral si ser) si 13

(pentru glutationul oxidat GSSG din tesutul tumoral si din ser).



Efectul modulator al unor produsi naturali in terapia fotodinamicd a tumorilor experimentale 77

tGSH sGSH

N
o
1

nmoli/mg P
B =
o [4)]

1
nmoli/ml

(53}

o

Fig. 12. Reprezentare graficd a valorilor glutationului redus in tesutul tumoral (tGSH) si ser
(sGSH), pentru loturile tratate cu Curcumina, cu sau fara TFD. Legenda: tGSH = Glutation redus in
tesutul tumoral; sGSH = Glutation redus in ser; CUR = curcumind; IR = iradiere; TSPP =5,10,15,20-
tetra-sulphonato-phenyl-porphyrin
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Fig. 13. Reprezentare graficd a valorilor glutationului oxidat in tesutul tumoral (tGSSG) si In ser
(sGSSG), pentru loturile tratate cu Curcumind, cu sau fara TFD. Legenda: tGSSG = Glutation oxidat in
tesutul tumoral; sGSSG = Glutation oxidat in ser; CUR = curcumina; IR = iradiere; TSPP =5,10,15,20-

tetra-sulphonato-phenyl-porphyrin

Dupa cum reiese din figurile 12 si 13, nu s-au identificat diferente semnificative
statistic intre nivelurile GSH si GSSG in tesutul tumoral si in ser la grupele care au
primit CUR, in comparatie cu cele care au primit TFD, indiferent de secventialitatea
administrarii.
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Evaluarea imunohistochimicd a COX2 si NOS2

Nivelurile de expresie IHC a COX2 si NOS2 1n lotul tratat cu Curcuminag, cu sau
fara TFD, sunt prezentate in Tabelul IX.

Tabel IX. Expresia IHC a COX2 si NOS2 in lotul tratat cu Curcuming, cu sau fara TFD

Grup Expresie COX2 [%] Expresie NOS2 [%]
Media + Deviatia Standard Media + Deviatia Standard
Control 3.66 +0.57 3.76 £ 0.49
CUR 2.53+0.05 3.03 £0.15
CUR+IR 1.97 £ 0.07 1.00 £ 0.01
TSPP 2.43£0.20 2.06+0.21
TSPP+IR 4.03+0.15 3.96 £ 0.05
CUR+TSPP+IR 2.96 +0.15 2.46 £ 0.05
TSPP+IR+CUR 3.50+0.30 2.10+0.17

Legendd: COX2 = ciclo-oxigenaza 2; NOS2 (nitic-oxid sintaza 2); CUR = Curcumind; IR = iradiere (terapie

fotodinamica); TSPP =5,10,15,20-tetra-sulphonato-phenyl-porphyrin

coxz

in figura 14 sunt prezentate aspectele imunohistochimice pentru fiecare din
loturile examinate- control (a) si experimentale (b-g), precum si reprezentarea grafica

a valorilor obtinute (h).
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Fig. 14. Imunohistochimia pentru COX2 in lotul de control (a) si cele experimentale (b-g), x200, scala 20pum.

Reprezentarea grafica a valorilor scorului de reactie (h), exprimate ca medie +SD. Analiza statisticd s-a facut

cu one-way ANOVA, folosind posttestul Tukey’s pentru comparatii multiple ***p<0.001 comparativ cu grupul
de control si ##p<0.001 comparativ cu grupul TSPP + IR (TFD)

Atat la lotul tratat cu CUR singura (grupul b) cat si la lotul iradiat (grupul c) s-a
observat o scadere semnificativa a expresiei COX2 fata de control (2.53 £ 0.05 % si
1.97 + 0.07 %, versus 3.66 + 0.57, p<0.001). Expunerea la TSPP urmata de iradiere
(lotul e) nu a modificat semnificativ expresia COX2 in tumori experimentale. Aditia
CUR la TFD a redus semnificativ COX2 comparativ cu lotul tratat cu TFD (loturile f-g vs.
lotul e), in special cand agentul antioxidant a fost administrat inainte de TFD (la 2.97
0.15 %, si 1a 3.50 £ 0.30 % fata de 4.03 = 0.15 %, p<0.001) (Figura 14 h).
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NOS2. Aspectul imunohistochimic pentru NOS2 in sectiunile examinate pentru
fiecare din loturi este prezentat in Figura 16.
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h.. Expresia NOS2 [scor de reactie]

Fig. 15 . Imunohistochimia pentru NOS2 in lotul de control (a) si cele experimentale (b-g), x200, scala
20um. Reprezentarea grafica a valorilor scorului de reactie (h), exprimate ca medie +SD. Analiza
statistica s-a facut cu one-way ANOVA, folosind posttestul Tukey’s pentru comparatii multiple
***p<0.001, comparativ cu grupul de control si ###p<0.001 comparativ cu grupul TSPP + IR (TFD)
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Expresia NOS2 s-a redus semnificativ la lotul care a primit CUR + IR (grupul c).
Dupad administrarea de CUR si iradiere, expresia NOS2 s-a redus semnificativ in
comparatie cu lotul de control (1a 1.00 = 0.01% comparativ cu 3.76 * 0.49 %, p<0.001).
Terapiile combinate (grupele f-g) au determinat o scadere semnificativa a NOS2
comparativ cu TFD singura (2.46 + 0.05 % si 2.10 + 0.17% comparativ cu 1.00 + 0.01%;
p<0.001) (Figura 15 h).

Evaluarea necrozei si apoptozei

Necroza a fost detectata prin coloratie conventionala cu hematoxilina-eozing,
indexul necrotic fiind calculat pe 3 cimpuri microscopice alese aleator. Apoptoza a fost
cuantificata ca index apoptotic, care a fost exprimat procentual, raportand numarul de
celule TUNEL-pozitive la numarul total de celule de pe fiecare sectiune. Valorile
obtinute pentru fiecare index in loturile evaluate sunt prezentate in tabelul X.

Tabel X. Index apoptotic si necrotic in loturile studiate

Grup Index apoptotic [%] Index necrotic [%]
Media * Deviatia Standard Media * Deviatia Standard

Control 3.63+0.32 4.23+0.12

CUR 3.72+0.21 5.65 +0.33
CUR+IR 11.74 £ 0.20 7.69 £ 0.28

TSPP 5.08 £ 0.07 3433 +1.26
TSPP+IR 8.03 £0.15 64.27 + 1.75
CUR+TSPP+IR 8.10+0.17 6.27 +0.08
TSPP+IR+CUR 11.53+0.11 15.31+0.30

Legenda: CUR = Curcumind; IR = iradiere; TSPP =5,10,15,20-tetra-sulphonato-phenyl-porphyrin

Necroza

Evaluarea histologica prin coloratie conventionald cu hematoxilind-eozina
(Figura 16) a aratat ca administrarea CUR (grupul b) a indus modificari in structura
tumorala dupda cum urmeaza: carioliza fara infiltrat inflamator, picnoza, nuclei
spongioisi si hipercromi si citoplasma cu tendinta spre degenerare vacuolara. CUR si
iradierea (lotul c¢) au indus karyorrhexis focal asociat cu nuclei hipercromi. La lotul
tratat cu TSPP+IR+CUR (grupul g), examinarea histologica a descris arii extinse de
necroza, citoplasma difuza, carioliza frecventd, fara infiltrat inflamator. in tumorile
supuse la CUR+TSPP+IR (grupul f), examinarea histologicd a descris nuclei vacuolati
hipercromi, citoplasma clarg, necroza frecventa si carioliza, celule in faze post-mitotice
frecvente (celule cu doi nuclei In aceeasi celula si displazie nucleica).

Indexul necrotic (calculat pe 3 cdmpuri microscopice alese aleator) a fost mult
crescut la lotul e, ce a primit TFD ( 64.27%+1.75 %) comparativ cu lotul a, de control
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(4.23+0.12%, p<0.001) (Figura 16 h). Administrarea CUR dupa TFD a crescut numarul
de celule necrotice pe mm?2 (15.31+0.30 %) comparativ cu lotul de control (p<0.001),
insad aceste valori au fost semnificativ mai reduse comparativ cu cele obtinute dupa
TFD (Figura 16 h).
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Fig. 16 . Examinarea histopatologica a sectiunilor tumorale pentru evaluarea necrozei in lotul de
control (a) si cele experimentale (b-g), x200, scala 20pm. Reprezentarea grafica a valorilor scorului de
reactie (h), exprimate ca medie +SD. Analiza statistica s-a ficut cu one-way ANOVA, folosind posttestul

Tukey’s pentru comparatii multiple ***p<0.001 comparativ cu grupul de control si ###p<0.001
comparativ cu grupul TSPP + IR (TFD)

Apoptoza

Apoptoza a fost evaluatd prin testul TUNEL si cuantificata ca index apoptotic,
care a fost exprimat procentual, raportand numarul de celule TUNEL-pozitive, la
numadrul total de celule de pe fiecare sectiune. Examinarea histopatologica a sectiunilor
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tumorale este prezentata in figura 17, iar valorile indexului apoptotic sunt infatisate in
tabelul X, pentru fiecare din loturile studiate.

c.CUR+IR

e. TSPP+IR f. CUR+TSPP+IR

index apoptotic

Kk HitH

index apoptotic

g. TSPP+IR+CUR h. Reprezentare grafica a indexului apoptotic [%]

Fig. 17. Examinarea histopatologica a sectiunilor tumorale pentru evaluarea apoptozei in lotul de control
(a) si cele experimentale (b-g), x200, scala 20pm. Reprezentarea grafica a valorilor indexului apoptotic (h)
, exprimate ca medie +SD. Analiza statistica s-a facut cu one-way ANOVA, folosind posttestul Tukey’s
pentru comparatii multiple ***p<0.001, comparativ cu grupul de control si ###p<0.001 comparativ cu
grupul TSPP + IR (TFD)
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Testarea TUNEL a identificat un efect pro-apoptotic pentru pentru TFD (lotul €)
si mai ales pentru CUR, In combinatie cu iradierea (grupul c): 11.74 * 0.20 vs 3.63 *
0.32 (control). CUR administrata dupa TFD (lotul g) a amplificat efectul acesteia pana
la un nivel similar cu valorile obtinute cu CUR + IR (index apoptotic 11.53 + 0.11 vs.
3.63 £ 0.32 in lotul de control si vs 8.03 + 0.15% 1n grupul TFD, p<0.001) (Figura 17 h).

4.5. Discutii

In ultimele decenii terapia fotodinamica (TFD) a castigat tot mai mult teren ca
modalitate de tratament a tumorilor maligne, singurd sau in combinatie cu alte metode
de tipul chimioterapiei, radioterapiei, imunoterapiei. Caracterul sau non-invaziv si
non-toxic o recomanda ca metoda terapeuticd, iar utilizarea ei s-a extins treptat in
multiple patologii. Rezultatele sunt bune dar exista anumite dezavantaje ce 1i limiteaza
eficienta in tratamentul tumorilor solide: selectivitate redusd, dependenta de oxigen
sau gradul limitat de penetratie in profunzimea tesuturilor!379,

Ca urmare se incearca identificarea unor modalitati de crestere a eficientei TFD,
printre cele mai cunoscute si studiate fiind asocierea de agenti fotosensibilizatori (FS).
Au fost descoperiti si astdzi sunt cunoscuti numerosi compusi cu proprietati de
fotosensibilizare, de mare interes fiind cei de origine naturala. FS naturali derivati din
plante poseda selectivitate asupra celulelor maligne si toxicitate scazuta sau absenta
asupra celor normale, si ca urmare se inscriu ca o abordare moderna, ecologicd, in
terapia cancerului, fiind candidati redutabili pentru combinarea cu TFD.

Un asemenea agent FS este Curcumina (CUR), compus natural extras din planta
de curcuma (Curcuma longa), descrisa ca avand proprietati antimicrobiene,
antiinflamatorii si antitumorale!08109110_ Este un compus intens studiat, de multa
vreme si pe scard largd, ca agent anticancerigen dar se utilizeaza si ca adjuvant si
potentator in TFD.

Curcumina este considerata un potential agent anticancerigen950 care inhiba
proliferarea celulelor canceroase in cancerele de san, plamani, colon, rinichi, ovar si
ficat. Activitatea anticanceroasa in vitro si in vivo a curcuminei52 a fost dovedita prin
efectul de inhibare a diferiti factori de transcriptie precum: NF-kB, AP-1, VEGF, NOS2,
COX-2, 5-LOX, MMP-2, MMP-9 si IL-8, care sunt in principal responsabili pentru
angiogeneza si cresterea tumorii. De asemenea, curcumina poate actiona ca un
puternic agent antitumoral prin prevenirea progresiei, migratiei si invaziei
cancerului’® .

In ce priveste rolul siu de FS, datele din literatura de specialitate sunt
numeroase dar contradictorii si exista inca neclaritati privind mecanismele de actiune,
moleculele implicate in acestea, modul optim de asociere cu terapia fotodinamica si, ca
atare, indicatiile specifice in cancer. Din aceste motive am desfasurat un studiu in care
am evaluat mecanismele de actiune, aspectul metronomic si eficienta asocierii
Curcuminei, ca agent FS, la TFD, in tumora Walker.
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Pentru a evalua dezechilibrul redox indus de TFD si impactul CUR asupra
acestuia au fost determinate malonaldehida (MDA) si raportul intre glutationul redus
(GSH) si cel oxidat (GSSG), in tesutul tumoral si in ser. Curcumina a diminuat generarea
de MDA si a crescut capacitatea antioxidanta in tumord, mai ales cand a fost
administratd naintea TFD. Nivelul scazut al MDA tumorale si serice, ca surogat al
leziunilor induse de SRO pe lipidele de membrana in grupurile supuse regimurilor
combinate (CUR asociat TFD), pot fi interpretate coroborat cu o crestere a capacitatii
celulare antioxidante, asa cum aratd si nivelul GSH obtinut la aceleasi loturi. Aceste
rezultate sunt asemandtoare cu cele obtinute de Kumari si colab.!!! care au aratat ca
CUR a redus parametri de stres (oxid nitric, MDA) si a crescut protectia antioxidanta
dupa administrarea intranazalad in inflamatia pulmonara. Pentru GSH si GSSG, atat cel
tumoral cat si seric, nu s-au identificat diferente semnificative statistic intre grupurile
ce au primit CUR (in comparatie cu grupul TFD), indiferent de secventialitatea
administrarii. In literaturd, datele raportate privitor la acesti parametri sunt
contradictorii, unele fiind similare cu rezultatele noastre, altele insd au aratat ca
raportul GSH/GSSG este un bun surogat pentru statusul redox si marker al stresului
oxidativ 1n cancer!12,

Modularea inflamatiei a fost studiata prin determinarea COX-2 si NOS2 prin
imunohistochimie cu anticorpi specifici. Adaugata la TFD, indiferent de secventa de
administrare, CUR a scazut inflamatia tumorala si a redus expresia COX-2 si mai ales a
NOS2, ceea ce demonstreaza ca CUR scade stresul oxidativ si nitrosativ indus de TFD.
Studiul lui Kumari!!! a adus dovezi suplimentare in acest sens, aratand ca in inflamatia
pulmonara acuta, curcumina a redus nivelul oxidului nitric, un indicator al stresului
oxidativ. Acest parametru biochimic este produsul final al activitatii NOS2 si pare a
avea o actiune duala in tumori: pe de o parte exercita un efect anti-tumoral prin
interactiunea cu generarea de superoxid si peroxinitrit, iar pe de altd parte induce
vasodilatatie care favorizeaza nutritia tumorii, inhiba expresia moleculelor de
adeziune si impiedica raspunsul imun13.

Efectul antitumoral al TFD si CUR au fost studiate prin evaluarea histologica a
apoptozei si necrozei in sectiuni de tesut tumoral. Un procent mai mare de celule
necrotice a fost identificat la loturile supuse regimului combinat, TFD asociat cu CUR,
in special cand aceasta a fost administratd dupa TFD. Indicele apoptotic a fost de
asemenea semnificativ crescut in cazul acestui tratamentul combinat. Aceste rezultate,
coroborate cu un NOS2 diminuat, sustin ideea efectului antitumoral al stresului
nitrosativ, mai degraba decat activitatea sa de protectie. Efectul pro-apoptotic al CUR,
identificat in studiul nostru, este confirmat de datele din literaturd pe numeroase tipuri
de tumori. In carcinomul cervical, Moustapha et al. au identificat apoptoza indusi de
CUR si au descris interactiunea Intre aceasta si autofagiell4, iar Singh M. a descris
efectul proapoptotic al CUR prin supraexpresia BAX si activarea caspazelor 3 si 9115, In
carcinomul nazofaringian, CUR a redus viabilitatea celulara la 5% atunci cand a fost
utilizatd ca fotosensibilizator in terapia fotodinamici 116, In cancerul mamar, de
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asemenea, CUR a exercitat un efect pro-apoptotic, mecanismele identificate fiind
inhibarea expresiei p53 cu reducerea expresiei complexului CDK4/ciclina D1 si
inducerea generarii de SRO53. Au fost identificate si alte mecanisme de favorizare sau
inductie a apoptozei in cancer de catre curcumind, cum sunt inhibarea activitatii NF-kB
si COX-2 (implicate in supraexprimarea genelor antiapoptotice, cum ar fi Bcl-2),
inhibarea caii de semnalizare antiapoptoza PI3K, cresterea expresiei MAPK-inazelor
pentru a induce productia endogena de SRO58.

4.6. Concluzii

1. Administrata asociat terapiei fotodinamice, In special anterior acesteia,
curcumina a determinat cresterea capacitatii celulare antioxidante in
tumora.

2. Adaugata la TFD, indiferent de secventa de administrare, CUR a scazut
inflamatia tumorala si stresul oxidativ si nitrosativ indus de TFD.

3. Curcumina a dus la cresterea apoptozei si necrozei in tesutul tumoral, in
special cand a fost administrata dupa TFD.

4. Rezultatele noastre confirma efectul potential antitumoral al curcuminei, ca
si cel de modulare a efectelor TFD, in special iIn administrare ulterioara
acesteia.
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5. Studiu 3. Efectele modulatoare in vivo ale
Resveratrolului asupra terapiei fotodinamice cu
TSPP in tumori experimentale

5.1. Introducere

Terapia fotodinamica (TFD), ca modalitate terapeuticd neinvaziva, isi largeste
treptat spectrul aplicatiilor clinice, pe masura ce rezultatele cercetarii stiintifice aduc
tot mai multe dovezi privind eficienta si avantajele sale in patologii din cele mai
diverse.

Descifrarea cu succes a unora dintre mecanismele sale de actiune (inducerea
apoptozei si mortii celulare, inducerea stresului oxidativ, a reactiilor inflamatorii si a
modificarilor vasculare) face ca aceasta metoda sa fie testata pe scara din ce in ce mai
larga si inclusa intre modalitatile de tratament a cancerului.

Exista Insa si unele dezavantaje, ce tin de proprietatile fizice si chimice ale TFD,
care limiteaza eficienta si indicatiile acesteia in tumorile maligne: profunzime limitata
de penetrare in tesuturi, selectivitate redusa si necesitatea existentei unei oxigenari
adecvate a tesuturilor tinta. Aceasta face ca identificarea unor modalitati de optimizare
a acestui tip de terapie sa fie nu doar necesara ci si urgentd, iar asocierea cu
factori/compusi fotosensibilizatori (FS) pare a fi una dintre cele mai logice si
promitdtoare abordari. Acestia absorb radiatia luminoasa cu o anumita lungime de
unda si declanseaza reactii fotochimice si fotofizice ce, in final, potenteaza actiunea
terapiei fotodinamice.

Exista un numar tot mai mare de asemenea compusi, majoritatea de origine
naturald, care sunt testati pe scara largad in vederea asocierii cu terapia fotodinamica.
Avantajul unor asemenea compusi, cum sunt spre exemplu curcumina, silimarina si
epigalocatechina, consta in faptul ca, dincolo de potentarea efectului citotoxic al TFD
asupra tumorilor maligne, exercitd o actiune protectiva la nivelul tesuturilor sanatoase
din jur.

Cercetarea in domeniul terapiei fotodinamice, cu deosebire in ce priveste
aplicatiile acesteia in cancer, implica nu doar identificarea de noi produsi
fotosensibilizatori ci si studii aprofundate pentru descifrarea mecanismelor de actiune
ale asocierii agentilor fotosensibilizatori cu TFD, a modularii pe care acestia o exercita
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asupra TFD si a modului si momentului optim de administrare in raport cu iradierea,
astfel Incat eficienta asocierii sa fie maxima.

Unul dintre compusii care s-a impus deja in arsenalul terapeutic al mai multor
patologii este Resveratrolul, un polifenol natural cu o gama larga de efecte biologice
(anti-inflamatorii, anti-oxidante, anti-virale, anti-fungice, anti-imbatranire) si functii
benefice multiple. El poseda si actiune anti-cancerigend, fiind cunoscut potentialul sau
anti-metastatic si anti-angiogenic, unele studii raportand ca poate preveni aparitia,
dezvoltarea si progresia tumorald. Este utilizat impreuna cu TFD pentru tratarea
carcinomului cutanat cu celule scuamoase si este in curs de evaluare in terapia mai
multor tipuri de tumori, cum sunt cancerul colorectal, prostatic, mamar sau hepatic.

Cu toate acestea, in cazul Resveratrolului, mecanismele moleculare de actiune
sunt incd mai putin clarificate iar descifrarea acestora ar face posibila combinarea
judicioasa cu TFD. Studiul de fatd aduce o contributie In acest sens, investigand
moleculele si cdile importante implicate in efectul anti-tumoral al terapiei asociate
TFD-Resveratrol, ca si secventialitatea optima a administrarii compusului natural in
raport cu TFD. Aceasta abordare, dincolo de importanta stiintifica, aduce un aport
important in ce priveste optimizarea regimului de administrare a terapiei combinate in
tumorile maligne si constituie o baza stiintificd valoroasa ce poate fi exploatata in
continuare in trialuri clinice de evaluare a eficientei TFD in cancer.

5.2. Obiective

Evaluarea efectelor asocierii Resveratrolului la TFD si a secventialitatii acestei
asocieri asupra tumorilor Walker experimentale, prin determinarea parametrilor de
stres oxidativ si nitrosativ, a nivelelor de inflamatie si a apoptozei.

5.3. Material si metode

Reactivi

Resveratrolul a fost achizitionat ca atare, sub forma de substanta pura (Sigma-
Aldrich Chemicals GmbH, Munich, Germania). Au mai fost utilizati: O-phthalaldehida,
glutation redus, reactiv Bradford, EDTA-Na2 si acid 2-thiobarbituric (Merck KgaA,
Darmstadt, Germania); etanol absolut, peroxid de hidrogen si n-butanol (Chimopar,
Bucuresti, Romania), kit de testare TUNEL (Roche, Mannheim, Germania); anticorpi
policlonali anti-NOS2 (1:200) si anti-COX2(1:300) (Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA), LSAB-HRP kit (Dako, North America, Inc. CA, USA, K0679). 5,10,15,20-tetra-
sulphonato-phenyl-porphyrin (TSPP) a fost donata de doamna Rodica-Mariana lon de
la Institutul National de Cercetare - Dezvoltare pentru Chimie si Petrochimie-
ICECHIM, Bucuresti, Romania.

Designul studiului
Studiul s-a desfasurat pe 42 sobolani Wistar albi grupati in 7 loturi:
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—  Lotul I (control) - grup netratat, martor, cu tumora Walker;

—  Lotul II - Resveratrol 10 mg/kg corp, dizolvat in 0,5 ml carbomexitil celuloza
(CMC) 0,5%, administrat 7 zile prin gavaj;

—  Lotul Il - administrare Resveratrol 10 mg/kg corp si iradiere;

—  Lotul IV - administrare TSPP (10 mg/kg corp), doza unic3;

— Lotul V- administrare TSPP si iradiere;

—  Lotul VI - Resveratrol 10 mg/kg corp administrat 7 zile inainte de iradiere;

—  Lotul VII - TSPP si iradiere (TFD) urmate de administrare de Resveratrol 10
mg/kg corp timp de 7 zile.
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Fig. 18. Designul studiului pentru loturile care au fost tratate cu Resveratrol si TFD

Determinarea parametrilor de stres oxidativ si nitrosativ

Pentru a cuantifica dezechilibrul redox indus de TFD si impactul RES asupra
eficientei TFD, au fost evaluate nivelul malondialdehidei (MDA) si raportul glutation
redus/oxidat (GSH/GSSG). Nivelul MDA a fost determinat prin metoda fluorimetrica cu
acid 2-thiobarbituric si rezultatele au fost exprimate In nmoli/mg proteina. Glutationul
redus si oxidat (GSH si GSSG) s-au evaluat prin metoda fluorimetrica avand la baza
reactia cu o-phthalaldehida.

Evaluarea histopatologica si imunohistochimicd a apoptozei si necrozei

Pentru evaluarea apoptozei, sectiuni tumorale de 5pm au fost incubate cu
anticorpi primari policlonali de capra anti-NOS2 si anti-COX2 IgG (in concentratii de
1:200 si respectiv 1:300), peste noapte, la temperatura de 4°C. Ulterior, sectiunile au
fost tratate cu un kit de peroxidaza LSAB® (K0679)-HRP si produsii de reactie au fost
identificati prin reactie DAB. Reactiile IHC au fost notate luand in considerare
extinderea si intensitatea coloratiei pozitive, dupa cum urmeaza: 0- reactie negativa;
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0.5-1+, reactie scazuta; 2+, reactie moderatd; 3+, reactie intensd; 4+, reactie foarte
intensa. Pe post de control negativ (pentru a verifica specificitatea [HC) au fost folosite
tesuturi care nu au fost incubate cu anticorpii primari. Toate probele au fost examinate
de doi anatomopatologi in sistem simplu-orb, utilizand un microscop Optika B-383LD2
cu camera CCD. Indexul apoptotic s-a exprimat procentual raportand numarul de
celule TUNEL-pozitive la numarul total de celule de pe fiecare sectiune.

Pentru detectia necrozei s-a utilizat coloratia conventionald cu hematoxilina-
eozind. Pentru dimensionarea cAmpului microscopic s-a folosit scara Weibel. Suprafata
fiecarui camp a fost de 7.56 mmz2. S-a determinat procentul celulelor necrotice din
totalul de celule din 3 campuri aleator alese si s-a raportat procentul (%) de celule
necrotice/mm?la magnificatie x200.

5.4. Rezultate

Markerii de stres oxidativ si nitrozativ
Nivelurile MDA. Valorile obtinute pentru MDA tumoral si seric 1n fiecare grup
studiat sunt prezentate in Tabelul XI.

Tabel XI. Valorile MDA tumoral si seric in loturile tratate cu Resveratrol, cu sau fara TFD

Grup tMDA [nmoli/mg proteind] sMDA [nmoli/mg proteind]
Media + Deviatia Standard Media + Deviatia Standard

Control 0.18 £ 0.07 1.58+0.07

RES 0.22+0.03 1.73 £0.12

RES+IR 0.27 £ 0.06 1.73 £0.12

TSPP 0.71+0.11 2.36+0.51

TSPP+IR 0.70 £ 0.19 3.49+0.92

RES+TSPP+IR 0.30+0.11 2.04+0.33

TSPP+IR+RES 0.26 + 0.04 1.72 £0.55

Legenda: MDA = malondialdehida; tMDA = MDA in celule tumorale; SMDA = MDA in ser; RES = Resveratrol,
IR = iradiere (terapie fotodinamica); TSPP =5,10,15,20-tetra-sulphonato-phenyl-porphyrin

In tesutul tumoral (figura 19 a), peroxidarea lipidelor a crescut in grupul cu TFD
fata de lotul de control, netratat (tMDA: 0.70+0.19 nmoli/mg proteina vs. 0.18+0.07
nmoli/mg proteind; p<0.001). Administrarea Resveratrolului (RES), atat pre- cat si
post-TFD, a redus semnificativ nivelul MDA in tumora (tMDA) (0.30£0.11 nmoli/mg
proteina si respectiv 0.26+0.04 nmoli/mg proteina) comparativ cu nivelul obtinut la
lotul tratat cu TFD (0.70+0.19 nmoli/mg protein, p<0.001 in ambele situatii.

Aceeasi observatie s-a facut si pentru nivelurile serice ale MDA (sMDA) (Figura
19 b), unde TFD a indus formarea de peroxizi lipidici (3.49+0. nmoli/ml vs. 1.58+0.07
nmoli/ml in lotul de control). Regimurile combinate, cu RES administrat pre- si post-
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TFD, au redus valorile semnificativ, la 2.04+0.33 nmoli/ml (RES+TFD) si 1.72+0.55
nmoli/ml (TFD+RES), comparativ cu lotul tratat doar cu TFD (p<0.01 si respectiv
p<0.001).

tMDA sMDA

nmoli/mg P
nmoli/ml

Fig. 19. Reprezentare grafica a valorilor malonaldehidei in tesutul tumoral, (tMDA) si ser, (sMDA) pentru
loturile tratate cu Resveratrol, cu sau fara TFD
Legendd: tMDA = malonaldehida in tesutul tumoral; SMDA = malonaldehida in ser; RES = Resveratrol; IR =
iradiere; TSPP =5,10,15,20-tetra-sulphonato-phenyl-porphyrin

Nivelurile glutationului redus (GSH) si oxidat (GSSG) in tesutul tumoral si in ser,
obtinute pentru fiecare din loturile studiate si in diferite combinatii si secventialitati,
sunt prezentate in tabelele XII (pentru GSH) si XIII (pentru GSSG).

Tabel XII. Nivelurile GSH tumoral si seric in loturile tratate cu Resveratrol, cu sau fara
TFD

Grup tGSH [nmoli/mg proteind] sGSH [nmoli/ml]
Media * Deviatia Standard | Media * Deviatia Standard
Control 12.01 £ 2.11 5.51+1.56
RES 23.50+2.41 6.25 = 0.69
RES+IR 23.50+2.41 5.78 £ 0.45
TSPP 17.80 + 2.29 3.90+0.35
TSPP+IR 14.14 + 3.07 6.12 +0.36
RES+TSPP+IR 21.64 +5.26 5.39 £ 0.68
TSPP+IR+RES 16.56 £ 1.92 7.53 £2.25
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Legenda: tGSH = Glutation redus in tesutul tumoral; sGSH = Glutation redus in ser; RES
= resveratrol; IR = iradiere; TSPP =5,10,15,20-tetra-sulphonato-phenyl-porphyrin.
Tabel XIII. Nivelurile GSSG tumoral si seric in loturile tratate cu Resveratrol, cu sau fara TFD

Grup tGSSG [nmoli/mg proteind] sGSSG [nmoli/ml]
Media + Deviatia Standard Media + Deviatia Standard
Control 1.64 +0.08 0.82 +0.09
RES 1.48 +0.03 0.68 £ 0.10
RES+IR 1.44 +0.10 0.61 £ 0.06
TSPP 1.47 £0.12 0.63 +0.09
TSPP+IR 1.43 £0.05 0.75+0.08
RES+TSPP+IR 1.30 £ 0.04 0.78 £0.12
TSPP+IR+RES 1.40 £ 0.03 0.97 £0.14

Legenda: tGSSG = Glutation oxidat In tesutul tumoral; sGSSG = Glutation oxidat in ser; RES = Resveratrol; IR =
iradiere (terapie fotodinamica); TSPP =5,10,15,20-tetra-sulphonato-phenyl-porphyrin

Reprezentarea grafica a valorilor obtinute in cadrul acestui experiment este
infatisata in figurile 20 (pentru glutationul redus GSH si cel oxidat GSSG, in tesutul
tumoral) si 21 (pentru glutationul redus GSH si oxidat GSSG din ser).

tGSH tGSSG

30 *ohk 2.0
oxk ##

nmoli/mg P
nmoli/mg P

Fig. 20. Reprezentarea grafica a valorilor din tesutul tumoral pentru glutationul redus (tGSH) si oxidat
(tGSSG) in loturile tratate cu Resveratrol, cu sau fara TFD
Legenda: tGSH = Glutation redus In tesutul tumoral; tGSSG = Glutation oxidat in tesutul tumoral; RES =
Resveratrol; IR = iradiere; TSPP =5,10,15,20-tetra-sulphonato-phenyl-porphyrin
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In tesutul tumoral (figura 20), administrarea RES si RES + IR a crescut nivelul
glutationului redus GSH (23.50 * 2.41 nmoli/ml) comparativ cu lotul de control,
netratat (12.01+2.11 nmoli/ml; p<0.001). Administrarea RES inainte de TFD a crescut
nivelul GSH in omogenatul tumoral (21.64+5.26 nmoli/ml) comparativ cu lotul tratat
doar cu TFD (14.14+3.07 nmoli/ml; p<0.01) (figura 20 a). in schimb, nu s-au identificat
diferente statistic semnificative in ce priveste nivelele tGSSG intre grupele care au
primit RES in comparatie cu grupa TFD, indiferent de secventialitatea administrarii
(figura 20 b).

in ser (figura 21), administrarea RES atat inainte cat si dupd TFD nu a fost
urmata de modificari semnificative statistic ale glutationului redus sGSH (figura 21 a)
si oxidat sGSSG (figura 21 b).

sGSH sGSSG

nmoli/ml
nmoli/ml

Fig. 21. Reprezentarea grafica a valorilor glutationului redus (sGSH) si oxidat (sGSSG) in ser, pentru loturile
tratate cu Resveratrol, cu sau fara TFD
Legenda: sGSH = Glutation redus in ser; sGSSG = Glutation oxidat in ser; RES = Resveratrol; IR = iradiere
(terapie fotodinamica); TSPP =5,10,15,20-tetra-sulphonato-phenyl-porphyrin

Evaluarea imunohistochimicd a COX2 si NOS2
Nivelurile de expresie IHC a COX2 si NOS2 in lotul tratat cu Resveratrol, cu sau
fara TFD, sunt prezentate in Tabelul XIV.
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Tabel XIV. Expresia IHC a COX2 si NOS2 in lotul tratat cu Resveratrol, cu sau fara TFD.

Grup Expresie COX2 [%] Expresie NOS2 [%]
Media * Deviatia Standard Media * Deviatia Standard
Control 3.36£0.56 3.76 £ 0.49
RES 1.53+0.25 1.40 +0.10
RES+IR 1.97 £ 0.07 1.00 £ 0.01
TSPP 243 +£0.20 2.06+£0.21
TSPP+IR 4.03 +0.15 3.96 £ 0.05
RES+TSPP+IR 2.40 £0.19 2.96 £0.05
TSPP+IR+RES 3.38+£0.19 4.00 £0.10

Legenda: COX2 = ciclo-oxigenaza 2; NOS2 (nitic-oxid sintaza 2); RES = Resveratrol; IR = iradiere (terapie
fotodinamicd); TSPP =5,10,15,20-tetra-sulphonato-phenyl-porphyrin

C0X2. 1n figura 22 sunt prezentate aspectele imunohistochimice pentru fiecare
din loturile examinate- control (a) si experimentale (b-g), precum si reprezentarea
grafica a valorilor obtinute (h).

Administrarea RES (lotul b) a indus o scadere semnificativa, la jumatate, a
expresiei COX2 comparativ cu controlul (lotul a): 1.53 + 0.25% fatda de 3.36 + 0.56. De
asemenea, in combinatie cu iradierea (grupul c) ,RES a indus o scadere semnificativa a
expresiei COX2,1a 1.97 + 0.07% fata de 3.36 £ 0.56 la control (p<0.001) (Figura 22 h).

Expunerea la TSPP urmata de iradiere (lotul e) nu a modificat semnificativ
expresia COX2 in tumorile experimentale. In schimb, aditia RES la TFD a redus
semnificativ COX2 comparativ cu lotul tratat doar cu TFD (2.40 = 0.19 % vs. 3.36 *
0.56%, p<0.001), atunci cand agentul antioxidant a fost administrat inainte de TFD
(lotul ) (Figura 22 h).
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g. TSPP+IR+RES h. Expresia COX2 [scor de reactie]

Fig. 22. Imunohistochimia pentru COX2 in lotul de control (a) si cele experimentale (b-g), x200, scala 20um.

Reprezentarea grafica a valorilor scorului de reactie (h), exprimate ca medie +SD. Analiza statistica s-a facut

cu one-way ANOVA, folosind posttestul Tukey’s pentru comparatii multiple ***p<0.001 comparativ cu grupul
de control si ###p<0.001 comparativ cu grupul TSPP + IR (TFD)

NOS2. Aspectele imunohistochimice pentru din loturile examinate - cel de
control (a) si cele experimentale (b-g ) - precum si reprezentarea grafica a valorilor
obtinute (h) sunt prezentate in Figura 23.

Expresia NOS2 s-a redus semnificativ la loturile care au primit RES si RES+IR, de
la 3.76 = 0.49% (control, lotul a) la 1.40 = 0.10% (RES singur, lotul b) si chiar 1.00 *
0.01 (RES+IR, lotul c). Terapia combinata, cu RES administrat inainte de TFD (lotul f) si
dupa TFD (lotul g) a produs o crestere semnificativa a NOS2 comparativ cu RES + IR
(lotul ¢),1a 2.96 * 0.05 respectiv 4.00 + 0.10 vs. 1.00 + 0.01 % (Figura 23 h).
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Comparativ cu TFD singura (lotul e) insa, RES administrat dupa aceasta (lotul g)
nu a fost urmat de modificarea semnificativa a imunoreactivitatii NOS2 (Figura 23 h).

R
ISR P

g )

\ ‘ .,
e. TSPP+IR

g. TSPP+IR+RES h. Expresia NOS2 [scor de reactie]

Fig. 23. Imunohistochimia pentru COX2 in lotul de control (a) si cele experimentale (b-g), x200, scala 20um.

Reprezentarea grafica a valorilor scorului de reactie (h), exprimate ca medie +SD. Analiza statistica s-a facut

cu one-way ANOVA, folosind posttestul Tukey’s pentru comparatii multiple ***p<0.001 comparativ cu grupul
de control si ###p<0.001 comparativ cu grupul RES si RES + IR

Evaluarea apoptozei si necrozei

Apoptoza a fost evaluata folosind testul TUNEL si cuantificata procentual, ca
index apoptotic, reprezentand raportul intre numarul de celule TUNEL-pozitive si
numadrul total de celule de pe fiecare sectiune examinata.
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Necroza a fost detectatd prin coloratie conventionald cu hematoxilind-eozina si
exprimata ca index necrotic calculat pe 3 cAmpuri microscopice alese aleator.

Valorile obtinute pentru fiecare index, apoptotic si necrotic, in loturile evaluate
sunt prezentate in Tabelul XV.

Tabel XV. Index apoptotic si necrotic in loturile studiate

Grup Index apoptotic [%] Index necrotic [%]
Media * Deviatia Standard Media * Deviatia Standard

Control 3.62+0.32 4.23 +012

RES 9.28 £ 0.02 5.48 £ 0.22
RES+IR 8.61 % 0.55 5.36£0.74

TSPP 5.08 £0.07 34.33+1.26
TSPP+IR 8.03 £0.15 64.27 £ 1.75
RES+TSPP+IR 4.76 £ 0.25 6.49 £ 0.44
TSPP+IR+RES 5.85+0.05 5.33+0.41

Legenda: RES = Resveratrol; IR = iradiere (terapie fotodinamica); TSPP = 5,10,15,20-tetra-sulphonato-phenyl-
porphyrin

Apoptoza

Apoptoza a fost evaluata prin testul TUNEL si cuantificatd ca index apoptotic
(tabel XV), care a fost exprimat procentual, raportand numadarul de celule TUNEL-
pozitive la numarul total de celule de pe fiecare sectiune.

Aspectele histopatologice ale sectiunilor tumorale si reprezentarea grafica a
valorilor indexului apoptotic sunt prezentate in figura 24.
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Fig. 24. Examinarea histopatologica a sectiunilor tumorale pentru evaluarea apoptozei in lotul de
control (a) si cele experimentale (b-g), x200, scala 20pm. Reprezentarea graficd a valorilor indexului
apoptotic (h), exprimate ca medie +SD. Analiza statistica s-a facut cu one-way ANOVA, folosind
posttestul Tukey’s pentru comparatii multiple ***p<0.001 comparativ cu grupul de control si
###p<0.001 comparativ cu grupul TSPP + IR (TFD)




Efectul modulator al unor produsi naturali in terapia fotodinamicd a tumorilor experimentale 99

Administrarea RES singur (lotul b) sau in combinatie cu iradierea (lotul c) au
determinat un nivel crescut de apoptoza comparativ cu lotul de control (a): 9.28 *
0.02% respectiv 8.61 + 0.55%, versus 3.62 + 0.32%. La fel si terapia fotodinamica
administrata singura (lotul e): 8.03 # 0.15 vs. 3.62 = 0.32% la control. in schimb,
combinarea RES cu TFD nu a fost urmata de un efect aditiv sau sinergic, valorile
indexului apoptotic pentru aceste asocieri (loturile f si g) , chiar daca mai mari decat
ale controlului, fiind mai reduse decat pentru cele doua terapii luate separat (tabel XV,
figura 24 h).

Necroza

Necroza a fost evaluata histologic, prin coloratie conventionala cu hematoxilina-
eozind (Figura 25) si calcularea unui index necrotic, exprimat in procente, pentru
fiecare din loturile studiate (tabel XV).

Administrarea RES (grupul b) a indus urmatoarele efecte in structura tumorala:
modificari nucleare (nuclei hipercromi, picnoza si carioliza fara infiltrat inflamator) si
citoplasmatice (degenerare vacuolara). Dupa administrarea RES asociat cu iradierea
(lotul c) s-au identificat nuclei hipercromi. La lotul tratat cu TSPP + IR + RES (grupul g),
examinarea histologica a descris prezenta de nuclei picnotici, condensare nucleolara si
rare arii necrotice. Dupa administrarea RES inainte de TFD (grupul f) s-au identificat
nuclei hipercromi si vacuolati, displazie nucleica, necroza frecventa si carioliza.

Gradul cel mai 1nalt de necroza s-a inregistrat in lotul supus TFD (lotul e), unde
indexul necrotic a fost mult crescut atdt comparativ cu controlul cat si cu grupurile ce
au primit RES si RES + IR: 64.27 = 1.75 % comparativ cu 4.23+0.12% la control
(p<0.001), 5.48 + 0.22% la grupul cu RES si 5.36 + 0.74% in grupul cu RES + IR (tabel
XV, figura 25 h).

Asocierea RES la TFD, indiferent de secventialitatea administrarii, a determinat
un grad de necroza mult redus comparativ cu TFD singurg, la un nivel asemanator celui
produs de RES si RES + IR (Tabel XV, Figura 25 h).
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Fig. 25. Aspectul histopatologic al sectiunilor tumorale colorate cu HE pentru evaluarea necrozei in
lotul de control (a) si cele experimentale (b-g), x200, scala 20um. Reprezentarea graficd a valorilor
indexului necrotic (h) , exprimate ca medie +SD. Analiza statistica s-a facut cu one-way ANOVA,
folosind posttestul Tukey’s pentru comparatii multiple ***p<0.001 comparativ cu grupul de control
si ###p<0.001 comparativ cu grupul TSPP + IR (TFD)

5.5. Discutii

Terapia fotodinamica (TFD) este o metoda terapeutica utilizata pe scara tot mai
larga in diverse patologii, inclusiv in cancer, in principal datorita avantajelor oferite de
invazivitatea si toxicitatea reduse. In tratamentul tumorilor solide ins3, indicatiile sunt
limitate la un numar relativ scazut de localizari tumorale datorita penetratiei reduse in
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profunzimea tesuturilor, selectivitatii scazute si necesitatii existentei unui grad
suficient de oxigenare tumoralal3 7o,

Cresterea eficientei TFD si largirea spectrului sau de indicatii in cancer
reprezinta o preocupare continuda si tot mai intensd, activitatea de cercetare in
domeniu adresandu-se identificarii unor asocieri sau agenti cu efect potentator asupra
TFD. Agentii fotosensibilizatori (FS) sunt o resursa logica si la indeméand, cu deosebire
compusii naturali, derivati din plante. Selectarea lor ca si candidati la asocierea cu TFD
este esentiald pentru succesul terapiei, fiind necesar sa indeplineasca anumite cerinte
cum sunt: capacitatea de a initia o reactie fotodinamica dupa iradiere cu anumite
lungimi de unda, sa fie usor de identificat de catre organism, sa posede un grad de
selectivitate pentru celulele tumorale si sa nu prezinte efecte secundare fototoxice sau
acestea sa fie minimel.

Un asemenea compus este Resveratrolul (RES), un polifenol produs de mai multe
specii de plante si care poseda o varietate de proprietati biologice studiate in vitro si in
vivot. Intre functiile benefice ale acestui compus natural se finscrie si cea
anticancerigend, fiind utilizat de multa vreme in preventia cancerului, datorita faptului
ca poate preveni aparitia, dezvoltarea si progresia tumorii in cancerul colorectal, de
prostata, hepatic si de san®.

In ce priveste utilizarea sa in scop terapeutic in cancer, studiile sunt insi
limitate, destul de putine, iar mecanismele moleculare inca incomplete clarificate5°.
Aceasta se explica in mare masura prin unele proprietati specific, care 1i limiteaza
aplicabilitatea: solubilitatea slaba in apa, fotosensibilitatea ridicata si stabilitatea
oxidativa scazuta®+.

Cu toate acestea, am considerat oportun sa evaluam activitatea acestui compus
in combinatie cu TFD in tumorile solide experimentale Walker, pentru a aduce plus de
informatie in ce priveste existenta sau nu a capacitatii de potentare a TFD, modul
optim de asociere cu aceasta terapie din punct de vedere al cronologiei administrarii,
precum si descifrarea mecanismelor moleculare implicate.

Pentru a studia impactul RES asupra dezechilibrului redox indus de TFD au fost
determinate malonaldehida (MDA) si raportul intre glutationul redus (GSH) si cel
oxidat (GSSG), 1n tesutul tumoral si in ser. Administrarea RES a diminuat producerea
MDA, a crescut capacitatea antioxidanta si a redus inflamatia in tumora. Tipul de efect
obtinut este similar cu cel produs de alt agent natural fotosensibilizator (curcumina),
si, la fel ca la aceasta, magnitudinea lui a fost crescuta atunci cand a fost administrat
inainte de TFD, dupa cum arata un studiu anterior publicat de noi!'’. Nivelul redus al
MDA seric si tumoral, In aceste grupuri, ca surogat a leziunilor induse de speciile
reactive ale oxigenului asupra lipidelor membranei celulare, poate fi interpretat in
contextul cresterii capacitatii antioxidante celulare, demonstrate si de nivelul GSH la
loturile ce au primit terapii combinate (RES asociat cu TFD). Spre deosebire de
rezultatele obtinute pentru CUR si RES, un studiu anterior publicat de noi si care a
investigat regimul combinat TFD si extract natural de Cornus mas a avut rezultate usor
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discordante: nivelul MDA in tumord a fost de asemenea redus in cazul regimului
combinat CM si TFD, dar, in ser, nivelul cel mai redus s-a obtinut la administrarea
extractului natural de corn dupa TFD118,

Efectul de modulare a inflamatiei tumorale a fost evaluat prin determinarea
expresiei COX-2 si NOS2, prin coloratii imunohistochimice pe sectiuni tumorale la
parafina. Aditia RES la TFD a redus inflamatia tumorala si expresia COX2 si NOS2,
indiferent daca a fost administrat tnainte sau dupa TFD.

Efectul antitumoral al RES a fost studiat prin evaluarea histochimica a apoptozei
si necrozei si calcularea indexului apoptotic si necrotic in tesutul tumoral. Indexul
apoptotic a scazut in tratamentul combinat TFD+RES. Alte studii au avut rezultate
contrarii, aratind ca RES a amplificat efectul TFD asupra proliferarii si apoptozei
celulare. Spre exemplu, RES asociat cu ALA-PDT a amplificat efectul PDT asupra
apoptozei celulelor A431, iar expresia p-ERK, p53 si a caspazei-3 au crescut in urma
terapiei combinate, sugerand un efect mediat de calea de semnalizare p38/MAPK11°,
Inclusiv studiile anterioare publicate de noi, ce au evaluat asocierea extractului natural
de coarne, respectiv a curcuminei, cu TFD, au gasit o crestere a indicilor apoptotic si
necrotic in tesutul tumoral®17.118,

Efectul redus al RES asupra mortii celulare poate fi explicat prin prisma unei noi
perspective spatiale asupra speciilor reactive ale oxigenului, ROS120: capacitatea
antioxidanta intrinseca crescutd a celulelor tumorale anihileaza leziunile ROS la
distantd, in acelasi timp permitdnd ROS sa stimuleze proliferarea si supravietuirea
celulari. In acest context, antioxidantii din dietd pot forma o rezerva de antioxidanti cu
actiune la distantd, In timp ce nivelele locale tumorigenice ale ROS raman relativ
neschimbate. Acest model a fost raportat si intr-un studiu efectuat pe acelasi tip de
celule tumorale ca si in cazul nostru (linii celulare de carcinosarcom Walker la
sobolani), si in care silimarina administrata inainte de TFD a inhibat generarea de ROS
si apoptoza®s.

Daca efectul pro-apoptotic al RES nu este cu certitudine clarificat, efectul asupra
mortii celulare poate fi explicat si prin prisma unei interferente cu autofagia, proces
degradativ care regleaza diferentierea celulara ajutand la combaterea deficitului de
nutrienti si a stresului derivat din terapiile anticancer, un fenomen prezent si in cazul
CUR. Resveratrolul si curcumina pot de asemenea perturba homeostazia reticulului
endoplasmatic, activind RPN, proces strict interconectat cu autofagias®. RPN are trei
scopuri: restabilirea functiei normale a celulei prin stoparea translatiei proteinelor,
activarea cdilor de semnalizare implicate in plierea proteinelor si degradarea
proteinelor pliate gresit. Daca aceste obiective nu sunt atinse Intr-un anumit interval
de timp, sau perturbarea reticulului endoplasmic este prelungita, RPN vizeaza
apoptoza®. Aceasta este o ipotezd recentd, iar dovezile sunt inca putine, fiind
imperativ necesar a se continua cercetdrile pentru intelegerea efectelor resveratrolului
asupra ERS si a importantei acestui mecanism.


https://hmn.wiki/ro/Translation_(genetics)
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5.6. Concluzii

1.

Administrarea RES a redus generarea de specii reactive de oxigen si a
crescut capacitatea antioxidanta endogena, mai ales in administrarea
anterioara terapiei fotodinamice.

Aditia RES la TFD a redus inflamatia tumorala si expresia COX2 si NOS2,
indiferent daca a fost administrat tnainte sau dupa TFD.

Administrate separat, atdt RES cat si TFD au indus un inalt nivel de
apoptoza.

Combinarea RES cu TFD nu a fost urmata de cresterea indexului apoptotic,
sugerand ca alte mecanisme ar putea fi implicate in efectul antitumoral
(interferenta cu autofagia, perturbarea homeostaziei reticulului
endoplasmic)
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6. Concluzii generale

1. Terapia fotodinamica (TFD) a generat stres oxidativ, aparare antioxidanta
endogena redusa si raspuns inflamator in tumora Walker.

2. Extractul de Cornus mas a modulat dezechilibrul redox indus de TFD, a indus
reactii inflamatorii, leziuni ADN si apoptoza in tesutul tumoral, efecte a caror
intensitate a fost semnificativ mai mare 1n cazul administrarii extractului anterior
efectuarii TFD.

3. Curcumina asociata TFD a exercitat efecte modulatoare asupra acesteia de o
maniera variabila in functie de tipul de efect si de secventialitatea asocerii: a indus
cresterea capacitatii antioxidante in tumora atunci cand a precedat TFD, a
determinat cresterea semnificativa a apoptozei si necrozei in administrare
ulterioara TFD si a indus scaderea stresului oxidativ si nitrosativ indiferent de
cronologia administrarii.

4. Resveratrolul administrat anterior TFD a redus stresul oxidativ si a crescut
capacitatea antioxidanta endogena. De asemenea, a diminuat inflamatia tumorala
dar acest efect a fost independent de secventialitatea administrarii. Combinarea sa
cu TFD nu a determinat cresterea apoptozei, date ce pledeaza pentru efectul sau
protector pentru celulele tumorale.

5. Administrarea de compusi naturali fotosensibilizatori (FS) asociat terapiei
fotodinamice a modulat efectele acesteia de o maniera si amploare specifice
fiecarui agent FS.

6. Aditia agentilor FS la TFD a dus la activarea unor mecanisme implicate in moartea
celulara (leziuni ADN, apoptoz3, inflamatie), intr-un mod specific fiecaruia dintre
ei si cu o magnitudine variabild in functie de momentul administrarii in raport cu
TFD.

7. Rezultatele confirma potentialul antitumoral al acestor compusi si efectul lor de
potentare a terapiei fotodinamice, In special pentru Cornus mas si Curcumind,
confirmand importanta lor ca adjuvanti in tratamentul tumorilor maligne.
Rezultatele obtinute ofera premise pentru initierea si desfasurarea de studii si
trialuri clinice care sa investigheze eficienta si securitatea lor in cancer.

8. In regimul combinat, momentul administrarii compusilor naturali FS in raport cu
TFD este foarte important si reprezinta un punct cheie, In designul unui tratament
antitumoral eficient.
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7. Originalitatea si contributiile inovative ale tezei

Cancerul reprezinta o problema importanta de sanatate publica in Romania si la
nivel global, prin incidenta crescutd, gravitatea si prognosticul adesea nefavorabil.
Modalitatile de tratament si agentii antitumorali utilizati sunt in continua crestere si
diversificare dar, in ciuda progreselor stiintifice, tehnologice si terapeutice, boala
canceroasa continud sa aiba un prognostic infaust.

Pe de o parte unele tumori sunt refractare la tratamentele standard si alte
optiuni terapeutice, iar pe de alta parte invazivitatea multora dintre terapii face ca o
parte importanta a supravietuitorilor sa prezinte sechele si o calitate a vietii scazuta.
Identificarea de noi metode terapeutice in oncologie, eficiente si cu toxicitate redusg,
este prin urmare o necesitate stringenta.

Cercetarea noastra se adreseaza unei metode neinvazive, terapia fotodinamica
(TFD), care, in ultimele decenii si-a largit spectrul aplicatiilor clinice si In tumori
maligne, datoritd capacitatii de a induce distructie tumorala. Eficienta ei in tumorile
solide este Insa limitata de anumite caracteristici specifice: grad redus de selectivitate
tumorald, penetratie limitata in tesuturi, dependenta de oxigen. Ca urmare, se impune
identificarea unor modalitati de optimizare a TFD. O directie promitatoare in acest
sens este utilizarea de compusi cu actiune de fotosensibilizare a celulelor tintd, care sa
potenteze actiunea TFD.

Teza de fata prezinta rezultatele studiilor ce au evaluat asocierea a 3 compusi
naturali, administrati in diferite secventialitati, cu terapia fotodinamica in tumorile
experimentale Walker.

Originalitatea tezei consta In abordarea complexa a acestor asocieri. Dincolo de
identificarea unui posibil efect aditiv sau sinergic al asocierii, am investigat multiple
mecanisme de actiune si molecule implicate in acestea, ca si modalitatea optima de
asociere din punct de vedere al dozelor si secventialititii. In cazul unora dintre acesti
compusi (cum este spre exemplu Cornus mas investigat de noi), pentru care exista un
numadr redus de studii In patologia maligna si mecanismele moleculare de actiune sunt
incad neclarificate, descifrarea lor ar face posibila combinarea judicioasa cu TFD. De
asemenea, din cunostintele noastre, datele privind importanta factorului timp,
respectiv identificarea momentului optim de administrare a FS in raport cu TFD, sunt
extrem de sdrace si sunt putine studii care sa investigheze din punct de vedere
metronomic eficienta asocierilor. Studiul reprezinta astfel un pas inainte in
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identificarea beneficiului real si a modalitatii optime de administrare a acestei terapii
combinate Tn tumori solide.

Rezultatele obtinute isi gasesc utilitate atat stiintifica cat si practicd, prin
furnizarea de informatii privind particularitatile modului de actiune - interactiune a
agentilor studiati cu TFD, precum si prin exploatarea datelor pentru elaborarea in
continuare a unor trialuri clinice de calitate in diferite localizari tumorale. Ca finalitate,
translatia In clinica va largi spectrul modalitdtilor de tratament intr-o boalad atat de
grava si frecventa cum este cancerul, pentru situatiile si la pacientii cu indicatii pentru
acest tip de terapie. Avand marele avantaj al absentei sau lipsei de toxicitate, TFD
asociata cu administrarea de agenti naturali se Inscrie in arsenalul de masuri ce cu
siguranta pot ameliora raportul terapeutic: distructie tumorala maximd, cu toxicitate
minima la nivelul tesuturilor sanatoase.

Dincolo de impactul stiintific si clinic, aceasta terapie, aplicata in situatiile in
care 1si gaseste indicatie, va avea si un impact economic si social important, datorita
costurilor scazute in raport cu alte modalitati terapeutice in oncologie si datorita
prezervarii unei bune calitati a vietii pacientilor, prin lipsa efectelor adverse.
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