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INTRODUCERE

Produscle apicole reprezinid o surs3 importantd de compusi bioactive, cu multiple activitigi
terapeutice 5i fird efecte nocive asupra celulelor si jesuturilor gazdei. Propolisul este un produs
apicel cu dubld origine: vegetald §i animald, fiind utilizat din cele mai vechi timpuri in medicina
traditionala, Datoritd compozijiel chimice complexe, propolisul este considerat cel mai valoros
produs apicol, prezentind o mare varietate de acfiuni terapeutice: antimicrobiene, antivirale,
antioxidante, antitumorale, antiiinflamatoare, imunomodulatoare, analgezice, cpitclizanie 5
regeneratoare.

Multd vreme s-a congideratl ¢d apanfia cancerului are loc prin modificirile genetice ale
genomului celular, iar agentii cauzali ai acestor modificin sunt reprezentafi de toxine sau provin din
poluarea mediului ambiant. in prezent, s-au contural si cauze infecfioase ale cancerului, fiind
demonstratd asocierea unor infectii cu procesul de malignizare. Cauza principald infeciioasd a
malignititii o constitwie unele virusun oncogene, alfturi de infectiile bacleriene care, pot sd fic
responsabile pentru dezvoltares cancerului. Totodatd, imunosupravegherea, inclusiv imunitatea anti-
infectioasa, are un rol semnificativ in prevenirea cancerului,

Chemopreventia cancerului este considerati abordarea cea mai promiffitoare pentru
prevenirea, inhibarea sau supritarea proceselor cancerigene prin intervenfia cu produse naturale,
mai ales ¢, un numir mare de medicamente traditionale din plante 5i principiile lor bicactive, au
fost raportate ca avind proprietifi chemopreventive.

Agenfii chemopreventivi - compugi naturali cu acfiune antitumorald, sunt substanie care pot
preveni, stopa sau reversa procesul de carcinopenezd [Miscalencu D, si colab.(20107]. Printre
substaniele care au o acfiunc de prevenire a cancerului, citali in lteratura de specialitate, suni
compuesii 51 complexele bioactive din plante precum: favenoidele, vitaminele, carotenii, acizii
fenolici (acidul ferulic, acidul galic, acidul cafeic) ete., unele dintre ele prezente gi in propolis — un
valoros produs apicol cu activitate chemopreventivd, care pot inhiba mecanismele biochimice si
celulare legate de procesul de malignizare si de inducere a apoptozei [Ray A.(2005)].

De aceea, realizarea acestor produse pentru uz topic cu acfiune antivirala (HPV 31 VHS) s-a
efectuat in etape, urmanndu-se;

® in primul vand, prepararea unui extract, bogat in polifenoli de tip flavonoid, componente
hidrosolubile si hidroalcoolice din propolis pentru objineres unui extract concentrat, bogat in

polifenohi de tip flavonod si,




o in al doilea rand, folosirea unor concentrati optime de combinare a extractului concentrat
de propolis cu Aciclovir (chimioterapic de sintezd cu activitate antivirald cunosculd), in vederea
prepardni unor forme farmaceutice, in special, cu aciune antivirala HPV si a cofactorului VHS, dar
si cu proprietifi imunomodulatoare 5i antitumorale.

i felul acesta, am urmirit prepararea unui remediu sub diferite forme farmaccutice {creme,
geluri efc.) cu proprietifi terapeutice §1 biodisponibilitate specificd infeciiilor cu HPV, cu nsc
crescut oncogen, din zona genitald §i ano-rectali.

i capitolul T sunt descrise efectele profilactice si terapeutice ale propolisului in diferite tipuri
de afectiuni. Propelisul reprezintd una din cele mai mari provocari, atit pentru nutrifionisti, it i
pentru lumea gtinpifica medicald, fiind o sursd naturald de componente active cu aciiune biologicad
complexd (de exemplu, flavonoide. acizi aromatici, acizi fenolici §i esteri, triterpene, acizi
diterpenici i lignani), care poseda o paletd deosebit de largd de actiuni terapeutice [Burdock G.A.
{1998); Tahira Farcoqui 51 Akhlaq A Farooqui, {2010)].

Propolisul este wtlizat ca supliment nutrifional, adjuvant in tratamentul cancerului, exercitind

activitate antioxidantd, pro-apoptoticd [Scheller 5. si colab.(1990), Kimoto T. ¢ colab.(1998);
Momura M.si colab. (2001)], activarea genelor supresoare tumorale p53 5i p2l [Sawicka D.
colab.(2012); Ansorge 5. i colab.(2003)], inhibitoare & neoangiogenczsi  [Song Y .55
colab.(2002)], imunomodulatoare [Banskota AH. 51 colab.(2001); Suzuki si colab (2002), Ansorge
5.5 colab.(2003); Oréolié ™. si colab (20017].
De asemenca, propolisul poseda activitate antiinflamatoare, ca inhibitor de ciclooxigenaza (COX-2)
[Olinescu R. (1991); Mirzoeva 0.K., Calder P.C. (1996)], este un antibiotic §i antiviral nateral
[Esanu V., i colab.(1981) Shub T.Asi colab{1981); Amoros M. gi colab.(1994); Popova M.P. gi
colab.(2009)], regenerator tisular [Martinptt 8., Ranzalo E. (2013 si 2015)], protector fata de
efectele negative ale chimio- i radicterapiei [Paulino N, 5i colab, (2000), Scheller 5.5i colab.
(1985901,

Capitolul I descrie mecanismele de actiune antitomorald ale compusilor naturali ai
propolisului, cu accent pe flavoroide, in peneral (Figura 1), cunoscute pentru efectele favorabile ale
acestora asupra organismului: efecte antioxidante si/sau captarea radicalilor liberi, efecte
antiinfamatorii s imunomodulatoars, modificarea sau inhibarea funcfionanii unor enzime ale
metabolismului, activitdfi antivirale si antibactericne, efecte antitumorale, hepato- 51 vasculo-

protectoare §i quercering, in particular, (Muercefina este un flavonoid cunescuf ca uk puternic
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antioxidant, iar impreund cu alte flavoneide, este un chemopreventive mai eficient decit
resveratrolul, un alt antioxidant foarte puternic, In multe privinte, querceting este consideratd, drept
cel mai important flavonoid studiat ca agent chemopreventiv,

Inhibarea activitdtilor

Inhibarea cresterii l " g}

celulei tumaorale \ i /
inhibarea secretiei de

Proprietiiantl- [ Activitatea antitumorald cepigl
angiogenice a flavonoidelor (mato sl

matriceale)
Inhibarea Iinhibarea profiferdcd
aderentei/raspandirii celulei tumorale
celulelor

Inducerea apoptozei

FIGURA Nr. 1 Activitatea antitumorali a flavonoidelor’

Sunt prezentate mecanismele care staun la baza activiedfii anfioxidante @ guercefined, un
inhibitor competitiv al enzimei lipoxigenaza [Hou L. 51 colab, (2004)], antiinflamatoare, care se
datoreazii efectelor inhibitorii pe care le exercitd asupra ciclooxigenazei (COX-2), lipoxigenazei,
lewcotrienclor 51 prostaglandinelor 51 a inhibéini degranul&ni mastocitelor si a bazofilelor [(¥Leary
K.A. s colab,, (2004)], anfineaplazice, atribuitd influenjei sale asupra sistemului de deioxifiere
exprimatd in nivelul de glutation, glutation-S-transferazd, glutation-peroxidaza, catalazd §i
superoxid-dismutazi [De 5., Chakraborty J. 51 colab. (20007] %i a efectului pro-apoptotic [Borcka 5.
si colab. (2004)], amtivirale (demonstratd prin inhibarea replicarii HSV-1, virusul polio tip 1,
virusul parainfluenza tip 3 51 a virusului respirator sincifial) [Middleton E. Jr,, Kandaswami C.,
Theoharides T.C.(2000)]. Asocierea cu flavonoidele: quercetind, quercitrind 51 apigenind potenfeazi
activitates antivirald a aciclovirului [Mucsi 1., Gyulai Z., Beladi 1. (1992)].

Capitolele INL, 1V 5i V prezintd modele experimentale utilizate in partea originald a tezei.
in capitolul 111 este prezentat modelul experimental viral, respectiv virusul HPV (Virwsu!

Papilloma Uman) . Sunt prezentate mecanismele oncogenezei virale, definitd ca un ansamblu de

! dupd Shashank Kumar, Abhay K. Pandey {2013}
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odificari ale functiilor biologice celulare ce rezulti prin dereglarea funetiilor celulei gazda de citre
genele virale, conferindu-i celulei infectate anumite proprietiti caractenistice neoplaziei. Deseorn,
aceste modificin rezultd in urma integrani genomului viral in genomul celulei gazda, condocind
frecvent la pierderca controlului cregterii celulare, invazia matricei extracelulare, dediferenjierea §i
aparifia unor aberatii cromozomiale.

Ulterior, sunt prezentate sructura, organizarea genomuhui (Figura 2), ciclul de multiplicare §i
etapele infectiei cu HPV (Figura 3), tipurile de infectii produse, mecanismele carcinogenezei cu

HPV, epidemiologia, factorii de risc, diagnosticul, tratamentul 5t profilaxia infectiel HPV,

L

FIGURA Nr. 2 Organizarea genomului HPV-16, virus cu risc oncogen crescut’

Situsul inigial al infectiel HPV il reprezinia fie celulele bazale, fie celulele primitive "basal-
like™ ale epiteliului scuamos imatur, datorith prezeniel unor Teceptor specifici pentru HFV pe
membrana celulard & acestui tip de celule. HPY poate exista in celulele bazale in doud stiri biologice
diferite: 1) infectia virald neproductivd (latenti). in care ADN-HPV continud sa fie prezent in

—m

* dupa Goodman 51 Wilbur, 2109
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celulele bazale, fard a fi produsi vinoni cu potential infectios; i) infectia virald productivd, in care
replicarea ADN-viral apare independent de sinteza ADN-cromozomial al celulel gazda, ce permite
formarea unor man cantitiji de virioni intaci, care determind cfecte citopatice caracteristice infectiel
HFV, efecte care pot fi detectate citologic si histologic (acantoz, vacuolizarea citoplasmaticd,
koilocitozd, multinucleerea gi atipiile nucleare) [Wnght T.C. 51 colab.(2002)].

Proteinele virale timpurii E6 5i E7 sunt absolut necesare in procesul de cancerizare prin
activifetea lor  antiapopiotici. impiedicind moartea celulelor transformate neoplazic, dereglarea
ciglului celular normal prin inactivarea anti-oncogenelor (p53, pRbY). Proteinele structurale L pot
interfera cu metabolismul celular, favorizand transformarea neoplazici a celulei gazda [Miscalencu
D. si colab.(2002)] (Figura 4).

FAF LIl Foaes latentd PAP Il Faza productivi FAPTY
Crluli morfologic norrmals Celuld morfolegic modificatd Celala transformatd
Fard manifestin clinice Cu manifestiri clinice Muodificin histologice

(PAP - testul Papa Micolau]
FIGURA Nr. 3 Etapele ciclului infectios ale virusului Papifloma wman’
Legenda:

infectia primard cu HPV a celulei hazale epiteliale; celula infectatd confine ADN celular si ADN HPV;
integrarea ADN HPV in celuls infectatd; eliberare de vironi

! dupa Ralf Hilfrich (2012)
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FIGURA Nr. 4 Mecanismele moleculare ale infectiei virusului oncogen Papilloma wman'

Legenda: ancoproteine wirsle Ef 5 E7 feagh p53 5 pRb - pEOTRINg SUPTEsOLne numoral; E2F - factor de
transcriptie cu rel in progresi ciclubu celular: alieraren cdilor de reglare ale cichului celubar prin blecarea Gy (Gi-
perioadn postmitocd, G-perioadn premitotich; S-perioada sintetic; M-perivada mitoticd); blocarea reparfirii ADN;
hocares apopiozei; instabilitatea genomich; proliferarea celulars, celula canceronsd

Capitolul 1V prezintd structura 51 mecanismele de actiune ale aciclovirului (9-[(2-
hidroxietoxi)-menil] -guaning) - un agent chimioterapic important in chimioterapia antivirald.

Capitolul V prezinti modelul experimental microbian utilizat, reprezentat de celule
microbiene in fazi de crestere aderatd, sub forma de biofilme.

Biofilmul reprezinti o comuniiatc structurath de microorganisme sesile, aderentd ireversibil la
o suprafatd vie sau nerta, care igi dezvolld o matrice extracelulard de substante polimerice (EPS) §1
prezintd un fenotip modificat cu privire la rata de creglere si transcriptie a genelor [Zamea G,
Popescu OV, (2011)]. Biofilmele pot fi produse mu numai de bacterii Gram pozitive §i Gram
negative, cf §i de fungi filamentogi 5i levuriformi, inclusiv de dermatofifi. Biofilmele sunt implicate
intr-o varietate largd de infectii microbiene in organism (un procent de 80% din totalul infectiilor la

4 gupd D.T.Gémez, 1L Santos (2007)
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om), in mare parte produse de bacterii oportuniste {infectii ale tractului urinar si infectii de cateter,
endocardits, infectii de plagd, infeetiile din fibroza chistich 5i infectii ale dispozitivelor permanente)
[Lewis K.{2001}); Parsek M.R., Singh P.K.(2003); Davis 5.C. si colab.(2008)].

Sunt descrise etapele formirii biofilmului (Figura 5), mecanismele rezistentei la substbate
antimicrobiene, rolul mecanismului de comunicare intra- si intercelulard mediatd de mecanismul de

“guorum-sensing and response” in formarea biofilmului.

FIGURA Nr. 5 Biofilmul matur microbian®

Matricea biofilmului protejeaza celulele in cazul expunerii la radistii UV, solutii acide,
deshidratare. salinitate excesivd, fagocitoza si agenji antimicrobieni, ficind posibild rezistenta la
cele mai ostile condifii de mediu [Stoodley L. gi colab. (2002)]). S-a estimat ¢ bacteriile incluse in
biofilme sunt de 20-100 de ori mai rezistente la acliunea antibioticelor, comparativ cu bacteriile
planctonice [ Thomas 1., Nakaishi L. (2006)].

Cauzele rezistenfel fenotipice sau a tolerantei biofilmelor la antibiotice sunt insuficient
clucidate si, includ: efectul de barierd al EPS, care inhibd pdtrunderea antibioticelor in interiorul
biofilmului; acumularea in matricea biofilmului 2 enzimelor (de exemplu: beta-lactamaze) care
degradeazi antibioticele; diferentierea unor fenotipuri rezistente si a unor populafii persister in
biofilm (Figura 6).

* dupa Marié 8., Vranel |, (207}
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FIGURA Nr. 6. Unul dintre cele mai importante mecanisme de rezistentd a celulelor

bacteriene din biofilm - prezenta celulelor persister'

Sistemul de semnalizare intercelulard, numit Quorum sensing (QF), este un proces prin care
permite microorganismelor s3 enitorizeze mediul inconjurdtor in legaturd cu prezenta altor bacterii
gau fungi ¢i, pe de altd parte, le permite 53 raspundi 5t la fluctuatii ca numdr si/sau specii prezente,
prin modificares expresiei genclor pentru oblinerca unui comportament coordonat al populagiei
microbiene care se gasegte in biofilm. Sistemele microbiene de comunicare reprezintd in prezent
tinta pentru dezvoltarea de noi sirategti optime privind interventia terapeutich in lupta continud §i
permanentd de control asupra agentilor patogeni microbieni [Shadaba Asad, Steven M. Opal
{2008)].

Partea experimentaldl a tezei de doctorat cuprinde contributiile personale privind objinerca
unor produse medicamentoase de uz topic (creme/geluri), destinate tratamentului infectiilor cauzale
de virusurile Papilloma wmane (HPV),

Scapul tezei de doctoral este prepararea wnor produse medicamentoase sub diferite forme
farmacentice cu administrare topicd (creme 5i geluri) pentru asigurarea unor proprietiy optime de
prevenire, combatere §i biodisponibilitate farmacologica specifich in cazul infectnlor cu HPV, cu
risc oncogen crescut, care se pot dezvolta in rona genitald si ano-rectald, dar 5 la nivelul oro-
laringelui §i al oro-faringelui.

Realizarea acestor produse se bazeazi, atil pe terapia biologicd, modalitate terapentici
modemi in prevenirea si combaterea infecpilor cauzate de HPV, cit si pe chemoprevenfia in

* duph Lebeaux David, Ghiga .M., Beloin Ch. (2014)
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profilaxia bolii canceroase, o abordare nouwd legard de prevenirea, inhibarea sau suprimarea
proliferiini neoplazice prin infervenfia cu produse naturale si‘cau in asociere cu substanfe chimice
de sinfegd cu actinne antivirald cunescuid,

Rezultatele indica faprul ci atdt WHS-2, cit 5i HPY pot fi asociate in cancerul cervical, insa
mecanismele implicate sunt diferite. Aceste virusuri pot actiona sinergic in dezvoltarea carcinomulm
cervical [Jones Chinton, (1995)]. De mc $1 ipoteea combindrii unai chimipterapic de sintezd -
agental antiviral ACICLOVIR, folosit in terapia curentd pentru reducerca multiplicdrii VHS-2 &
dezvoltarea locald a leziumilor herpetice, cu wm produs apicol - activ antiviral, cu propriesdg
imunomodulatpare — PROPOLISUL [Tahira Farooqui 5i Akhlag A.Farcogqui, (2010)], care ar
putea 53 determine stoparea multiplicirii virale a HPV, dezvoltarea locald a leziunilor s
regpitelizarea lor. dar §1 sd manifeste o influenjd pozitivi asupra mecanismelor de apdrare
nespecifich ale organismulul impotriva agresiuni agenfilor virali.

Capitolele VI — XII corespund obiectivelor propuse, fiecare prezentind materialele s
metodologia utilizate, rezultatele obtinute, discotiile si conclezii,

Capitolul VI prezintd metodologia utilizatd pentru obfinerea rezultatelelor corespunzitoare
primului ohiectiv al texei de doctorat, reprezentat de studind propriesdilor fizico-chimice si
biologice ale extraciului concenmirai de propolis 30% utilizat. Metodologia utilizatd a inclus
prepararea extractului de propolis 30%, folosit ca materie primi; determinarea conjinutului in
polifencli totali 51 flavonoide totale; caracterizarea fizico-chimicd si microbiolopicd ale acestuia;
eficacitatea antimicrobiand a extractului de propolis 30% - materie primd. Confinutul in polifenol
totali, exprimafi in acid cafeic/clorogenic, %, min. i in flavonoide, exprimate in rutin/querceting, %,
min., a fost determinat cu ajutorul metodelor de analizd fizico-chimice in conformitate cu
Farmacopeea Europeand, edifia IX in vigoare g1 Farmacopeea Roménd editia X. Pentru identificarea
polifenchlor $i o Aavonoidelor s-a utilizat metoda HPLC, folosindu-se uwrmfitoarcle solujii de
refenintd (PhytoLab Sigma): apigenin, kaempferol, luteolin, acid clorogenic, acid ferulic, nutin, p-
cumann, apigenin-7-glucozide, quercitin, acid cafeic, catechin, catechin hidrate, acid cinnamic, acid
galic, epicatechin, cianidin-3-glucozide, acid tanie, quercitin 3-glucoside, acid 3-carboxi cumarinic,
isoquercitroside, cinarina.

Controlul contamindrii microbiene gi al eficacitdfiil antimicrobiene ale extractului de propolis
3% - materie primi s-a realizat prin metode standardizate, din Farmacopeea Europeand, edifia 1X

in vigoare,
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Rezultatcle sustin, pe de o parie, ¢ extraciul concentrat de propolis 30% obginur este bogar
In constitwiengi bipacrivi (polifencli §i flavenoide) si, pe de altd parte, prezenta acestor componente
bicactive are influenill asupra proprietitilor biologice testate,

Prin metoda HPLC, analiza compozifiei chimice a extractului concentrat de propolis 3084
scoate in evidentd ci, propolisul este un amestec complex de substange naiurale, in cea mai mare
parte de tip flavoneid, care i conferd un spectru larg de activitali biologice cu potential terapeutic
ridicat.

Capitolul VII prezinia rezultatele studiniui efectelor antivirale/virucide ale unor extracte
alcoolice §i apease de propolis din zona Oradea - Romdénia, studiu care a demonstrat ¢d pre-/post-
tratamentul cu extracte de propolis la concentratii non-citotoxice nu asigurd protectic antivirald
pentru toate twlpimle virale testate, iar extractele alcoolice/apoase imbogafite in acizi clorogenici s
cafeici posedd un efect puternic antiviral.

Au fost utilizate cultun de celule aderente (HeLa [ATCC® CCL-2™], MG6A3 [ATCC® CRL-
1427™]) menfinute la 37°C in amosferd de CO:z 5%, in mediv de culturd DMEM/F12 (Sigma),
10% ser fetal bovin (Sigma) 1 400 ULmL penicilind, 200 pg/ml. streptomicing. Pentru evaluarea
efectului citotoxic s-au wtilizat diferite concentratii netoxice ale extractelor de propolis, stabilite
anterior aceshu expenment. Din acest motiv, pentru testarea efectului citotoxic s-a utilizat kitul
CellTiter 96% AQueous Mon-Radicactive Cell Proliferation Assay si tehnica trypan bluc pentru
stabilirea numirulu de celule viahile.

In vederea testdrii efectului citotoxic s-a utilizat tehnica cresterii celulelor in monostrat.
Efectul extractelor de propolis asupra viabilithii celulelor a fost stabilit in procente de celulele
viahile, comparativ co proba martor.

In testarile noastre s-au utilizat trei tulpini de virus: HSV-tip 1 {tulpina VR # 3), Varicella-
Zoster i Adenovirus de tip 5 din colectia de referingd a Institutului de Virologie "Stefan S. Nicolau”,

S-au efectual urmitoarele tratamente: 1% extract apos de propolis 30%; 0,5% exiract apos de
propolis 50%; 0,06% uncturd de propolis 30%,; 0,06% tinctura de propolis 50%; 0,16 mg'ml acid
clorogenic; 0,25 mg'ml acid cafeic; 0,0078 mg/ml querceting; 0.5 mg/ml Aciclovir. Experimentele
au fost efectuate in triplicat pentru fiecare concentratie i fiecare extract de propolis.

Infectivitatea fiechrui virus analizat a fost determinati prin monitorizarea aparitiei si a
evolufiei efectului citopatic (ECP) i prin imunofluorescentd. Ca atare, efectul citopatic (ECP) a fost

monitorizat zilnic tmp de o sptdmand. Titrul infectant a fost calculat prin metoda Spearman
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Karber.

Tratamentul cu extract de propolis s-a realizat inainte, dupd inocularea si in acelasi timp cu
inocularea virusului.

Capitolal VIII prezintd rezultatele siwdiufud activitdtii antimicrofbiene a wnor extracte
alcoolice 3i apogse 30 zi 30%, bogate in compuyi de tipul flavoneidelor, care a pus in evidenta
caracteristicile microbicide i anti-biofim ale extractelor de propolis testate.

Pentru testiirl s-au folosit unmdtoarele mlpini de referintd microbiene: Enferococcus faecalis
ATCC 29212, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27833,
Excherichia coli 25922 Candida albicany ATCC 10231,

Activitatea antimicrobiand a fost determinatdh printr-o meloda adaptatd de difuzie a agarului 5
prin metoda microdiludni pentru evaluarea concentrafiilor minime de inhibare (MIC) g1 a eradicanii
biofilmului mimim (MBEC).

Capitolul IX prezintd rezultatele sredinlui dingmicii de preliferare a limiei de celule
tnmorale AL95 in culturd in vitro, Tn prezenfa extractului apos de propolis 30%, care a demonstrat
inducerea de chtre propolis a unor alterfin semnificative la nivelul ultrastructurii celulare, care
conduc la moartea celulelor, fe prin necrozd, fie pnn apoplozd.

5-a utilizat ca material biologic linia celulard A549, de carcinom pulmonar, comercializata de
ATCC (The American Type Culture Collection [numir de cod al liniei; ATCC" CCL-185™, jar ca
metode delerminarea densititii celulare cu ajutorul unui hemocitometru Neobauer (Manenfeld);
determinarca viabilitafin celulare co solulie 1% albastru de tripan; celulele (diferitele vanante de
tratament, precum i martorul) au fost analizate 5i fotografiate la microscopul inversat marca Nikon,
previzut cu camerd de fotografiat digitald (DCM %00). Pentru pregitirea probelor in vederea
analizei ciclului celular prin citometrie in flux, a fost utilizat kitel CyefeTEST™PLUS DNA Reagenr
Kit, produs de firma Becton-Dickinson (SUA) (nr.de catalog 340242),

Capitolul X. prezintd rezuliatele stndindwi mecanismelor de acfiune a exiractelor apoase i
alcoolice de propolis in celula infectatd cu HPV, realizat pe linn eelulare imortalizate cu HPY cu
rise ridicat, care demonstreazd off, extraciele de propolis 1 componentele sale exercit o gama largh
de proprietdti biologice in limile celulare,

In acest studiu au fost utilizate lindile celulare standardizate CaSki (ATCC® CRL-15507T),
HaCaT (CLS Cell Lines Service, 300493) si HeLa (ATCC® CCL-2™),

Viabilitatea celulard a fost evaluath cu albastru tripan. ADN a fost izolat din culturi celulare
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utilizind metoda Miller, Dykes 51 Polesky modificath [Miller S.A. si colab. (1988)]. ARN-total a
fost izolat din cultan celulare cu ajutorul kit-ului PureLink RNA Mini (Thermo Fisher Scientific). O
cantitate de 50 ng cADN din fiecare probd au fost utilizate in fiecare reactic Real Time PCR, care s-
a efectuat pe un sistem PCR ABI 7300 { Applied Biosystemns, Foster City, CA)

MNivelunle de expresie ale caspazel 5 (HsOU234387 ml), caspazei 7 (HsDO169152 ml),
casparel 9 (HsO0154261 _ml) 5t GAPDH ca si control endogen au fost cuantificate utilizfind kit-
urile de expresie geneticd Tagman prevalidate (Applied BiosystemsThermo Fisher Scientific.
Datele de real-time PCR au fost analizate 5i expresia relativa a fost caleulatd prin metoda Cq (ciclul
de cuantificare) 2-AACt (Livak KJ, Schmittgen TD (2001). Metoda Direcr (-M5P a fost utilizatd
pentru a evalua gradul de metilare a promotorului genei DAPK. Procentul de metilare a
promotorului genei DAPK a fost calenlat conform formulei: % M = 100 X [ng pena metilatd A / (ng
pena metilald A + gena nemetilati A)], unde ADN al genei fintd total a fost luat ca suma TJ + M,
GraphPad v.5.0 a fost folosit pentru analiza statistich. Mann-Whitney (nonparametric) a fost utilizat
pentru compararea cazurilor versus control, p <0,05 pentru diferenje semnificative statistic.

Capitolele X1 si X1 prezintd rezultatele corespunzitoare celud de al doilea obiectiv al tezei de
doctorat, reprezental de prepararea wnor produse medicamentoaye pentru uz fopic (creme/geluri).

Capitolul X1 prezintd metodologia de lucru §i rezultatcle privind ebginerea unor produse

medicamentoase penfru ug topic cremd cu extract de propodis 30%, in asociere cu Aciclovir i Gel

o extract de propoliy 30%, in asociere cu Aciclovir si caracterizarea lor fizico-chimicd si

microbiologicd privind eficacitatea antimicrobiani a celor doud preparate.

Capitolul XIl prezinti metodologia de lueru s rezultatele privind  festele de
Sarmacotoxicologie ale produselor medicamentoase de wz topic analizare. Testarea potentialului
iritant la expunere cutanatd repetati timp de 3 zile scoate in evidentd ca, cele doud produse analizate

determingd iritapie egumertand Incadrard ca Neglijabilda.
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CONCLUZII
I.

Principalele proprietayi bicactive ale extractului de propolis sunt atribuite compusilor
polifenclici de tip flavonoid (compusi naturali larg rispanditi in regnul vegetal) a ciror efecte
se exercitd la nivel celular prin inferacpie cu un larg spectru de enzime celulare si lanpuri
metaholice,

Datorith  concentrafiel ridicate de flavonoide §i polifenoli, propolisul este un agent
chemopreventiv ce poate acfiona ca inhibitor al formérii carcinopenilor i capacitatea de a
modifica anumite reactii ale organismului fatd de actiunéa nocivd & unor contaminanti
(virusuri, bacterii s substanje carcinogene), fiind considerat “modificator natural al
raspunsulul biologic™.

Testarea extractului concentrat de propolis 30% - folosit ca materie primdl, a demonstrat ca
nu prezintd contaminare bacteriand sau fungicd si are eficacitate antimicrobiand fatd de
microorganismele — test utilizate in experimente: Staphylococcus awreus; Preudomonas
aeruginosa; Asperoiliis brasiliensis 51 Candida albicans.

Extractul concentrat de propolis 30%, materic primé, contaminat forfat cu Staphviococeus
aurens, Pseudomonas aeruginosa, Aspergilfus brasiliensis s Candida albicans a redus
numarul de celule microbiene in mod treptat incepind cu 14 zile pind la 21 zile de la
contaminare.

Pre-/post-tratamentul cu extracte de propolis la concentratii non-citotoxice nu asigurd
protectie antivirali pentru toate tulpinile virale testate.

Ca agent virucidal, tinctura de propolis » ariitat o activitate puternica anti-HSV si anti-VZV
in contact direct cu virusurile analizate, similar cu cea a Aciclovirului, 2 acidului cafeic gl
clorogenic.

Extractul apos de propolis a fost mai putin eficient fagd de HSV si VZV, chiar si in contact
direct, dar a prezentat cel mai puternic efect inhibitor in pre-tratamentul celulelor infectate cu
ADVS,

Toate rezultatele obpinute mdicd urmitoarele: tinctura de propolis ca un posibil agent
preventiv pentru contactul direct in infectia HSV/VZV; extractul apos de propolis ca un
posibil agent preventiv pentru infectia cu ADVS si, indirect, extractele alcoolice / apoase de
propolis imbogifite in acizi clorogenic 5i cafeic care pot avea efect puternic antiviral.

De aceca, caracterizarea comporifici chimice a propolisului din diferite regiuni ale irii
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noastré §i a actiunilor sinergice ale componentelor sale este extrem de utildk pentru
continuarea cercetdriilor in vederea ghsirii unor substante alternative i eficiente fagd de

diferite virusurn.

Rezuliatele cantitative ale testdrii activitifii antimeirobiene au evidenfiat caracteristicile

microbicide si anti-biofilm ale extractelor de propolis testate, demonstrind potentialul lor de
a fi utilizate ca agenji antimicrobieni, ca adjuvanti pentru antibiotice curente sau ca 5
conservanti in industria farmaceuticd, cosmeticd gi alimentard.,

in general, extractele apoase §i alcoolice mai diluate (30%) au fost mai eficiente decdit cele
concentrate {50%,), ceea ce demonstreazi necesitatea unui mediu apos pentru solubilizarca
compusilor cu acfiune antimicrobiand.

Valorile CMI obtinute au relevat o mai bun@ actiune faja de bacteriile Gram-pozitive testate
si fagd de tulpina de Candida albicans, comparativ cu tulpinile Gram-negative, rezultate ce
confirmi alte studii din literatura de specialitate.

in majoritatea cazurilor, extractele apoasc §i alcoolice de propolis au manifestat o acfiune
inhihitorie similard fatd de celulele microbiene in fazi de crestere planctonica si aderatd,
coea ce demonstreazd cfectul lor anti-biofilm i potentialul de utilizare in managementul
infectiilor cromice, asociate formirii biofilmelor.

Extractul apos de propolis 30% testat afecteazd procesul de multiplicare a celulelor tumorale
A549. de carcinom pulmonar 5i reduce semnificativ numiarul celulelor viabile, comparativ cu
martorul, Efectul este dependent de doza administrata in culturd §i de timpul de aciune al
propolisului asupra celulelor.

Rezultatele obfinute demonstreazd ci extractul apos de propolis testat a avut un efect negativ
asupra celulelor umorale in culturd, iar mecanismul prin care se exercith acest efect ar fi
acela de amplificare a diviziunii celulare; deoarece celulele tumorale sunt instabile din punct
de vederc genetic, cresterea ratei de multiplicare celulari este asociatd cu o ratd ridicatd de
maoarte celulard,

Efectul final ! acestui extract de propolis asupra celulelor tumorale a fost sciderca
semnificativi a numarului total de celule, ca si a numrului celulelor vigbile, in variamele de
tratament comparativ cu martorul,

Cele mai interesante rezultate privind modificiri ale ultrastructurii celulare sub influenja
extractului apos de propolis 30% s-au observat la concentrafn marn (25%), unde acesta
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induce altern semnificative ale arhitecturii intracelulare, Apar nuclei cu forme atipice, cu
invagindri mai profunde sau mai superficiale in masa nucleard; aspecte de fragmentare
nucleard, ceea ce reflectd tendinga de trecere la amitoza; zone de vacuolizare a citoplasmei,
lizozomi/peroxizomi, incluzi lipidice. Au fost remarcate $i celule in apoptozd.

18, Aceste rezultate demonstreazd ¢d, intr-adevar, extractul apos de propolis 30% estat are
capacitate de a altera structura mternd a celulelor tumorale, conducind la scaderea viabilitata
i a capacititil de proliferare a acestor celule, 5i, in cele din urm@, la moartea lor, fie prin
necrozd, fie prin apoptozi.

19. Cel mai semnificativ efect citotoxic a fost observat in celulele Hela ca urmare a
tratamentelor cu tincturd de propolis care au condus la o viabilitate <40%, in corelafie
inversa cu nivelele de expresie ale caspazelor 7 g1 9.

20, Extraciele apoase de propolis au ndus un mspuns himitat in liniile celulare CaSk s HaCaT
{viabalitate =90%), in timp ce tincturile au diminuat viabilitatea la 75%. Acestea s-an corelat
cu reducerea nivelunlor de expresie a caspazei-3, cresterea caspazei-7 in celulele CaSka si
HaCaT tratate cu extract apos de propolis 3% 51 scBderea semnificativd a caspazelor-3 517
indusd de tratamentele cu tincturdl de propolis 500,

21. Tratamentele cu exiract apos de propolis 530% (APE) si cu tincturi de propolis induc in linia
de celule HeLa o cresters semnificativa a procentului de metilare a DAPK (p = 0,0121), in
fimp ce in liniile celulare HaCaT si CaSki cregterea este fard semnificafie statisticd (p =
0.0186, respectiv p = 0,0778).

22 in celulele Hela tratate s-a observat sciderea semnificativa a nivelelor de expresie a ADN
metiltransferazelor de nove, DNMT3a 1 DNMT3b, spre deosebire de CaSki 51 HaCaT, unde
schderea este putin redusi.

23, Profilul de expresie al oncogenei virale E7 indus de difenitele tratamente a fost similar in
ambele linii celulare imortalizate cu HPV, extractele apoase de propolis inducind cresterea
nivelurilor oncogenel virale (efectul mai pronuntat in Hela), iar tincturile de propolis
inducind inhibarea acesteia, in special, la concentrafii mai mari.

24. Profilul de expresie al oncogeénei virale E7 indus de expunerea pe durati scurtd de timp (24h)
la extractele de propolis s-a asociat cu scaderea viabilitdgii celulare, acesta putdnd reprezenta
mecanismul de actiune al propolisulul in celulele infectate cu HPY.

25. Cele doud produse topice obfinute, respectiv gel §i crem cu extract de propolis in asociere
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cu Aciclovir au indeplinit condifiile de acceptabilitate prevazute de Farmacopeea Europeand,
editia [X in vigoare, privind contaminarea microbiand g1 eficacitatea antimicrobiand.

26. In condifiile experimentului privind testarsa potentialului iritant la expunere cufanatd
repetatd in cadrul evaludrii conform OCD test 404, produsele testate determind iritatie
legumentari incadratd ca Neglijabild, in cazul expunerii repetate timp de 3 rile.
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