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1. INTRODUCERE

Cancerul reprezinta o cauza majora de deces la nivel global si se estimeaza ca numarul
cazurilor va Tnregistra o crestere alarmanta in urmatorul deceniu.

Cancerul cutanat reprezinta unul dintre cele mai frecvente tipuri de cancer diagnosticate
la rasa caucaziana. Clasificarea generald cuprinde doua forme majore, cancerul de tip non-
melanom si cel de tip melanom. Din punct de vedere anatomo-patologic, cele mai frecvente
sunt carcinomul scuamocelular (SCC) si bazocelular (BCC), urmate apoi de melanom, acesta
din urma fiind asociat cu cea mai mare rata de mortalitate. Unul dintre factorii de risc cei mai
importanti in dezvoltarea cancerului cutanat este reprezentat de expunerea la radiatii
ultraviolete B (UVB).

Tratamentul standard pentru pacientii cu cancer (chirurgie, chimio- si radioterapie)
conduce la efecte secundare care afecteaza in grade variabile calitatea vietii acestora.
Fitoterapia reprezinta o alternativa terapeutica suport, intens studiata la ora actuala, in vederea
caracterizarii cat mai complexe a efectelor celulare si subcelulare ale constituentilor fitochimici.

Dintre acestia, uleiul de masline si derivatii sai au fost studiati sistematic deoarece
reprezinta o sursa bogatd de compusi fitochimici cu numeroase efecte terapeutice. in ultimii ani,
acidul maslinic a beneficiat de o atentie deosebita, acesta fiind o triterpena pentaciclica, care se
gaseste in principal in specia Olea europaea L.

Acidul maslinic este cunoscut pentru o multitudine de proprietati terapeutice:
antiinflamatorie, antidiabetica, antioxidanta, antibacteriana, antiparazitara, anti-HIV, precum si
cardio- si neuroprotectoare. Mai mult, compusul exercitd o importanta activitate antitumorala
prin mecanisme complexe, incomplet elucidate. Astfel, efectul antitumoral al acidului maslinic a
fost raportat la nivel experimental in cazul a numeroase tipuri de cancer, incluzand carcinomul
colorectal, al vezicii urinare, a pancreasului, ficatului, esofagului, plamanului, prostatei si
astrocitomului glandelor salivare, precum si pe liniii celulare de melanom.

Efectul anticancerigen si chemopreventiv al acidului maslinic implica cel putin 3 activitati
dovedite si anume pro-apoptotica, anti-proliferativa si antiangiogenica.

Recent, comunitatea stiintifica si-a indreptat atentia asupra derivatilor acidului maslinic
pentru proprietatile lor antitumorale deoarece unii dintre ei s-au dovedit a avea proprietati
anticancerigene superioare compusului de origine. Derivatizarea este o tehnica utilizata pentru
obtinerea de noi compusi cu spectru de activitate imbunatatit.

2. SCOPUL CERCETARII

Scopul prezentei lucrari a constat in caracterizarea complexa si evaluarea efectelor unui
derivat de benzilamida al acidului maslinic (Benzil (2a, 3p) 2,3-diacetoxi-olean-12-en-28-amida)
sintetizat in laboratorul Prof. Dr. René Csuk (Halle, Germania) si notat in continuare ,EM2”, pe
diferite modele experimentale in vitro si in vivo.

Obiectivele specifice au fost urmatoarele:
1. Caracterizarea morfologiei si ultrastructurii compusului EM2 (Benzil (2a, 38) 2,3-
diacetoxi-olean-12-en-28-amida) si evaluarea proprietatilor in vitro a compusului EM2
(efect antioxidanta, antimicrobian, studii de citotoxicitate si anti-proliferare).
2. Evaluarea in vivo a proprietatilor compusului EM2 pe modele experimentale de
inflamatie acuta si carcinogeneza.



I. CARACTERIZAREA FIZICO-CHIMICA A DERIVATULUI DE BENZILAMIDA AL ACIDULUI
MASLINIC (EM2)

Scopul primului studiu a constat in caracterizarea derivatului acidului maslinic ,EM2”
(Benzil (2a, 3B) 2,3-diacetoxi-12-olean-28-amida), pus la dispozitie prin amabilitatea Prof. Dr.
René Csuk.

Morfologia compusului a fost evaluata prin microscopie electronica de transmisie (TEM),
iar microscopia electronica de scanare si analiza de raze X cu energie dispersiva (SEM-EDAX),
au fost efectuate cu scopul de a stabilii ultrastructura probei, respectiv elementele confinute de
aceasta.

Analizele termogravimetrice (TG) si cele calorimetrice cu scanare diferentiala (DSC) au
fost efectuate pentru determinarea comportarii termice a compusului.

Spectroscopia in infrarogsu cu transformata Fourrier (FTIR), respectiv analizele de
spectroscopie  RAMAN au fost inregistrate pentru a prezenta benzile caracteristice
gruparilor/legaturilor chimice din compusul EM2.

Rezultatele obtinute indica faptul ca, compusul EM2 este constituit din particule sferice
neregulate ce pot forma aglomerate. Dimensiunea particulelor este de ordinul micronilor, acest
lucru putand explica fenomenul de aglomerare din proba. Analiza elementala a aratat faptul ca,
compusul EM2 este constituit din 3 elemente, si anume: carbon (C), oxigen (O) si azot (N). Mai
mult decat atat, analizele termice au aratat faptul ca compusul a suferit un efect exoterm la
414 .4°C, efect insofit de o importantd pierdere de masa de 91.8% inregistratd pe curba
termogravimetrica (TG), efect ce poate fi atribuit degradarii oxidative a compusului EM2.

In urma analizelor FT-IR inregistrate, pot fi observate atat benzile inregistrate la numarul
de und& de 1741.72 cm™, benzi ce sunt atribuite grupérilor C=0; cat si benzile de vibratie de
intindere inregistrate la numarul de unda de 3425.58 cm™, specifice gruparilor NH.

ll. EVALUAREA CAPACITATII ANTIOXIDANTE A COMPUSULUI EM2 S| A ZINCULUI

Acest studiu a urmarit sa investigheze efectele antioxidante ale compusului EM2, ale
ZnCl; si respectiv ale asocierii compusului EM2 cu ZnCl,. Zincul este un oligoelement cu un rol
important in biologia cutanatéd datoritd efectelor anti-inflamatoare si antimicrobiene precum si
rolului in vindecarea plagilor.Expunerea la radiatii UVB este urmata de eliberarea zincului ceea
ce ar putea potenta proprietatile antioxidante ale compusului EM2.

Pentru a evalua capacitatea antioxidanta a EM2 si ZnCl, au fost utilizatd metoda DPPH.
Au fost preparate noua solutii etanolice de derivat de acid maslinic, cu urmatoarele concentratii
(200 pM, 150 pM, 100 pM, 50 pM, 25 uM, 12,5 pyM, 10 M, 5 uM, 1 puM), iar concentratiile
pentru ZnCl, au fost 300 uM, 200 uM si 100 uM. Acidul ascorbic a fost utilizat ca etalon pentru
activitatea antioxidanta.

Rezultatele noastre au aratat ca toate cele noua concentratii ale EM2 au prezentat o
activitate antioxidanta (aproximativ 25%) mult mai scazuta decéat a acidului ascorbic folosit ca
etalon (95%). Cand EM2 a fost administrat concomitent cu ZnCl,, activitatea antioxidanta a
probelor a inregistrat o scadere odatd cu cresterea concentratiei de ZnCl,. De asemenea,
testarea doar a ZnCl, a indus o scadere a activitati antioxidante odata cu cresterea
concentratiei.

In concluzie, asocierea EM2 cu ZnCl, determind o scidere a activitatii antioxidante a
compusului (Si nu o crestere asa cum am presupus initial) la concentratiile mari de ZnCl..
Comparand activitatea antioxidantd a compusului EM2 in monoterapie si in asociere cu ZnCl,,
putem afirma ca, la cea mai mica concentratie de ZnCl, utilizata (100uM), existd o usoara
crestere a efectului antioxidant.



ll. EVALUAREA ACTIVITATII ANTIMICROBIENE SI ANTIFUNGICE A COMPUSULUI EM2
SI A ZINCULUI

Scopul studiului a fost de a evalua activitatea antimicrobiana si antifungica a compusului
EM2 (10 mM) £ ZnCl, (100 uM si 10 mM) pe mai multe tulpini bacteriene (B. cereus, E. faecalis,
E. coli, S. aureus; K. pneumoniae; P. mirabilis; P.aeruginosa; S. pneumoniae; S. pyogenes; Y.
enterocolitica; S. flexneri; S. enterica) si fungii (C. albicans; C. parapsilosis).

Activitatea antimicrobiana si antifungiala a fost determinata prin metoda de difuziune in
agar. Ca si control au fost utilizate gentamicina (10 pg) pentru bacili si stafilococi, gentamicina
(120 pg) pentru streptococi si enterococci si fluconazol (25 pg) pentru Candida. Zona de
inhibitie a antibioticelor si a agentului antifungic a fost raportata in milimetri si a fost cuprinsa
intre 16-19 mm.

Rezultatele au aratat ca EM2 a avut o activitate antibacteriana puternica impotriva
Streptococcus pyogenes (zona de inhibitie 20 * 0,26 mm) si respectiv, redusa asupra
Staphylococcus aureus ,cu o zona de inhibitie de 13 + 0,19 mm.

Administrarea concomitenta a EM2 + ZnCl, la cea mai mica concentratie testata (100
MM) a crescut zona de inhibitie pentru Enterococus faecalis (14,05 = 0,39 mm). Cresterea
concentratiei de ZnCl, (10 mM) a determiant reducerea efectului antimicrobian asupra acestei
tulpini bacteriene (zona de inhibitie 11 £ 0,15 mm). Pe restul tulpinilor bacteriene testate
compusii nu au prezentat efect antimicrobian. De asemenea, atat administrarea EM2 in
monoterapie cat si in asociere cu ZnCl, nu a avut proprietati antifungice.

In concluzie, EM2 a avut efect antibacterian in principal impotriva infectiilor cu bacterii
de tip coci. Administrarea ZnCl, (100 uM) in asociere cu EM2 s-a dovedit a fi benefica impotriva
bacteriei E. faecalis.

IV. EVALUAREA ACTIVITATII ANTIPROLIFERATIVE Sl CITOTOXICE A COMPUSULUI EM2
SI AZINCULUI

Acest studiu a avut ca scop evaluarea efectelor citotoxice si antimigratorii ale
compusului EM2 si ZnCl, la nivelul keratinocitelor normale (HaCaT) si respectiv, asupra
diferitelor linii tumorale (A375, B164A6, B16F0, MDA-MB-231, MCF7, HepG2). Activitatea
citotoxica a fost determinata prin intermediul testului MTT iar capacitatea de proliferare a fost
examinata prin utilizarea tehnica "scratch”. Pentru a evalua efectul citotoxic, celulele au fost
stimulate timp de 24, 48 si 72 ore cu concentratii diferite de EM2 (1, 5, 10, 25 si 50 yM), cu
ZnCl, (100 pM) sau cu EM2 + ZnCl, in asociere (100 uM).

Datele obtinute au aratat ca EM2 este un compus citotoxic pe celulele tumorale
(dependent de doza si de durata administrarii), fara a avea efecte toxice pentru keratinocitele
normale. Cel mai puternic efect citotoxic a fost observat la 72 de ore dupa stimularea celulelor
tumorale. de asemenea, capacitatea antimigratorie a celulelor tumorale a fost redusa dupa
stimularea cu EM2, in timp ce la nivelul liniei de keratinocite umane normale de tip HaCaT,
compusul a stimulat proliferarea celulara la toate concentratiile testate.

In concluzie, EM2 exercitd un efect citotoxic maxim asupra liniilor de celule canceroase
la 72 de ore dupa stimulare. Un aspect important il constituie faptul ca acest compus nu a
prezentat nicio activitate citotoxica asupra keratinocitelor sanatoase, indicand selectivitatea sa
fata de celulele tumorale.



V. EVALUAREA EFECTELOR ANTIANGIOGENICE ALE COMPUSULUI EM2 LA NIVELUL
MEMBRANEI CORIOALANTOIDE

Scopul prezentului studiului a fost de a determina toxicitatea potentiala si de a investiga
efectele anticanceroase si antiangiogenice ale compusului EM2 (100 uM) pe o linie celulara de
melanom folosind metoda in vivo a membranei corioalantoide (CAM). Materialul biologic utilizat
pentru testul CAM consta in oua fertilizate de gaina (Gallus gallus domesticus).

Efectele compusului EM2 asupra membranei corioalantoide normale in curs de
dezvoltare au fost evaluate dupa aplicarea zilnica timp de 5 zile a compusului. Proprietatile
compusului EM2 au fost in continuare investigate pe un model experimental de melanom
folosind testul CAM dupa ce celulele de melanom, SK-MEL-2 au fost inoculate in interiorul unui
inel steril plasat anterior pe CAM.

Rezultatele au indicat ca, dupa administrarea a cate o doze de EM2 pe parcursul a 5 zile
pe CAM in curs de dezvoltare normala, nu s-au inregistrat semne de toxicitate. Aplicarea
compusului EM2 a prezentat o buna tolerabilitate, avand rate similare de supravietuire ca si
grupul de control. Efecte similare cu cele asupra vascularizatiei alantoide normale, s-au
inregistrat dupa administrarea compusului EM2 pe un model experimental de celule
melanomatoase SK-MEL-2, unde, de asemenea, compusul nu a indus efecte toxice, viabilitatea
probelor fiind similara cu cea a probelor netratate si a celor non-tumorale.

O observatie importanta privind efectul EM2 asupra celulelor de melanom in curs de
dezvoltare SK-MEL-2, este faptul ca nu au fost formate tumori secundare; doar cateva celule
dispersate au fost observate in apropierea inelului de aplicare in ziua 5, comparativ cu probele
de control, fapt care indica un posibil potential antimetastatic al compusului EM2.

In concluzie, compusul EM2 nu prezinta toxicitate atunci cand este aplicat in vivo, pe
tesuturi normale si tumorale, ceea ce il face un bun candidat ca agent terapeutic. Induce
limitarea in vivo a invazivitatii tumorilor de melanom cu mutatie N-RAS in testul CAM, prin
potentialul antiangiogenic si perturbator la nivelul micromediului din cadrul melanomului, dar
fara a influenta semnificativ indicele de proliferare tumorala.

VI. METODA DE DOZARE SIMULTANA A EM2 SI A METABOLITULUI SAU DIN SANGE DE
SOBOLAN PRIN CROMATOGRAFIE LICHIDA CUPLATA CU SPECTROMETRIE DE MASA

Acest studiu a avut ca scop evaluarea nivelului sanguin al compusului EM2 si al
metabolitului sdu prin cromatografie lichida de inaltéd performanta cuplata cu spectrometrie de
masa (LC-MS / MS) dupa administrarea orala respectiv intraperitoneala (i.p.) a acestuia.

Derivatul acidului maslinic (50 mg/kg corp) a fost administrat pe cale orala si
intraperitoneald la sobolani. Sangele a fost colectat automat utilizdnd sistemul Culex. Probele
au fost analizate utilizdnd metoda analitica validata si s-a dozat derivatul si metabolitul acestuia
din sénge.

Rezultatele obtinute au aratat ca EM2 a avut o concentratie maxima la 4 ore dupa
administrarea orala si respectiv, la 5 ore dupa administrarea i.p. Compusul a prezentat o
biodisponibilitate mai scazutd dupa administrarea orald comparativ cu administrarea
intraperitoneala.

Metoda analitica dezvoltata pentru analiza simultana a derivatului de acid maslinic si a
metabolitului acestuia a prezentat o specificitate buna datoritd cuplarii cu spectrometria de
masa (MS/MS).

In concluzie, metoda LC-MS/MS dezvoltata si validata in aceasta lucrare are o durata
scurta de rulare, o tehnica simpla si necostisitoare de preparare a probelor si este robusta, toate
caracteristicile necesare pentru metodele cu performante ridicate utilizate in studiile privind
biodisponibilitatea.



VII. EVALUAREA PROPRIE:I'ATILOB COMPUSULUI EM2 PE UN MODEL EXPERIMENTAL
DE INFLAMATIE SISTEMICA ACUTA

Scopul acestui studiu a constat in caracterizarea efectului administrarii unei doze zilnice
de EM2 asupra stresului oxidativ indus in cadrul unui model experimental de inflamatie acuta.

Inflamatia a fost indusa prin injectarea de ulei de terebentina (6 ml/kg corp, i.m.) la
sobolani Wistar-Bratislava. Compusul EM2 a fost administrat pe cale orala prin gavaj (50 mg /
kg corp / zi) timp de 10 zile (EM2 a fost administrat atat inainte cat si dupa inducerea inflamatiei
si, de asemenea, la sobolani carora nu le-a fost indusa inflamatia). Ca si control pentru efectul
antiinflamator a fost utilizat dictofenac, administrat pe cale orala timp de 10 zile (20 mg / kg corp
/ zi).

Stresul oxidativ a fost evaluat prin masurarea concentratiilor totale de nitriti si nitrati
(NOx), a statusului oxidativ total (TOS), a raspunsului total antioxidant (TAR), a indicelui de
stress oxidativ (OSlI), a tiolilor (SH) si a malondialdehidei (MDA).

In concluzie, cele mai importante rezultate ale acestui studiu au aratat ca EM2 a indus o
scadere a parametrilor stresului oxidativ, dar numai atunci cand a fost administrat la sobolani
sanatosi. Administrarea sa inainte si dupa inflamatia indusa de uleiul terebentina a avut un efect
redus asupra stresului oxidativ. Numai administrarea profilactica a compusului a aratat un efect
inhibitor asupra formarii MDA comparabil cu cel al diclofenacului.

VIIl. EVALUAREA EFECTELOR COMPUSULUI EM2 SI ALE ZINCULUI PE UN MODEL
EXPERIMENTAL DE INFLAMATIE ACUTA LOCALA

Scopul acestui studiu a constat in caracterizarea efectelor a diferite formulari
farmaceutice aplicate topic (hidrogel cu EM2 1%, hidrogel cu zinc (1% si 5%) si hidrogel cu EM2
1% plus zinc (1% si 5%)) pe un model experimental de inflamatie acuta la nivelul urechii indusa
prin aplicarea de 12- O-tetradecanoilforbol-13-acetat (TPA) la soarecii SKH1.

Modelul experimental de inflamatie indus prin aplicarea de TPA este usor de obtinut si
ofera rapid informatii privind activitatea benefica sau toxica a compusilor nou-obtinuti. Pentru a
depasi solubilitatea scazuta a compusului EM2 si pentru a imbunatati eliberarea acestuia,
compusul a fost incorporat intr-o formulare de tip hidrogel, fie singur, fie in asociere cu ZnCl,.

Rezultatele obtinute au indicat ca aplicarea topica a compusului EM2 a redus inflamatia
indusa de TPA comparativ cu soarecii tratati cu hidrogel. Analiza histopatologica a evidentiat
faptul ca lotul tratat cu hidrogel cu EM2 1% a prezentat vase sanguine cu o usoara hiperemie +
si un edem interstitial moderat ++. La loturile tratate cu ZnCl, dermul a fost hialinizat si
epidermul a aratat acantoza. Edemul a fost redus si la lotul tratat cu o concentratia mai mare de
ZnCl, (5%). Loturile tratate cu combinatia EM2 + ZnCl, au prezentat edem similar cu cel
observat la lotul tratat doar cu hidrogel cu EM2, in timp ce hialinizarea dermului a fost similara
cu cea observata la loturile tratate cu hidrogel cu ZnCl,.

In concluzie, aplicarea topica a formularilor cu EM2 + ZnCl, a determinat un efect anti-
inflamator moderat obiectivat prin reducerea edemului local si modificari favorabile la nivelul
dermului.

IX. DETERMINAREA EFECTELOR COMPUSULUI EM2 PE MODELE EXPERIMENTALE DE
CARCINOM CUTANAT INDUS CHIMIC/FOTOCHIMIC $I LA NIVELUL MITOCONDRIILOR
HEPATICE

Scopul acestui studiul efectuat pe soarecii SKH1 a fost acela de a analiza efectele
compusului EM2 pe doua modele experimentale de carcinom cutanat indus: i) chimic, prin
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expunerea la agentii chimici 7,12-dimetilbenzantracen (DMBA) si 12-o-tetradecanoilphorbol-13-
acetat (TPA) si respectiv, ii) fotochimic, prin expunerea la agenti chimici (DMBA si TPA) si la
radiatii ultraviolete B (UVB), urmata de investigarea efectelor asupra parametrilor de respiratie
mitocondriala si productiei de H,O; la nivelul mitocondriilor hepatice.

EM2 a fost aplicat local sub forma de hidrogel 1%, de ori pe saptaméana, dupa aparitia
papiloamelor. Rezultatele noastre indica o scadere a volumului tumorilor dupa tratamentul cu
EM2 atat in cazul carcinomului cutanat indus chimic, cat si la cel fotochimic.

Un alt obiectiv al acestui studiu a fost investigarea efectului EM2 asupra mitocondriilor
hepatice izolate de la soareci din cele doua modele experimentale. Mitocondriile hepatice au
fost izolate de la soareci SKH1 prin tehnica centrifugarilor diferentiate la 4 °C. Studiul ratelor
respiratorii mitocondriale a fost efectuat prin masurarea consumului de oxigen folosind tehnica
respirometriei de inalta rezolutie in prezenta substratelor complexului | (glutamat / malat) si a
complexului Il (succinat, plus rotenona pentru inhibarea complexului I).

Rezultatele noastre au aratat ca la femele carora le-a fost indus carcinom cutanat
chimic, lotul tratat cu hidrogel cu EM2 1% a inregistrat o crestere a tuturor parametrilor
respiratori la nivelul complexului I (Cl), si anume stadiul 2 (respiratia bazala), FosOX (respiratia
stimulatd de ADP) si respiratia maxima (titrari succesive cu FCCP, un decuplant clasic), in timp
ce la nivelul complexului Il (Cll) respiratia bazala a fost scazuta, iar FosOX si respiratia maxima
au prezentat o usoara crestere. Pe de altad parte, masculii cu leziuni cutanate induse chimic au
prezentat atat pe Cl cat si pe Cll o scadere a tuturor ratelor respiratorii dupa tratamentul cu
hidrogel cu EM2 1%.

Femele care au dezvoltat leziuni fotochimice au prezentat la nivelul Cl o scadere a
respiratiei bazale si a celei active si o crestere a respiratiei maxime dupa aplicarea topica a
hidrogelului cu EM2. Mai mult, in ceea ce priveste ClI, toate ratele respiratorii au fost crescute
dupa tratamentul cu EM2.

Productia de specii reactive de oxigen (SRO) a fost evaluata la nivelul mitocondriilor
hepatice izolate folosind metoda Amplex Red. Rezultatele obtinute au indicat ca la soarecii cu
carcinom cutanat indus chimic, tratamentul cu EM2 a indus o scadere semnificativa a productiei
de H,O, ca urmare a activarii complexului |, efect ce nu a putut fi reprodus si in cazul respiratiei
dependente de complexul Il. Mai mult, aplicarea hidrogelului cu EM2 1% la soarecii cu leziuni
induse fotochimic nu a fost urmata de reducerea stressului oxidativ.

In concluzie, datele noastre au indicat ca aplicarea topicd a hidrogelului cu EM2 1% a
avut un efect benefic asupra leziunilor cutanate induse chimic sau fotochimic. In ceea ce
priveste modificarile ratelor respiratorii si ale productiei de SRO, datele obtinute sunt
heterogene, fiind dependente atat de sexul animalelor cat si de substrat si, de asemenea, au
variat in functie de modelul experimental de cancer cutanat. Compusul a atenuat stresul
oxidativ Tn modelul cancerului indus chimic, un efect care nu mai era evident in forma mai
severa a cancerului cutanat indus fotochimic.

CONCLUZII FINALE

1. Caracterizarea fizico-chimica a derivatului de benzilamida al acidului maslinic, EM2, a
aratat ca acest compus este constituit din particule sferice neregulate ce pot forma
aglomerate. Dimensiunea particulelor este de ordinul micronilor, si consta din 3
elemente, si anume C, O si N.

2. EM2 a prezentat o activitate antioxidantd redusa, independentd de concentratie in
intervalul 1 - 200 uM. Activitatea antioxidanta a EM2 a fost potentatd usor de asocierea
cu ZnCl, (In concentratie de 100uM).
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10.

11.

Activitatea antibacteriana a EM2 a fost semnificativa pe tulpinile de cocci. Administrarea
ZnCl, (100 uM) in asociere cu EM2 s-a dovedit a fi benefica impotriva bacteriei E.
faecalis.

EM2 are un efect citotoxic asupra celulelor tumorale (melanom, carcinom mamar,
carcinom hepatocelular) in special la 72 de ore post-stimulare. Efectul citotoxic a fost
mai puternic asupra celulelor melanomului uman decat asupra celulelor melanomului
murinic.Compusul nu a prezentat activitate citotoxica asupra keratinocitelor sanatoase,
indicand selectivitatea sa fata de celulele tumorale

EM2 a redus caracterul invaziv in vivo al celulelor melanomatoase cu mutatie N-RAS la
testul CAM, prin potentialul antiangiogenic si perturbator la nivelul micromediului din
cadrul melanomului, dar fara un efect important asupra indicelui proliferarii celulelor
tumorale. Ulterior aplicarii compusului EM2 nu au fost formate tumori secundare in cazul
celulelor de melanom SK-MEL-2, fapt care indica un posibil potential antimetastatic al
compusului EM2.

EM2 a prezentat o biodisponibilitate mai scazuta dupa administrarea orala comparativ
cu administrarea intraperitoneala.

EM2 a fost asociat cu un efect antioxidant redus pe modelul de inflamatie sistemica
acuta. Numai administrarea profilactica a compusului a aratat un efect inhibitor asupra
formarii MDA comparabil cu cel al diclofenacului.

EM2 a prezentat un usor efect antiinflamator pe un model exterimental de inflamatie
locala acuta, indusa prin aplicarea solutiei de TPA.

Pe modele animale de carcinom cutanat induse chimic sau fotochimic, aplicarea topica a
hidrogelului cu EM2 a avut efecte benefice asupra leziunilor cutanate.

La nivelul mitocondriilor hepatice izolate, compusul EM2 a indus modificarile dependente
de sex si substrat in ceea ce priveste ratele respiratorii; aceste modificari au variat si in
functie de modelul experimental de carcinogeneza.

Pe modelul de carcinom cutanat indus chimic (dar nu si in cazul celui fotochimic),
compusul EM2 a indus o scadere semnificativa a productiei de H,O, in prezenta
substratelor complexului | al lantului respirator.

CONTRIBUTII ORIGINALE

Contributiile originale pot fi rezumate dupa cum urmeaza:

1.

2.

3.

Evaluarea efectelor antioxidante ale derivatului de benzilamida al acidului maslinic
administrat izolat si in asociere cu ZnCl,.

Evaluarea proprietatilor antimicrobiene si antifungice ale EM2 + ZnCl, pe diferite tulpini
bacteriene.

Evaluarea proprietatilor citotoxice si antiproliferative ale EM2 la nivelul unor linii celulare
tumorale si keratinocite umane normale.

Evaluarea toxicitatii compusului EM2, a efectelor asupra modelului de melanom SK-
MEL-2, precum si implicatiile asupra angiogenezei normale si a melanomului in modelul
CAM.

Validarea metodei LC-MS / MS pentru cuantificarea derivatului de benzilamida a acidului
maslinic (EM2) si a metabolitului sdu.

Evaluarea efectelor compusului EM2 pe doua modele experimentale de inflamatie acuta
sistemica si locala.

Evaluarea efectelor compusului EM2 aplicat topic ca hidrogel pe doua modele
experimentale de carcinogeneza.
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8.

Evaluarea modificarilor functiei respiratorii si a productiei de SRO in mitocondriile
hepatice izolate, provocate de procesul malign in prezenta fata de absenta tratamentelor
topice.

Cuvinte cheie: derivat al acidului maslinic, cancer cutanat, inflamatie, mitocondrii, activitate
antioxidanta, activitate antimicrobiana
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