
- 1 - 
 

UNIVERSITATEA DE MEDICINĂ ŞI FARMACIE  

„CAROL DAVILA”, BUCUREŞTI 
ŞCOALA DOCTORALĂ 

DOMENIUL MEDICINĂ  

 

 

 

 

 

                                              
 

 

EFECTUL NANOPARTICULELOR POLIMERICE 

ASUPRA CELULELOR DENTARE 

REZUMATUL TEZEI DE DOCTORAT 

 

 

 

 

Conducător de doctorat: 

PROF. UNIV. DR. MARIA GREABU  

 Student-doctorand: 

MARIA JUSTINA ROXANA VÎRLAN 

 

 

 

2017 

 

 

 



- 2 - 
 

Cuprins 

Introducere………………………………………………….……..................…...pagina 6 

I. Partea generală………………………………………….…...............................pagina 7 

     1. Nanoparticule polimerice …………………………….................................pagina 7 

          1.1. Nanoparticule (Generalităţi)………………..........................................pagina  

          1.2. Nanoparticule polimerice  (Generalităţi)..............................................pagina 7 

     2. Nanoparticule din acid poli-lacto-co glicolic………...................................pagina 7 

          2.1. Acidul poli-lacto-co-glicolic………………............................................pagina 7 

          2.2. Nanoparticule din acid poli-lacto-co-glicolic (Metode de sinteză)...pagina 8 

          2.3. Nanoparticule din acid poli-lacto-co-glicolic (Utilizări)....................pagina 8 

      3.Nanoparticule din chitosan............................................................................pagina 8 

           3.1. Chitosan..................................................................................................pagina 8 

           3.2. Nanoparticule din chitosan  (Metode de sinteză)...............................pagina 8 

           3.3. Nanoparticule din chitosan  (Utilizări)................................................pagina 8 

II. Contribuţii personale……………………………………….….......................pagina 9 

       4. Ipoteza de lucru şi obiectivele generale......................................................pagina 9 

       5. Metodologia generală a cercetării.............................................................pagina 10 

       6.  Evaluarea citotoxicităţii nanoparticulelor polimerice  din  acid poli-lacto-co-  

glicolic şi a  nanoparticulelor din acid poli-lacto-co-glicolic acoperite de chitosan 

(Studiul1)...............................................................................................................pagina 11 

       7. Captarea nanoparticulelor din acid poli-lacto-co-glicolic  şi a nanoparticulelor 

din acid poli-lacto-co-glicolic acoperite de chitosan de către keratinocitelor orale 

normale  (KON)(Studiul 2)...................................................................................pagina 13 

         8. Captarea nanoparticulelor din acid poli-lacto-co-glicolic  şi a nanoparticulelor 

din acid poli-lacto-co-glicolic acoperite de chitosan de către keratinocitelor orale 

premaligne  (POE9i) (Studiul 3) ..........................................................................pagina 15 

         9. Captarea nanoparticulelor din acid poli-lacto-co-glicolic  şi a nanoparticulelor 

din acid poli-lacto-co-glicolic acoperite de chitosan de către keratinocitelor orale 

maligne  (5PT) (Studiul 4) ....................................................................................pagina 16 

        10. Captarea nanoparticulelor din acid poli-lacto-co-glicolic  şi a 

nanoparticulelor din acid poli-lacto-co-glicolic acoperite de chitosan de către 

fibroblastele orale normale  (FON) (Studiul 5)...................................................pagina 17 

        11. Captarea nanoparticulelor din acid poli-lacto-co-glicolic  şi a 

nanoparticulelor din acid poli-lacto-co-glicolic acoperite de chitosan de către 

fibroblastele asociate cancerului oral (OSCC-1) (Studiul 6) ............................pagina 18 

           12. Captarea nanoparticulelor din acid poli-lacto-co-glicolic  şi a 

nanoparticulelor din acid poli-lacto-co-glicolic acoperite de chitosan de către celulele 

din pulpa dentară (CPD) (Studiul 7) ..................................................................pagina 19 

           13. Captarea nanoparticulelor din acid poli-lacto-co-glicolic  şi a 

nanoparticulelor din acid poli-lacto-co-glicolic acoperite de chitosan de mucoasele 

artificiale orale (MAO) (Studiul 8) ......................................................................pagina 20 

          14. Captarea nanoparticulelor din acid poli-lacto-co-glicolic  şi a 

nanoparticulelor din acid poli-lacto-co-glicolic acoperite de chitosan de către  către 

celule canceroase orale CA1 şi de către  celule stem ale cancerului oral  (CSC) 

(Studiul 9) ..............................................................................................................pagina 22 

         15. Concluzii şi contribuţii personale…………………............................pagina 24 

Bibliografie………………………………….……………………………......…..pagina 28 
 

 



- 3 - 
 

Lista cu lucrările științifice publicate 

Articole publicate 

1. Virlan, M. J. R., Miricescu, D., Radulescu, R., Sabliov, C. M., Totan, A., Calenic, B., 

& Greabu, M. (2016). Organic Nanomaterials and Their Applications in theTreatment of  

Oral Diseases. Molecules, 21(2), 207   ISI 2.861 

http://www.mdpi.com/1420-3049/21/2/207/htm 

2. Virlan, M.J.R., Miricescu, D., Totan ,A., Greabu,M., Tanase,C., Sabliov, C.M., 

Calenic,B. (2015). Current uses of  poly(lactic-co-glycolic acid)  in the Dental Field :A 

comprehensive review. Journal of Chemistry, vol. 2015, Article ID 525832, 12 pages, 

2015. doi:10.1155/2015/525832       ISI 1.3 

https://www.hindawi.com/journals/jchem/2015/525832/ 

3. Virlan, M.J.R., Calenic, B. , Zaharia ,C. , Greabu, M. Silk fibroin  and potential uses in 

regenerative Dental Medicine. Stoma Edu J.(2014);1(2): 32-39. 

http://www.academia.edu/11611376/Silk_fibroin_and_potential_uses_in_regenerative_den

tistry_-_a_systematic_review 

4. Greabu, M., Totan, A., Miricescu, D., Radulescu, R., Virlan, J., & Calenic, B. 

Hydrogen Sulfide, Oxidative Stress and Periodontal Diseases: A Concise Review., 

Antioxidants (Basel). (2016) Jan 14;5(1), 3. pii: E3. doi: 10.3390/antiox5010003 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4808752/ 

5. Virlan, M.J.R., Calenic, B., Cimpan, M.R., Costea, D.E., Greabu, M. Chitosan 

modified  poly(lactic-co-glycolic) acid  nanoparticles  interaction with normal, 

precancerous keratinocytes and dental pulp cells. Stoma Edu J. 2017;4(1):16-26. 

http://www.stomaeduj.com/chitosan-modified-polylactic-co-glycolic-acid-nanoparticles-

interaction-with-normal-precancerous-keratinocytes-and-dental-pulp-cells/ 

 

Prezentări la conferinţe  (Prezentări Orale) 

1.Maria Justina Roxana Vîrlan, Daniela Elena Costea, Bogdan Calenic, Adrian Biddle, 

Ian Mackenzie, Cristina M. Sabliov, Alexandra Totan, Maria Greabu: "Selective Binding 

of Chitosan Nanoparticles to Cancer Stem Cells ", Congresul U.M.F. "Carol Davila",  

Bucureşti, 2016; Lucrarea a fost premiată cu Premiul Tânărului Cercetător 

2. Maria Justina Roxana Vîrlan,  Bogdan Calenic, Daniela Miricescu, Gabriela Negroiu, 

Cristina M.Sabliov, Daniela Elena Costea, Mihaela Roxana Cîmpan, Maria Greabu , 



- 4 - 
 

"Nanoparticule de chitosan cu aplicabilitate în Medicina Dentară " , Congresul  DENTALL 

Bucureşti, 2017    

3. Maria Justina Roxana Vîrlan, "Nanostomatologia", Săptămâna Ştiinţifică, Facultatea 

de Medicină Dentară, U.M.F."Carol Davila" , Bucureşti, 2017 

 

Prezentări la conferinţe  (Poster) 

1.Maria Justina Roxana Vîrlan, Bogdan Calenic, Daniela  Miricescu, Daniela Elena 

Costea
 
, Cristina Sabliov

,
Maria Greabu " Effect of the PLGA  nanoparticles on the normal 

and cancer keratinocytes ", Al XIX-lea Congres Internaţional al UNAS, Bucureşti, 2015  

2. Maria Justina Roxana Vîrlan, Bogdan Calenic, Gabriela Negroiu, Cristina M. Sabliov, 

Daniela Elena Costea, Mihaela Roxana Cimpan and Maria Greabu,  "Effect of Polymeric 

Nanoparticles on the Oral Cavity Cells", Al X-lea Congres Anual al Asociaţiei Medicale 

Române, Bucureşti, 2016 

3. Maria Justina Roxana Vîrlan, Bogdan Calenic, Daniela Miricescu, Daniela Elena 

Costea, Gabriela Negroiu, Cristina M.Sabliov, Mihaela Roxana Cîmpan,  Maria Greabu,  " 

Organic nanoparticles for oral disease treatment", A 2-a Conferinţă Naţională a Asociaţiei 

de Medicină de Laborator din România, Timişoara, 2017 

 

                                                      Capitole de carte 

1. Iulia-Ioana Stanescu, Justina Virlan, Daniela Miricescu, Bogdan Calenic, Radu 

Radulescu, Mircea Tampa, Simona-Roxana Georgescu, Daniela Costea, Maria Greabu " 

Keratinocitele stem orale - caracterizare, mecanisme moleculare şi roluri în ţesutul epitelial 

oral normal şi patologic ", Dermatologia la interfaţa cu alte discipline, Editura UMF Iaşi, 

2015 

Premii 

1.  Premiul TÂNĂRULUI CERCETĂTOR   acordat  la Congresul U.M.F. "Carol 

Davila" Bucureşti 2016   

Burse de cercetare 

Proiectul POSDRU/159/1.5/S/135760 CERO – PROFIL DE CARIERĂ: CERCETĂTOR 

ROMÂN.  

Stagii de cercetare 

Institutul Blizard, Universitatea Queen Mary din Londra,Marea Britanie 

 Facultatea de Stomatologie din Bergen, Universitatea din Bergen, Norvegia 

Catedra de Patologie Orală, Spitalul Universitar Haukeland, Bergan, Norvegia 



- 5 - 
 

Lista cu abrevieri şi simboluri 

 

 

 
AH = acid hialuronic  

Chi   = chitosan 

CPD = celule din pulpa dentară 

FACS  =  flourescence activated cell sorting   

            (sortarea  activată  prin fluorescenţa celulelor, tehnică de citometrie în flux)            

FITC =  fluorescein isothiocyanate (izotiocianat de fluoresceină) 

FON = fibroblaste orale normale 

KON = keratinocite orale normale 

MAO  = mucoasă artificială orală  

MIF = microscop cu imunofluorescenţă 

NP   = nanoparticule 

NP Chi = nanoparticule de  chitosan  

NP PLGA  =  nanoparticule de  plga 

NP PLGAChi = nanoparticule  de plga acoperite cu chitosan 

OSCC  = oral squamous cell carcinoma (carcinom scuamos oral) 

PLGA = acid  poli-lacto-co-glicolic 

QML= Queen Mary University of London 

SMF =   sistemul mononuclear fagocitar  

SSTF  = soluție salină tamponată cu fosfat   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.google.ro/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=4&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjH8qSO3PHUAhWC7RQKHcB0DAYQFgg_MAM&url=https%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FFluorescein_isothiocyanate&usg=AFQjCNEFr-0o4Q06PiD2wZdMn_IvcnpWag


- 6 - 
 

 

Introducere 

 

  În ultimii ani s-au dezvoltat foarte multe aplicaţii biomedicale ce includ 

nanoparticule, datorită capacităţii acestora de a transporta medicamente către diferite 

regiuni din organism. Nanoparticulele polimerice încep să fie experimentate şi pentru 

aplicaţii ce vizează cavitatea orală. Cu toate acestea, interacţiunile nanoparticulelor cu 

celulele  dentare sunt insuficient cunoscute. 

 Am ales această temă datorită importanţei tot mai mari a nanotehnologiei în 

medicină şi cred în necesitatea aprofundării studiilor referitoare la efectele nanoparticulelor 

asupra ţesuturilor umane. Spre exemplu, efectul nanoparticulelor polimerice la nivelul 

celulelor dentare sau asupra celulelor din  mucoasa orală este  incomplet cunoscut. Succesul 

utilizării nanoparticulelor  în terapia cancerului ar ajuta în viitor la salvarea multor vieţi iar  

posibilele aplicaţii în medicina dentară ar putea îmbunătăţi practica medicală dentară. 

 Studiul a fost posibil ca urmare a colaborării Catedrei de Biochimie  Dentară a           

U.M.F. " Carol Davila" cu Universitatea din Louisiana (S.U.A.), Universitatea din Bergen 

(Norvegia) şi Universitatea Queen Mary din Londra. 

  Noutatea acestei teze o reprezintă faptul că este primul studiu care abordează 

problema interacţiunii nanoparticulelor polimerice din acid poli-lacto-co-glicolic  şi a  

nanoparticulelor din acid poli-lacto-co-glicolic acoperite de chitosan cu celulele din 

cavitatea orală. De asemenea este primul studiu care testează nanoparticulele polimerice pe 

ţesuturi artificiale de mucoasă orală şi primul studiu din România în care sunt cultivate 

ţesuturi artificiale de mucoasă orală.  

 Mai mult, unul dintre rezultatele foarte importante obţinute în cadrul 

experimentelor o reprezintă datele referitoare la selectivitatea  nanoparticulelor acoperite de 

chitosan faţă de celulele stem ale cancerului oral. Rezultatele promiţătoare deschid calea 

unei noi direcţii de cercetare în tratamentul cancerului oral. Datele obţinute în cele 9 studii 

ale tezei de doctorat  au fost publicate in articole ISI şi BDI  (prezentate în lista de 

publicaţii), iar anul trecut am obţinut Premiul Tânărului Cercetător la Secţiunea Medicină 

Dentară (din cadrul Congresului U.M.F. " Carol Davila" 2016)  pentru cercetările privind 

captarea selectivă a  nanoparticulelor acoperite de chitosan de către celulele stem ale 

cancerului oral. 
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I. Partea generală (Stadiul actual al cunoaşterii) 

 

Capitolul 1. Nanoparticule polimerice 

 

1.1. Nanoparticule (Generalităţi)  

 Nanoparticulele (NP) sunt dispersii de particule sau particule solide care au 

dimensiuni între 10 şi 1000 nm (Mohanraj V.J., 2006). În literatura de specialitate se 

întâlnesc mai multe clasificări ale NP, cum ar fi de exemplu, împărţirea  NP  în două mari 

grupe: NP organice şi NP anorganice (Andre M., 2016). Diferite substanţe pot fi 

încorporate, dizolvate, încapsulate sau ataşate matricei NP: proteine, polizaharide, polimeri 

sintetici (Mohanraj V.J., 2006) sau variate biomolecule sau compuşi activi.   

 1.2. Nanoparticule polimerice  (Generalităţi) 

 NP polimerice sunt privite ca prima opţiune pentru a fi folosite în sisteme de 

eliberare controlată datorită numeroaselor avantaje pe care  le au: 1) substanţele 

transportate de NP au un clearance aparent scăzut, timp de circulaţie şi de înjumătăţire 

crescut 2) NP polimerice sunt o opţiune favorabilă  pentru administrarea orală a 

substanţelor  cu o biodisponibilitate scăzută 3) NP polimerice pot fi modificate la suprafaţă 

pentru a permite ţintirea anumitor regiuni din organism  (Li B., 2017).  

 

Capitolul 2. Nanoparticule din acid poli-lacto-co-glicolic 

 

 2.1. Acid poli-lacto-co-glicolic       

 Acidul poli-lacto-co-glicolic (PLGA) este unul dintre puţinii polimeri aprobaţi de 

către Agenţia Americană de Reglementare a Medicamentelor pentru aplicaţii clinice 

datorită faptului că este biodegradabil şi biocompatibil (Chaubal M., 2002; Astete C.E, 

2006; Li B., 2017; Kumari A., 2010). PLGA este sintetizat   prin copolimerizarea acidului 

glicolic cu acidul lactic (Das S., 2016). În organismul uman acidul lactic şi glicolic intră în 

ciclul Krebs, rezultând dioxid de carbon şi apă (Kumari A., 2010).  

 2.2. Nanoparticule din acid poli-lacto-co-glicolic  (Metode de sinteză)         

 Metodele de sinteză  ale NP  PLGA sunt foarte diverse. NP  PLGA  s-au fabricat în 

special prin următoarele tehnici: (1) metoda emulsificării difuziilor, (2) metoda evaporării 

solvenţilor , (3) metoda nanoprecipitării (Kumari A., 2010).  

http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fphar.2017.00051/full#B18
http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fphar.2017.00051/full#B6
http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fphar.2017.00051/full#B6
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Das%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27934796
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 2.3. Nanoparticule din acid poli-lacto-co-glicolic   (Utilizări) 

 NP PLGA au fost utilizate pentru a produce nanomedicamente, nanovaccinuri, 

sisteme de transport ale  genelor, al factorilor de creştere sau al nanoantigenelor (Kumari 

A., 2010). Interesant este faptul că până acum PLGA este cel mai utilizat polimer sintetic 

în elaborarea de NP încărcate cu medicamente anticancer (Biondi M., 2008; Li B., 2017). 

Numeroase substanţe anticanceroase au fost încorporate cu succes în NP PLGA: paclitaxel, 

doxorubicină, 5-fluorouracil, cisplatină, dexametazonă (Kumari A., 2010). Totuşi, 

proprietăţile hidrofile scăzute ale PLGA limitează utilizările sale medicale, în special 

asocierile sale cu medicamente hidrofile (Wang Y., 2016).  

 

Capitolul 3. Nanoparticule din chitosan 

 

 3.1. Chitosan 

 Chitosanul (Chi) este un polizaharid natural biodegradabil şi biocompatibil. Acesta 

se extrage din chitină, un biopolimer marin, izolat din crustacee, al doilea cel mai 

abundent polimer din natură (Babu A., 2017). Chi este intens studiat în transportul de 

medicamente şi gene, în ingineria tisulară, vindecarea rănilor, precum şi pentru efectele 

sale antimicrobiene (Şenel S., 2004; Riva R., 2011; Li B., 2017).  

  3.2. Nanoparticule din chitosan  (Metode de sinteză) 

  În literatură  au fost menţionate mai multe metode pentru prepararea NP Chi. Unele 

dintre cele mai frecvente tehnici sunt : (1) gelificarea ionotropică (2) tehnica complexurilor 

polielectrolitice (3) tehnica microemulsiilor (Kumari A., 2010).  

 3..3. Nanoparticule din chitosan (Utilizări) 

 NP din PLGA Chi ce încorporau  lovastatină şi tetraciclină  au dus la regenerare 

osoasă în defectele parodontale la câini (Lee B.S., 2016). Mai mult,s-au produs şi sealeri 

endodontici care încorporează NP Chi  (DaSilva L., 2013; del Carpio-Perochena A., 2015a; 

Virlan M.J.R., 2016). Un grup de cercetători  a folosit  nanocomplexe de Chi fosforilat şi 

fosfat de calciu amorf  pentru remineralizări dentare (Zhang X.., 2014). În 2015 au fost 

confecţionate implanturi de titaniu acoperite cu NP Chi încărcate cu factori de creştere 

(Poth N., 2015; Virlan M.J.R., 2016). Aceste implanturi funcţionalizate cu  NP Chi  au 

indus regenerare osoasă la animale (Poth N., 2015; Virlan M.J.R., 2016). 

 

  

http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fphar.2017.00051/full#B11
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Babu%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28346381
http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fphar.2017.00051/full#B91
http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fphar.2017.00051/full#B86
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II. Contribuţii personale 

 

Capitolul 4.1. Ipoteza de lucru 

 

 Prin folosirea NP încărcate cu medicamente  se reuşeşte creşterea eficienţei 

terapeutice  a agenţilor farmacologic activ şi se reduce intensitatea şi incidenţa efectelor 

secundare asociate administrării medicamentelor pe cale generală (Kiessling F., 2014;
 

Duncan R., 2011;  Rizzo L.Y., 2013; Mohanraj V.J., 2006; Baetke S.C., 2015). Cele mai 

utilizate NP polimerice studiate în biomedicină sunt NP obţinute  din PLGA (Mittal G., 

2007; Alqahtani S., 2015). Dar, sarcina negativă a NP PLGA scade interacţiunile NP cu 

membranele celulare încărcate tot negativ, iar opsonizarea rapidă  a NP PLGA hidofobe  

duce la îndepărtarea lor rapidă din circulaţie (Virlan M.J.R., 2017; Kumar M.R., 2004; 

Dyawanapelly S., 2016; Sah H., 2013). Pentru a îmbunătăţi proprietăţile NP PLGA, NP  au 

fost acoperit cu un înveliş de Chi. Chi conţine mai multe grupuri amino şi hidroxil şi 

poate să se lege în mod eficient la substratele încărcate negativ (cum ar fi membranele 

celulare) prin interacţiuni electrostatice sau legături de hidrogen, îmbunătăţind astfel 

înglobarea intracelulară a NP acoperite de Chi (Virlan M.J.R., 2017; Chronopoulou L., 

2016; Friedman A.J., 2013).   

 Mai  mult, studii recente au demonstrat că NP  învelite de Chi prezintă o afinitate 

ridicată şi se leagă preferenţial la celulele cu o supraexpresie a receptorilor de suprafaţă 

CD44+ (Rao W., 2015; Ravari N.S., 2016). Celulele stem ale cancerului (CSC) oral 

prezintă o supraexpresie a receptorilor CD44+ (Biddle A., 2011, Harper L.J., 2010). 

Considerând faptul că  în cancerul scuamos de cap şi gât, CSC prezintă o expresie mărită a 

markerilor  CD44 +, s-a ivit ipoteza că NP  acoperite de Chi  ar putea fi folosite pentru 

ţintirea specifică a CSC orale. Ca o succesiune logică a apărut ideea posibilei selectivităţi a 

NP Chi (NP PLGAChi) faţă de celulele CD44 + (cum sunt de exemplu CSC orale). 

 Dimensiunea şi suprafaţa NP  joacă un rol crucial în determinarea interacţiunilor 

electrostatice  ale NP cu membranele celulare şi ca urmare, în internalizarea particulelor          

(Verma A., 2010;  Faraji A.H., 2009; Labhasetwar V., 2005; Dyawanapelly S.,2016; 

Virlan M.J.R., 2017). De asemenea, şi concentraţia NP şi timpul de expunere al acestora la 

diferite tipuri de celule fac diferenţa dintre un efect citotoxic şi un comportament 

biocompatibil. Mucoasa orală este compusă dintr-o mare varietate de celule cu diferite 

proprietăţi ce pot reacţiona diferit  la acelaş tip de NP. De asemenea, condiţiile patologice 
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ale cavităţii orale, cum ar fi stările precanceroase sau canceroase orale, pot modifica 

răspunsul celulelor orale umane  la NP, datorită modificărilor din structura celulei. 

 Scopul studiului l-a reprezentat studierea interacţiunilor  dintre celulele din 

cavitatea orală şi NP PLGA sau NP PLGAChi.  S-a evaluat astfel biocompatibilitatea NP 

PLGA şi a  NP PLGAChi cu celule orale. De  asemenea, am studiat capacitatea  NP PLGA 

şi NP PLGAChi de a fi captate de celulele orale, aflate în stare normală sau  patologică, în 

culturi celulare  sau în ţesuturi artificiale orale, după expunerea pentru variate perioade de 

timp la diferite concentraţii de NP. O altă direcţie de cercetare investigată a fost 

confirmarea ipotezei conform căreia NP acoperite de chitosan (NP PLGAChi) sunt 

preluate selectiv de celulele stem ale cancerului oral. 

 4.2. Obiectivele generale ale studiilor 

 Toate studiile prezentate au avut 3 obiective principale: 

Obiectivul 1 :  Cultura  celulelor orale  

Obiectivul 2:  Expunerea celulelor  orale la NP PLGA şi la NP PLGAChi 

Obiectivul  3 : Analiza interacţiunilor celulelor orale cu  NP PLGA/ NP PLGAChi (analiza 

biocompatibilităţii NP cu celulele orale sau analiza captării NP de către celulele orale). 

 

Capitolul 5. 

Metodologia generală a cercetării 

 

 Cultura celulelor orale 

 Am utilizat o mare varietate de linii celulare orale:  keratinocite orale normale 

KON, keratinocite premaligne POE9i, keratinocitea maligne 5PT, fibroblaste orale 

normale FON, fibroblaste orale asociate cancerului oral OSCC-1, celule din pulpa dentară 

CPD, precum şi celule canceroase CA1 (ce conţin CSC orale). 

 Expunerea celulelor orale la nanoparticule  

 NP PLGA şi NP PLGAChi au fost fabricate de Prof. Dr. Cristina Sabliov de la 

Louisiana State University şi au fost caracterizate anterior  (Navarro S.M. şi colab., 2014; 

Navarro S.M. şi colab., 2016; Triff M. şi colab., 2015). Celulele  KON, FON, CPD, POE9i 

şi 5PT  au fost expuse pentru  2h, 12h şi 24h la următoarele concentraţii de NP PLGA  şi 

NP PLGAChi: 5 μg/mL, 20 μg/mL şi  200 μg/mL. OSCC-1 au fost testate  la concentraţiile 

de 5 μg/mL, 20 μg/mL şi  200 μg/mL NP PLGA şi NP PLGAChi pentru 24h. Probele de 

mucoasă artificială orală umană (MAO) au fost expuse pentru 24h la 200 μg/mL NP 
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PLGAChi. Celulele canceroase CA1  şi CSC au fost expuse  pentru 24h la 5 μg /mL; 20 

μg/mL; 200 μg/mL NP PLGA şi 5 μg /mL; 20 μg/mL; 200 μg/mL NP PLGAChi. 

 Analiza la microscopul cu imunofluorescenţă 

 S-a utilizat un  microscop Zeiss up-right Axio Imager cu modul de slider ApoTome 

2, utilizând obiectivele microscopului 403 sau 603 (Carl-Zeiss, Germany).  

 Cuantificarea încorporării nanoparticulelor de către celulel orale 

 Cuantificarea captării NP PLGAChi de către  KON, FON, POE9i, 5PT, OSCC-1 şi 

CPD a fost obţinută cu ajutorul unui software de analiză, Icy software. Cuantificarea 

preluării NP  de către celulele orale CA1 s-a realizat prin tehnici de citometrie în flux. 

  Analiza statistică a datelor  

 S-au calculat valoriile medii şi deviaţiile standard. Analiza statistică a datelor s-a 

realizat folosind testul student t-test. p < 0.05  a fost considerat statistic semnificativ . 

 

Capitolul 6. Studiul 1 

Evaluarea citotoxicităţii nanoparticulelor polimerice  din  acid poli-lacto-

co-glicolic  şi a  nanoparticulelor din acid poli-lacto-co-glicolic acoperite 

de chitosan  

 

 Scopul acestui studiu îl reprezintă evaluarea  citotoxicităţii  NP PLGA şi NP 

PLGAChi asupra keratinocitelor orale normale (KON) şi premaligne ( POE9i). 

  Rezultate 

 S-a observat că nu există diferenţe  statistic semnificative între viabilitatea probele 

control şi viabilitatea probele de celule KON şi POE9 expuse timp de 24h la NP PLGA sau 

NP PLGAChi (5 μg/mL, 20 μg/mL şi 200 μg/mL). 

 

Puncte cheie 

 NP PLGA nu au afectat  semnificativ statistic viabilitate KON  

 NP PLGA nu au afectat semnificativ statistic viabilitatea POE9i   

 NP PLGAChi nu au afectat semnificativ statistic viabilitatea KON  

 NP PLGAChi nu au afectat  semnificativ statistic viabilitatea  POE9i   
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Figura 6.1.  Evaluarea citotoxicităţii nanoparticulelor din acid poli-lacto-co-glicolic  asupra 

keratinocitelor orale umane 

 

Figura 6.2.  Evaluarea citotoxicităţii nanoparticulelor din acid poli-lacto-co-glicolic 

acoperite de chitosan  asupra keratinocitelor orale umane 

 Discuţii 

 Rezultatele din acest studiu sunt în concordanţă cu ideea biocompatibilităţii PLGA 

ce se desprinde din  literatura de specialitate. Mura S. şi colaboratorii săi susţin că NP 

PLGA  afectează viabilitatea celulelor Calu-3 la concentraţii de NP care sunt prea mari 

pentru a fi utilizate în clinică (Mura S., 2011). NP PLGA au fost testate şi  pe celulele 

pulmonare A549, fără să cauzeze efecte citotoxice după expunerea la concentraţii de până 

la 5 mg/mL NP PLGA (Mura S., 2011; Tahara K., 2010). Celulele Caco-2 au demonstrat o 

viabilitate de peste 95%, chiar după incubarea pentru o zi  la o concentraţie  de 500 μg/mL 

NP PLGAChi (Alqahtani S., 2015; Virlan M.J.R., 2017). Alţi cercetători au raportat  faptul 

că NP PLGAChi par să fie sigure chiar la concentraţii mai mari de NP PLGAChi, ca de 

exemplu 20 mg/mL (Pawar D., 2013; Grabowski N., 2013; Tahara K., 2009; 

Dyawanapelly S., 2016; Virlan M.J.R., 2017).  NP solide de Chi ce conţin tretinoină nu au 
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generat efecte citotoxice  asupra celulelor  HaCaT chiar şi după  expunerea la  500 μg/mL 

NP (Ridolfi D.M., 2012; Virlan M.J.R., 2017).  Şi NP lecitină/Chi   pot fi aplicate  pe 

celulele dermale  la concentraţii de până la 200 µg/mL NP fără să inducă scăderea 

viabilităţii celulare  (Hafner A., 2011; Virlan M.J.R., 2017). O posibilă explicaţie pentru  

biocompatibilitatea ridicată a NP Chi ar putea fi  faptul că  Chi este mult mai toxic  într-o 

formă liberă solubilă decât atunci când este încorporat în NP, când grupările amino 

pozitive  ale Chi sunt angrenate în interacţiuni electrostatice (Sonvico F., 2006; Blažević 

F., 2016; Virlan M.J.R.).  

    Capitolul 7. Studiul 2 

Captarea nanoparticulelor din acid poli-lacto-co-glicolic  şi a 

nanoparticulelor din acid poli-lacto-co-glicolic acoperite de chitosan de 

către keratinocitelor orale normale  (KON) 

 Scopul studiului  îl reprezintă evaluarea captării NP PLGA şi a NP PLGAChi  de 

către  keratinocitele orale umane normale (KON). 

 Rezultate 

 NP PLGAChi utilizate în acest experiment pătrund în interiorul KON, spre 

deosebire de NP PLGA  ce nu sunt captate de KON (Fig. 7.1.). După expunerea la 5 μg/mL 

NP PLGAChi nu s-a evidenţiat pătrunderea NP PLGAChi intracelular, la nici un interval 

de timp de expunere. Procentajul de  KON ce au înglobat NP PLGAChi a fost de  91,83%   

±7,37 după  12h expunere la  20 μg/mL NP PLGAChi. 92,39% ±  1,34  dintre KON expuse 

au arătat semne ale încorporării NP PLGAChi după 24h de expunere  la 20 μg/mL  NP 

PLGAChi. După 2h de expunere la 200 μg/mL NP PLGAChi,  NP au intrat in 82,05% ± 

2,29 KON.  NP PLGAChi NP au intrat în procent de  98,55 % ±1,95  în KON testate după 

12h de expunere la 200 μg/mL NP PLGA. Încorporare 100% în interiorul KON  a fost 

observată după o zi de incubare cu  200 μg/mL  NP PLGAChi . 

 

 

Puncte cheie 

 NP PLGAChi  sunt captate de către KON 

 Captarea  NP PLGAChi de către  KON este dependentă de concentraţie şi timp 

 NP PLGA nu au pătruns în KON 

https://www.google.ro/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=3&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwieldidtdnUAhWjIpoKHQUsDI8QFgg6MAI&url=http%3A%2F%2Fgraphemica.com%2F%25C2%25B1&usg=AFQjCNHvOw7X6_jso3ODukX_FBShDGr6-A
https://www.google.ro/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=3&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwieldidtdnUAhWjIpoKHQUsDI8QFgg6MAI&url=http%3A%2F%2Fgraphemica.com%2F%25C2%25B1&usg=AFQjCNHvOw7X6_jso3ODukX_FBShDGr6-A
https://www.google.ro/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=3&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwieldidtdnUAhWjIpoKHQUsDI8QFgg6MAI&url=http%3A%2F%2Fgraphemica.com%2F%25C2%25B1&usg=AFQjCNHvOw7X6_jso3ODukX_FBShDGr6-A
https://www.google.ro/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=3&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwieldidtdnUAhWjIpoKHQUsDI8QFgg6MAI&url=http%3A%2F%2Fgraphemica.com%2F%25C2%25B1&usg=AFQjCNHvOw7X6_jso3ODukX_FBShDGr6-A
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Figura  7.1.  Captarea  diferită a  nanoparticulelor  polimerice de către keratinocitele orale 

normale 

 NP PLGAChi sunt încorporate în interiorul KON (B.,D. şi F.)  în comparaţie cu NP PLGA 

care  nu sunt captate de către KON (C. şi E.)  

A. KON control                                             D. KON / 200 µg/mL  NP PLGAChi / 24h    

B. KON/20 µg/mL NP PLGAChi / 12h          E. KON / 20 µg/mL  NP PLGA / 2h   

C. KON / 200 µg/mL NP  PLGA / 24h          F. KON / 20 µg/mL   NP PLGAChi /  2h 

 Discuţii 

 Rezultatele  sunt  în acord cu studii anterioare  care au arătat o înglobare mărită  a 

NP polimerice fortificate cu Chi faţă de  NP polimerice neacoperite de Chi (Wang Y., 

2013; Bakhru S.H, 2012; Alqahtani S., 2015; Chronopoulou L., 2012; Dyawanapelly S., 

2016; Virlan M.J.R., 2017). Într-un studiu din 2015, Alqahtani S.  a arătat că  la linia 

celulară Caco-2, NP PLGAChi au înglobat de 3,5 ori mai multe  celule faţă de numărul de 

celule în care au intrat NP PLGA (Alqahtani S., 2015; Virlan M.J.R., 2017). Chronopoulos 

a raportat faptul că înglobarea NP PLGAChi pare să se facă mult mai rapid decât 

înglobarea  NP PLGA în hepatocitele umane 3A şi în fibroblastele  3T6 (Chronopoulou L., 

2013; Virlan M.J.R., 2017). Este cunoscut faptul că NP cationice îmbunătăţesc captarea 

celulară şi deschid  legăturile intercelulare strânse (Sah H., 2013).  A fost semnalat faptul 
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că internalizarea particulelor pozitive de Chi se produce predominant prin endocitoză, iar 

suprafeţele electropozitive datorită faptului că aderă mult mai uşor decât cele 

electronegative sau neutre la suprafeţele membranare, sunt preluate mult mai facil de către 

membranele celulare electronegative (Chronopoulou L., 2013; Chuah L.H., 2014; 

Hillaireau H., 2009). Rezultatele din acest experiment confirmă faptul că acoperirea cu Chi 

a NP PLGA  duce la o captare mult mai eficientă a NP de către KON. 

 

Capitolul 8. Studiul 3 

Captarea nanoparticulelor din acid poli-lacto-co-glicolic  şi a 

nanoparticulelor din acid poli-lacto-co-glicolic acoperite de chitosan de 

către keratinocitelor orale premaligne  (POE9i) 

 

 Scopul studiului  îl reprezintă evaluarea captării NP PLGA şi a NP PLGAChi  de 

către  keratinocitele orale umane premaligne (POE9i). 

 Rezultate  

  NP PLGA nu au penetrat membrana celulelor POE9i . NP PLGAChi  au pătruns  

în POE9i doar după expunerea  la 20 μg/mL  NP PLGAChi şi 200 μg/mL NP PLGAChi.  

 

Figura 8.1.  Comparaţie între captarea nanoparticulelor din acid poli-lacto-co-glicolic 

acoperite de chitosan  de către  keratinocitele orale normale şi  de  către keratinocitele orale 

premaligne POE9i 

Puncte cheie 

 NP PLGAChi  sunt captate de POE9i, dar NP PLGA nu sunt preluate de POE9i 

 Captarea NP PLGAChi în interiorul POE9i este dependentă de concentraţie şi timp 
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 Discuţii 

 Se observă o preluare preferenţială a NP PLGAChi de către keratinocitele 

precanceroase în detrimentul keratinocitelor normale. Într-un studiu anterior, Sahay G. şi 

colaboratorii săi au emis ipoteza conform căreia culturile de celule epiteliale ce formează 

legături strânse unele cu altele nu au internalizat NP, în comparaţie cu celulele canceroase 

(ce nu aveau legături intercelulare strânse) care au internalizat NP (Sahay G., 2010; Virlan 

M.J.R., 2017). Această ipoteză ar putea explica şi captarea preferenţială a keratinocitelor 

premaligne faţă de cele normale de către NP PLGAChi.      

 

Capitolul 9. Studiul 4 

Captarea nanoparticulelor din acid poli-lacto-co-glicolic  şi a 

nanoparticulelor din acid poli-lacto-co-glicolic acoperite de chitosan de 

către keratinocitelor orale maligne  (5PT) 

 Scopul studiului  îl reprezintă evaluarea captării  NP PLGA şi a NP PLGAChi de 

către  keratinocitele  orale maligne 5PT. 

 Rezultate 

        NP PLGAChi au pătruns numai în celulele 5PT expuse la 200 μg/mL NP PLGAChi 

timp de 12h şi 24h. NP PLGA nu au fost captate de 5PT. 

 

Figura 9.1. Comparaţie între  captarea  nanoparticulelor din acid poli-lacto-co-glicolic 

acoperite de chitosan  de către keratinocitele orale umane  
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Puncte cheie 

 NP PLGAChi  sunt captate de  5PT, dar NP PLGA nu pătrund în celulele 5PT 

 Captarea NP PLGAChi de către  5PT este dependentă de concentraţie şi timp 

 Discuţii 

 Captare mult întârziată a NP PLGAChi de către 5PT în comparaţie cu KON şi 

POE9i, ar putea fi explicată de caracterul celulelor 5PT. Acestea sunt celule tumorale 

foarte agresive cu o viteză de diviziune ridicată. În comparaţie cu KON şi POE9i, celulele 

5PT este foarte posibil să fi suferit mult mai multe diviziuni în timpul intervalelor de 

expunere la NP, mărindu-şi consistent populaţia, lucru ce ar putea interfera cu capacitatea 

acestora de captare a NP. Cu toate că iniţial probele cu  liniile celulare testate au avut 

acelaş număr de celule care au fost expuse la NP, în intervalul de expunere la NP, celulele 

5PT au avut o rată de diviziune considerabil mai ridicată decât celelalte tipuri de 

keratinocite. Acest fapt ar fi putut interfera cu anumite capacităţi de preluare a NP 

PLGAChi. De asemenea mediul de cultură pentru 5PT este unul special pentru celule 

canceroase. Nu ştim încă în ce măsură influenţează componenţii din mediul de cultură 

celular aglomerarea NP PLGAChi şi pătrunderea acestora intracelular.  

 

    Capitolul 10. Studiul 5 

Captarea nanoparticulelor din acid poli-lacto-co-glicolic  şi a 

nanoparticulelor din acid poli-lacto-co-glicolic acoperite de chitosan de 

către fibroblastele orale normale  (FON) 

 Scopul studiului  îl reprezintă evaluarea captării NP PLGA şi a NP PLGAChi  de 

către  fibroblastele orale umane (FON). 

 Rezultate 

 NP PLGA nu au fost captate de FON, spre deosebire de NP PLGAChi care au 

pătruns în FON. După 12h de expunere la 20 μg/mL NP PLGAChi, procentajul mediu de 

FON care au încorporat NP PLGAChi  a fost de 89,47 % ± 6,33. După 24h de expunere  la 

20 μg/mL NP PLGAChi procentul de FON care au captat NP  a scăzut la jumătate 41,70 % 

±  6,07. NP s-au mai observat în interiorul FON  şi după incubarea pentru 12h la 200 

μg/mL NP PLGAChi, în proporţie de 15,07% ±  2,74 . 

https://www.google.ro/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=3&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwieldidtdnUAhWjIpoKHQUsDI8QFgg6MAI&url=http%3A%2F%2Fgraphemica.com%2F%25C2%25B1&usg=AFQjCNHvOw7X6_jso3ODukX_FBShDGr6-A
https://www.google.ro/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=3&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwieldidtdnUAhWjIpoKHQUsDI8QFgg6MAI&url=http%3A%2F%2Fgraphemica.com%2F%25C2%25B1&usg=AFQjCNHvOw7X6_jso3ODukX_FBShDGr6-A
https://www.google.ro/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=3&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwieldidtdnUAhWjIpoKHQUsDI8QFgg6MAI&url=http%3A%2F%2Fgraphemica.com%2F%25C2%25B1&usg=AFQjCNHvOw7X6_jso3ODukX_FBShDGr6-A
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Figura 10.1.   Captarea nanoparticulelor din acid poli-lacto-co-glicolic acoperite de 

chitosan  de către fibroblastele orale normale 

A. FON control                                      B. FON /200 g/mL NP PLGAChi  

Puncte cheie 

 NP PLGAChi  sunt capabile să pătrundă în interiorul FON 

 Captarea NP PLGAChi  de către FON este dependentă de concentraţie şi timp 

 NP PLGA nu au pătruns în FON 

 Discuţii 

 S-a observat scăderea încorporării NP PLGAChi în interiorul FON odată cu 

creşterea concentraţiei NP şi a timpului de expunere. O posibilă explicaţie ar putea fi o 

anumită  aglomerare a NP PLGAChi în mediul de cultură. FON au fost cultivate în DMEM 

îmbogăţit cu ser bovin fetal 10%. Nu se cunosc încă efectele exacte ale proprietăţilor 

mediului asupra NP PLGAChi.  

 

Capitolul 11. Studiul 6 

Captarea nanoparticulelor din acid poli-lacto-co-glicolic  şi a 

nanoparticulelor din acid poli-lacto-co-glicolic acoperite de chitosan de 

către fibroblastele asociate cancerului oral (OSCC-1) 

 

 Scopul studiului  îl reprezintă evaluarea captării NP PLGA şi a NP PLGAChi  de 

către  fibroblastele asociate cancerului oral (OSCC-1). 

 Rezultate  

 S-a  remarcat captarea NP PLGAChi (dar nu şi a NP PLGA) de către OSCC-1. S-a 

observat  încorporarea NP PLGAChi în 100% din  celulele OSCC-1 expuse la 5 µg/mL NP 

PLGAChi, 20  µg/mL NP PLGAChi   şi  200  µg/mL NP PLGAChi pentru 24h. 
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Puncte cheie 

 NP PLGAChi  sunt capabile să pătrundă în interiorul OSCC-1 

 Captarea NP PLGAChi de către OSCC-1 este dependentă de concentraţie şi timp 

 NP PLGA nu au pătruns în OSCC-1 

 

Figura 11.1.  Captarea nanoparticulelor din acid poli-lacto-co-glicolic acoperite de chitosan  

de către fibroblastele orale asociate cancerului oral OSSC-1 

A. OSCC-1  control                       B. OSCC-1  /  20 µg/mL NP  PLGAChi NP  /  24h  

 Discuţii 

 Datele din acest studiu sunt diferite de cele obţinute după incubarea FON cu NP 

PLGAChi (Capitolul 10). O posibilă explicaţie a preluării diferite observate în acest studiu 

a NP PLGAChi în interiorul 0SCC-1 faţă de FON ar putea fi explicată prin diferenţele 

dintre caracteristicile membranare ale acestor celule, sau legăturilor intercelulare diferite 

formate. O posibilă explicaţie ar putea fi şi teoria lui  Sahay G., menţionată în Capitolul 8. 

 

12. Studiul 7 

Captarea nanoparticulelor din acid poli-lacto-co-glicolic  şi a 

nanoparticulelor din acid poli-lacto-co-glicolic acoperite de chitosan de 

către celulele din pulpa dentară (CPD) 

 

 Scopul studiului  îl reprezintă evaluarea captării NP PLGA şi a NP PLGAChi  de 

către  celulele din pulpa dentară (CPD). 

 Rezultate 

Puncte cheie 

 NP PLGAChi  nu au fost capabile să pătrundă în interiorul CPD 

 NP PLGA nu au fost capabile să pătrundă în interiorul CPD 
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Figura 12.1. Captarea nanoparticulelor polimerice din acid poli lacto-co-glicolic acoperite 

sau nu cu chitosan, de către celulele din pulpa dentară (CPD) 

 Nu s-au observat diferenţe semnificative între probele control (A.şi C.), faţă de probele 

expuse la NP PLGA (C. şi E.) şi NP PLGAChi (B. şi D.) 

 Discuţii 

 Considerând faptul că la alte tipuri de celule au fost observat internalizări ale NP la 

intervale de timp mai mici sau mai mari decât cele folosite în studiul nostru (Alqahtani S., 

2015; Chronopoulou L., 2013), experimente viitoare ar putea lua în considerare varianta 

testării CPD  pe o paletă mai largă de concentraţii şi intervale de expunere la NP PLGA 

sau NP PLAGAChi. NP PLGAChi ar putea fi folosite în anumite aplicaţii unde 

pătrunderea NP în interiorul CPD nu este de dorit, de exemplu în condiţionările dentinare  

sau în tratamentele endodontice, în etapele după extirpările pulpare. 

 

Capitolul 13. Studiul 8 

Captarea nanoparticulelor din acid poli-lacto-co-glicolic  şi a 

nanoparticulelor din acid poli-lacto-co-glicolic acoperite de chitosan de 

mucoasele artificiale orale (MAO) 

 Scopul studiului  îl reprezintă evaluarea captării  NP PLGAChi de către ţesuturile 

artificiale de mucoasă orală. 

 Rezultate 

 NP PLGAChi au fost capabile să penetreze  straturile superficiale  ale MAO după 

expunere timp de 24h  la 200  µg/mL NP PLGAChi (Fig. 13.1.). 
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 Puncte cheie  

 NP PLGAChi  sunt capabile să pătrundă în interiorul MAO 

 

                

Figura 13.1.   Evidenţierea pătrunderii nanoparticulelor din acid poli-lacto-co-glicolic  

acoperite de chitosan în interiorul mucoaselor artificiale orale 

 Discuţii 

 Rezultatele obţinute în studiile anterioare în 2D (culturile celulare într-un singur 

strat) sunt confirmate  de experimentele  3D din acest studiu. În ultimii ani s-a pus un 

accent tot mai mare pe limitarea testării pe animale şi pe dezvoltarea de ţesuturi artificiale 

care să simuleze cât mai exact condiţiile naturale. Folosirea  MAO  se aseamănă mult mai 

mult de condiţiile din cavitatea bucală decât testele pe celulele. Astfel, se pot obţine date 

mult mai bune referitoare la acţiunea diferiţilor compuşi (medicamente, NP) asupra 

mucoasei orale.  Dar, cu toate acestea, MAO  nu pot substitui experimentele in vivo  

deoarece sunt compuse  dintr-o biomatrice de colagen şi celule epiteliale, fără alte 

componente ale unei mucoase naturale, cum ar fi celulele imune şi componentele vasculare 

(Konstantinova V., 2016; Costea D.E., 2003; Virlan M.J.R., 2017). Mai mult, saliva  poate 

să interfereze cu penetrarea NP în mucoasa orală şi să îngreuneze penetrarea NP în 

interiorul epiteliului oral (Konstantinova V., 2016; Virlan M.J.R., 2017). Cum MAO nu au 

avut un strat protector de salivă, este dificil să estimăm influenţa salivei  în înglobarea NP 

în interiorul  mucoasei orale  in vivo. Un alt factor important este că nu se cunoaşte 

comportarea NP PLGAChi în salivă şi dacă aceasta influenţează în vreun fel  aglomerarea 

particulelor sau captarea NP PLGAChi de către mucoasa orală. În plus, epiteliile orale 

suferă un proces natural de descuamare, proces ce ar putea interfera cu profunzimea 

pătrunderii NP PLGAChi în interiorul mucoasei orale (Konstantinova V., 2016; Virlan 

M.J.R., 2017). Procesul de descuamare nu a putut fi reprodus în aceste modele de MAO. 
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Capitolul 14. Studiul 9 

Captarea nanoparticulelor din acid poli-lacto-co-glicolic  şi a 

nanoparticulelor din acid poli-lacto-co-glicolic acoperite de chitosan de 

către  către celule canceroase orale CA1 şi de către  celule stem ale 

cancerului oral  (CSC) 

 

 Scopul studiului  îl reprezintă  evaluarea NP PLGA şi a NP PLGAChi de către 

celulele canceroase orale CA1, precum şi testarea ipotezei conform căreia NP acoperite de 

Chi sunt preluate selectiv de CSC orale. 

 Rezultate 

 Linia de celule canceroase CA1 conţine atât CSC (CD44+), cât şi celule canceroase 

non stem (CD44- ). La analiza cu citometrul în flux CSC au fost detectate cu anticorpii 

CD44 - PE (clona G44-26, BD Bioscience). Deoarece NP PLGA şi NP PLGAChi sunt 

conjugate cu FITC, celulele care au captat NP PLGAChi au fost recunoscute  ca  fiind 

celule FITC+. NP PLGAChi au fost captate de celulele CA1 la toate concentraţiile folosite 

în studiu. Mai mult, s-a observat o anumită  preferinţă  şi selectivitate a   NP PLGAChi 

pentru celulele CD44+  faţă de restul populaţiei de celule canceroase orale CA1 expuse la 

NP PLGAChi. Cea mai mare selectivitate a NP PLGAChi pentru celulele CD44+ a fost 

observată la concentraţia de 20 g/mL  NP PLGAChi. NP PLGA folosite în acest studiu nu  

au intrat în celulele CA1 (şi implicit nici în CSC din componenţa acestora), la 

concentraţiile testate.  

 

Puncte cheie 

 NP PLGAChi  au fost captate de  CA1 şi de CSC orale 

 Captarea NP PLGAChi de către CA1 este dependentă de concentraţie  

  Captarea NP PLGAChi de către CSC este dependentă de concentraţie  

 NP PLGAChi se leagă selectiv la  CA1 ce exprimă cantităţi ridicate de markeri 

CD44+ (CSC orale) 

 NP PLGA nu au fost captate de  CA1 şi nici de CSC orale 
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Figura 14.1. Captarea preferenţială a a nanoparticulelor din acid poli-lacto-co-glicolic 

acoperite de chitosan  de către celulele CD44+ (celule stem canceroase) 

 Discuţii 

  CSC orale sunt o subpopulaţie de  celule canceroase care prezintă o supraexpresie 

a receptorilor CD44+, au proprietăţi de iniţiere a tumorilor şi sunt considerate principala 

cauză pentru rezistenţa terapeutică a tratamentelor anticancer (Biddle A., 2016; 

Gemenetzidis E., 2015). CD44+ este o proteină de suprafaţă şi un receptor biologic 

specific pentru acidul hialuronic (AH) (Wang T., 2017;  Ravari N. S., 2016). Mai multe 

studii au confirmat ipoteza conform căreia AH are o afinitate marcată pentru proteina 

receptoare CD44+ şi poate astfel să ţintească preferenţial celulele care prezintă o 

supraexpresie a CD44+ (Wang T., 2017, Ravari N. S., 2016). Chi este un  polizaharid 

natural precum AH, deci putem să ne gândim la o preferinţă a Chi pentru celulele CD44+. 

Afinitatea ridicată a NP Chi la celulele CD44+ orale poate fi cauzată de o anumită afinitate 

a Chi pentru receptorii CD44+. Experimente recente au  recunoscut abilităţile NP acoperite 

de Chi de a îmbunătăţii  transportul cu  medicamente antitumorale (Elbaz N.M., 2016; 

Thakur C.K., 2016; Chen H., 2016; Nag M., 2016; Lin M., 2015; Mazzarino L., 2015). 

Articole anterioare au evidenţiat de asemenea preferinţa NP acoperite de Chi  pentru CSC. 

Într-un studiu recent NP acoperite de Chi  ce conţineau doxorubicină au fost capabile să 

ţintească şi să elimine  celulele " cancer stem like " (Rao W., 2015). Mai mult,  NP formate 

din  Chi, AH şi Pluronic F127 ce transportau  tot doxorubicină  au fost capabile să elimine 

celulele "cancer stem like" (Wang H.,  2015). Un alt studiu a arătat că NP de AH încărcate 

cu docetaxel şi învelite cu Chi au fost mult mai eficiente împotiva celulelor CD44+  decât 

docetaxel în formă liberă, neînglobat în NP (Ravari N. S., 2016).  
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Capitolul 15 

 Concluziile tezei de doctorat 

 Nanoparticulele polimerice din acid poli-lacto-co-glicolic (NP PLGA) sunt biocompatibile 

cu  keratinocitele orale normale umane KON, precum şi cu linia de keratinocite premaligne 

POE9i, în cazul expunerii celulelor la  NP PLGA  în concentraţie de până la 200 μg/mL şi 

pentru un interval de timp de până la 24h 

 NP PLGA acoperite cu chitosan (NP PLGAChi) sunt biocompatibile cu KON  şi  cu 

POE9i în cazul utilizării NP PLGAChi în concentraţie de până la 200 μg/mL NP PLGA, 

pentru un interval de până la 24h 

 Acoperirea suprafeţei NP PLGA cu Chi nu influenţează biocompatibilitatea NP faţă de 

keratinocitele orale umane  

 Studiul oferă noi date referitoare la încorporarea NP  polimerice din PLGA, acoperite sau 

nu de Chi, în interiorul celulelor orale  normale sau patologice : keratinocite  orale normale 

KON, keratinocite orale precanceroase POE9i, keratinocite orale canceroase 5PT, 

fibroblaste orale normale FON, fibroblaste asociate cancerului oral OSCC-1, precum şi 

celule din pulpa dentară CPD 

 NP PLGA acoperite de Chi s-au dovedit mult mai eficiente în a traversa membrana 

celulară a KON, POE9i, 5PT, FON şi OSCC-1. Rezultatele in vitro au confirmat ideea 

penetrării mult îmbunătăţite  a NP PLGA acoperite de Chi în comparaţie cu NP PLGA 

simple în interiorul celulelor orale KON, POE9i, 5PT, FON şi OSCC-1 

 Acoperirea NP PLGA cu Chi îmbunătăţeşte preluarea acestor NP de către KON, POE9i, 

5PT, FON şi OSCC-1 

 Captarea NP PLGAChi de către KON, POE9i, 5PT, FON şi OSCC-1 este dependentă de 

concentraţie şi timp 

 NP PLGAChi  sunt capabile să pătrundă în interiorul ţesuturilor orale artificiale de 

mucoasă orală crescute in vitro 

 NP PLGA nu sunt captate de către KON, POE9i, 5PT, FON şi OSCC-1 

 NP PLGAChi sunt recomandate a fi studiate ca  viitoare sisteme de transport şi eliberare 

controlată către mucoasa orală, în tratamentul afecţiunilor mucoasei orale, precum şi în 

tratamentul afecţiunilor premaligne sau maligne orale 

 Se poate observa preferinţa  NP PLGAChi pentru keratinocite precanceroase faţă de 

keratinocitele orale normale, ceea ce le recomandă în terapia afecţiunilor maligne orale şi, 
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mai relevant din punct de vedere medical, în prevenirea trecerii leziunilor premaligne în 

faza malignă 

 NP PLGAChi  nu sunt internalizate de către celulele din pulpa dentară  

 NP PLGA  nu sunt internalizate de către celulele din pulpa dentară  

  NP PLGAChi utilizate în acest studiu nu sunt eligibile pentru aplicaţii dentare ce necesită 

pătrunderea NP în interiorul celulelor din pulpa dentară, deoarece NP PLGAChi nu 

pătrund în CPD 

 Totuşi, NP PLGAChi ar putea fi folosite în anumite aplicaţii unde pătrunderea NP în 

interiorul CPD nu este de dorit, de exemplu în condiţionările dentinare  sau în tratamentele 

endodontice, în etapele după extirpările pulpare 

 S-a constatat legarea selectivă şi captarea NP acoperite de Chi de către celulele cancerului 

oral ce exprimă cantităţi ridicate de receptori CD44+ 

 NP PLGAChi sunt internalizate preferenţial de către CSC orale umane 

 Rezultatele duc la o nouă direcţie în tratamentul cancerului oral 

 NP PLGAChi încărcate cu medicamente anticancer ar putea fi folosite pentru tratamentul  

CSC orale cu o mai mare eficienţă. NP acoperite de Chi ar putea fi utilizate pentru a 

distruge într-un mod selectiv celulele iniţiatoare de tumori CSC, ducând la o eficienţă mai 

mare a tratamentului. De asemenea, NP Chi ar putea să micşoreze timpul de contact al 

medicamentelor anticancer cu ţesuturile sănătoase, oferind o şansă de a  transporta doze 

mai mari de substanţă către ţesuturile cancerigene, evitând ţesuturile sănătoase şi generând 

efecte secundare mult mai mici. NP Chi pot scădea astfel perioada şi cantitatea de contact a 

celulelor sănătoase  cu substanţele antitumorale, ducând la efecte adverse nedorite mult 

diminuate. 

Contribuţii personale 

  Consider că au fost atinse obiectivele de cercetare fixate pentru cele 9 studii 

prezentate în cuprinsul tezei de doctorat. Am  cultivat o mare varietate de celule orale 

normale şi patologice ce au fost  ulterior testate la două tipuri de NP  polimerice, NP 

PLGA şi NP PLGAChi (Capitolele 6-14). Apoi am realizat analiza interacţiunilor celulelor 

orale cu NP polimerice utilizând teste de de viabilitate (Capitolul 6), tehnici de  MIF 

(Capitolele 7-13) şi citometrul în flux de tip FACS (Capitolul 14). În timpul 

experimentelor am învăţat să izolez celule primare orale normale (Capitolul 6, Capitolul 

10, Capitolul 12) şi canceroase (Capitolul 14), precum şi să cultiv  in vitro ţesuturi de 

mucoasă artificială orală (Capitolul 13). Rezultatele  studiilor prezetante în teză au indicat 
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nu numai penetrarea NP PLGAChi în interiorul celulelor orale (normale şi cancerose)         

(Capitolele 7-11), dar mai ales o penetrare selectivă a  NP PLGAChi în interiorul celulelor 

stem ale cancerului oral (Capitolul 14). Am observat de asemenea şi captarea mult mai 

rapidă a NP PLGAChi de către keratinocitele precanceroase faţă de keratinocitele orale 

normale (Capitolul 8). Interesant este faptul că NP PLGA din acest studiu nu au fost 

preluate de nici o linie celulară orală (Capitolele 7-11) iar CPD nu au captat nici NP PLGA 

şi nici NP PLGAChi (Capitolul 12). Captarea NP PLGAChi de către celulele mucoasei 

orale, în culturi celulare 2D sau 3D orientează utilizarea NP PLGAChi spre  a fi utilizate în 

transportul de substanţe active către mucoasa orală, în vederea vindecării anumitor 

afecţiuni ale ţesuturilor cavităţii orale (Capitolul 13). De asemenea NP PLGAChi ar putea 

fi utilizate şi în viitoare  tratamente endodontice (Capitolul 12). Preferinţa NP PLGAChi 

pentru keratinocite precanceroase faţă de keratinocitele orale normale, recomandă  

utilizarea acestor NP în terapia afecţiunilor maligne orale şi, mai relevant din punct de 

vedere medical, în prevenirea trecerii leziunilor premaligne în faza malignă (Capitolul 8). 

Deasemenea, selectivitatea NP PLGAChi cu celulele CD44+ ar putea fi folosită şi în 

oncologie, sau în alte ramuri medicale (Capitolul 14). NP PLGAChi ar putea fi studiate şi 

pentru tratamentul altor tipuri de cancer ce prezintă celule stem cu supraexpresie a 

receptorilor CD44+ (Capitolul 14). 

 Din punct de vedere tehnico-economic, acest studiu a necesitat mulţi reactivi şi 

metode de analiză foarte scumpe. Experimentele au fost posibile ca urmare a colaborării cu 

Universitatea din Bergen, Norvegia unde am desfăşurat cea mai mare parte a 

experimentelor (Capitolele 6-13). În plus, ca urmare a bursei de cercetare  

POSDRU/159/1.5/S/135760 CERO – PROFIL DE CARIERĂ: CERCETĂTOR ROMÂN 

am beneficiat de o bursă de mobilitate la Universitatea Queen Mary din Londra unde am 

putut efectua Studiul 9 (Capitolul 14). Doamna Profesor Cristina Sabliov de la Louisiana 

State University din S.U.A. ne-a furnizat NP polimerice utilizate în acest studiu (Capitolul 

5). Analiza datelor la MIF fost posibilă cu ajutorul Institutului de Biochimie al Academie 

Române din Bucureşti (Capitolul 5). 

 Una dintre limitările studiului o reprezintă faptul că am utilizat 3 intervale de 

expunere şi 3 concentraţii de NP pentru compararea captării NP de către celulele orale. 

Studii viitoare ar trebui să folosească o paletă mai largă de concentraţii de NP şi de 

intervale de expunere (Capitolele 6-13). Considerând faptul că am realizat testarea 

biocompatibilităţii NP PLGA şi a NP PLGAChi cu două tipuri de celule orale (Capitolul 
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6), ar fi util continuarea testării biocompatibilităţii NP polimerice cu o varitate mai mare de 

celule orale, izolate de la mai mulţi pacienţi. 

 Cu toată că studiul s-a concentrat pe multe tipuri de celule orale,  o direcţie viitoare 

de  cercetare ar  fi şi testarea NP PLGA şi NP PLGAChi şi pe alte celule din cavitatea 

bucală, de exemplu celulele din ligamentul parodonal, celule osoase sau papilele linguale. 

De asemenea, ar trebui continuate experimentele pe ţesuturi de mucoasă orală pentru mai 

multe intervale de expunere la NP PLGAChi. Cultivarea ţesuturilor artificiale orale 

necesită reactivi şi timp. Utilizarea ţesuturilor artificiale oferă mult mai multe date decât 

studiile pe celule, fără necesitatea folosirii animalelor de laborator. Acesta este însă primul 

studiu din România în care se utilizează ţesuturi artificiale orale crecute în laborator. 

 Noutatea studiului o reprezintă faptul că  am realizat  primul studiu care 

abordează problema interacţiunii nanoparticulelor polimerice NP PLGA şi a NP 

PLGAChi cu celulele din cavitatea orală. De asemenea este primul studiu care testează 

nanoparticule polimerice pe ţesuturi artificiale de mucoasă orală şi primul studiu din 

România în care sunt cultivate ţesuturi artificiale de mucoasă orală.Mai mult, unul 

dintre rezultatele foarte importante obţinute în cadrul experimentelor o reprezintă datele 

referitoare la selectivitatea nanoparticulelor acoperite de chitosan faţă de celulele stem 

ale cancerului oral. Rezultatele promiţătoare deschid calea unei noi direcţii de cercetare 

în tratamentul cancerului oral. În plus, nanoparticulele de chitosan ar putea fi utilizate 

şi în alte tipuri de cancere ce prezintă celule stem cu o supraexpresie a proteinei 

receptoare CD44. Astfel, NP PLGAChi ar putea fi utlizate nu numai în viitoare 

tratamente ale cancerului oral, dar şi al altor tipuri de afecţiuni maligne.Pentru 

rezultatele cercetărilor despre selectivitatea NP acoperite de chitosan cu celulele stem ale 

cancerului oral am obţinut Premiul Tânărului Cercetător la Congresul Universităţii de 

Medicină şi Farmacie "Carol Davila" 2016.  

 Rezultatele promiţătoarea obţinute în cele 9 studii desfăşurate de mine în timpul 

doctoratului, indică utilitatea aprofundării studiului NP PLGAChi pentru diferite aplicaţii 

în medicina dentară, precum şi în tratamentul cancerului oral sau al leziunilor premaligne 

orale. 
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