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LISTA DE ABREVIERI

ABC = engl. ATP-binding cassette superfamily
ADMET = absorbtie, distributie, metabolism, excretie si toxicitate
ADN = acid dezoxiribonucleic

ARN = acid ribonucleic

ARNLt = acid ribonucleic de transport

ASFV = virusul pestei porcine africane

ATCC = American Type Culture Collection

ATP = adenozin trifosfat

CLSM = microscopie confocald cu scanare laser
CMB = concentratia minima bactericida

CMF = concentratia minima fungicida

CMI = concentratia minima inhibitorie

CNS = sistemul nervos central

COX = ciclooxigenaza

CSH = hidrofobicitatea suprafetei celulare

CVB3 = Coxsackievirus B3

DMEM = engl. Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DMSO = dimetilsulfoxid

DPPH = 2,2-difenil-1-picrilhidrazil

EC = epicatechina

ECG = epicatechin-3-galat

EGC = epigalocatechina

EGCG = epigalocatechin-galatul

EPS = substante polimerice extracelulare

ESM = eroarea standard a mediei

Ez = activitate esterazica

FIC = concentratia inhibitorie fractionara

FICI = indice de concentratie inhibitorie fractionara
GTC = catechina

HMDS = hexametildisilazan

Hz = activitatea hemolizinei

IR = Spectroscopia in infrarogu

LB = Luria-Bertani

LDL = lipoproteine de densitate scazuta

MATE = engl. multidrug and toxin extrusion superfamily
MDR = engl. multiple drug resistange

MEFS = engl. major facilitator superfamily



MHA = agar Mueller Hinton

MHB = bulion Mueller Hinton

MRSA = Staphylococcus aureus rezistent la meticilina
MTD = doza maxima tolerata

MTT = (3-(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide)
NADPH = nicotinamid adenin dinucleotid redus

NB = bulion nutritiv

PBS = tampon fosfat salin

Pz = activitate fosfolipazica

QS = engl. Quorum sensing

RMN = rezonanta magnetica nucleara

RND = engl. resistance nodulation cell division family
ROS = specii reactive de oxigen

rpm = rotatii pe minut

RPMI = Roswell Park Memorial Institute

sarA = engl. staphylococcal accessory regulator A
SDA = Agar Sabouraud dextroza

SDB = bulion Sabouraud dextroza

SDR = engl. Single-drug resistance

SEM = microscopie electronica cu baleiaj

SM = spectrometrie de masa

SMR = engl. small multidrug resistance family

SOD = superoxid dismutaza

TMMC = 5,6,8-trihidroxi-7,4" dimetoxi flavona (5,6,8-trihidroxi-7-metoxi-2-(4-metoxifenil)-2H-cromen-
4-ona)

UFC = unitati formatoare de colonii

UV = ultraviolete

UVB = ultraviolete B

VDss = volumul de distributie la starea de echilibru
YNB = engl. yeast nitrogen base

YPD = engl. yeast peptone dextrose



INTRODUCERE

Rezistenta la antibiotice este descrisa ca fiind una dintre cele mai mari amenintari globale
ale secolului XXI in ceea ce priveste sandtatea umana (Sabtu et al., 2015). Prin urmare,
descoperirea de noi agenti antimicrobieni cu eficacitate ridicatd si toxicitate scazutd este o
prioritate pentru comunitatea stiintificd. Din acest motiv, pentru a descoperi medicamente noi,
eficiente, care sd functioneze asemenea ,,gloantelor magice” (Aslam et al., 2018), cercetatorii ar
trebui sa-si indrepte atentia spre identificarea substantelor ce apartin unor noi clase de compusi la
care microorganismele nu au dezvoltat rezistenta.

O posibila strategie pentru a combate rezistenta microbiand ar putea fi utilizarea
flavonoidelor naturale extrase din plante, dar si a celor sintetice si semisintetice (Cushnie ef al.,
2008) datoritd proprietatilor importante pe care le prezinta.

Timp de secole, cataplasme, infuzii, balsamuri si condimente ce contin flavonoide ca
principali constituenti fiziologic activi au fost folosite de medici si de vindecatori In incercarea
de a trata bolile umane (Havsteen, 1983; Cushnie si Lamb, 2011). Printre utilizarile traditionale
ale flavonoidelor se numadra tratamentul si prevenirea unor boli infectioase, rani, infectii ale
ranilor, acnee, infectii respiratorii, boli gastrointestinale si infectii ale tractului urinar (Cushnie si
Lamb, 2011).

Pe langa utilizarile in medicina traditionald, flavonoidelor li s-au atribuit diverse efecte
pozitive asupra sanatatii umane si animale, cum ar fi proprietatile antioxidante, antiinflamatorii,
antimicrobiene, antitumorale sau cardioprotectoare (Stefan si Birsa, 2019). Datoritd efectelor
pozitive asupra sdnatatii umane atribuite flavonoidelor, interesul actual in ceea ce priveste
rezistenta la antibiotice se indreapta catre testarea activitatii antimicrobiene atat a flavonoidelor
naturale, cat si a celor sintetice (Khajuria et al., 2019).

De-a lungul timpului, cercetatorii au observat ca proprietatile flavonoidelor naturale pot fi
imbunatatite prin modificarea structurii acestora, obtinandu-se astfel flavonoide sintetice sau
semisintetice cu activitate antimicrobiana mult mai intensa (Stefan si Birsa, 2019). In consecinta,
studiile noastre s-au centrat pe testarea activitdtii antimicrobiene si stabilirea mecanismelor de
actiune ale unei noi clase de flavonoide sintetice triciclice cu sulf. Motivatia studiului nostru este
legata atdt de proprietatile antibacteriene si antifungice promitatoare ale acestor flavonoide, cat si
de potentialul lor ridicat in dezvoltarea de medicamente antimicrobiene noi, ce pot fi utilizate in

contextul fenomenului alarmant al rezistentei la antibiotice.



OBIECTIVELE PRINCIPALE ALE STUDIULUI

Obiectivul principal al acestui studiu este reprezentat de identificarea proprietatilor
antimicrobiene si ale mecanismelor de actiune a unor flavonoide sintetice triciclice cu sulf.
Pentru indeplinirea acestui obiectiv s-au stabilit 8 obiective secundare, fiecare dintre acestea
avand la randul lor o serie de activitati asociate.

Selectia unor flavonoide sintetice cu activitate antimicrobiana

Activitati asociate:

O.1.1. Determinarea concentratiei minime inhibitorii si a concentratiei —minime
bactericide/fungicide.

0.1.2. Stabilirea influentei flavonoidelor asupra cresterii unor culturi bacteriene si fungice.

0.1.3. Evidentierea efectelor flavonoidelor asupra viabilitatii celulare.

Investigarea mecanismelor de actiune ale flavonoidei BrCl.

Activitati asociate:

0.2.1. Aprecierea integritatii membranare utilizind microscopia cu fluorescenta.

0.2.2. Evaluarea morfologiei celulelor de Candida in prezenta flavonoidei BrCl utilizdnd
microscopia electronica cu baleiaj.

Stabilirea activitatii flavonoidei BrCl asupra factorilor implicati in virulenta si rezistenta
bacteriilor.

Activitati asociate:

0.3.1. Determinarea activitatii flavonoidei BrCl asupra motilitatii unor tulpini apartinand genului
Pseudomonas.

0.3.2. Aprecierea efectului flavonoidei testate asupra pompelor de eflux.

Analiza efectului flavonoidei BrCl asupra unor factori implicati in virulenta unor tulpini
apartiniand genului Candida.

Activitati asociate:

0.4.1. Evaluarea efectului flavonoidei BrCl asupra formadrii hifelor.

0.4.2. Aprecierea activitatii compusului testat asupra unor enzime implicate in virulenta.
Evidentierea activitatii flavonoidei BrCl asupra factorilor implicati in rezistenta fungilor
patogeni.

Activitati asociate:

0.5.1. Aprecierea activititii anti-biofilm a flavonoidei BrCl in diferite etape (aderare,
preformare, formare si biofilm matur).

0.5.2. Aprecierea efectului flavonoidei asupra hidrofobicitatii suprafetei celulare.

0.5.3. Stabilirea efectului compusului testat asupra continutului total de carbohidrati.



Studiul efectului sinergic al flavonoidelor cu diferite antibiotice si antimicotice.

Activitati asociate:

0.6.1. Testarea efectului unor combinatii ale flavonoidelor sintetice cu diferite substante
antimicrobiene.

Investigarea in vitro si in silico a toxicitatii si proprietatilor farmacologice ale flavonoidei
BrCl.

Activitati asociate:

0.7.1. Identificarea in silico a proprietatilor farmacologice ale flavonoidei BrCl.

0.7.2. Evidentierea efectului flavonoidei BrCl asupra viabilitatii unor linii celulare umane.
Analiza si interpretarea datelor. Diseminarea rezultatelor.

Activitati asociate:

0.8.1. Analiza statistica a rezultatelor.

0.8.2. Redactarea rapoartelor stiintifice.

0.8.3. Redactarea manuscriselor 1n vederea publicarii.

0.8.4. Participarea la conferinte si manifestari stiintifice.

Structura tezei

Teza de doctorat este alcatuitd din doua parti:

Partea 1 — Stadiul actual al cunoasterii, structuratda in doud capitole ce prezintd o sinteza a
literaturii de specialitate.

Partea a II-a — Contributii personale, formatd din sapte capitole, Impartite la rdndul lor in
Generalititi, Materiale si echipamente necesare si Rezultate si discutii.

Teza se finalizeaza cu Concluzii, Lista lucrarilor publicate, Lista abstractelor publicate,
Participari la conferinte internationale, Participari la conferinte nationale, Burse

internationale castigate, Proiecte de cercetare, Propunere brevet si Bibliografie.
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PARTEA 1 - STADIUL ACTUAL AL CUNOASTERII

CAPITOLUL 1 — CLASIFICAREA, STRUCTURA SI PROPRIETATILE
BIOLOGICE ALE FLAVONOIDELOR

Compusii bioactivi din plante pot oferi beneficii suplimentare pentru sandtatea umana,
dincolo de nevoile nutritionale fundamentale (Wang et al., 2021). Printre acesti constituenti
bioactivi identificati, polifenolii de origine vegetala sunt intens studiati, existand tot mai multe
dovezi asupra potentialului acestora in ceea ce priveste rolul lor in plante, dar si in organismele
umane si animale (Gorniak et al., 2019; Wang et al., 2021).

Flavonoidele sunt compusi naturali ce prezintd structuri fenolice variabile si se Intalnesc
pe scara largd in regnul vegetal (Tsao si McCallum, 2009; Kumar si Pandey, 2013). La nivelul
plantelor, flavonoidele sunt implicate si in dezvoltarea normald a acestora, avand roluri de
protectie impotriva conditiilor de stres cum ar fi expunerea la radiatii UV, secetd, frig, salinitate,
dar pot actiona si ca agenti de eliminare a speciilor reactive de oxigen (ROS), fitoalexine si
compusi alelopatici (Panche et al., 2016; Ferreyra et al., 2021).

Timp de secole, compusii de origine vegetala ce contin flavonoide au fost utilizati de
medici si de vindecatori in medicina traditionald pentru tratamentul bolilor umane (Cushnie si
Lamb, 2005). De exemplu, utilizarea flavonoidelor ce intrd in alcatuirea propolisului este
mentionatd in Vechiul Testament si, de asemenea, in scrierile lui Hipocrate din Grecia Antica
pentru tratamentul ranilor si ulcerului (Stefan si Birsa, 2019). Totodatd, in medicina populara
argentiniana a fost utilizatd planta Tagetes minuta pentru tratarea bolilor infectioase, aceasta
plantd fiind bogata 1n quercetagetin-7-arabinosil-galactozidd (Cushnie si Lamb, 2005).
Scutellaria baicalensis este un alt exemplu de plantd medicinald ce a fost utilizatd mii de ani In
China pentru tratamentul abceselor parodontale si al ranilor orale infectate datorita continutului
de baicaleind (Tsao et al., 1982). In medicina populard din Iran, planta Tripleurospermum
disciforme ce contine din abundentd flavonoide, inclusiv apigenind, kaempferol, luteolind si
quercetind este utilizata in tratamentul unor boli, dar si ca dezinfectant (Goérniak et al., 2019).

Structura chimica de baza a flavonoidelor este alcatuita dintr-un schelet de difenil propan,
ce contine 15 atomi de carbon in nucleul primar: doua inele cu 6 atomi de carbon legate cu o
unitate de 3 atomi de carbon care poate sau nu sa faca parte dintr-un al treilea inel (Figura 1.1).
In principal, cele doua inele benzenice (inelul A si B) sunt legate intre ele prin intermediul celui
de-al treilea inel heterociclic de piren care contine oxigen, aceastd structura fiind notata C6-C3-

C6 (Karak, 2019).
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Figura 1.1. Structura de baza a flavonoidelor (dupa Karak, 2019)

In functie de carbonul inelului C de care se afla legat inelul B si de gradul de nesaturare si
oxigenare al inelului C, flavonoidele sunt subclasificate in mai multe categorii (Bose et al.,
2018). Astfel, flavonoidele in care inelul B este legat in pozitia 3 a inelului C se numesc
izoflavone, cele in care inelul B este legat in pozitia 4 se numesc neoflavone, iar cele in care
inelul B este legat In pozitia 2 pot fi subdivizate in mai multe subgrupuri, pe baza
caracteristicilor structurale ale inelului C (Cushnie si Lamb, 2005; Bose et al., 2018). Aceste
subgrupuri sunt reprezentate de flavone, flavonoli, flavanone si catechine, iar flavonoidele cu
inelul C deschis sunt denumite calcone (Bose et al., 2018).

Flavonoidele prezintd un interes practic deosebit datoritd interactiunilor variate cu
organismul uman puse pe seama proprietdtilor biologice antioxidante, antitumorale, anti-

inflamatorii, antivirale, antibacteriene si antifungice.

CAPITOLUL 2 - FACTORI IMPLICATI iN VIRULENTA SI REZISTENTA
MICROORGANISMELOR LA SUBSTANTELE ANTIMICROBIENE

Mecanismele responsabile de virulenta sunt utilizate de microorganisme pentru a depasi
sistemele de aparare ale organismului tintd (Beceiro et al., 2013) si sunt adesea implicate in
interactiunea directd cu tesuturile gazdei (Wu ef al, 2008). Mecanismele de rezistenta la
substantele antimicrobiene sunt esentiale pentru a permite microorganismelor sd supravietuiasca
terapiilor antimicrobiene, sd se adapteze si sd supravietuiascd in mediile competitive si
nefavorabile (Beceiro et al., 2013).

Pentru ca microorganismele sa poatd produce infectii organismelor gazda este nevoie de o
serie de factori care sd favorizeze declansarea acestora. Printre cei mai comuni factori se numara
secretia diferitelor enzime hidrolitice, formarea biofilmelor, activarea pompelor de eflux,
»~quorum sensing”, capacitatea de a-si schimba morfologia si adaptabilitatea metabolica (Leitao,

2020).
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2.1. FACTORI IMPLICATI iIN VIRULENTA BACTERIILOR

Virulenta reprezintd capacitatea unui agent patogen de a se multiplica si de a provoca
daune gazdei sale (Poulin si Combes, 1999), in procesul de virulentd bacteriana fiind implicati o
serie de factori precum quorum sensing, capacitatea de a forma biofilme, motilitatea, producerea

de toxine bacteriene, pigmenti si enzime (Silva et al., 2016).

2.1.1. ,,Quorum sensing” (QS)

Quorum sensing se refera la un tip de ,,circuit molecular”, pe care multe bacterii patogene
il folosesc pentru a comunica astfel intre ele prin semnale intercelulare (Dow, 2021, Banerji et
al., 2020). Aceastd comunicare chimica presupune eliberarea, detectarea si raspunsul la
acumularea moleculelor mici de semnalizare intr-un mod dependent de densitatea celulard,

regland expresia unui set de gene tintd (Dong si Zhang, 2005).

2.1.2. Secretia de toxine

Toxinele bacteriene secretate sunt substante solubile care modifica metabolismul normal

al celulelor gazda, provocand efecte daunatoare asupra gazdei (Schmitt ez al., 1999).

2.1.3. Secretia pigmentilor

Pigmentii sunt factori de virulentd produsi de bacteriile patogene, fiind necesari pentru
invazia si supravietuirea acestora. Printre cei mai cunoscuti pigmenti se numara stafiloxantina la
S. aureus, violaceina la Chromobacterium violaceum (Ni et al., 2020), piocianina si pioverdina la

P. aeruginosa (Celedon si Diaz, 2021).

2.1.4. Motilitatea bacteriilor

Capacitatea unui organism de a se deplasa este definita ca motilitate (Aygan si Arikan,
2007). Ea poate fi un factor determinant pentru supravietuirea speciilor conferindu-le capacitatea
de a se deplasa spre medii favorabile, de a scdpa de toxine, de a evita conditiile daunatoare,
permitand astfel o competitie de succes cu alte microorganisme (Duan et al., 2013; Miyata et al.,

2020).
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Motilitatea de tip swimming (,,de inot”)

Motilitatea de tip swimming este una dintre abilitatile de baza in ciclul de viata al
bacteriilor, oferindu-le un avantaj in supravietuirea in conditii de mediu nefavorabile (Zegadto et
al., 2023). Acest tip de motilitate este o miscare celulara individuald care utilizeaza rotatia unui

singur flagel polar functional pentru a se deplasa prin mediile lichide (Ha et al., 2014).

Motilitatea de tip swarming (,,de roire”)

Motilitatea de tip swarming reprezintd un mod colectiv de miscare in care bacteriile
flagelate migreaza rapid pe suprafete semi-solide (Lai et al., 2009; Ariel et al., 2015). Aceasta
motilitate este un fenomen intrinsec legat de suprafata si dependent de densitatea celulara, care
implica diferentierea celulard, contactul intre bacteriile vecine si in special migratia coordonatd a

celulelor (Sharma si Anand, 2002).

Motilitatea de tip twitching (,,de contractie”)

Motilitatea de tip twitching este un mod de translocare pe suprafete, care apare in conditii
de umiditate pe suprafete semisolide sau solide, depinde de prezenta pililor retractili de tip IV si
este independentd de prezenta unui flagel (Turnbull si Whitchurch, 2014). Miscarea este
alimentatd de extensia si retractia pililor ce se poate manifesta ca un comportament colectiv
multicelular complex care mediazd expansiunea activa a coloniilor (Harshey, 2003; Turnbull si

Whitchurch, 2014).

2.2. MECANISME DE REZISTENTA LA ANTIBIOTICE

Rezistenta antimicrobiand este reprezentatd de capacitatea bacteriilor de a supravietui
atunci cand sunt expuse la substantele antimicrobiene (Acar si Rosel, 2001). Aceasta se poate
manifesta prin diferite mecanisme de actiune cum ar fi limitarea absorbtiei unui medicament,
modificarea unei tinte a medicamentului, inactivarea unui medicament, efluxul activ al acestuia

(Reygaert, 2018).

2.2.1. Modificarea tintei

Bacteriile pot modifica numeroase tinte pentru a dezvolta rezistenta la diferite antibiotice.

De exemplu, unul dintre mecanismele de rezistentd la medicamentele [B-lactamice este
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reprezentat de modificarea structurii proteinelor de legare ale penicilinei (PBP — transpeptidaze

implicate in constructia peptidoglicanului din peretele celular) (Reygaert, 2018).

2.2.2. Inactivarea antibioticelor

Bacteriile inactiveazd medicamentele prin doud mecanisme principale: degradarea
efectiva a medicamentului sau transferul unei grupe chimice catre medicament (Reygaert, 2016).
Printre exemplele de inactivare ale antibioticelor se numard hidroliza antibioticelor -
lactamice (peniciline, cefalosporine, monobactamele si carbapamele) de catre B-lactamaze

(Kapoor et al., 2017).

2.2.3. Pompele de eflux

Pompele de eflux sunt proteine membranare prezente in aproape toate organismele vii,
avand functia principald de a transporta substantele nedorite din interiorul celulei bacteriene in

mediul extern (Alav et al., 2018; Garcia et al., 2022).

2.3. FACTORI DE VIRULENTA PREZENTI LA FUNGI

Existd o serie de factori de virulentd care ajutd fungii s colonizeze si sa infecteze
organismele umane si animale (Stehr ef al., 2003). Printre acesti factori de virulentd se numara
secretia unor enzime hidrolitice (Silva et al., 2012), a unor molecule de semnalizare lipidica
(Gauwerky et al., 2009) si dimorfismul celulelor (trecerea de la forma de dermatoplast la cea de

hifa) (Yang, 2003).

2.3.1. Molecule lipidice de semnalizare

Moleculele lipidice de semnalizare sunt implicate 1n virulenta mai multor
microorganisme de importanta clinicd, facdnd ca fungii sa devind hipervirulenti (Singh si Del
Poeta, 2011). La fungii patogeni, moleculele de semnalizare lipidicd sunt reprezentate de

sfingolipide, farnesol si oxilipide (Singh si Del Poeta, 2011).

2.3.2. Dimorfismul celulelor

Capacitatea tulpinilor de C. albicans de a suferi o tranzitie morfologica reversibila de la

dermatoplasti (formd ovald) la filamente (pseudohife si hife) este atribuitd raspunsului la o
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varietate de conditii de mediu ale gazdei si este asociatd cu virulenta, rezistenta si patogeneza
acestora (Kadosh, 2019; Chen et al., 2020). Extinderea filamentelor hifelor de C. albicans este
importantd pentru o serie de proprietati legate de virulentd, inclusiv de formarea biofilmului, liza
macrofagelor, strapungerea celulelor endoteliale, invazia straturilor de celule epiteliale si a

tigmotropismului (Kadosh, 2016).

2.3.3. Secretia enzimelor hidrolitice

Agentii patogeni microbieni folosesc o serie de strategii pentru a invada organismul
gazda, pentru a provoca infectii (Ghannoum, 2000) si pentru a opune rezistentd la substantele cu
actiune antimicrobiana (Schroeder et al., 2017). Enzimele ce prezintd un rol important in
virulenta microorganismelor sunt reprezentate de fosfolipaze, esteraze, proteaze, catalaze si

hemolozine.

2.4. MECANISME DE REZISTENTA LA SUBSTANTELE ANTIFUNGICE

Printre cei mai comuni factori implicati in rezistenta fungilor se numara supra-exprimarea
pompelor de eflux (de Waard et al., 2006; Coleman si Mylonakis, 2009), modificarea tintei

medicamentelor (Lee ef al., 2021) si formarea biofilmelor (Del Pozo, 2018).

2.4.1. Modificarea tintei de actiune

Modificarea geneticd a tintei medicamentului este un mecanism de rezistenta foarte
important intalnit la fungi si are ca rezultat reducerea afinitatii pentru antimicotice (Perlin et al.,
2015). Pana in prezent au fost caracterizate mai multe modificari ale tintelor care au ca rezultat

rezistenta la substantele antifungice (McKeegan et al., 2002).

2.4.2. Formarea biofilmelor

Biofilmele microbiene sunt comunitati de celule sesile (Sharma et al., 2019) inglobate in
substante polimerice extracelulare (EPS) (Wolfmeier et al., 2018), fiind considerate cea mai
comuna stare de crestere pentru multe microorganisme (Nobile si Johnson, 2015; Lohse et al.,
2018).

Celulele din biofilme prezintd proprietati care sunt distincte de cele planctonice (celulele

ce plutesc liber) (Pierce et al., 2009), cum ar fi expresia genelor, rata de crestere mai scazuta si
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rezistenta mai mare la substantele antimicrobiene (Cavalheiro si Teixeira, 2018; Sharma et al.,
2019).

Datorita acestor caracteristici generale, biofilmele sunt foarte dificil de eradicat (Del
Pozo, 2018) si potenteaza aparitia infectiilor in organismul gazda (Cavalheiro si Teixeira, 2018).
Mai mult, celulele din biofilme sunt in mod inerent insensibile la substantele antimicrobiene,
fiind considerate de aproximativ 1000 de ori mai rezistente decat celulele planctonice (Del Pozo,

2018; Rumbaugh si Sauer, 2020).
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PARTEA A-II-A — CONTRIBUTII PERSONALE

CAPITOLUL 1 - SELECTIA UNOR FLAVONOIDE SINTETICE
TRICICLICE CU ACTIVITATE ANTIMICROBIANA

1.1. MATERIALE, ECHIPAMENTE SI METODE DE LUCRU
1.1.1. Sinteza flavonoidelor sintetice triciclice cu sulf

Flavonoidele testate in acest studiu au fost sintetizate in cadrul Facultatii de Chimie a
Universitatii ,,Alexandru Ioan Cuza” din lasi de cétre grupul de cercetare coordonat de Prof. dr.
habil. Lucian Birsa. S-au sintetizat doua serii de flavonoide triciclice cu sulf avand ca derivati
halogenati Br si Cl. Flavonoidele din seria cu brom contin Br in pozitia Ri, iar in pozitia Rz
contin F, Br, Cl sau I, in timp ce flavonoidele din seria cu clor au Cl in pozitia Ra, iar 1n pozitia
Ri contin F, Br, Cl sau I — Figura 1.1.

Sinteza celor doua serii de flavonoide a avut loc in doud etape, iar structura si puritatea
lor au fost analizate prin RMN (rezonantd magneticd nucleard), SM (spectrometrie de masa) si
IR (spectrometrie de infrarosu) (Bahrin et al., 2014). In Figura 1.1 este prezentatid schema

generala de obtinere a flavonoidelor sintetice triciclice cu sulf:

BF,
R, R, i
0 0
OH
R, Ry

a

2-Hidroxiditiocarbamat Compus aminal Ester ditiocarbamic Flavonoidi de interes

1) EtOH, reflux 2 ore; i1) H2SO4/AcOH=1/3 (v/v), 80 °C 10 minute; iii))KBF4
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R1 R3

F
Seria 1 - Br
Br Br Cl

I

F
Seria 2 - Br
Cl Cl Cl
I

Figura 1.1. Schema generalia de obtinere a celor doua serii de flavonoide sintetice triciclice cu sulf (Bahrin et

al., 2014)

1.1.2. Determinarea concentratiei minime inhibitorii si a concentratiei minime
bactericide/fungicide
Metoda dilutiilor seriate este frecvent utilizatd pentru testarea sensibilitatii
microorganismelor atat in laboratoarele de cercetare, cat si in cele clinice (Reimer et al., 1981).
Determinarea concentratiei minime inhibitorii (CMI) se realizeaza in pldci cu 96 godeuri prin
stabilirea celei mai mici concentratii de substantd antimicrobiand necesara pentru a inhiba

dezvoltarea microorganismelor (Lambert si Pearson, 2000; Wiegand et al., 2008).

1.1.3. Evolutia unei populatii bacteriene/fungice intr-o cultura discontinua asincrona

Evidentierea efectului antimicrobian al flavonoidelor sintetice triciclice cu sulf se

apreciaza urmarind dinamica cresterii bacteriilor/fungilor intr-o culturd discontinua asincrona.

1.1.4. Aprecierea viabilitatii celulelor microbiene dupa expunerea la flavonoide prin

metoda numararii coloniilor dezvoltate pe medii solide

Testul de viabilitate celulara se realizeaza pentru a evalua eficienta flavonoidelor sintetice
triciclice cu sulf asupra tulpinilor bacteriene si fungice. Acesta se bazeazd pe faptul ca fiecare
celuld rdmasa viabild in urma expunerii la agentul antimicrobian determind formarea unei colonii

vizibile cu ochiul liber pe suprafata mediului de cultura.
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1.2. REZULTATE SI DISCUTII

1.2.1. Activitatea antibacteriana si antifungica a unor flavonoide sintetice triciclice cu sulf

Activitatea antimicrobiand a flavonoidelor a variat in functie de agentul patogen studiat si
de flavonoida testata. Astfel, dupa cum se poate observa in Tabelul 1.1, bacteriile Gram-pozitive
au fost mai sensibile la flavonoidele testate, cele mai mici valori ale CMI fiind de 0,12 pg/ml
(inregistrate pentru o tulpind de B. subtilis), in timp ce bacteriile Gram-negative au prezentat
valori minime ale CMI de 3,9 pg/ml (pentru o tulpini de E. coli). In plus, trebuie si subliniem
faptul ca in cazul flavonoidei BrCl au fost inregistrate cele mai mici valori CMI asupra
bacteriilor. Totodata, flavonoidele au inregistrat valori ale CMI cuprinse intre 3,9 pg/ml si 62,5
pg/ml impotriva tulpinilor fungice testate - Tabel 1.1. Cele mai mici valori ale CMI au fost

obtinute in cazul flavonoidelor BrCl, BrBr si Brl asupra tulpinii C. albicans P37037.

Tabel 1.1. Valorile concentratiilor minime inhibitorii determinate in prezenta flavonoidelor testate

Tulpini testate CMI flavonoide (ng/ml)

FCl CICl1 BrCl IC1 BrF BrBr Brl
S. aureus ATCC 25923 3.9 0,48 0,24* 0,48 3.9 0,24 0,48
B. subtilis ssp. spizizenii ATCC 0,24 0,12 0,24%* 0,24 - - -
6633
E. coli ATCC 25922 125 125 3,95% 3,95 125 15,62 15,62
P. aeruginosa ATCC 27853 125 125 - 62,5 - - -
K. pneumoniae ATCC 13883 125 31,25 7,81% 62,5 125 250 125
C. albicans ATCC 10231 31,25 15,62 15,62 7,81 31,25 15,62 7,81
C. albicans P37037 15,62 7,81 3.9 7,81 31,25 3.9 39
C. albicans Prx 31,25 15,62 7,81 7,81 31,25 15,62 7,81
C. krusei Prx 31,25 7,81 15,62 7,81 62,5 7,81 7,81
C. parapsilosis Prx 31,25 15,62 15,62 - 31,25 7,81 39
C. glabrata Cam 31,25 15,62 15,62 - 62,5 15,62 7,81

CMI = concentratia minima inhibitorie

* valori obtinute de Babii (2019)

Dupa confirmarea faptului ca flavonoidele sintetice triciclice cu sulf poseda o activitate
antibacteriand si antifungica impotriva tuturor tulpinilor testate, am evaluat In continuare efectul
bactericid sau fungicid al acestora. In urma rezultatelor obtinute am observat ca flavonoidele au
prezentat valori ale CMB cuprinse intre 0,24 pg/ml si 7,8 pg/ml pentru bacteriile Gram-pozitive,
respectiv intre 15,62 — 250 pg/ml pentru bacteriile Gram-negative testate. in cazul tulpinilor de

Candida investigate, valorile CMF au variat intre 31,25 pg/ml si 125 pg/ml - Tabelul 1.2.
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Tabel 1.2. Valorile concentratiilor minime bactericide si fungicide determinate in prezenta flavonoidelor

testate
Tulpini testate CMB/CMF flavonoide (pg/ml)

FCl1 CICl BrCl IC1 BrF BrBr Brl
S. aureus ATCC 25923 7,8 0,95 0,48* 1,95 39 0,48 0,48
B. subtilis ssp. spizizenii 0,48 0,24 0,48* 0,97 - - -
ATCC 6633
E. coli ATCC 25922 250 31,25 31,25%* 15,62 250 31,25 31,25
P, aeruginosa ATCC 27853 250 250 - - - - -
K. pneumoniae  ATCC 250 31,25 125%* - 250 250 125
13883
C. albicans ATCC 10231 31,25 31,25 - - 125 31,25 7,8
C. albicans P37037 62,5 15,62 62,5 - 125 125 125
C. albicans Prx 62,5 15,62 - - 125 15,62 15,62
C. krusei Prx 62,5 15,62 - - 125 15,62 15,62
C. parapsilosis Prx 125 31,25 - - 125 15,62 15,62
C. glabrata Cam 62,5 15,62 - - 250 31,25 15,62

CMB = concentratia minima bactericida
CMF = concentratia minima fungicida

* valori obtinute de Babii (2019)
1.2.2. Efectul flavonoidelor asupra cresterii unor populatii microbiene

Flavonoidele ce fac parte din seria cu clor ca substituent halogenat au determinat un efect
bacteriostatic semnificativ (p < 0,05) asupra tulpinii S. aureus ATCC 25923 de pand la 11-12 ore
la o concentratie echivalenti cu CMI si 2 x CMI. In ceea ce priveste concentratia echivalenti cu
%2 CMI, flavonoida FCl a prezentat o intarziere a cresterii de cel putin 9 ore (Figura 1.2-A), in
timp ce flavonoida ICI a inhibat cresterea celulelor de S. aureus timp de doar 3 ore (Figura 1.2-

B) in comparatie cu controlul.
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Figura 1.2. Dinamica cresterii tulpinii S. aureus ATCC 25923 in prezenta flavonoidelor: 4 — FC1 (CMI = 3,9
pg/ml) si B —IC1 (CMI = 0,48 pg/ml).

Flavonoidele din seria cu brom ca substituent halogenat au determinat un Tnsemnat efect
bacteriostatic asupra tulpinii S. aureus ATCC 25923. Astfel, la o concentratie egald cu /2 CMI,
flavonoida BrF a inhibat cresterea celulelor timp de aproximativ 2 ore (Figura 1.3-A), flavonoida
BrBr a determinat o inhibare de 8 ore (Figura 1.3-B), iar flavonoida Brl a prezentat un efect

bacteriostatic de cel putin 5 ore (Figura 1.3-C) in comparatie cu controlul.
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Figura 1.3. Dinamica cresterii tulpinii S. aureus ATCC 25923 in prezenta flavonoidelor: 4 — BrF (CMI =39
pg/ml), B — BrBr (CMI = 0,24 pg/ml) si C — Brl (CMI = 0,48 pg/ml).

Flavonoidele FCl si ICl au determinat un efect bacteriostatic semnificativ asupra tulpinii
testate. Astfel, la o concentratie echivalenta cu CMI si 2 x CMI ambele flavonoide au manifestat

efect bacteriostatic pe toatd durata experimentului. La concentratia egala cu /2 CMI, flavonoida
22



FCI a inhibat cresterea celulelor timp de cel putin 12 ore (Figura 1.4-A), iar flavonoida ICI a

determinat o prelungire a fazei de lag de doar 4 ore In comparatie cu controlul (Figura 1.4-B).
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Figura 1.4. Dinamica cresterii tulpinii E. coli ATCC 25922 in prezenta flavonoidelor: 4 — FC1 (CMI = 125

Util

pg/ml) si B —IC1 (CMI = 1,95 pg/ml).

izate Intr-o concentratie echivalentd cu CMI si 2 x CMI, flavonoidele BrBr si Brl au

prezentat un efect bacteriostatic pe toati durata experimentelor (24 ore). In ceea ce priveste

concentratiile echivalente cu 2 CMI, flavonoida BrBr a determinat o inhibare a cresterii

celulelor de E. coli timp de aproximativ 4 ore (Figura 1.5-A). La concentratii echivalente cu

%2 CMI, flavonoida Brl a o inhibat cresterea bacteriand pentru aproximativ 4 ore, in timp ce

concentratiile echivalente cu CMI au avut un efect bacteriostatic similar cu 2 x CMI - Figura 1.5-

B.
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Dinamica cresterii tulpinii E. coli ATCC 25922 in prezenta flavonoidelor: 4 — BrBr (CMI = 15,62
pg/ml) si B — Brl (CMI = 15,62 pg/ml).

Pentru a mari spectrul microorganismelor analizate, flavonoidele sintetice triciclice cu

sulf au fost testate si Tmpotriva fungilor de tipul C. albicans. Utilizate intr-o concentratie

echivalenta cu 2 x CMI, flavonoidele FCI, CICI si ICl au prezentat efect fungistatic de cel putin
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22 ore In comparatie cu controlul. La o concentratie echivalentd cu CMI, flavonoidele FCl si ICI
au determinat un efect fungistatic de aproximativ 19 ore (Figura 1.6-A), respectiv 14 ore (Figura
1.6-C), in timp ce flavonoida CICl a determinat un efect fungistatic de aproximativ 24 ore
(Figura 1.6-B). In ceea ce priveste concentratia echivalenti cu %> CMI, flavonoidele au inhibat
dezvoltarea celulelor fungice timp de 14, 10, respectiv 20 ore.

Dupa expunerea la flavonoida BrF timp de 34 ore, nu s-au observat modificari
semnificative ale densitatii celulare la concentratia echivalenta cu 2 x CMI in comparatie cu
controlul, in timp ce la concentratiile egale cu /2 CMI si CMI nu au existat diferente fata de
control (Figura 1.7-A). In ceea ce priveste flavonoida BrBr, aceasta a inhibat cresterea celulelor
de C. albicans aproximativ 14 ore la o concentratie echivalentd cu CMI, iar la o concentratie de 2
x CMI flavonoida a manifestat un efect fungistatic mai mult de 24 ore (Figura 1.7-B). Un efect
fungistatic important il prezintd si flavonoida Brl, aceasta inhiband cresterea celulelor
aproximativ 18 ore la toate concentratiile utilizate (Figura 1.7-C).
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Figura 1.6. Dinamica cresterii tulpinii C. albicans P37037 in prezenta flavonoidelor: 4 — FC1 (CMI = 15,62
pg/ml), B — CICI (CMI = 7,8 ng/ml) si C — ICI (CMI = 15,62 pg/ml).
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Figura 1.7. Dinamica cresterii tulpinii C. albicans P37037 in prezenta flavonoidelor: 4 — BrF (CMI = 15,62
pg/ml), B — BrBr (CMI = 3,9 pug/ml) si C — Brl (CMI = 3,9 pg/ml).

1.2.3. Aprecierea efectului flavonoidelor triciclice cu sulf asupra viabilitatii celulelor

bacteriene si fungice

In Figura 1.8 este reprezentatd activitatea flavonoidelor FCI si ICl asupra viabilitatii
tulpinii S. aureus ATCC 25923. Flavonoida FCI utilizatd intr-o concentratie echivalentd cu
2 x CMI a dus la pierderea totala a viabilitatii celulelor de S. aureus dupa doar 2 ore de expunere
(Figura 1.8-A). De remarcat este faptul ca flavonoida ICl (Figura 1.8-B) utilizatd intr-o
concentratie de 3,9 ng/ml a manifestat acelasi efect de tip fotal kill ca si flavonoida FCI utilizata

intr-o concentratie egala cu 7,8 pg/ml.

25



8— = Control — FCl 10— .
= Control —_— ICl

Log10(UFC/ml)
|
Logl0(UFC/ml)

Timp (ore) Timp (ore)
Figura 1.8. Aprecierea viabilititii celulelor de S. aureus ATCC 25923 in prezenta flavonoidelor: 4 — FCI (2 X
CMI =7,8 ug/ml) si B—1ICI (2 x CMI = 3,9 pg/ml).

Expunerea celulelor de S. aureus la flavonoidele seriei Br a condus de asemenea la
reducerea semnificativa a viabilitatii, fatd de celule din control care au ramas viabile pe toata
durata experimentului. La o concentratie echivalentda cu 2 x CMI flavonoida BrF a determinat
reducerea totald a viabilitatii celulelor dupd 4 ore (Figura 1.9-A). O reducere a viabilitdtii
celulare cu mai mult de 8 logio a fost Inregistrata si in cazul flavonoidelor BrBr (Figura 1.9-B) si
Brl (Figura 1.9-C), dupa doar doua ore de la expunere.

In ceea ce priveste celulele de E. coli, acestea si-au pierdut viabilitatea dupa doar 2 ore in
prezenta flavonoidei ICl la o concentratie echivalentd cu 2 x CMI (7,81 pg/ml) - Figura 1.10.

O reducere a viabilitatii celulare cu aproximativ 8 logio a fost inregistratd si In cazul
flavonoidelor BrBr (Figura 1.11-A) si Brl (Figura 1.11-B). Acestea, utilizate intr-o concentratie
echivalenta cu 2 x CMI au dus la pierderea totald a viabilitatii celulelor de E. coli tot dupa cel

mult o ora de la expunere.
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Figura 1.9. Aprecierea viabilititii celulelor de S. aureus ATCC 25923 in prezenta flavonoidelor: 4 — BrF (2 x
CMI = 0,95 pg/ml), B— BrBr (2 x CMI = 0,95 pug/ml) si C — Brl (2 x CMI = 0,95 pg/ml).
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Figura 1.10. Aprecierea viabilititii celulelor de E. coli ATCC 25922 in prezenta flavonoidei ICI (2 x CMI =
7,81 pg/ml).
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Figura 1.11. Aprecierea viabilititii celulelor de E. coli ATCC 25922 in prezenta flavonoidelor: 4 — BrBr (2 x
CMI = 31,25 pg/ml) si B — Brl (2 x CMI = 31,25 pg/ml).

Tinand cont de activitatea antimicrobiand promitatoare a flavonoidei BrCl precum si de
rezultatele obtinute anterior in cadrul grupului de cercetare de catre Cornelia Babii asupra unor
tulpini bacteriene, am hotarat sa extindem studiile privind spectrul antimicrobian al flavonoidei
BrCl si asupra unor tulpini fungice. Prin urmare, studiul nostru s-a axat in continuare pe
stabilirea mecanismelor de actiune ale flavonoidei BrCl asupra unor tulpini patogene de
Candida, precum si pe activitatea acesteia asupra unor factori implicati in virulenta si rezistenta

bacteriilor si fungilor.
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CAPITOLUL 2 - MECANISME DE ACTIUNE ALE FLAVONOIDEI BrCl

2.2. MATERIALE, ECHIPAMENTE SI METODE DE LUCRU

2.2.1. Evaluarea efectului flavonoidei BrCl asupra integritatii membranare a celulelor de C.

albicans

Membranele celulare intacte sunt in conditii anatomo-fiziologice normale impermeabile
pentru fluorocromi (ex. iodura de propidiu). Acestea devin permeabile pentru fluorocromi doar
atunci cand sunt lezate sau distruse. Pentru a evalua efectul flavonoidei BrCl asupra integritatii

membranare se utilizeaza microscopia cu fluorescenta.

2.2.2. Optimizarea metodei de deshidratare a celulelor de C. albicans in vederea examinarii

la microscopul electronic cu baleiaj (SEM)
Pentru ca morfologia celulelor bacteriene si fungice sd poatd fi observata la microscopul
electronic cu baleiaj este necesara identificarea unei metode de deshidratare a celulelor, astfel

incat deshidratarea sa nu determine aparitia unor lezari/modificari ale acestora.

2.2.3. Evaluarea morfologiei celulelor de C. albicans Prx in prezenta flavonoidei BrCl

folosind microscopia electronica cu baleiaj (SEM)

Identificarea eventualelor modificari ale morfologiei celulelor fungice in prezenta

flavonoidei BrCl s-a realizat utilizand microscopia electronica cu baleiaj (SEM).
2.2.4. Aprecierea legarii sorbitolului in prezenta flavonoidei BrCl
Investigarea activitatii unei substante cu actiune antifungica asupra peretelui celulelor de

Candida se realizeaza utilizand testul de legare al sorbitolului (determinarea CMI in prezenta si

absenta sorbitolului 0,8 M).
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2.3. REZULTATE SI DISCUTII
2.3.1. Evaluarea efectului flavonoidei BrCl asupra integritatii membranare
Analiza fotografiilor obtinute la microscopul cu fluorescentd demonstreaza ca dupa doar
4 ore de la expunerea la ambele concentratii de flavonoida testate apar primele celule

fluorescente. Celulele control au ramas nefluorescente, semn c¢d membrana lor rdmane intacta

(impermeabila pentru iodura de propidiu) pe toatd durata experimentului - Figura 2.1.

Control

2 x CMI

5xCMI

4 ore 24 ore 48 ore

Figura 2.1. Evaluarea efectului flavonoidei BrCl asupra permeabilizirii membranei celulelor de C. albicans
Prx folosind microscopia cu fluorescenti. Celulele fluorescente au fost observate in probe dupa 4, 24 si 48 ore de

la expunerea la flavonoida BrCl.

Dupa doar o orda de incubare, membrana celulelor a fost lezatd sau distrusa intr-o
proportie de 75%, iar dupd 24 ore procentajul celulelor fluorescente a ajuns la 100% (Figura
2.2). De remarcat este faptul cd efectul flavonoidei BrCl asupra permeabilizarii membranei
celulelor de C. albicans este dependent de doza utilizatd. Cresterea concentratiei flavonoidei
BrCl duce la cresterea numarului de celule fluorescente concomitent cu diminuarea timpului de

expunere.
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Figura 2.2. Efectul flavonoidei BrCl asupra permeabilititii membranare a celulelor de C. albicans Prx.
Celulele au fost expuse la flavonoida BrCl intr-o concentratie echivalenta cu 2 x CMI (31,25 pg/ml) si 5 x CMI
(78,1 pg/ml) (p <0,05).

2.3.2. Selectarea unor metode de deshidratare a celulelor de Candida in vederea utilizarii

SEM

In urma testarii celor 7 variante de deshidratare (Figura 2.3), s-a observat ci metodele
care nu provoacd modificari ale peretelui celulelor de C. albicans sunt cele notate cu A, C si G.
Selectarea variantelor de deshidratare a fost realizatd pe baza imaginilor obtinute la microscopul

electronic cu baleiaj in literatura de specialitate (Staniszewska et al., 2013).
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Figura 2.3. Imagini electronomicroscopice ale celulelor de C. albicans P37037 supuse unor metode diferite de

deshidratare. A-G: variante utilizate pentru deshidratare.
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2.3.3. Flavonoida BrCl induce modificari semnificative ale morfologiei celulelor de C.

albicans Prx

Efectul flavonoidei BrCl asupra morfologiei celulelor de C. albicans Prx a fost pus in
evidenta cu ajutorul microscopiei electronice cu baleiaj. Dupa cum se poate observa in Figura
2.4-A, celulele din control prezintd o forma regulatd, sunt intacte si au suprafata celulard neteda.
In schimb, celulele expuse la flavonoida BrCl intr-o concentratie echivalentd cu 5 x CMI
prezintd deteriordri morfologice ireversibile, acestea avand un aspect neregulat, fiind deteriorate,
contractate sau zbarcite (Figura 2.4-B). Deformarea peretelui celular poate duce la pierderea

integritatii functionale atat a peretelui cat si a membranei ceea ce ar putea cauza moartea celulei.
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Figura 2.4. Efectul flavonoidei BrCl asupra morfologiei celulelor de C. albicans. A — control, B — celule expuse
timp de 6 ore la flavonoida BrCl. Sagetile indicd modificari morfologice ireversibile ale celulelor tratate cu

flavonoida BrCl (5 x CMI).

2.3.4. Aprecierea legarii sorbitolului

Rezultatele obtinute de noi aratd cd in momentul in care celulele de Candida au fost
expuse la flavonoida BrCl in prezenta sorbitolului, valoarea concentratiei minime inhibitorii (7,8
pg/ml si 15,62 pg/ml) nu s-a modificat semnificativ in comparatie cu valoarea concentratiei
minime inhibitorii (15,62 pg/ml) obtinute n absenta sorbitolului. Acest comportament sugereaza
ca flavonoida BrCl nu actioneaza prin afectarea integritatii peretelui celular al tulpinilor de

Candida testate (Tabel 2.1).
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Tabel 2.1. Valorile concentratiilor minime inhibitorii ale flavonoidei BrCl determinate in absenta sau

prezenta sorbitolului (0,8 M) impotriva unor tulpini de Candida

Tulpina testata CMI (ng/ml)
BrCl BrCl + sorbitol (0,8 M)
C. albicans Prx 15,62 7,8
C. parapsilosis 15,62 7,8
C. krusei Prx 15,62 15,62
C. glabrata Cam 15,62 7.8

CAPITOLUL 3 - FACTORI IMPLICATI iN VIRULENTA SI REZISTENTA
BACTERIILOR

3.1. MATERIALE, ECHIPAMENTE SI METODE DE LUCRU
3.1.1. Evaluarea motilitatii de tip swimming, swarming si twitching

Evidentierea motilitatii bacteriilor se realizeazd prin cultivarea acestora pe suprafata
mediilor semisolide, sau la interfata neteda formatd intre mediile de crestere semisolide si
suprafetele din plastic sau sticlad. Bacteriile ce prezintd motilitate se dezvoltd intr-un mod
caracteristic pe suprafata placilor in care sunt cultivate. Diametrul suprafetei colonizate poate fi

masurat si utilizat pentru aprecierea motilitatii.

3.1.2. Determinarea activitiatii flavonoidei BrCl asupra motilitatii de tip swimming,

swarming $i twitching

Efectul flavonoidei BrCl asupra motilitatii de tip swimming, swarming si twitching se
apreciaza macroscopic prin masurarea diametrului zonei de colonizare si compararea acestuia cu
diametrul zonei colonizate al placilor suplimentate cu DMSO (control).

3.1.3. Aprecierea efectului flavonoidei BrCl asupra pompelor de eflux

Stabilirea efectului flavonoidei BrCl asupra pompelor de eflux s-a determinat in prezenta

bromurii de etidiu.
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3.2. REZULTATE SI DISCUTII
3.2.1. Selectarea tulpinii ce prezinta motilitate de tip swimming, swarming si twitching
Motilitatea de tip swimming
Dupa 48 ore de incubare am constatat ca tulpina P. aeruginosa 124 prezinta o motilitate
mai mare In comparatie cu controlul pozitiv (P. aeruginosa PAO1), aceasta colonizdnd toatd

suprafata mediului de cultura (Figura 3.1). Diametrul zonei de colonizare de P. aeruginosa ATCC

27853 a fost de 25 mm in comparatie cu tulpina control care a prezentat un diametru de 30 mm.

Figura 3.1. Evidentierea motilititii de tip swimming la tulpini apartinind genului Pseudomonas: A — P,

aeruginosa PAOL1 (control), B — P. aeruginosa 124 si C — P. aeruginosa ATCC 27853.

Motilitatea de tip swarming

Dupa 48 ore de incubare, am observat ca o motilitate comparabild cu cea a tulpinii
control utilizate (P. aeruginosa PAO1) o prezintd P. aeruginosa ATCC 27853, pentru ambele
tulpini inregistrindu-se un diametru al zonei de colonizare egal cu 31 mm. Ca si 1n cazul
motilitatii de tip swimming, cea mai crescutd motilitate de tip swarming a fost inregistratd in

cazul tulpinii P. aeruginosa 124, care a colonizat toata suprafata placii (85 mm) — Figura 3.2.

Figura 3.2. Evidentierea motilititii de tip swarming la tulpini apartinind genului Pseudomonas: A — P.

aeruginosa PAOI (control), B — P. aeruginosa 124 si C — P. aeruginosa ATCC 27853.
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Motilitatea de tip twitching

Cele doua tulpini de Pseudomonas (P. aeruginosa 124 si P. aeruginosa ATCC 27853) au
fost evaluate si in ceea ce priveste motilitatea de tip twitching. Astfel, s-a observat ca ambele
tulpini testate au prezentat o motilitate mai crescutd in comparatie cu controlul pozitiv utilizat (P
aeruginosa PAOI) - Figura 3.3. Diametrul zonei de colonizare al tulpinii P. aeruginosa 124 a
fost de 16 mm, cel colonizat de P. aeruginosa ATCC 27853 a fost de 25 mm, in timp ce

diametrul zonei de colonizare al tulpinii control utilizata a fost de 10 mm.

Figura 3.3. Evidentierea motilititii de tip switching la tulpini apartinind genului Pseudomonas: A — P.

aeruginosa PAOL1 (control), B — P. aeruginosa 124 si C — P. aeruginosa ATCC 27853.

3.2.2. Flavonoida BrCl inhiba motilitatea de tip swimming, swarming si twitching la P.

aeruginosa 124

Motilitatea de tip swimming

Impactul flavonoidei BrCl asupra motilitatii de tip swimming a fost investigat utilizand
tulpina P. aeruginosa 124 pe parcursul a 72 ore. S-a observat ca prezenta flavonoidei BrCl in
concentratii echivalente cu s CMI (0,48 pg/ml), 74 CMI (0,9 pg/ml) si /2 CMI (1,9 pg/ml) a
inhibat semnificativ motilitatea de tip swimming in comparatie cu controlul pe tot parcursul

desfasurarii experimentului (Figura 3.4).
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Figura 3.4. Efectul concentratiilor subinhibitorii ale flavonoidei BrCl asupra motilitatii de tip swimming la
tulpina P. aeruginosa 124: A — valorile diametrului zonelor de colonizare la 24 ore; B — motilitatea de tip swimming
determinatd in prezenta si absenta flavonoidei BrCl la concentratii echivalente cu s, 4 si /2 CMI. Barele reprezinta

eroarea standard a mediel.

Motilitatea de tip swarming

Flavonoida BrCl a fost testata si in ceea ce priveste activitatea sa asupra motilitatii de tip
swarming a tulpinii P. aeruginosa 124. Flavonoida testata a impiedicat motilitatea timp de 72 ore
la o concentratie echivalenta cu /2 CMI (1,9 pg/ml) si a inhibat semnificativ (29,11%) motilitatea
la o concentratie egald cu 4 CMI (0,9 pg/ml) timp de 72 ore (Figura 3.5-A, 3.5-B 51 3.5-C). La o
concentratie echivalentd cu 4 CMI (0,48 pg/ml), flavonoida a inhibat semnificativ (66,76%)
motilitatea timp de 24 ore In comparatie cu controlul. Acest efect nu a mai fost inregistrat la 48 si
72 ore, cand diametrul Inregistrat a avut aceeasi dimensiune cu cel masurat in cazul controlului

(Figura 3.5-B si 3.5-C).
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Figura 3.5. Efectul concentratiilor subinhibitorii ale flavonoidei BrCl asupra motilititii de tip swarming la
tulpina P. aeruginosa 124: valorile diametrului zonelor de colonizare la 24 ore (A), 48 ore (B), si 72 ore (C); D —
motilitatea de tip swarming determinata in prezenta flavonoidei BrCl la concentratii echivalente cu ', Y4 si /2 CMLL

Barele reprezinta eroarea standard a mediei.

Motilitatea de tip twitching

Flavonoida BrCl la o concentratie egala cu 2 CMI (1,9 pg/ml) a inhibat semnificativ
(100%) motilitatea de tip twitching a tulpinii P. aeruginosa 124 timp de 48 ore (Figura 3.6-A).
La concentratiile %5 CMI (0,48 pg/ml) si ¥4 CMI (0,9 pg/ml) nu s-au inregistrat diferente
semnificative ale diametrului motilitatii in comparatie cu controlul (Figura 3.6-B), acest lucru

sugerand cd inhibarea motilitatii de tip twifching este dependentd de concentratia de flavonoida

BrCl utilizata.
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Figura 3.6. Efectul concentratiilor subinhibitorii ale flavonoidei BrCl asupra motilitatii de tip switching la
tulpina P. aeruginosa 124: A — valorile diametrului zonelor de colonizare la 48 ore; B — motilitatea de tip twitching
determinata in prezenta flavonoidei BrCl la concentratii echivalente cu %, % si /2 CMI. Barele reprezinta eroarea

standard a mediei.

3.2.3. Efectul flavonoidei BrCl asupra pompelor de eflux

Dupa cum se poate observa in Figura 3.7, celulele dezvoltate in prezenta bromurii de
etidiu (1 mg/L) si a flavonoidei BrCl prezinta aceeasi fluorescenta cu cea a celulelor cultivate in
absenta flavonoidei, ceea ce demonstreaza ca flavonoida BrCl nu a inhibat activitatea pompelor
de eflux. Acest lucru ne permite sd afirmdm cd flavonoida BrCl utilizatd intr-o concentratie

echivalenta cu 2 CMI nu a determinat inactivarea pompelor de eflux.
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C+ DMSO
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Figura 3.7. Activitatea flavonoidei BrCl (2 CMI) asupra pompelor de eflux. Pentru a evidentia pompele de
eflux s-au utilizat concentratii diferite de bromura de etidiu (0,1 mg/1, 0,175 mg/1, 0,5 mg/1 si 1 mg/l). Sagetile albe

indica pompe de eflux active, iar cele cu rosu evidentiaza pompe de eflux inactive.

CAPITOLUL 4 - EFECTUL FLAVONOIDEI BrCl ASUPRA UNOR
FACTORI DE VIRULENTA IMPLICATI iN INFECTIILE CU CANDIDA
SPP.

4.1. MATERIALE, ECHIPAMENTE SI METODE DE LUCRU
4.1.1. Evaluarea formarii hifelor folosind tehnici de microscopie optica si electronica

Determinarea activitatii flavonoidei BrCl asupra formarii hifelor se realizeaza utilizand

mediu RPMI.

4.1.2. Cuantificarea expresiei unor gene implicate in formarea hifelor prin Real-Time PCR
In procesul de formare al hifelor sunt implicate o serie de gene importante, printre care se

numard hwpl, als3 si ecel. Pentru a investiga modul in care flavonoidele sintetice cu sulf

interfera cu formarea hifelor, ne-am propus aprecierea expresiei relative a genelor implicate in

acest proces folosind tehnica Real-Time PCR.
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4.1.3. Determinarea activitatii fosfolipazice

Pentru a determina activitatea fosfolipazica a tulpinilor de Candida spp. se utilizeaza
gédlbenusul de ou ce contine o cantitate mare de fosfolipide. Fosfolipazele produse de Candida
spp. degradeazd fosfolipidele prezente in galbenusul de ou, avand ca rezultat formarea unui

complex de calciu cu acizii grasi eliberati si aparitia unei zone precipitate in jurul coloniei (Pakshir et

al.,2013).
4.1.4. Determinarea activitatii esterazice

Activitatea esterazica se evalueaza utilizand testul de opacitate cu Tween 80. Esterazele
hidrolizeaza Tween 80 si elibereaza acizii grasi care apoi se leaga de calciu, formand un complex
vizibil sub forma unor cristale insolubile in jurul coloniei (Pakshir et al., 2013).
4.1.5. Determinarea activitatii proteazice

Pentru evaluarea activitatii proteazice a tulpinilor de Candida se utilizeaza metoda cu ser
fetal bovin (albumind sericd) (Kumar et al, 2006). Ca urmare a activittii proteazice, in jurul
coloniei apare o zona clara care corespunde hidrolizei serului fetal bovin prezent in mediu.
4.1.6. Identificarea activitatii catalazelor

Producerea de catalaze se apreciaza folosind difuzia peroxidului de hidrogen de pe un
disc de hartie in mediul de cultura. Catalazele produse de celulele de Candida degradeaza
peroxidul de hidrogen, permitdnd acestora sd se dezvolte pana in apropierea discului impregnat

cu peroxid de hidrogen.

4.1.7. Evaluarea efectului flavonoidei BrCl asupra activitatii fosfolipazice, esterazice,

proteazice si catalazice

Identificarea efectului flavonoidei BrCl asupra activitatii enzimatice se determina

utilizand medii specifice pentru fosfolipaze, esteraze, proteaze si catalaze.
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4.2. REZULTATE SI DISCUTII

4.2.1. Flavonoida BrCl inhiba formarea hifelor de catre tulpina C. albicans Prx

Rezultatele au aratat ca flavonoida BrCl la o concentratie echivalentd cu 2 x CMI (31,25
pg/ml) si 5 x CMI (78,1 pg/ml) a inhibat tranzitia celulelor de C. albicans Prx de la forma de
dermatoplast la cea de hifa timp de 48 ore, acest lucru fiind remarcat atat cu ajutorul
microscopiei optice, cat si cu ajutorul microscopiei electronice cu baleiaj. Imaginile obtinute cu
ajutorul microscopului optic si electronic au aratat ca celulele control au format hife dupa

aproximativ 6 ore (Figura 4.1-A si 4.1-B).

Figura 4.1. Activitatea inhibitorie a flavonoidei BrCl asupra formairii hifelor de C. albicans. A, B — control; C,
D — celule expuse la concentratii echivalente cu 2 x CMI; E, F — celule expuse la concentratii echivalente 5 x CMI.
Celulele colorate cu albastru de metilen pentru a distinge celulele vii (A) de cele moarte (C, E). A, B, E — fotografii

realizate la microscopul optic, B, D, F — fotografii realizate la microscopul electronic cu baleiaj (SEM).

4.2.2. Expresia genelor implicate in formarea hifelor de C. albicans este inhibata de

flavonoida BrCl

Rezultatele obtinute au aratat ca expresia genelor Awp! (codificad o proteind prezenta in
peretele celular al hifelor) si als3 (codificd o proteina specifica hifelor implicatd in procesul de
aderare) a fost redusd de tratamentul flavonoidei BrCl (%2 CMI) in comparatie cu controlul —
Figura 4.2. Totodata, este important de subliniat faptul ca in prezenta flavonoidei BrCl a existat o
scadere semnificativa (p < 0,05) si a expresiei genei ecel (proteina strans legatd de extinderea

hifelor).
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Figura 4.2. Analiza qRT-PCR a expresiei genelor implicate in formarea hifelor de C. albicans Prx. Hifele de C.
albicans Prx au fost expuse la flavonoida BrCl (/2 CMI = 7,8 pug/ml), iar expresia genelor de interes a fost
determinata prin qRT-PCR in prezenta unei gene de referinta act! si a fost exprimata relativ la gena de interes din

control.

4.2.3. Flavonoida BrCl nu inhiba activitatea enzimelor implicate in virulenta tulpinilor de

Candida spp.

Capacitatea tulpinii C. albicans Prx de a produce fosfolipaze a fost estimata in absenta si
in prezenta flavonoidei BrCl, la concentratii subinhibitorii, echivalente cu ¥4 CMI = 3,9 ug/ml, Y2
CMI = 7,8 pg/ml si CMI = 15,62 pg/ml. In Figura 4.3 se poate observa ci flavonoida BrCl,
indiferent de concentratia utilizata, nu a dus la reducerea zonei de precipitare din jurul coloniei in
comparatie cu controlul. Prin urmare, putem afirma cd flavonoida BrCl nu inhibd activitatea

fosfolipazelor produse de C. albicans Prx.

Control + DMSO Y4 CMI Y2 CMI CMI

Figura 4.3. Screening-ul privind activitatea fosfolipazica a tulpinii C. albicans Prx in prezenta flavonoidei
BrCl. Mediul de cultura a fost suplimentat cu flavonoidad BrCl in concentratii de 3,9 pg/ml, 7,8 pg/ml si 15,62 pg/ml
(echivalente cu /4 CMLI, 2 CMI si CMI).

Efectul expunerii la flavonoida BrCl asupra activitatii esterazelor produse de C. albicans

Prx a fost evaluat utilizdnd un mediu de cultura suplimentat cu Tween 80. Rezultatele obtinute
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ilustreaza faptul ca flavonoida BrCl nu a inhibat activitatea enzimei comparativ cu controlul —

Figura 4.4.

Figura 4.4. Screeningul privind activitatea esterazica a tulpinii C. albicans Prx in prezenta flavonoidei BrCl.

Mediul de cultura a fost suplimentat cu flavonoida BrCl in concentratii de 7,8 pg/ml (echivalent cu %2 CMI).

Suplimentarea mediului de cultura cu flavonoida BrCl la concentratii echivalente cu CMI

(3.9 pg/ml) si a CMI (15,62 pg/ml) nu a permis evidentierea inhibarii proteazelor produse de
celulele de C. parapsilosis — Figura 4.5.

Control Control + DMSO Y4 CMI CMI

Figura 4.5. Screening-ul privind activitatea proteazica a tulpinii C. parapsilosis Prx in prezenta flavonoidei
BrCl. Mediul de cultura a fost suplimentat cu flavonoida BrCl in concentratii de 3,9 pg/ml si 15,62 pg/ml
(echivalente cu ¥4 CMI si CMI).

Efectul flavonoidei BrCl asupra producerii catalazelor a fost investigat asupra tulpinii C.
albicans P37037 pe parcursul a 16 ore. S-a constatat cd flavonoida BrCl, indiferent de
concentratia utilizatd (CMI sau 2 CMI) nu duce la inhibarea activitatii catalazelor produse de
catre tulpina C. albicans P37037. Diametrul haloului din jurul discului cu apa oxigenatd al

probelor prezinta aceeasi dimensiune cu cel al controlului (Figura 4.6).
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Figura 4.6. Screeningul privind activitatea catalazica a tulpinii C. albicans P37037 in prezenta flavonoidei
BrCl. Mediul de cultura a fost suplimentat cu flavonoida BrCl in concentratii de 7,8 pg/ml si 15,62 pg/ml
(echivalente cu 2 CMI si CMI).

CAPITOLUL S - ACTIVITATEA FLAVONOIDEI BrCl ASUPRA
BIOFILMELOR PRODUSE DE TULPINI APARIINAND GENULUI
CANDIDA

5.1. MATERIALE, ECHIPAMENTE SI METODE DE LUCRU
5.1.1. Aprecierea activitatii flavonoidei BrCl asupra aderarii celulelor din biofilm
Biomasa biofilmului format de speciile de Candida poate fi cuantificatd prin colorarea
celulelor cu cristal violet, urmatd de extragerea colorantului cu acid acetic si cuantificarea
spectrofotometrica a acestuia. Absorbanta determinatd este direct proportionald cu biomasa
biofilmului format.

5.1.2. Determinarea efectului flavonoidei BrCl asupra preformarii biofilmului

Metoda presupune aprecierea biomasei biofilmului format in prezenta flavonoidei BrCl,

folosind colorarea cu cristal violet.
5.1.3. Cuantificarea cantititii de biofilm format in prezenta flavonoidei BrCl

Metoda presupune aprecierea formarii biofilmului in prezenta flavonoidei folosind

colorarea cu cristal violet.
5.1.4. Determinarea activitatii metabolice a celulelor din biofilm

Activitatea metabolicd a celulelor din biofilmul produs de C. krusei in prezenta

43



flavonoidei BrCl se evalueaza utilizand MTT.
5.1.5. Aprecierea viabilitatii celulelor din biofilme

Viabilitatea celulelor din biofilmul produs de C. krusei in prezenta flavonoidei BrCl se
evalueaza utilizdnd metoda numararii coloniilor pe placa. Orice celuld viabild din biofilm va
genera o colonie ce poate fi vizualizatd cu ochiul liber si numaratd, calculandu-se numarul de
UFC/ml.

5.1.6. Aprecierea efectului flavonoidei BrCl asupra biofilmului matur

Efectul flavonoidei BrCl asupra biofilmului matur se determind utilizdnd colorarea cu

cristal violet, microscopia opticd si microscopia confocald cu scanare laser.

5.1.7. Efectul flavonoidei BrCl asupra hidrofobicitatii celulelor de C. krusei

Efectul flavonoidei BrCl asupra hidrofobicitatii suprafetei celulare se realizeaza utilizand

toluenul ca hidrocarbura.

5.1.8. Efectul flavonoidei BrCl asupra producerii de EPS

Determinarea producerii EPS-urilor in prezenta flavonoidei BrCl se realizeaza utilizand

metoda cu fenol-acid sulfuric.

5.3. REZULTATE SI DISCUTII

5.2.1. Aderarea celulelor fungice este influentata de flavonoida BrCl

S-a observat o inhibare a aderdrii de peste 90% la concentratii ale flavonoidei BrCl
echivalente cu 2 x CMI (31,25 pg/ml), CMI (15,62 pg/ml) si /2 CMI (7,8 pg/ml). O activitate
anti-aderare importanta a fost observata si la concentratiile subinhibitorii 4 CMI (3,9 pg/ml) si
% CMI (1,9 pg/ml), in acest caz procentajul de inhibare al aderarii fiind de 64%, respectiv 46%
(Figura 5.1-B). Analizand rezultatele obtinute, putem afirma cd inhibarea aderarii celulelor de C.

krusei Prx este direct proportionald cu doza de flavonoida testata.
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Figura 5.1. Efectul inhibitor al flavonoidei BrCl asupra aderarii celulelor de C. krusei Prx. A — cuantificarea
biomasei biofilmului format folosind colorarea cu cristal violet; B — procentajul de inhibare al aderarii. Celulele au
fost incubate timp de 8 ore in prezenta concentratiilor diferite de BrCl. Asterixul reprezintd diferente semnificative

fata control (** =p < 0,01, *** =p < 0,001, **** =p <(0,0001). Barele reprezinta eroarea standard a mediei.

5.2.2. Flavonoida BrCl inhiba dezvoltarea biofilmului preformat

Activitatea flavonoidei BrCl a fost testata si in scopul evidentierii proprietdtii de a inhiba
dezvoltarea biofilmului preformat de C. krusei Prx. Dupa cum se poate observa in Figura 5.2-A,
dezvoltarea biofilmului preformat a fost inhibatd intr-un procentaj de peste 95% la concentratii
ale flavonoidei BrCl de 31,25 pg/ml si 15,62 pg/ml, echivalente cu 2 x CMI, respectiv CMI. De
remarcat este si faptul ca la concentratii subinhibitorii (%2 CMI, %4 CMI si 4 CMI), flavonoida
BrCl a inhibat semnificativ dezvoltarea biofilmului preformat intr-o proportie de peste 56%

(Figura 5.2-B).
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Figura 5.2. Activitatea flavonoidei BrCl asupra biofilmului preformat de C. krusei Prx. A — cuantificarea
biomasei biofilmului format folosind colorarea cu cristal violet; B — procentajul de inhibare al biofilmului preformat
fata de control. Biofilmul a fost preformat 8 ore in absenta flavonoidei BrCl. Asterixul reprezinta diferente

semnificative fata control (**** = p < 0,0001). Barele reprezinta eroarea standard a mediei.
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5.2.3. Flavonoida BrCl inhiba formarea biofilmului de catre tulpina C. krusei Prx

Rezultatele noastre au ardtat ca flavonoida BrCl a avut un efect inhibitor semnificativ
asupra formarii biofilmului intr-o manierd dependentd de doza (Figura 5.3-A). Cel mai
promitétor efect al flavonoidei BrCl a fost observat la concentratiile echivalente cu 2 x CMI
(31,25 pg/ml) si CMI (15,62 pg/ml), unde formarea biofilmului a fost inhibata cu peste 88% fata
de control. De asemenea, trebuie remarcat faptul ca s-a inregistrat o activitate antibiofilm
importantd si la concentratiile subinhibitorii 2 CMI (7,8 pg/ml) si 4 CMI (3,9 pg/ml), in acest
caz biofilmul fiind inhibat intr-o proportie de 77%, respectiv 66% - Figura 5.3-B.
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Figura 5.3. Activitatea in vitro a flavonoidei BrCl asupra formarii biofilmului de C. krusei Prx pe parcursul a
24 ore de incubare. A — cuantificarea biomasei biofilmului format folosind colorarea cu cristal violet; B —
procentajul de inhibare al formarii biofilmului. Asterixul reprezintd diferente semnificative intre proba si control (*

=p <0,05, ** =p < 0,001, ns = diferente nesemnificative). Barele reprezinta eroarea standard a mediei.

5.2.4. Flavonoida BrCl poate reduce activitatea metabolica a celulelor din biofilmul produs

de C. krusei Prx

Activitatea metabolica a celulelor a fost redusd semnificativ (cu aproximativ 90%) la o
concentratie a flavonoidei BrCl egala cu 15,62 pg/ml (CMI). Mai mult, trebuie evidentiat faptul
ca flavonoida BrCl a indus o inhibare semnificativa (p < 0,05) a activitatii metabolice si la
concentratii subinhibitorii — Figura 5.4-A. Astfel, la o concentratie echivalenta cu 2 CMI (7,8
pg/ml), activitatea metabolica a celulelor sesile a fost inhibatd intr-o proportie de 60%, iar la o
concentratie echivalentd cu % CMI (3,9 pug/ml) a dus la o reducere a activitatii metabolice de

aproximativ 26% - Figura 5.4-B.
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Figura 5.4. Activitatea metabolica a celulelor de C. krusei Prx dupa 48 ore de incubare in prezenta flavonoidei
BrCl. A — cuantificarea formazanului format; B — procentajul de inhibare al activitatii metabolice in comparatie cu
controlul. Asterixul reprezinta diferente semnificative intre proba si control (* =p < 0,05, ** =p <0,01, **** =p <

0,0001, ns = diferente nesemnificative). Barele reprezinta eroarea standard a mediei.

5.2.5. Flavonoida BrCl reduce viabilitatea celulelor din biofilmul format de C. krusei Prx

Utilizata intr-o concentratie echivalentd cu 2 x CMI (31,25 pg/ml) si CMI (15,62 pg/ml),
flavonoida BrCl a determinat reducerea semnificativd (p < 0,01) a numarului de unitati
formatoare de dezvoltate pe mediu solid dupa preluarea in suspensie a celulelor din biofilmul
format de C. krusei Prx. La concentratiile subinhibitorii ale flavonoidei testate (7,8 pg/ml si 1,9

pg/ml), reducerea numarului de UFC nu a fost diferitd semnificativ fata de control — Figura 5.5.
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Figura 5.5. Activitatea flavonoidei BrCl asupra viabilititii celulelor din biofilmul produs de C. krusei Prx.
Asterixul reprezinta diferente semnificative intre proba si control (** = p < 0,01, ns = diferente nesemnificative).

Barele reprezinta eroarea standard a mediei.
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5.2.6. Biofilmul matur produs de C. krusei Prx este distrus in prezenta flavonoidei BrCl

Dupa incubare am constatat ca flavonoida BrCl utilizata intr-o concentratie echivalenta
cu 4 x CMI (62,5 pg/ml) si 2 x CMI (31,25 pg/ml) a determinat distrugerea semnificativa a
biofilmului matur intr-o proportie de 96% si 87% - Figura 5.6-A. La o concentratie echivalenta
cu CMI (15,62 pg/ml), biofilmul matur a fost distrus in proportie de 78,49%, acest lucru fiind

pus 1n evidenta si la microscopul optic prin colorarea cu cristal violet (Figura 5.6-B, C, D si E).

% distrugere biofilm

62,5 31,25 1562 7.8 39

Concentratii (pg/ml)

Figura 5.6. Distrugerea biofilmului matur produs de C. krusei Prx consecutiv expunerii la flavonoida BrCl. A
— procentajele de distrugere a biofilmului la diferite concentratii; Vizualizarea biofilmului la microscopul optic dupa
colorarea cu cristal violet: B — control + DMSO 1,5%, D — control + DMSO 0,78%, C si E — biofilm matur expus la
concentratii de flavonoida echivalente cu 2 CMI si CMI timp de 48 ore. Biofilmul a fost format 48 ore in absenta
flavonoidei. Asterixul reprezinta diferente semnificative intre proba si control (** =p < 0,01, *** = p < 0,001, ****

=p <0,0001). Barele reprezinta eroarea standard a mediei.

Pentru a observa distributia spatiald a celulelor biofilmului si pentru a obtine informatii
despre topografia si organizarea biofilmului in prezenta flavonoidei BrCl s-a utilizat microscopia
confocald cu scanare laser. Dupa cum se poate observa in Figura 5.7-A si 5.7-B, biofilmul matur
produs de C. krusei Prx a fost afectat de flavonoida BrCl la concentratiile echivalente cu 2 X
CMI si CMI, acesta prezentand o reducere evidenta a biomasei in comparatie cu controlul. Mai
mult, in Figura 5.7-C se poate observa o arhitecturd compacta a biofilmului in control, in timp ce
in prezenta flavonoidei BrCl biomasa si densitatea celulelor prezinti o reducere evidenta. In
acelasi timp, am observat cd intensitatea fluorescentei (Figura 5.7-C) la control a fost mai mare
in comparatie cu proba, acest lucru indicand faptul cd la nivelul biofilmului din control exista

mai multe straturi de celule.
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Figura 5.7. Eradicarea biofilmului matur produs de C. krusei Prx consecutiv expunerii la flavonoida BrCl. A
—imagini 2D ale biofilmului; B — imagini 3D ale biofilmului; C — arhitectura suprafetei biofilmului matur obtinuta
cu ajutorul programului ImagelJ. Morfologia biofilmelor a fost vizualizata cu ajutorul microscopului confocal la un

obiectiv de 60 x.

5.2.7. Activitatea flavonoidei BrCl asupra hidrofobicitatii suprafetei celulelor de C. krusei

Prx

Analizand rezultatele obtinute am constatat cd flavonoida BrCl nu a indus o scadere a
indicelui de hidrofobicitate al suprafetei celulare in comparatie cu controlul si controlul cu
DMSO. Mai mult, in prezenta flavonoidei BrCl la o concentratie egald cu 7,8 pg/ml, indicele
CSH a fost mai crescut (73,95%) fata de cel inregistrat in cazul controlului cu DMSO (68,55%)

— Figura 5.8.
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Figura 5.8. Evaluarea hidrofobicititii suprafetei celulare (CSH) a tulpinii C. krusei Prx in prezenta

flavonoidei BrCl (7,8 pg/ml). Barele reprezinta eroarea standard a mediei.
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5.2.8. Activitatea flavonoidei BrCl asupra continutului total de carbohidrati

In Figura 5.9 este prezentat continutul total de carbohidrati inregistrat in absenta sau
prezenta flavonoidei BrCl. Expunerea la flavonoida BrCl (7,8 pg/ml) nu a dus la modificarea

semnificativa a continutului total de carbohidrati In comparatie cu controlul.
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Figura 5.9. Cuantificarea continutului total de carbohidrati dup 48 ore de incubare in prezenta flavonoidei

BrCl. Barele reprezinta eroarea standard a mediei.

CAPITOLUL 6 — EFECTUL SINERGIC AL COMBINATIILOR
FLAVONOIDE SINTETICE TRICICLICE CU SULF - SUBSTANTE
ANTIMICROBIENE

6.1. MATERIALE, ECHIPAMENTE SI METODE DE LUCRU
6.1.1. Stabilirea efectului sinergic al unor compusi prin metoda ,,checkerboard”
Aceastd metodd urmareste determinarea interactiunii dintre doud substante utilizate in

diferite combinatii. Cu ajutorul acestei metode sunt testati noi agenti antimicrobieni impreund cu

antibiotice sau antimicotice in scopul precizarii efectului sinergic, aditiv sau antagonic al celor

doua substante folosite Impreuna.
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6.2. REZULTATE SI DISCUTII

6.2.1. Interactiunea sinergica a flavonoidelor testate cu penicilina si fluconazolul

Flavonoida ICI si penicilina manifesta un efect sinergic impotriva tulpinii S. aureus

MRSA

Combinatia dintre flavonoida ICl (1,95 pg/ml) si penicilind (250 pg/ml) a permis
reducerea valorii CMI a flavonoidei ICI de aproximativ 32 ori, iar valoarea CMI a penicilinei a
fost redusa de 4 ori. Aceste rezultate demonstreaza ca impreund, flavonoida ICI si penicilina, au
o actiune mai eficienta impotriva tulpinii S. aureus MRSA in comparatie cu situatia in care cele

doua substante sunt utilizate separat.

Tabel 6.1. Valorile concentratiilor inhibitorii fractionale si indicelui fractionar al concentratiei inhibitorii al

flavonoidei ICl si al antibioticului penicilind impotriva unei tulpini de S. aureus MRSA

CMI pg/ml
ICl1 penicilina ICl1 penicilina FIC FIC FICI Efect
combinatie combinatie ICl1 penicilina

62,5 1,95 1 0,001 1 Aditiv

31,25 62,5 0,5 0,06 0,6 Aditiv
15,62 250 0,24 0,25 0,5 Sinergic
62,5 1000 7,8 250 0,12 0,25 0,4 Sinergic
3.9 250 0,06 0,25 0,3 Sinergic
1,95 250 0,03 0,25 0,3 Sinergic
0,97 500 0,01 0,5 0,5 Sinergic

CMI = concentratia minima inhibitorie

FIC = concentratie inhibitorie fractionara

FICI = indicele fractionar al concentratiei inhibitorii

Flavonoidele sintetice triciclice cu sulf si fluconazolul manifesta un efect sinergic

impotriva tulpinii C. albicans Prx

Combinatia dintre flavonoida FCI si fluconazol a determinat o reducere considerabild a
valorii CMI atat pentru flavonoida FCl (de la 31,25 pg/ml la 0,24 ng/ml), cat si pentru
fluconazol (de la 1000 pg/ml la 0,48 pg/ml). In urma testelor efectuate au fost evidentiate 7

efecte sinergice si un singur efect aditiv (Tabel 6.2).
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Tabel 6.2. Valorile concentratiilor inhibitorii fractionale si indicelui fractionar al concentratiei inhibitorii al

flavonoidei FCIl si al antimicoticului fluconazol impotriva tulpinii C. albicans Prx

CMI pg/ml
FC1 fluconazol FCl1 fluconazol FIC FIC FICI Efect
combinatie combinatie FCl fluconazol

31,25 0,48 1 0,0004 1 Aditiv
15,62 1,95 0,49 0,001 0,5 Sinergic
7,8 1,95 0,24 0,001 0,3 Sinergic
31,25 1000 3,9 1,95 0,12 0,001 0,1 Sinergic
1,95 1,95 0,06 0,001 0,1 Sinergic
0,9 125 0,02 0,06 0,1 Sinergic
0,48 500 0,01 0,5 0,5 Sinergic
0,24 500 0,007 0,5 0,5 Sinergic

Valorile concentratiilor flavonoidei CICl si ale fluconazolului in combinatie s-au diminuat
foarte mult in comparatie cu valorile CMI ale substantei singure. Astfel, valoarea CMI a
flavonoidei CICI a scazut de aproximativ 130 ori (de la 15,62 pg/ml la 0,12 pg/ml), iar valoarea
CMI a fluconazolului a scazut de aproximativ 1030 ori (de la 1000 pg/ml la 0,97 ng/ml) — Tabel
6.3.

Tabel 6.3. Valorile concentratiilor inhibitorii fractionale si indicelui fractionar al concentratiei inhibitorii al

flavonoidei CICI si antimicoticului fluconazol impotriva tulpinii C. albicans Prx

CMI pg/ml
CIC1 fluconazol CIC1 fluconazol FIC FIC FICI Efect
combinatie combinatie CICl1 fluconazol

15,62 0,48 1 0,0004 1 Aditiv
7,8 0,97 0,49 0,0009 0,5 Sinergic
3,9 0,97 0,24 0,0009 0,3 Sinergic
15,62 1000 1,95 1,95 0,1 0,001 0,1 Sinergic
0,98 1,95 0,06 0,01 0,1 Sinergic
0,48 15,62 0,03 0,01 0,04 Sinergic
0,24 500 0,01 0,5 0,5 Sinergic
0,12 500 0 0,5 0,5 Sinergic

Efectul sinergic dintre flavonoida BrCl si antimicoticul fluconazol a fost testat impotriva
celulelor de C. albicans Prx, iar rezultatele sunt prezentate in Tabel 6.4. patru combinatii diferite
ale flavonoidei BrCl cu fluconazolul au prezentat un efect sinergic (FICI este cuprins intre 0,12
si 0,5), iar alte patru combinatii diferite au prezentat un efect aditiv (FICI este cuprins intre 0,51

st 1).
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Tabel 6.4. Valorile concentratiilor inhibitorii fractionale si indicelui fractionar al concentratiei inhibitorii al

flavonoidei BrCl si antimicoticului fluconazol impotriva tulpinii C. albicans Prx

CMI pg/ml
BrCl fluconazol BrCl fluconazol FIC FIC FICI Efect
combinatie combinatie BrCl fluconazol

7.9 0,6 1 0,0006 1 Aditiv
3,95 243 0,5 0,002 0,5 Sinergic
1,97 243 0,25 0,002 0,25 Sinergic
7,9 1250 0,98 2.43 0,12 0,002 0,12 Sinergic
0,49 312 0,06 0,25 0,31 Sinergic

0,24 625 0,03 0,5 0,53 Aditiv

0,12 1250 0,02 0,5 0,52 Aditiv

0,06 1250 0,01 0,5 0,51 Aditiv

A fost testat de asemenea si efectul sinergic al flavonoidei ICl in combinatie cu
fluconazolul impotriva tulpinii C. albicans Prx. In urma rezultatelor obtinute, 7 combinatii
diferite dintre flavonoida ICI si fluconazol au prezentat efect sinergic si o singura combinatie a
dus la evidentierea unui efect aditiv. Valoarea concentratiei minime inhibitorii a flavonoidei ICI a
scazut de la 7,9 pg/ml la 0,06 pg/ml, iar valoarea CMI a fluconazolului a scazut de la 1000 pg/ml
la 0,97 pg/ml (Tabel 6.5).

Tabel 6.5. Valorile concentratiilor inhibitorii fractionale si indicele fractionar al concentratiei inhibitorii al

flavonoidei ICl si fluconazolului impotriva tulpinii C. albicans Prx

CMI pg/ml
ICl fluconazol ICl1 fluconazol FIC FIC FICI Efect
combinatie combinatie IC1 fluconazol

7,8 39 1 0,003 1 Aditiv
3,9 0,97 0,5 0,0009 0,5 Sinergic
1.9 31,25 0,24 0,03 0,3 Sinergic
7,8 1000 0,9 31,25 0,11 0,03 0,1 Sinergic
0,48 500 0,06 0,5 0,5 Sinergic
0,24 500 0,03 0,5 0,5 Sinergic
0,12 500 0,01 0,5 0,5 Sinergic
0,06 500 0 0,5 0,5 Sinergic

Combinatia dintre flavonoida BrF si fluconazol a prezentat o importantd activitate
sinergica Tmpotriva tulpinii C. albicans Prx. Rezultatele a 6 combinatii diferite dintre flavonoida
BrF si fluconazol aratd un important efect sinergic. Cea mai scazuta valoare FICI (0,1) a fost

obtinutd la o concentratie minima inhibitorie de 1,95 pg/ml flavonoida BrF si 0,97 pg/ml
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fluconazol, respectiv 3,9 pg/ml flavonoida BrF si 0,97 pg/ml fluconazol (Tabel 6.6), valoarea

CMI a flavonoidei BrF scazand de cel putin § ori.

Tabel 6.6. Valorile concentratiilor inhibitorii fractionale si indicelui fractionar al concentratiei inhibitorii al

flavonoidei BrF si antimicoticului fluconazol impotriva tulpinii C. albicans Prx

CMI pg/ml
BrF fluconazol BrF fluconazol FIC FIC FICI Efect
combinatie combinatie BrF fluconazol

31,25 0,24 1 0,0002 1 Aditiv
15,62 0,97 0,49 0,0009 0,5 Sinergic
7.8 0,97 0,24 0,0009 0,3 Sinergic
31,25 1000 3.9 0,97 0,12 0,0009 0,1 Sinergic
1,95 0,97 0,06 0,0009 0,1 Sinergic
0,9 125 0,02 0,12 0,2 Sinergic
0,48 500 0,01 0,5 0,5 Sinergic

Valoarea concentratiei minime inhibitorii a combinatiei flavonoida BrBr — fluconazol a
scizut semnificativ pentru ambele substante testate impotriva tulpinii C. albicans Prx. In
combinatie cu fluconazolul, valoarea CMI a flavonoidei BrBr a fost redusa de cel putin 2 ori, cea
mai mica valoare FICI fiind obtinutd la o concentratie de 0,48 pg/ml flavonoida BrBr si 1,95

ug/ml fluconazol (Tabel 6.7).

Tabel 6.7. Valorile concentratiilor inhibitorii fractionale si indicelui fractionar al concentratiei inhibitorii al

flavonoidei BrBr si antimicoticului fluconazol impotriva tulpinii C. albicans Prx

CMI pg/ml
BrBr fluconazol BrBr fluconazol FIC FIC FICI Efect
combinatie combinatie BrBr fluconazol

15,62 0,24 1 0,0002 1 Aditiv
7,8 0,48 0,49 0,0004 0,5 Sinergic
3.9 0,97 0,24 0,0009 0,3 Sinergic
15,62 1000 1,9 0,97 0,12 0,0009 0,1 Sinergic
0,97 0,97 0,06 0,0009 0,1 Sinergic
0,48 1,95 0,03 0,001 0 Sinergic
0,24 500 0,01 0,5 0,5 Sinergic
0,12 500 0 0,5 0,5 Sinergic

Cel mai mare efect sinergic (FICI = 0,1) a fost obtinut la o concentratie de 0,97 pg/ml
flavonoida Brl si 0,97 pg/ml fluconazol, respectiv 0,48 pg/ml flavonoida Brl si 15,62 pg/ml
fluconazol (Tabel 6.8).
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Tabel 6.8. Valorile concentratiilor inhibitorii fractionale si indicelui fractionar al concentratiei inhibitorii al

flavonoidei Brl si antimicoticului fluconazol impotriva tulpinii C. albicans Prx

CMI pg/ml
Brl fluconazol Brl fluconazol FIC FIC FICI Efect
combinatie combinatie Brl fluconazol

7,8 0,48 1 0,0004 1 Aditiv
3.9 0,97 0,5 0,0009 0,5 Sinergic
1,9 0,97 0,24 0,0009 0,2 Sinergic
7,8 1000 0,97 0,97 0,11 0,0009 0,1 Sinergic
0,48 15,62 0,06 0,01 0,1 Sinergic
0,24 500 0,03 0,5 0,5 Sinergic
0,12 500 0,01 0,5 0,5 Sinergic
0,06 500 0 0,5 0,5 Sinergic

CAPITOLUL 7 - PROPRIETAIILE FARMACOLOGICE ALE
FLAVONOIDEI BrCl

7.1. MATERIALE SI ECHIPAMENTE NECESARE
7.1.1. Aprecierea in silico a proprietatilor ADMET

Proprietatile ADMET ale flavonoidei BrCl au fost apreciate utilizdnd server-ului web
pkCSM. Formatul SMILES (notatie utilizatd pe scard largd pentru reprezentarea compozitiei
atomice si a structurii chimice) al compusului din PubChem (Tabel 7.1) se incarca in platforma
farmacocinetica pkCSM (http://biosig.unimelb.edu.au/pkcsm/prediction) si se alege modul de

predictie ADMET.

7.1.2. Determinarea citotoxicitatii flavonoidei BrCl

Determinarea citotoxicitatii flavonoidei BrCl s-a realizat utilizand doud linii celulare

HT29-MTX si HepG2.
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7.2. REZULTATE SI DISCUTII

7.2.1. Predictia in silico a proprietatilor farmacologice ale flavonoidei BrCl

Pentru a determina probabilitatea ca flavonoida BrCl sd devind un potential candidat

pentru dezvoltarea de noi medicamente ne-am propus si investigarea in silico a parametrilor

ADMET — Tabel 7.1.

Tabel 7.1. Proprietitile de absorbtie, distributie, metabolism, excretie si toxicitate (ADMET) ale flavonoidei

BrCl si ale antimicoticului fluconazol determinate utilizind programul pkCSM

Valoare prognozata
Proprietate Model Flavonoida Unitate
Fluconazol
BrCl
Absorbtie Solubilitate 1n apa -3,293 -6,587 Numeric (Log mol/L)
Numeric (Log Papp 1n
Absorbtie Permeabilitatea Caco2 0,905 0,998
106 cm/s)
Absorbtie Absorbtia intestinala (om) 94,964 89,114 Numeric (% absorbtie)
Absorbtie Permeabilitatea pielii 2,8 -2,728 Numeric (Log Kp)
Substrat pentru P- )
Absorbtie ) ) Nu Da Categoric (da/nu)
glicoproteina
) Inhibitor al P- )
Absorbtie ) o Nu Da Categoric (da/nu)
glicoproteinei I
. Inhibitor al P- )
Absorbtie ) o Nu Da Categoric (da/nu)
glicoproteinei I1
Distributie VDss (om) -0,441 0,798 Numeric (Log L/kg)
Distributie Fractie nelegata (om) 0,381 0,126 Numeric (Fu)
Distributie Permeabilitate BBB -1,067 0,755 Numeric (Log BB)
Distributie Permeabilitate SNC -3,185 -1,179 Numeric (Log PS)
Metabolism Substrat CYP2D6 Nu Nu Categoric (da/nu)
Metabolism Substrat CYP3A6 Nu Da Categoric (da/nu)
Metabolism Inhibitor CYP1A2 Da Da Categoric (da/nu)
Metabolism Inhibitor CYP2C19 Nu Da Categoric (da/nu)
Metabolism Inhibitor CYP2C9 Nu Nu Categoric (da/nu)
Metabolism Inhibitor CYP2D6 Nu Da Categoric (da/nu)
Metabolism Inhibitor CYP3A4 Nu Da Categoric (da/nu)
Numeric (Log
Excretie Total Clearance 0,29 -0,088
ml/min/kg)
Excretie Substrat renal OCT2 Nu Nu Categoric (da/nu)
Toxicitate Toxicitate AMES Nu Da Categoric (da/nu)
Toxicitate Doza maxima tolerata 0,114 0,289 Numeric (Log mg/kg/zi)




(om)

Toxicitate Inhibitor hERG I Nu Nu Categoric (da/nu)
Toxicitate Inhibitor hRERG II Nu Da Categoric (da/nu)
o Toxicitate acuta orala la .
Toxicitate 2,328 2,5 Numeric (mol/kg)
sobolan (LD50)
Toxicitate acutd orala la Numeric (Log mg/kg
Toxicitate 1,033 0,417 )
sobolan (LOAEL) bw/zi)
Toxicitate Hepatotoxicitate Da Nu Categoric (da/nu)
Toxicitate Sensibilizare cutanata Nu Nu Categoric (da/nu)
Toxicitate Tetrahymena
Toxicitate 0,312 0,326 Numeric
pyriformis
Toxicitate Toxicitate pentru Minnow 3,872 -1,801 Numeric

7.2.2. Evaluarea citotoxicitatii flavonoidei BrCl asupra celulelor umane

Rezultatele obtinute 1n acest studiu au aratat faptul ca celulele epiteliale producatoare de
mucus prezinta tolerantd la flavonoida BrCl, obtindndu-se o valoare I1Cso egald cu 31,86 pg/ml
(Figura 7.1-A). Totodata, in urma testarii flavonoidei BrCl asupra hepatocitelor HepG2 s-a
evidentiat ca nu prezintd hepatotoxicitate, obtinandu-se o valoare ICso egald cu 16,16 pug/ml
(Figura 7.2-B). Mai mult, rezultatele obtinute in vitro in ceea ce priveste hepatotoxicitatea
confirma datele obtinute cu ajutorul platformei pkCSM conform carora flavonoida sinteticad nu

prezinta hepatotoxicitate.
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Figura 7.1. Efectul flavonoidei BrCl asupra viabilitatii liniei celulare A — HT29-MTX si B — HepG2. Celulele
au fost incubate 24 ore 1n prezenta flavonoidei BrCl (concentratii cuprinse intre 0,1 si 100 pg/ml). Viabilitatea
celulelor a fost evaluata prin masurarea activitatii hidrogenazei mitocondriale utilizand reactivul CCK-8. Mediile
sunt prezentate ca £ SD (N = 2, n = 6). Concentratia moleculei necesara pentru a provoca o inhibitie de 50% a

viabilitatii celulare (ICso) a fost determinata cu ajutorul functiei de analiza a regresiei neliniare din GraphPad Prism.
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CONCLUZII

Analiza literaturii de specialitate scoate in evidenta faptul ca rezistenta la antibiotice
reprezintd una dintre cele mai mari amenintari la nivel global, fiind absolut necesare substante
antimicrobiene noi care sa fie utilizate in terapia bolilor infectioase.

Printre compusii ce prezinta o activitate antimicrobiand eficienta se afla flavonoidele naturale,
dar mai cu seama cele sintetice. Aceastd activitate se datoreaza capacitatii lor de a inhiba
cresterea microorganismelor prin diferite mecanisme de actiune, cum ar fi lezarea membranei
celulare, inhibarea formarii hifelor, a motilititii, a formarii biofilmului sau a enzimelor
implicate 1n virulenta.

Testarea activitdtii antimicrobiene a flavonoidelor sintetice triciclice cu sulf s-a realizat atat
asupra bacteriilor, cit si asupra fungilor. In urma rezultatelor obtinute s-a constatat ca
flavonoidele sintetice FCIl, CICI, BrCl, ICl, BrF, BrBr si Brl manifesta o importanta activitate
antimicrobiand, valorile CMI impotriva bacteriilor Gram-pozitive fiind sub 3,9 pg/ml, cele
pentru bacteriile Gram-negative mai mici de 250 pg/ml, iar cele pentru fungi sub 62,5 pg/ml.
La valori ale CMI cuprinse intre 0,12 pg/ml si 3,9 pg/ml, toate flavonoidele determind un
efect bacteriostatic de cel putin 12 ore impotriva tulpinii e S. aureus ATCC 25923 testate.
Efectul bacteriostatic asupra tulpinii E. coli ATCC 25922 se mentine pentru cel putin 12 ore la
valori ale CMI cuprinse intre 1,95 pg/ml si 62,5 pg/ml. in ceea ce priveste tulpina C. albicans
Prx, flavonoidele au prezentat un efect fungistatic de cel putin 14 ore la concentratii cuprinse
intre 3,9 pg/ml si 31,25 pg/ml.

Timpul in care celulele microbiene isi pierd viabilitatea variazd in functie de flavonoida
testatd. La o concentratie echivalentd cu 2 x CMI flavonoida BrF determind un efect
bactericid dupa 4 ore, iar flavonoidele FCl, ICl, BrBr si Brl duc la pierderea viabilitatii
celulelor de S. aureus ATCC 25923 dupa 2 ore. Flavonoidele ICI, BrBr si Brl utilizate intr-o
concentratie egalda cu 2 x CMI duc la pierderea viabilitétii celulelor de E. coli ATCC 25922
dupa 2 ore, 1 ora, respectiv 30 minute de la expunere.

Presupunem cé diferenta in ceea ce priveste efectul bactericid dintre bacteriile Gram-pozitive
si cele Gram-negative se datoreazd concentratiilor de flavonoide utilizate. Astfel, pentru
bacteria Gram-negativa a fost obtinut un efect bactericid la o concentratie egald cu 7,8 pg/ml,
respectiv 31,25 pg/ml, in timp ce pentru bacteria Gram-pozitiva concentratia de flavonoida
necesara a fost de doar 7,8 pg/ml, 3,9 pg/ml si 0,95 pg/ml.

Analiza microscopica a celulelor de C. albicans expuse la flavonoida BrCl ne sugereaza ca
principalul mecanism de actiune al flavonoidei BrCl este de tip membranar, aceasta
determinand liza celulard prin afectarea permeabilitatii si integritdtii membranei celulelor.
Totodata, flavonoida BrCl provoaca alterari morfologice severe ale celulelor de C. albicans
ca o consecinta a lizei celulare.

In ceea ce priveste activitatea flavonoidei BrCl asupra unor factori implicati in virulenta

tulpinii P aeruginosa 124 am remarcat cd aceasta inhibd motilitatea de tip swimming,
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swarming si twitching la concentratii echivalente cu s CMI (0,48 pg/ml), ¥4 CMI (0,9 pg/ml )
si 2 CMI (1,9 pg/ml).

Activitatea pompelor de eflux implicate in rezistenta tulpinii P. aeruginosa 124 nu a fost
inhibata de flavonoida BrCl la o concentratie de 1,9 pg/ml (%2 CMI).

In urma expunerii la flavonoida BrCl a fost inhibata tranzitia morfologica de la forma de
dermatoplast la cea de hifa a tulpinii C. albicans Prx, factor important implicat in virulenta.
Mai mult, s-a observat si o diminuare a expresiei genelor (Awpl, als3 si ecel) implicate n
formarea hifelor, acest lucru putand fi corelat cu inhibarea formarii hifelor, avand in vedere ca
gena hwpl codifica o proteina a peretelui hifelor ce este esentiald pentru dezvoltarea lor.
Flavonoida BrCl nu afecteaza activitatea unor enzime implicate in virulenta tulpinilor de
Candida (fosfolipaze, esteraze, proteaze si catalaze).

Rezultatele obtinute au evidentiat cd aderarea celulelor de C. krusei Prx este inhibata intr-o
proportie de peste 90% la concentratii ale flavonoidei BrCl echivalente cu 2 x CMI (31,25
pg/ml), CMI (15,62 pg/ml) si 2 CMI (7,8 pg/ml). Mai mult, dezvoltarea biofilmului
preformat este inhibata intr-o proportie de peste 56% la concentratii subinhibitorii (Y2 CMI, %
CMI si %6 CMI).

La concentratii subinhibitorii 2 CMI (7,8 pg/ml) si Y« CMI (3,9 pg/ml) flavonoida BrCl
inhiba formarea biofilmului de C. krusei intr-o proportie de 77%, respectiv 66%.

In prezenta concentratiilor egale cu CMI (15,62 pg/ml) si %4 CMI (7,8 pg/ml) activitatea
metabolica a celulelor din biofilm a fost inhibata aproximativ 90%, respectiv 60%.

Expunerea la concentratii echivalente cu CMI (15,62 pg/ml) si /2 CMI (7,8 pg/ml) au dus la
distrugerea biofilmului matur in proportie de 78,49%, respectiv 51,46%.

Datorita faptului ca flavonoida BrCl nu prezintd activitate asupra hidrofobicitatii suprafetei
celulare (CSH) si substantelor exopolimerice (EPS) implicate In aderarea si stabilizarea
biofilmului, presupunem ca modul prin care flavonoida testatd duce la inhibarea formarii
biofilmului este legat de afectarea (liza) celulelor.

Utilizate In combinatie cu penicilina si fluconazolul, flavonoidele au prezentat un important
efect sinergic impotriva tulpinilor S. aureus MRSA si C. albicans (izolat clinic). In
combinatie cu flavonoidele FCI si BrCl valoarea CMI a fluconazolului a scazut de cel putin
500 ori, iar in combinatie flavonoidele CICI, ICl, BrF, BrBr si Brl, valoarea CMI a
fluconazolului a scazut de aproximativ 1030 ori.

Analiza in silico a proprietitilor farmacocinetice evidentiazd faptul flavonoida BrCl
indeplineste doar 3 din cele 5 reguli propuse de Lipinski. Cu toate acestea, compusul testat
prezintd o permeabilitate ridicatd pentru linia celulara Caco-2, intestin si piele, este inhibitor
pentru glicoproteina P, permeabilitatea BBB este ridicatd, iar distributia la nivelul SNC este
favorabila. Mai mult, in ceea ce priveste toxicitatea flavonoidei BrCl s-a dovedit ca aceasta
nu prezintd hepatotoxicitate si nu duce la sensibilizarea pielii, In schimb prezinta toxicitate

AMES, are un efect toxic pentru 7. pyriformis si prezinta toxicitate Minnow.
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Testarea in vitro a efectului citotoxic al flavonoidei BrCl asupra a doud linii celulare
evidentiazd ca substanta testatd nu prezintd hepatotoxicitate asupra liniei celulare HepG2
(ICso = 16,16 pg/ml), iar linia celularda HT29-MTX prezinta toleranta la flavonoida BrCl (ICso
= 31,86 pg/ml). Rezultatele obtinute evidentiaza ca flavonoida BrCl ar putea fi utilizatd ca un
agent antimicrobian avand in vedere cad valoarea concentratiilor minime inhibitorii (< 15,62
pg/ml) este mai mica decat valorile ICs.

Datele obtinute pand 1n acest moment ne permit sd afirmam ca flavonoida BrCl ar putea fi o
alternativa fiabila pentru a dezvolta medicamente eficiente utilizate pentru combaterea

bacteriilor si fungilor.

PERSPECTIVE DE CONTINUARE A STUDIILOR

Rezultatele obtinute in cadrul realizarii tezei de doctorat legate de activitatea antimicrobiana a

flavonoidelor sintetice triciclice cu sulf ne permit extinderea pe viitor a studiilor cu privire la:

1.

Investigarea activitatii flavonoidelor asupra expresiei genelor implicate 1n formarea
biofilmului la specii ale genului Candida.

Observarea cu ajutorul microscopiei electronice cu baleiaj (SEM) si a microscopiei
electronice cu transmisie (TEM) a biofilmului produs de Candida spp. in prezenta
flavonoidelor sintetice triciclice cu sulf.

Testarea activitatii flavonoidelor asupra biofilmului mixt produs de diferite specii bacteriene
si fungice.

Extinderea investigatiilor privind proprietatile antifungice si la alte specii ale genului
Candida (eventual alti fungi patogeni).

Investigarea altor mecanisme de actiune ale flavonoidelor triciclice cu sulf (interactiunea cu
receptori membranari folosind investigatii in silico, aprecierea potentialului de a induce
aparitia unor specii reactive de oxigen, etc).

Aprecierea activitatii flavonoidelor asupra sistemului quorum sensing la P. aeruginosa si
Chromobacterium violaceum.

Activitatea flavonoidelor sintetice triciclice cu sulf in vivo, folosind modele animale pentru
infectii cu Candida spp.

Evaluarea capacitdtii celulelor de Candida spp de a dobandi rezistentd la flavonoidele

triciclice cu sulf.
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