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REPERELE CONCEPTUALE ALE CERCETARII

Actualitatea temei. Fungii sunt organisme omniprezente. Numarul de specii de fungi se
estimeaza aproximativ la 1,5 milioane si doar 300 dintre ele pot afecta organismul uman. Cu
toate acestea fungii se manifesta tot mai activ in calitate de agenti cauzali ai infectiilor la om,
fapt determinat, in primul rand, de numarul in crestere a persoanelor cu imunosupresie severa
[6]. Cu toate ca se lucreaza foarte mult la elaborarea medicamentelor antifungice mai active si
mai putin toxice, se aplicd masuri de profilaxie practic in toatd lumea, micozele (in special cele
invazive) continud sa fie unele dintre cele mai grave complicatii infectioase, care cauzeaza o rata
de mortalitate ridicatd [13]. Conform estimarilor, aproximativ 25% din populatia Terrei este
afectata de micozele superficiale, cauzate in special de dermatofitii din genurile Microsporum,
Trichophyton si Epidermophyton [5, 12]. Analiza statistici a datelor privind morbiditatea
polimicozelor in Republica Moldova (in special microfitie si tricofitie) arata, cd in anii 2000-
2015 se observa o prevalentda absoluta a fungilor zoofili (Microsporum canis — 100% din
microsporii si Trichophyton mentagrophytes — 98,3% din cazurile de tricofitii). in anul 2015
microsporia zooantropofila a constituit in Moldova 31 de cazuri la 100 000 populatie [3].

Infectiile fungice invazive (sistemice) au o incidentd care este mult mai micd decat cea a
infectiilor superficiale, dar provoaca o ingrijorare mai mare, deoarece sunt asociate cu o rata de
mortalitate inacceptabil de inalta, acestea luand anual viata a aproximativ unui milion si jumatate
de oameni [11]. Fungii care cauzeaza infectii oportuniste (Candida albicans, Cryptococcus
neoformans, Aspergillus sp., Mucor sp. s.a.) sunt periculosi in special pentru persoanele cu statut
imun compromis, la care provoaca infectii grave (candidoza, meningitd criptococala,
aspergiloza, mucormicoza s.a.) [7, 16].

Utilizarea pe scard larga a preparatelor antifungice (prioritar azolele, polienele si
alilaminele/tiocarbamatele) este unul dintre factorii care faciliteaza aparitia rezistentei, ceea ce
morbiditdtii si mortalitatii In randurile populatiei, dar si ascensiunea costurilor de ingrijire si
tratament a persoanelor afectate. Studiul mecanismelor de actiune a preparatelor antifungice si a
rezistentei la ele, in prezent, ramane in urma cu mult fata de studiile similare pentru preparatele
antibacteriene. Din aceste motive este necesard concentrarea atentiei cercetatorilor pe studiul
detaliat al mecanismelor de rezistentd antifungica, perfectionarea metodelor de detectare a
rezistentei, elaborarea de noi preparate antifungice pentru tratamentul infectiilor cauzate de
microorganisme rezistente si aplicarea metodelor de prevenire a aparitiei si raspandirii formelor

rezistente de fungi patogeni [9, 17].



Situatia in domeniul de cercetare. In prezent rimane deosebit de actuali problema
elabordrii si implementarii unor noi remedii cu actiune antifungica relevanta si cu efecte adverse
minime fatd de organismul-gazda. In conceptul actual existd mai multe directii de perspectiva,
printre care se numdra sinteza compusilor chimici cu proprietdti predeterminate, depistarea
compusilor naturali cu efect fungicid si aplicarea preparatelor complexe polivalente cu efecte
asupra mai multor niveluri de rezistentd, prezente la culturile de patogeni.

Au fost obtinute rezultate remarcabile 1n sinteza compusilor cu proprietati predeterminate —
compusi coordinativi ai cuprului, zincului, cobaltului si nichelului cu proprietiti antifungice
pronuntate fata de tulpinile patogene de referintd, in special de Candida albicans [10, 14]. Aceste
substante sunt destul de importante pentru industria farmaceutica, fiind din start cunoscuta
structura chimica si, deci convenabil de gestionat procesul de absorbtie si metabolizare a lor.

Preparatele de origine naturalda ocupd o nisad aparte, fiind in centrul atentiei atit pentru
efectele biologice pronuntate, cat si pentru faptul, cd sunt acceptate mai usor de catre pacienti.
Biomasa diferitor plante, microalge, cianobacterii este examinatd in calitate de materie prima
pentru extragerea compusilor cu un potential efect fungicid ori fungistatic [2, 8, 23].

Sursele naturale (extracte din biomasa diferitor organisme) sunt deosebit de pretioase
pentru design-ul noilor molecule active cu proprietdti antifungice. Diverse molecule mici, cu
schelet chimic unic si activitate pronuntatd au fost obtinute din diferite surse, cum ar fi plantele,
produsele marine, microorganismele, etc. Acesti compusi reprezintd o mare varietate structurala
referindu-se la steroli, furanone, quinine, terpenoizi s.a. [24].

Réspandirea tulpinilor multirezistente de fungi si numarul redus de medicamente
disponibile dicteaza necesitatea de a descoperi noi clase de preparate antifungice si compusi care
inhiba mecanismele de rezistentd. Anume in baza acestei necesitdti este initiat procesul de
si compusilor izolati din ele. Accent se face pe preparatele complexe, care asigura nu numai
actiune antifungicd, dar si efecte imunomodulatoare, care asigurd restabilirea statutului imun al
organismului afectat, iar prin aceasta — succesul terapiilor antifungice.

Problema de cercetare care reiese din analiza situatiei in domeniu consta in necesitatea
elaborarii compusilor chimici noi si selectarea remediilor naturale cu activitate antifungica fata
de agentii cauzali ai micozelor, precum si evidentierea elementelor comune ale raspunsului
fungilor la actiunea substantelor selectate.

Scopul tezei a constat in evaluarea raspunsului in vitro a unor culturi de fungi patogeni si

oportunist patogeni la actiunea remediilor noi de origine biologica si chimica.



Obiectivele lucrarii au fost urmatoarele:

1. Evidentierea actiunii antifungice a unor compusi chimici noi, sintetizati de catre
cercetatorii din Republica Moldova;

2. Evaluarea actiunii antifungice a unor extracte vegetale si cianobacteriene;

3. Elucidarea actiunii antifungice a extractelor din biomasa de spirulind, crescuta in conditii
biotehnologice de acumulare a metalelor;

4. Stabilirea mecanismelor de actiune posibile a compusilor chimici noi si extractelor din
surse autohtone asupra fungilor patogeni.

Metodologia cercetarii stiintifice. Pentru realizarea lucrarii au fost utilizate metode de
determinare a activitatii antifungice si metode de determinare a modificarilor biochimice, care au
loc in culturile fungice sub influenta compusilor testati. Din prima categorie au fost utilizate
metodele clasice de determinare a concentratiei minime de inhibitie si concentratiei minime
fungicide (difuzia in geloza si dilutiile succesive), precum si metodele standardizate EUCAST
(7.1 51 9.1). Din a doua categorie au fost aplicate metodele de determinare a activitatii enzimelor
(lactat dehidrogenazei eliberate, superoxiddismutazei, catalazei si glutation peroxidazei),
capacitdtii antioxidante totale si a continutului produselor finale ale peroxidarii lipidelor
(dialdehidei malonice). Modificarile morfologice ale fungilor la actiunea compusilor testati au
fost urmarite microscopic. Calculul statistic a fost realizat prin aplicarea instrumentelor statisticii
descriptive si inferentiale [15].

Noutatea si originalitatea stiintifica. Pentru prima data a fost identificata actiunea
antifungica a unor noi compusi coordinativi cu continut de tiosemicarbazone, dintre care unul a
fost brevetat in calitate de substanta cu activitate antifungica fatd de Candida albicans; in calitate
de lucrari de pionierat pot fi considerate cercetdrile complexe ale actiunii extractelor
cianobacteriene din biomasa standard si cea obtinutd in conditii biotehnologice de acumulare a
metalelor asupra fungilor, care au permis de a elucida unele mecanisme ce stau la baza actiunii
acestor extracte; in premiera a fost demonstrata actiunea noilor substante asupra integritdtii
invelisurilor celulare si asupra statutului redox al celulelor fungice.

Problema stiintifici importantd solutionatd in lucrare constd in evaluarea actiunii
biologice in vitro a remediilor de naturd biologica si chimica asupra unor tulpini de fungi
patogeni si oportunist patogeni, ceea ce a dus la evidentierea elementelor comune si specifice ale
raspunsului celular al fungilor, fapt ce a permis stabilirea unor mecanisme de actiune a
remediilor selectate.

Semnificatia teoreticd. Au fost acumulate date noi care permit de a largi spectrul de

substante de perspectiva pentru descoperirea noilor medicamente antifungice; au fost conturate
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unele dintre mecanismele de actiune a noilor substante asupra tulpinilor studiate de fungi, bazate
pe diminuarea capacitatii de protectie antioxidanta si deteriorarea invelisurilor celulare.

Valoarea aplicativa a lucrarii. A fost propusd o noua substantd chimicad in calitate de
produs cu proprietati antifungice fatd de Candida albicans; a fost argumentata o cale noua de
cercetare orientatd spre depistarea substantelor noi cu proprietati antifungice, si anume obtinerea
biomasei cianobacteriene cu continut de metale si a extractelor din acest tip de biomasa.

Rezultatele stiintifice principale inaintate spre sustinere.

1. Compusii coordinativi noi care contin in structura lor segmentul tiosemicarbazonic poseda
actiune antifungica fata de tulpina Candida albicans ATCC®10231™™;

2. Extractele in etanol si etil acetat din frunze, pericarp si endocarp de nuca si cele hidro
etanolice din biomasa de spirulina si nostoc manifesta activitate antifungica fata de Candida
albicans ATCC®10231™ si fungii filamentosi Dermatofiti, iar extractele din biomasa de
spirulind cu continut de metale poseda actiune antifungica fata de toate tulpinile testate.

3. Unul din mecanismele de actiune a compusilor antifungici noi constd in modificarea
permeabilitatii membranelor celulare, fapt confirmat de eliberarea lactat dehidrogenazei in
mediul extracelular si modificarile morfologice corespunzatoare.

4. Stresul oxidativ confirmat prin acumularea produselor degradarii oxidative in celulele
fungilor, scaderea activitatii enzimelor antioxidante primare si diminuarea capacitatil
antioxidante totale prezinta un alt mecanism al actiunii noilor compusi antifungici.

Implementarea rezultatelor stiintifice. Rezultatele studiului au fost implementate la
Catedra de Microbiologie, Virusologie si Imunologie a Universitatii de Stat de Medicind si
Farmacie ”N.Testemitanu” ca material didactic pentru instruirea universitara.

Aprobarea rezultatelor stiintifice. Materialele expuse in tezd au fost prezentate si discutate
in cadrul urmatoarelor manifestari stiintifice: Conferinta Stiintifica (cu participare internationala)
a Doctoranzilor, editia a V-a, Chisindu, 2016; Conferinta Stiintifica Internationald in domeniul
Biotehnologiei microbiene, a 3-a editie, Chisinau, 2016; Conferinta Internationald “Stiintele
vietii in dialogul dintre generatii: Conexiune intre Universitati, mediul academic si Bussines”
Chisinau, 2016; Congresul al V-lea National de dermatologie cu participare internationala,
Chisindu, 2016, precum si la Saloanele Internationale de inventica: INOVA-Budi Uzor,
Karlovac, Croatia, 2015; INNOVA, Brussels, 2015; PALEXPO, Geneva, 2016; IWIS, Varsovia,
2016. Rezultatele tezei au fost discutate si aprobate in cadrul sedintei extinse a laboratorului
Ficobiotehnologie al IMB din 14 noiembrie 2016 si Seminarului Stiintific de profil 163.04 -
Microbiologie si 313.02 - Microbiologie, virusologie medicalda din cadrul Institutului de
Microbiologie si Biotehnologie al ASM din 27 decembrie 2016.
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Publicatiile la tema tezei. Rezultatele obtinute pe durata elabordrii acestei teze sunt
reflectate in 11 publicatii stiintifice: 3 articole, din ele 2 in reviste stiintifice, si unul in culegere
(2 - in monoautorat), 3 rezumate ale comunicarilor stiintifice, un brevet de inventie si 4 materiale
la saloane de inventii.

Volumul si structura tezei. Teza constd din 4 capitole; are un volum de baza de 133
pagini, contine 10 tabele si 47 figuri. Lista surselor bibliografice citate include 194 titluri.

Cuvintele cheie: Activitate antifungica, compusi coordinativi cu semicarbazone substitute,
extracte din cianobacterii, extracte din Juglans regia, Trichophyton, Microsporum, Candida,

Aspergillus, Penicillium, Fusarium.

CONTINUTUL TEZEI
1. AGENTI ANTIFUNGICI: MOD DE ACTIUNE, MECANISME DE REZISTENTA
SI STRATEGII DE CERCETARE

In primul capitol al lucririi este prezentati o ampli analizd a realizarilor stiintifice in
domeniul studiului compusilor cu actiune antifungica. Studiul bibliografic efectuat a inclus 194
lucrari relevante publicate de cercetdri din domeniul medicinii, biomedicinii si biologiei din
intreaga lume. Prima parte a capitolului include statistici ce tin de raspandirea si impactul
micozelor, informatii despre preparatele utilizate astazi in clinicd pentru tratarea acestor maladii,
principalele tinte moleculare, asupra carora actioneaza medicamentele antifungice. Sunt aduse
mai multe tipuri de clasificare a preparatelor antifungice, cea mai utild fiind cea, care este bazata
pe mecanismele de actiune ale substantelor active.

Cea de-a doua parte a capitolului 1 este dedicata studiului literaturii in domeniul cercetarii
mecanismelor de dezvoltare a rezistentei la actiunea preparatelor antifungice. Sunt descrise
detaliat mai multe dintre elementele care asigura rezistenta primard. Pentru rezistenta secundara
sunt aduse in primul rand, cauzele care duc la aparitia ei. Este evidentiat rolul procesului
mutagen si a superexpresiei enzimelor implicate in biosinteza ergosterolului. De asemenea, este
ardtat, ca multi cercetatori asociazd rezistenta antifungica cu multiple modificari genomice,
inclusiv pierderea caracterului heterozigot in anumite regiuni genomice specifice, cresterea
numadrului de copii ale cromozomilor, precum si aneuploidiile segmentare sau cromozomiale.

A treia parte a capitolului 1 este dedicata compusilor sintetici si celor naturali cu proprietati
antifungice si include multiple informatii despre concentratiile active, microorganismele - tinta si
mecanismele, prin care compusii isi realizeazi efectul antifungic. In calitate de materie prima

pentru preparatele cu efect antifungic este examinatd biomasa diferitor plante si microorganisme.



In urmitoarea parte sunt analizate strategiile actuale in design-ul noilor substante cu efect
antifungic, care includ screening-ul compusilor deja cunoscuti, sinteza compusilor noi,
formularea combinatiilor din doud si mai multe componente antifungice, evidentierea tintelor
moleculare potrivite pentru actiunea selectiva a compusilor antifungici, cercetdrile genomice,
care permit accelerarea tempoului de adaptare a strategiilor terapeutice in tratarea infectiilor
fungice. Capitolul se incheie cu concluzii, dupa care este formulatd problema de cercetare si
directiile de rezolvare a acesteia. De asemenea, sunt formulate scopul si sarcinile prezentei
lucrari.

2. OBIECTELE DE STUDIU SI METODELE DE CERCETARE

In calitate de substante cu efect antifungic in studiu au fost inclusi 22 compusi chimici noi,
care contin in structura lor fragmentul tiosemicarbazonic, sintetizati in cadrul Departamentului
de Chimie (Universitatea de Stat din Moldova) sub conducerea academicianului Aurelian Gulea.
In calitate de remedii de origine biologica in studiu au fost incluse extractele in metanol, etanol,
acetona si etil acetat din frunze, pericarp si endocarp de nuca (Juglans regia) si extracte hidro
etanolice de 20%, 50% si 70% din biomasa de Arthrospira platensis (spirulina) si Nostoc linckia
(nostoc). O alta serie de extracte studiate au fost obtinute din biomasa de spirulina crescutd in
conditii biotehnologice de bioacumulare a metalelor (Zn(ll), Fe(ll), Co(ll), Cr(Il), Cd(ll)). Pe
durata ciclului de dezvoltare metalele sunt acumulate in biomasa de spiruling, iar o parte din ele
sunt incorporate In componentele biomasei (proteine, fractia oligoproteica, polizaharide, lipide).
In procesul de extragere cu etanol si api purificati metalele legate organic trec in extractele
respective. Extractele hidrice (EHwe) si extractele etanolice (EEwe) testate au fost standardizate
dupa masa uscatd, dupa care au fost utilizate in cercetare.

In calitate de obiecte de studiu ,,in vitro” au fost incluse tulpinile fungice de referinta:
Trichophyton rubrum ATCC®28188™; Trichophyton mentagrophytes ATCC®9533™;
Microsporum canis ATCC®36299™; Microsporum gypseum ATCC®24102™; Candida
albicans ATCC®10231™; tulpinile depozitate in Colectia Nationala de Microorganisme
Nepatogene: Aspergillus fumigatus CNM-FA-02; Penicillium expansum CNMN-FD-05; Mucor
vulgaris CNMN-FD-07. De asemenea au fost utilizate si izolate naturale care se refera la speciile
Fusarium oxysporum - Fusarium oxysporum FO1 si Fusarium solani - Fusarium solani FS01.

Pentru realizarea lucrarii au fost utilizate metode de determinare a activitatii antifungice:
metoda difuziei in geloza, metoda dilutiilor succesive, metodele standardizate EUCAST (7.1
pentru Candida albicans si 9.1 pentru fungii filamentosi). Pentru a identifica efectele
preparatelor examinate asupra fungilor dermatofiti si oportunist patogeni au fost aplicate un sir

de metode biochimice: metodele de determinare a activitatii enzimelor (lactat dehidrogenazei
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(LDH) eliberate, supeoxiddismutazei (SOD), catalazei (CT) si glutation peroxidazei (GPx)),
capacitatii antioxidante totale si a produselor finale ale peroxidarii lipidelor (dialdehidei
malonice). Pentru determinarea activitatii enzimelor antioxidante au fost utilizate kit-uri speciale
(RANSOD pentru superoxiddismutaza, producator Randox; RANSEL pentru glutation
peroxidaza, producator Randox; Catalase Assay Kit pentru catalaza, producator Sigma-Aldrich),
iar determindrile au fost realizate In conformitate cu protocoalele oferite de producatori.
Activitatea lactat dehidrogenazei eliberate a fost determinata conform metodei bazate pe
catalizarea de catre LDH a reactiei de transformare a L-lactatului in piruvat cu participarea
NADH [1].

Modificarile morfologice ale fungilor, induse de compusii testati, au fost inregistrate
utilizand microscopul Axio Imager A2 (Zeiss) din dotarea Institutului de Zoologie al ASM,
laboratorul Ecotoxicologie.

Toate experientele au fost efectuate in trei repetari. Rezultatele sunt prezentate in forma de
M(medie)tS(deviatia standard). Semnificatia statisticA a fost evaluata prin analiza

unidirectionald a variantei urmata de t-testul Student.

3. INFLUENTA EXTRACTELOR VEGETALE SI COMPUSILOR COORDINATIVI
ASUPRA VIABILITATII TULPINILOR DE FUNGI

La prima etapa de cercetare a fost realizat screening-ul substantelor chimice noi care contin
fragmentul tiosemicarbazonic si extractelor vegetale si cianobacteriene. In calitate de metoda de
cercetare a fost aplicatd metoda difuziei in geloza. In procesul de screening initial au fost inclusi
73 compusi coordinativi noi, dintre care in lucrare sunt inclusi 22, pentru care au fost evidentiate
efectele asteptate. 18 dintre acestia sunt compusi coordinativi ai cuprului (II) cu
tiosemicarbazone substituite. De asemenea, a mai fost testatd o diamind aromaticd (RGTM 64),
un compus coordinativ al cobaltului cu 4-metiltiosemicarbazona 2-formilpiridinei (RGTM 37),
un compus care este precursorul de sintezd pentru ceilalti compusi studiati - 4-
feniltiosemicarbazona acidului piruvic (RGTM 85) si  compusul N-(2,4-dimetilfenil)
tiosemicarbazonei 2-hidroxibenzaldehidei (BREV 1), care nu contine metal. Toate substantele
incluse in cercetare au fost standardizate la concentratia de 10 mg/ml. In calitate de martori
pozitivi in studiul dat au fost utilizati itraconazolul, ketoconazolul si clorhidratul de naftifina
(exoderilul). Doar tulpina levuriforma Candida albicans ATCC®10231™ a prezentat
sensibilitate fatd de compusii chimici noi. Astfel, actiunea celor 22 compusi a dus la aparitia
zonelor de inhibitie a cresterii drojdiei pe mediul Sabouraud cu geloza. Rezultatele obtinute sunt

prezentate in figural.



w
o

N
(6]

N
o

[EEN
(6}

Diametrul zonei de inhibitie,mm
|
o o1 O

RGTM 28
RGTM 29
RGTM 37
RGTM 44
RGTM 51
RGTM 52
RGTM 55
RGTM 56
RGTM 57
RGTM 58
RGTM 59
RGTM 60
RGTM 61
RGTM 64
RGTM 76
RGTM 81
RGTM 83
RGTM 85
RGTM 86

Lo I~
N N
= =
=
CO)
¥ &

Itraconazol
Ketoconazol

Fig. 1. Actiunea antifungica a compusilor chimici noi fata de Candida albicans
ATCC®10231™,CN-Clorhidrat de naftifina)

In continuare au fost testate diferite tipuri de extracte din nuc si biomasa cianobacteriana.
Extractele din tesuturile de nuc au manifestat activitate antifungica diferita asupra tulpinilor de
fungi. Rezultatele pentru tulpina Candida albicans ATCC®10231™ sunt prezentate in figura 2.
Activitate antifungica importantd a manifestat extractul in etil acetat din frunzele mature de nuc,
zonele de inhibitie depasind cu 34,3% valorile obtinute pentru itraconazol, cu 54,3 — pe cele

obtinute pentru clorhidtatul de naftifina si fiind de aceleasi dimensiuni ca in cazul ketokonazolului.
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Fig.2. Actiunea antifungica a extractelor din frunze, pericarp si endocarp de nuca fata de
Candida albicans ATCC®10231™ (CN- clorhidrat de naftifina)

Extractele din frunze si pericarp de nuc de asemenea au fost active contra dermatofitilor.
Extractul in etil acetat din frunze a fost cel mai activ fatd de tulpinile de Trichophyton, iar
extractul etanolic din frunze a provocat cea mai extinsd zona de inhibitie a cresterii tulpinii de
Microsporum canis. Astfel, in cazul tulpinii Trichophyton mentagrophytes ATCC®9533™
activitatea antifungica a extractului in etil acetat din frunze a fost semnificativ mai inalta - cu

23,8% fata de itraconazol si cu 30,5% fata de ketoconazol. Extractul etanolic din frunze de nuc
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poseda activitate antifungicd semnificativ mai inaltd ca cea a ketoconazolului fatd de tulpina
Microsporum canis ATCC®36299™., Fata de celelalte tulpini studiate extractele din nuc nu au
avut efecte comparabile cu cele ale preparatelor antifungice de referinta.

In continuare au fost testate extractele hidro etanolice din cianofitele Arthrospira
platensis si Nostoc linckia. Extractele hidro etanolice din biomasa de spirulind au manifestat
activitate antifungica fata de Trichophyton, Microsporum si Candida (figura 3). Cea mai
semnificativa activitate antifungicd a fost inregistrata pentru extractul hidro etanolic de 20%,
care in cazul Candida albicans ATCC®10231™ este mai activ decat cea a preparatelor
antifungice de referintd incluse in studiu, iar in cazul tulpinii Microsporum gypseum
ATCC®24102™ este la fel de activ ca ketoconazolul. Extractul hidro etanolic de 50% a
manifestat activitate echivalentd cu cea a ketoconazolului fatd de tulpina de referinta,
Trichophyton mentagrophytes ATCC®9533™, jar extractul de 70% a demonstrat activitate
antifungica egald cu cea a itraconazolului si clorhidratului de naftifind fata Candida albicans

ATCC®10231™,

B Trichophyton rubrum ATCC®28188™ O Trichophyton mentagrophytes ATCC®9533™
B Microsporum gypseum ATCC®24102™ B Microsporum canis ATCC®36299™
O Candida albicans ATCC®10231™
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Fig. 3. Actiunea antifungica a extractelor hidro etanolice din biomasa de Arthrospira plantesis

Extractele hidro etanolice din biomasa de Nostoc linckia CNM-CB-03 au demonstrat
activitate biologica inalta. Cea mai semnificativa activitate antifungica au avut-0 extractele hidro
etanolice de 20%, valorile obtinute fiind semnificativ mai inalte fatd de cele obtinute pentru
ketoconazol la M. canis ATCC®36299™, M. gypseum ATCC®24102™ si C. albicans
ATCC®10231™; fatda de itraconazol — la M. gypseum ATCC®24102™ i C. albicans
ATCC®10231™; jar fatd de clorhidratul de naftifina — la C. albicans ATCC®10231™,
Extractele hidro etanolice de 50% si 70% de asemenea poseda activitate antifungicd, dar mai
putin pronuntati. In acelasi timp, extractul hidro etanolic de 50% a avut activitate antifungica
echivalenta cu cea a ketoconazolului fata de tulpina Trichophyton mentagrophytes
ATCC®9533™ _ iar cel de 70% - fata de tulpina Trichophyton rubrum ATCC®28188™.
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In continuarea cercetarilor au fost evaluate proprietitile antifungice ale unor extracte
obtinute din biomasa de spirulind imbogatita cu metale (Zn, Fe, Cu, Cd, Co si Cr) fatd de fungii
studiati. Daca dintre fungii filamentosi oportunist patogeni doar o singura tulpina - Aspergillus
fumigatus CNM-FA-02 - a manifestat sensibilitate fata de extractele hidro etanolice din spirulina
si nostoc, extractele etanolice din biomasa cu continut de metale au aratat efect antifungic de
diferita intensitate fata de toti fungii studiati. Cele mai modeste efecte au fost inregistrare fata de
tulpina Penicillium expansum CNMN-FD-05 si izolatele naturale Fusarium oxysporum si
Fusarium solani. In cazul tulpinii Mucor vulgaris CNMN-FD-07 4 din 6 extracte etanolice din
biomasa cu continut de metale au manifestat un efect antifungic mai pronuntat decét substanta de
referinta clorhidratul de naftifind (tabelul 1). Extractele hidrice au fost mai putin active in calitate
de produse cu activitate antifungicd. S-au evidentiat cele cu continut de cadmiu, cobalt si crom,
care au avut efect antifungic asupra a cate 3-4 tulpini, in doud cazuri efectul fiind veridic mai

pronuntat fatd de efectul exoderilului.

Tabelul 1. Evaluarea actiunii antifungice a extractelor etanolice si hidrice din biomasa de

spirulina cu continut de metale fata de unele tulpini de fungi filamentosi

Diametrul zonei de inhibitie, mm
]é:x:)ra:cu:l/ ,?spe_rgiltlus Mucor vulgaris Penicillium Fusarium Fusarium
ubstania CI\IJJI\TII%aAugz CNMN-FD-07 | Gihene | PO ERH™ ) solani Fso1
EEz, 11,66+0,58 14,2341 ,1*2 10,63+0,72 10,73+0,64 9,70+0,31
P,=0,019
EEre 0 10,27+0,67 10,37+0,57 11,70+0,79 11,40+0,62
EEc, 19,33i0,§1 0 10,20+0,91 11,67+0,60 10,03+0,35
P,=0,005
EEcq 20,33+1,00 13,63+0,74 19,13+1,15 14,23+0,59 13,23+0,89
P,=0,005 P,=0,013
EEco 11,2+0,79 23,30+1,05 11,37+0,25 11,70+0,30 11,40+0,90
P,=0,001
EEc 15,87+0,83 18,43+0,61 16,70+£0,55 12,67+1,52 10,83+0,56
P;=0,008 P,=0,003
EE 12,76+0,74 0 0 0 0
EHz, 0 0 0 0 0
EHge 0 0 0 10,0+0,26 0
EHc, 0 0 0 0 0
EHcqg 28,67+0,58 0 27,33+0,64 16,67+£0,64 21,6+0,53
EHco 0 19,2+0,72 16,07+0,90 29,67+0,577 0
P,=0,001 P,=0,001
EHc, 15,1+0,17 0 21,33+0,58 24,67+0,57 0
EH 0 0 0 0 0
Clorhidrat de 34,5+1,08 11,63+0,35 34,67+0,31 24,17+0,76 31,10+0,85
naftifina
Itraconazol 23,30+1,53 19,00+0,91 26,30+1,05 24,50+0,96 26,10+1,62
Ketoconazol 17,23+0,86 15,80+1,34 18,32+0,96 15,44+2,02 19,80+1,35

P, - veridicitatea deosebirilor dintre variantele EEy, si varianta EE

P,” — veridicitatea deosebirilor dintre variantele cu extracte si cea cu clorhidratul de naftifina.
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Extractele hidrice din biomasa de spirulind nu au manifestat activitate antifungica fata de
tulpinile de dermatofiti filamentosi, iar dintre extractele etanolice s-au evidentiat cele obtinute
din biomasa cu continut de cobalt, cadmiu si crom. Cele mai performante rezultate au fost
obtinute in cazul aplicarii extractului etanolic din biomasa de spirulind cu continut de cobalt. La
trei dintre tulpinile testate: Microsporum canis ATCC®36299™, Microsporum gypseum
ATCC®24102™ si Trichophyton mentagrophytes ATCC®9533™, diametrele zonelor de
inhibitie obtinute sub influenta acestui extract au fost veridic mai extinse comparativ cu cele

obtinute sub influenta ketoconazolului (P<0,001) (figura 4).

B Trichophyton rubrum ATCC®28188™ & Trichophyton mentagrophytes ATCC®9533™
8 Microsporum gypseum ATCC®24102™ B Microsporum canis ATCC®36299™

40
30 I
20
10 +
0 -

Diametrul zonei de
inhibitie, mm

EECo EECd EECr Ketoconazol Itraconazol CN

Fig. 4. Actiunea antifungica a extractelor din biomasa de Arthrospira platensis cu continut de
metale.
In continuare pentru toate substantele cu efect antifungic au fost determinate

concentratiile minima de inhibitie si minima fungicida. Pentru fungii filamentosi dermatofiti si
candida a fost aplicata metoda standardizata EUCAST (7.1 si 9.1), iar pentru fungii filamentosi
oportunisti a fost aplicata metoda dilutiilor succesive. Tabelul 2 contine o selectie dintre cele mai
bune rezultate obtinute pentru substantele testate in dependenta de tulpina utilizata ca obiect.

Au fost depistate doud substante cu activitate mai pronuntatad ca cea a itraconazolului
asupra tulpinii Candida albicans ATCC®10231™. in baza acestor rezultate a fost un brevet de
inventie.

Extractele etanolice din biomasa de spirulind cu continut de cobalt si cadmiu au
manifestat activitate antifungica finalta fata de tulpinile Trichophyton mentagrophytes
ATCC®9533™_ Trichophyton rubrum ATCC®28188™ si Microsporum canis ATCC®36299™,
Fata de tulpina Microsporum gypseum ATCC®24102™ a fost activ si extractul etanolic din
biomasa cu continut de crom. In cazul fungilor filamentosi Aspergillus fumigatus CNM-FA-02,
Mucor vulgaris CNMN-FD-07, Penicillium expansum CNMN-FD-05concentratii minime de
inhibitie joase au fost obtinute pentru extractele hidrice si etanolice din biomasa de spirulind cu
continut de cadmiu si crom. Asupra ambelor izolate naturale din genul Fusarium au actionat de

asemenea extractele etanolice din biomasa de spirulind cu continut de cadmiu si crom.
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Tabelul 2. Concentratiile minim inhibitoare (CMI) si minim fungicide (CMF) ale
substantelor selectate fata de tulpinile studiate

Substanta CMI CMF Substanta ‘ CMI ‘ CMF
Candida albicans ATCC®10231™ Aspergillus fumigatus CNM-FA-02

BREV 1 0,7 pg/ml 0,7 pg/ml EH _, 1 mg/mi -

RGTM 83 0,58 pg/ml 117 pg/ml | EH 0,25 mg/ml -
Intraconazol 0,78 ug/ml 6,25 ng/ml | CN* 1,0 pg/ml -
Trichophyton mentagrophytes ATCC®9533™ Mucor vulgaris CNMN —-FD-07

EE , 0,125 mg/ml | 1 mg/ml EH ., 0,125 mg/mi -

EE o 0,065 mg/ml | 0,5 mg/ml EE cd 0,125 mg/ml 1,0 mg/ml
Intraconazol 0,25 pg/ml 1,0 pg/ml CN* 0,25png/ml -

Trichophyton rubrum ATCC®28188™ Penicillium expansum CNMN-FD-05

EE , 0,125 mg/ml | 1 mg/ml EH ., 0,125 mg/mi -

EE , 0,065 mg/ml | 0,5 mg/ml EE , 0,125 mg/mi 1,0 mg/mi
Intraconazol 0,125 ug/ml | 0,5 pg/ml CN* 0,50 pg/ml -

Microsporum canis ATCC®36299™ Fusarium oxysporum
EE ., 0,125 mg/ml | 1 mg/mi EE 0,25 mg/ml 1,0 mg/mi
EE , 0,065 mg/ml | 0,5 mg/ml EE 0,25 mg/ml 0,5 mg/mi
Intraconazol 0.125 pg/ml | 0,5 pg/ml CN* 0,5 pg/ml 1,0 pg/ml
Microsporum gypseum ATCC®24102™ Fusarium solani

EE ., 0,125 mg/ml | 1 mg/mi EE 0,50 mg/ml 1,0 mg/mi
EE o 0,065 mg/ml | 0,5 mg/ml EE o 0,25 mg/ml 0,5 mg/mi
Intraconazol 0.065 pg/ml | 0,5 png/ml CN* 0,5 pg/ml 1,0 pg/ml

CN* - clorhidrat de naftifina

4. MODIFICARILE BIOCHIMICE INDUSE DE REMEDIILE BIOLOGICE SI
CHIMICE LA TULPINILE DE FUNGI

In scopul identificarii mecanismelor de actiune a substantelor cu efect antifungic asupra
celulelor - tintd au fost realizate mai multe teste biochimice, primul dintre care este testul de
determinare a lactat dehidrogenazei (LDH) eliberate. Astfel, cresterea activitatii lactat
dehidrogenazei In mediul extracelular este un indicator al actiunii toxice asupra celulelor si a
dereglarii permeabilitatii si structurii membranare. Efectul remediilor testate a fost comparat cu
cel al preparatelor antifungice de referinta. Figura 5 contine rezultatele obtinute la tratarea
culturii de Candida albicans ATCC®10231™ cu concentratii ce corespund CMI ale substantelor
evidentiate. Cu exceptia extractelor hidro etanolice din biomasa cianobacteriilor, celelalte

remedii au provocat o crestere a activitatii LDH de 2,03-2,58 ori fata de martor.
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Fig. 5. Activitatea lactat dehidrogenazei eliberate la Candida albicans ATCC 10231 sub actiunea
substantelor cu efect antifungic: 1. Extract frunze J. regia (etil-acetat); 2. BREV 1; 3. RGTM 55;
4. RGTM 56; 5. RGTM 57; 6. RGTM 64; 7. RGTM 83; 8. Extract hidro etanolic 20%
A.platensis; 9. Extract hidro etanolic 20% N.linckia; M+ - Itraconazol; M+, - Ketaconazol

In cazul tulpinilor de dermatofiti Trichophyton mentagrophytes ATCC®9533™,
Trichophyton rubrum ATCC®28188™, Microsporum canis ATCC®36299™ si Microsporum
gypseum ATCC®24102™, precum si a fungilor oportunist patogeni Aspergillus fumigatus CNM-
FA-02; Penicillium expansum CNMN-FD-05; Mucor vulgaris CNMN-FD-07, Fusarium
oxysporum FOI si Fusarium solani FSO1 rezultatele sunt asemanatoare: substantele cu efect
antifungic provoaca eliberarea LGH din celule. Ca si in cazul candidei, extractele hidro etanolice
din spirulina si nostoc nu maresc esential activitatea LDH eliberate. Figura 6 contine rezultatele

obtinute pentru cultura de Microsporum canis ATCC®36299™,
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Fig. 6. Activitatea lactat dehidrogenazei eliberate la Microsporum canis ATCC®36299™ sub
actiunea substantelor selectate. 1. Extract frunze J. regia (etanol); 2. Extract hidro etanolic 70%
S. platensis; 3 Extract hidro etanolic 20% N. linckia; 4. Extract hidro etanolic 70% N. linckia;
5. EE co; 6. EE cg; M+, - Itraconazol; M+, - Clorhidrat de naftifind ; M — Martor netratat

Compromiterea integritatii invelisurilor celulare a fost confirmata si prin examenul
microscopic (figura 7). Cea mai des intdlnitd modificare constd in fragmentarea miceliului. in
figura 7 sunt prezentate imaginile tipice pentru cultura netratata si alaturi — imaginile tipice ale

culturii dupd contactul cu remediile antifungice selectate pe durata a 24 ore.
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Fig. 7. Modificari morfologice ale miceliului fungilor oportunist patogeni, provocate de actiunea
remediilor cu efect antifungic. Aspergillus fumigatus CNM-FA-02: A - Martor; B — Tratat cu
EEcq, Mucor vulgaris CNMN-FD-07: C - Martor, D — Tratat cu EEq, Fusarium oxysporum FO1:
E - Martor; G — Tratat cu EEcg; Penicillium expansum CNMN-FD-05: H — Martor; | — Tratat cu
EHcq (Autori foto Lebedenco L., Oltu lu.);
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Statutul antioxidant al culturilor de fungi patogeni si oportunist patogeni a fost apreciat in
baza a 2 parametri - capacitatea de reducere a radicalilor liberi si cantitatea produselor finale ale
peroxidarii lipidelor. Figura 8 reflecta modificarea cantitatii de dialgehidei malonice (DAM) si a
capacitdtii antioxidante totale in cultura de Candida albicans ATCC®10231™ sub influenta
remediilor antifungice testate. Cantitatea de DAM in proba martor a constituit 5,26+0,38 nM/g,
iar capacitatea antioxidanti a constituit 36,57+0,86 % inhibitie ABTS". In biomasa de candida,
tratatd cu dozele ce corespund CMI ale remediilor antifungice selectate, DAM a crescut
comparativ cu martorul netratat cu 21,96-103,59%, iar capacitatea de reducere a ABTS" a scizut
substantial - cu 14,64-44,3%.
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Fig. 8. Activitatea antioxidanti totala (test reducere ABTS ™) si cantitatea dialdehidei malonice la
Candida albicans ATCC®10231™ sub influenta substantelor selectate. 1. Extract frunze J. regia
(etil-acetat); 2. Brev 1; 3. RGTM 55; 4. RGTM 56; 5. RGTM 57; 6. RGTM 64; 7. RGTM 83; 8.
Extract hidro etanolic 20% S.platensis; 9. Extract hidro etanolic 20% N.linckia; M1 Itraconazol,
M. Ketoconazol

O situatie similard a fost observatd si in cazul fungilor miceliali dermatofiti si oportunist
patogeni. Atat martorii pozitivi utilizati, cat si substantele selectate au provocat micsorarea
capacitatii antiradicalice si supraacumularea produselor peroxidarii lipidice. In figura 9 drept
exemplu sunt prezentate rezultatele obtinute pentru cultura Trichophyton mentagrophytes
ATCC®9533™ Ja actiunea remediilor antifungice. Cantitatea de dialdehidd malonicd in martor a
fost de 2,50+0,12 nM/g, iar capacitatea antioxidanta totald a fost de 35,05+ % inhibitie ABTS".
Cel mai pronuntat efect de intensificare a peroxidarii lipidice 1-a avut itraconazolul (cresterea
DAM cu 115,6% fatd de martorul netratat). Efecte valorice apropiate au manifestat clorhidratul
de naftifina si extractul in etil acetat din frunzele de nuc, care au produs o crestere DAM cu 62,6
s1 65,3% respectiv. Extractele etanolice din biomasa de spirulina cu continut de cadmiu, cobalt si
crom au produs o crestere a cantitatiit DAM cu 25,9-45,2% fatd de martorul netratat. Extractele
hidro etanolice din biomasa de spirulina si nostoc nu au produs modificarea cantitatii DAM. La

fel, aceste extracte nu au modificat veridic nici capacitatea antioxidantd totald a biomasei de
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Trichophyton mentagrophytes ATCC®9533™ .| Ambii martori pozitivi si extractul etanolic din
biomasa de spirulind cu continut de crom au avut efecte asemanatoare asupra capacitatii

antioxidante totale a biomasei, reducand-o cu 64,2-66,7% fata de martorul pozitiv.
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Fig. 9. Activitatea antioxidanti (test reducere ABTS ) si cantitatea dialdehidei malonice la
Trichophyton mentagrophytes ATCC®9533™ sub influenta substantelor selectate. 1. Extract
frunze J. regia (etil acetat); 2. Extract hidro etanolic 50% S. platensis; 3. Extract hidro etanolic
20% N. linckia; 4. EE co; 5. EE cq; 6. EE ¢r; M1+ - Itraconazol; My, - Clorhidrat de naftifind.

Rezultate destul de uniforme au fost obtinute si in cazul culturii Mucor vulgaris CNMN-
FD-07 (figura 10). in biomasa martorului cantitatea de dialdehida malonica a fost de 3,95+0,23
nM/g, iar capacitatea antioxidanti totald a constituit 24,62+1,16% inhibitie ABTS *. Martorul
pozitiv a provocat o crestere a cantitatii DAM cu 82,66%, iar actiunea extractelor din biomasa de
spirulind cu continut de metale a provocat cresterea acestui parametru cu 76,92 — 99,52% fata de
martor. In cazul extractelor hidric din biomasa cu continut de cadmiu si etanolic din biomasa cu
continut de fier cantitatea de DAM in biomasa de Mucor vulgaris a fost veridic mai 1nalta decat
in cazul martorului pozitiv (P<0,01). Capacitatea antioxidantd totald a biomasei a scazut mai
putin decat la celelalte tulpini examinate — cu 21,87 — 29,62% fatd de nivelul martorului netratat.

Aceste valori nu se deosebesc statistic semnificativ intre ele.
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Fig. 10. Activitatea antioxidanta totala (test reducere ABTS ) si cantitatea dialdehidei malonice
la Mucor vulgaris CNMN-FD-07 sub influenta substantelor selectate. 1. EHco; 2. EEcq; 3. EEcy;
4, EEzn; 5. EEge, My - clorhidrat de nafrifina
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Analizand efectul remediilor antifungice de origine chimica si biologicd asupra fungilor
dermatofiti si cei oportunist patogeni putem mentiona, cd cu exceptia extractelor hidro etanolice
din biomasa de spirulind si nostoc, remediile studiate au provocat intensificarea semnificativa a
procesului de peroxidare a lipidelor, exprimata prin cresterea cantitatii de dialdehida malonica in
biomasa patogenilor. La fel, cu exceptia extractelor mentionate, toate celelalte remedii testate au
provocat o scadere substantiald a capacitatii antioxidante. Aceste efecte duc la diminuarea
capacitdtii vitale a culturilor de fungi studiati, ceea ce explica intr-o anumitd masurd efectul
antifungic al remediilor de origine chimica si biologicd testate.

Unul dintre factorii de protectie a fungilor fata de mecanismele de aparare ale gazdei sunt
enzimele antioxidante — in special cele primare — superoxiddismutaza (SOD), catalaza (CT) si
peroxidazele. Acestea inlaturd speciile reactive ale oxigenului generate de celulele gazdei si
asigura raspandirea infectiei. Scaderea activitatii acestor enzime duce la micsorarea viabilitatii
patogenilor. De aceea, in continuare a fost studiata modificarea activitatii SOD, CT si
glutationperoxidazei (GPx) intracelulare la fungii testati sub influenta substantelor cu efect
antifungic. Culturile de fungi in faza cresterii exponentiale au fost puse in contact pe termen de
24 ore cu substantele selectate in concentratiile corespunzatoare CMI. Rezultatele obtinute au
demonstrat, ca practic in toate variantele experimentale au fot inregistrate abateri substantiale de
la valorile normale 1n activitatea enzimelor antioxidante primare.

In figura 11 drept exemplu sunt reflectate rezultatele care confirma modificarea activitatii
enzimelor antioxidante sub influenta remediilor de origine chimicd si biologica, care poseda

actiune antifungica fata de tulpina Candida albicans ATCC®10231™,
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Fig. 11. Activitatea enzimelor antioxidante la Candida albicans ATCC®10231™ sub influenta
substantelor studiate. 1. Extract frunze J. regia (etil acetat); 2. BREV 1; 3. RGTM 55; 4. RGTM
56; 5. RGTM 57; 6. RGTM 64; 7. RGTM 83; 8. Extract hidro etanolic 20% S.platensis; 9.
Extract hidro etanolic 20% N.linckia; M. - Itraconazol; M,. - Ketoconazol

Valoarea absoluta a activitatii SOD la martorul culturii Candida albicans ATCC®10231™
a constituit 210,5+1,13 U/ml, a CT - 8,02+0,11 U/L, iar a GPx - 2317£101 U/L. Extractele hidro

etanolice din biomasa de spirulina si nostoc au provocat o crestere a activitatii SOD cu 26,9 si
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19,4% respectiv fatd de martorul netratat. In toate celelalte cazuri are loc o diminuare foarte
puternica a activitatii acestei enzime cu 20,1% - 38,20% din nivelul specific martorului netratat.
Activitatea CT in variantele experimentale a fost mai inalta decat in cazul itraconazolului si
ketoconazolului, dar semnificativ mai joasa (P<0,001 in toate variantele) decat in martorul
netratat, avand valori de pana la 55,38 — 71,11% din valoarea respectiva la martor. Activitatea
GPx a constituit intre 37,32 si 59,14% din valoarea Inregistratd in martorul netratat. Cel mai jos
nivel al activitatii GPx a fost in biomasa tratata cu itraconazol (37,32% M). Extractele hidro
etanolice din spirulina si nostoc au provocat reducerea activitatii doar la catalaza, in timp ce alte
remedii testate au provocat diminudri esentiale in activitatea tuturor celor 3 enzime antioxidante
primare la Candida albicans ATCC®10231™., La aceasta tulpina cel mai puternic a fost afectata
activitatea SOD.

In cazul fungilor miceliali dermatofiti rezultatele sunt asemanitoare: substantele cu efect
antifungic provoaca scaderea activitatii enzimelor antioxidante de prima linie, iardsi, cu exceptia
extractelor hidro etanolice din biomasa standard de cianobacterii, care provoaca scaderea
activitatii doar la CT, si cresterea activitatii SOD. In Figura 12 drept exemplu sunt prezentate

rezultatele pentru tulpina Trichophyton mentagrophytes ATCC®9533™,
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Fig. 12. Activitatea enzimelor antioxidante la Trichophyton mentagrophytes ATCC®9533™ sub
influenta substantelor studiate. 1. Extract frunze J. regia (etil acetat); 2. Extract hidro etanolic
50% S. platensis; 3. Extract hidro etanolic 20% N. linckia; 4. EE co; 5. EE ¢g; 6. EE ¢r; M+ -

Itraconazol; My, - Clorhidrat de naftifina.

Asupra fungilor filamentosi oportunist patogeni efectul antifungic a fost realizat de citre
extractele din biomasa de spirulind cu continut de metale. In toate cazurile examinate a fost
inregistrata sciderea activititii enzimelor antioxidante primare. In figura 13 sunt prezentate
rezultatele obtinute pentru cultura Aspergillus fumigatus CNM-FA-02. Valorile absolute ale
activitatii enzimelor antioxidante in biomasa netratata de Aspergillus fumigatus CNM-FA-02 au
fost urmatoarele: SOD — 89,19+2,1 U/ml; CT — 8,13+0,14 U/L; GPx - 2823+9,8 U/L. Sub
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actiunea clorhidratului de naftifina si a extractelor hidrice si etanolice din biomasa de spirulina

cu continut de cadmiu si crom aceste valori au scazut cu pana la 60%.
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Fig. 13. Activitatea enzimelor antioxidante la Aspergillus fumigatus CNM-FA-02 sub influenta
substantelor studiate. 1. EHcq; 2. EHcr; 3. EEcq; 4. EEc; M. - Clorhidrat de naftifina
Astfel, pentru extractele din frunze si pericarp de nuci, extractele din biomasa de spirulina

cu continut de metale si compusii chimici noi a fost demonstrat efectul de diminuare
semnificativd a activitatii enzimelor antioxidante. Extractele hidro etanolice din biomasa de
spirulind si nostoc de reguld, nu modifica substantial activitatea GPx, scad activitatea CT si o
maresc pe cea a SOD, fapt ce se explica in primul rand, prin lipsa potentialului toxic la aceste
culturi. In acelasi timp extractele date, s-au manifestat in calitate de agenti antifungici asupra
candidei si dermatofitilor studiati. In calitate de elemente active ale extractelor hidrice sunt
considerate ficobiliproteinele cianobacteriene. Aceste substante, in special ficocianina si
ficoeritrina sunt prezente in extractele hidro etanolice de nostoc, iar In extractele din spirulind
sunt prezente ficocianina si aloficocianina. Unele dintre componentele active ale extractelor
etanolice din cianobacterii sunt fenolii, care sunt prezenti si in extractele hidro etanolice de 50 si
70% utilizate 1n aceasta lucrare. Astfel, este cert, ca extractele din biomasa standard de spirulina
si nostoc, datoritd sigurantei pentru consumul uman, dar si datoritd efectelor specifice fatd de
unii agenti cauzali ai micozelor merita a fi obiectul unor studii separate.

Rezultatele obtinute sugereaza, ca unul dintre mecanismele care asigurd actiunea
antifungica a remediilor de origine chimica si biologicd examinate constd in reducerea activitatii
enzimelor antioxidante primare, care de fapt sunt considerate factori de patogenitate ai fungilor
patogeni si oportunist patogeni. In culturile studiate sub influenta substantelor de origine chimica
si biologica a fost inregistratd scaderea esentiald a activitatii catalazei, superoxiddismutazei si
glutation peroxidazei, astfel celulele fungice raman vulnerabile in fata factorilor de protectie

eliminati de celulele gazdei.
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CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI

Compusii coordinativi noi care contin in structura lor segmentul tiosemicarbazonic poseda
actiune antifungica fata de fungii bimorfi Candida albicans, tulpina ATCC®10231™, CMI a
acestor compusi a fost cuprinsa intre 0,58 si 2,34 pg/ml, iar CMF — 0,7-4,69 pg/ml [4].
Extractele 1n etil acetat din frunzele de nuc in concentratiile de 0,1-0,4 mg/ml si cele hidro
etanolice din biomasa de spirulina si nostoc in concentratia de 5-10 mg/ml au efect antifungic
asupra a 5 tulpini - Candida albicans ATCC®10231™, Trichophyton mentagrophytes
ATCC®9533™,  Trichophyton  rubrum  ATCC®28188™,  Microsporum  canis
ATCC®36299™ gi Microsporum gypseum ATCC®24102™ [19 - 21].

Extractele hidrice si etanolice din biomasa de spirulind, obtinuta in conditii biotehnologice de
acumulare a metalelor au manifestat actiune antifungica fata de toate tulpinile testate de fungi
patogeni si oportunist patogeni, cele mai active fiind extractele din biomasa cu continut de
cobalt, cadmiu si crom [22].

Compusii chimici noi, extractele din tesuturile de nuc si cele din biomasa de spirulina cu
continut de metale provoaca cresterea activitatii lactat dehidrogenazei eliberate, scaderea
Capacitatii antioxidante totale, scaderea activitatii enzimelor antioxidante primare si cresterea
nivelului produselor finale ale peroxidarii lipidelor la agentii cauzali ai micozelor [22].

Unul dintre mecanismele posibile de actiune a remediilor testate este bazat pe generarea
stresului oxidativ, care se soldeaza cu degradarea intensa a componentelor celulare, in primul
rand a membranelor. Ca urmare este compromisd permeabilitatea normala si integritatea
fizica a invelisurilor celulare ale fungilor [22].

Reducerea activitdtii enzimelor antioxidante primare, care sunt considerate factori de
patogenitate, si a capacitatii antioxidante totale la agentii cauzali ai micozelor sub influenta
remediilor studiate, duce la incapacitatea fungilor de a se proteja de consecintele stresului

oxidativ si la diminuarea viabilitétii acestora.

Problema stiintifica importanta solutionata in lucrare consta in elucidarea activitatii

antifungice in vitro a remediilor de naturd biologica si chimica asupra unor agenti cauzali ai

micozelor, ceea ce a dus la evidentierea efectelor produse asupra patogenilor, fapt ce a permis

stabilirea mecanismelor de actiune a lor.

Aportul personal. Rezultatele obtinute, analiza si interpretarea lor, generalizdrile si

concluziile apartin autorului.
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Recomandari practice

Se recomandd compusul metil-N -[(2-hidroxinaftalen-1-il)metiliden]-N-prop-2-en-1-
ilhidrazonotioatului in calitate de substantda cu activitate antifungica fatd de Candida
albicans.

Se recomanda extractele din frunze de nuc 1n calitate de remedii cu activitate antifungica
fata de fungii miceliali dermatofiti.

Se recomanda biomasa de Arthrospira platensis obtinutd in conditii biotehnologice de
acumulare a metalelor in calitate de materie primd pentru obtinerea remediilor cu o

potentiald activitate antifungica. .

Sugestii privind cercetari de perspectiva
1. Este necesar de a initia testdrile preclinice ale remediilor chimice si biologice noi
selectate in calitate de compusi cu actiune antifungica in vivo.
2. Sunt necesare cercetari orientate spre evidentierea mecanismelor de actiune a extractelor
hidro etanolice din biomasa de Arthrospira platensis si Nostoc linckia asupra agentilor

cauzali ai micozelor.
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ADNOTARE

Oltu Iulian ,,Actiunea antifungica in vitro a remediilor de origine biologica si chimica
asupra unor agenti cauzali ai micozelor”. Teza de doctor in stiinte medicale, Chisinau, 2017.

Teza contine introducere, patru capitole, concluzii si recomandari, bibliografie cu 194
titluri, 3 anexe, 133 pagini text de baza, 47 figuri, 10 tabele. Rezultatele sunt reflectate in 11
publicatii stiintifice.

Cuvintele cheie: Activitate antifungica, extracte din cianobacterii, extracte din Juglans
regia, Trichophyton, Microsporum, Candida, Aspergillus, Penicillium, Fusarium.

Domeniul de studiu: 313.02 — Microbiologie, virusologie medicala.

Scopul lucrarii: evaluarea raspunsului in vitro a unor tulpini de fungi patogeni si
oportunist patogeni la actiunea remediilor noi de origine biologica si chimica.

Obiectivele lucrarii: evidentierea actiunii antifungice a unor compusi chimici noi,
sintetizati de catre cercetatorii din Moldova; evaluarea actiunii antifungice a unor extracte
vegetale si cianobacteriene; elucidarea actiunii antifungice a extractelor din biomasa de spirulina,
crescutd in conditii biotehnologice de acumulare a metalelor; stabilirea mecanismelor de actiune
posibile a compusilor chimici noi si extractelor din surse autohtone asupra fungilor patogeni.

Noutatea si originalitatea stiintificd. Pentru prima datd a fost identificatd actiunea
antifungica a unor noi compusi coordinativi cu tiosemicarbazone, dintre care unul a fost brevetat
in calitate de substanta cu activitate antifungica fata de Candida albicans; au fost realizate
cercetari complexe ale actiunii extractelor cianobacteriene din biomasa standard si cea obtinuta
in conditii biotehnologice de acumulare a metalelor asupra fungilor; in premierda a fost
demonstrata actiunea noilor substante asupra integritatii invelisurilor celulare si asupra statutului
redox al celulelor fungice.

Problema stiintificaA importantd solutionatd in lucrare constd in evaluarea actiunii
biologice in vitro a remediilor de natura biologica si chimica asupra unor tulpini de fungi
patogeni si oportunist patogeni, ceea ce a dus la evidentierea elementelor comune si specifice ale
raspunsului celular al fungilor, fapt ce a permis stabilirea unor mecanisme de actiune a
remediilor selectate.

Semnificatia teoretica. Au fost acumulate date noi care permit de a largi spectrul de
substante de perspectiva pentru descoperirea noilor medicamente antifungice; au fost conturate
unele dintre mecanismele de actiune a noilor substante asupra tulpinilor studiate de fungi, bazate
pe diminuarea capacitatii de protectie antioxidanta si deteriorarea invelisurilor celulare.

Valoarea aplicativa a lucrarii. A fost propusa o noud substantd chimica in calitate de
produs cu proprietati antifungice fatd de Candida albicans; a fost argumentata o cale noua de
cercetare orientata spre depistarea substantelor noi cu proprietati antifungice, si anume obtinerea
biomasei cianobacteriene cu continut de metale si a extractelor din acest tip de biomasa.

Implementarea rezultatelor stiintifice. Rezultatele studiului au fost implementate la
catedra de Microbiologie, Virusologie si Imunologie a Universititii de Stat de Medicina si

Farmacie ”N.Testemitanu” ca material didactic pentru instruirea universitara.
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AHHOTALNUA

Oary IOiman “AntHdyHrajibHoe aeiictBue IN Vitr0 OGHOJOrMYECKMX M XHMHYECKHX
BelIeCTB HA HEKOTOpble BO30yauTeJd MHKO30B'. Jluccepramusi KaHIMAaTa MeIHIMHCKHX
Hayk, Kummnes, 2017.

Huccepraiusi COCTOMT W3 BBEACHUS, YETHIPEX TIJ1aB, 3aKJIIOUCHUS W PEKOMEHJAINM,
o6ubmmorpaduueckoro cnucka u3 194 HanmeHoBanuii, 3 npunoxenui, 133 cTpaHul] OCHOBHOTO
TEKCTa, CoAepKUT 47 pucyHkoB u 10 Tabmui. Pe3ynbrarsl ncciaegoBanuii onmy0iaukoBaHsl B 11
HAy4YHBIX paboTax.

KiroueBble cioBa: aHTU(YHTanbHAasE  aKTUBHOCTh, JKCTPAKTHl W3 IIMAHOOAKTEpPUH,
skcTpakTel w3 Juglans regia, Trichophyton, Microsporum, Candida, Aspergillus, Penicillium,
Fusarium.

Obuaactb ucciaenopanus: 313.02 — MenunuHCKass MUKPOOHOJIOTHS M BUPYCOJIOTHSI.

Ilean padoThl: oreHKa IN VItr0 oTBeTa KyJbTyp MAaTOTEHHBIX U YCIOBHO-TATOTCHHBIX
rpuOOB HA BO3/ICHCTBUE HOBBIX MIPEMAPATOB XUMHUECKOTO ¥ OMOJIOTHYECKOTO MPOUCX 0K ICHUSI.

3agauun  pa0oThI: BbIABICHHE aHTU(QYHTAIbHOW AaKTUBHOCTH HOBBIX XHMHUYECKUX
COCIMHEHUH, CO3JaHHBIX MOJIJABCKUMHM XHMHKAaMH; OILEHKa aHTH(YHTradbHOW aKTUBHOCTU
HEKOTOPBIX  PACTHTENIbHBIX JKCTPAKTOB U  OKCTPAKTOB U3  I[MAHOOAKTEpUii;, OIICHKA
AHTU(YHTATHEHON aKTUBHOCTH 3KCTPAKTOB M3 OMOMACCHI CIIHUPYJIUHBI, BRIPAIICHHON B YCIIOBHSIX
AKKYMYJILIMA METAIJIOB; OMpe/elieHne BO3MOXKHBIX MEXaHU3MOB aHTU(YHTAbHOM aKTUBHOCTH
OTOOpaHHBIX BEIIECTB.

Hayuynasi HOBH3HA M OPMTHHAJBLHOCTH. BriepBbic OBUIO OINpPENEICHO aHTHU(YHTATBHOE
neiictBue N VIO HOBBIX KOOPIMHAIMOHHBIX COCJAWHCHUH, COIEPXAIIMX 3aMELICHHBIN
THOoceMHKapOa3oH, mo otHomenuto k Candida albicans;, Obumn mpoBemeHBI KOMIUIEKCHBIE
UCCJICIOBaHMsI HAMpPaBICHHBIC HA BHISIBICHHUE BIUSHUS SKCTPAKTOB OMOMACCHI IMaHOOAKTEpUH,
BBIPAIICHHBIX B OMOTEXHOJIOTMYECKUX YCIOBUSX AKKyMYJISIIIUM METAJJIOB Ha BO30yauTEseH
MHKO30B; BIEpPBbIC ObUIO JOKA3aHO JIEWCTBHE HOBBIX BEIIECTB Ha IE€JIOCTHOCTH KJIETOYHBIX
000JI0Y€K 1 COCTOSIHUE OKUCIUTEIHbHO-BOCCTAHOBUTEIBHOTO CTaTyca (PyHTaIbHBIX KIIETOK.

PemeHHasi Hay4Hasi MPodJjieMa COCTOUT B OIIEHKE OMOJOTMYECKOro AEHCTBHs IN Vitro
XUMHUYECKUX W OHMOJOTUYECKMX BEIIECTB HAa HEKOTOpPHIE INTAMMBI TMATOTEHHBIX M YCJIOBHO
MAaTOTEHHBIX TPUOOB, UYTO TMPHUBEIO K BBHIIBICHUIO OOMIMX W CHEHNU(PUIECKUX DIEMEHTOB
KJIETOYHOTO OTBETa TpuOOB M TMO3BOJHIIO OMPENEIUTh HEKOTOPHIE MEXaHH3MBI BO3JEHCTBUS
BBIOpaHHBIX BEIIECTB HA TPUOBI.

Teopernueckoe 3HavyeHue padoTbl. bpUlM HakOIIEHBI HOBBIE JAHHBIE, KOTOpPBIE
MO3BOJISIIOT ~ PACHIMPUTh  CIIEKTP  BEMIECTB, TMEPCHEKTHUBHBIX JUISI  OTKPBITHUS  HOBBIX
aHTU(YHTAIBHBIX MPENapaToB; ObBUIM BBISBICHBI HEKOTOPHIE M3 MEXAHH3MOB JIEUCTBUS HOBBIX
BEIIECTB HA HCCIeAyeMble INTaMMbl TpPUOOB, OCHOBaHHbIE Ha CHW)KEHHE YPOBHS
AHTUOKCHIAaHTHOMW 3aIIUTHI U TIOBPEXKICHUHU KJIETOYHBIX 000TI0YEK.

IIpakTuyeckoe 3HavyeHwe. bBbUIO TNPEIIOKEHO HOBOE XUMHUYECKOE BEIIECTBO,
obmanaromee aHTU(YHTaIbHOW aKTHBHOCTBIO MO oTHomeHnto k Candida albicans; 6wt
000CHOBaH HOBBIH MOAXO0/I K OOHAPY>KEHUIO HOBBIX BEIIECTB C aHTU()YHTaTbHBIMU CBOWCTBAMH,
a MMEHHO TOoNyuyeHHue OMoMacchl ITUAaHOOAKTEPH, COAep)Kalllell MeTayulbl, U JKCTPAKTOB U3
9TOro BHa OMOMACCHL.

Buenpenue pesyabraroB. Pesynbrarel uccienoBaHus BHeApeHbl Ha  Kadenpe
Muxkpobuonoruu, Bupycomorun u  HMmmyHonorum  Mongasckoro  'ocynapcTBEHHOTO
Yuusepcurera Memuunnasl 1 ®apmanuu uMm. H. Tecremunany B KayecTBE AUAAKTHYECKOIO
MaTepuaia.
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ANNOTATION

Oltu Iulian ,,In vitro antifungal activity of remedies of biological and chemical origin
against some causative agents of mycoses”. PhD thesis in medical sciences, Chisinau, 2017

The thesis consists of an introduction, four chapters, conclusions and recommendations,
bibliography list with 194 references. It comprises 133 pages of main content, 47 figures, 10
tables and 3 annexes. The results were published in 11 scientific papers.

Keywords: antifungal activity, extracts from cyanobacteria, extracts from Juglans regia,
Trichophyton, Microsporum, Candida, Aspergillus, Penicillium, Fusarium.

Field of study: 313.02 — Microbiology, Medical Virology.

Research goal: assessing the in vitro response of the cultures of pathogenic and
opportunistic fungus to action of new chemical and biological remedies

Objectives: highlighting the antifungal action of some new chemical compounds,
synthesized by researchers from the Republic of Moldova; evaluation of antifungal activity of
some vegetal and cyanobacterial extracts; elucidation of antifungal activity of extracts from
Spirulina biomass, grown under biotechnological conditions of metal accumulation; setting
possible mechanisms of action of new chemical compounds and extracts from indigenous
sources against pathogenic fungi.

Scientific novelty of research. For the first time, there was identified antifungal activity of
new coordination compounds containing thiosemicarbazone towards Candida albicans; there
have been carried out complex researches of action of cyanobacterial extracts from standard
biomass and that obtained under biotechnological conditions of metal accumulation against
fungi; there was demonstrated the action of new substances on the integrity of cell membranes
and redox status of fungal cells.

Important scientific problem solved in the present work consists in elucidation of in vitro
antifungal activity of remedies of biological and chemical origin against some causative agents
of mycoses. This led to highlighting the effects produced against pathogens, which allowed the
establishment of several mechanisms of their action.

Theoretical value. There have been obtained new data, which allow expanding the range
of perspective substances for the discovery of new antifungal drugs; there were outlined some of
the mechanisms of action of new substances against studied fungi strains, based on diminishing
the ability of antioxidant protection and cell membrane damage.

Practical value. It was proposed a new chemical substance as product with antifungal
properties towards Candida albicans; it has been argued a new path of research directed towards
the detection of new substances with antifungal properties, namely obtaining the cyanobacterial
biomass with metal-containing extracts from this type of biomass.

Implementation of scientific results. Results of the study have been implemented at the
Department of Microbiology, Virology and Immunology of the State University of Medicine and
Pharmacy "N. Testemitanu" as teaching material for university training.
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