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Introducere  
Scopul acestei lucrări a fost de a investiga proprietăți biologice ale extractelor de Allium 

și de a evidenția potențialul terapeutic al substanței active din extracte de Allium  (alicina), 

folosind modele experimentale in vitro – culturi celulare umane și culturi fungice, dar și modele 

experimentale in vivo – șobolani din rasa Wistar. Extractele de Allium și alicina  au fost 

analizate din punct de vedere fitochimic, iar proprietățile lor antioxidante, antifungice și 

antitumorale au fost analizate prin metode de analiză convenționale, considerate ”golden 

standard” și general acceptate.  

Pentru realizarea studiilor prezentate în aceasta lucrare s-au utilizat tehnici și au fost 

aplicate protocoale de lucru moderne care au permis obținerea de rezultate solide și confirmate 

de literatura existentă. Rezultatele obținute deschid perspective spre studii aprofundate în 

fitomedicină.  

Investigarea efectului antifungic al extractului de Allium sativum (usturoi) și al alicinei 

a fost evidențiat asupra unei onicomicoze având ca agenți infecțioși Meyerozyma 

guilliermondii și  Rhodotorula mucilaginosa; pentru prima dată, a fost identificată o infecție  a 

unghiilor determinată de ambele specii de fungi într-o co-infecție. Efectul antifungic al 

extractului de usturoi și al alicinei a fost analizat concomitent cu efectul antioxidant în vederea 

investigării posibilității reducerii stresului oxidativ și al inflamațiilor locale generate de co-

infecția fungică. Astfel, s-a urmărit propunerea unei terapii care să țintească simultan atât 

infecția fungică, cât și inflamația locală. 

La nivel mondial, se dorește facilitarea accesului la terapii eficiente și puțin costisitoare, 

îndeosebi pentru populația cu situații economice defavorabile și în comunitățile sărace. Astfel, 

este o nevoie continuă de terapii alternative și la îndemână pentru a combate diverse patologii, 

precum infecțiile fungice, care sunt prezente cu o frecvență mai ridicată în populațiile 

subdezvoltate și slab susținute economic. Extractele naturale, precum extractul de Allium 

sativum, pot fi o terapie la îndemână pentru combaterea acestor infecții.  

Pornind de la ideea precedentă, aria de studiu a fost extinsă spre alte patologii cu impact 

major la nivel mondial, astfel că în urma sintetizării alicinei s-a investigat potențialul 

antitumoral al acesteia.  

Organizația Mondială a Sănătății (OMS) estimează aproximativ 9.6 milioane de decese 

în anul 2018 având ca și cauză principală diverse tipuri de cancer. Iar tendința, în ceea ce 

privește apariția de noi cazuri de cancer, este în creștere, de la an la an, datorită unei multitudini 



 

 

de factori precum poluarea, dezechilibrele genetice și factorii de mediu la care oamenii se 

expun constant.  

Cancerul de plămân și cancerul colorectal sunt liderii detașați în ceea ce privește 

numărul de cazuri de cancer în rândul bărbaților, în timp ce în rândul femeilor doar cancerul 

de sân prezintă o frecvență mai mare în populație (Siegel și colab., 2019). 

În ultimele decenii, tot mai multe terapii antitumorale au avut ca punct de plecare 

compuși naturali sau derivați ai acestora, natura servind ca model pentru terapiile ce se folosesc 

astăzi cu atât de mult succes, un exemplu răsunător fiind Paclitaxel (Weaver, 2014), având ca 

origine Taxus brevifolia - tisa, dovedindu-se eficient  în combinație cu citostatice convenționale 

precum carboplatin sau cisplatin în cazul cancerului ovarian.  

Alicina, substanța activă din Allium sativum cu potențial terapeutic, a fost studiată de  

numeroase colective de cercetare, care s-au axat în special pe studiul potențialului antitumoral 

al acestei substanțe sulfurice.  

În această lucrare a fost investigat efectul antitumoral al alicinei din mai multe puncte 

de vedere: (i) asupra proliferării celulelor tumorale; (ii) asupra modificărilor morfologice 

induse celulelor tumorale în urma expunerii la tratamentul acut cu alicină; (iii) potențialul de 

inhibare a două dintre cele mai importante caracteristici ale celulelor tumorale, formarea 

coloniilor și migrarea, caracteristică a celulelor cu potențial de metastazare; (iv) investigarea 

inducerii morții celulare prin apoptoză, în cazul liniilor tumorale de cancer colorectal și de 

plămân.  

Alicina a fost testată ca tratament individual și în combinație cu terapia convențională 

cu 5-fluorouracil.  

Toate aceste aspecte sunt prezentate, în detaliu, în paginile ce urmează, structurate sub 

forma a trei studii individuale, dar având ca element comun alicina și extracte de Allium. 

Fundamentarea științifică a rezultatelor a fost posibilă datorită colaborării colectivelor 

științifice multidisciplinare din cadrul Universității ”Babeș-Bolyai” Cluj-Napoca – Facultatea 

de Biologie și Geologie în colaborare cu  Facultatea de Chimie și Inginerie Chimică, Institutului 

de Cercetări Biologice din Cluj-Napoca, Institutului Oncologic ”Ion Chiricuța” din Cluj-

Napoca și Universității de Medicină și Farmacie ”Iuliu Hațieganu” Cluj-Napoca.  



 

 

Obiectivele și scopul cercetării  
Obiectivele cercetării au urmărit: (a) obținerea și investigarea compoziției fitochimice 

a extractelor de Allium; (b) investigarea efectului antifungic și antioxidant al extractului de 

Allium sativum și al alicinei, prin compararea acestui efect cu cel al unui produs comercial 

antiinflamator nesteroidian, în modele in vitro  și  in vivo; (c) evaluarea potențialului 

antitumoral al alicinei ca tratament individual, dar și în combinație cu citostatice convenționale, 

prin investigarea modificărilor la nivel structural și molecular și a morții celulare induse prin 

apoptoză sau non-apoptotică; (d) investigarea potențialului de inhibare a migrării și formării 

coloniilor celulelor tumorale, două aspecte specifice tumorilor – migrarea și formarea de noi 

situsuri metastatice.  

Scopul tezei de doctorat este studierea a două specii foarte comune de Allium, cultivate 

și folosite, de om, din timpuri străvechi. Folosind diferite metode de cercetare, am contribuit la 

îmbogățirea cunoștințelor, despre potențial terapeutic al plantelor Allium sativum și Allium 

fistulosum, reflectate în publicații. O importanță deosebită prezintă cercetarea unor efecte ale 

alicinei. Rezultatele cercetării oferă perspective importante, pentru folosire în fitomedicină. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

I. Date din literatură 

1. Caracterizare biologică a unor specii de Allium  

1.1. Încadrare sistematică și speciație  

Plantele de Allium (Regnul Plantae, Incr. Magnoliophyta, Clasa Liliopsida/Liliatae, 

Liliales, Liliaceae) au fost utilizate în medicina tradițională pentru potențialul lor terapeutic. 

Sunt cunoscute mai mult de 800 de specii de Allium, dintre care unele au fost descrise recent 

(Vimal și Devaki, 2004). Diferite specii de Allium au fost identificate în diverse zone, 

informațiile fiind publicate de-a lungul anilor. Majoritatea speciilor de Allium sunt native din 

zonele emisferei nordice, în special în Asia (Li și colab., 2010), singura specie de Allium 

întâlnită în emisfera sudică este A .dregeanum (Li și colab., 2010).  

1.5.  Allium sativum  

A. sativum (Figura 1) este valorificată pentru proprietățile sale terapeutice, iar studiile 

bibliografice sugerează faptul că previne numeroase boli cronice, datorită cantităților mari de 

flavonoid quercitrin. Acest flavonoid contribuie la prevenirea bolilor cardiovasculare și are 

proprietăți antitumorale (D'Andrea, 2015). Extractul de usturoi reduce stresul oxidativ și are 

proprietăți hipoglicemiante, echilibrând glicemia postprandial (O'Keefe și Bell, 2007).  

A. sativum este una dintre cele mai cultivate legume, având culturi de aproximativ 10 

milioane de tone anual, conform organizației americane de agricultură. Usturoiul este o sursă 

bogată de compuși bioactivi cu potențial terapeutic (Cerella și colab., 2011; Corzo-Martínez și 

colab., 2007).  

Usturoiul inhibă activitatea carcinogenelor și induce oprirea ciclului celular în cazul 

celulelor maligne (în special în faza G2/M) (Xiao și colab., 2005). De asemenea, este stimulată 

apoptoza și metilarea histonelor (Iciek și colab., 2009). Activitatea antitumorală a usturoiului 

este datorată activității antimutagene și antigenotoxice a compușilor activi, precum polifenolii, 

dialil-sulfații și dialil-disulfații (Guyonnet și colab., 2002). 

Polifenolii din componența usturoiului sunt compuși bioactivi cu multiple proprietăți 

biologice: antioxidante, antitumorale, antibacteriene și antiinflamatoare; plantele bogate în 

polifenoli au capacitatea de a inhiba degradările oxidative ale lipidelor și de a reduce stresul 



 

 

oxidativ (Capasso, 2013; Nencini și colab., 2007; Thomson și Ali, 2003; Duthie și colab., 

2000).  

 
   

Figura 1. Allium sativum (tulpina și frunze – stânga; bulbili – dreapta) (Original: Marcel Pârvu).                                                        

  

Polifenolii sunt compuși metabolici secundari, în general sunt implicați în protejarea 

plantelor de radiațiile UV sau de patogeni. Însă caracterul antioxidant al acestor compuși îi fac 

deosebit de importanți pentru medicina modernă.  

Studiile efectuate asupra polifenolilor ne sugerează faptul că aceștia oferă protecție 

împotriva diferitelor tipuri de cancer, reduc riscul de apariție a diabetului şi a bolilor 

degenerative (Arts și Hollman, 2005; Bianchini și Vainio, 2001). 

Pornind de la aliină se pot obține numeroși compuși organosulfurici din componența 

usturoiului, prin procese de biotransformare (Figura 2). Aliina este transformată în urma tăierii, 

zdrobirii sau mojarării de către enzima aliinază în molecule de acid sulfenic, care în urma 

condensării a două molecule vor da naștere alicinei. Acesta este practic punctul comun al 

diverșilor compuși organosulfurici din usturoi (și alte specii de Allium). În urma 

descompunerii, se formează fie compuși vinilici, fie dialil-sulfide (DAS), dialil-disulfide 

(DADS), fie dialil-trisulfide (DATS). DAS, DADS și DATS, prin reducere, vor forma alil 

mercaptani și alil persulfide, dar DADS și DATS prin substituție nucleofilică și adiție de 

glutationă vor forma S-alil-glutationă care printr-o serie de substituții va forma alil-glutationă-

disulfidă (GSS) (Trio și colab., 2014).  

Prin condensarea alicinei se formează ajoena, prin adiția unei glutatione va rezulta s-

alilmercaptogutationă (SAMG), iar prin adiția unei L-cisteină va rezulta s-alilmercaptocisteină 

(SAMC) (Mitrová și colab., 2018; Trio și colab., 2014). 

Compușii organosulfurici din usturoi nu sunt prezenți cu toții în bulbul proaspăt. 

Practic, prezența sau absența acestor compuși este strict legată de starea în care se găsește 

usturoiul. Bulbul proaspăt conține o cantitate impresionantă de alicină, uleiul esențial este 

bogat în DADS și DATS, în timp ce pudra de usturoi zdrobit și uscat conține aliină, DADS și 



 

 

DATS. Cățeii de usturoi întregi conțin cantități mari de DADS, DATS, ajoena și compuși 

vinilici derivați din alicină. Dar extractul de usturoi adult conține SAMC (Trio și colab., 2014). 

 

Figura 2. Biotransformarea aliinei în compuși organosulfurici (adaptată după Trio și colab., 2014). 

Proprietăți antibacteriene  

Alicina, împreună cu alți compuși sulfurici, este responsabilă de proprietățile 

antimicrobiale ale usturoiului. A. sativum este eficient împotriva a numeroase bacterii, fie ele 

Gram-negative sau Gram-pozitive (Oosthuizen și colab., 2017; Reiter și colab., 2017; Harris și 

colab., 2001; Abdullah și colab., 1988).  

Extractul apos, alcoolic şi cel în eter au fost testate împotriva a numeroase bacterii 

patogene, iar bacteriile Gram-pozitive precum Staphylococcus aureus au fost mult mai 

sensibile la aceste extracte decât bacteriile Gram-negative. Extractul apos de usturoi, 

administrat împreună cu antibiotice uzuale, poate fi utilizat în combaterea infecțiilor 

nosocomiale (frecvente în unitățile spitalicești) (EL-mahmood, 2009). 

Proprietăți antifungice  

Efectul antifungic al A. sativum este determinat de către compușii activi din compoziția 

acestuia: aliina, alicina şi ajoena. Alicina prezintă activitate antifungică cu spectru larg, dar a 

arătat un efect antifungic puternic împotriva Candida albicans (Ankri și Mirelman, 1999). De 

asemenea, alicina obținută din A. sativum a fost testată în combinație cu Amfotericina B (un 

antifungic puternic şi toxic, utilizat în principal la pacienții cu infecții fungice progresive şi 

posibil fatale) împotriva C. albicans, iar rezultatele au evidențiat faptul că alicina îmbunătățește 

efectul Amfotericinei B împotriva C. albicans (An și colab., 2009).  

Extractul alcoolic de usturoi are un puternic efect antifungic împotriva M. guilliermondii și R. 
mucilaginosa (Pârvu și colab., 2019). 



 

 

Proprietăți antiparazitare şi antivirale  

Alicina prezintă caracter antiparazitar împotriva multor paraziți din intestinul uman, 

precum Giardia lamblia şi Entamoeba histolytica (Ankri și Mirelman, 1999).  

A. sativum prezintă proprietăți antivirale. Activitatea antivirală a compușilor activi din 

usturoi a fost studiată, iar ponderea cea mai mare, ca activitate antivirală, o are ajoena, urmată 

de alicina, alil-metil şi tiosulfinat (Weber și colab., 1992). 

O investigație efectuată despre efectului alitridinei (dialil-trisulfid extras din Allium 

sativum) asupra replicării HCMV (Citomegalovirus) şi asupra exprimării genelor virale a 

sugerat faptul că alitridina are efecte anti-HCMV (Zhen și colab., 2006). 

Proprietăți antihipertensive şi antitrombotice  

A. sativum prezintă proprietăți antihipertensive, demonstrate în numeroase studii din 

literatură. Extractul apos de usturoi provoacă scăderea presiunii sangvine şi bradicardie prin 

mecanism direct, fără a implica calea colinergică, sugerând astfel un mecanism periferial 

pentru hipotensiune (Nwokocha și colab., 2011; Ginter și Simko, 2010; Hiyasat și colab., 

2009; Brace, 2002).  

A fost demonstrat faptul că administrarea de extract apos de usturoi inhibă peroxidările 

lipidice şi previne epuizarea glutationei, permițând recuperarea funcțională a acesteia, astfel 

stresul oxidativ este redus, iar tensiunea arterială şi inflamațiile sunt şi ele diminuate şi 

normalizate (Sener și colab., 2007). De asemenea, se presupune că scăderea tensiunii sangvine 

la șobolani, după administrarea de A. sativum, este parțial mediată de oxidul nitric (NO), 

deoarece sinteza acestuia este intensificată (Al-Qattan și colab., 2006). 

Alicina, substanța activă majoritară din usturoi, are efecte imunomodulatoare și 

stimulează limfocitele B să secrete anticorpi IgM și IgG. Această abilitate este potențată atunci 

când alicina este convertită împreună cu glutationul, în S-alil-mercaptoglutation; în plus, 

secreția de anticorpi este influențată și de nivelul de stres oxidativ din celulă (Toma și colab., 

2019). 

Proprietăți antiinflamatoare  

Compușii activi ai usturoiului sunt implicați în modularea semnalelor intracelulare, în 

special a căii Nrf2-ARE (ARE este elementul de răspuns antioxidant). Nrf2 este un factor de 

transcriere, ce complexează cu MafK pentru a lega elementul de răspuns antioxidant (ARE) și 



 

 

pentru a iniția transcrierea. Nrf2 mediază exprimarea unor enzime din faza a 2-a de 

metabolizare, precum HO-1, GST și Glel. În cazul cancerului de colon, usturoiul induce 

translocarea Nrf2, activând enzimele antioxidante și având ca finalitate promovarea apoptozei. 

De asemenea, DAS, DADS și DATS stimulează exprimarea enzimelor antioxidante, inducând 

activarea Nrf2-ARE în celulele hepatice, iar capacitatea lor de modulare crește odată cu 

creșterea numărului de atomi de sulf. DAS și DATS inhibă NFkB indus de speciile reactive de 

oxigen, permițând cross-talk-ul dintre căile de semnalizare antiinflamatoare (Figura 3). DATS 

și DADS au capacitatea să inhibe procesele inflamatoare, iar moleculele organosulfurice au 

potențial anti-inflamator; alicina atenuează factorul de necroză tumorala α (TNFα), DADS 

inhibă secreția de molecule proinflamatoare, iar DATS inhibă producerea celulară de 

interleukine (IL-6, IL-10, IL-12) și TNFα (Trio și colab., 2014).  

 

Figura 3. Schema mecanismului de acțiune antioxidant al compușilor organosulfurici din usturoi 
(adaptată după Trio și colab., 2014). SAC (S-Alil-Cisteină), DAS (Dialil-sulfide), DADS (Dialil-
disulfide), DATS (Dialil-trisulfide), ROS (Speciile reactive de oxigen). Compușii cu sulf din 
compoziția usturoiului modulează calea de semnalizare a ROS și influențează modul de exprimare a 
Nrf-2, NF-kB, JNK 1/2 și ERK1/2,  rezultând o modulare a expresiei genice și activarea complexului 
Nrf-2-ARE ce inițiază sinteza de enzime ale sistemului antioxidant precum SOD (Superoxid dismutază) 
și CAT (Catalază). 

Toxicitate a extractului de A. sativum și a alicinei 

Studiile efectuate cu privire la toxicitatea extractului de usturoi ne indică faptul că deși 

este de proveniență vegetală, trebuie ținut cont de doza administrată, dar și de faptul că în 

asociere cu anumite medicamente poate crea neplăceri sau reacții adverse.  

Un studiu efectuat de Tattelman ne indică faptul că pacienții cărora li se administrează 

anticoagulante trebuie să administreze cu prudență dozele de extract de usturoi; astfel, dozele 



 

 

mari de A. sativum împreună cu administrarea de anticoagulante pot duce la prelungirea 

timpului de sângerare în defavoarea pacienților (Tattelman, 2005).  

1.6. Allium fistulosum  

Allium fistulosum L. (Ceapa galeză) este o specie cultivată în România (Figura 4). 

Frunzele sale au o mare valoare nutritivă, putând fi consumate atât proaspete, cât şi gătite, în 

plus sunt verzi pe tot parcursul anului.   

Datorită conţinutului bogat în compuși sulfurici, flavonoizi şi acizi graşi, A.  fistulosum 

are proprietăți antifungice, antioxidante și antihipertensive (Lee și colab., 2018; Vlase și colab., 

2013).  

A. fistulosum  a fost utilizată ca tratament al răcelilor, durerilor de cap, durerilor 

abdominale și al bolilor cardiovasculare de către adepții medicinei tradiționale. Sunt studii care 

atestă faptul că A. fistulosum previne formarea cheagurilor, are proprietăți antioxidante, 

antihipertensive și este un foarte bun produs antihipolipidemic (Sung și colab., 2015). Ceapa 

galeză prezintă un interes mare pentru cercetători, datorită compoziției bogate în propilen-

sulfide, compuși cu puternic efect antibacterian și antiinflamator (Liu și colab., 2016).   

 

Figura 4. Allium fistulosum (original: Marcel Pârvu).  

Ceapa galeză, împreună cu alți membri ai familiei Alliaceae, are proprietăți medicinale 

deosebite, reduce presiunea sangvină și inhibă agregarea trombocitelor. A. fistulosum 

modulează funcțiile cardiovasculare, redă tonusul arterelor (în special aorta), dar efectul 

vasoconstrictor sau vasodilatator este dependent de modul în care a fost preparat extractul 

(Chen și colab., 2000).   

2. Alicină  

Alicina este un compus organosulfuric prezent în usturoi, ceapă și alte specii de Allium. 

Biosinteza alicinei se desfășoară conform figurii 5, pornind de la aliină, sub acțiunea enzimei 



 

 

aliinază. Substratul de bază al aliinei este cisteina. În urma acestei reacții, se formează acid 

alilsulfenic, acid piruvic și o grupare NH3. Două molecule de acid alilsulfenic condensează și 

formează alicina prin eliberarea unei molecule de apă (Salehi și colab., 2019; Si și colab., 2019; 

Chen și colab., 2018; Huang și colab., 2017; Borlinghaus și colab., 2014). 

 
 Figura 5. Biosinteza alicinei (adaptată după Salehi și colab., 2019).  

Alicina are efecte antibacteriene, antivirale, antitumorale, anticoangulante, 

antihipertensive, antiparazitare şi hepatoprotectoare. De asemenea, alicina este eficientă 

împotriva mai multor specii de ciuperci (Chen și colab, 2019; Huang și colab., 2017; Salama 

și colab., 2014; Ilić și colab., 2011; Pârvu și colab., 2011; Pârvu și colab., 2010; Josling, 2003).  

Alicina reduce depunerile lipidice și are proprietăți antiinflamatoare (Marón și colab., 

2020; Eilat și colab., 1995;). Lipidele în exces favorizează dezvoltarea țesutului adipos care 

constituie o importantă sursă de estrogeni. Există o legătură strânsă între riscul de dezvoltare a 

cancerului de sân și concentrațiile mari de estrogeni în circulație, astfel că numeroase femei 

care sunt în perioada de postmenopauză prezintă risc crescut de dezvoltare a cancerului de sân 

(Yue și colab., 2003).  

Alicina are efecte benefice în inhibarea proliferării neuroblastomei la șoareci, iar 

administrarea în combinație cu ciclofosfamidă se transpune într-o eficiență crescută a 

tratamentului convențional; de asemenea, s-a observat o îmbunătățire a subseturilor de celule 

T și o intensificare a imunității (Gao și colab., 2015). Alicina prezintă efect antitumoral 

împotriva diverselor tipuri de celule tumorale, precum cele de colon și plămân (Țigu și colab., 

2020). 

3. Tipuri de cancer  

Cancerul reprezintă o creștere necontrolată a celulelor, proces care implică activarea 

unor oncogene sau inhibarea unor gene supresoare de tumori. În stadiile avansate, celulele 



 

 

tumorale au abilitatea de a metastaza datorită pierderii adeziunii celulare cu substratul sau a 

adeziunii dintre celule (Vogelstein și Kinzler, 2004).  

Efectul factorilor epigenetici este determinant în dezvoltarea celulelor tumorale. 

Modificările epigenetice pot induce caracteristici pro-canceroase celulelor netumorale, prin 

dereglarea funcției anumitor gene specifice și prin modularea proceselor ce determină ciclul 

celular sau inițierea apoptozei (Sarkar și colab., 2013; Sarkar și colab., 2013; Gal-Yam și 

colab., 2008). 

Cele mai frecvent întâlnite tipuri de cancer sunt cancerul de sân, colorectal și de plămân, 

acestea având o incidență foarte mare la nivel mondial și fiind responsabile de numeroase 

decese, atât la bărbați, cât și în rândul femeilor (cazul cancerului de sân) (Siegel și colab., 

2019). 

3.1. Cancer de sân 

Conform statisticilor, în 2018, în Statele Unite ale Americii s-au înregistrat 268.670 noi 

cazuri de cancer de sân (Siegel și colab., 2018).  

O posibilă cauză de dezvoltare a cancerului de sân este considerată expunerea la 

cantități semnificative de estrogen. Expunerea la concentrații mari de estrogen crește 

semnificativ riscul de dezvoltare a cancerului hepatic, de col uterin și vaginal (Henderson și 

colab., 1988).  

Trei mecanisme au fost descrise, ca fiind posibil implicate, în manifestarea 

carcinogenicității estrogenului: activitatea hormonală mediată de receptor (strâns legată de 

stimularea proliferării celulelor, care cresc șansele de acumulare a erorilor în ADN) 

(Adlercreutz și colab., 1994); activarea citocromului P450 (activare mediată metabolic) prin 

care se intensifică rata mutațiilor (Liehr și colab., 1986); imposibilitatea mecanismului de 

reparare a ADN de a remedia greșelile făcute în urma diviziunii și astfel anumite erori pot 

induce carcinogenicitate estrogenului (Yan și Roy, 1995).  

3.2.  Cancer colorectal   
Cancerul colorectal este localizat în regiunea colonului și a rectului, având ca simptome 

prezența sângelui în scaun, diametrul scaunului redus, pierdere în greutate și adesea senzație 

de oboseală constantă (Whiffin și colab., 2014).  

În 2018, în Statele Unite ale Americii s-au înregistrat 97.220 noi cazuri de cancer de 

colon, 43.030 noi cazuri de cancer rectal și 8.580 de noi cazuri de cancer anal (Siegel și colab., 

2018). 



 

 

Cancerul colorectal este unul dintre cele mai frecvente tipuri de cancer, fiind al 3-lea 

cel mai frecvent tip de cancer la bărbați și al 2-lea la femei (Muller și colab., 2016). Majoritatea 

cancerelor colorectale apar sporadic, doar 20-30% sunt cu componente ereditare (Whiffin și 

colab., 2014). 

În 2018, în Statele Unite ale Americii s-au înregistrat 97.220 noi cazuri de cancer de 

colon, 43.030 noi cazuri de cancer rectal și 8.580 de noi cazuri de cancer anal (Siegel și colab., 

2018). 

3.3.  Cancer pulmonar  
Plămânii sunt organul primar al sistemului respirator la om și sunt  localizați de-o parte 

și de alta a inimii. Situați în cavitatea toracică, plămânii sunt inegali (cel  drept fiind mai mare), 

fac parte din tractul respirator inferior care începe cu traheea, iar în plămân, se ramifică în 

bronhii și bronhiole, iar bronhiolele se continuă cu un duct alveolar ce se termină cu alveolele 

pulmonare (Figura 10) (Arakawa și colab., 2000). 

Cancerul pulmonar este diferențiat în două tipuri de cancer: cancerul de celule mici 

pulmonare (SCLC – small-cell lung carcinoma) și cancerul de celule pulmonare ce nu sunt 

mici (NSCLC – non-small-cell lung carcinoma). Din punct de vedere histologic, carcinomul 

pulmonar poate fi clasificat în SCLC, cancer de celule squamoase, adenocarcinomă și cancer 

pulmonar de celule mari (Lemjabbar-Alaoui și colab., 2015; Riihimaki și colab., 2014). 

Majoritatea cancerelor de plămân indică stimulări paracrine și autocrine. NSCLC și 

SCLC exprimă în exces receptori de Tirosin Kinaze, cu precădere EGFR (Epidermal Growth 

Factor Receptors – Receptori pentru factori de creștere epidermali), uneori produc chiar liganzi 

pentru EGFR. Astfel, în calea de semnalizare, se ajunge până la activarea transcrierii; în cele 

mai multe cazuri, transcrierea este supraactivată, rezultând numeroase celule ce se vor divide 

în continuare și vor conduce spre invazie și metastazare. În multe cazuri, se activează factorii 

pro-angiogenici (Imyanitov și colab., 2005).  

Cancerul pulmonar este cauzat de degradarea ADN-ului, dar și de modificari 

epigenetice (Hammerschmidt și Wirtz, 2009). Fumatul este una dintre principalele cauze ale 

dezvoltării cancerului pulmonar, conținând peste 70 de carcinogeni (Hecht, 2012). De 

asemenea, fumatul pasiv este o cauza a apariției cancerului pulmonar la nefumători. Asbestul 

este un alt compus ce potențează dezvoltarea cancerului pulmonar și a numeroase alte boli 

pulmonare (O'Reilly și colab., 2007). Poluarea aerului și expunerea la alți factori fizici și 

chimici, precum radiații sau gaze toxice, alimentează riscul de dezvoltare a tumorilor 



 

 

pulmonare, afectând dezvoltarea celulelor tractului respirator și pulmonare (Cogliano și colab., 

2011).  

Mecanismele de reparare nu mai fac față la modificările aduse în celule, astfel că se 

acumulează un număr mare de oncogene activate. Calea de semnalizare cea mai afectată, în 

cazul cancerelor de plămân, este a proteinelor G cuplate cu receptori autocrini, sistemul tumoral 

de represie p53 și calea RAS/RAF/MEK/MAPK (Imyanitov și colab., 2005).   

4. Onicomicoză  

Onicomicoza este o infecție a unghiilor caracterizată prin decolorarea, subțierea și 

desprinderea unghiei de patul conjunctiv (Gupta și colab., 2000). Aceasta este o infecție cu o 

frecvență crescută, în cazul persoanelor de peste 60 de ani. În general, onicomicoza este cauzată 

de dermatofite (Westerberg și Voyack, 2013). În cele mai frecvente cazuri, onicomicoza este 

cauzată de infecția cu dermatofite din genul Trichophyton. Microorganismele, precum 

Candida, cauzează infecții în special la unghiile degetelor mâinii (Thomas și colab., 2010). 

Infecțiile ce sunt cauzate de mucegaiuri ce nu sunt încadrate în grupul dermatofitelor sunt mai 

puțin întâlnite, însă au fost studii ce demonstrează că aceste infecții sunt strâns legate de 

imunodeficiența produsă de infecțiile virale (Surjushe și colab., 2007).  

Tratamentul pentru onicomicoză necesită o combinație terapeutică care să inhibe total 

dezvoltarea agentului infecțios. Tratamentul variază în funcție de gradul de infecție, dar trebuie 

ținut cont și de istoricul pacientului, astfel încât să se evite interacțiunea cu altă medicație deja 

existentă (Scher și colab., 2007). 

Rhodotorula mucilaginosa este o specie de drojdie care, în general, infectează gazdele 

imunocompromise (Ioannou și colab., 2019). În anumite situații, poate fi responsabilă de 

producerea onicomicozei, chiar și la pacienții fără imunodeficiențe (Ge și colab., 2019; Simon 

și colab., 2014; Loss și colab., 2011). R. mucilaginosa este rezistentă la majoritatea azolilor, 

uneori putând fi combătută cu ketoconazol (Ge și colab., 2019). 

Meyerozyma guilliermondii cauzează, în general, infecții cutanate la oameni, fiind 

asociată cu onicomicoza (Guler și colab., 2017; Ghannoum și colab., 2000; Dick și colab., 

1985). A fost raportată o co-infecție cu R. mucilaginosa și M. guilliermondii la o persoană în 

vârstă, cu istoric medical ce indică infecție cu virusul hepatitei B (Pârvu și colab., 2019). 

  



 

 

II. Contribuție personală  

1. Materiale și metode de cercetare  

1.1. Sinteză și caracterizare a alicinei  

Alicina a fost sintetizată și analizată conform cu metoda descrisă de Jansen și colab., 

1987 (Jansen și colab, 1987; Pârvu și colab., 2019). Aceste determinări au fost realizate de 

către Lector Dr. Augustin Cătălin Moț, în cadrul laboratorului de Chimie - Facultatea de 

Chimie și Inginerie Chimică a Universității Babeș-Bolyai, Cluj-Napoca. 

1.2. Izolarea, cultivarea și identificarea moleculară a ciupercilor Meyerozyma 
guilliermondii și  Rhodotorula mucilaginosa care produc onicomicoză  

M. guilliermondii (Wick.) Kurtzman & M. Suzuki și R. mucilaginosa (A. Jörg.) F.C. 

Harrison au fost izolate de pe unghii afectate de onicomicoză, ale unei paciente în vârstă de 88 

de ani, cu hepatită HBV cronică. Probele de fungi au fost identificate după morfologie și 

caracteristicile coloniilor din cultură după o incubare, la 22°C, timp de trei zile. Experimentele 

au fost desfășurate în triplicat (Pârvu și colab., 2019). Aceste determinări au fost realizate de 

către Prof. Univ. Dr. Marcel Pârvu, în cadrul laboratorului de Botanică al Facultății de Biologie 

și Geologie, UBB Cluj-Napoca.  

Acest studiu a fost aprobat de către comisia de etică a Universității de Medicină și 

Farmacie ”Iuliu Hațieganu”, Cluj-Napoca, iar pacientul a fost informat și a completat 

formularul de consimțământ și înrolare în studiu.  

Speciile M. guilliermondii și R. mucilaginosa au fost confirmate molecular țintind 

Internal Transcribed Spacer folosind amorsele ITS1 și ITS2 (White și colab., 1990). Analiza 

moleculară a fost realizată de către Dr. Cristina Mircea, în cadrul laboratorului de Biologie 

Moleculară al Institutului de Cercetări Interdisciplinare în Bio-Nano-Științe. 

1.3. Obținerea extractelor vegetale de Allium  

Extractele plantelor de Allium au fost preparate prin repercolare, la rece, la temperatura 

camerei, timp de trei zile (Anonymous, 1993; Ionescu-Stoian, 1977; Pârvu și colab., 2015), 

utilizând fragmente mici de plante ce au fost imersate și extrase în alcool 70% (Merck, 

București, România). Plantele au fost colectate din Gradina Botanică ”Alexandru Borza” din 

Cluj-Napoca.    



 

 

Pentru prepararea extractului de Allium fistulosum s-au utilizat frunze, iar pentru 

prepararea extractului de Allium sativum s-au utilizat bulbi. Pentru fiecare specie de Allium 

folosită, în acest studiu, s-a păstrat un specimen-voucher la Herbarul Universității ”Babeș-

Bolyai”, Cluj-Napoca, România (Allium sativum L. – CL666161; Allium fistulosum L. – 

CL659761). Extractul fluid obținut prin filtrare a fost preparat in raport 1:1,2 cu 30% etanol 

pentru A. fistulosum și 1:1 cu 20% etanol pentru A. sativum, rapoartele fiind exprimate în 

masă:volum (g:mL). Aceste determinări au fost realizate de către Prof. Univ. Dr. Marcel Pârvu, 

în cadrul laboratorului de Extracte Naturale al Facultății de Biologie și Geologie, UBB Cluj-

Napoca. 

1.3.1. Analiză fitochimică  

Separarea compușilor a fost realizată folosind sistemul HPLC Agilent 1200 

(Waldbronn, Germania) (Pârvu și colab., 2019).   

Aceste determinări au fost realizate de către Lector Dr. Augustin Cătălin Moț, în cadrul 

laboratorului de Chimie - Facultatea de Chimie și Inginerie Chimică a Universității Babeș-

Bolyai, Cluj-Napoca. 

1.3.2. Evaluarea activității antifungice 

În vederea determinării efectului antifungic al extractului de Allium sativum, prin 

metoda diluție agar, celulele fungice au fost inoculate cu diferite concentrații de extract de 

usturoi: 2%, 4%, 6%, 8%, 10% și 12% pentru M. guilliermondii  și s-a mai adăugat o 

concentrație de 14% în cazul R. mucilaginosa. Controlul negativ a fost fără extract. Un control 

cu compus antifungic pe bază de clorhidrat de naftifină (Exoderil Sandoz, 10mg/mL) a fost 

utilizat, la concentrații variate: 0.5%, 1%, 3%, 4% și 5% pentru M. guilliermondii  și 0.1%, 

0.5%, 1%, 1.5%, 2%, 2.5% și 3% pentru R. mucilaginosa.  

Efectul antifungic a fost exprimat in concentrație minimă inhibitoare (MIC/CMI), unde 

procentul de inhibiție al creșterii miceliene (P) pentru fiecare concentrație a fost calculat 

folosind formula P= (C-T) x 100/C, unde C este diametrul coloniei control, iar T diametrul 

coloniei tratate (Pârvu și colab., 2019).  

Aceste determinări au fost realizate de către Prof. Dr. Marcel Pârvu, în cadrul 

Laboratorului de Extracte Naturale al Facultății de Biologie și Geologie, UBB Cluj-Napoca. 



 

 

1.3.3. Evaluarea efectului antioxidant  

Activitatea antioxidantă in vitro a fost evaluată folosind testele de disociere a radicalilor  

DPPH și ABTS conform cu protocolul publicat în literatură (Perez și colab., 1975). Rezultatele 

sunt exprimate în echivalenți de quercitin, obținuți prin curba de calibrare, folosind standard 

de quercitin (Pârvu și colab., 2019).   

Pentru evaluarea activității antioxidante in vivo s-au folosit șobolani masculi Albino 

Wistar, cu greutate între 200 și 250 g, de la biobaza Universității de Medicină și Farmacie 

”Iuliu Hațieganu”, Cluj-Napoca, România (Andreicuţ și colab., 2018).   

Determinarea biomarkerilor stresului oxidativ sistemic a fost realizată prin 

determinarea statusul oxidativ total (TOS) din ser, prin reacție colorimetrică, iar rezultatele au 

fost exprimate in μmol H2O2 echivalent/L. Răspunsul antioxidant total în ser (TAR) a fost 

determinat prin metodă colorimetrică, iar rezultatele exprimate în Trolox echivalent/L. Indexul 

stresului oxidativ (OSI) este un indicator al gradului de stres oxidativ și a fost reprezentat ca 

TOS/TAR (Pârvu și colab., 2014). 

Reacția Griess a fost folosită pentru a determina sinteza oxidului nitric și rezultatele au 

fost exprimate în μmol/L (Pârvu și colab., 2014). Malondialdehida (MDA) a fost măsurată 

folosind acid tiobarbituric. Totalul tiolilor a fost estimat folosind reactivul Ellman. Toate testele 

pentru determinările din ser au fost efectuate prin metode spectrofotometrice folosind 

Spectrofotometrul Jasco V-530 UV-Vis (Jasco International Co. Ltd, Tokyo, Japonia). 

Aceste determinări au fost realizate de către Prof. Univ. Dr. Alina Elena Pârvu, în cadrul 

laboratorului de Fiziopatologie – UMF Cluj-Napoca. 

1.4. Microscopie de scanare cu electroni   

Morfologia ciupercilor R. mucilaginosa și M. guilliermondii a fost analizată pentru 

celulele control, folosind microscopul de scanare cu electroni (SEM)  JSM 5510 LV (JEOL 

Co, Tokyo, Japonia). Probele au fost pregătite conform cu literatura (Moț și colab., 2017).  

Aceste determinări au fost realizate în cadrul laboratorului de Microscopie Electronica 

”Constantin Crăciun” – UBB Cluj-Napoca. 

1.5. Microscopie electronică cu transmisie  

Ultrastructura fungilor control și a celor tratați o ora cu MIC de extract a fost analizată 

folosind microscopul cu electroni în transmisie (TEM) JEOL JEM 1010.  



 

 

Probele au fost pregătite conform cu literatura (Moț și colab., 2017).  Aceste 

determinări au fost realizate în cadrul laboratorului de Microscopie Electronica ”Constantin 

Crăciun” – UBB Cluj-Napoca.  

1.6. Culturi de celule umane - tumorale și netumorale  

Celulele (Tabelul 2) BJ, DLD-1, MDA-MB-231, MCF-7 și SK-MES-1 au fost 

achiziționate de la ATCC (American Type Culture Collection) prin intermediul LGC Standards 

GmbH, Wesel, Germany. Keratinocitele umane normale HaCaT au fost furnizate de către 

serviciul de linii celulare al Centrului german de cercetare a cancerului – Heidelberg, 

Germania. Aceste activități au desfășurate în cadrul Centrului de Cercetări pentru Medicină 

Avansată – MedFuture – UMF Cluj-Napoca).  

1.7. Testul de viabilitate celulară  

După 24h de tratament, rata de viabilitate celulară a fost măsurată folosind tehnica MTT 

(Bromura de 3-(4,5 dimetil tiazol-2-il)-2,5 difenil tetrazoliu) la 570 nm (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, SUA). Plăcile au fost citite folosind spectrofotometrul TECAN SPARK 10M (TECAN, 

Austria GmbH, Grodig, Austria).  

Folosind același protocol, s-a evaluat efectul antiproliferativ al alicinei, 5-FU (5-

Fluorouracil) și al combinațiilor terapeutice prin metoda MTT (Țigu și colab., 2020). Aceste 

activități au fost desfășurate în cadrul Centrului de Cercetări pentru Medicină Avansată – 

MedFuture – UMF Cluj-Napoca. 

1.8. Microscopie confocală de fluorescență  

După 24h de expunere la jumătate din IC50 și la combinația dintre acestea, modificările 

morfologice au fost urmărite folosind metoda de colorație triplă dezvoltată în laboratorul de 

terapii celulare al MedFuture, UMF Cluj-Napoca și publicată într-o lucrare anterioară (Budisan 

et al., 2019). Imaginile au fost procesate cu softul ImageJ (Țigu și colab., 2020). Aceste 

activități au fost desfășurate în cadrul Centrului de Cercetări pentru Medicină Avansată – 

MedFuture – UMF Cluj-Napoca. 

1.9. Determinări biochimice: LDH, CAT și Casp3 

Celulele au fost incubate în placi cu 12 godeuri, la o concentrație de 100000 celule per 

godeu, la un volum final de 2000 μL. După 24h de incubare, celulele au fost tratate cu trei 



 

 

concentrații diferite de extract: 10%, doză de IC50 și doză sub IC50. Supernatantul a fost colectat 

după 24h de incubare cu extracte, iar prin îngheț/dezgheț s-a obținut omogenatul celular. Lactat 

dehidrogenaza (LDH) și Catalaza (CAT) au fost determinate din supernatant celular, pentru a 

verifica nivelul acestora în mediul de cultură. Activitatea LDH a fost măsurată la 340 nm 

folosind LDH Activity Kit pentru studii in-vitro (Biomaxima, Lublin, Polonia), iar probele au 

fost analizate la spectrofotometrul 2000 Evolution (Biochemical Systems International, Italia). 

Activitatea catalazei a fost determinată la 240 nm folosind spectrofotometrul UV-Vis VWR 

UV-1600PC (Vives‐Bauza și colab., 2007). Caspaza 3 (Casp3) a fost determinată folosind 

supernatantul, utilizând kitul pentru Caspaza 3 activată (Invitrogen), iar placa a fost citită 

folosind spectrofotometrul TECAN SPARK10M (TECAN, Austria GmbH, Grodig), 

respectând protocolul din kitul de analiză. Aceste activități au fost desfășurate în cadrul 

Centrului de Cercetări pentru Medicină Avansată – MedFuture – UMF Cluj-Napoca și în cadrul 

Institutului de Cercetări Biologice Cluj-Napoca.  

1.10. Citometrie de flux pentru evaluarea morții celulare  

Pentru investigarea morții celulare, de tipul apoptozei sau necrozei, după 24h de 

tratament, s-a aplicat tehnica de detectare a morții celulare prin citometrie de flux (Țigu și 

colab., 2020). Aceste determinări au fost realizate de către Dr. Ancuța Jurj, în cadrul centrului 

de Genomică – UMF Cluj-Napoca.  

1.11. Testul de migrare (Wound healing assay)  

Celulele de cancer colorectal și cancer pulmonar au fost cultivate, în plăci de 96 godeuri 

cu fund plat. În fiecare godeu, au fost însămânțate 50.000 celule și incubate peste noapte. După 

24h, a fost adăugat tratamentul pentru o zi, iar apoi mediul de cultură a fost schimbat, iar 

celulele private de ser fetal bovin (Liang și colab., 2007). Rana a fost creată utilizând un vârf 

de pipetă și monitorizată până rana din proba control a fost complet închisă. Imaginile au fost 

procesate folosind softul ImageJ (Țigu și colab., 2020). Aceste activități au fost desfășurate în 

cadrul Centrului de Cercetări pentru Medicină Avansată – MedFuture – UMF Cluj-Napoca. 

1.12. Testul de formare a coloniilor  

Pentru fiecare tratament și control, la ambele linii celulare folosite, s-au însămânțat 500 

de celule per godeu, în plăci de 6 godeuri. După 24h de tratament, mediul de cultură a fost 

schimbat, iar celulele au fost analizate pentru o perioadă de două săptămâni, în vederea 



 

 

obținerii de colonii. După două săptămâni, celulele au fost fixate cu metanol pur proaspăt scos 

de la congelator și colorate cu cristale violet dizolvate în metanol. Reactivii au fost achiziționați 

de la Sigma-Aldrich, St. Louis, SUA) (Țigu și colab., 2020; Rafehi și colab., 2011). Aceste 

activități au fost desfășurate în cadrul Centrului de Cercetări pentru Medicină Avansată – 

MedFuture – UMF Cluj-Napoca. 

1.13. Western blot  

Celulele au fost resuspendate în Trizol, iar fracțiunea proteică a fost utilizată pentru 

determinările ulterioare. (Țigu și colab., 2020).  Aceste activități au fost desfășurate în cadrul 

Centrului de Cercetări pentru Medicină Avansată – MedFuture – UMF Cluj-Napoca. 

1.14. Animale și etica cercetării  

Experimentele cu model animal au fost derulate la Facultatea de Medicină de la 

Universitatea de Medicină și Farmacie „Iuliu Hațieganu” Cluj-Napoca și la Facultatea de 

Medicină Veterinară de la Universitatea de Științe Agricole și Medicină Veterinară Cluj-

Napoca. Toate experimentele au fost organizate în acord cu Legea 43/2014 de protecție a 

animalelor folosite în scop științific și a directivei europene 63/2010. Experimentele au obținut 

avizul de la Direcția Sanitar Veterinară și pentru Siguranța Alimentelor din Cluj-Napoca 

(nr.22/13.12.2016).  

Animalele au fost cumpărate de la biobaza Universității de Medicină și Farmacie ”Iuliu 

Hațieganu” Cluj-Napoca, șobolani albi din rasa Wistar, femele adulte cu greutate cuprinsă între 

150-180 g, generația F1. Acestea au fost găzduite în condiții zooigienice, ciclul lumină-

întuneric 12/12 h, la 20ºC, ferite de zgomote. Animalele au fost manipulate cu grijă și în liniște. 

S-a asigurat accesul la apă și mâncare standard, ad libitum, dieta standard fiind formată din 

granule speciale pentru rozătoare, obținute de la Institutul Cantacuzino, București (Farcaș et 

al., 2019; Toma et al., 2017; Pârvu et al., 2014; Roman și Puică, 2013).   



 

 

2. Rezultate și discuții  

2.1. Alicină: potențial antitumoral  

2.1.1. Efect antiproliferativ al alicinei și 5-FU asupra unor linii celulare de cancer pulmonar 
și colorectal  

În acest studiu, a fost utilizat ca adjuvant alicina, compus sulfuric sintetizat in house, în 

combinație cu 5-FU. Compușii naturali interacționează cu diferite mecanisme moleculare; în 

funcție de natura patologiei, unii compuși naturali reduc degradările ADN, stresul oxidativ, 

inhibă proliferarea sau reduc alterările genetice, fiind folosite ca agenți antitumorali (Moosavi 

și colab., 2018; Nabavi și colab., 2018; Braicu și colab., 2017; Budisan și colab., 2017; Rajput 

și Mandal, 2012). Alicina este un compus natural, cu potențial de agent adjuvant, cu  numeroase 

efecte biologice demonstrate și intens studiate, în ultimii zeci de ani;  efectele antioxidant, anti-

inflamator, imunostimulator sau antifungic au prezentat interes pentru numeroase grupuri de 

cercetare (Pârvu și colab., 2019; Toma și colab., 2019). Consumul de alicină, prin adăugarea 

usturoiului în alimentație, reduce semnificativ riscul de dezvoltare a inflamațiilor cronice, de 

creștere a stresului oxidativ și de distrugere a ADN-ului (Padiya și colab., 2014; Schafer și 

Kaschula, 2014; Dhawan și Jain, 2005).  

Scopul acestui studiu este de a evidenția efectul sinergistic al combinației terapeutice 

dintre 5-FU și alicină împotriva cancerului de plămân și colorectal. Prin reducerea dozei de 5-

FU și înlocuire cu alicină sunt vizate rezultate similare sau mai bune decât terapia 

convențională (cu 5-FU). 

2.1.1.1. Teste de viabilitate celulară – efect antiproliferativ al alicinei și 5-FU  

A fost evaluat efectul inhibitor, pentru diferite concentrații de 5-FU și alicină, analizând 

viabilitatea celulelor de fibroblast normal (BJ), adenocarcinom colorectal (DLD-1) și 

adenocarcinom squamos de plămân (SK-MES-1), după 24h de tratament, prin metoda MTT 

(Figura 11). După 24h de tratament cu 5-FU, toate cele trei linii au prezentat un IC50 similar, 

195.5 µM pentru BJ, 214.3 µM pentru DLD-1 și 202.2 µM pentru SK-MES-1, ceea ce indică 

o acțiune nespecifică a 5-FU. Acest compus este incapabil sa deosebească celulele tumorale de 

celulele normale; acesta este un aspect general pentru compuși citostatici. În urma expunerii la 

alicină, pentru 24h, linia SK-MES-1 a fost cea mai sensibilă cu un IC50 de 8.625 µM, apoi linia 

BJ cu IC50 de 33.17 µM, iar linia de cancer colorectal a fost cea mai rezistentă cu un IC50 de 

53.53 µM, evidențiind un efect diferit comparat cu 5-FU (Figura 12). 



 

 

După obținerea valorilor de IC50 au fost investigate efectele combinației terapeutice 

dintre 5-FU și alicină. Efectul antiproliferativ al combinației dintre 5-FU și alicinei la jumătate 

din IC50 a fost semnificativ mai bun comparat cu tratamentele individuale, după cum este 

reprezentat în figura 13. Efectul antiproliferativ asupra celulelor de colon și plămân a fost mai 

pronunțat în cazul grupului tratat cu combinația de 5-FU și alicină, comparat cu 5-FU și alicina 

ca tratamente singulare la doza de IC50. 

 

Figura 11. Analizarea viabilității celulare, după tratamentul cu 5-FU. Acesta a inhibat creșterea celulară 
într-un mod dozo-dependent, cu un efect similar pentru cele trei linii celulare incubate, pentru 24h cu 
6, 12, 24, 48, 96, 192 și 385 μM 5-FU. Rezultatele cu P< 0.05 au fost considerate semnificative statistic 
(*P < 0.05, **P < 0.01 și ***P < 0.001) (Țigu și colab., 2020). 

 

 

Figura 12. Analiza viabilității celulare, după expunere la 24h de tratament cu alicină. Alicina a avut 
efect inhibitor diferit pentru cele trei linii celulare tratate cu 1.625, 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50 și 100 μM 
alicină. Rezultatele cu P< 0.05 au fost considerate semnificative statistic (*P < 0.05, **P < 0.01 și ***P 
< 0.001) (Țigu și colab., 2020).  



 

 

 

Figura 13. Investigarea viabilității celulare, pentru celulele tratate cu combinația dintre 5-FU și alicină 
comparat cu grupurile tratate cu tratament singular. Această comparație indică faptul că terapia 
combinată este mai eficientă împotriva celulelor tumorale comparat cu tratamentele individuale. NS – 
nesemnificativ; Control – grup netratat; 5-FU IC50 –  grup tratat cu 5-FU la IC50; 5-FU 1/2 IC50 – grup 
tratat cu jumătate din IC50 pentru 5-FU; Allicin IC50 – grup tratat cu alicină IC50; Allicin 1/2 IC50 – 
grup tratat cu jumătate de IC50 pentru alicină; 5-FU 1/2 IC50 + Allicin 1/2 IC50 – grupul cu tratamentul 
combinat dintre jumătățile de IC50. Rezultatele cu P< 0.05 au fost considerate semnificative statistic (*P 
< 0.05, **P < 0.01) (Țigu și colab., 2020). 

2.1.1.2. Analiză morfologică prin microscopie confocală pentru evaluarea modificărilor 
morfologice determinate de tratamente  

Pentru o evaluare completă a toxicității, indusă de tratamentele combinate, a fost 

investigată morfologia celulelor utilizând tehnica de triplă colorație dezvoltată în laboratorul 

de terapii celulare al MedFuture - UMF Cluj-Napoca (Țigu și colab., 2020; Budișan și colab., 

2019). Rețelele mitocondriale au fost marcate cu roșu folosind ca marker Mitotracker, 

citoscheletul a fost marcat cu verde prin legarea phalloidinei-FITC de filamentele de actină, iar 

nucleul a fost marcat cu albastru folosind DAPI de 100 uM.  

În figura 14 sunt prezentate modificările induse de tratamente. Co-tratamentul are efect 

antiproliferativ pronunțat, moartea celulară fiind indusă la toate cele trei linii celulare folosite. 

În cazul celulelor BJ, distrugerile celulare sunt atribuite în principal pentru 5-FU. Aceste celule 

au o rată de diviziune mult mai slabă, comparativ cu celulele tumorale, deoarece regenerarea 

celulelor a fost foarte mult afectată. 



 

 

 

Figura 14. Investigarea modificărilor morfologice prin microscopie confocală de fluorescență. 
Arhitectura celulară este evidențiată folosind Mitotracker-Red (roșu – rețelele mitocondriale), 
phalloidină-FITC (verde – filamentele de actină) și DAPI (albastru – nucleul). Co-tratamentul prezintă 
efect citotoxic față de toate liniile examinate. În urma administrării combinației terapeutice, sunt reduse 
populațiile celulare pentru DLD-1 și SK-MES-1, în plus spațiile dintre celule sunt mărite. Forma normală 
a celulelor (grupul control) este schimbată, devenind ușor rotunde în cazul tratamentelor . Legendă: săgeți 
albe – distrugeri ale nucleului; săgeți orange – nuclear shrinkage; săgeți magenta (roz) – distrugeri ale 
citoscheletului; săgeți verzi – scăderea activității mitocondriale; săgeți cian (albastru deschis) – AVD; 
BJ – fibroblaști normali; DLD-1 – celule de cancer colorectal; SK-MES-1 – celule de cancer pulmonar; 
, 5-FU ½ IC50 – grup tratat cu  5-FU IC50, 5-FU IC50 – grup tratat cu  5-FU IC50, Allicin ½ IC50 – grup 
tratat cu  jumătate de IC50 pentru alicină, Allicin IC50 – grup tratat cu alicină la IC50, Combined – grup 
tratat cu combinația jumătăților de IC50 (Țigu și colab., 2020). 

Celulele DLD-1 au prezentat o reducere a populației, în toate grupurile tratate, dar în 

special în grupul tratat cu alicină. La doza de IC50, alicina a redus semnificativ numărul de 

celule, iar în cazul co-tratamentului s-au evidențiat modificări celulare ce sugerează inițierea 

apoptozei. Celulele tratate cu jumătate din doza de IC50 au prezentat modificări celulare 

atribuite unui stres celular.  

În cazul celulelor de cancer pulmonar, distrugeri ale nucleului au fost observate în 

special în grupul tratat cu alicină,  iar celulele tratate cu combinația terapeutică, a celor două 

doze la jumătate din IC50-uri, se observă o scădere a volumului celular (Apoptotic volume 

decrease – AVD). Acest aspect este observat doar la linia pulmonară, după co-tratament. Foarte 

puține celule au prezentat AVD, în cazul grupului tratat cu alicină. În cazul celulelor normale, 

s-a observat o scădere a activității mitocondriale, ca urmare a tratamentului cu alicină și a co-

tratamentului; un aspect specific liniei normale a fost micșorarea dimensiunii nucleului 

(nuclear shrinkage). În cazul DLD-1, distrugerile citoscheletului au fost mai intense comparat 

cu SK-MES-1 și BJ, dar caracteristicile apoptozei au fost puțin vizibile.  

Rezultatele obținute sunt confirmate de literatura existentă. Alicina sintetizată a inhibat 

migrarea și formarea coloniilor, iar în combinație cu 5-FU efectul inhibitor a fost mult mai 



 

 

pronunțat. Cele mai vizibile efecte au fost modificările morfologice induse, degradarea 

citoscheletului și modificarea formei celulelor indicând declanșarea morții celulare. În cazul 

celulelor de adenocarcinom pulmonar, efectele au fost mai vizibile. Scăderea volumului celular 

(AVD) este un aspect specific pentru această linie celulară, nefiind observat la DLD-1. AVD a 

fost raportat ca semn al apoptozei (Gruhlke și colab., 2019).  

De asemenea, este vizibil faptul că 5-FU și alicina, în combinație, produc modificări 

morfologice în mod diferit: distrugeri ale citoscheletului și distrugeri nucleare în cazul DLD-

1, AVD, care indică inițierea apoptozei, în cazul SK-MES-1.  

În imaginile ce reprezintă SK-MES-1, sunt observate inhibarea creșterii celulare și 

diviziunii celulare și spații mari între celule, în urma administrării tratamentului cu 5-FU. 

Tratamentul cu alicină a produs modificări ale arhitecturii celulare, iar celulele tratate au 

devenit sferice și au  prezentat aspecte morfologice, precum AVD, ce indică inițierea apoptozei. 

Rezultatele indică faptul că, atât tratamentele individuale, cât și combinația terapeutică, au 

afectat morfologia celulelor tumorale.  

2.1.1.3. Evaluarea viabilității celulare prin citometrie de flux  

Pentru evaluarea ratei de apoptoză/necroză a fost folosit testul de citometrie de flux cu 

Annexina V/P.I. Rezultatele indică faptul că alicina și 5-FU acționează ca stimulatori ai 

apoptozei timpurii în cazul celulelor normale (Figura 15), în timp ce pentru DLD-1 și SK-

MES-1 profilul morții celulare a fost schimbat spre apoptoză târzie și necroză (Figurile 16 și 

17). Co-tratamentul a fost foarte eficient în inducerea morții celulare, în special în cazul DLD-

1, în timp ce în cazul SK-MES-1, raportul dintre celule viabile și celule în moarte celulară a 

fost mai mare, probabil datorită incapacității de a detecta celulele SK-MES-1 care au murit 

înainte de a putea fi marcate, aceste aspecte sunt confirmate de analizele morfologice unde SK-

MES-1 prezintă numeroase celule rotunde.  

Moartea celulară poate fi indusă prin programarea celulară precum apoptoza sau 

autofagia sau prin necroză (Song și colab., 2015). În acest studiu, am investigat aspecte care să 

ne permită să identificăm tipul morții celulare induse de 5-FU și alicină; între cele două tipuri 

de cancer au existat diferențe. În cazul SK-MES-1, moartea celulară a fost dependentă de 

caspaze, fiind o moarte celulară programată prin apoptoză; aspectele morfologice și analizele 

de tipul Western blot au confirmat activarea Caspazei 3 și eliberarea citocromului C din 

mitocondrii (Figura 20 – subcapitolul dedicat analizei de Westernblot). În cazul DLD-1, 



 

 

moartea celulară a fost indusă prin mecanisme independente de caspaze, fiind o moarte celulară 

ce nu a necesitat inițierea apoptozei.  

Rezultatele obținute, în urma administrării tratamentului combinat, sugerează o stare 

de apoptoză târzie în cazul ambelor linii celulare, comparat cu celulele normale care s-au aflat 

in starea de apoptoză timpurie. Acest fapt dovedește că toxicitatea a fost indusă cu latență în 

cazul liniei normale, comparativ cu liniile tumorale.  

 
Figura 15. Prezentarea distribuției populațiilor celulare de fibroblaști, după 24h de tratament. Se 
observă o schimbare a profilului populațiilor în urma tratamentelor, crescând semnificativ procentele 
de celule aflate în apoptoză timpurile (Țigu și colab., 2020).  

 

 
Figura 16. Prezentarea distribuției populațiilor celulare de adenocarcinom colorectal DLD-1. Se poate 
observa schimbarea populațiilor spre apoptoză târzie și necroză la co-tratament și tratamentul cu alicină, 
în timp ce 5-FU a redus foarte puțin viabilitatea celulară (Țigu și colab., 2020).  

 



 

 

 
Figura 17. Prezentarea distribuției populațiilor celulare de adenocarcinom pulmonar SK-MES-1. 
Schimbarea populației nu este drastică, comparativ cu DLD-1, însă se observă schimbarea profilului spre 
apoptoză târzie și necroză, la tratamentele ce conțin alicină (Țigu și colab., 2020).  

2.1.1.4. Testul de migrare (Wound healing assay) – inhibarea migrării celulelor 

tumorale 

Migrarea este o caracteristică fundamentală a celulei tumorale. Inhibarea mecanismului 

de migrare este o țintă terapeutică, in vederea limitării dezvoltării tumorilor. A fost evaluat 

efectul  alicinei și 5-FU asupra migrării, atât independent, cât și în combinație, iar rezultatele 

obținute după 24h de tratament sunt prezentate în figura 18.  

În acest studiu, au fost evidențiate anumite efecte ale alicinei ca tratament singular, dar 

și ca adjuvant în combinația cu 5-FU. Alicina a inhibat migrarea și a stimulat inițierea morții 

celulare în cazul liniilor celulare tumorale de colon și plămân, similar cu datele menționate în 

literatură (Chu și colab., 2012; Bat-Chen și colab., 2010). Efectele benefice ale alicinei sunt 

atribuite grupării tiol, care are potențialul de a degrada microtubulii prin interacțiunea cu 

tubulin polimeraza. Prin inhibarea polimerizării tubulinei, migrarea și polarizarea celulară sunt 

inhibate și astfel diviziunea celulară este semnificativ redusă (Xiang și colab.,  2018; Gruhlke 

și colab., 2016). 

 

Figura 18. Investigarea migrării celulelor tumorale după 24h de tratament. (A) Celulele DLD-1 prezintă 
sensibilitate ridicată la alicină și combinație terapeutică, în timp ce 5-FU a avut efect limitat asupra 
migrării. (B) Celulele SK-MES-1 prezintă sensibilitate ridicată la alicină și co-tratament, în timp ce 5-
FU nu a fost capabil sa inhibe complet migrarea (Țigu și colab., 2020).  



 

 

 

2.1.1.5. Testul de formare a coloniilor – inhibarea formării coloniilor din celule tumorale   

Capacitatea de formare a coloniilor reprezintă o proprietate a celulelor tumorale de a 

dezvolta noi situsuri metastatice pornind de la o singură celulă, în cele mai multe cazuri celulă 

tumorală circulantă. Aceste colonii noi formate vor genera situsuri metastatice, la distanță față 

de situsul primar al tumorii, făcând dificil tratamentul. Inhibarea acestui mecanism și 

combaterea concomitentă a mai multor proprietăți ale celulelor tumorale (ex. migrarea, 

proliferarea) pot reprezenta o direcție terapeutică care să vină în ajutorul pacienților în stadiile 

avansate ale tumorilor.  

Inhibarea formării coloniilor din celule tumorale pulmonare și colorectale a fost 

investigată după administrarea alicinei, 5-FU și a combinației terapeutice timp de 24h, iar 

rezultatele sunt prezentate în figura 19.  

 
Figura 19. Investigarea formării coloniilor după 24h de tratament. (A) DLD-1; (B) SK-MES-1, inhibarea 
coloniilor a fost confirmată pentru toate tratamentele aplicate (Țigu și colab., 2020).  

2.1.1.6. Western blot  

Pentru a confirma rezultatele obținute anterior și pentru a valida moartea celulară indusă 

de alicină, 5-FU și de combinația terapeutică, s-a evaluat nivelul de expresie al unor proteine 

cheie în căile apoptotice, citocromul C (CytC) și caspaza 3 (Casp3). Astfel, CytC a fost evaluat 

ca indicator al inițierii apoptozei intrinseci, iar Casp3 ca efector al mecanismului de apoptoză, 

fiind și moleculă de legătură între calea intrinsecă și cea extrinsecă.  

GAPDH a fost folosit ca normalizator, iar probele s-au prelucrat în duplicat, rezultatele 

fiind reprezentate în figura 20.  

Apoptoza este un mecanism care poate fi activat și de stresul oxidativ și expunerea la 

xenobiotice (Xu și colab., 2014), dar și de agenți proapoptotici, precum citostatice sau compuși 

adjuvanți. Ambele căi apoptotice, cea intrinsecă și cea extrinsecă, converg în activarea caspazei 

3, calea intrinsecă fiind modulată de eliberarea citocromului C (CytC). În cazul căii apoptotice 



 

 

extrinseci, stimulii externi activează caspaza 8 prin receptorii morții celulare, iar apoi este 

activată caspaza 3, care este proteina cheie pentru efectuarea morții celulare prin apoptoză. 

Există și interacțiuni de tipul cross-talk între calea apoptotică intrinsecă și cea extrinsecă, 

precum interacțiunea dintre caspaza 8 și Bid (Fulda și colab., 2010; Bortner și Cidlowski, 

2007).  

Rezultatele sunt în concordanță cu alte publicații și demonstrează faptul că alicina are 

potențial antitumoral (Chen și colab., 2018; Lichota și Gwozdzinski, 2018; Petrovic și colab., 

2018) împotriva a două tipuri de celule tumorale, iar 5-FU combinat cu alicina prezintă efecte 

similare cu efectul sinergistic antitumoral obținut împotriva celulelor de cancer hepatic (Zou și 

colab., 2016).  

 

 

Figura 20. Analiza proteinelor prin Western blot. (a) Determinări pentru linia DLD-1, GAPDH folosit 
ca normalizator pentru Caspaza 3 și citocrom C. (b) Determinări pentru SK-MES-1; moleculele analizate 
sunt similare cu cele pentru DLD-1 (Țigu și colab., 2020). 

2.2. Extract vegetal de Allium sativum (usturoi) 

Datorita compoziției chimice, A. sativum  este un foarte bun agent antibacterian, 

antifungic, antiinflamator și antitumoral (Pârvu și colab., 2019; Balea și colab., 2018; Bhandari, 

2012); compușii organosulfurici din compoziția usturoiului sunt responsabili de majoritatea 

proprietăților biologice (Matysiak și colab., 2015). 



 

 

2.2.1. Compoziție chimică 

Prin utilizarea tehnicii de cromatografie lichidă de înaltă performanță cuplată cu 

spectrometria de masă (HPLC-MS) s-au obținut date importante privind compoziția chimică a 

extractului hidroalcoolic de usturoi. Pentru determinarea compușilor fenolici, din extractele 

hidroalcoolice, a fost dezvoltată o metodă de analiză în cadrul laboratorului de chimie analitică 

al Facultății de Chimie și Inginerie Chimică, UBB Cluj-Napoca (Tabelul 3 și Tabelul 4). 

 

Tabelul 3. Timpul de eluare, caracteristicile metodei analitice și determinarea concentrației de 

aliină și alicină în probele analizate (n=4)  

Nr. Compus telutie 
(min) 

R2 LOD 
(µg/mL) 

A. sativum 
(µg/mL)* 

1 Aliină 3.77 0.9999 5.8 1410±50 
2 Alicină 15.40 0.9999 14.1 380±15 

LOD – limita de detecție, R2 – coeficient de determinare pentru curba de calibrare (la șase 
concentrații). Intervalele indicate reprezentate sub formă de medie± deviația standard (n = 4). *Datele 
despre A. sativum sunt publicate (Pârvu și colab., 2019). 
Tabelul 4. Timpul de eluare, metoda analitică și determinarea concentrațiilor de acizi fenolici 

și flavonoide din extractul vegetal   

Nr. Compus telutie (min) R2 LOD 
(µg/mL) 

A. sativum 
(µg/mL)* 

1 Acid Gentisic  8.13 0.9997 3.4 60±5 
2 Acid Chlorogenic  9.15 0.9995 4.6 65±5 
3 Acid 4-hydroxybenzoic  10.31 0.9999 2.3 25±3 
4 Rutin 11.39 0.9998 2.7 - 
5 Isoquercitrin 11.91 0.9999 2.2 - 
6 p-Coumaric  12.38 0.9999 1.9 44±4 
7 Quercitrin 12.72 0.9998 2.7 - 
8 Acid Ferulic  12.85 0.9999 2.0 - 
9 Quercetin 16.35 0.9997 3.3 - 
10 Kaempferol 19.77 0.9998 2.7 - 
LOD – limita de detecție, LOQ – limita de cuantificare, R2 – coeficient de determinare pentru curba de 
calibrare (la șase concentrații). Intervalele indicate reprezentate sub formă de medie± deviația 
standard (n = 4). *Datele despre A. sativum sunt publicate (Pârvu și colab., 2019). 

2.2.2. Caracterizarea onicomicozei și confirmarea moleculară a ciupercilor 

 A fost analizată unghia de la un pacient cu o dublă infecție asociată, de Meyerozyma 

guilliermondii și Rhodotorula mucilaginosa (Figura 21);  pentru identificarea fungilor, s-au 

caracterizat coloniile obținute pe SDA. Coloniile de M. guilliermondii prezintă aspect alb 

mucilaginos, iar R. mucilaginosa prezintă aspect mucilaginos și o culoare roșie (Figura 21B). 

 



 

 

 

Figura 21. Unghii afectate de onicomicoză (A); B. Colonii albe (de M. guilliermondii) și colonii roșii 
(de R. mucilaginosa) obținute din fragmente de unghie infectată și cultivate pe mediul SDA (Pârvu și 
colab., 2019).  

 

  

  

Figura 22. Microscopia de scanning cu electroni prezintă M. guilliermondii (A, B) și R. mucilaginosa  
(C, D). Legendă: b, mugure; c, celulă; m, mucilagiu; ph, pseudohifă (Pârvu și colab., 2019). 
 

 Caracterizarea morfologică a fost realizată cu ajutorul microscopiei de scanare cu 

electroni (SEM). Celulele de M. guilliermondii  prezintă formă sferică sau sub-sferică de 

aproximativ 2.0-4.0 x 4.0-6.5 μm, cu ramificații și pseudohife, având aspect fin, dar și 

blastoconidii dense (Figura 22 A-B). Imaginile SEM pentru  R. mucilaginosa prezintă celule 



 

 

cu aspect sferic-oval cu dimensiuni de 2.5-6.5 x 6.5x14.0 μm, având pigmenți carotenoizi și 

fără formarea de hife, în plus este foarte vizibil mucilagiul ce învelește coloniile acestui fung 

(Figura 22 D). 

2.2.3. Efect antifungic   

A. sativum a inhibat germinarea și creșterea ciupercii M. guilliermondii  pe mediul de 

agar. După trei zile de incubare, în proba control au fost prezente colonii albe mucilaginoase 

de 11-12 mm, iar în probele tratate s-a observat o reducere a dimensiunii coloniilor; efectul  a 

fost direct proporțional cu concentrația extractului de usturoi adăugat în mediu (Figura 23).  

 Pe SDA, cu 4% extract, coloniile au prezentat diametru de 9-10 mm, în timp ce la 8% 

extract, dimensiunea a fost redusă la 3-4mm. În plus, nicio colonie nu a fost identificată la 12% 

extract (120 mg/mL). Efectul maxim inhibitor al naftifinei hidroclorid a fost la 55-56%, ceea 

ce corespunde la concentrația 5% (500 μg/mL) în cazul izolatului de M. guilliermondii. De 

asemenea, 55-56% inhibiție a fost obținută și la 3%, respectiv 4% împotriva coloniei de M. 

guilliermondii (Figura 23; Tabelul 5).  

 În cazul ciupercii R. mucilaginosa , coloniile control au avut aspect mucoid și un 

diametru de 12-13 mm după 72h de incubare pe agar. Coloniile au fost evidențiate prin colorația 

lor roșie, datorată conținutului de carotenoid. Pe mediul cu SDA, extractul de usturoi a redus 

diametrul coloniilor de R. mucilaginosa. La 4% extract, coloniile au fost reduse la 10-11 mm 

diametru, iar la 8% au ajuns până la 7-8 mm. Efectul inhibitor al extractului împotriva R. 

mucilaginosa  a fost 22.5% în cazul de 4% și de 90% în cazul de 12% concentrație (Figura 24, 

Tabelul 6).  

 

 
Figura 23. Colonii de M. guilliermondii  pe SDA: (A) Control; (B) 4% extract de usturoi; (C) 8% 
extract de usturoi; (D) 12% extract de usturoi; (E) Naftifină 0.5%; (F) Naftifină 1%; (G) Naftifină 3%; 
(H) Naftifină 5% (Pârvu și colab., 2019). 



 

 

Caracteristicile ultrastructurale ale celulelor control de R. mucilaginosa evidențiază un 
perete celular lamelar și electron dens, plasmalemă, reticul endoplasmic, mitocondrii, lipide și 
glicogen acumulate în citoplasmă, dar și un nucleu sferic-oval. 

În citoplasma celulelor tinere, s-au evidențiat numeroase granule lipidice de dimensiuni 

mici și neuniforme, în timp ce în celulele mai bătrâne s-au evidențiat granule de dimensiuni 

mari, unele chiar fuzionând (Figura 26 A-D). Extractul de usturoi a provocat leziuni ireversibile 

în R. mucilaginosa, precum pierderea integrității structurale și a capacității de germinare. 

Moartea celulară a fost indusă prin precipitarea conținutului citoplasmatic și distrugerea 

organitelor celulare și prin alterarea nucleului (Figura 26 E-F). 

Tabelul 5. Efectul in vitro al extractului de A. sativum și naftifinei, asupra ciupercii M. 
guilliermondii, determinat prin metoda diluție agar (Pârvu și colab., 2019)  

Extract de 
usturoi 

(%) 

Diametrul 
coloniei (mm)a Pa 

Soluție 
Naftifină 

(%) 

Diametrul 
coloniei (mm) b Pb 

C 11.66±0.81 0 C 11.66±0.81 0 
2 11.16±0.40 4.28±0.40 0.5 10.0±0.63 14.23±0.63 
4 9.66±0.51 17.15±0.51 1 8.33±0.51 28.55±0.51 
6 6.66±0.51 42.88±0.51 2 6.83±0.83 41.42±0.83 
8 3.50±0.54 69.98±0.54 3 5.16±0.40 55.74±0.40 
10 1.33±0.51 88.59±0.51 4 5.16±0.40 55.74±0.40 
12 0 100 5 5.16±0.40 55.74±0.40 
a efectul extractului de usturoi; b efectul naftifinei; C control (20% EtOH); P inhibiția creșterii 

miceliului- rezultate exprimate ca medie ± deviația standard pentru 6 experimente.  
La TEM, celulele control de  M. guilliermondii prezintă perete celular, plasmalemă, 

vacuole, mitocondrii și nucleu; aceste organite sunt foarte vizibile (Figura 25 A-D). Straturile 

distincte ale peretelui celular și adiacente cu plasmalema, sunt observate în câmp electron dens 

(Figura 25 C). 

 

Figura 24. Colonii de R. mucilaginosa  pe SDA: (A) 4% extract  de usturoi ; (B) 6% extract de usturoi; 
(C) 8% extract de usturoi; (D) 10% extract de usturoi; (E) Control; (F) Naftifină 0.1%; (G) Naftifină 
1.5%; (H) Naftifină 3% (Pârvu și colab., 2019). 

 



 

 

Tabelul 6. Efectul in vitro al extractului de A. sativum și naftifinei, asupra ciupercii R. 
mucilaginosa, determinat prin metoda diluție agar (Pârvu și colab., 2019)  

Extract de 
usturoi (%) 

Diametrul 
coloniei (mm)a Pa 

Soluție 
Naftifină 

(%) 

Diametrul 
coloniei (mm) b Pb 

C 13.33±0.51 0 C 13.33±0.51 0 
2 12.16±0.75 8.77±0.75 0.1 12.83±0.40 3.75±0.40 
4 10.33±0.51 22.50±0.51 0.5 10.5±0.54 21.23±0.54 
6 9.0±0.63 32.48±0.63 1.0 7.83±0.40 41.26±0.40 
8 7.33±0.57 45.01±0.57 1.5 6.33±0.51 52.51±0.51 
10 4.0±0.63 69.99±0.63 2.0 3.66±0.81 72.54±0.81 
12 1.33±0.51 90.02±0.51 2.5 1.33±0.51 90.02±0.51 
14 0 100 3.0 0 100 
a efectul extractului de usturoi; b efectul naftifinei; C control (20% EtOH); P inhibiția creșterii 

miceliului- rezultate exprimate ca medie ± deviația standard pentru 6 experimente.  
 

 

 

 

Figura 25. Modificări produse, de extractul de usturoi (12%), în ultrastructura ciupercii M. 
guilliermondii, examinată la TEM: (A-B) secțiune longitudinală printr-un mugure și o celulă; (C) detalii 
ale secțiunii longitudinale prin celulă; (D) secțiune longitudinală prin pseudohifă (ph) și secțiune 
transversală printr-o celulă; (E) modificări produse de extract: secțiune longitudinală prin celulă; (F) 
secțiune longitudinală prin celulă (detaliu). Legendă: b, mugure; c, celulă; CW, perete celular; G, 
glicogen; L, lipidă; M, mitocondrii; N, nucleu; P, plasmalemă; V, vacuolă (Pârvu și colab., 2019).  

 



 

 

 

 

 

Figura 26. Modificări produse de extractul de usturoi (14%) în ultrastructura ciupercii R. mucilaginosa 
examinată la TEM: (A, B, C) secțiune longitudinală prin mugure și o celulă; (D) secțiune longitudinală 
prin mugure și celulă, în detaliu; secțiune longitudinală (E) și secțiune transversală prin celulă (F) cu 
modificări produse de extract. Legendă: b, mugure; c, celulă; CW: perete celular; ER, reticul 
endoplasmatic; G, glicogen; L, lipide; M, mitocondrie; m, mucilagiu; N, nucleu; P, plasmalemă; V, 
vacuolă (Pârvu și colab., 2019).    

 Modificările ultrastructurale induse de  extract pot fi corelate cu ceea ce se induce în 

momentul administrării tratamentelor antifungice, indicând posibilitatea utilizării extractului 

de usturoi, ca tratament pentru fungii dermatofitici precum Candida (Li și colab., 2016). În 

general, compușii cu potențial antioxidant prezintă și capacitatea de a acționa ca agenți 

antimicrobieni (Esposito și colab., 2019), aceștia reducând semnificativ nivelul stresului 

oxidativ. Testarea in vitro a activității antioxidante s-a realizat prin testele ABST și DDPH. 

Efectul este atribuit compușilor cu sulf, care pot fi implicați în transferul electronilor, 

contribuind la restabilirea echilibrului redox, iar conținutul de alicină și aliină este ridicat și 

confirmat de analizele fitochimice. 

2.2.4. Efect antioxidant  

Efectul antioxidant in vitro al extractului de A. sativum a fost investigat folosind teste 

de albire cu acid 2,20-azino-bis-3-etilbenztiazoline-6-sulfonic (ABTS) și 1,1-difenil-2-

picrilhidrazil (DPPH). Activitatea antioxidantă a fost mai intensă, atunci când s-a folosit 

metoda de albire ABST, comparativ cu DPPH (Figura 27). Este foarte bine documentat efectul 



 

 

antioxidant al usturoiului, datorită compoziției chimice bogate în substanțe cu potențial 

antioxidant (Shang și colab., 2019; Jang și colab., 2018; Sallam și colab., 2004).    

 Tratamentele cu extract au redus semnificativ TOS (p<0.01) și OSI (p<0.01), dar fără 

a modifica semnificativ TAR, pentru toate diluțiile. Alicina a avut un efect similar în ceea ce 

privește TOS, comparativ cu extractul, însă diclofenacul nu a avut un efect foarte intens în 

inhibarea inflamației (Tabelul 7).    

 

 

Figura 27. Evaluarea efectului antioxidant in vitro și determinarea conținutului total de tioli. (A) Efectul 
antioxidant in vitro evaluat prin: testele ABST și DPPH și exprimat în echivalenți de quercetin (QE); 
determinarea conținutului total de fenoli (TPC) cu reactivul Folin-Ciocâlteau și exprimat ca echivalenți 
de acid gallic (GAE); conținutul total de tiosulfinați (TTC) exprimați în echivalenți de alicină (AE), n=3; 
eroarea a fost calculată funcție de deviația standard. (B) Determinarea kinetică a conținutului total de 
tiosulfinați ai extractului folosit de 0.8% folosind metoda descrisă de Miron și colab. (Miron et al., 2002), 
și standardele de alicină (0-15 µg/mL) și curba de calibrare (Pârvu și colab., 2019). 

 Nitriții și nitrații serici au fost semnificativ crescuți, în grupul INFL comparat cu 

grupul control. Variantele experimentale cu extract de usturoi 100% și 50% au contribuit la o 

reducere semnificativă a NOx, dar extractul de 25% a fost mai puțin eficient. Alicina a fost un 

bun inhibitor al sintezei de NOx, iar efectul a fost comparabil cu cel obținut după administrarea 

extractului la concentrațiile de 100% și 50%, dar cu un  efect mult mai bun decât cel obținut în 

urma administrării de diclofenac (Tabelul 7). Totalul de tioli (SH) a fost diminuat în grupul 

INFLAM, iar tratamentele cu alicină și diclofenac au indus o creștere semnificativă a SH. 

Extractul de usturoi, în concentrație de 50%, a avut un efect stimulator de SH mai mic, 

comparativ cu extractul la concentrație de 100% și 25% (Tabelul 7).    

 Acest studiu prezintă, pentru prima dată, un caz clinic de onicomicoză cu unghie total 

distrofică, datorită unei co-infecții cu M. guilliermondii și  R. mucilaginosa, indicând efectul 

antifungic al A. sativum asupra celor două specii de fungi.   

 Efectul antioxidant al extractului de A. sativum este atribuit în mare măsură alicinei, 

astfel că efectele antioxidante obținute au fost comparate cu alicina. Pentru confirmarea 



 

 

efectului antioxidant și anti-inflamator, s-a realizat o comparație cu efectul obținut de 

diclofenac, un anti-inflamator nesteroidian (Pârvu și colab., 2019).  

 

Tabelul 7. Markeri serici ai stresului oxidativ in vivo (Pârvu și colab., 2019)  

Lot 

TOS 
(μmol 
H2O2  

equiv/L) 

TAR 
(mmol trolox 

equiv/L) 
OSI NOx 

(μmol/L) 
MDA 

(μmol/mL) 
SH mmol 
(THS/mL) 

Control 38.22±4.77 
a* 

1.0897±0.0014 
a** 

35.04±4.39 
a*** 

52.88±2.60 
a*** 

5.82±0.56 
a*** 

0.67±0.07 
a*** 

Inflammation 66.35±8.49 
b**, c* 

1.0891±0.0009 
b*, c* 

60.90±7.81 
b**, c** 

82.42±0.27 
b***, c* 

7.50±0.77 
b***, c* 

0.50±0.08 
b**, c* 

Diclofenac 48.65±8.36 
a**, b* 

1.0970±0.0017 
b* 

44.47±7.59 
a***, b* 

58.71±5.29 
a**, b* 

5.75±0.80 
a**, b* 

0.71±0.11 
a**, b* 

Allicină 33.76±4.82 
a**, c* 

1.0884±0.0005 
a*, c* 

31.02±4.43 
a**, c* 

40.30±6.12 
a***, c* 

5.57±0.48 
a**, c* 

0.75±0.13 
a**, c* 

A. sativum 
100% 

33.13±8.06 
a**, b*, c* 

1.0894±0.0009 
a*, b*, c* 

30.43±7.39 
a**, b*, c* 

38.12±7.57 
a***, b*, 

c** 

5.54±0.32 
a**, b*, c* 

0.60±0.09 
a**, b*, c* 

A. sativum 
50% 

31.88±6.91 
a**, b*, c* 

1.0884±0.0009 
a*, b*, c* 

29.27±6.34 
a**, b*, c* 

38.15±8.10 
a***, b*, 

c* 

5.48±0.63 
a**, b*, c* 

0.81±0.29 
a**, b*, c* 

A. sativum 
25% 

32.25±3.75 
a**, b*, c* 

1.0884±0.0005 
a*, b*, c* 

29.63±3.43 
a**, b*, c* 

53.91±8.83 
a**, b*, c* 

5.79±0.51 
a**, b*, c* 

0.62±0.15 
a**, b*, c* 

Valorile sunt exprimate ca medie ± deviația standard (SD) la un număr de 5 probe. TOS: statusul 
oxidativ total; TAR: reactivitatea antioxidantă totală; OSI: indexul stresului oxidativ; NOx: nitriți și 
nitrați; SH: tioli totali; MDA: malondialdehidă; a vs INFLAM; b vs Allicin; c vs DICLOFENAC; 
p<0.05*; p<0.01**; p<0.001***. 

   

2.2.5. Efecte produse liniilor celulare netumorale BJ și HaCaT 

2.2.5.1. Testul MTT 

Pentru a investiga efectul extractelor de Allium, asupra proliferării celulelor BJ și 

HaCaT, a fost ales testul MTT, la 24h. Astfel, conform figurii 28, A. sativum a inhibat creșterea 

celulelor BJ și HaCaT, într-o manieră dozo-dependentă, având un indice de inhibare a creșterii 

celulare IC50 la valoarea de 0.8841% extract, în mediul de cultură, pentru BJ (echivalentul a 

8.841 mg/mL extract) și de 1.086% extract în mediul de cultură, pentru HaCaT (echivalentul a 

10.86 mg/mL extract).  



 

 

 
 

Figura 28. Efectul extractului de A. sativum, pe celule BJ și HaCaT, testat prin  MTT (*P < 0.05, **P 
< 0.01, ***P < 0.001 în urma comparației făcute cu grupul control). Probele analizate în triplicat 
prezintă diferențe statistice, cu efecte citotoxice pronunțate ale extractului, la concentrații mai mari de 
1.25% în mediul de cultură (date nepublicate). 

Compușii ce intră în contact cu celulele induc modificări în comportamentul acestora, 

iar modificările morfologice se fac vizibile. 

Pentru a evidenția compartimentele celulare importante în procesul de apoptoză, s-au 

evidențiat fluorescent nucleul, mitocondriile și citoscheletul. În figura 29, se observă efectul 

inhibitor al extractului de usturoi (Bhandari, 2012; Matysiak și colab., 2015).  

 

Figura 29. Ilustrarea efectului inhibitor, dozo-dependent, al extractului de usturoi asupra proliferării 
celulelor BJ și HaCaT, examinate cu obiectivul 40X (A- grup control, B-0.5% extract, C-doza IC50, D- 
10% extract) și cu obiectivul 100X cu imersie (E- grup control, F-0.1% extract, G- doza IC50, H-10% 
extract). Celulele au fost marcate cu DAPI pentru nucleu (albastru), Mitotracker pentru mitocondrii 
(roșu) și Phalloidin-FITC pentru citoschelet (verde). Citotoxicitatea cea mai pronunțată a fost 
evidențiată la lotul cu extract 10%, unde citoscheletul și nucleul pot fi observate cu greu, iar rețelele 
mitocondriale lipsesc. Concentrația de IC50 nu prezintă efect citotoxic pronunțat, însă induce modificări 
morfologice, la nivelul citoscheletului. Caracteristicile morfologice și integritatea celulară nu sunt 
afectate, la celulele tratate cu dozele mai mici decât IC50. Imaginile sugerează o inducere a morții 
celulare ce se finalizează într-o necroză, cu puține semne de apoptoză (date nepublicate).  
 



 

 

Concentrația de extract de usturoi de 100 mg/mL a avut efecte inhibitoare pronunțate 

asupra dezvoltării celulelor, la ambele linii celulare (Figura 29D și 29H). Concentrația de 

aproximativ IC50, pentru ambele linii celulare, celulele prezintă o morfologie schimbată, cu 

citoscheletul ușor afectat, dând semne de necroza (Figura 29C și 29G). La concentrație de sub 

IC50 (Figura 29B și 29F), se observă că modificările morfologice sunt minore, comparativ cu 

grupurile control (Figura 29A și 29E).  

2.2.5.2. Determinarea caspazei 3, catalazei și lactat dehidrogenazei 

Extractele speciilor de Allium pot induce apoptoza, datorită concentrațiilor ridicate în 

compuși cu sulf, ce cresc raportul Bax/Bcl-2 și activitatea Casp3 (Farhadi și colab., 2015). 

Extractul de A. sativum a indus o creștere a Casp3 (Figura 30), însă nu suficient de mare, încât 

să fie determinantă pentru a afirma că celulele sunt în apoptoză. 

 
Figura 30. Evaluarea efectului extractului de usturoi asupra activității caspazei 3, la linii celulare BJ și 
HaCaT. Doza de 10% extract, în mediul de cultură, a produs o intensificare a activității caspazei 3 în 
cazul ambelor linii celulare, în timp ce dozele de 1% și 0.5% au intensificat activitatea caspazei 3, doar 
în cazul liniei HaCaT (*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 comparativ cu grupul control). Rezultatele 
sunt exprimate prin medie ± SD, iar semnificația statistică a fost determinată folosind testul T student 
(date nepublicate). 

Pentru confirmarea morții celulare, fie apoptoză, fie necroză, investigarea Casp 3 este 

esențială, este molecula cheie în acționarea mecanismului de apoptoză, fiind elementul comun 

între calea apoptozei intrinseci și a celei extrinseci. Literatura sugerează faptul că alicina, 

compusul activ al extractelor de Allium, activează Caspaza 3 și induce apoptoză (Blazquez et 

al., 2006; Park et al., 2005). În plus, pentru investigarea necrozei, analizarea activității LDH 

poate evidenția o degradare membranară, caracteristică principală pentru acest tip de moarte 

celulară (Szychowski și colab., 2018; Chan și colab., 2013).  



 

 

Catalaza (CAT) este o enzimă importantă, implicată în mecanismul celular de protecție 

împotriva stresului oxidativ. CAT contribuie la disocierea apei oxigenate în apă și oxigen 

molecular (Nandi și colab., 2019; Chelikani și colab., 2004). O activitate intensificată a CAT 

sugerează un stres oxidativ în celule.  

Mecanismul prin care a fost indusă necroza este dificil de determinat, însă, aspectele 

morfologice sugerează un stres celular, posibil stres oxidativ, deși extractul este bogat în 

compuși antioxidanți, iar concentrația relativ mare poate avea efectul opus (Syntichaki și 

Tavernarakis, 2002). Astfel că, investigarea activității catalazei este binevenită, aceasta fiind 

enzima cheie implicată în mecanismul celular de protecție împotriva stresului oxidativ, 

disociind apă oxigenată (Chelikani și colab., 2004). 

 

 

Figura 31. Evaluarea modulării activității catalazei (CAT), în urma administrării extractului de usturoi, 
în diferite doze, la linii celulare netumorale (BJ și HaCaT). Intensificarea activității catalazei, în cazul 
liniei celulare BJ, a fost observată după administrarea extractului de usturoi la doza de IC50. În cazul 
liniei HaCaT, activitatea CAT a fost intensificată doar la adăugarea extractului în concentrație de 10%, 
iar la doze mici a fost redusă semnificativ comparativ cu controlul. Astfel, se observă efectul dual al 
extractelor în funcție de doza administrată. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 comparativ cu grupul 
control. Rezultatele sunt exprimate prin medie ± SD, iar semnificația statistică a fost determinată 
folosind testul T student (date nepublicate). 

Investigarea necrozei și a apoptozei necesită confirmare, astfel că, determinările prin 

testul cu Annexina V și P.I. prin citometrie de flux, sunt metoda standard de confirmare a morții 

celulare și sunt utilizate frecvent, pentru astfel de studii (Țigu și colab., 2020; Budișan și colab., 

2019; Koç și colab., 2018).  

Prin comparație cu 5% DMSO, care reprezintă controlul pozitiv pentru necroză, s-a 

validat faptul că necroza este indusă dozo-dependent în cazul liniilor celulare normale. 

Pentru a putea să tragem o concluzie, despre efectul extractelor asupra celulelor BJ și 

HaCaT, determinarea activității LDH din citoplasma celulelor tratate ne oferă informații 

prețioase despre integritatea membranelor (Figura 32).  



 

 

O activitate crescută a LDH indică distrugerea membranară și o posibilă necroză 

(Szychowski și colab., 2018; Faloppi și colab., 2015; Chan și colab., 2013). Activitatea LDH 

a fost intensificată (Figura 32), în urma administrării extractului de usturoi, în diferite 

concentrații, comparativ cu grupul control, în cazul ambelor linii celulare (BJ, HaCaT). 

 

Figura 32. Evaluarea activității LDH, la linii celulare (BJ, HaCaT), în urma administrării extractului 
de usturoi. Activitatea LDH a fost intensificată, în urma administrării celor trei doze (10%; 1%; 0.5%) 
de extract de usturoi, în cazul ambelor linii celulare analizate (BJ, HaCaT). Intensificarea activității 
LDH este pronunțată semnificativ, la concentrația de 10%, comparativ cu dozele de 1% și 0.5% extract. 
Astfel, se observă efectul dual al extractelor, în funcție de doza administrată; activitatea LDH indică 
degradări membranare (*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 comparativ cu grupul control). Rezultatele 
exprimate sunt medie ± SD, iar semnificația statistică a fost determinată folosind testul T student (date 
nepublicate). 

2.2.5.3. Determinarea viabilității celulare 
 

Testul pentru determinarea tipului de moarte celulară, cu Annexină V și P.I.., este 

metoda universal utilizată. Prin acest test se determină procentul de celule viabile, necrotice și 

apoptotice, din fiecare probă analizată la citometrul de flux. În cazul de față, toate datele 

obținute prin tehnicile de microscopie, testele de viabilitate și analizele biochimice sunt 

validate de rezultatele obținute la acest test, la 24h, cu tratament (Figura 33). 

Celulele HaCaT prezintă o viabilitate de 95%, la grupul control, cu doar 5% necrotice, 

în timp ce controlul pozitiv tratat cu DMSO 5%,  prezintă o viabilitate de 88.6%, cu 10,8% 

necroză, și 0.6% apoptoză. DMSO este folosit ca indicator al necrozei, deoarece toate datele 

anterioare ne sugerează că celulele BJ și HaCaT sunt afectate de necroză. Necroza a fost indusă, 

într-un mod dependent de doză, la celulele HaCaT; la 5% extract de usturoi sunt 6.1% celule 

necrotice și 93.9% viabile (Figura 33). 

 La fel ca orice alt tratament, la o anumită concentrație, acesta devine citotoxic, pentru 

celulele din experiment. Extractele de Allium, în special cel de usturoi, sunt studiate intens 

pentru a determina proprietățile lor biologice, precum activitatea antioxidativă (Maldonado și 

colab., 2003; Razo-Rodriguez et al., 2008), activitatea antiinflamatoare (Lee și colab., 2012), 



 

 

potențialul antitumoral (Wang și colab., 2012), efectul antibacterian (Lu și colab., 2011), dar 

și alte potențiale efecte benefice, datorate compoziției chimice.   

 

 

Figura 33. Determinarea raportului apoptoză/necroză, prin citometrie de flux, utilizând Annexina V și 
P.I. (I.P), pe linii BJ și HaCaT, tratate cu extract (5%; 1%; 0,5%) de A. sativum. Controlul negativ nu a 
fost tratat, iar controlul pozitiv este tratat cu 5% DMSO, pentru a valida indicatorul de necroză (date 
nepublicate).  

 

2.2.6. Potențial antitumoral  

Pentru evaluarea potențialului antitumoral, extractul de A. sativum a fost testat asupra 

a patru linii celulare (Tabelul 2) tumorale (DLD-1, MDA-MB-231, MCF-7 și SK-MES-1),  la 

concentrații similare (de la 10% până la 0.156%, în mediul de cultură), cu cele utilizate pentru 

investigarea proliferării celulelor normale (Figura 34).  

Valorile obținute, pentru doza de IC50, sunt foarte mari, fiind echivalente cu peste 1 

mg/mL. Acest aspect nu ne permite să evaluăm un posibil potențial antitumoral al acestui 

extract, deoarece doza este foarte mare. O posibilă explicație, pentru acest aspect, poate fi 

conținutul ridicat de nutrienți prezent în acest extract, ceea ce favorizează dezvoltarea celulelor 

normale, dar și a celor tumorale.  

 



 

 

 
Figura 34. Efectul extractului de A. sativum, pe celule tumorale DLD-1, MDA-MB-231, MCF-7 și 
SK-MES-1, determinat prin testul MTT (*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, în urma comparației 
făcute cu grupul control, folosind testul T student). Probele analizate, în triplicat, prezintă diferențe 
statistice, cu efecte citotoxice pronunțate ale extractului, la concentrații mai mari de 1.25%, în mediul 
de cultură. Efectul cel mai pronunțat este la concentrație de 10% extract, în mediul de cultură, echivalent 
cu aproximativ 100 mg extract/mL. Valorile de IC50 sunt relativ apropiate, în jurul valorii de 5% 
extract, în mediul de cultură, echivalent cu aproximativ 50 mg/mL extract (date nepublicate). 

 

Usturoiul este asociat cu diferite efecte profilactice și este utilizat ca plantă medicinală; 

efectul antitumoral a fost investigat în ultimele decenii. În anul 1990, în SUA, a fost inițiat un 

program național de investigare a prevenției cancerului prin studierea diverselor alimente ce 

pot avea efect antitumoral (Dahanukar și Thatte, 1997); usturoiul este printre cele mai potente 

alimente ce pot avea efect antitumoral, prin activarea mecanismelor de prevenție a dezvoltării 

necontrolate a celulelor tumorale (Bayan și colab., 2014). Extractul de usturoi a redus 

proliferarea liniilor celulare tumorale, folosite în experimente, precum HeLa (cancer de col 

uterin), 5637 și J83 (cancer de vezică urinară) (Li și colab., 2018), SCG-15 (celule squamoase 

tumorale) (Szychowski și colab., 2018) sau a contribuit la blocarea celulelor MCF-7 (cancer 

de sân) și HepH2 (cancer hepatic) în anumite stadii ale ciclului celular (Shaban și colab., 2018).   

2.3. Extract vegetal de Allium fistulosum (ceapă galeză) 

2.3.1. Compoziție chimică 

Similar cu investigarea compoziției chimice pentru extractul de A. sativum, extractul de 

A. fistulosum a fost analizat în ceea ce privește fitoconstituenții pe care-i conține. Din extractul 



 

 

de ceapă galeză au fost preparate și analizate patru replicate, iar rezultatele s-au exprimat în 

μg/mL. Extractul de ceapă galeză conține 145 μg/mL aliină și 20 μg/mL alicină (Tabelul 8).   

A. fistulosum este bogat în isoquercitrină, acid ferulic și rutin, iar extractul de A. sativum 

conține cantități mari de acid clorogenic, acid p-cumaric și acid 4-hidroxibenzoic (Tabelul 4). 

Interesant este faptul că toți compușii identificați (acizi fenolici și flavonoide), în extractul de 

ceapă galeză (Tabelul 9), nu se regăsesc în extractul de A. sativum (Tabelul 4). 

Tabelul 8. Timpul de eluare, caracteristicile metodei analitice și determinarea concentrației de 

aliină și alicină în probele analizate (n=4)  

Nr. Compus telutie 
(min) 

R2 LOD 
(µg/mL) 

A. fistulosum 
(µg/mL) 

1 Aliină 3.77 0.9999 5.8 145±15 
2 Alicină 15.40 0.9999 14.1 20±5 

LOD – limita de detecție, R2 – coeficient de determinare pentru curba de calibrare (la șase 
concentrații). Intervalele indicate reprezentate sub formă de medie± deviația standard(n = 4). 
 

Tabelul 9. Timpul de eluare, metoda analitică și determinarea concentrațiilor de acizi fenolici 

și flavonoide din extractul vegetal 

Nr. Compus telutie (min) R2 LOD 
(µg/mL) 

A. fistulosum 
(µg/mL) 

1 Acid Gentisic  8.13 0.9997 3.4 - 
2 Acid Chlorogenic  9.15 0.9995 4.6 - 
3 Acid 4-hydroxybenzoic  10.31 0.9999 2.3 - 
4 Rutin 11.39 0.9998 2.7 215±3 
5 Isoquercitrin 11.91 0.9999 2.2 280±3 
6 p-Coumaric  12.38 0.9999 1.9 - 
7 Quercitrin 12.72 0.9998 2.7 95±3 
8 Acid Ferulic  12.85 0.9999 2.0 230±2 
9 Quercetin 16.35 0.9997 3.3 26±3 
10 Kaempferol 19.77 0.9998 2.7 30±3 
LOD – limita de detecție, LOQ – limita de cuantificare, R2 – coeficient de determinare pentru curba de 
calibrare (la șase concentrații). Intervalele indicate reprezentate sub formă de medie± deviația 
standard(n = 4). 

2.3.2. Efecte produse liniilor celulare netumorale BJ și HaCaT 

2.3.2.1. Testul MTT  

Pentru extractul de A. fistulosum, rezultatele au fost analizate comparativ, cu cele 

obținute pentru extractul de usturoi, deoarece păstrează trendul și dozo-dependența. Valorile 

de IC50 sunt diferite pentru cele două linii celulare netumorale. Pentru linia celulară BJ, IC50 

are o valoare de 0.2433% extract în mediul de cultură, adică echivalentul a 2.019 mg/mL 



 

 

extract. În ceea ce privește linia celulară HaCaT, valoarea (de IC50) este de 0.6197% sau 5.144 

mg/mL extract (Figura 35). A. fistulosum a dovedit că este un bun agent antifungic și 

antimicrobian, proprietăți susținute de compușii cu sulf și sterolii pe care-i conține (Vlase și 

colab., 2013). 

 

Figura 35. Efectul extractului de A. fistulosum, pe celule BJ și HaCaT, determinat prin testul MTT (*P 
< 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 în urma comparației făcute cu grupul control). Probele analizate, în 
triplicat, prezintă diferențe statistice, cu efecte citotoxice pronunțate ale extractului, la concentrații mari. 
Limitarea a fost de 2.5% extract, în mediul de cultură. La concentrații mai mari, a fost observată o 
toxicitate imediată asupra celulelor, cel mai probabil datorită osmolarității modificate (date 
nepublicate). 

În figura 36, la concentrație de 83 mg/mL (Figura 36D și 36H), se observă moartea 

celulară indusă la ambele linii celulare din experiment (concentrație echivalentă cu 10% extract 

în mediul de cultură). Citoscheletul este complet distrus, rețelele mitocondriale lipsesc cu 

desăvârșire, iar nucleul este neclar comparativ cu lotul control (Figura 36A și 36E). Doza de 

IC50 induce modificări la nivelul rețelelor mitocondriale la celulele HaCaT, iar la BJ 

citoscheletul prezintă ușoare urme de fragmentare (Figura 36C și 36G). La concentrație de 

0.1% (sub IC50), liniile celulare BJ și HaCaT nu prezintă semne de apoptoză sau necroză, iar 

morfologia este similară cu cea normală (Figura 36B și 36F).  

 



 

 

Figura 36. Ilustrarea efectului citotoxic, al extractului de A. fistulosum, cu obiectivul de 40X, pe celule 
BJ (A- grup control, B- 0.5% extract, C- doza IC50, D- 10% extract) și cu obiectivul de 100X cu imersie, 
pe celule HaCaT (E- grup control, F- 0.1% extract, G- doza IC50, H- 10% extract).  Celulele au fost 
marcate cu DAPI pentru nucleu (albastru), Mitotracker pentru mitocondrii (roșu) și Phalloidin-FITC 
pentru citoschelet (verde). Citotoxicitatea cea mai pronunțată a fost evidențiată la lotul cu extract 10%, 
unde citoscheletul și nucleul pot fi observate cu greu, iar rețelele mitocondriale lipsesc. La doza de IC50, 
se observă mici modificări la nivel de aspect, însă nu sunt determinante în supraviețuirea celulelor. La 
dozele de sub IC50 , celulele prezintă aspecte morfologice normale, cu rețele mitocondriale evidențiate 
și citoschelet integru (date nepublicate).  

2.3.2.2. Determinarea caspazei 3, catalazei și lactat dehidrogenazei  

 Determinarea activității caspazei 3 (Casp 3), catalazei (CAT) și a lactat dehidrogenazei 

(LDH) ne permite să evaluăm stresul celular indus de extractul de ceapă galeză și să 

determinăm dacă moartea celulară a fost datorată necrozei sau apoptozei. Tipul de moarte 

celulară s-a confirmat prin citometrie de flux.  

 Caspaza 3 este molecula determinantă, pentru efectuarea procesului de apoptoză; 

aceasta este proteina efectoare ce facilitează legătura dintre apoptoză intrinsecă și apoptoză 

extrinsecă (Ponder și Boise, 2019; Végran și colab., 2011). 

 În timpul apoptozei intrinseci, caspaza 9 este activată, după eliberarea CytC din 

mitocondrii, iar mai apoi se activează caspaza 3 și se realizează procesul de apoptoză. În tot 

acest timp, caspaza 7 este elementul de suport, pentru menținerea procesului de apoptoză 

intrinsecă și stimulează desprinderea celulelor (Brentnall și colab., 2013). Pe calea apoptozei 

extrinseci, caspaza 8 și caspaza 10 activează executorul, iar caspaza 3 facilitează efectuarea 

procesului de apoptoză, datorită unor stimuli externi (Krautwald și colab., 2010).  

 În urma administrării extractului de A. fistulosum, a fost observată o intensificare a 

activității caspazei 3; la linia HaCaT, în urma administrării celor trei doze de extract, iar în 

cazul BJ doar la doza de 10%. Aceste rezultate indică o posibilă inițiere a procesului de 

apoptoză, în cazul ambelor linii celulare; HaCaT a fost mai afectată vizibil de acest extract 

(Figura 37).  



 

 

 

Figura 37. Evaluarea activității caspazei 3, la linii celulare BJ și HaCaT, în urma administrării extractului 
de A. fistulosum. Activarea pronunțată a caspazei 3 este vizibilă la concentrație de 10% extract, care este 
o doză suficient de mare pentru a induce moartea celulară, în timp ce dozele de IC50 (0.25% pentru BJ și 
0.6% pentru HaCaT) și de 0.1% extract au intensificat activitatea caspazei doar la linia celulară HaCaT 
(*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 comparativ cu grupul control). Rezultatele sunt exprimate prin 
medie ± SD, iar semnificația statistică a fost determinată folosind testul T student (date nepublicate). 

 Catalaza, enzimă a sistemului antioxidant, este determinantă în vederea evaluării 

stresului oxidativ, la nivel celular. Activitatea CAT este direct proporțională cu nivelul de apă 

oxigenată (Glorieux și Calderon, 2017; Alfonso-Prieto și colab., 2009).  

 În urma administrării extractului de ceapă galeză, în cazul liniei BJ, CAT a prezentat o 

activitate redusă, comparativ cu grupul control. În ceea ce privește linia celulară HaCaT, doza 

de 10% extract de A. fistulosum a intensificat activitatea CAT; în urma administrării dozei de 

IC50 și sub IC50, activitatea CAT a scăzut comparativ cu controlul (Figura 38). 

 Aceste rezultate indică faptul că este foarte importantă doza, pe care o alegem, în 

vederea realizării studiilor, deoarece concentrațiile foarte mari de extract produc dezechilibre 

la nivel celular și intensifică stresul oxidativ.  



 

 

 

Figura 38. Evaluarea activității CAT, la linii celulare BJ și HaCaT, în urma administrării extractului de 
A. fistulosum. În cazul BJ, se observă o creștere redusă a activității CAT, în urma administrării a 10% 
extract, iar la linia HaCaT, creșterea activității CAT este mult mai pronunțată. În cazul ambelor linii 
celulare, dozele de IC50 (0.25% pentru BJ și 0.6% pentru HaCaT) și sub IC50 au redus activitatea CAT, 
comparativ cu controlul  (*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 comparativ cu grupul control). Rezultatele 
sunt exprimate prin medie ± SD, iar semnificația statistică a fost determinată folosind testul T student 
(date nepublicate). 

 

 Deoarece imaginile de microscopie confocală evidențiază degradări ale citoscheletului, 

la ambele linii celulare (BJ și HaCaT), într-o manieră dozo-dependentă, evaluarea LDH ne 

confirmă dacă degradarea citoscheletului poate fi asociată cu degradările membranare. LDH se 

leagă de membrane prin legături electrostatice, dar poate să formeze și legături prin forțele 

hidrofobe (Dym și colab., 2000). LDH este un foarte bun indicator, pentru distrugerile 

membranare, deoarece este eliberată în mediul extracelular, în momentul în care membranele 

sunt supuse diverșilor factori de stres (Kumar și colab., 2018; Specian și colab., 2016; Benson 

și colab., 2015; Kato și colab., 2006). În urma administrării tratamentelor cu extract de ceapă 

galeză, ambele linii celulare au prezentat o intensificare a activității LDH, chiar și la 

concentrație de 0.1%. Aceste rezultate indică faptul că, datorită compoziției chimice a 

extractului, membranele celulare permit eliberarea LDH, chiar și la doze foarte mici (de extract, 

în mediul de cultură), comparativ cu controlul (Figura 39). Deși bogat în substanțe nutritive, 

extractul de A. fistulosum poate deveni citotoxic, dacă concentrația acestor substanțe produce 

dezechilibre la nivel celular. 



 

 

 

Figura 39. Evaluarea activității LDH, la linii celulare BJ și HaCaT,  în urma administrării extractului de 
A. fistulosum. Activitatea LDH este semnificativ intensificată, în urma administrării a 10% extract. În 
cazul concentrațiilor de IC50 (0.25% pentru BJ și 0.6% pentru HaCaT) și sub IC50 , activitatea LDH este 
mai puțin intensă, însă semnificativ mai accentuată comparativ cu lotul control, în cazul ambelor linii 
celulare (*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 comparativ cu grupul control). Rezultatele sunt exprimate 
prin media ± SD, iar semnificația statistică a fost determinată folosind testul T student (date nepublicate). 

2.3.2.3. Determinarea viabilității celulare 

Moartea celulară poate fi indusă prin procese programate celular sau datorită unor 

factori externi de natură să afecteze integritatea structurală a celulelor (Kroemer și colab., 

2009).  Testul de evaluare a morții celulare, prin citometrie de flux, cu Annexină V și I:P: 

(iodură de propidiu), este testul standard ce evidențiază raportul dintre celule viabile și cele 

apoptotice sau necrotice (Figura 40). Annexina V este o proteină de dimensiuni mici, 

dependentă de ionii de Ca2+ și care se leagă de fosfatidilserină. Fosfatidilserina este dispusă, la 

periferia celulei, în interiorul membranei citoplasmatice. 



 

 

 

Figura 40. Determinarea raportului apoptoză/necroză, prin citometrie de flux, cu Annexina V și P.I. 
(I.P), la linii celulare, BJ și HaCaT, tratate cu extract de A. fistulosum. Controlul negativ nu a fost tratat, 
iar controlul pozitiv este tratat cu 5% DMSO, pentru a valida indicatorul de necroză. Concentrațiile 
extractelor sunt: 5% pentru ambele linii celulare; 0.25% pentru BJ; 0.6% pentru HaCaT. Extractul de 
A. fistulosum a fost adăugat în concentrație de 0.1% (date nepublicate). 

Annexina V poate lega fosfatidilserină, doar atunci când membranele sunt 

permeabilizate sau degradate, iar resturile de fosfatidilserină sunt expuse spre exteriorul celulei 

(Crowley și colab., 2016).  Acest aspect este caracteristic celulelor apoptotice, însă Annexina 

V poate lega resturile de fosfatidilserină și în cazul celulelor necrotice. Pentru a distinge 

necroza, se utilizează iodura de propidiu, care nu poate lega materialul genetic la celulele 

apoptotice, ci doar la cele necrotice (Rieger și colab., 2011; Schutte și colab., 1998).  

A. fistulosum induce moartea unui procent redus de celule, chiar și la doze mici de 

extract; la dozele de IC50 și doze mai mici, aceste rezultate necesită studii suplimentare, pentru 

a determina, cu exactitate, doza optimă ce nu afectează celulele normale. Dozele de 5% extract, 

au prezentat rezultate similare cu controlul pozitiv, care reprezintă 5% Dimetilsulfoxid, adăugat 

în mediul de cultură, confirmând inducerea necrozei. Totuși, substanțele active din compoziția 

extractului, prezintă interes terapeutic, iar izolate și purificate, pot avea potențial terapeutic 

împotriva afecțiunilor inflamatorii și pot avea efect antioxidant  (Braicu și colab., 2020).  

2.3.3. Potențial antitumoral  

Pentru investigarea potențialului antiproliferativ, extractul de ceapă galeză a fos testat 

pe linii celulare tumorale (DLD-1, MDA-MB-231, MCF-7 și SK-MES-1) prin testul MTT 



 

 

(Figura 41). Pentru aceasta, s-au folosit aceleași concentrații, precum la evaluarea efectului 

antiproliferativ asupra celulelor normale  (Figura 35).  

Extractul de ceapă galeză prezintă o activitate antitumorală redusă, deoarece doza 

maximă ce a putut fi utilizată, pentru investigarea efectului antiproliferativ, a fost de 2.5% 

extract în mediul de cultură. Dozele mai mari au indus schimbarea pH-ului mediului de cultură, 

astfel că moartea celulară a fost indusă de schimbarea echilibrului acido-bazic.  

Compoziția chimică a extractului de A. fistulosum indică concentrații mari de compuși 

fenolici precum rutin (0.215 mg/mL), isoquercitrin (0.280 mg/mL), acid ferulic (0.230 

mg/mL), quercetin (0.026 mg/mL) și kaempferol (0.030 mg/mL). Compusul fenolic rutin 

prezintă potențial antitrombotic și antiinflamator (Morling și colab., 2018), iar isoquercitrin 

prezintă efect antiinflamator și poate fi utilizat ca agent de prevenție a tromboembolismului. 

De asemenea, compusul fenolic isoquercitrin poate avea si efecte antitumorale, deoarece 

acționează asupra mecanismului de peroxidare a lipidelor și asupra mecanismului de inhibare 

a inflamației (Orfali și colab., 2016). Quercetin acționează ca agent antioxidant, fiind un bun 

agent de îndepărtare a radicalilor liberi (Russo și colab., 2014). Kaempferolul este un produs 

al metabolismului plantelor, fiind utilizat în medicina alternativă, având efect antioxidant și 

putând juca un rol de agent chemopreventiv și chiar antitumoral (Budișan și colab., 2019; Chen 

și Chen, 2013).  

 

Figura 41. Efectul extractului de A. fistulosum, pe celule tumorale DLD-1, MDA-MB-231, MCF-7 și 
SK-MES-1, determinat prin testul MTT (*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 în urma comparației făcute 
cu grupul control folosind testul T student). Probele analizate, în triplicat, prezintă diferențe statistice, cu 
efecte citotoxice pronunțate ale extractului, la concentrații mari, iar limitarea a fost de 2.5% extract în 
mediul de cultură. La concentrații mai mari, a fost observată o toxicitate imediată asupra celulelor, cel 
mai probabil datorită osmolarității modificate. Dozele de IC50 sunt ușor diferite; cea mai puțin sensibilă 
linie celulară a fost linia pulmonară. Dozele de IC50 variază de la echivalentul a 50 mg/mL extract până 
la aproximativ 20 mg/mL extract (date nepublicate). 



 

 

3. Concluzii  

Pe baza rezultatelor cercetării efectuate și a datelor din literatură, pot fi formulate 
concluzii cu importante aplicații terapeutice. 

Alicina sintetizată în laborator are potențial antitumoral asupra liniilor celulare 
pulmonare (SK-MES-1)  și colorectale (DLD-1), dovedit prin mai multe metode actuale de 
cercetare.  

Efectul alicinei combinate cu 5-fluorouracil (5-FU) asupra celor două linii celulare 
tumorale (SK-MES-1 și DLD-1) este mai puternic (sinergistic)  decât al alicinei și a fost 
dovedit, prin diferite rezultate experimentale: inhibarea formării coloniilor din celule tumorale; 
inhibarea migrării celulelor tumorale; evaluarea morții celulare prin citometrie de flux; 
evaluarea modificărilor celulare determinate de tratamente prin microscopie confocală; 
confirmarea inițierii morții celulare prin western blot.  

Efectul antiproliferativ al alicinei este unul dozo-dependent, iar inducerea morții 
celulare poate urma fie calea necrozei, fie calea apoptozei.  

În urma administrării combinației de alicină și 5-fluorouracil (5-FU) au fost evidențiate 
următoarele aspecte:  
- 5-FU acționează nespecific, având doza citotoxică similară, atât în cazul liniilor tumorale de 
plămân (SK-MES-1) și de colon (DLD-1), cât și în cazul linei normale BJ;  
- alicina acționează diferit, în funcție de linia celulară expusă la tratament; celulele tumorale de 
plămân sunt mult mai sensibile la acest tratament, comparativ cu celulele tumorale colorectale; 
- administrarea combinațiilor de jumătăți de IC50 a produs o scădere a viabilității comparativ 
cu 5-FU și alicina la doza de IC50; 
- schimbările morfologice induse de tratamentul combinat sunt variate, în cazul liniei DLD-1 
sunt produse degradări semnificative ale citoscheletului, iar scăderea volumului celular (AVD 
– apoptotic volume decrease) este o caracteristică a efectului tratamentului combinat, în cazul 
linei SK-MES-1; 
- alicina ca tratament individual și combinația dintre alicină și 5-FU au efect inhibitor asupra 
migrării celulelor și asupra formării coloniilor, două caracteristici importante ale celulelor 
tumorale; 
- moartea celulară este indusă prin mecanisme diferite. În cazul liniei tumorale  colorectale, 
moartea celulară este non apoptotică, fără a activa caspaza 3, pe când, în cazul liniei tumorale 
de plămân, moartea celulară a fost indusă prin: apoptoză, eliberarea citocromului C și activarea 
caspazei 3. 

În extractele vegetale de  Allium sativum (usturoi) și de Allium fistulosum (ceapă galeză) 
au fost determinate cantitativ diferiți fitocompuși (alicină, aliină, acizi  fenolici și flavonoide). 

Extractul de ceapă galeză prezintă o cantitate redusă de aliină și alicină (de aproximativ 
10 ori mai puțin decât în extractul de usturoi) și cantități semnificative de compuși fenolici, 
printre care isoquercitrin și rutin (peste 0.2 mg/mL).  

Extractul vegetal de A. sativum (usturoi) a fost obținut din bulbi și a fost cercetat în ceea 
ce privește: efectul antioxidant; efectul antifungic; efectul citotoxic asupra celulelor normale 
BJ și HaCaT; potențialul antitumoral. 



 

 

Efectul antioxidant al extractului de A. sativum a fost determinat in vitro și in vivo și 
este atribuit în mare măsură alicinei.  

Ciupercile Meyerozyma guilliermondii și Rhodotorula mucilaginosa au fost izolate de 
pe o unghie cu o infecție mixtă de onicomicoză și au fost cultivate pe mediu de cultură SDA. 

Pe lângă caracterele morfologice și culturale, confirmarea ciupercilor M. guilliermondii 
și  R. mucilaginosa s-a realizat prin analiză moleculară de ADN. 

Efectul in vitro al extractului de A. sativum, asupra ciupercilor M. guilliermondii și  R. 
mucilaginosa, a fost  determinat prin metoda diluție agar și a fost comparat cu produsul 
comercial naftifină (Exoderil).  

Extractul vegetal de A. sativum are efect fungicid, asupra ciupercilor M. guilliermondii 
și  R. mucilaginosa, la CMI de 12% și respectiv 14%, aspecte ilustrate prin modificările 
ultrastructurale ireversibile obținute in imagini la TEM (Figurile 25 și 26).  

Extractul de A. sativum poate induce necroză la celulele umane de fibroblaști BJ și 
keratinocite HaCaT, dacă se administrează în concentrații mari (ex. 100 mg/mL extract de 
usturoi), dar nu afectează viabilitatea celulară, la doze mici;  

Potențialul antitumoral al extractului de A. sativum a fost testat în diferite concentrații 
(10%; 5%; 2,5%; 1,25%; 0,625%; 0,312%; 0,156%) pe celule tumorale DLD-1, MDA-MB-
231, MCF-7 și SK-MES-1, iar rezultatele obținute confirmă că efectul antitumoral al 
extractului de usturoi este determinat de alicină.  

Extractul de A. fistulosum obținut din frunze a fost cercetat cu privire la: efectul asupra 
liniilor celulare normale/netumorale (BJ și HaCaT)  și liniilor tumorale (DLD-1, MDA-MB-
231, MCF-7 și SK-MES-1); modularea activității caspazei 3, LDH și catalazei; raportul dintre 
celulele viabile și cele aflate în moarte celulară.    

Extractul de A. fistulosum a dovedit efect inhibitor in vitro asupra proliferării celulelor 
normale BJ și HaCaT, într-o manieră dozo-dependentă; cel mai pronunțat efect a fost vizibil la 
doze de 2.5% și 1.25% extract în mediul de cultură.  

Efectul antiproliferativ al extractului de A. fistulosum, asupra liniilor celulelor tumorale 
(DLD-1, MDA-MB-231, MCF-7 și SK-MES-1), a fost apreciat prin  o ușoară scădere a 
viabilității celulelor tumorale, la doze de 2.5% și 1.25% extract în mediul de cultură.   

Potențialul citotoxic al extractelor vegetale de Allium sativum și A. fistulosum  asupra 
liniilor celulare normale (BJ și HaCaT) a fost studiat prin: testul MTT; determinarea caspazei 
3, catalazei și lactat dehidrogenazei; analiza morții celulare induse; 

Efectele citotoxice au fost evidențiate, la cele două extracte de Allium,  la doze de 10% 
extract în mediul de cultură; la doze de IC50, s-a observat modificarea aspectelor morfologice 
ale celulelor BJ și HaCaT. Citoscheletul și nucleul celulelor normale au fost afectate la 
administrarea dozei de 10%, iar la dozele de IC50 compartimentele celulare au prezentat 
modificări structurale reduse. Corelația cu analizele moleculare, implicate în moartea celulară, 
ne indică faptul că celulele au urmat calea morții celulare prin necroză. Moartea celulară 
declanșată în cazul celulelor normale este de tipul necrozei, deoarece este afectată integritatea 
membranară și este intensificată activitatea LDH. 

Efectul antioxidant al extractelor de Allium sativum și A. fistulosum este dependent de 
doza administrată. La doze mici (sub 1%) în mediul de cultură, activitatea CAT este normală. 
La doze mai mari, activitatea CAT este intensificată în cazul ambelor extracte de Allium și în 



 

 

cazul ambelor linii celulare normale, indicând un stres oxidativ indus (de concentrația foarte 
mare a extractelor). 

Rezultatele cercetării efectuate sunt susținute de publicațiile realizate în perioada 
stagiului doctoral (2016-prezent). 
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