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INTRODUCERE GENERALA

Studii recente au evidentiat faptul ca neoplasmul de colon ocupa primele locuri in
randul celor mai mortale si mai diagnosticate cancere din lume [1]. La ora actuald cunoastem
faptul ca in aparitia acestui tip de neoplasm sunt implicati multi factori, insa cei mai importanti
sunt reprezentati de stilul de viata alimentar ,,occidental”, mai ales daca discutam despre tarile
aflate in curs de dezvoltare, de obezitate, lipsa activitatii fizice sustinute, consumul de carne
rosie, alcool si tutun [1,2].

Toate aceste lucruri au determinat oamenii de stiinta din intreaga lume sa depuna
eforturi sustinute pentru imbunatatirea metodelor de diagnostic, cat si a celor de tratament [3].
In ultimul secol tratamentul cancerului de colon a cunoscut o evolutie importanta, atat in ceea
ce priveste tratamentul chirurgical, cat si in ceea ce priveste tratamentul radio si chimioterapic.
Aparitia testelor genetice a adus un beneficiu major in ceea ce priveste metodele de diagnostic.

Secolul XX a adus o serie de tratamente neoadjuvante pentru cancerul de colon, insa
pe langa avantajele aduse de aceste tratamente au aparut si o serie de efecte adverse, ceea ce i-a
determinat pe cercetdtori sa caute solutii pentru limitarea acestor inconveniente. Acest lucru a
condus la aparitia unei ramuri medicale noi humita nanomedicina, care si-a gasit aplicabilitate
atat in diagnosticul bolilor, cat mai ales in tratamentul acesora, inclusiv al neoplasmelor.

Rezultatele studiiilor realizate pe nanoparticule au demonstrat faptul cd datorita
proprietatilor lor unice, chimice, fizice, optice, electronice si magnetice, nanoparticulele pot fi
utilizate cu success in biotehnologie si biomedicina. Exista o serie de avantaje in cazul utilizarii
acestor nanoparticule, ca de exemplu, Tmbunatétirea solubilitatii, diminuarea ratei de degradare
a substantelor administrate, toxicitate sistemica scdzuta toate acestea conducand la o eficacitate

clinica imbunatatita. Sistemele de nanoparticule magnetice care primesc cea mai mare atentie
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din partea sferei medicale sunt oxizii de fier (magnetita si maghemita), datorita usurintei de
preparare si a stabilitatii la stresul oxidative. Acestea au in plus si o biocompatibilitate ridicata.

Avand in vedere atdt numarul mare de tumori de colon care apare anual [1],
mortalitatea provocata de aceasta patologie, cat si problemele cauzate de tratamentul acestor
tumori am hotdrat sa realizam o abordare multidisciplinara in cazul acestui tip de neoplasm,
bazata pe terapii inovative. Cu toate studiile existente la ora actuald in domeniu, trebuie sa
specificam ca cele mai importante date existente, referitoare la comportamentul nanoparticulelor
in vivo se bazeaza pe date obtinute pe animale, iar aplicarea acestora la oameni constituie un
domeniu de cercetare in plina dezvoltare.

Tn cadrul acestui studiu, toxicitatea in vivo a nanoparticulelor, pe baza de oxizi de fier
a fost testata pe animale de laborator. Ulterior, studii in vivo au fost realizate si cu nanoparticule
de oxid de fier (y-Fe20s) functionalizate cu medicamente chioterapice 5-Fluorouracil (5-FU) si
Doxorubicina (DOX), in scopul studierii efectelor acestora, atat asupra diferitelor tipuri de
tumori induse animalelor de laborator, cat si asupra organelor acestora. Lucrarea de fata este
structurata in patru capitole.

Capitolul | este dedicat prezentarii generale a datelor din literatura cu privire la cancerul
de colon. Am realizat o documentare amanuntitd a metodelor actuale de diagnostic si tratament
folosite Tn cazul acestui neoplasm. De asemenea sunt prezentate date generale in ceea ce priveste
terapiile inovative folosite Tn tratamentul cancerului de colon. Sunt descrise pe larg tipurile de
nanoparticule utilizate la ora actuala in aplicatiile medicale, proprietatile magnetice ale acestora,
principiile generale ale nanoparticulelor multifunctionale, strategiile terapeutice si de
diagnostic.

Capitolul 11 prezinta metodele de preparare si tehnicile de caracterizare morfologica si
structurala o oxidului de fier si a oxidului de fier functionalizat cu medicamente chimioterapice.
De asemenea, in cadrul acestui capitol sunt prezentate rezultatele studiilor fizico-chimice,
analizelor hematologice precum si rezultatele studiilor de citotoxicitate in vitro realizate pe
diverse linii celulare. Astfel, este prezentat comportamentul in vitro al nanoparticulelor de oxid
de de fier si al nanoparticulelor de oxid de fier functionalizate cu medicamente chimioterapice.
Pentru studiul dimensiunii, a structurii chimice si a morfologiei probelor am utilizat:

microscopie electronica in transmisie (MET), microscopie electronica n transmisie cu rezolutie
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inalta (HRTEM), difractie de electroni pe arie selectatd (SAED) si microscopie electronica de
baleiaj (MEB).

Studiile de spectroscopie in infrarosu cu transformatd Fourier au fost utilizate pentru a
demonstra prezenta maximelor specifice atat oxidului de fier cit si a chimioterapicelor in probele
analizate. Tot aici este prezentata influenta nanoparticulelor de maghemita asupra viabilitatii
celulare in functie de concentratia nanoparticulelor, cat si timpul de expunere a celulelor la
actiunea nanoparticulelor.

Capitolul 111 prezinta rezultate originale obtinute prin testarea in vivo a nanoparticulelor
de oxid de fier si a particulelor de oxid de fier functionalizate cu agent chimioterapic, 5-FU,
respectiv DOX. De asemenea a fost studiatd influenta campului magnetic, atunci cand acesta
este administrat asupra unor tumori in care s-a injectat y-Fe»Os functionalizat cu DOX, respectiv
5-FU.Rezultatele obtinute Tn cadrul acestui studiu au demonstrat biocompatibilitatea
particulelor de y- Fe2Oz. Studiile au demostrat faptul ca, spre deosebire de chimioterapicul
simplu, y-Fe203 functionalizat cu chimioterapice, impreuna cu administrarea unui camp
electromagnetic, ajutd la scaderea dimensiunii tumorii si impiedica aparitia metastazelor la
animalele de laborator.

Capitolul 1V este destinat concluziilor. Aici doctoranda Alina Mihaela Prodan prezinta
rezultatele originale obtinute in cadrul acestui studiu si subliniaza necesitatea dezvoltarii unor
studii ulterioare pe subiecti umani, pentru intelegerea interactiunilor dintre aceste nanoparticule

si organismul uman si a provocdrilor legate de chimia acestora.
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CAPITOLUL 2: CONTRIBUTII PRIVIND STUDIILE FIZICO-CHIMICE
SI BIOLOGICE ALE OXIDULUI DE FIER CU POTENTIALE
APLICATII iN TRATAREA CANCERULUI DE COLON

Tn ultimul timp o atentie deosebiti a fost concentrata asupra studiului mai multor tipuri de
nanoparticule de oxid de fier (magnetita (FesO4) si maghemita (x-Fe203)), datorita proprietatilor
sale speciale. Fluidele magnetice biocompatibile, pe bazd de apa au fost intens cercetate, in
scopul dezvoltarii de noi aplicatii biomedicale, ca de exemplu, administrarea de medicamente
tintite, imagistica prin rezonantd magnetica, terapia prin hipertermie intracelulard etc. O serie
de nanoparticule pe baza de nanopartciule de oxid de fier sunt acum aprobate de Administratia
pentru Alimente si Medicamente din Statele Unite (FDA) si sunt utilizate cu succes in domeniul
medical(ex. Feridex L.V).

Suspensiile de oxid de fier (P1) si suspensiilor de oxid de fier functionalizat cu 5FU (P3)
s-au obtinut printr-o metodi de coprecipitare adaptati in laborator. In conditiile descrise mai sus
S-au obtinut si suspensiile pe baza de oxid de fier functionalizat cu doxorubicina.

Proprietatile fizico-chimce ale probelor obtinute au fost analizate utilizand studii de
imprastiere dinamica a luminii (DLS) si Potential Zeta; Microscopie electronica in transmisie
(MET); Microscopie electronica de baleiaj (MEB) si Spectroscopie in infrarosu cu transformata
Fourier (FTIR).De asemenea, biocompatibilitatea suspensiilor pe baza de oxid de fier cét si a
celor pe baza de oxid de fier functionalizat cu agent chimioterapic a fost studiata prin studii in
vitro pe mai multe linii cesulare (Caco-2 (HTB-37, ATCC) - celule umane de adenocarcinom

colorectal; linia celulara HeLa; celule osteoblaste umane primare (obtinute din partea superioara
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a femurului). Mai mult, sangele sobolanilor injectati cu solutia P3 a fost studiat prin analize
hematologice si biochimice. Dimensiunea medie a nanoparticulelor probelor P1, P2 si P3
determinatd prin DLS a fost estimata ca fiind de 47 nm (P1), 58nm (P2) si 67nm (P3). Dupa
cum se poate observa, diametrul hidrodinamic al nanoparticulelor n suspensie a crescut in cazul
probei P3, unde avem nanoparticule de maghemita functionalizate cu S5-Fluorouracil.
Rezultatele studiilor MEB privind morfologia probelor P2 si P3 este redatd in Figurile 2.4.
Asadar se poate observa ca particulele au dimensiuni nanometrice, cu o pronuntata tendinta de

a se aglomera.

Figura 2.4. Micrografii MEB specifice P2 (a) si suspensiei P3 (b).

In spectrul EDX obtinut pe proba P3 (Figura 2.7.) se pot observa atit elementele
constituente ale 5-FU (C, F, N, O), cét si elementele chimice specifice structurii oxidului de fier
(Fe si O). Sunt prezente si maxime ce sunt atribuite elementelor chimice caracteristice port
probei pe care a fost pusd proba pentru a putea fi analizata.

Figura 2.7. Spectrul EDX caracteristic suspensiei de oxid de fier/5-FU (P3).
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Spectrele FTIR obtinute pe probele analizate evidentiaza maximele specifice gruparilor
vibrationale din structura oxidului de fier/5-FU. Am evaluat viabilitatea celulara prin testul
cantitativ MTT. Studiile de viabilitate celulard efectuate au evidentiat faptul ca expunerea
celulelor tumorale de colon la nanoparticulele de y-Fe2O3, in concentratii cuprinse intre 0.1 —

100 pg/mL Fe nu a determinat o scadere a viabilitatii celulare, demonstrand astfel

biocompatibilitatea lor sporita.
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Figura 2.18. Viabilitatea celulelor Caco-2 dupa expunerea timp de 24 si 48 de ore la diferite

concentratii de NPs intre 0.1 si 100 pg/mL Fe.
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Figura 2.19. Viabilitatea celulelor Caco-2 dupa expunerea timp de 24 de ore la diferite
concentratii de 5-FU intre 5 si 500 ug/mL din probele P2 si P3. Rezultate semnificative
statistic au fost considerate cele cu valoarea lui p<0.05 (*).
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Figura 2.21. Viabilitatea celulelor HeLa dupa incubare timp de 24 si 48 h cu probele
P1-P3(stanga). Viabilitatea celulelor osteoblaste dupa incubare timp de 24 si 48 h, cu probele
P1-P3(dreapta).

Mai mult, rezultatele testului MTT au evidentiat ca, dupa 48 de ore de incubare, a fost
observata o scadere usoara a viabilitdtii celulelor HeLa pentru cele trei probe. Rezultatele au
aratat, de asemenea, ca viabilitatea celulelor osteoblaste a fost dependentd nu numai de tipul
probelor, ci si de perioada de incubare. Analiza microscopica a campurilor de celule Caco-2
netratate (C) si tratate timp de 24 si 48 de ore cu suspensiile (250 pg/mL) de NPs si 5-FU a pus
in evidenta modificari semnificative ale morfologiei celulelor tumorale. Dupa cum se poate
observa in Figura 2.24. aceste celule au prezentat un aspect deteriorat, comparativ cu celulele
control. Aspectul a fost caracteristic unor celule apoptotice. Mai mult, s-a observat o scadere a
densitatii celulare fapt ce a confirmat rezultatele testului MTT. Pe de alta parte, celulele care au
fost expuse la nanoparticulele simple au prezentat un aspect normal, cu contur regulat si margine

bine definita similar celulelor netratate (control).

Figura 2.24. Campuri cu celule Caco-2 netratate (C) si tratate timp de 48 de ore cu
suspensiile de NPs si 5-FU (250 pg/mL). Magnificatie 20X.
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Figura 2.36. Functia hepatica la sobolani, evaluata prin aspartataminotransferaza

(AST)-stanga si prin alaninaminotransferaza (ALT)-dreapta.

Putem concluziona ca studiile hematologice si biochimice realizate in cadrul acestei teze
de doctorat nu au evidentiat modificari importante in cazul parametrilor biochimici studiati.
Rezulatatele obtinute au accentuat faptul ca probele P1 si P3 sunt candidate bune pentru a fi
utilizate in dezvoltarea dispozitivelor biomedicale cu aplicabilitate in tratamentul cancerului
[270-274].

CAPITOLUL 3: CONTRIBUTII PRIVIND STUDIUL IN VIVO AL
EFECTULUI NANOPARTICULELOR DE OXID DE FIER
FUNCTIONALIZATE CU CHIMIOTERAPIC

Scopul acestui studiu a fost reprezentat de dezvoltarea unui sistem de livrare a
medicamentelor chimioterapice care si tinteasci strict tesutul tumoral. In acest sens am
sintetizat nanoparticule de oxid de fier (y-Fe203), pe care le-am testat atat in vivo, cat si in vitro,
pentru a le determina biocompatibilitatea la nivelul tesuturilor. Ulterior am functionalizat aceste
nanoparticule cu doud medicamente chimioterapice utilizate desin tratamentul cancerului

colorectal si anume 5-Fluorouracil (5-FU) si Doxorubicina (DOX).

3.1. DETERMINATEA TOXICITATII NANOPARTICULELOR DE y-Fe203
Asa cum am mentionat anterior, In scopul determinarii nivelului de toxicitate exercitat
de nanoparticulele de y- Fe2Os3 la nivelul organismului am realizat experimente in vivo, pe

animale de laborator. Au fost utilizati soareci nude, adulti, de sex masculin, avand o greutate ~

19



30 £5 g. Acesti soareci sunt imunosuprimati datoritd absentei timusului si datoritd unui numar
redus de celule T, fapt ce favorizeaza dezvoltarea rapida a tumorilor. Animalele au fost
achizitionate de la Institutul National de Cercetare si Dezvoltare pentru Microbiologie si
Imunologie “Cantacuzino”, Bucuresti. In concordanti cu Ghidul NIH pentru Tngrijirea si
Utilizarea Animalelor de Laborator, Tnainte de realizarea experimentelor, toti soarecii au fost
gazduiti in conditii identice, au avut o dietd standard, au fost expusi la un ciclu de 12 ore de
lumina, 12 ore de intuneric, au fost tinuti intr-un mediu cu temperatura si umiditate (60+10%)
controlate. Toate animalele au fost mentinute intr-un mediu fard agenti patogeni. Pentru
analizarea biodistributiei nanoparticulelor, respectiv a oxidului de fier, in vivo, soarecii nude au
fost Tmpartiti in doua grupuri (n=4) si un grup martor.Ulterior animalele de laborator au fost
injectate la nivelul cavitatii peritoneale cu o suspensie ce contine y- Fe2Ogz, in ser fiziologic. Au
fost folosite concentratii de y- Fe2Oz de 1 si 1,5 ml/kg. Dupa injectarea acestor suspensii a
fost studiata toxicitatea la diferite intervale de timp, respectiv 24h si 72h. Tn acest sens a fost
realizatd analiza histopatologica a diferitelor tesuturi si organe, ca de exemplu, ficat,
rinichi si splina, prelevate de la soarecii nude injectati cu aceste suspesii.

Organele prelevate de la soarecii nude au fost introduse Tn recipiente de plastic, ulterior
au fost fixate cu formaldehida 10%. Recipientele au fost inscriptionate pe eticheta cu datele
fiecarui animal de laborator Tn parte. Pentru fiecare animal de laborator am realizat o fisa de
prelevare, pe care am inscriptionat urmatoarele date: datele de identificare ale animalului de
laborator, data prelevarii tesutului, data primirii in laboratorul de histopatologie, tipul organului
prelevat, solutia folosita pentru fixare, medicul trimitator, tipul si scopul examenului solicitat.

Analiza  histopatologica, respectiv  influenta nanoparticulelor de  y-Fe;Os.
asupra tesuturilor prelevate a fost realizata pe lamele de sticla acoperite cu parafina, pe care s-a
depus hematoxilina si eozind. Interpretarea rezultatului histopatologic
a fost analizata de un medic anatomopatolog din cadrul Spitalului Clinic de Urgenta Bucuresti,
fiind inregistrata ulterior in foaia de insotire a animalului de laborator. Precizam ca dupa
administrarea y-Fe2Os au supravietuit toate animalele de laborator folosite Tn cadrul acestui
experiment. De asemenea, acestea nu au inregistrat modificarea comportamentului, scadere
ponderala sau aparitia altor efecte secundare.

Compararea celor doua grupuri, respectiv grupul in care a fost administrata suspensia de

v-Fe20s3, cu cel de control, caruia i s-a administrat ser fiziologic, dupa 24 si 72 h de la injectarea
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intraperitoneala, nua evidentiat modificari histopatologice ireversibile la nivelul organelor
prelevate, pentru niciuna dintre concentratiile testate.Avand in vedere rezultatele obtinute prin
injectarea suspensiei de y-Fe2Os la nivelul cavitatii peritoneale, am decis continuarea studiilor
si testarea efectului nanoparticulelor de y- Fe2Oz. prin instilare intratraheald, in concentratii
similare cu cele administrate pe cale intraperitoneala. Tn acest sens am folosit, un numar similar
de animale de laborator, ca si in experimentul precedent. Acestor animale le-am administrat pe
cale intratraheald, y-Fe>Os, in diferite concentratii, respectiv 1 si 1,5 ml/kg. Ca si in cazul
administrarii intraperitoneale a vy-FeOs, la sfarsitul experimentului, animalele au fost
sacrificate, iar organele au fost analizate din punct de vedere histopatologic Tn scopul
determinarii efectului nanoparticulelor de y-Fe>Oz, administrat intratraheal asupra organelor.
Mentionam ca toate animalele de laborator au supravietuit administrarii de y-Fe2O3, la
toate concentratiile testate si nu au prezentat semne de disconfort, ca de exemplu, varsaturi sau
diaree, pe toatd durata experimentului. Am analizat modificérile induse de y-Fe2Os asupra
tesutului pulmonar, hepatic si splenic. Ca si in cazul administrarii intraperitoneale, aceste
modificari induse de nanoparticulele de y-Fe2Oz au fost dependente de concentratiile utilizate si
de intervalul de timp scurs de la momentul instilarii nanoparticulelor.Asa cum am demonstrat
prin analiza histopatologica realizata la nivelul organelor prelevate de la animalele de laborator,
nu existd un efect toxic al nanoparticulelor de y-Fe,QOg3, exercitat asupra tesuturilor si celulelor
la 24, respectiv 72 ore de la administrarea a 1, respectiv 1,5 mg / kg y-Fe2Oz. Rezultatele noastre
demonstreaza cd administrarea particulelor de oxid de fier prin instilare intratraheala, nu are
efect toxic la nivelul tesuturilor analizate. O data stabilita biocompatibilitatea particulelor de

oxid de fier, am decis testarea acestora in tratamentul tumorilor induse animalelor de laborator

3.4. STUDIUL EFECTULUI NANOPARTICULELOR DE vy-
Fe20s3. FUNCTIONALIZATE Cu 5-FLUOROURACIL (5-FU) SI
DOXORUBICINA (DOX).

Unul din medicamentele chimioterapice ultilizate in tratamentul cancerului de colon este
reprezentat de Doxorubicina (DOX) [331].Acest medicament este folosit in tratamentul mai
multor tipuri de neoplasme, ca de exemplu, cancerul de colon, sén, cancerul de vezica urinara,
cancerul pulmonar, cancerul ovarian [332], avand un spectru larg antitumoral [333].

Desi acest medicament este considerat a fi un chimioterapic eficient, folosirea acestuia

la scara largad a condus la scaderea eficientei, ducand la aparitia rezistentei si a numeroaselor
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efecte secundare la nivelul Tntregului organism, ca de exemplu nefrotoxicitatea, inhibarea
functiei hematopoiezei medulare si la cardiotoxicitate [333-334].In vederea testarii suspensiei
de y-Fe20s, functionalizate cu Doxorubicina, in vivo am utilizat soareci nude. Animalelor de
laborator le-au fost induse tumori, prin injectarea celulelor tumorale colorectale, HT 29.Pentru
obtinerea acestor tumori am injectat 19 soareci nude, la nivelul regiunii anterioare a coapsei,
cu 7x10s celule neoplazice colorectale, HT 29.Acestia au avut o greutate de 25 = 5 g. Ei au fost
achizitionati de la Institutul National de Cercetare-Dezvoltare si Imunologie “Cantacuzino”,
Bucuresti. Pe tot parcursul experimentului soarecii nude au fost tinuti in conformitate cu ghidul
NIH pentru ingrijire si folosirea animalelor de laborator.La aproximativ trei, patru saptamani de
la injectarea celulelor tumorale au fost obtinute tumori, cu dimensiuni cuprinse intre 1-2 cm la

nivelul regiunii anterioare a coapsei.

Figura 3.35. Tumori obtinuti la o luna de la inocularea a 7x10° celule neoplazice colorectale,
HT 29, la nivelul regiunii anterioare a coapsei.

In cadrul acestui studiu s-a dorit atat analizarea efectului y-Fe,Qs, functionalizat cu
Doxorubicina, cat si a efectului cdmpului magnetic asupra acestor formatiuni tumorale.
Aplicarea unui camp magnetic asupra zonelor neoplazice s-a realizat cu ajutorul unui instrument
realizat de firma Nuclear NDT, in cadrul proiectului de cercetare 131- PN-11-PT-PCCA-2013-
4-0006. Caldura care rezulta de aici poate fi folosita pentru diverse aplicatii. Ea induce apoptoza
celulelor tumorale prin hipertermie. De asemenea, ajuta la accelerarea eliberarii medicamentelor

antitumorale.
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Figura 3.36. Electromagnet realizat de firma Nuclear NDT, in cadrul proiectului de
cercetare 131- PN-I1-PT-PCCA-2013-4-0006 [335].

Testele realizate pe animalele de laborator au fost facute in functic de mai multi
parametrii si anume: concentratia solutiilor utilizate, de timpul scurs de la administrarea
solutiei si de campul magnetic aplicat. Am impartit animalele de laborator in opt grupuri (n=2
animale/grup). Acestea au fost injectate dupa urmatorul protocol: primele doua grupuri au fost
injectate cu o solutie 1, respectiv 1,5mg / kgsuspensie de y_Fe.Os functionalizat
cu Doxorubicina (y-Fe203 DOX), cele din grupurile 3 si 4 au fost injectate cu aceleasi cantitati
de suspensie. In plus, acestor doua grupuri le-a fost aplicat si un cdmp magnetic produs de o
bobina alimentata la o tensiune de 8V. Grupurile 5 si 6 au fost injectate cu 1, respectiv 1,5 mg /
kg suspensie de y-Fe>03 functionalizat cu Doxorubicina (y-Fe20s _DOX). Asupra acestora s-a
aplicat un camp magnetic produs de o bobina alimentata la o tensiune de 12 V. Grupurile 7, 8
au fost injectate cu Doxorubicina (DOX) simpla, 0,5, respectiv 1 mg /kg. Un soarece a fost
considerat etalon.

Solutiile obtinute au fost administrate la 24 h, 72 h, 7 zile si 10, zile prin injectare la
nivelul tumorii. Pentru obtinerea solutiilor injectabile s-au folosit 0.5ml y-Fe20z si 0.5 ml DOX,
respectiv 0.5ml y-Fe2O3 si 1 ml DOX. La fiecare administrare intratumorala a suspensiilor,
respectiv 24h, 72h, 7 zile si 10 zile, grupurile 3-6 au fost expuse la un electromagnet, caruia i-
au fost aplicate tensiuni diferite, respectiv 8 V si 12 V. Intensitatea maxima a campului magnetic

a fost orientata la nivelul regiunii tumorale. Timpul de expunere a fost de 7 minute. La sfarsitul
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experimentului, dupa 14 zile de la debutul tratamentului, animalele au fost eutanasiate, iar

organele lor au fost prelevate.

Figura 3.38. Aplicarea tintita a campului magnetic asupra regiunii tumorale [335].

In scopul identificarii efectului substantelor administrate, cat si a cAmpului magnetic,
asupra formatiunilor tumorale si a organelor animalelor de laborator am realizat analiza
histopatologica a acestora pe tesuturi hepatice, renale si splenice. Mentiondm ca dupa
administrarea suspensiilor au supravietuit toate animalele de laborator folosite in cadrul acestui
experiment. Nu au fost depistate modificari in comportamentul animalelor, precum scadere
ponderala sau aparitia altor efecte secundare. Atat la administrarea solutiilor, cat si la expunerea
animalelor de laborator la campul magnetic am folosit 0,01ml/Kg Xilazina pentru anestezie.
Comparand grupurile la care am adiministrat Doxorubicina simpla, cat si grupurile la care s-a
administrat y- Fe2O3_DOX si ulterior un cdmp magnetic, cu etalonul, nu am constatat modificari

macroscopice la nivelul organelor prelevate.
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Figura 3.39. Aspectul macroscopic al rinichiului, ficatului, si plamanului la 14 zile de la
injectarea unei solutii de y Fe2O3_DOX si cdmp magnetic alimentat la o tensiune de 12 V

Figura 3.40. Aspectul macroscopic al rinichiului, ficatului, si plamanului la 14 zile de la

injectarea unei solutii de DOX

Figura 3.41. Aspectul tumorii la 7 zile de la injectarea unei solutii de y- Fe2Os_DOX si

aplicarea unui cAmp magnetic obtinut dupd aplicarea unei tensiuni de 12V

Figura 3.42. Aspectul tumorii la 14 zile de la injectarea unei solutii de y- Fe2O3 DOX si
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aplicarea unui cAmp magnetic obtinut dupa aplicarea unei tensiuni de 12V

Figura 3.43. Aspectul tumorii la 14 zile de la injectarea unei solutii de Doxorubicina simpla.

Analiza histopatologica a tesuturilor prelevate de la animalele de laborator nu a
identificat modificari in ceea ce priveste tesutul renal, la animalele de laborator analizate, dupa
administrarea y-Fe,O3_DOX si Doxorubicinei simple, la niciuna din concentratiile testate.in
cazul tesuturilor pumonare si hepatice nu au fost observate modificari patologice si nici aparitia
unor determinari secundare Th cazul grupurilor la care s-a administrat y- Fe2Oz_DOX si camp
magnetic, alimentat o o tensiune de de 8V, respectiv 12V.

Tn cazul animalelor de laborator la care a fost administratd Doxorubicina simpla, am
constatat atat cresterea in dimensiune a formatiunii tumorale, la 14 zile de la inceperea
tratamentului, cat si aparitia unor determinari secundare la nivelul tesutului pulmonar si hepatic,
in cazul a doi soareci nude.In urma experimentelor ficute pe animalele de laborator la care am
injectat suspensii de y- Fe2O3_DOX si dupa aplicarea unui camp magnetic produs de o bobina
alimentata la o tensiune de 8, respectiv 12 V am constatatat diminuarea dimensiunilor tumorilor,
cat si lipsa aparitiei unor determindri secundare la nivelul celorlalte organe. Pentru studierea
efectului y-Fe203 functionalizat cu 5-FU am folosit un numar identic de animale de laborator,
ca si in cazul Doxorubicinei. Am folosit acelasi protocol de obtinere al tumorilor ca si in cazul
testarii Doxorubicinei. Tratamentul a fost inceput la 4 saptamani de la injectareca celule
neoplazice colo-rectale HT 29 la nivelul regiunii anterioare a coapsei animalelor de
laborator.Suspensiile au fost administrate dupa urmatorul protocol: primele doua grupuri au fost

injectate cu o solutie 1, respectiv 1,5 mg / kg suspensie de y-Fe>Os3 functionalizat cu 5-FU (y-
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Fe,Os _5-FU), cele din grupurile 3 si 4 au fost injectate cu aceleasi cantitati de suspensie. In
plus, acestor doua grupuri le-a fost aplicat si un camp magnetic alimentat la o tensiune de 8V.
Grupurile 5 si 6 au fost injectate cu 1, respectiv 1,5 mg / kg suspensie de y-Fe»O3 functionalizat
cu 5-FU (y-Fe203 _5-FU). Asupra acestora s-a aplicat un camp magnetic produs de o bobina
alimentata la o tensiune de 12 V. Grupurile 7, 8 au fost injectate cu 5-FU simplu, 0,5, respectiv
1 mg /kg. Un soarece a fost considerat etalon. Suspensiile obtinute au fost administrate la 24 h,
72 h, 7 zile si 10, zile prin injectare la nivelul tumorii. Pentru obtinerea solutiilor injectabile s-
au folosit 0.5ml y-Fe203 si 0.5 ml 5-FU, respectiv 0.5ml y-Fe20z3 si 1 ml 5-FU.

La fiecare aplicare a tratamentului, respectiv 24h, 72h, 7 zile si 10 zile, grupurile 3-6 au
fost expuse la un electromagnet, cdruia i-au fost aplicate tensiuni diferite, 8 V si 12 V.
Intensitatea maxima a campului magnetic a fost aplicata la nivelul regiunii tumorale. Ca si in
cazul Doxorubicinei, timpul de expunere a fost de 7minute. Dupa 14 zile de la debutul

tratamentului, animalele au fost eutanasiate, iar organele lor au fost prelevate.
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Figura 3.52. Aspectul tumorii la 7 zile de la injectarea unei solutii de y- Fe203_5-FU si

aplicarea unui cAmp magnetic obtinut dupd aplicarea unei tensiuni de 12V
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Figura 3.53. Aspectul tumorii la 14 zile de la injectarea unei solutii de y- Fe2Oz_5-FU si

aplicarea unui cAmp magnetic obtinut dupd aplicarea unei tensiuni de 12V

La doua saptamani de la inceperea tratamentului cu y- Fe;Os 5-FU s-a observat o
scadere a dimensiunii tumorale de aproximativ 0,5-0,9 cm, la toate animalele de laborator care
au primit tratament cu y- Fe2033_5-FU, respectiv y- Fe203_5-FU si camp magnetic obtinut dupa
aplicarea unei tensiuni de de 8V, respectivl2V. De asemenea, am observat faptul ca animalele
din grupurile care au primit tratament cu y- Fe,Os_5-FU, respectiv 5-FU simplu, au Tnregistrat
scadere ponderala de 3-5 g, in comparatie cu etalonul, care si-a pastrat greutatea relativ
constanti.In ceea ce priveste supravietuirea, nu au fost observante diferente pe tot parcursul
tratamentului. La 14 zile toti soarecii au fost sacrificati, iar orgnele lor au fost analizate din punct
de vedere histopatologic. Nu au fost constatate modificari macroscopice pentru niciunul din cele

8 grupuri analizate.
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Figura 3.54. Aspectul macroscopic al rinichiului, ficatului, si plaméanului la 14 zile de la
injectarea unei solutii de y Fe;O3_5-FU si aplicarea unui cAmp magnetic obtinut dupa

aplicarea unei tensiuni de 12 V

Testele anatomopatologice realizate la nivelul tesuturilor renale, hepatice, pulmonare si
splenice nu au identificat modificari ireversibile. De asemenea spre deosebire de animalele la
care am administrat Doxorubicina simpla, in cazul de fatd nu am observant aparitia metastazelor
pentru niciuna din suspensiile testate. Singura diferenta intre administrarea de 5-FU si -
Fe>O3_5-FU, impreuna cu campul magnetic obtinut dupa aplicarea unei tensiuni de 8V, si
respectiv 12V, a fost reprezentatd de diferenta de scadere a dimensiunii tumorale la nivelul
grupurilor. Pentru grupurile la care au fost administrat 5-FU simplu, scaderea dimensiunilor
tumorale a fost de 0,3-0,5 cm, in timp ce pentru y- Fe2Oz_5-FU, administrat impreuna cu campul

magnetic, scaderea dimensiunii tumorale a fost situata intre 0,5-1cm.

Capitolul 4. CONCLUZII SI CONTRIBUTII PERSONALE

Cancerul colorectal este a treia, cea mai frecventa boalad neoplazica la nivel mondial, iar
numarul pacientilor noi aparuti este in continua in crestere. Desi s-au facut eforturi impotante in
scopul imbunatatirii atat a tratamentului chirugical, cat mai ales a tratamentului chimioterapic,

la ora actuala exista o serie de neajunsuri pe care le-am dezbatut pe larg in cadrul acestei teze
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de doctorat. Tratamentul chirurgical a inregistrat un progres semnificativ, interventiile
chirurgicale cu viza oncologica avand o ratd mare de supravietuire.

Studiul de fatd a incercat gasirea unei solutii pentru imbunatatirea efectelor medicatiei
chimioterapice folosite la ora actuald, cat mai ales pentru scaderea efector adverse datorate
administrarii acestor medicamente. Astfel, s-au obtinut particule de oxid de fier la dimensiuni
nanometrice si morfologie sferica printr-o metoda de coprecipitare adaptata. De asemenea, s-au
obtinut suspensii pe bazd de oxid de fier functionalizat cu SFU si doxorubicina.

In spectrele EDX obtinute pe probele analizate se observa prezenta pricipalelor elemente
chimice constituente atat ale SFU cat si cele ale oxidului de fier, si anume: Carbon (C), Fluor
(F), Azot (N), Oxigen (O) si Fier (Fe). Mai mult, rezultatele au pus in evidenta si faptul ca
probele P1 si P3 nu au prezentat o toxicitate ridicata fata de toate tipurile de celule studiate
(Caco 2, HeL a si osteoblaste), pentru nici unul din intervalele de timp studiate (24 si 48 de ore),
comparativ cu controlul. Spre deosebire de acestea, proba P2 (5 Fluorouracil) a prezentat
toxicitate pentru toate tipurile de celule studiate si pentru toate intervalele de timp studiate.

Determinarea bicompatibilitatii particulelor de y-Fe>Oz a fost realizata prin inocularea
acestora, soarecilor nude de laborator pe diverse cai de administrare. Aceste studii au demonstrat
faptul ca, atat in cazul administrarii y-Fe203 pe cale intraperitoneala, cét si pe cale intratraheala,
animalele de laborator nu au prezentat semne clinice de toxicitate si nici modificari ale
parametrilor sanguini analizati. De asemenea, nu au fost Tn registrate nici modificari
histopatologice ireversibile la nivelul tesuturilor, pentru niciuna din concentratiile testate.
in acest fel am demonstrat faptul ci nanoparticulele de y-Fe2O3 sunt biocompatibile, nu produc
modificari macroscopice sau microscopice la nivelul organelor. O data stabilita
biocomatibilitatea acestor nanoparticule, s-a incercat determinarea eficacitatii lor atunci cand
sunt functionalizate cu diferite chimiotearapice, respectiv 5-FU si Doxorubicina. Tumorile au
fost obtinute prin injectarea soarecilor nude la nivelul regiunii anterioare a coapsei, cu celule HT
29.

La nivelul acestor tumori au fost injectate suspensii de y-Fe>Os functionalizat cu 5-FU,
respectiv Doxorubicina, la diferite concentratii si la diferite intervale de timp. De asemenea, a
fost analizata influenta aplicarii unui cdmp magnetic asupra acestor nanoparticule, Tn scopul
imbunatatirii efectelor antitumorale. Rezultatele obtinute au fost incurajatoare, demonstrand de

asemenea ca nanoparticulele functionalizate cu diverse medicamente chimioterapice produc
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micsorarea dimensiunilor tumorilor, fara a afecta celelalte organe si sisteme, asa cum reiese din
evolutia clinicd a animalelor de laborator, analiza histopatologica realizata organelor prelevate
de la aceste animale, precum si din determinarile biologice analizate. Am demonstrat faptul ca
atat functionalizarea nanoparticulelor, cét si directionarea lor cu ajutorul unui camp magnetic a
garantat o eficienta ridicata a medicamentului, diminuand in acelasi timp efectele secundare.Spre
deosebire de animalele de laborator la care a fost administrat y-Fe.O3z functionalizat cu
chimioterapic si la care a fost aplicat un camp magnetic, animalele care au primit chimioterapic
simplu (Doxorubicina) au prezentat determinari secundare pulmonare si hepatice. Avand in
vedere rezultatele studilor prezentate in cadrul tezei de doctorat putem spune ca obiectivele tezei
au fost atinse in proportie de 100% datorita faptului cd am obtinut particule cu dimensiuni
nanometrice cu o biocompatibilitate superioara demonstrata atat de rezultatele studiilor in vitro
cét si de cele in vivo.

Consideram ca rezultatele studiilor realizate de noi ar putea reprezenta baza pentru
viitoare studii clinice de faza I si Il, care sa determine eficacitatea acestor nanoparticule atat in

tratamentul, cat si in diagnosticul neoplasmului de colon, la subiectii umani.
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