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  DOMENIUL MEDICINA 

 

 

Neoplasmul de colon - o nouă abordare. 

REZUMATUL TEZEI DE DOCTORAT 
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2.2.1. Studii de împrăștiere dinamica a luminii (DLS) și Potențial Zeta ............... Error! 

Bookmark not defined. 
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INTRODUCERE GENERALĂ 

 Studii recente au evidențiat faptul că neoplasmul de colon ocupă primele locuri în 

rândul celor mai mortale și mai diagnosticate cancere din lume [1]. La ora actuală cunoaștem 

faptul că în  apariția acestui tip de neoplasm sunt implicați mulți factori, însă cei mai importanți 

sunt reprezentați de stilul de viață  alimentar „occidental”, mai ales dacă discutăm despre țările 

aflate în curs de dezvoltare, de  obezitate, lipsa activității fizice susținute, consumul de carne 

roșie, alcool și tutun [1,2]. 

 Toate aceste lucruri au determinat oamenii de știință din întreaga lume să depună 

eforturi susținute pentru îmbunătățirea metodelor de diagnostic, cât și a celor de tratament [3].  

În ultimul secol tratamentul cancerului de colon a cunoscut o evoluție importantă, atât în ceea 

ce privește tratamentul chirurgical, cât și în ceea ce privește tratamentul radio si chimioterapic. 

Apariția testelor genetice a adus un beneficiu major în ceea ce priveste metodele de diagnostic.  

 Secolul XX a adus o serie de tratamente neoadjuvante pentru cancerul de colon, însă 

pe lângă avantajele aduse de aceste tratamente au apărut și o serie de efecte adverse, ceea ce i-a 

determinat pe cercetători să caute soluții pentru limitarea acestor  inconveniente. Acest lucru a 

condus la apariția unei ramuri medicale noi numită nanomedicina, care si-a gasit aplicabilitate 

atât în diagnosticul bolilor, cât mai ales în tratamentul acesora, inclusiv al neoplasmelor. 

Rezultatele studiiilor realizate pe nanoparticule au demonstrat faptul că datorită 

proprietaților lor unice, chimice, fizice, optice, electronice și magnetice, nanoparticulele pot fi 

utilizate cu success în biotehnologie și biomedicină. Există o serie de avantaje în cazul utilizării 

acestor nanoparticule, ca de exemplu, îmbunătățirea solubilitatii, diminuarea ratei de degradare 

a substanțelor administrate, toxicitate sistemică scăzută toate acestea conducand la o eficacitate 

clinică îmbunătățită. Sistemele de nanoparticule magnetice care primesc cea mai mare atenţie 



13 
 

din partea sferei medicale sunt oxizii de fier (magnetita şi maghemita), datorită usurinţei de 

preparare şi a stabilităţii la stresul oxidative. Acestea au în plus şi o biocompatibilitate ridicată.   

  Având în vedere atât numărul mare de tumori de colon care apare anual [1], 

mortalitatea provocată de aceasta patologie, cât și problemele cauzate de tratamentul acestor 

tumori am hotărât să realizăm o abordare multidisciplinară în cazul acestui tip de neoplasm, 

bazată pe terapii inovative. Cu toate studiile existente la ora actuală în domeniu, trebuie să 

specificăm că cele mai importante date existente, referitoare la comportamentul nanoparticulelor 

in vivo se bazează pe date obținute pe animale, iar aplicarea acestora la oameni constituie un 

domeniu de cercetare in plina dezvoltare. 

 În cadrul acestui studiu, toxicitatea in vivo a nanoparticulelor, pe baza de oxizi de fier 

a fost testată pe animale de laborator. Ulterior, studii in vivo au fost realizate și cu nanoparticule 

de oxid de fier (γ-Fe2O3) funcționalizate cu medicamente chioterapice 5-Fluorouracil (5-FU) și 

Doxorubicina (DOX), în scopul studierii efectelor acestora, atât asupra diferitelor tipuri de 

tumori induse animalelor de laborator, cât și asupra organelor acestora. Lucrarea de fața este 

structurată în patru capitole.  

Capitolul I este dedicat prezentării generale a datelor din literatură cu privire la cancerul 

de colon. Am realizat o documentare amănunțită a metodelor actuale de diagnostic și tratament 

folosite în cazul acestui neoplasm. De asemenea sunt prezentate date generale în ceea ce privește 

terapiile inovative folosite în tratamentul cancerului de colon. Sunt descrise pe larg tipurile de 

nanoparticule utilizate la ora actuală în aplicaţiile medicale, proprietăţile magnetice ale acestora, 

principiile generale ale nanoparticulelor multifuncţionale, strategiile terapeutice şi de 

diagnostic.  

  Capitolul II prezintă metodele de preparare şi tehnicile de caracterizare morfologică şi 

structurală o oxidului de fier și a oxidului de fier funcţionalizat cu medicamente chimioterapice. 

De asemenea, în cadrul acestui capitol sunt prezentate rezultatele studiilor fizico-chimice, 

analizelor hematologice precum și rezultatele studiilor de citotoxicitate in vitro realizate pe 

diverse linii celulare. Astfel, este prezentat comportamentul in vitro al nanoparticulelor de oxid 

de de fier și al nanoparticulelor de oxid de fier functionalizate cu medicamente chimioterapice. 

Pentru  studiul dimensiunii, a structurii chimice şi a morfologiei probelor am utilizat: 

microscopie electronică în transmisie (MET), microscopie electronică în transmisie cu rezoluţie 
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înalta (HRTEM), difracție de electroni pe arie selectată (SAED) și microscopie electronică de 

baleiaj (MEB). 

Studiile de spectroscopie în infraroșu cu transformată Fourier au fost utilizate pentru a 

demonstra prezența maximelor specifice atât oxidului de fier cît si a chimioterapicelor în probele 

analizate. Tot aici este prezentată influența nanoparticulelor de maghemită asupra viabilității 

celulare în funcție de concentrația nanoparticulelor, cât şi timpul de expunere a celulelor la 

acţiunea nanoparticulelor.  

Capitolul III prezintă rezultate originale obținute prin testarea in vivo a nanoparticulelor 

de oxid de fier și a particulelor de oxid de fier funcționalizate cu agent chimioterapic, 5-FU, 

respectiv DOX. De asemenea a fost studiată influența câmpului magnetic, atunci când acesta 

este administrat asupra unor tumori în care s-a injectat γ-Fe2O3 funcționalizat cu DOX, respectiv 

5-FU.Rezultatele obținute  în cadrul acestui studiu au demonstrat biocompatibilitatea 

particulelor de γ- Fe2O3. Studiile au demostrat faptul că, spre deosebire de chimioterapicul 

simplu, γ-Fe2O3 funcționalizat cu chimioterapice, împreuna cu administrarea unui câmp 

electromagnetic, ajută la scăderea dimensiunii tumorii și împiedică apariția metastazelor la 

animalele de laborator.  

Capitolul IV este destinat concluziilor. Aici doctoranda Alina Mihaela Prodan prezintă  

rezultatele originale obținute în cadrul acestui studiu  și subliniază necesitatea  dezvoltarii unor 

studii ulterioare pe subiecți umani, pentru întelegerea interacțiunilor dintre aceste nanoparticule 

și organismul uman și a provocărilor legate de chimia acestora. 
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CAPITOLUL 2: CONTRIBUȚII PRIVIND STUDIILE FIZICO-CHIMICE 

ȘI BIOLOGICE ALE OXIDULUI DE FIER CU POTENȚIALE 

APLICAȚII ÎN TRATAREA CANCERULUI DE COLON 

 

În ultimul timp o atenție deosebită a fost concentrată asupra studiului mai multor tipuri de 

nanoparticule de oxid de fier (magnetita (Fe3O4) și maghemita (ɤ-Fe2O3)), datorită proprietăților 

sale speciale. Fluidele magnetice biocompatibile, pe bază de apă au fost intens cercetate, în 

scopul dezvoltării de noi aplicații biomedicale, ca de exemplu, administrarea de medicamente 

țintite, imagistica prin rezonanță magnetică, terapia prin hipertermie intracelulară etc. O serie 

de  nanoparticule pe baza de nanopartciule de oxid de fier sunt acum aprobate de Administrația 

pentru Alimente și Medicamente din Statele Unite (FDA) și sunt utilizate cu succes în domeniul 

medical(ex. Feridex I.V).  

Suspensiile de oxid de fier (P1) și suspensiilor de oxid de fier funcționalizat cu 5FU (P3) 

s-au obținut printr-o metodă de coprecipitare adaptată în laborator. În condițiile descrise mai sus 

s-au obținut și suspensiile pe bază de oxid de fier funcționalizat cu doxorubicină. 

Proprietățile fizico-chimce ale probelor obținute au fost analizate utilizând studii de 

împrăștiere dinamica a luminii (DLS) și Potențial Zeta; Microscopie electronică în transmisie 

(MET); Microscopie electronică de baleiaj (MEB) și Spectroscopie în infraroșu cu transformata 

Fourier (FTIR).De asemenea, biocompatibilitatea suspensiilor pe bază de oxid de fier cât și a 

celor pe bază de oxid de fier funcționalizat cu agent chimioterapic a fost studiată prin studii in 

vitro pe mai multe linii ceșulare (Caco-2 (HTB-37, ATCC) - celule umane de adenocarcinom 

colorectal; linia celulară HeLa; celule osteoblaste umane primare (obținute din partea superioara 
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a femurului). Mai mult, sângele șobolanilor injectați cu soluția P3 a fost studiat prin analize 

hematologice și biochimice. Dimensiunea medie a nanoparticulelor probelor P1, P2 și P3 

determinată prin DLS a fost estimată ca fiind de 47 nm (P1), 58nm (P2) și 67nm (P3). După 

cum se poate observa, diametrul hidrodinamic al nanoparticulelor în suspensie a crescut în cazul 

probei P3, unde  avem nanoparticule de maghemită funcționalizate cu 5-Fluorouracil. 

Rezultatele studiilor MEB privind morfologia probelor P2 si P3 este redată în Figurile 2.4. 

Așadar se poate observa că particulele au dimensiuni nanometrice, cu o pronunțata tendinta de 

a se aglomera. 

 

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

În spectrul EDX obținut pe proba P3 (Figura 2.7.) se pot observa atât elementele 

constituente ale 5-FU (C, F, N, O), cât și elementele chimice specifice structurii oxidului de fier 

(Fe și O). Sunt prezente și maxime ce sunt atribuite elementelor chimice caracteristice port 

probei pe care a fost pusă proba pentru a putea fi analizată.  

 

Figura 2.7. Spectrul EDX caracteristic suspensiei de oxid de fier/5-FU (P3). 
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Spectrele FTIR obtinute pe probele analizate evidențiază maximele specifice grupărilor 

vibraționale din structura oxidului de fier/5-FU. Am evaluat viabilitatea celulară prin testul 

cantitativ MTT. Studiile de viabilitate celulară efectuate au evidențiat faptul că expunerea 

celulelor tumorale de colon la nanoparticulele de ɣ-Fe2O3, în concentrații cuprinse între 0.1 – 

100 µg/mL Fe nu a determinat o scădere a viabilității celulare, demonstrând astfel 

biocompatibilitatea lor sporită. 

 

Figura 2.18. Viabilitatea celulelor Caco-2 după expunerea timp de 24 si 48 de ore la diferite 

concentrații de NPs între 0.1 și 100 μg/mL Fe. 

 

Figura 2.19. Viabilitatea celulelor Caco-2 după expunerea timp de 24 de ore la diferite 

concentrații de 5-FU între 5 și 500 μg/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 după incubare timp de 24 si 48 h cu probele 

P1-P3(stanga). Viabilitatea celulelor osteoblaste după incubare timp de 24 si 48 h, cu probele 

P1-P3(dreapta). 

 

Mai mult, rezultatele testului MTT au evidențiat că, după 48 de ore de incubare, a fost 

observată o scădere ușoară a viabilității celulelor HeLa pentru cele trei probe. Rezultatele au 

aratat, de asemenea, că viabilitatea celulelor osteoblaste a fost dependentă nu numai de tipul 

probelor, ci și de perioada de incubare. Analiza microscopică a câmpurilor de celule Caco-2 

netratate (C) și tratate timp de 24 și 48 de ore cu suspensiile (250 μg/mL) de NPs și 5-FU a pus 

în evidență modificări semnificative ale morfologiei celulelor tumorale. Dupa cum se poate 

observa în 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 scădere a 

densității 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 și margine 

bine definită similar celulelor netratate (control). 

 

Figura 2.24. Câmpuri cu celule Caco-2 netratate (C) și tratate timp de 48 de ore cu 

suspensiile de NPs și 5-FU (250 μg/mL). Magnificatie 20X. 
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Figura 2.36. Funcţia hepatică la şobolani, evaluată prin aspartataminotransferaza 

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

Putem concluziona că studiile hematologice și biochimice realizate în cadrul acestei teze 

de doctorat nu au evidențiat modificari importante în cazul parametrilor biochimici studiați. 

Rezulatatele obținute au accentuat faptul că probele P1 și P3 sunt candidate bune pentru a fi 

utilizate în dezvoltarea dispozitivelor biomedicale cu aplicabilitate în tratamentul cancerului 

[270-274]. 

 

  

CAPITOLUL 3: CONTRIBUȚII PRIVIND STUDIUL IN VIVO AL 

EFECTULUI NANOPARTICULELOR DE OXID DE FIER 

FUNCȚIONALIZATE CU CHIMIOTERAPIC 

Scopul acestui studiu a fost reprezentat de dezvoltarea unui sistem de livrare a 

medicamentelor chimioterapice care să țintească strict țesutul tumoral. În acest sens am 

sintetizat nanoparticule de oxid de fier (γ-Fe2O3), pe care le-am testat atât in vivo, cât și in vitro, 

pentru a le determina biocompatibilitatea la nivelul țesuturilor. Ulterior am funcționalizat aceste 

nanoparticule cu două medicamente chimioterapice utilizate des în tratamentul cancerului 

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

 

3.1. DETERMINATEA TOXICITATII NANOPARTICULELOR DE γ-Fe2O3 

Așa cum am menționat anterior, în scopul determinării nivelului de toxicitate exercitat 

de nanoparticulele de γ- Fe2O3 la nivelul organismului am realizat experimente in vivo, pe 

animale de laborator. Au fost utilizați șoareci nude, adulți, de sex masculin, având o greutate ~ 
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30 ± 5 g. Acești șoareci sunt imunosuprimați datorită absenței timusului și datorită unui număr 

redus de celule T, fapt ce favorizează dezvoltarea rapidă a tumorilor. Animalele au fost 

achizitionate de la Institutul Național de Cercetare și Dezvoltare pentru Microbiologie și 

Imunologie “Cantacuzino”, București. În concordanță cu Ghidul NIH pentru Îngrijirea şi 

Utilizarea Animalelor de Laborator, înainte de realizarea experimentelor, toți șoarecii au fost 

găzduiți în condiții identice, au avut o dietă standard, au fost expuși la un ciclu de 12 ore de 

lumină, 12 ore de întuneric, au fost ținuți într-un mediu cu temperatură și umiditate (60±10%) 

controlate. Toate animalele au fost menţinute într-un mediu fără agenţi patogeni. Pentru 

analizarea biodistribuției nanoparticulelor, respectiv a oxidului de fier, in vivo, șoarecii nude au 

fost împărțiți în doua grupuri (n=4) și un grup martor.Ulterior animalele de laborator au fost 

injectate la nivelul cavitații peritoneale cu o suspensie ce conține γ- Fe2O3, în ser fiziologic. Au 

fost folosite concentrații de γ- Fe2O3 de 1 și 1,5 ml/kg. După injectarea acestor suspensii a 

fost studiată toxicitatea la diferite intervale de timp, respectiv 24h și 72h. În acest sens a fost 

realizată analiza histopatologică a diferitelor țesuturi și organe, ca de exemplu, ficat, 

rinichi și splină, prelevate de la șoarecii nude injectați cu aceste suspesii. 

Organele prelevate de la șoarecii nude au fost introduse în recipiente de plastic, ulterior 

au fost fixate cu formaldehidă 10%.  Recipientele au fost inscripţionate pe etichetă cu datele 

fiecărui animal de laborator în parte. Pentru fiecare animal de laborator am realizat o fişă de 

prelevare, pe care am inscripționat următoarele date: datele de identificare ale animalului de 

laborator, data prelevării țesutului, data primirii în laboratorul de histopatologie, tipul organului 

prelevat, soluția folosită pentru fixare, medicul trimițător, tipul şi scopul examenului solicitat.  

Analiza histopatologică, respectiv influența nanoparticulelor de γ-Fe2O3. 

asupra țesuturilor prelevate a fost realizată pe lamele de sticlă acoperite cu parafină, pe care s-a 

depus hematoxilină şi eozină. Interpretarea rezultatului histopatologic 

a fost analizată de un medic anatomopatolog din cadrul Spitalului Clinic de Urgență București, 

fiind înregistrată ulterior în foaia de însoțire a animalului de laborator. Precizăm că după 

administrarea γ-Fe2O3 au supraviețuit toate animalele de laborator folosite în cadrul acestui 

experiment. De asemenea, acestea nu au înregistrat modificarea comportamentului, scădere 

ponderală sau apariția altor efecte secundare.  

Compararea celor două grupuri, respectiv grupul în care a fost administrată suspensia de 

γ-Fe2O3, cu cel de control, căruia i s-a administrat ser fiziologic, după 24 și 72 h de la injectarea 
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intraperitoneală, nu a evidențiat modificări histopatologice ireversibile la nivelul organelor 

prelevate, pentru niciuna dintre concentratiile testate.Având în vedere rezultatele obținute prin 

injectarea suspensiei de γ-Fe2O3 la nivelul cavității peritoneale, am decis continuarea studiilor 

și testarea efectului nanoparticulelor de γ- Fe2O3.  prin instilare intratraheală, în concentrații 

similare cu cele administrate   pe cale intraperitoneală. În acest sens am folosit, un numar similar 

de animale de laborator, ca și în experimentul precedent. Acestor animale le-am administrat pe 

cale intratraheală, γ-Fe2O3, în diferite concentrații, respectiv 1 și 1,5 ml/kg. Ca și în cazul 

administrarii intraperitoneale a γ-Fe2O3, la sfarsitul experimentului, animalele au fost 

sacrificate, iar organele au fost analizate din punct de vedere histopatologic în scopul 

determinarii efectului nanoparticulelor de γ-Fe2O3, administrat intratraheal asupra organelor. 

  Menționam că toate animalele de laborator au supraviețuit administrării de γ-Fe2O3, la 

toate concentrațiile testate și nu au prezentat semne de disconfort, ca de exemplu, vărsături sau 

diaree, pe toată durata experimentului. Am analizat modificările induse de γ-Fe2O3 asupra 

țesutului pulmonar, hepatic si splenic. Ca și în cazul administrării intraperitoneale, aceste 

modificări induse de nanoparticulele de γ-Fe2O3 au fost dependente de concentrațiile utilizate și 

de intervalul de timp scurs de la momentul instilarii nanoparticulelor.Așa cum am demonstrat 

prin analiza histopatologică realizată la nivelul organelor prelevate de la animalele de laborator, 

nu există un efect toxic al nanoparticulelor de γ-Fe2O3, exercitat asupra țesuturilor și celulelor 

la 24, respectiv 72 ore de la administrarea a 1, respectiv 1,5 mg / kg γ-Fe2O3. Rezultatele noastre 

demonstrează că administrarea particulelor de oxid de fier prin instilare intratraheală, nu are 

efect toxic la nivelul țesuturilor analizate. O dată stabilită biocompatibilitatea particulelor de 

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

3.4. STUDIUL EFECTULUI NANOPARTICULELOR DE γ-

Fe2O3. FUNCTIONALIZATE CU 5-FLUOROURACIL (5-FU) ȘI 

DOXORUBICINA (DOX).         

Unul din medicamentele chimioterapice ultilizate în tratamentul cancerului de colon este 

reprezentat de Doxorubicină (DOX) [331].Acest medicament este folosit în tratamentul mai 

multor tipuri de neoplasme, ca de exemplu, cancerul de colon, sân, cancerul de vezică urinară, 

cancerul pulmonar, cancerul ovarian [332], având un spectru larg antitumoral [333].   

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

la scară largă a condus la scăderea eficienței, ducând la apariția rezistenței și a numeroaselor 
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efecte secundare la nivelul întregului organism, ca de exemplu nefrotoxicitatea, inhibarea 

funcției hematopoiezei medulare și la cardiotoxicitate [333-334].În vederea testării suspensiei 

de γ-Fe2O3, funcționalizate cu Doxorubicină, in vivo am utilizat șoareci nude.  Animalelor de 

laborator le-au fost induse tumori, prin injectarea celulelor tumorale colorectale, HT 29.Pentru 

obținerea acestor tumori am injectat 19 șoareci nude, la nivelul regiunii anterioare a coapsei, 

cu 7x106 celule neoplazice colorectale, HT 29.Aceștia au avut o greutate de 25 ± 5 g. Ei au fost 

achiziționați de la Institutul Național de Cercetare-Dezvoltare și Imunologie “Cantacuzino”, 

București. Pe tot parcursul experimentului șoarecii nude au fost ținuți în conformitate cu ghidul 

NIH pentru îngrijire și folosirea animalelor de laborator.La aproximativ trei, patru săptămâni de 

la injectarea celulelor tumorale au fost obținute tumori, cu dimensiuni cuprinse între 1-2 cm la 

nivelul regiunii anterioare a coapsei. 

 

Figura 3.35. Tumoră obținută la o luna de la inocularea a 7x106 celule neoplazice colorectale, 

HT 29, la nivelul regiunii anterioare a coapsei. 

În cadrul acestui studiu s-a dorit atât analizarea efectului γ-Fe2O3, funcționalizat cu 

Doxorubicină, cât și a efectului câmpului magnetic asupra acestor formațiuni tumorale. 

Aplicarea unui câmp magnetic asupra zonelor neoplazice s-a realizat cu ajutorul unui instrument 

realizat de firma Nuclear NDT, în cadrul proiectului de cercetare 131- PN-II-PT-PCCA-2013-

4-0006. Căldura care rezultă de aici poate fi folosită pentru diverse aplicații. Ea induce apoptoza 

celulelor tumorale prin hipertermie. De asemenea, ajută la accelerarea eliberarii medicamentelor 

antitumorale.  
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Figura 3.36. Electromagnet realizat de firma Nuclear NDT, în cadrul proiectului de 

cercetare 131- PN-II-PT-PCCA-2013-4-0006 [335]. 

 

Testele realizate pe animalele de laborator au fost făcute în funcție de mai mulți 

parametrii și anume: concentrația soluțiilor utilizate, de timpul scurs de la administrarea 

soluției și de câmpul magnetic aplicat. Am împărțit animalele de laborator în opt grupuri (n=2 

animale/grup). Acestea au fost injectate după următorul protocol: primele două grupuri au fost 

injectate cu o soluție 1, respectiv 1,5 mg / kg suspensie de γ_Fe2O3 funcționalizat 

cu Doxorubicina (γ-Fe2O3 _DOX), cele din grupurile 3 și 4 au fost injectate cu aceleași cantități 

de suspensie.  În plus, acestor două grupuri le-a fost aplicat și un câmp magnetic produs de o 

bobină alimentată la o tensiune de 8V. Grupurile 5 și 6 au fost injectate cu 1, respectiv 1,5 mg / 

kg suspensie de γ-Fe2O3 funcționalizat cu Doxorubicina (γ-Fe2O3 _DOX). Asupra acestora s-a 

aplicat un câmp magnetic produs de o bobină alimentată la o tensiune de 12 V. Grupurile 7, 8 

au fost injectate cu Doxorubicina (DOX) simplă, 0,5, respectiv 1 mg /kg. Un soarece a fost 

considerat etalon.   

Soluțiile obținute au fost administrate la 24 h, 72 h, 7 zile și 10, zile prin injectare la 

nivelul tumorii. Pentru obținerea soluțiilor injectabile s-au folosit 0.5ml γ-Fe2O3 și 0.5 ml DOX, 

respectiv 0.5ml γ-Fe2O3 și 1 ml DOX. La fiecare administrare intratumorală a suspensiilor, 

respectiv 24h, 72h, 7 zile și 10 zile, grupurile 3-6 au fost expuse la un electromagnet, căruia i-

au fost aplicate tensiuni diferite, respectiv 8 V și 12 V. Intensitatea maximă a câmpului magnetic 

a fost orientată la nivelul regiunii tumorale. Timpul de expunere a fost de 7 minute.  La sfârșitul 
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experimentului, după 14 zile de la debutul tratamentului, animalele au fost eutanasiate, iar 

organele lor au fost prelevate.  

 

Figura 3.38. Aplicarea țintită a câmpului magnetic asupra regiunii tumorale [335]. 

În scopul identificării efectului substanțelor administrate, cât și a câmpului magnetic, 

asupra formațiunilor tumorale și a organelor animalelor de laborator am realizat analiza 

histopatologică a acestora pe țesuturi hepatice, renale și splenice. Menționăm că după 

administrarea suspensiilor au supraviețuit toate animalele de laborator folosite în cadrul acestui 

experiment. Nu au fost depistate modificari în comportamentul animalelor, precum scădere 

ponderală sau apariția altor efecte secundare. Atât la administrarea soluțiilor, cât și la expunerea 

animalelor de laborator la câmpul magnetic am folosit 0,01ml/Kg Xilazina pentru anestezie. 

Comparând grupurile la care am adiministrat Doxorubicină simplă, cât și grupurile la care s-a 

administrat γ- Fe2O3_DOX și ulterior un câmp magnetic, cu etalonul, nu am constatat modificări 

macroscopice la nivelul organelor prelevate. 
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Figura 3.39. Aspectul macroscopic al rinichiului, ficatului, și plămânului la 14 zile de la 

injectarea unei soluții de γ Fe2O3_DOX și câmp magnetic alimentat la o tensiune de 12 V 

 

 

Figura 3.40. Aspectul macroscopic al rinichiului, ficatului, și plămânului la 14 zile de la 

injectarea unei soluții de DOX 

 

Figura 3.41. Aspectul tumorii la 7 zile de la injectarea unei soluții de γ- Fe2O3_DOX și 

aplicarea unui câmp magnetic obținut după aplicarea unei tensiuni de 12V 

 

Figura 3.42. Aspectul tumorii la 14 zile de la injectarea unei soluții de γ- Fe2O3_DOX și 
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aplicarea unui câmp magnetic obținut după aplicarea unei tensiuni de 12V 

 

 

Figura 3.43. Aspectul tumorii la 14 zile de la injectarea unei soluții de Doxorubicină simplă. 

Analiza histopatologică a țesuturilor prelevate de la animalele de laborator nu a 

identificat modificări în ceea ce privește țesutul renal, la animalele de laborator analizate, după 

administrarea γ-Fe2O3_DOX și Doxorubicinei simple, la niciuna din concentrațiile testate.În 

cazul țesuturilor pumonare și hepatice nu au fost observate modificări patologice și nici apariția 

unor determinări secundare în cazul grupurilor la care s-a administrat γ- Fe2O3_DOX   si câmp 

magnetic, alimentat o o tensiune de  de 8V, respectiv 12V.  

În cazul animalelor de laborator la care a fost administrată Doxorubicina simplă, am 

constatat atât cresterea în dimensiune a formațiunii tumorale, la 14 zile de la începerea 

tratamentului, cât și apariția unor determinări secundare la nivelul țesutului pulmonar și hepatic, 

în cazul a doi șoareci nude.În urmă experimentelor făcute pe animalele de laborator la care am 

injectat suspensii de γ- Fe2O3_DOX și după aplicarea unui câmp magnetic produs de o bobină 

alimentată la o tensiune de 8, respectiv 12 V am constatatat diminuarea dimensiunilor tumorilor, 

cât și lipsa apariției unor determinări secundare la nivelul celorlalte organe. Pentru studierea 

efectului γ-Fe2O3 funcționalizat cu 5-FU am folosit un numar identic de animale de laborator, 

ca și în cazul Doxorubicinei. Am folosit acelasi protocol de obtinere al tumorilor ca și în cazul 

testarii Doxorubicinei.Tratamentul a fost inceput la 4 săptămâni de la injectarea celule 

neoplazice colo-rectale HT 29 la nivelul regiunii anterioare a coapsei animalelor de 

laborator.Suspensiile au fost administrate după următorul protocol: primele două grupuri au fost 

injectate cu o soluție 1, respectiv 1,5 mg / kg suspensie de γ-Fe2O3 funcționalizat cu 5-FU (γ-
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Fe2O3 _5-FU), cele din grupurile 3 și 4 au fost injectate cu aceleași cantități de suspensie.  În 

plus, acestor două grupuri le-a fost aplicat și un câmp magnetic alimentat la o tensiune de 8V. 

Grupurile 5 si 6 au fost injectate cu 1, respectiv 1,5 mg / kg suspensie de γ-Fe2O3 funcționalizat 

cu 5-FU (γ-Fe2O3 _5-FU). Asupra acestora s-a aplicat un câmp magnetic produs de o bobină 

alimentată 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 obținute au fost administrate la 24 h, 

72 h, 7 zile și 10, zile prin injectare la nivelul tumorii. Pentru obținerea soluțiilor injectabile s-

au folosit 0.5ml γ-Fe2O3 și 0.5 ml 5-FU, respectiv 0.5ml γ-Fe2O3 și 1 ml 5-FU.  

La fiecare aplicare a tratamentului, respectiv 24h, 72h, 7 zile și 10 zile, grupurile 3-6 au 

fost expuse la un electromagnet, căruia i-au fost aplicate tensiuni diferite, 8 V și 12 V. 

Intensitatea maximă a câmpului magnetic a fost aplicată la nivelul regiunii tumorale. Ca și in 

cazul Doxorubicinei, timpul de expunere a fost de 7minute.  După 14 zile de la debutul 

tratamentului, animalele au fost eutanasiate, iar organele lor au fost prelevate.  

 

Figura 3.52. Aspectul tumorii la 7 zile de la injectarea unei soluții de γ- Fe2O3_5-FU și 

aplicarea unui câmp magnetic obținut după aplicarea unei tensiuni de  12V 



28 
 

 

Figura 3.53. Aspectul tumorii la 14 zile de la injectarea unei soluții de γ- Fe2O3_5-FU și 

aplicarea unui câmp magnetic obținut după aplicarea unei tensiuni de 12V 

La două săptămâni de la începerea tratamentului cu γ- Fe2O3_5-FU s-a observat o 

scădere a dimensiunii tumorale de aproximativ 0,5-0,9 cm, la toate animalele de laborator care 

au primit tratament cu γ- Fe2O33_5-FU, respectiv γ- Fe2O3_5-FU și câmp magnetic obținut după 

aplicarea unei tensiuni de de 8V, respectiv12V. De asemenea, am observat faptul că animalele 

din grupurile care au primit tratament cu γ- Fe2O3_5-FU, respectiv 5-FU simplu, au înregistrat 

scădere ponderala de 3-5 g, în comparație cu etalonul, care și-a pastrat greutatea relativ 

constantă.În ceea ce privește supraviețuirea, nu au fost observante diferențe pe tot parcursul 

tratamentului. La 14 zile toți șoarecii au fost sacrificați, 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, și plămânului la 14 zile de la 

injectarea unei soluții de γ Fe2O3_5-FU și aplicarea unui câmp magnetic obținut după 

aplicarea unei tensiuni de 12 V 

 

Testele anatomopatologice realizate la nivelul țesuturilor renale, hepatice, pulmonare și 

splenice nu au identificat modificări ireversibile. De asemenea spre deosebire de animalele la 

care am administrat Doxorubicina simplă, în cazul de față nu am observant apariția metastazelor 

pentru niciuna din suspensiile testate. Singură diferența între administrarea de 5-FU și γ- 

Fe2O3_5-FU, împreună cu câmpul magnetic obținut după aplicarea unei tensiuni de 8V, și 

respectiv 12V, a fost reprezentată de diferența de scădere a dimensiunii tumorale la nivelul 

grupurilor.  Pentru grupurile la care au fost administrat 5-FU simplu, scăderea dimensiunilor 

tumorale a fost de 0,3-0,5 cm, în timp ce pentru γ- Fe2O3_5-FU, administrat împreună cu câmpul 

magnetic, scăderea dimensiunii tumorale a fost situată între 0,5-1cm.   

Capitolul 4. CONCLUZII SI CONTRIBUTII PERSONALE 

Cancerul colorectal este a treia, cea mai frecventă boală neoplazică la nivel mondial, iar 

numărul pacienților noi aparuți este în continuă în creștere. Deși s-au făcut eforturi impotante în 

scopul îmbunătățirii atât a tratamentului chirugical, cât mai ales a tratamentului chimioterapic, 

la ora actuală există o serie de neajunsuri pe care le-am dezbătut pe larg în cadrul acestei teze 
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de doctorat. Tratamentul chirurgical a înregistrat un progres semnificativ, intervențiile 

chirurgicale cu viza oncologică având o rată mare de supraviețuire.  

Studiul de față a încercat găsirea unei soluții pentru îmbunătățirea efectelor medicației 

chimioterapice folosite la ora actuală, cât mai ales pentru scăderea efector adverse datorate 

administrării acestor medicamente. Astfel, s-au obținut particule de oxid de fier la dimensiuni 

nanometrice și morfologie sferică printr-o metodă de coprecipitare adaptată. De asemenea, s-au 

obținut suspensii pe bază de oxid de fier funcționalizat cu 5FU și doxorubicină.  

În spectrele EDX obținute pe probele analizate se observă prezența pricipalelor elemente 

chimice constituente atât ale 5FU cât și cele ale oxidului de fier, și anume: Carbon (C), Fluor 

(F), Azot (N), Oxigen (O) și Fier (Fe). Mai mult, rezultatele au pus în evidență și faptul că 

probele P1 și P3 nu au prezentat o toxicitate ridicată față de toate tipurile de celule studiate 

(Caco 2, HeLa și osteoblaste), pentru nici unul din intervalele de timp studiate (24 și 48 de ore), 

comparativ cu controlul. Spre deosebire de acestea, proba P2 (5 Fluorouracil) a prezentat 

toxicitate pentru toate tipurile de celule studiate și pentru toate intervalele de timp studiate. 

 Determinarea bicompatibilitații particulelor de γ-Fe2O3 a fost realizată prin inocularea 

acestora, șoarecilor nude de laborator pe diverse cai de administrare. Aceste studii au demonstrat 

faptul că, atât în cazul administrării γ-Fe2O3 pe cale intraperitoneala, cât și pe cale intratraheala, 

animalele de laborator nu au prezentat semne clinice de toxicitate și nici modificări ale 

parametrilor sanguini analizați. De asemenea, nu au fost în registrate nici modificări 

histopatologice ireversibile la nivelul țesuturilor, pentru niciuna din concentrațiile testate. 

În acest fel am demonstrat faptul că nanoparticulele de γ-Fe2O3 sunt biocompatibile, nu produc 

modificări macroscopice sau microscopice la nivelul organelor. O dată stabilită 

biocomatibilitatea acestor nanoparticule, s-a încercat determinarea eficacității lor atunci când 

sunt funcționalizate cu diferite chimiotearapice, respectiv 5-FU și Doxorubicină. Tumorile au 

fost obținute prin injectarea șoarecilor nude la nivelul regiunii anterioare a coapsei, cu celule HT 

29. 

La nivelul acestor tumori au fost injectate suspensii de γ-Fe2O3 funcționalizat cu 5-FU, 

respectiv Doxorubicină, la diferite concentrații și la diferite intervale de timp. De asemenea, a 

fost analizată influență aplicării unui câmp magnetic asupra acestor nanoparticule, în scopul 

îmbunătățirii efectelor antitumorale. Rezultatele obținute au fost încurajatoare, demonstrând de 

asemenea că nanoparticulele funcționalizate cu diverse medicamente chimioterapice produc 
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micșorarea dimensiunilor tumorilor, fără a afecta celelalte organe și sisteme, așa cum reiese din 

evolutia clinică a animalelor de laborator, analiza histopatologică realizată organelor prelevate 

de la aceste animale, precum și din determinările biologice analizate. Am demonstrat faptul că 

atât functionalizarea nanoparticulelor, cât și direcționarea lor cu ajutorul unui câmp magnetic a 

garantat o eficiență ridicată a medicamentului, diminuând în același timp efectele secundare.Spre 

deosebire de animalele de laborator la care a fost administrat γ-Fe2O3 funcționalizat cu 

chimioterapic și la care a fost aplicat un câmp magnetic, animalele care au primit chimioterapic 

simplu (Doxorubicina) au prezentat determinari secundare pulmonare si hepatice. Având în 

vedere rezultatele studilor prezentate în cadrul tezei de doctorat putem spune că obiectivele tezei 

au fost atinse în proporție de 100% datorită faptului că am obținut particule cu dimensiuni 

nanometrice cu o biocompatibilitate superioară demonstrată atât de rezultatele studiilor in vitro 

cât și de cele in vivo. 

Considerăm că rezultatele studiilor realizate de noi ar putea reprezenta baza pentru 

viitoare studii clinice de faza I și II, care să determine eficacitatea acestor nanoparticule atât în 

tratamentul, cât și în diagnosticul neoplasmului de colon, la subiecții umani.  
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