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STADIUL CUNOASTERII IN DOMENIU

Citostaticele pot produce modificari structurale sau
functionale la nivelul tubului digestiv [1,2], datorita lipsei
de f1nalta selectivitate asupra tesutului tumoral,
medicamentul antineoplazic neficand discriminarea intre
celula canceroasa si celula unui tesut normal aflat in
diviziune rapida, precum tesutul epitelial digestiv [3].
Epirubicina este un citostatic din clasa antraciclinelor,
folosit in terapia onco-hematologica si oncologica, care
poate produce relativ frecvent toxicitate mucoasa,
hematologica si cardiaca. Mucozita, pornind din cavitatea
bucala si faringe pana in colon, este o complicatie la
nivelul mucoaselor care apare prin efectul citotoxic al
chimioterapiei. Patogeneza mucozitei este complexd, un
proces multifactorial si o cascada de evenimente in
multiple structuri tisulare [4]. Sonis si colab au descris
cinci faze prin care se desfisoara mecanismul mucozitei,
care Incep in submucoasa si {intesc epiteliul [4].

Modificarile histologice constau in pierderea
integritatii barierei mucoase, reducerea marimii
vilozitatilor intestinale si chiar aplatizarea acestora [1], cu
semne de apoptoza in microscopia optica si electronica,
inflamatie, alterarea jonctiunilor stranse celulare,
modificari calitative si cantitative ale microflorei
intestinale, alterari ale componentelor matricii
extracelulare, reducerea numarului de celule caliciforme
dar cu cresterea secretiei de mucus [5,65] si modificarea
calitativa a mucusului secretat.

Antraciclinele pot produce leziuni hepatice, provocand
moartea hepatocitelor si alterarea metabolismului celular
hepatic, cu modificarea valorilor markerilor serologici
hepatici si alterari structurale. Expresia proteinelor
familiei Bcl-2 este modificatd in hepatotoxicitatea post



chimioterapie, sugerand apoptoza la acest nivel. De
asemenea, mecanismele inflamatorii concura la distructia
hepatocitelor.

Toxicitatea hematologicd produce cel mai frecvent
anemie, leucopenie cu neutropenie si trombocitopenie.

Silimarina, o mixtura de flavonolignani, este extrasa
din planta Armurariu (Silybum marianum) si are efecte
antioxidante puternice, anticarcinogenetice, anti-
inflamatorii si citoprotectoare.

CONTRIBUTIA PERSONALA

Este structuratd in patru experimente, primele trei
derulate pe soareci, iar ultimul pe pacienti voluntari.
Obiectivele principale ale tezei sunt:

1. Demonstrarea experimentald in vivo a alterarii
structurii normale a epiteliului digestiv in mucozita,
post administrare de epirubicina

2. Demonstrarea experimentala in vivo a efectului de
ameliorare a leziunilor produse prin epirubicina la
nivelul tubului digestiv, consecutiv administrarii de
silimarina

3. Demonstrarea experimentala in vivo a
hepatotoxicitatii induse de epirubicina

4. Demonstrarea experimentalda in vivo a efectului de
ameliorare a leziunilor hepatice produse prin
epirubicind, consecutiv administrarii de silimarina

5. Evaluarea prezentei epirubicinei la nivel hepatic prin
microscopie in camp Intunecat cu detectie
hiperspectrala (hsDFM)

6. Evaluarea la soareci a modificarilor hematologice in
hemoleucograma, post administrare de epirubicina

7. Evaluarea la pacienti voluntari a alterarii structurii



normale a colonului in mucozita, post terapie cu
epirubicina

1.EVALUAREA IN VIVO A TOXICITATII INDUSE DE
EPIRUBICINA LA NIVELUL MUCOASEI TUBULUI
DIGESTIV

OBIECTIVE

Demonstrarea la soareci a alterarii structurii normale a
epiteliului digestiv In mucozita, post administrare de
epirubicind si a preventiei sau ameliorarii produse prin
administrarea de silimaring, prin: evaluarea modificarilor
structurale, in microscopie opticg, coloratie
Hematoxilina&Eozina, evaluarea modificarilor survenite
in structura si numarul celulelor caliciforme, prin coloratia
Albastru Alcian P.A.S. si cuantificarea celulelor caliciforme
la nivel de intestin subtire si colon, evaluarea
mecanismelor mucozitei, in special a apoptozei, prin
imunohistochimie, cu determinarea expresiei pentru
P450, Bcl-2, Bax si P53, evaluarea degradarii ADN-ului la
nivel de tub digestiv In mucozita post epirubicind, prin
electroforeza in gel agaroza.

MATERIAL SI METODE

Substantele chimice

Autoanticorpii Bcl-2, Bax, p53 au fost achizitionati de la
Santa Cruz (Darmstadt, Germania), cyt P450 de la Abcam
(San Francisco, SUA) si toti ceilalfi reactivi histologici au
fost achizifionati de la Bio-optica (Milano, Italia).
Silimarina a fost cumparata de la Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO) iar epirubicina hidroclorid 2mg/ml a fost fabricata de
Actavis, Miami, FL.

Animalele de experienta

S-au folosit soareci CD 1 din coloniile de crestere ale
Institutului de Stiinte ale Vietii, Universitatea de Vest
“Vasile Goldis” din Arad. Soarecii au avut 2 luni, cu



greutate Intre 30+2g si au fost hraniti cu hrana standard
pentru rozatoare (Institutul Cantacuzino, Bucuresti,
Romania). Animalele au fost tinute in ciclu de 12 ore
lumina/intuneric, la o temperatura constanta (20+1°C) si
umiditate constanta (50+5%). Toate procedurile
experimentale au fost efectuate In conformitate cu legile in
vigoare si ghidurile institutionale, si au fost aprobate de
Comisia de Etica in Cercetare institutionala.

Modelul experimental

Soarecii au fost Tmpartiti randomizat in 6 loturi: lotul
control (n=10), lotul tratat cu epirubicina (Epi) (n=10),
lotul tratat cu epirubicina+50 mg/kg silimarina (Epi+50Si)
(n=10), lotul tratat cu epirubicind+100 mg/kg silimarina
(Epi+100Si) (n=10), lotul tratat cu 50 mg/kg silimarina
(50Si) (n=10) si lotul tratat cu silimarina 100 mg/kg
(100Si) (n=10). La lotul de control si la lotul Epi s-a
administrat zilnic prin gavaj solutie de carboximetil
celuloza 0.7% (CMC). Pentru a reflecta situatia clinicg, la
soareci s-a administrat intraperitoneal o doza cumulativa
de 12mg/kg de epirubicing, care este relevanta la om
[189] (Alderton et al, 1992), divizata In 6 doze a céate
2mg/kg (intraperitoneal) la 2 zile, incepand cu ziua a doua
a experimentului. Alegerea a doua doze de silimarina s-a
bazat pe datele din literatura de specialitate publicate in
prealabil, conform carora o dozad intre 50 si 100mg/kg
administrata pe o perioada de pana la 2 saptamani si-a
dovedit eficienta in prevenirea injuriei gastrointestinale
[190,191,192]. Pudra de silimarina a fost in prealabil
dizolvatd 1n carboximetil celuloza 0.7%. Pentru ambele
grupuri co-tratate (50 mg/kg si 100 mg/kg),
administrarea silimarinei a inceput cu 24 de ore Tnaintea
primei injectii de epirubicing, si s-a administrat zilnic prin
gavaj intre zilele 1 si 13 ale experimentului.



In ziua 14 toti soarecii au fost anesteziati prin inhalarea de
isoflurane si eutanasiati prin dislocare cervicala. Dupa
sacrificare s-au prelevat stomacul, intestinul subtire si
colonul.

Examinarea histologica

Sectiunile pentru examinarea histopatologicd au fost
colorate cu Hematoxilina&Eozina (HE) si Alcian Blue P.A.S
pentru mucine, ulterior au fost examinate la microscopul
optic (Olympus BX43, Hamburg, Germania).
Determinarea cantitativa a celulelor caliciforme

S-au numarat celulele caliciforme umplute cu mucina in
proportie mai mare de 80%, cu un total de cel putin 15
vilozitati/cripte/sectiune  analizatda, folosind softul
Olympus Cell Dimension.

Determinarea imunohistochimica a cyt P450, Bcl-2,
Bax si p53

Analiza imunohistochimica a fost efectuata pe sectiunile
tisulare parafinate din stomac, jejun si colon folosind
anticorpi monoclonali de soarece impotriva cyt P450
diluat 1:100, Bcl-2 diluat 1:50, Bax diluat 1:50 (San
Francisco, Santa-Cruz, SUA) si p53 diluat 1:50 (San
Francisco, Santa-Cruz, SUA).

Fragmentarea ADN prin electroforeza in gel agaroza
ADN-ul izolat a fost separat pe un gel de agaroza (1%
agaroza in tampon Tris-acid acetic-EDTA 1% (TAE) cu
bromura de etidiu) iar benzile au fost vizualizate la un
transiluminator cu lumina ultravioleta UVP BioDoc-IT.
Analiza statistica

Toate rezultatele au fost exprimate ca medie + DS
(deviatia standard). Datele au fost analizate pentru
semnificatie statistica prin ,one-way” ANOVA urmata de
un test Bonferroni post-hoc folosind softul GraphPad
versiunea 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, SUA).



Valoarea lui p < 0.05 a fost considerata ca prag pentru
semnificatia statistica.

REZULTATE

In urma examindrii in coloratie Hematoxilini-Eozini si
Albastru Alcian PAS, am observat ca vilozitatile intestinale
sunt usor aplatizate la lotul Epi, celulele caliciforme au
devenit mai condensate si cu localizare in portiunea
superioara a vilozitatilor intestinale; in colon la lotul Epi
celulele caliciforme sunt mai mari, condensate, cu o
cantitate de mucus mai mare fajda de lotul martor.
Numadrul total de celule caliciforme de la nivelul
vilozitatilor si al criptelor colonului la lotul tratat cu
epirubicina este redus fata de lotul martor. Examinarea
imunohistochimica a aratat ca expresia P450 este crescuta
la lotul Epi, in celulele epiteliale din intestinul subtire,
stomac si colon, expresia Bcl-2 scade la lotul Epi in toate
segmentele tubului digestiv analizate, expresia Bax este
crescuta la lotul Epi In intestinul subtire, stomac si colon,
expresia p53 este de asemenea crescutd la lotul Epi in
toate cele trei segmente examinate, fata de lotul martor. in
concordantd cu schimbarile generale care apar fin
apoptoza, fragmentarea internucleosomald a ADN a fost
observata la grupurile tratate cu epirubicind in toate
tesuturile analizate. Silimarina a avut urmatoarele efecte:
a crescut numarul de celule caliciforme la nivel de
intestine subftire si colon, a scazut expresia Bax, P450 si
p53, si a crescut expresia Bcl-2 fatd de lotul Epi, in doze de
50mg/kg respectiv 100mg/kg. De asemenea, a redus
fragmentarea ADN in stomac, intestin subtire si colon fata
de lotul Epi.

CONCLUZII

La nivelul tubului digestiv la soareci, epirubicina produce
apoptoza celulelor epiteliale, modificari numerice si
calitative ale celulelor caliciforme, degradarea ADN-ului.



Silimarina are efecte protectoare asupra tubului digestiv
in toxicitatea postchimioterapie.

2. EVALUAREAIN VIVO A TOXICITATII INDUSE DE
EPIRUBICINA LA NIVELUL FICATULUI

OBIECTIVE

Demonstrarea hepatotoxicitatii induse de epirubicina la
soareci si a efectului de prevenire si ameliorare a
leziunilor = produse prin epirubicind, consecutiv
administrarii de silimarina, prin: determinarea markerilor
biochimici hepatici la soareci, cu evaluarea modificarilor
valorilor aspartat aminotransferazei (ASAT), alanin
aminotransferazei (ALAT) si gama glutamiltransferazei
(GGT), evaluarea modificarilor structurale, In microscopie
optica, coloratie = Hematoxilind&Eozina, evaluarea
expresiei markerilor pro-apoptotici si antiapoptotici Bax
si Bcl-2, precum si a expresiei P450, evaluarea prezentei
epirubicinei la nivel hepatic prin microscopie In camp
intunecat cu detectie hiperspectrala.

MATERIAL SI METODE

Subtstantele chimice

Pentru analizarea testelor sanguine la soareci, s-a folosit
kitul de detectie Roche reagents.

Animalele de experienta

Pentru experiment au fost folositi soareci CD 1 din
coloniile de crestere ale Institutului de Stiinte ale Vietii,
Universitatea de Vest “Vasile Goldis” Arad, in aceleasi
conditii ca la primul experiment.

Modelul experimental

Soarecii au fost impartiti randomizat in 6 loturi, identice
cu cele folosite in experimentul 1. Dupa sacrificare s-a
prelevat ficatul si sange din vena cava pentru testele
biochimice.

Analizele biochimice



S-a evaluat activitatea enzimatica a  aspartat
aminotransferazei ASAT, alanin aminotransferazei ALAT
si gama glutamiltranspeptidazei GGT prin
spectrofotometrie

Examinarea histologica

Sectiunile pentru examinarea histopatologicd au fost
colorate cu Hematoxilinda&Eozina.

Determinarea imunohistochimica a Bax, Bcl-2 si cyt
P450

Analiza imunohistochimica a fost efectuata pe sectiunile
tisulare parafinate din ficat folosind anticorpi monoclonali
de soarece Impotriva Bax diluat 1:50, Bcl-2 diluat 1:50 si
cyt P450 diluat 1:100 (San Francisco, Santa-Cruz, SUA).
Microscopia in camp intunecat cu detectie
hiperspectrala (hsDFM)

Imagistica hiperspectrald in combinatie cu microscopia in
camp intunecat a fost folosita pentru a evalua distributia
epirubicinei in ficat, la nivelul sectiunilor tisulare
histologice. Imaginile din microscopia in cimp Intunecat si
ariile hiperspectrale au fost captate folosind un microscop
optic cu transmisie in cadmp Intunecat imbunatatit
(Olympus BX43), echipat cu spectrofotometru de
imagistica hiperspectrala (Headwall, CytoVivalnc, Auburn,
AL). Imaginile au fost achizitionate folosind lentile 100X
cu imersie in ulei.

Analiza statistica

Analiza statistica a fost efectuata folosind ,one-way”
ANOVA cu softul Stata 13 (StataCorp LP, Texas, USA).
Valoarea lui p<0.05 a fost considerata ca fiind
semnificativa statistic.

REZULTATE

La 24 de ore de la terminarea chimioterapiei, toti cei trei
markeri biochimici hepatici, respectiv ASAT, ALAT si GGT
au fost crescuti la lotul Epi fatd de lotul martor. La lotul



tratat cu Epi s-au observat dilatatii sinusoidale, infiltrat
inflamator si steatozda hepaticd. Imunohistochimic, s-a
observat ca expresia Bax a fost prezentda la lotul Epi,
expresia Bcl-2 a fost redusa la acelasi lot Epi, iar expresia
P450 a fost puternica la lotul Epi, comparativ cu lotul
martor. Silimarina a redus infiltratul inflamator si steatoza
hepatica la loturile la care a fost co-administrata
epirubicinei. De asemenea, a determinat o expresie mai
scazuta a Bax si a P450 la loturile co-tratate, respectiv o
expresie mai mare a Bcl-2, fatd de lotul Epi. Prin
examinarea prin microscopie fn camp Intunecat cu
detectie hiperspectrala s-a observat o absorbtie crescuta
in profilul spectral al tesutului din lotul Epi la lungimea de
unda de aproximativ 450-550 nm si o crestere marginald
in reflexie la acest lot la aproximativ 625-800 nm, precum
si profile spectrale unice pentru fiecare dintre loturile Epi,
Epi+50Si si Epi+100Si.

CONCLUZII

Epirubicina produce toxicitate hepaticd manifestata prin
cresterea markerilor serologici hepatici, cu modificari
structurale de tip dilatatii de sinusoide hepatice. Apoptoza
hepatocitelor este demonstrata prin imunohistochimie. La
nivelul fesutului hepatic se observa infiltrat inflamator iar
hepatocitele prezintd steatoza. Epirubicina este prezenta
la nivel de tesut hepatic, dar curbele spectrale ale loturilor
cotratate sunt diferite, probabil prin accelerarea
procesului de detoxifiere hepatica, aspect reliefat si prin
expresia P450.

3.CORELAREA TOXICITATII GASTROINTESTINALE
SI HEPATICE CU TOXICITATEA HEMATOLOGICA
LA SOARECI, CONSECUTIV TRATAMENTULUI CU
EPIRUBICINA

OBIECTIVE



Evaluarea modificarilor hematologice la loturile de soareci
luate 1n studiu, prin determinarea parametrilor
hemoleucogramei: evaluarea efectelor epirubicinei asupra
parametrilor hematologici, evaluarea protectiei oferite
prin administrarea silimarinei Impotriva toxicitatii
hematologice, evidentiata prin modificarea parametrilor
hematologici.

MATERIAL SI METODE

Substantele chimice

Pentru efectuarea hemoleucogramei s-au folosit reactivi
Urit 2900 VetPlus, China

Animalele de experienta

Pentru experiment au fost folositi soareci CD 1 din
coloniile de crestere ale Institutului de Stiinte ale Vietii,
Universitatea de Vest “Vasile Goldis” din Arad, In aceleasi
conditii ca la experimentele anterioare.

Modelul experimental

Soarecii au fost Impartiti randomizat in 6 loturi, identice
cu cele folosite in experimentul 1 si 2. Dupa sacrificare s-a
prelevat sange din vena cava pentru determinarea
hemoleucogramei.

Analiza hemoleucogramei

Pentru determinarea parametrilor hematologici s-a folosit
un echipament automat digital (Urit 2900 VetPlus, China).
Pentru efectuarea hemoleucogramei s-a folosit sange
heparinat. Au fost determinate: numarul de leucocite,
numarul de eritrocite, concentratia de hemoglobina,
valoarea hematocritului si numarul de trombocite.
Statistica

Toate rezultatele au fost exprimate ca media + DS
(deviatia standard). Datele au fost analizate pentru
semnificatie statistica prin ,one-way” ANOVA. Valoarea lui
p < 0.05 a fost considerata ca prag pentru semnificatia
statistica.



REZULTATE

La lotul Epi s-au observat urmatoarele modificari:
cresterea numarului de leucocite, scdderea numarului de
eritrocite, a hematocritului si a concentratiei de
hemoglobing, cresterea numarului de trombocite fata de
lotul martor. Silimarina a avut urmatoarele efecte: lotul
Epi+100Si a avut un numar de leucocite scazut fatd de
lotul Epi, ambele loturi co-tratate au avut numar crescut
de eritrocite fata de lotul Epi, iar loturile tratate doar cu
silimarind au avut numarul de eritrocite crescut fata de
lotul martor. De asemenea, hematocritul a fost crescut fata
de lotul Epi la lotul Epi+50Si, si hematocritul si
hemoglobina fata de lotul martor pentru loturile tratate
doar cu silimarina. Numadrul de trombocite nu s-a
modificat semnificativ statistic fata de lotul Epi la loturile
care au primit silimarina.

CONCLUZII

Epirubicina produce toxicitate hematologica la soareci,
prin modificarea parametrilor celor trei serii sanguine,
toxicitate care se coreleaza cu cea digestiva (numarul de
leucocite este crescut in contextul inflamatiei digestive
postchimioterapie). Silimarina are efecte protectoare
asupra seriei eritrocitare.

4.EVALUAREA TOXICITATII INDUSE DE
EPIRUBICINA LA NIVELUL MUCOASEI COLONULUI
PACIENTILOR ONCOHEMATOLOGICI

OBIECTIVE

Obiectivele acestui experiment urmadresc dovedirea
toxicitatii digestive asupra colonului la pacienti prin:
examinarea histologicdi 1n microscopie opticd a
preparatelor tisulare din mucoasa de colon, in coloratie
HE si Abastru Alcian P.A.S., examinarea prin tehnici de
imunohistochimie a expresiei tisulare pentru NFkB, TNF



alfa, caspaza 3, caspaza 8, Bcl-2, Bax, mucina-2 si claudina-
1, examinarea in microscopie electronica a preparatelor
tisulare din mucoasa de colon.

MATERIAL SI METODE

Pacienti

Toti pacientii inclusi In acest studiu au fost pacienti in
evidenta Clinicii de Hematologie a Spitalului Clinic
Judetean de Urgenta Arad, internati in perioada iunie
2015-septembrie 2016. Pacientii selectati au fost cu
patologie oncohematologica (n=9), limfom non-Hodgkin,
limfom Hodgkin si lot martor, fara patologie onco-
hematologica sau chimioterapie. Toti pacientii au semnat
consimtamantul informat.

Substantele chimice

Autoanticorpii NFkB, TNFalfa, caspaza 3, caspaza 8, Bcl-2,
Bax, mucina-2, claudina-1 au fost achizitionati de la Santa
Cruz (Darmstadt, Germania), si toti ceilal{i reactivi
histologici au fost achizitionati de la Bio-optica (Milano,
[talia).

Reactivii si substantele folosite pentru tehnica de
microscopie electronica au fost cumparate de la Electron
Microscopy Sciences (Formvar), Sigma-Aldrich (fosfat de
sodium monobasic monohidrat, accelerator), Fenka
Analytica (fosfat de sodium dibazic, epon), Agar Scientific
(glutaraldehida, filmele).

Modelul experimental

Cei 9 pacienti au fost divizati in trei loturi (n=9): lotul
martor, lotul pacientilor biopsiati la 48 de ore (CHT480ore)
(limfom non-Hodgkin, limfom Hodgkin) si CHT3sapt, care
a cuprins pacienti care au fost biopsiati in medie la 3
saptamani postchimioterapia cu epirubicina (limfom non-
Hodgkin, limfom Hodgkin). Biopsiile au fost prelevate de
la doud nivele, de 20 cm si 40 cm de anus. Terapia
antineoplazica standard pe care pacientii au primit-o a



fost de tip CHOP, R-CHOP si ABVD, regimuri care includ
epirubicina. Pacientii au fost biopsiati dupa cumularea a 6
cicluri de chimioterapie pentru limfomul Hodgkin si 8
cicluri de chimioterapie pentru limfomul non-Hodgkin. S-a
efectuat colonoscopie cu biopsie de mucoasa colicd, cu
prepararea pieselor pentru microscopie optica si
microscopie electronica.

Examinarea histologica

Sectiunile au fost colorate Hematoxilina&Eozina si
Albastru Alcian P.A.S.

Evaluarea imunoreactivitatii pentru NFkB, TNFalfa,
caspaza 3, caspaza 8, Bcl-2, Bax, mucina-2, claudina-1
Analiza imunohistochimica a fost efectuata pe sectiunile
tisulare parafinate din colon folosind anticorpi
monoclonali de soarece impotriva NFkB diluat 1:100,
TNFalfa diluat 1:100, caspaza 3 diluat 1:100, caspaza 8
diluat 1:100, Bcl-2 diluat 1:100, Bax diluat 1:100, mucina-
2 diluat 1:100, claudina-1 diluat 1:100 (San Francisco,
Santa-Cruz, SUA). Pentru detectia anticorpilor a fost folosit
kitul de colorare Novocastra (Leica Microsystems,
Germania)

Examinarea electron-microscopica

Pregitirea probelor s-a facut conform protocolului folosit
in Institutul de Stiinte ale Vietii, UVVG Arad, iar
examinarea s-a facut la Microscopul electronic tip FEI
Tecnai G2 Spirit BioTwin.

Analiza simptomelor precoce de mucozita la pacientii
oncohematologici tratati cu epirubicina

Din foile de observatie ale pacientilor s-au extras date
privind prezenta urmatoarelor simptome aparute dupa
administrarea  epirubicinei, pana la 5 zile
postchimioterapie: greatd, varsaturi, diaree. Acestea s-au
regasit la rubrica “Evolutia zilnica a pacientului”. Datele au
fost inregistrate intr-o baza de date, si ulterior prelucrate



statistic. Au fost evaluate un numar de 182 de Inregistrari
de aplicare a chimioterapiei tip CHOP (n=7), R-CHOP
(n=139) si ABVD (n=36), de la un numar de 30 de pacienti
aflati In evidenta Clinicii de Hematologie a Spitalului Clinic
Judetean de Urgenta Arad. Datele s-au extras din foile de
observatie ale pacientilor, retrospectiv, in perioada iunie
2015-septembrie 2016.

REZULTATE

Din punct de vedere clinic, pacientii observati au
prezentat simptome de toxicitate digestivd precoce,
respectiv in 61% aplicatii de chimioterapie (greatad), la
10% dintre aplicatii pacienti au avut diaree si pacientii
tratati cu ABVD au avut greata la fiecare aplicatie, de grad
1-2. Morfologic, nu s-au observat diferente in lungimea
criptelor Intre cele trei loturi, respectiv cele doua nivele de
biopsie. La lotul CHT480ore s-au observat glande cu lumen
si col largi, cu celule mucoase balonizate, cu secretie
crescuta de mucus, comparativ cu lotul martor. Coloratia
Albastru Alcian P.A.S. a pus in evidentd secretie crescuta
de mucus la loturile chimiotratate fata de lotul martor, in
ambele nivele de biopsie. Calitatea mucusului este
alterata, expresia mucinei-2 fiind complet absenta la lotul
CHT48ore, expresia acesteia reficandu-se la lotul
CHT3sdptdmani. In microscopie optici s-a observat
infiltrat inflamator la ambele loturi chimiotratate, la
ambele nivele de biopsie. Inflamatia a fost pusa fin
evidenta si prin imunohistochimie, care a aratat cresterea
puternica a expresiei pentru NFkB la lotul CHT48ore, si
mai putin exprimata la lotul CHT3sapt, dar absenta la lotul
martor. Expresia TNFalfa a fost prezenta la lotul
CHT48ore, la ambele nivele de biopsie. Expresia NFkB a
fost exprimata preponderent la nivelul nucleilor, iar
TNFalfa la nivelul citoplasmei. Ambele nivele de biopsie au
prezentat acest model de expresie. In microscopie



electronica au fost descrise celule mastocitare, atat la nivel
de epiteliu cat si de corion. Apoptoza a fost pusa in
evidenta prin prezenta de celule cu citoplasma contractata
in microscopia electronica, celule cu citoplasma rarefiata
si organite modificate, prin expresia crescuta a Bax la nivel
de epiteliu la lotul CHT48ore, expresia puternica a
caspazei 3 la acelasi lot si expresia caspazei 8 la lotul
biopsiat la 48 de ore, comparativ cu lotul martor. De
asemenea, s-a observat expresia scazutda a Bcl-2 la lotul
CHT48ore, fata de lotul martor. Si lotul CHT3sdptamani a
prezentat expresie pentru caspaza 3, dar mult redusa fata
de lotul CHT48ore. Epirubicina a produs si pierderea
integritatii barierei mucoase prin distrugerea jonctiunilor
stranse apicale si bazale si largirea spatiilor intercelulare
intre celulele epiteliale, observate electronmicroscopic la
lotul CHT48ore. La lotul CHT3saptamani au persistat
spatiile intercelulare largite, dar jonctiunile stranse au fost
integre. Expresia claudinei-1, ca parte a jonctiunilor
stranse, a fost puternic exprimata la lotul martor si la lotul
CHT3sdptamani, si mai putin exprimata la lotul CHT48ore.
Mecanismele patogenice ITn mucozita se dovedesc a fi mari
consumatoare de energie, in microscopie electronica
putandu-se observa mitocondrii alterate, balonizate, cu
cristele alterate, atat de la nivel de celula epiteliald, cat si
de celule caliciforme si de celule ale muscularei mucoasei.
In submucoasi a fost observati proliferarea de fibre de
colagen, care pledeaza pentru afectarea matricii
extracelulare In mucozita.

CONCLUZII

Regimurile de chimioterapie care includ epirubicina
produc la doze standard mucozita la nivel de mucoasa
colica, chiar in absenta simptomelor sau a modificarilor
histologice severe. Mecanismele implicate ITn mucozita au
fost dovedite In experimentul acesta: apoptoza, inflamatia,



chiar prezenta de celule mastocitare la nivel de epiteliu,
pierderea integritatii barierei mucoase, modificarea
cantitatii si calitatii mucusului secretat.

CONCLUZII GENERALE

Studiul asupra toxicitatii digestive si hepatice In urma
terapiei cu epirubicind la soareci si la pacienti a condus la
urmatoarele concluzii:

Terapia cu epirubicina la soareci produce modificari
morfologice la nivel de intestin subtire si de colon
Terapia cu epirubicina la soareci produce scaderea
numarului de celule caliciforme si cresterea cantitatii
de mucus secretata la nivel de intestin subtire si de
colon

Terapia cu epirubicind la soareci produce apoptoza
celulelor din vilozitati / cripte 1n intestinul subtire si
colon si cresterea degradarii ADN la nivel de tesut
epitelial al tubului digestiv

Co-administrarea de silimarind, in doze de 50mg
respectiv.  100mg/kg, amelioreaza  anomaliile
morfologice produse la nivel de tub digestiv la soareci
post administrare de epirubicind, amelioreaza
numarul celulelor caliciforme din intestinul subtire si
colon la soareci post administrare de epirubicina,
amelioreaza modificarile apoptotice si degradarea
ADN celular la nivel de tesut epitelial al tubului
digestiv la soareci, post administrare de epirubicina.
Terapia cu epirubicinad la soareci produce cresterea
concentratiei serice a enzimelor hepatice ASAT, ALAT,
GGT

Terapia cu epirubicina la soareci produce modificari
morfologice la nivel hepatic

Co-administrarea de silimarind reduce modificarile
structurale produse prin epirubicind, si anume



inflamatia, hepatosteatoza si dilatatiile sinusoidale,
precum si apoptoza la nivel de hepatocite, fata de lotul
Epi

Co-administrarea de silimarina reduce expresia P450
la nivel de hepatocite, fasa de lotul Epi

Conform analizei spectrale din microscopia
hiperspectrald, epirubicina se regaseste In ficatul
soarecilor tratati cu epirubicina si silimaring, curbele
loturilor co-tratate sugerand potentarea eliminarii
metabolitilor toxici ai epirubicinei prin silimarina
Terapia cu epirubicind la soareci produce cresterea
numadrului de leucocite, scdaderea parametrilor
eritrocitari si cresterea numarului de trombocite
Co-administrarea de silimarind reduce numarul
leucocitelor si a trombocitelor, creste numarul
eritrocitelor, valoarea hematocritului si concentratia
de hemoglobina fata de lotul tratat doar cu
epirubicing, in doze de 50mg respectiv 100mg/kg
Administrarea doar de silimarind, In doze de 50mg
respectiv 100mg/kg, creste numarul de eritrocite,
creste valoarea hematocritului si concentratia de
hemoglobina fata de lotul martor, la soareci

La pacienti, terapia combinata cu epirubicina produce
modificari morfologice minime in mucoasa colica fata
de lotul martor, la loturile biopsiate la 48 ore si 3
saptamani, la 20 cm si 40 cm de anus

La pacienti, terapia combinata cu epirubicina duce la
cresterea secretiei de mucus fata de lotul martor, la
loturile biopsiate la 48 ore si 3 saptdmani, la 20 cm si
40 cm de anus

La pacienti este modificata calitatea mucusului
secretat de celulele caliciforme n colon, prin expresia
absenta a mucinei-2 la la lotul biopsiat la 48 ore, la 20
cm si 40 cm de anus



- La pacienti, terapia combinata cu epirubicina produce
inflamatie tisulara, dovedita prin prezenta infiltratului
inflamator In microscopie optica si a mastocitelor in
microscopie electronica, respectiv prin exprimarea
NFKB si TNFalfa la nivel de epiteliu fata de lotul
martor, la loturile biopsiate la 48 ore (expresie
puternica) si 3 saptdmani (expresie mai slaba), la 20
cm si 40 cm de anus

- La pacienti, terapia combinata cu epirubicina produce
apoptoza celulelor epiteliale, cu  modificari
ultrastructurale, respectiv modificarea exprimarii
markerilor pro-apoptotici sau anti-apoptotici fata de
lotul martor: expresia Bcl-2 scade, a Bax creste, a
caspazei 3 creste, a caspazei 8 creste, fata de lotul
martor, la lotul biopsiat la 48 ore, la 20 cm si 40 cm de
anus

- La pacienti, terapia combinata cu epirubicind produce
consum marcat de energie la nivel celular, cu
degradarea mitocondriilor 1n celula epiteliala,
caliciforma si in fibrele musculare netede, la lotul
biopsiat la 48 ore, la 20 cm si 40 cm de anus

- La pacienti, terapia combinata cu epirubicina produce
fibroza la nivel de submucoasa, la lotul biopsiat la 48
ore,la 20 cm si 40 cm de anus
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