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  ISPITIVANJE KARDIO- I HEPATO-PROTEKTIV-
NOSTI FULERENOLA IN VIVO U HRONIČNOJ 
DOKSORUBICINSKOJ TERAPIJI KOLOREK-
TALNIH TUMORA KOD PACOVA* 

Cilj rada je proučiti efekte doksorubicina na srce i jetru pacova nakon višestruke apli-
kacije (1.5 mg kg-1 nedeljno, 3 nedelje), praćenjem: biohemijskih, elektrofizioloških, 
hematoloških i patohistoloških parametara, kao i uticaja na miokard i hepatocite pa-
cova prethodno štićenih fulerenolom (25, 50 ili 100 mg/kg/nedeljno, 3 nedelje). En-
zimska aktivnost (SOD, MDA, GSH, GSSH, GPx, CAT, CK, LDH, α-HBDH, AST, ALT) 
u serumu i homogenatu jetre i srca, krvna slika i patohistološke karakteristike rađene 
su komercijalnim metodama. Preventivna primena fulerenola C60(OH)24 značajno je 
smanjila kardiotoksičnost i hepatotoksičnost izazvanu doksorubicinom u terapiji kolo-
rektalnih tumora. Fulerenol C60(OH)24 nakon pretretmanske i.p. aplikacije u sve tri 
doze, statistički značajno smanjuje oštećenje srca i jetre kod pacova sa kolorektalnim 
tumorima koji su tretirani doksorubicinom. 

 
 

Fulereni predstavljaju relativno novu grupu jedi-
njenja, sfernog oblika, koji se sastoje isključivo iz atoma 
ugljenika (slika 1a). Od otkrivanja 1985. godine, inten-
zivno se ispituju njihove fizičke i hemijske osobine i 
biološka upotrebljivost fulerena i njihovih derivata. Fu-
leren C60 je, nasuprot dijamantu i grafitu, hemijski veo-
ma reaktivan [1–3]. Modifikacijom fulerena C60 dobi-
jeni su brojni hidrofilni, biološki aktivni molekuli, među 
kojima su se kao najzanimljiviji u in vitro i in vivo istra-
živanjima pokazali polihidroksilovani fulerenovi deriva-
ti, C60-fulerenoli (C60(OH)n, n = 2–28). U dosadašnjim 
studijama u hemijskim i biološkim modelnim sistemima 
pokazali su izvanredno visoku antioksidativnu aktivnost 
[4–6], i potencijalno protektorno delovanje u terapijama 
različitih vrsta tumora, tretmanima degenerativnih cere-
bralnih oboljenja kao što su Alchajmerova i Parkin–so–
nova bolest i u terapijama hepatitisa C i HIV-a. Pored 
navedenog, derivati C60, sintetisani vezivanjem različitih 
funkcionalnih grupa (−OH, −COOH, −NH2) na fuleren-
sko jezgro su novi kandidati sa potencijalnim antibakte-
rijskim, imunomodulatornim, antioksidativnim i radio-
protektivnim delovanjem [7–10].  

Rezultati ukazuju da polihidroksilovani fuleren, 
C60(OH)n, iskazuje antioksidantni efekat na RAW 264.7 
makrofagnoj ćelijskoj liniji [11], kao i da signifikantno 
redukuje doksorubicinsku toksičnost na humanim ćelij-
skim linijama raka dojke [9]. Predpostavljeni mehanizmi 
delovanja uključuju inaktivaciju hidroksilnog (OH•), su-
peroksidnog (O2

•−) i azot-oksidnog (NO•) radikala [10,12]. 

                                                 
*Rad saopšten na skupu „Sedmi seminar mladih istraživača“, Beograd, 
22–24. decembar 2008. 
Autor za prepisku: R. Injac, Fakulteta za farmacijo, Univerza v Ljub-
ljani, Aškerčeva cesta 7, 1000 Ljubljana, Slovenija. 
E-pošta: injacrade@gmail.com 
Rad primljen: 22. decembar 2008. 
Rad prihvaćen: 4. mart 2009. 
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Slika 1. Strukture fulerena, C60, (a), fulerenola, C60(OH)24, (b) 
i doksorubicina (c). 
Figure 1. Structures of fullerene, C60, (a), fullerenol, 
C60(OH)24, (b) and doxorubicin (c). 
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Fulerenol, C60(OH)24 (Frl), je smeđa, amorfna, hig-
roskopna praškasta supstanca (slika 1b). U vodi je slabo 
rastvorljiv (do 50 mg/L). Stabilan je pri dnevnoj svelosti 
i sobni temperaturi. Sa metalnim jonima stvara smeđ ta-
log. U kiseloj sredini je stabilan, dok je u alkalnoj prisu-
tan u jonizovanom obliku C60(OH)24-n (ONa)n. Vodeni 
rastvor je smeđe boje i ne daje karakteristične vrhove u 
UV/Vis spektru. Frl reagije sa oksidujućim sredstvima, 
halogenima i kiselinama. Hidroksilne grupe u molekulu 
C60(OH)24 imaju osobine terciarnih alkoholnih grupa 
[4,13,14], a najreaktivnije su dvostruke veze, koje pove-
zuju pentagonske strukture. Reaktivni radikali, prisutni 
u biološkom sistemu, po unosu Frl-a nekovalentno se 
vežu na njegovu površinu [13]. Interakcija između hid-
roksilnog radikala i Frl-a temelji na radikalskoj adiciji 
hidroksilnog radikala (OH•)2n na olefinske dvostruke ve-
ze fulerenolovog obruča, pri čemu kao proizvod nastaje 
C60(OH)24 + (OH•)2n (n = 1–12). Drugi moguć meha-
nizam je da Frl preda svoj vodonik radikalu OH•, pri 
čemu nastaje stabilan radikal C60(OH)23O

• [15]. 
Ispitivanje biodistribucije Frl-a ukazuje na brzu 

raspodelu u sistemskoj cirkulaciji i drugim organima, 
izuzev mozga. Klirens Frl-a iz srca, pluća, mišića, kože 
i creva je jednak klirensu iz sistemske cirkulacije. Sa 
druge strane, akumulacija u jetri, kostima, bubrezima, 
slezini i želucu je signifikantno veća nego u drugima or-
ganima [16]. Uglavnom se zadržava u jetri (73−92%) od 
1 do 16 časova [15]. Visok procenat ukupne aktivnosti 
derivata se značajno zadržava u toku 48 časova, poseb-
no u bubrezima, kostima, slezini i jetri [17]. Dobijeni 
podaci o biodistribuciji Frl-a ukazuju na potencijalnu 
primenu Frl-a u tretmanu malignih tumora, bilo kao he-
mio- ili radio- protektora, ili kao terapeutski agens u 
tretmanu leukemija, koštanih tumora ili analgezije kos-
tiju [18]. 

Doksorubicin (Doks) je najčešće upotrebljivani an-
traciklinski antibiotik u terapiji različitih neoplazmi. 
Najvažnije indikacije za njegovu upotrebu su limfomi, 
akutne leukemije i solidni tumori kao što su karcinom 
dojke, mikrocelularni karcinom pluća, karcinom mokra-
ćne bešike, štitnjače i želuca, sarkomi mekih tkiva i 
kostiju, neuroblastomi i Wilmsov tumor [19]. Efekti de-
lovanja Doks-a nastaju kao rezultat više različitih biohe-
mijskih mehanizama. Hinonska struktura na prstenu C 
(slika 1c) je potencijalni izvor slobodnih radikala i može 
uzrokovati početak procesa lipidne peroksidacije koji 
dalje dovodi do povećanja permeabilnosti ćelijske mem-
brane i programirane ćelijske smrti [18]. 

Tokom prethodnih in vivo ispitivanja na životinj-
skom modelu, pokazano je da fulerenol ima antioksida-
tivnu aktivnost i zaradi toga je uključen u in vivo istra-
živanja kao potencijalni organo-protektor pri doksoru-
bicinskoj terapiji [8,20–25]. 

Na tržištu su trenutno dostupni polihidroksilirani 
derivati fulerena C60(OH)n, proizvođača Nano-C (SAD), 
Alfa Aesar (Nemačka) i Mer Corporation (SAD). 

Cilj rada 

Cilj rada je bio da se ispitaju efekti doksorubicina 
na srce i jetru pacova nakon višestruke aplikacije (1.5 
mg kg-1 nedeljno, 3 nedelje), praćenjem: biohemijskih, 
elektrofizioloških, hematoloških i patohistoloških para-
metara, kao i uticaja na miokard i hepatocite pacova 
prethodno štićenih fulerenolom (25, 50 ili 100 mg kg-1 
nedeljno, 3 nedelje). 

MATERIJAL I METODE 

Fulerenol, C60(OH)24, (Priridno-matematički fakul-
tet, Novi Sad, Srbija) rastvoren je u sterilnom i apiro-
genom rastvoru (0,9% NaCl: :DMSO 80:20, m/m) u 
koncentraciji 10 mg/mL u laminarnoj komori neposred-
no pre upotrebe. Strukture fulerena i fulerenola su 
prikazane na slici 1.  

Fulerenol se sintetiše po originalnem postupku [13]: 

C60Br24 + 24NaOH (aq)  C60(OH)24 + 24NaBr 

Iako postupak nije previše komplikovan, dobijanje 
produkta stepena čistoće iznad 95% veoma je teško. 
Sinteza se sastoji iz sledećih koraka: 150 mg C60Br24 
tretirano je sa 5 mL 0,1 mol/dm3 rastvorom NaOH. Po-
sle 30 min mešanja na sobnoj temperaturi, pH alkalnog 
rastvora se snižava dodavanjem 0,1 mol/dm3 HCl do pH 
4,5. Rastvor se potom uparava do suva pod sniženim 
pritiskom na 40 C. Reakciona smeša se ispira tri puta 
sa po 25 mL metanola i dva puta sa po 25 mL smeše 
etanol:voda (1:1). Na kraju se fulerol spira sa 50 mL de-
stilovane vode, i zatim suši na 50 C [13]. 

Doksorubicin (Doks) (Adriablastina®, Pharmacia & 
Upjohn, Milano, Italija) rastvor za i.p. aplikaciju je pri-
premljen rastvaranjem u sterilnom i apirogenom fizio-
loškom rastvoru (2 mg/mL) u laminarnoj komori nepo-
sredno pre upotrebe. 

Vitamin C (Vitamin C® ampule, Galenika a.d. Beo-
grad, Srbija) (VitC) je pripreman tako da je 500 mg as-
korbinske kiseline rastvoreno u 5 mL vode za injekcije.  

1,2-dimetilhidrazin (DMH) (Fluka Chemie, Švaj-
carska) pripremljen je standardnom metodom [25]. Ras-
tvor je pripreman neposredno pred upotrebu rastva-
ranjem u 0,001 M EDTA, i podešavanjem konačnog pH 
rastvora na 6,8. 

Pacovi vrste Wistar, muškog pola (Medicinski eks-
perimentalni centar, Ljubljana, Slovenija) tokom sedme 
nedelje starosti preuzeti su i raspoređeni po tri ili četiri u 
zajedničke kaveze. Tokom eksperimenta, životinje su 
držane u standardnim laboratorijskim uslovima: sobna 
temperatura (22–23 °C), vlažnost vazduha 55±10%, 
smenjivanje svetlosti i tame u trajanju od po 12 časova, 
slobodan pristup hrani (Altromin, Nemačka) i vodi. 
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Svi eksperimenti su izvedeni u skladu sa propisima 
Evropske Konvencije za zaštitu i upotrebu životinja u 
laboratorijske svrhe (ETS 123) i uz dozvolu Veterinar-
ske Uprave Republike Slovenije (licenca 34401–61/ 
/2007/7). 

Životinje su na početku eksperimenta metodom 
slučajnog izbora podeljene u devet grupa od po 10 je-
dinki i tretirane na sledeći način: 

1) zdrava kontrolna grupa − fiziološki rastvor (ne-
deljno), 

2) kancer kontrolna grupa − DMH + fiziološki 
rastvor/DMSO (80/20, m/m; nedeljno), 

3) doksorubicinska grupa − DMH + Doks 1.5 mg 
kg-1 nedeljno [26–30], 

4) fulerenol/doksorubicinska grupa − DMH + Frl 
100 mg kg-1 nedeljno [8,20–23] 30 min pred 
Doks 1.5 mg kg-1 nedeljno, 

5) fulerenol/doksorubicinska grupa − DMH + Frl 
50 mg kg-1 nedeljno 30 min pred Doks 1.5 mg 
kg-1 nedeljno, 

6) fulerenol/doksorubicinska grupa − DMH + Frl 
25 mg kg-1 nedeljno 30 min pred Doks 1.5 mg 
kg-1 nedeljno, 

7) Vitamin C/doksorubicinska grupa − DMH + VitC 
100 mg kg-1 nedeljno [31–33] 30 min pred 
Doks 1.5 mg kg-1 nedeljno, 

8) fulerenolska grupa − DMH + Frl 100 mg kg-1 
nedeljno, 

9) Vitamin C grupa − DMH + VitC 100 mg kg-1 
nedeljno. 

Eksperimentalne životinje iz 2−9 grupe su intrape-
ritonealno tretirane 1,2-dimetilhidrazinom (DMH), jed-
nom nedeljno, tokom 15 nedelja u cilju hemijske induk-
cije kolorektalnih tumora (slika 2). Pacovi su tretirani 
Doks-om (1.5 mg/kg), Frl-om (25, 50, 100 mg/kg) i/ili 
vitaminom C (100 mg/kg) u 24., 25. i 26. nedelji sta-
rosti. Doza Frl-a odabrana je na osnovu preliminanih in 
vivo studija na zdravim odraslim Wistar pacovima [34–
–36] kao i studija akutne toksičnosti Doks-a na in vivo 
modelu raka dojke na pacovima [8,21,23]. Sedam dana 
nakon poslednje aplikacije (27 nedelja starosti) euta-

nazija je izvršena ugljenik-dioksidom. Svih 90 životinja 
je preživelo tretman do eutanazije. 

Krv za analizu je uzeta srčanom punkcijom na ot-
vorenoj grudnoj regiji. Podeljena je u dve porcije od 
čega je 200 µL stabilisano antikoagulansom i korišćeno 
za hematološku analizu, a preostali deo krvi je nakon 2 
sata stajanja na sobnoj temperaturi centrifugiran i serum 
odvojen za analizu aktivnosti serumskih enzima (ALT, 
AST, CK, LDH, α-HBDH). 

Svako srce i jetra su odvojeni od žrtvovane živo-
tinje, isečeni na komade i homogenizovani u Tris puferu 
(pH 7,4; masa organa/količina pufera 1:10; m/m). Grubi 
homogenat je podeljen na dva dela. Jedan deo je koriš-
ćen za analizu MDA, a drugi je centrifugiran na 13.000 
o/min tokom 20 min na 4 °C (Beckman, Ultracentri-
fuga). Supernatant je korišćen za analizu ukupnih pro-
teina (TP), glutationa (GSH, GSSG), glutation-preoksi-
daze (GPx), glutation-reduktaze (GR), katalaze (CAT) i 
superoksid dismutaze (SOD), totalnog antioksidativnog 
statusa (TAS), laktat dehidrogenaze (LDH) Analize su 
izvedene po prethodno opisanim postupcima [8,21].  

Odnos mase srca i jetre i telesne mase je računat u 
cilju praćenja makroskopskih promena na srcu i jetri.  

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± 
standardna devijacija (SD). Radi poređenja među 
grupama upotrebljena je ANOVA praćena LSD post 
hoc testom (SPSS 15.0 za Windows). Nivo značajnosti 
je 95% (a: p < 0,05; b: p < 0,01; c: p < 0,001). 

REZULTATI I DISKUSIJA 

Patohistološke promene 

Tokom autopsije, srca i jetre su isečeni i izmereni. 
Uzorci tkiva svakog srca i jetre su fiksirani u 10% pu-
ferovanom formaldehidu i poslani na histološku analizu. 
Svi uzorci tkiva su potopljni u parafin, serijsko sečeni 
na po 4 µm i bojeni haematoxylin-eosin-om. U grupama 
tretiranim samo Doks-om i samo Frl-om makroskop-
skim pregledom je primećeno oticanje jetre. U grupi tre-
tiranoj Doks-om i 100 mg/kg Frl-a primećena je bilate-
ralna dilatacija srca. Ove promene su u korelaciji sa 

7 nedelja stari 
pacovi 

15 nedelja 2 nedelje 3 nedelje 

DMH (0.9% NaCl) 20 mg/kg/nedeljno (1x) tokom 15 nedelja 

Eutanazija 

Aplikacija 
Doks i/ili Frl 

Uzorci krvi 

17 nedelja 

 

Slika 2. Eksperimentalni protokol. 
Figure 2. Experimental protocol.
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vrednostima koeficijenata organa (tabela 1). Koeficijent 
organa je odnos mase organa po obdukciji (mg) i telesne 
mase životinje po eutanaziji (g). Najznačajnija varijacija 
je u vrednosti koeficijenata jetre i u saglasnosti je sa već 
objavljenim rezultatima [8,37]. 

Kada je Frl aplikovan u dozi 100 mg/kg, približno 
20% od primenjene količine je ostalo neapsorbovano 
zbog slabe rastvorljivosti i veličine čestice Frl-a. Ta ko-
ličina se akumulirala na ventralnoj strani abdomena na-
ročito na površini jetre, u abdominalnom masnom tkivu 
i skrotumu što uzrokuje stvaranje granuloma (inkapsu-
lirani kristali nerastvorenog Frl-a zajedno sa makrofa-
gima sa fagocitovanim česticama Frl-a) (slika 3). Aku-
mulacija nerastvorenog Frl-a je bila dozno zavisna jer se 
količina nakupljenog Frl-a smanjivala sa smanjenjem 
doze od 100 do 25 mg/kg. 

U dozi od 1,5 mg/kg koja odgovara terapeutskoj 
dozi, Doks je izazvao formiranje vakuola u srčanom tki-
vu, jasno ograničen gubitak miofibrila, nekrozu, ume-
renu infiltraciju limfoidnih ćelija u srčano tkivo (slika 
4). U tkuvu jetre Doks je doveo do nekroze, degenera-
cije parenhima i polimorfizma hepatocita (slika 4). Tret-
man Frl-om u sve tri doze je signifikantno smanjio sr-
čane lezije u poređenju sa Doks grupom. Međutim, pro-
tektivni efekat Frl-a na Doks-om izazvanu vakuolizaciju 
kardiomiocita, infiltraciju srca limfoidnim ćelijama je 
detektovan samo pri dozama od 25 i 50 mg/kg. Moguće 
je da su više doze Frl-a citotoksične zbog veće količine 
aplikovanog DMSO-a [38]. Zanimljivo je to da se signi-
fikantni protektivni efekat Frl-a na histološke poreme-
ćaje izazvane Doks-om povećava sa smanjenjem doze 
Frl-a. U poređenju sa oštećenjima srčanog i jetrenog tki-

Tabela 1. Telesna masa pacova i koeficijenti srca i jetre nakon eutanazije; procena promena u EKG-u 
Table 1. Body weights of rats and coefficients of heart and liver after sacrificing; Evaluation of ECG alterations 

Grupa 
Telesna masa 

(g) 
Koeficijent srca 

(mg/g) 
Koeficijent jetre 

(mg/g) 
QRS 
(ms) 

aQRS  
(mV) 

ST 
(ms) 

Puls 
(udar/min) 

1 526,4 ± 21,0 2,5 ± 0,3 28,6 ± 2,7 16,3 ± 0,6 0,94 ± 0,11 16,3 ± 2,4 270,3 ± 6,5 

2 410,1 ± 36,3 2,8 ± 0,2 30,1 ± 1,9 18,3 ± 2,2 1,03 ± 0,03 22,0 ± 1,2 291,5 ± 35,5 

3 387,7 ± 15,6 2,7 ± 0,2 33,1 ± 1,7 22,5 ± 0,9 0,73 ± 0,29 29,3 ± 1,3 239,3 ± 31,5 

4 390,4 ± 27,0 2,4 ± 0,2 33,0 ± 1,9 19,3 ± 2,9 0,93 ± 0,03 24,0 ± 6,0 221,3 ± 17,1 

5 377,9 ± 26,0 2,8 ± 0,2 33,9 ± 1,7 16,7 ± 1,2 0,90 ± 0,12 22,7 ± 1,3 243,7 ± 5,0 

6 368,5 ± 20,6 2,8 ± 0,2 34,2 ± 2,3 19,0 ± 0,6 1,02 ± 0,14 25,0 ± 3,6 232,3 ± 8,7 

7 390,6 ± 33,2 2,6 ± 0,3 31,5 ± 2,4 20,3 ± 0,8 1,10 ± 0,12 27,7 ± 2,0 239,0 ± 12,0 

8 399,0 ± 22,1 2,7 ± 0,2 36,5 ± 2,9 18,0 ± 1,2 1,13 ± 0,06 21,7 ± 1,1 241,0 ± 12,5 

9 434,1 ± 24,4 2,5 ± 0,2 32,8 ± 1,1 19,0 ± 1,0 1,01 ± 0,11 21,5 ± 1,0 243,3 ± 16,9 

Slika 3. Makroskopske i mikroskopske promene u abdominalnoj šupljini pacova tretiranog Frl-omCrne i smeđe čestice Frl-a vidljive 
su u abdomenu, naročito na površini jetre i masnom tkivu. (a). Granulomi koji sadrže Frl u kristalnom obliku (F) i makrofage ispu-
njene Frl-om, H&E, uvećanje 100 (b). Veliki broj makrofaga sa brojnim granulama Frl-a u citoplazmi; H&E, uvećanje 400 (c). 
Figure 3. Macroscopic and microscopic changes in the abdominal cavity of rats treated with Frl. Black and brown particles of Frl 
are seen in the abdomen, particularly on the surface of the liver and fat tissue (a). Granulomatous tissue, predominantly composed of 
Frl composites in crystal form (F) and macrophages filled with Frl; H&E, magnification 100 (b). Large number of macrophages 
with numerous brown granule of Frl in cytoplasm; H&E, magnification 400 (c).
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va zapaženim pregledom uzoraka iz kontrolne tumorske 
grupe, Frl-a pokazuje veću protekivnu aktivnost prema 
srčanom nego prema jetrenom tkivu. 

Strukturne i funkcionalne promene zapažene mik-
roskopskim pregledom tkiva srca i jetre nakon tretmana 
Doks-om su slične promenama opisanim u literaturi [27, 
39–43]. Tretman ili pretretman sa snažnim antioksidan-
sima kao što su vitamin E i katehin  [39], Angelica si-
nensis [40], Lycium barbarum [41], Salvia miltrirrhiza 
[42] i Centella asiatica [27] tokom nekoliko nedelja do-
veli su do značajnog očuvanja stukture mitohondrija. 
Ovi rezultati su u saglasnosti sa efektima Frl-a nakon 
trostruke aplikacije. Brojni rezultati u literaturi ukazuju 
na to da upotreba antioksidanasa u terapiji Doks-om 
ublažuje oštećenja srca i jetre. 

Promene na EKG-u 

Poznato je da hronična upotreba antraciklina dovo-
di do promena repolarizacijske faze u EKG-u pacova 
kao i do infarkta i drugih patohistoloških promena srca 
[44]. Da bi se ispitao efekat hronične upotrebe Doks-a 
na EKG, pacovi su anestezirani primenom ketamina (65 
mg/kg) i ksilazina (9 mg/kg). Za procenu kardiotoksič-
nosti Doks-a posmatrane su promena u trajanju QRS 
kompleksa i SαT segmenta [29,45–47]. Tri nedelje pos-
le aplikacije Doks-a EKG pokazao je promene u depo-
larizacijskoj i repolarizacijskoj fazi. Došlo je do produ-
ženja QRS i SαT intervala što je takođe objavljeno u 
literaturi [29,46,47]. Kao što je očekivano u poređenju 
sa kontrolnom grupom  nije bilo signifikantnih promena 

u grupama koje su primile samo Frl ili samo vitamin C 
kao ni u grupama koje su primile kombinaciju Frl/Doks. 
Međutim pretretman vitaminom C nije ublažio  produ-
ženje QRS i SαT intervala izazvano Doks-om. Suprotno 
tome pretretman Frl-om u svim dozama je sprečio nas-
tanak promena u depolarizacijskoj i repolarizacijskoj fazi 
što ukazuje na kardioprotektivno delovanje Frl-a (tabela 1). 

Hematološki parametri 

Rezultati merenja hematoloških parametara (broj 
leukocita, eritrocita, nivo hemoglobina, hematokrit, sre-
dnji korpuskularni volumen (MCV), srednji korpus-
kularni hemoglobin (MCH) i srednja korpuskularna 
koncentracija hemoglobina (MCHC), kao i broj bazo-
fila, eozinofila, neutrofila, monocita i limfocita) nakon 
hronične aplikacije Doks-a, Frl-a i/ili vitamina C ne po-
kazuju statistički značajne promene između tri analizi-
rana vremenska perioda. Promene hematoloških para-
metara nisu toliko upečatljive kao promene koje smo 
primetili pri ispitivanju akutne Doks toksičnosti nakon 
jednokratne aplikacije Doks-a u dozi od 8 mg/kg [8,21]. 
Razlog za ovo može biti u primenjenoj dozi Doks-a, 
koja je u ovom eksperimentu približnija stvarnoj tera-
peutskoj dozi (1,5 mg kg-1 nedeljno) i manje toksična, 
kao i dužem periodu trajanja eksperimenta tokom kojeg 
su se životinje adaptirale na stresne uslove nakon tret-
mana. Tokom tri nedelje značajna varijacija u broju leu-
kocita je primećena za Frl i VitC grupu. Najznačajnije 
povećanje neutrofila i limfocita se javilo na početku 
tretmana u Doks/VitC grupi i na kraju terapije u Frl 

Slika 4. Histološke promene na srcu i jetri pacova tretiranih Doks-om (a i b), Doks-om i Frl-om (25 mg/kg, i.p.) (c i d) i fiziološkim 
rastvorom – zdrava kontrola (e i f); H&E, uvećanje 400. 
Figure 4. The histologic sections of the heart and liver of the rat treated with Dox (a and b), Dox pre-treated with Frl (25mg/kg i.p.) 
(c and d) and saline only - healthy control (e and f); H&E, magnification 400. 



R. INJAC i sar.: ISPITIVANJE KARDIO- I HEPATO-PROTEKTIVNOSTI FULERENOLA... Hem. ind. 63 (3) 259–268 (2009) 

264 

grupi i VitC grupi. Pri ispitivanju akutne toksičnosti 
procenat neutrofila je bio približno pet puta povećan u 
Doks grupi u poređenju sa zdravom kontrolnom grupom 
(57,8±13,6% prema 8,7±6,5%), dok je nivo limfocita bio 
skoro dva puta niži u Doks grupi u poređenju sa obe kon-
trolne grupe (38,8±12,8% prema 80,0±7,4% i 88,6± 
±28,8%) [21]. Ovakva značajna promena se nije javila 
prilikom ispitivanja hronične toksičnosti [48]. Važno je 
naglasiti da do sada u literaturi nisu objavljeni rezultati 
hematoloških analiza iz in vivo eksperimenata pri ispi-
tivanju honične upotrebe nekog  antioksidansa u terapiji 
Doks-om [26,27,29–32]. 

Da bi sagledali celokupnu sliku promena na in vivo 
sistemu uz već opisane hematološke, makroskopske, 
mikroskopske i fiziološke rezultate ispitali smo i aktiv-
nost serumskih i antioksidativnih enzima za sve grupe.  

Aktivnost serumskih enzima 

Sedam dana nakon svake aplikacije Doks-a, Frl-a i 
vitamina C tokom tri nedelje uzeti su uzorci krvi za 
određivanje aktivnosti serumskih enzima CK, AST, ALT, 
LDH, α-HBDH (tabela 2). Tretman Doks-om je doveo 
do značajnog povećanja serumskog nivoa CK u pore-
đenju sa svim ostalim grupama nakon prve i druge apli-
kacije. Životinje tretirane Frl-om u sve tri doze pokazu-
ju značajno poboljšanje u smislu normalizacije aktiv-
nosti CK, kao i ALT i AST [8,21]. Bertinchant i sarad-
nici [26] ispitivali su upotrebu cTnI i cTnT kao biomar-
kera za dijagnozu oštećenja miokarda u eksperimental-
nom modelu Doks toksičnosti na pacovima aplikacijom 
1,5 mg kg-1 nedeljno Doks-a tokom osam nedelja. Iako 
su upotrebljavali istu dozu kao i u našem eksperimentu, 
nisu zabeležili značajne razlike u aktivnosti CK. Zna-
čajno povećanje nivoa AST i/ili ALT je registrovano u 
nekoliko publikacija koje su se bavile hroničnim utica-
jem Doks-a na srce i jetru [40–42] . U našem prethodno 
objavljenom radu [8], ALT je dramatično opala 48 sati 
nakon i.p. aplikacije 8 mg/kg Doks-a bez promene u ak-
tivnosti AST, dok sam Frl, kombinacija Frl/Doks dovo-
di do značajnog povećanja nivoa oba enzima u poređe-
nju sa kontrolnom tumorskom grupom i Doks grupom. 
To je verovatno posledica niske rastvorljivosti Frl-a koji 
se akumulira na površini jetre i abdominalnom masnom 
tkuvu [8]. Dodatkom 20% DMSO-a fiziološkom rastvo-
ru, rastvorljivost Frl-a je ovoga puta poboljšana i kao 
posledica toga se nivoi AST, ALT i ALT/AST u Frl 
grupi nisu dramatično promenili tokom tri nedelje (tabe-
la 2). Posle tri nedelje tretmana sa terapeutskom dozom 
Doks-a organizam pacova je adaptirao biohemijske pro-
cese u jetri što je potvrđeno i analizom aktivnosti  LDH 
i α-HBDH (tabela 2). Potencijalna toksičnost visoke do-
ze Frl-a (100 mg/kg) je detaljnije opisana u našem pret-
hodno objavljenom radu [8]. U skladu sa tim, još jed-
nom dolazimo do zaključka da sam Frl ili u kombinaciji 

sa Doks-om, primenjen u visokoj dozi in vivo (ili u vi-
sokoj koncentraciji in vitro) [8] ima negativan uticaj na 
pojedine serumske markere hepatičnog oštećenja. Upr-
kos tome, za sve ispitivane parametre, najlošija slika 
dobijena je za grupu tretiranu kombinacijom Doks/vitC.  

Parametri oksidativnog stresa 

Da bi ispitali efekte Frl-a i VitC na oksidativni 
stres izazvan Doks-om merili smo nivoe sledećih para-
metara i enzima u tkivu srca i jetre: MDA, GSH, GSSG 
(slika 5), LDH, SOD, GPx, GR i CAT (tabela 3). 

Pokazano je da Doks izaziva degeneraciju kardio-
miocita i hepatocita i uzrokuje lipidnu peroksidaciju i 
oksidaciju proteina u tkivu srca i jetre. Mogući mehani-
zam je indukcija oksidativnog stresa što je u saglasnosti 
sa podacima iz literature [27,28,39–41]. Tokom tri uza-
stopne i.p. aplikacije Doks-a u dozi 1,5 mg kg-1 nedeljno 
došlo je do značajnog povećanja nivoa MDA i LDH u 
tkivu kao i u aktivnosti SOD, GR i CAT u poređenju sa 
kontrolnom  grupom i Frl/Doks grupama. S druge strane 
odnos slobodni GSH/GSSG u srcu je bio značajno po-
višen u kontrolnoj i svim Frl/Doks  grupama u poređe-
nju sa ostalim grupama. Odnos slobodni GSH/GSSG u 
jetri se nije razlikovao između grupa koje su primale 
Frl/Doks  i sam Doks s jedne strane i Frl i vitC s druge 
strane. 

Nije zapažena razlika u aktivnosti GPx u srčanom 
tkivu sa izuzetkom vitC grupe. Suprotno tome aktivnost 
GPx u citosolu jetre je u dobroj korelaciji sa rezultatima 
ostalih ispitivanih parametara oksidativnog statusa. Vi-
tamin C imao je iznenađujuće najlošiji efekat na ispiti-
vana tkiva bez obzira na to da li je aplikovan sam ili 
zajedno sa Doks-om. U literaturi ne postoje podaci o i.p. 
aplikaciji vitamina C kao potencijalnog protektora u te-
rapiji Doks-om tako da ne možemo upoređivati rezultate 
i doneti zaključak o potencijalnom mehanizmu aktiv-
nosti koji bi bio odgovoran za ovakve ishode. Santos i 
saradnici [31] su ispitivali hroničnu upotrebu kreatina i 
vitamina (E i C zajedno per os) nakon Doks terapije kod 
pacova i primetili snažan protektivni efekat ove kom-
binacije vitamina. Ayyildiz i saradnici [33] koristili su 
intraperitonealno veoma visoke doze vitamina C (200, 
400 i 800 mg/kg) ali u svom istraživanju nisu testirali 
parametre oksidativnog stresa. Prema tome, ne može se 
izvući zaključak da su u našem slučaju nepovoljni rezul-
tati posledica neuobičajenog puta aplikacije (i.p.) ili 
nekog nedefinisanog celularnog mehanizma. 

Važno je napomenuti da je srčano tkivo veoma 
osetljivo na prisustvo slobodnih radikala zbog slabije 
antioksidativne zaštite u poređenju sa drugim organima  
kao što je na primer jetra [49] što je takođe u saglasnosti 
sa našim rezultatima različitih biohemijskih markera u 
krvi i serumu (tabele 2 i 3). 
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ZAKLJUČAK 

Svi prethodno objavljeni radovi o upotrebi fule-
renola kao organo-protektora u doksorubicinskoj terapiji 
bavili su se ispitivanjem akutne toksičnosti visoke jed-
nokratne doze doksorubicina. Na osnovu sadašnjih re-
zultata predlažemo upotrebu još niže doze Frl-a od 25 
mg/kg (koja i dalje ima protektivno delovanje) uz neop-
hodno smanjenje veličine čestica Frl-a i poboljšanje nje-
gove rastvorljivosti. Ovo istraživanje je veliki korak na-
pred u ispitivanju i karakterizaciji Frl-a kao potenci-
jalnog organo-protektora u radio- i hemo- terapiji. U da-
ljem istraživanju neophodne su ex vivo studije da bi doš-
li do konačnog cilja, a to je klinična studija. 
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SUMMARY 

PROTECTIVE EFFECTS OF FULLERENOL AGAINST CHRONIC DOXORUBICIN-INDUCED 
CARDIOTOXICITY AND HEPATOTOXICITY IN RATS WITH COLORECTAL CANCER 

Rade Injac1, Nataša Radić1, Biljana Govedarica2, Aleksandar Đorđević3, Borut Štrukelj1 
1Faculty of Pharmacy, Institute of Pharmaceutical Biology, University of Ljubljana, Ljubljana, Slovenia 
2Faculty of Pharmacy, Institute of Pharmaceutical Technology, University of Ljubljana, Ljubljana, Slovenia 
3Faculty of Science, Department of Chemistry, University of Novi Sad, Novi Sad, Serbia 

(Scientific paper) 

Since the introduction of Doxorubicin (Dox) for the treatment of cancer in
1969, this compound has demonstrated high antitumor efficacy. Dox’s use 
in chemotherapy has been limited largely due to its diverse toxicities, in-
cluding cardiac, liver, renal, pulmonary, hematological and testicular toxi-
city. Various attempts have been made to reduce Dox-induced toxicity. 
These include dosage optimization, synthesis and use of analogues. More-
over, a number of agents have been investigated as protective agents du-
ring Dox therapy. Polyhydroxilated derivatives of fullerene, named fulle-
renols C60(OH)n, are being extensively studied due to their great potential
as antioxidants. It is proposed that they might act as free radical sca-
vengers in biological systems, in xenobiotics-induced oxidative stress as 
well as against radioactive irradiation. We have investigated the effects of 
fullerenol C60(OH)24 (Frl) at doses of 25, 50 and 100 mg kg-1 week (for a 
time-span of three weeks) on heart and liver tissue after Doxorubicin 
(Dox)-induced toxicity in rats with colorectal cancer. In the present study,
in vivo Wistar male rat model was used to explore whether Frl could
protect against Dox-induced (1.5 mg/kg/week for three weeks) chronic
cardio- and hepato- toxicity and compared the effect with a well-known 
antioxidant, vitamin C (100 mg/kg/week for three weeks). Commercially 
available methods were used for blood and pathohystological analysis and 
for the measurement of enzyme activity (SOD, MDA, GSH, GSSH, GPx,
GR, CAT, CK, LDH, α-HBDH, AST, ALT) in serum and homogenate 
samples of heart and liver tissues. According to macroscopic, microscopic,
hematological, biochemical, physiological, pharmacological, and pharma-
cokinetic results, we confirmed that, at all examined doses, Frl exhibits a
protective influence on the heart and liver tissue against chronic toxicity 
induced by Dox. 

  Ključne reči: Fulerenol  Doksorubi-
cin  Kardioprotektivnost  Hepato-
protektivnost  Kolorektalni tumor 
Key words: Fullerenol  Doxorubicin
 Cardioprotectivity  Hepatoprotec-
tivity  Colorectal tumor 
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