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Rezumat 

In cadrul acestei etape, în primul rând, s-a realizat recoltarea formațiunilor tumorale 
mamare de la cățele cu tumori spontane prin tehnica mamectomiei totale a unui lanț 
mamar datorită localizării tumorilor și conexiunilor limfatice ale mamelelor. Cazurile 
investigate si prezentate in acest studiu sunt catele de diferite rase si varste, cu tumori 
mamare: Ciobanesc German/3 ani; Metis/15 ani; Cocker Spaniel 11 ani, nesterilizate. 
Mamectomia s-a realizat în cadrul Clinicii de Obstetrică-Patologia reproducției de la 
Facultatea de Medicină Veterinară București din componența USAMV București 
(partener 1). 
Cățelele supuse intervenției chirugicale au fost examinate clinic s-au executat examene 
hematologice, biochimice sanguine și radiologice 

Activitate I.1  
Selectarea parametrilor relevanti pentru masuratori, domeniile si acuratetea de 
masurare 
S-au studiat influentele, asupra spectrelor Raman, ale lungimii de unda de excitatie 
Raman, a densitatii de putere a fascicolului pe proba, a volumului probei si a formei 
nanoparticulelor din substratul SERS. Domeniul 100-4000cm-1  a fost acceptat ca 
domeniu de lucru in etapele viitoare. Utilizarea ariei picului ca masura a malignitatii nu 
este o solutie acceptabila. Intensitatea picurilor (inaltimea) si deplasarea in frecventa ar 
putea insa furniza o solutie cel putin calitativa.  
 
Activitate I.2 
Proiectare si experimente pentru realizarea accesoriului SERS pe baza de  
nanoparticule de Au (partial) 
Au fost efectuate experimente de obtinere a accesoriului SERS prin depunere cu laser 
pulsat. S-a observat, in cadrul analizelor Raman, ca acest accesoriu are un rol benefic 
in rezolvarea spectrelor tesuturilor biologice si ca fluorescenta indusa de absorbtia 
radiatiei in domeniul vizibil dispare sau se atenueaza semnificativ. 
Rezultate 
Studiu asupra domeniului spectral de interes in caracterizarea Raman a marginilor 
tumorilor maligne 
Website proiect 
 
CONCLUZII: 

1. Spectrele Raman ex vivo ale materialului biologic studiat au fost obtinute cu o 
sursa laser in vizibil (632nm) si prezinta fond mediu de fluorescenta atunci cand 
proba este masiva si nul atunci cand se foloseste un substrat cu nanoparticule. 



2. Trasaturile spectrale din zona 2750-3100 cm-1 par sa aiba originea in tesut gras, 
iar nu in tesut malign. O verificare pe un numar mare de cazuri este programata. 

3. O alegere posibila pentru substratul SERS sunt nanoparticule de forma cilindrica 

4. Asocierea spectrelor Raman cu analizele citopatologice poate duce la o metoda 
rapida de diagnosticare a tumorilor maligne, cel putin in cazul tesutului mamar. 

5. Radiatia monocromatica de 633nm poate fi utilizata pentru construirea sistemului 
NANOMARDET 

Raport stiintific si tehnic 
 
Etapa I Studii preliminare  de imprastiere Raman pe probe biologice (in vitro) luand in 
considerare combinatii de nanoparticule de Au si material-gazda.  

 
In ultimele decade, frecventa bolilor tumorale atit la animale cit si la om a inregistrat o 
crestere continua. S-a inregistrat o intensificare spectaculoasa a activitatii de cercetare 
pentru a identifica factorii etiologici si pentru a gasi noi terapii in vederea reducerii 
mortalitatii si cresterii sansei de vindecare. O metoda obisnuita de contracarare a 
dezvoltarii extensive a tumorilor canceroase este chirurgia cu ajutorul careia tesuturile 
maligne sunt fie complet indepartate din corp, fie li se reduce dimensiunea pentru a 
preveni metastaza. Realizarea unui contur chirurgical clar, curat, reprezinta o provocare 
tehnica cu implicatii clinice importante. In ciuda dezbateriilor actuale privind 
conservarea tesuturilor sanatoase, factorul cheie de predictie a reaparitiei locale il 
constituie statusul marginilor. In mod current, nu exista nici o metoda intraoperativa 
nondistructiva in timp real pentru a detecta rapid situatia microscopica a marginilor in 
lumpectomie ca standard de ingrijire. De aceea este esential sa se realizeze  noi 
mijloace de inlocuire sau de completare a tehnologiilor existente care sa poata oferi 
detectarea si delimitarea marginilor tumorilor in timp real, fiind astfel foarte utile in 
chirurgie pe parcursul diagnosticarii sau a procedurii terapeutice. Au fost cercetate o 
serie de  tehnici, inclusiv analiza de sectiuni inghetate, citologie prin preparare directa 
(prin atingere), spectroscopie prin radiofrecventa si spectroscopie Raman. S-a raportat 
ca aceasta din urma are o sensibilitate de 100%, o specificitate de 100% si o acuratete 
de 93% in identificarea carcinoamelor. O tehnica de detectare exacta in vivo  a marginii 
si instrumentarul aferent vor reduce numarul de proceduri de reincizare necesare pentru 
a realiza margini negative. Spectroscopia Raman este o metoda optica ce este capabila 
sa furnizeze informatii chimice cantitative detaliate despre un esantion de tesut. Se 
preteaza in special la masuratori in vivo deoarece puterile si lungimile de unda de 
excitatie folosite sunt nedistructive pentru tesut si au o adincime de penetrare relativ 
mare. Schimbarile biochimice intre hiperplazia fibroasa inflamatorie (IFH) si tesutul 
normal al mucoasei bucale au  fost testate prin folosirea tehnicii spectroscopiei FT-
Raman. Scopul a fost a fost acela de a gasi  un set minim de benzi Raman care sa 
furnizeze cea mai buna discriminare. Biopsia optica  bazata pe tehnica Raman este o 
tehnica cu potential larg cunoscuta pentru diagnosticare noninvaziva in timp real. Si 
totusi, studiile dedicate discriminarii starilor subtile foarte comune sau a celor patologice 



incipiente ca procese inflamatorii care sunt intotdeauna prezente ca, de exemplu, pe 
marginile leziunilor canceroase au fost putine. in ultimul timp s-au realizat citeva metode 
optice pentru detectarea marginilor tumorale intraoperativ, in timp real. Unele dintre ele 
necesita substante de contrast si cromofori, altele sunt strict tehnici imagistice. Si totusi 
ramine  necesitatea urgenta de a realiza o metoda intraoperativa, in timp real, foarte 
specifica si sensibila pentru detectarea marginii tumorale, metoda care sa reduca riscul 
reaparitiei cancerului si riscul de reoperare. In ultima decada majoritatea cercetarilor s-
au axat pe dezvoltarea nanoparticulelor care maresc imprastierea si absorbtia in zona 
infrarosu apropiat datorita transmitantei relativ ridicate a tesutului in acest domeniu 
spectral. Particule precum coloranti fluorescenti, nanostraturi din aur (straturi si structuri 
filiforme), au fost utilizate fie ca instrumente de diagnosticare fie ca agenti in terapia 
fototermica. Nanotijele din aur au captat atentia ca instrument de diagnosticare datorita 
biocompatibilitatii lor, a fabricarii relativ usoare si a bioconjugarii cu biomolecule tinta, a 
propietatilor lor optice unice si lungimii lor de unda de rezonanta plasmonica de 
suprafata [1]. De aceea au fost utilizate pe scara larga ca agenti de contrast in 
imagistica pentru fluorescenta NIR, fotoacustica, imprastiere Raman si reflexie difuza. 
Studii de imprastiere Raman 

Influenta lungimii de unda a laserului asupra semnalului Raman): 

Alegerea lungimii de unda de excitare afecteaza mai multi paramaetri precum:  

- Colectarea semnalului, deoarece intensitatea semnalului Raman este direct 
proportionala cu (1/λ)4 

- Volumul analizat, care depinde de diametrul fasciculului laser si de adancimea de 
penetrare a laserului in proba  

- Nivelul semnalului de fluorescenta care poate acoperi ca intensitate si domeniu 
spectra semnalul Raman  

- Efectul de rezonanata, existand o puternica dependenta intre lungimea de unda si 
benzi Raman specifice  

- Domeniul spectral acoperit si rezolutia avand in vedere ca dispersia retelei de difractie 
variaza cu domeniul spectral si influenta lungimii de unda de excitare [2] 

Lungime de unda laser (nm) Adancime de penetrare laser in Si (nm) 

633 3 000 

514 762 

488 569 

457 313 

325 10 

Fig. 1 Tabel care prezinta adancimile de penetrare in Si 



Activitati experimentale 
In cadrul acestei etape, în primul rând, s-a realizat recoltarea formațiunilor tumorale 
mamare de la cățele cu tumori spontane prin tehnica mamectomiei totale a unui lanț 
mamar datorită localizării tumorilor și conexiunilor limfatice ale mamelelor. Cazurile 
investigate si prezentate in acest studiu sunt catele de diferite rase si varste, cu tumori 
mamare: Ciobanesc German/3 ani; Metis/15 ani; Cocker Spaniel 11 ani, nesterilizate. 
 
Mamectomia s-a realizat în cadrul Clinicii de Obstetrică-Patologia reproducției de la 
Facultatea de Medicină Veterinară București din componența USAMV București 
(partener 1). 
 
Activitate I.1  
Selectarea parametrilor relevanti pentru masuratori, domeniile si acuratetea de 
masurare 
Activitate I.2 
Proiectare si experimente pentru realizarea accesoriului SERS pe baza de  
nanoparticule de Au(partial) 
 
Aceste activitati au un caracter experimental si se influenteaza reciproc, asa cum se 
remarca din cele ce urmeaza. In prima etapa experimentele Raman s-au desfasurat ex 
vivo dar simulandu-se conditiile in vivo. Probele recoltate au fost investigate la foarte 
scurt timp dupa operatie. Masuratorile au fost efectuate atat pe tesut masiv cat si pe 
amestecuri de tesut si fluide transferate pe substrate cu nanoparticule de Au pentru 
evaluarea efectului SERS. 

Examenele morfopatologice și identificarea tipului de tumoră s-au realizat după 
includere la parafină, secționare, colorare și examinare. Durata unui astfel de examen 
este de minim 3 saptamani. 

O varianta de diagnosticare posibila in timp mai scurt ar putea consta in 
coroborarea analizelor citologice cu analizele prin spectroscopie Raman, ramanand ca 
examenul morfologic sa valideze/invalideze (in aceasta etapa de testare) rezultatele. 
 
Caz 1. Ciobanesc German, 3 ani 
In Fig. 7 sunt prezentate imaginile zonelor pe care au fost efectuate masuratorile 
Raman. a) suprafata tesut tumoral aproape de piele; b) suprafata tesut tumoral in 
centrul probei; c) marginea probei (interfata cu pielea); d) lama excizie 

 
a      b 



     

                             c   d      e 

Fig. 7 Zonele pe care au fost efectuate masuratorile Raman. a) suprafata tesut tumoral aproape 
de piele; b) suprafata tesut tumoral in centrul probei; c) marginea probei (interfata cu pielea); d) 

lama excizie; e) substrat cu nanoparticule depuse cu PLD (INOE) 

Masuratorile de imprastiere Raman au fost efectuate pe tesut netratat (“proaspat”) cu 
spectrometrul LABRAM HR 800 (Horiba Jobin Yvon) la INOE. Desi in mod obisnuit 
tesutul biologic este investigat cu sursa de IR (785nm sau 830nm), in experimentele  

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

R
el

at
iv

e
 in

te
n

si
ty

 [a
rb

.u
.]

R hift [ -1]

  skin piece _1_Togoe 30 oct 2014
 tumampiece_1_Togoe 30 oct 2014
 tumam scal_1_Togoe 30 oct 2014

 

Fig. 8 Spectrele Raman ale unei portiuni de piele (negru), ale unei zone de tumora (rosu) si ale 
fluidelor si tesutului tumoral pe substrat cu nanoparticule. 

noastre am utilizat sursa de 632nm (rosu, laser HeNe), cu o putere de 12mW pe 
suprafata probelor. Pentru tesutul masiv (liniile rosu si negru) trasaturile spectrale se 
regasesc pe un fond de fotoluminescenta, care dispare in situatia in care proba se 
colecteaza pe substratul cu nanoparticule (albastru). Utilizarea unei surse cu lungimea 
de unda in vizibil permite si scanarea unui domeniu mai larg de frecvente (in cazul 
nostru de la 100 la 4000 cm-1), spre deosebire de majoritatea studiilor publicate pana in 
prezent. Deconvolutia picurilor din regiunea 2750-3100 cm-1, in care se semnaleaza 
modurile de intindere C-H, arata ca ariile picurilor se suprapun. Aceasta demonstreaza 
ca utilizarea ariei picului ca masura a malignitatii nu este o solutie acceptabila. 
Intensitatea picurilor (inaltimea) si deplasarea in frecventa ar putea insa furniza o solutie 
cel putin calitativa.  



În urma examenului morfopatologic și a interpretării acestuia s-a constatat proliferare 
multicentrică benignă de celule epiteliale; secreţie lactată în lumenul unor acini. 
Limfonoduri reactive cu centrii germinativi 
Diagnostic: Glandă mamară cu hiperplazie lobulară. 

 
a     b     c 

Fig. 9 a)& b) Glandă mamară cu hiperplazie lobulară; c) Limfonod mamar reacționat 
 

Caz 2 Metis 15 ani 
Probele au constat din sectiuni proaspete ale formatiunii tumorale, margine+piele, doi 
noduli (induratii) de diametru aprox 1 cm, amestec de fluide si tesut pe bisturiul cu care 
s-a executat excizarea, acestea din urma transferate pe substrat cu nanoparticule (Fig 
10). 

 
 

 

Fig. 10. Probele caz 14908 (Metis, 15 ani) 

Rezultat examen citopatologic (FMVB) 

Frotiuri bogate celular, în care se regăsesc numeroase celule epiteliale tumorale, 
dispuse în plaje, ce prezintă anizocarioză și anizocitoză moderate, nucleu rotund-ovalar, 
cromatină fin granulară, cu 1-3 nucleoli evidenți, citoplasmă bazofilă, rare celule 
binucleate. Unele celule prezintă intracitoplasmatic vacuole de secreție. Numeroase 



celule de tip inflamator, preponderent macrofage active, cu material intracitoplasmatic 
fagocitat, rare neutrofile și mastocite.  
Fondul frotiurilor ocupat de hematii, detritus celular în cantitate mare, rare cheratinocite 
tipice. 

Caracteristicile citomorfologice sunt reprezentative pentru o tumoră epitelială malignă – 
suspiciune adenocarcinom mamar. 

Masuratori micro-Raman 

Spectrele de imprastiere Raman au fost colectate atat din tesut masiv cat si din tesut 
amestecat cu fluide. (fig 10). In fig. 11a sunt reprezentate spectrele micro Raman ale 
tesutului tumoral nodular, colectate din proba masiva (linia neagra) si din proba asezata 
pe substrat cu nanoparticule (linia rosie). Ca si in cazul 1, pentru proba asezata pe 
substratul cu nanoparticule fluorescenta se diminueaza semnificativ, desi lungimea de 
unda este din domeniul vizibil. Regiunea 2750-3100cm-1 este bine reprezentata si in 
aceste spectre, si se remarca si in fig 11.b, atat in spectrul tumorii benigne (linia neagra, 
caz 1) cat si al celei suspecta de malignitate in urma examenului citopatologic (rosu si 
albastru, unde linia albastra corespunde marginii zonei excizate). Acest fapt ne 
sugereaza ca figura spectrala din aceasta regiune ar putea avea o alta origine decat 
celulele maligne. Revenind la linia rosie din fig. 11b, sunt de remarcat doua picuri bine 
rezolvate in domeniul frecventelor mici (100-500 cm-1), care nu sunt prezente in spectrul 
marginii si nici in al probelor din cazul 1 (benign) 

 

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

R
e

la
tiv

e
 in

te
n

si
ty

 [a
rb

.u
.]

Raman shift [cm-1]

 14908 tum piece scal 1excis _Togoe_03dec2014 
 tumam 2 scal_Togoe 30 oct 2014
 14908 marg 2_Togoe 03 dec 2014

 
a       b 

Fig 11. Spectrele Raman (633nm) ale: a) nodulilor tumorali (linia neagra – masiv; linia rosie –
substrat cu nanoparticule); b) comparatie intre spectrele Raman ale tesutului benign (caz 1, linia 
neagra, substrat cu nanoparticule) si ale tesutului suspectat malign din examenul citopatologic 

(caz 2/14908), linia rosie si respectiv albastra (margine) 
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Explorarea trasaturilor spectrale din zona 2750-3100cm-1 

Formatiunile microsferice prezente in imaginile din fig. 12 (a, b, c) sunt caracteristice 
grasimii. Spectrele asociate imaginilor se observa in fig 12 d, in care zona 2750-3100 
cm-1 este proeminenta si reproductibila. Spectrele Raman ale acestor formatiuni au fost 
obtinute cu radiatia laser 633nm, utilizand substrate cu nanoparticule cilindrice. Se 
remarca absenta fluorescentei. Trasaturile spectrale de la frecvente in domeniul 2750-
3100 cm-1

 sunt prezente deopotriva in tesut cu formatiuni benigne (Caz 1_FMVB), in 
tesut suspectat malign (Caz 2_FMVB) si in tesut sanatos (colaborare Roxy Veterinary 
S.R.L.) 

 

a     b    c 
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d 

Fig. 12 Imagini ale unor zone de grasime pe substrat cu nanoparticule: a) caz1(Togoe_FMVB 
USAMVB); b)caine sanatos (colaborare Roxy Veterinary S.R.L.) c) caz2 (Togoe_FMVB 

USAMVB) 

Avand in vedere aceste rezultate se pot trage urmatoarele concluzii: 



CONCLUZII: 

1. Spectrele Raman ex vivo ale materialului biologic studiat au fost obtinute cu o 
sursa laser in vizibil (632nm) si prezinta fond mediu de fluorescenta atunci cand 
proba este masiva si nul atunci cand se foloseste un substrat cu nanoparticule. 

2. Trasaturile spectrale din zona 2750-3100 cm-1 par sa aiba originea in tesut gras, 
iar nu in tesut malign. O verificare pe un numar mare de cazuri este programata. 

3. O alegere posibila pentru substratul SERS sunt nanoparticule de forma cilindrica 

4. Asocierea spectrelor Raman cu analizele citopatologice poate duce la o metoda 
rapida de diagnosticare a tumorilor maligne, cel putin in cazul tesutului mamar. 

5. Radiatia monocromatica de 633nm poate fi utilizata pentru construirea sistemului 
NANOMARDET. 
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