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Rezumat etapa 111 Evaluarea in vitro si in vivo a efectelor anti-fibrotice ale noului complex
DDS/flavonoide

In etapa III s-a realizat evaluarea efectelor anti-fibrotice ale noului complex DDS/flavonoide
pe un model experimental murin de diabet cronic. Au fost realizate analize histopatologice ale
principalelor organe afectate de complicatiile diabetului cronic (ochi, rinichi, inima si ficat),
evaluarea mecanismului molecular antifibrotic (TGFf), evaluarea remodelarii matricei
extracelulare, precum si analiza ultrastructurala a acestor organe.

Rezultate Etapa planificate:

- imagini microscopie optica, electronica (ochi, rinichi, inima si ficat); profilul expresiei
genelor si proteinelor implicate in calea de semnalizare TGFf; profilul expresiei genelor si
proteinelor TIMP si MMP 1, 3, 9, 13; 2 articole ISI; 1 cerere brevet; 2 conferinte; actualizare
website

Gradul de realizare:100%

Obiective specifice si gradul de realizare:

Obiectivul 3. Evaluarea in vitro si validarea in vivo a efectelor antifibrotice ale noului DDS
de flavonoide care vizeaza fibroza in complicatiile diabetului.

A 3.1. Analize histopatologice (100%)

A 3.2. Evaluarea mecanismului molecular antifibrotic (100%)

A 3.3. Evaluarea remodelarii matricii extracelulare (100%)

A 3.4 Evaluarea efectelor antifibrotice prin analize de microscopie electronica (100%)

A 3.5.Diseminare [ 2 articole ISI; 2 conferinte; 1 cerere brevet (Publicat RO-BOPI 10/2022);
actualizare website] (100%)

Descrierea activitatilor realizate in etapa I11:

Activitatea 1. Analize histopatologice

Analiza histopatologica a tesuturilor din loturile experimentale s-a realizat in coloratie
H&E iar evidentierea colagenului in coloratie tricromica Fouchet van Gieson (ficat), respectiv
Gomori pentru rinichi si ochi.

La examinarea histologica in coloratie H&E, probele hepatice din grupul de control au
evidentiat o arhitecturd lobulard tipicd, caracterizatd prin vene centrilobulare si cordoane
hepatocite radiante (Fig. 1). In schimb, specimenele de ficat din grupul diabet cronic au
prezentat atat steatoza microveziculara, cat si macroveziculara, congestia capilarelor sinusoide
si infiltrarea parenchimului cu celulele inflamatorii. In plus, coloratia tricromica a evidentiat
prezenta depozitelor de colagen atét in jurul venelor centrilobulare, zonelor periportale, cat si
in parenchim. Loturile tratate cu SBECD si CHR-SBECD au prezentat o atenuare a alterarilor
histopatologice comparativ cu grupul cu diabet cronic, totusi focare mici de fibroza si
inflamatie au fost inca evidente in special n jurul zonelor periportale. Pe de alta parte, tesuturile
hepatice de la soareci tratati cu CHR incapsulat in ciclodextrind-calixarene (DDS) au prezent
un aspect histologic aproape de cel al grupului de control.
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Flgura 1. Aspectul histologic al tesutului hepatic pentru loturile experimentale. Col
Hematoxilina&Eozina (H&E), Col. Tricromica Fouchet van Gieson (TC), IHC Desmin; 10x

Analiza histopatologica a tesutului cardiac la lotul de diabet cronic a evidentiat usoare
modificari caracterizate prin infiltrate de celule inflamatorii, proliferare de colagen si
moderate dezorganizari ale fibrelor miocardice, demonstrate de o imunopozitivitate mai
redusa a desminei, unul dintre principalii markeri de analiza a integritatii structurale a
miocardului (fig.2). Tratamentele efectuate au demonstrat o ameliorare, in special pentru
lotul tratat cu SBECD-OTX-CHR, aspectul structural fiind aproape similar cu cel al lotului
martor.
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Figura 2. Aspectul histologic al tesutului cardiac pentru loturile experimentale. Col
Hematoxilina&Eozina (H&E), Col. Tricromica Gomori (TC), IHC Desmin; 20x

Analiza histopatologica a tesutului renal la lotul de diabet cronic a evidentiat usoare
modificari glomerulare caracterizate de expansiune mesangiala difuza, ingrosarea membranei
bazale glomerulare si modificari ale capilarelor glomerulare (fig.3). Coloratia tricromica a
evidentiat acumulare de colagen in special la nivel glomerular. Tratamentele efectuate au
demonstrat o ameliorare, in special pentru lotul tratat cu SBECD-OTX-CHR, aspectul structural
fiind aproape similar cu cel al lotului martor. Administrarea SBECD a avut cel mai putin efect
protectiv renal, aspectul histologic fiind aproape de cel al lotului de diabet cronic.



Figura 3. Aspectul histologic al corticalei renale pentru loturile experimentale. Col
Hematoxilina&Eozina (H&E), Col. Tricromica Gomori (TC), 20x

Modificarile histopatologice in diabet cronic au fost observate atat la nivelul corneei,
al retinei, cat si la nivelul proceselor ciliare (fig.4). Lotul de soareci diabetici au prezentat un
epiteliu corneean Tngrosat degenerat, cu celule epiteliale vacuolare. Stroma a prezentat pe
alocuri fibre de colagen hialine degenerate. De asemenea endoteliul cornean ce captuseste
membrana Descemet are membrana bazala ingrosata comparativ cu martorul. In ceea ce
priveste histologia retinei, lotul diabetic a prezentat o reducere semnificativa a grosimii
acesteia. Nucleii straturilor granulare intern si extern au un aspect hipercrom iar stratul
fotoreceptor este atrofiat comparativ cu lotul de control. Procesele ciliare au prezentat
modificari histopatologice caracterizate in principal de congestia capilarelor sanguine si
prezenta unui lumen largit. Nu s-au inregistrat proliferari de colagen (fig.5). Tratamentele
efectuate au demonstrat o ameliorare, in special pentru lotul tratat cu SBECD-OTX-CHR,
aspectul structural al structurilor oculare analizate fiind aproape similar cu cel al lotului
martor. Administrarea SBECD a avut cel mai putin efect protectiv, aspectul histologic fiind
aproape de cel al lotului de diabet cronic.
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Figura 4. Aspectul histologic al tesuturilor oculare pentru loturile experimentale in coloratie
Hematoxilina&Eozina (H&E), Ob.20x
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Figura 5. Aspectul histologic al tesuturilor oculare pentru loturile experimentale in coloratie
tricromica Goldner. Ob.20x

Activitatea 2. Evaluarea mecanismului molecular antifibrotic

Hiperglicemia cronicd la soarecii diabetici a fost legata de o crestere semnificativd a expresiei
genei TGF-B1 la nivel hepatic (p<0,001) (Fig.5). in comparatie cu grupul cu diabet zaharat,
grupul SBECD+OTX+CHR a prezentat o scadere substantiald cu 84,78% a ARNm TGF-f1.
Reducerea expresiei TGF- B1 ca raspuns la administrarea CHR+SBECD, respectiv a SBECD
a fost comparativ mai mica, de aproximativ 3,61 ori, respectiv de 2,17 ori, in comparatie cu
rezultatele obtinute de SBECD+OTX+CHR. Analiza imunohistochimica a TGF-B1 a reflectat
o tendinta similara (fig.6).

Figura 5 ilustreazd faptul ca in cazul lotului diabet, a existat o crestere semnificativa a
nivelurilor de ARNm Smad 2 si Smad 3 si o scadere a expresiei genice a Smad 7 In comparatie

cu controlul (p<0,001). Tratamentul cu SBECD+OTX+CHR timp de doua saptamani a dus la



o reducere marcatd a nivelurilor de ARNm Smad 2 cu 75,43% si o scadere a nivelurilor de
ARNm Smad 3 cu 92,22%, comparativ cu grupul diabetic. In plus, a existat o crestere notabila
a expresiei ARNm Smad 7 cu 87,69% in comparatie cu controlul pozitiv. Tratamentele cu
CHR+SBECD si SBECD nu au prezentat o imbunatatire la fel de semnificativa. Expresia

imunohistochimicd a Smad2/3 a confirmat aceste rezultate (fig.6).

A. TGFp1 B. Smad2
307 o == Control LE == Control
=1 Diabetes 8 — £33 Diabetes
s =1 SBECD + OTX + CHR s = SBECD +OTX + CHR
e 201 £ SBECD + CHR < 6 =3 SBECD + CHR
2 "m = SBECD 2 o EE SBECD
7] 73 it
8 g 4 =
o o
E n’j o it
1w [T
o-
C. Smad3 D. Smad 7
40 o o Gariicl = mm Control
3 Diabetes e 3 Diabetes
30- T Cer 30- g B SBECD + OTX + CHR

3 SBECD + CHR
= SBECD

=3 SBECD + CHR
= SBECD

o
#ith
~ =N ml
0- ] 0-

Figura 5. Analiza activarii caii de semnalizare profibrotice TGF- f1/Smad in tesuturile

hepatice pentru loturile experimentale. Expresia genica a TGF- 1, Smad 2, 3 si 7.

Valorile sunt exprimate ca media (+ SD) ** *** Semnificatia statistica p<00lsip<

0.001, comparativ cu control. ## semnificatia statistica p < 0.001 comparativ cu grupul
diabet.
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Figura 6. Expresia imunohistochimica a TGF- B1 si Smad 2/3 in tesuturile hepatice pentru
loturile experimentale. Ob.10x



In cazul analizei moleculare la nivel renal, se inregistraza o crestere semnificativa a expresiei
genei TGF-B1, Smad-2 si Smad-3 (p<0,001) comparativ cu lotul de control (Fig.7).
Tratamentele cu SBECD+OTX+CHR, SBECD+ CHR si SBECD au prezentat o reducere
semnificativ statistica (p<0.001) comparativ cu lotul de diabet. Contrar, expresia mRNA a
Smad7 a inregistrat o crestere semnificativa dupa tratamente, cea mai semnificativa crestere
inregistrandu-se pentru lotul SBECD+OTX+CHR (p<0.001). Analiza imunohistochimicad a
TGF-B1 si Smad 2/3 a reflectat o tendinta similara (fig.8).
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Figura 7. Analiza activarii caii de semnalizare profibrotice TGF- f1/Smad in tesuturile

renale pentru loturile experimentale. Expresia genica a TGF- 1, Smad 2, 3 si 7. Valorile

sunt exprimate ca media (+ SD) ¥ ** *** Semnificatia statistica p<0.05, p<0.01sip<

0.001, comparativ cu control. ## semnificatia statistica p < 0.001 comparativ cu grupul
diabet.
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Figura 8. Expresia imunohistochimica a TGF- B1 si Smad 2/3 in tesuturile renale pentru
loturile experimentale. Ob.20x



In comparatie cu controlul, diabetul cronic a condus la o crestere semnificativa a expresiei
genei TGF-B1 in tesutul cardiac (Fig 9) si la o imunopozitivitate intensa (Fig.10). Tratamentele
cu SBECD+OTX, SBECD+OTX+CHR si SEBCD+CHR au scdzut nivelurile de TGF- Blde
1,97 ori, de 19,11 ori si, respectiv, de 6,62 ori, In comparatie cu grupul cu diabet. Acelasi
pattern a fost obtinut pentru Smad?2 si Smad3 (Fig 9 si 10). In schimb, expresia ARNm a Smad?7
a fost semnificativ crescuta in grupul SBECD+OTX+CHR de 12,7 ori in comparatie cu
diabetul zaharat (fig.9).
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Figura 9. Analiza activarii caii de semnalizare profibrotice TGF- f1/Smad in tesuturile

cardiace pentru loturile experimentale. Expresia genica a TGF- 1, Smad 2, 3 si 7.

Valorile sunt exprimate ca media (+ SD) *, **, *** Semnificatia statistica p<0.05, p<0.01

si p < 0.001, comparativ cu control. ## semnificatia statistica p < 0.001 comparativ cu
grupul diabet.
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Figura 10. Expresia imunohistochimica a TGF- B1 si Smad 2/3 in tesuturile cardiace pentru
loturile experimentale. Ob.20x

In tesuturile oculare expresia genica a cailor profibrotice TGF- 1, Smad 2 si Smad 7 au fost
semnificativ crescute la lotul de soareci diabetici fata de control (p<0.001) si au scazut
semnificativ dupa tratamente comparativ cu controlul pozitiv (fig.11). In schimb expresia



mRNA Smad 7 a crescut semnificativ statistic fata de lotul de diabet. Expresia
imunohistochimica a TGF- 1 si Smad2/3 a avut acelasi pattern (fig.12).
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Figura 11. Analiza activarii caii de semnalizare profibrotice TGF- f1/Smad in

tesuturile oculare pentru loturile experimentale. Expresia genica a TGF- 1, Smad 2, 3 si

7. Valorile sunt exprimate ca media (£ SD) ¥, *** Semnificatia statistica p<0.05, p <

0.01 si p <0.001, comparativ cu control. ### semnificatia statistica p <0.001 comparativ cu
grupul diabet.
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Figura 12. Expresia imunohistochimica a TGF- 1 si Smad 2/3 in tesuturile cardiace pentru
loturile experimentale. Ob.20x



Activitatea 3. Evaluarea remodelarii matricii extracelulare

TIMP-1 actioneaza ca un inhibitor crucial al metaloproteinazelor matriceale (MMP), care sunt
enzime responsabile de degradarea matricei extracelulare (ECM). Impactul CHR administrat
prin DDS ciclodextrina-calixarend asupra degradarii ECM 1n ficatul fibrotic la soareci cu diabet
cronic indus de hiperglicemie, a fost evaluat prin masurarea nivelurilor de ARNm ale TIMP-1
si metaloproteinazelor (fig.13). Analiza RT-PCR a ardtat o crestere semnificativd a expresiei
genei TIMP-1 in ficatul grupul diabetic, comparativ cu controlul (p<0,001). Livrarea CHR prin
DDS ciclodextrina-calixarend a scazut substantial nivelurile de ARNm de TIMP-1 la soarecii
diabetici (p<0,001). In schimb, expresia ARNm MMP-1 a fost semnificativ crescuta in urma
tratamentului, comparativ cu soarecii diabetici (p<0,001). In mod remarcabil, in grupul
SBECD+OTX+CHR, a existat o scadere de aproximativ 7,93 ori a expresiei TIMP-1 si o
crestere de 19,38 ori a expresiei MMP-1 fata de grupul diabetic (p<0,001). Expresia mRNA a
MMP-3, MMP-9, MMP-13 a urmat acelasi pattern ca si Timp-1. Rezultatele IHC pentru
TIMP-1 si metaloproteinaze in tesuturile hepatice au reflectat modelele observate in expresia

lor genica in grupurile experimentale (fig.14).
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Figura 13. Crisina incapsulata in sistemul calixarena-ciclodextrina moduleaza matricea
extracelulara hepatica. Expresia mRNA pentru Timp-1, MMP-1, MMP-3, MMP-9, MMP-
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13; Valorile sunt exprimate ca media (+ SD) ** *** Semnificatia statistica p<00lsip<

0.001 comparativ cu control. ### Semnificatia statistica p <0.001 comparativ cu diabet
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Figura 14. Expresia imunohistochimica a Timp-1, MMP-1, MMP-3, MMP-9, MMP-13 in
tesuturile hepatice pentru loturile experimentale. Ob.10x

La nivel renal s-a inregistrat o crestere semnificativa a expresiei genice a TIMP-1, MMP-3,
MMP-9 si MMP-13 pentru lotul diabet (p<0.001) comparativ cu controlul (fig.15).
Tratamentele au reusit sa reduca semnificativ expresia genelor TIMP-1, MMP-3, MMP-9 si
MMP-13 comparativ cu grupul diabet cronic. Contrar, mRNA MMP-1 a fost crescuta
semnificativ in urma tratamentelor comparativ cu lotul de diabet (p<0.001). Rezultatele ITHC
pentru TIMP-1 si metaloproteinaze in tesuturile hepatice au reflectat modelele observate in

expresia lor genica in grupurile experimentale (fig.16).
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Figura 15. Crisina incapsulata in sistemul calixarena-ciclodextrina moduleaza matricea

extracelulara renala. Expresia mRNA pentru Timp-1, MMP-1, MMP-3, MMP-9, MMP-13;

Valorile sunt exprimate ca media (+ SD) ** *** Semnificatia statistica p<0.01sip<0.001

comparativ cu control. ### Semnificatia statistica p <0.001 comparativ cu diabet
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Figura 16. Expresia imunohistochimica a Timp-1, MMP-1, MMP-3, MMP-9, MMP-13 in
tesuturile renale pentru loturile experimentale. Ob.20x

Rezultatele analizei moleculare a tesutului cardiac, au indicat faptul ca grupul cu diabet a
prezentat niveluri de expresie considerabil crescute ale genelor TIMP-1, MMP-2, -3 si -9 in
comparatie cu grupul de control (p < 0,001). Tratamentele aplicate au redus efectiv aceste
expresii ARNm comparativ cu grupul cu diabet (p < 0,001). In schimb, expresia ARNm MMP-
1 a fost semnificativ crescuta in urma tratamentelor fatd de grupul cu diabet (p < 0,001). Mai
exact, in grupul de tratament SBECD+OTX+CHR, expresiile TIMP-1, MMP-2, MMP-3 si
MMP-9 au scazut de aproximativ 29,04, 15,12, 58,77 si, respectiv, 19,41 ori, comparativ cu
grupul cu diabet. . In schimb, expresia genei MMP-1 a crescut semnificativ dupa tratamentul

cu SBECD+OTX+CHR in comparatie cu diabetul (p <0,001) (Fig.17).
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Figura 17. Crisina incapsulata in sistemul calixarena-ciclodextrina moduleaza matricea
extracelulara cardiaca. Expresia mRNA pentru Timp-1, MMP-1, MMP-3, MMP-9, MMP-

13; Valorile sunt exprimate ca media (+ SD) ** *** Semnificatia statistica p<00lsip<

0.001 comparativ cu control. ### Semnificatia statistica p <0.001 comparativ cu diabet
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Figura 18. Expresia imunohistochimica a Timp-1, MMP-1, MMP-3, MMP-9, MMP-13 in
tesuturile cardiace pentru loturile experimentale. Ob.20x

Rezultatele analizei moleculare a tesuturilor oculare, au indicat faptul ca grupul cu diabet a
prezentat niveluri de expresie considerabil crescute ale genelor TIMP-1, MMP-2, -3 si -9 in
comparatie cu grupul de control (p < 0,001) (fig.19). Tratamentele aplicate au redus efectiv
aceste expresii ARNm comparativ cu grupul cu diabet (p < 0,001). In schimb, expresia ARNm

MMP-1 a fost semnificativ crescutd in urma tratamentelor fata de grupul cu diabet (p < 0,001).
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Figura 19. Figura 17. Crisina incapsulata in sistemul calixarena-ciclodextrina
moduleaza matricea extracelulara din tesuturile oculare. Expresia mRNA pentru Timp-1,

MMP-1, MMP-3, MMP-9, MMP-13; Valorile sunt exprimate ca media (+ SD) **, ***

Semnificatia statistica p < 0.01 si p <0.001 comparativ cu control. ### Semnificatia
statistica p < 0.001 comparativ cu diabet

Activitatea 4. Evaluarea efectelor antifibrotice prin analize de microscopie electronica

Probele tisulare ficat, rinichi, ochi, inima din toate loturile experimentale (2 probe/lot) au fost
in prealabil fixate in sol. 2.7% glutaraldehida in 0.1M tampon fosfat, apoi spalate in 0.15 M
so.tampon fosfat (pH 7.2), si postfixate in 2% solutie de acid osmic acid in 0.15 M tampon
fosfat. Deshidratarea a fost realizata in acetond, urmata de includerea in rasina epoxidica (Epon
812). Sectiunile ultrafine de 70 nm grosime au fost realizate la un ultramicrotom Leica EM
UCT7. Contrastarea grilelor a fost realizata cu solutii de acetat de uranil si citat de plumb.

Sectiunile au fost examinate la un microscop electronic TEM TEM (Morgagni268) la 80 kV.



Achizitiile de date s-au realizat utilizdnd o camera CCD MegaView III si un software iTEM

SIS software.

in probele de ficat de control, au fost observate hepatocite normale cu nuclei caracteristici,
organite si glicogen, Impreuna cu rare picaturi lipidice (Fig.20). S-au remarcat, de asemenea,
endoteliul capilarelor sinusoide cu aspect normal, separate de spatiul lui Disse, si canalicule
biliare captusite cu microvilozitati. Probele de ficat din grupul de diabet au evidentiat
acumulare de lipide (Fig.21b) si crestere a activitatii celulelor hepatice stelate (Fig.20b,4e), in
timp ce mitocondriile hepatocitelor nu au fost afectate. Intre hepatocite, canaliculele biliare
largite nu aveau microvilozitati, iar spatiul Disse a fost marit din cauza depunerii de colagen
(Fig.20e). Infiltrarea celulelor imune a fost prezenta (Fig.20d). Post-tratament cu
SBECD+CHR, structura ficatului are aspectul ultrastructural similar controlului, rezultat
imbunatatit si mai mult de sistemul ternar care contine crisind (Fig.20f). Cu toate acestea,
tratamentul doar cu SBECD nu a reusit sd inverseze modificarile arhitecturale, cu prezenta

semnificativa a lipidelor si a colagenului inca evidenta (Fig.20 g-i).

Figura 20. Crisina incapsulata in sistemul calixarena-ciclodextrina restabileste aspectul
ultrastructural al ficatului; a. Control; b-e. Diabet; f. SBECD+OTX+CHR; g.
SBECD+CHR; h, i. SBECD; HSC-celule hepatice stelate; N-nucleu; C-colagen; PMN-
neutrofile; L-lipide



Lotul de soareci diabetic au prezentat ultrastructura cardiaca modificata fata de control
caracterizata prin proliferare de colagen (fig.21b) si acumulare de picaturi lipidice (fig.21c¢) si
activitate fagocitara crescuta (fig.21 d). Pe alocuri, mitocondriile prezinta criste rarefiate.
Modificarile sunt prezente si dupa tratamentele cu SBECD+OTX si SBECD+CHR, chiar daca
mai atenuate comparativ cu controlul pozitiv. Cele mai bune rezultate s-au obtinut cu

SBECD+OTX+CHR si cele mai slabe cu SBECD (fig.21h,1).

Figura 21. Crisina incapsulata in sistemul calixarena-ciclodextrina restabileste aspectul
ultrastructural cardiac; a. Control; b-d. Diabet; e. SBECD+OTX; f. SBECD+OTX+CHR;
g. SBECD+CHR; h, i. SBECD; sageata — collagen, L-lipide, asterix- mitocondrii cu criste
rarefiate

Aspectul ultrastructural al glomerulilor renali este modificat in cazul rinichilor soarecilor cu
diabet cronic, caracterizate prin ingrosari ale membranelor bazale glomerulare, acumulare de
matrice mezangiala si incarcari de lipide, acumulari de colagen (fig.22b-d). Modificarile sunt
prezente si dupa tratamentele cu SBECD+OTX si SBECD+CHR, chiar daca mai atenuate

comparativ cu controlul pozitiv. Cele mai bune rezultate s-au obtinut cu SBECD+OTX+CHR

si cele mai slabe cu SBECD (fig.22h,1).



Figura 22. Crisina incapsulata in sistemul calixarena-ciclodextrina restabileste aspectul
ultrastructural glomerular; a. Control; b-d. Diabet; e-f. SBECD+OTX; g.
SBECD+OTX+CHR; h. SBECD+CHR; i. SBECD; asterix — membrane bazale glomerulare;
L-lipide; C - colagen

Membrana Bruch este ingrosata si electronodensa la lotul diabetic si are un aspect normal la
loturile tratate, cu exceptia lotului care a primit SBECD. De asemenea lipidele sunt
acumulate in celulele epiteliale retiniene la lotul diabetic si SBECD (fig.23).

Figura 23. Crisina incapsulata in sistemul calixarena-ciclodextrina restabileste aspectul
ultrastructural al epiteliului pigmentar retinian; a. Control; b. Diabet; c SBECD+OTX; d.
SBECD+OTX+CHR; e. SBECD+CHR; f. SBECD; asterix membrana Bruch, L — lipide
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