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Validarea efectelor antifibrotice ale produsului gemoterapic pe baza de Secale cereale
imbogitit cu nanocomplexe de crisiné/ciclodextrine intr-un model experimental de
fibroza hepatica la soareci

I. Rezumatul etapei:

Activitatile efectuate Tn cadrul acestei etape au vizat evaluarea potentialului antifibrotic
al extractului gemoterapic de Secale cereale imbogatit cu nanocomplexe de
crisind/ciclodextrine. Activitatea 3.1. a fost reprezentata de evaluarea activitatii antifibrotice a
SC-CHR/Cyclo prin analiza matricei extracelulare. Tn acest sens am analizat expresia genici a
MMP-1, -2, -3, -9 si TIMP-1 si expresia proteica a MMP-1, -9, -13 si TIMP-1. Loturile tratate
cu extract gemoterapic de Secale cereale imbogatit cu nanocomplexe de crisina-HPBCD,
extract gemoterapic de Secale cereale, crisina complexata cu HPBCD si crisina pura au
prezentat o crestere semnificativ statisticdi a expresiei genice a MMP-1 si o diminuare
semnificativ statistica a expresiei genice a MMP-2, -3, -9 si TIMP-1 comparativ cu lotul
fibrotic si cu lotul de reversie a fibrozei, cele mai bune rezultate fiind obtinute in cazul lotutului
tratat cu extract gemoterapic de Secale cereale imbogatit cu nanocomplexe de crisina-HPBCD.
Tn urma analizei expresiei proteice a MMP-1, -9, -13 si TIMP-1 la loturile cirora li s-a
administrat extract gemoterapic de Secale cereale imbogatit cu nanocomplexe de crisina-
HPBCD, extract gemoterapic de Secale cereale, crisina complexata cu HPBCD si crisina pura
s-a remarcat o crestere a expresiei MMP-1 si -13 si o reducere a expresiei MMP-9 si TIMP-1,
cel mai pronuntat efect fiind observat in cazul lotului tratat cu extract gemoterapic de Secale
cereale imbogitit cu nanocomplexe de crisini-HPBCD. Tn cadrul activititii 3.2. a fost realizata
evaluarea activitatii antifibrotice a SC-CHR/Cyclo prin microscopie electronica. Tratamentul
cu extract gemoterapic de Secale cereale imbogatit cu nanocomplexe de crisina-HPBCD s-a
dovedit a Tmbunatati aspectul ultrastructural al ficatului. Activitatea 3.3 a vizat diseminarea
rezultatelor sub forma unei prezentdri orale la 0 conferintd nationald/internationald si
publicarea a doua articole n reviste indexate 1SI.

Il. Descrierea stiintifica

A.2.5. Evaluarea activititii antifibrotice a SC-CHR/Cyclo prin analiza matricei
extracelulare (expresia imunohistochimica a proteinelor; expresia genica)

In vederea evaludrii activitatii antifibrotice a SC-CHR/Cyclo prin analiza matricei
extracelulare am investigat expresia imunohistochimica a MMP-1, -2, -9, -13, TIMP-1 si
expresia genicd a MMP-1, -2, -3, -9 si a TIMP-1.

MMP-1, cunoscuta si sub denumirea de colagenaza 1 sau colagenaza interstitiald, este
principala proteaza care degradeaza colagenul de tip I, principalul tip de colagen prezent in
ficatul afectat de fibroza hepatica.

Expresia ARMm a MMP-1 in cazul lotului care a fost tratat cu extract gemoterapic de
Secale cereale imbogatit cu nanocomplexe de crisina-HPBCD (SC-CHR/HPBCD) s-a
remarcat a fi semnificativ crescutd comparativ cu lotul martor, cu lotul fibrotic si cu lotul de
reversie a fibrozei (p<0,001). Lotul caruia i s-a administrat crisinda complexatd cu HPBCD a
prezentat o crestere semnificativ statistica in raport cu lotul martor (p<0,001) (Figura 1).



Biopsiile de ficat ale loturilor experimentale pentru analiza imunohistochimica au fost
fixate in 4% formalina in tampon fosfat, incluse in parafina, sectionate la o grosime de 5 pm.
Ulterior, a fost analizata expresia imunohistochimicd a MMP-1, -9, -13 si a TIMP-1. Pentru
analiza sectiunilor s-a utilizat un microscop optic Olympus BX43. Sectiunile au fost
documentate imagistic cu o camera digitald Olympus XC30 si software Olympus Cell
Dimension.

Tratamentul timp de patru saptaméani cu extract gemoterapic de Secale cereale
imbogatit cu nanocomplexe de crisina-HPBCD, extract gemoterapic de Secale cereale, crisina
complexata cu HPBCD si crisind purd a indus o crestere semnificativa a expresiei proteice a
MMP-1, comparativ cu lotul fibrotic si cu cel de reversie a fibrozei. Aceasta crestere a expresiei
proteice a acestei colagenaze s-a dovedit a fi mai accentuata in cazul lotului tratat cu extract
gemoterapic de Secale cereale imbogatit cu nanocomplexe de crisina-HPBCD comparativ
loturile carora li s-a administrat extract gemoterapic de Secale cereale, crisind complexata cu
HPBCD si crisina pura. Cresterea expresiei proteice a MMP-1 se asociaza cu o crestere a
scindarii colagenului fibrilar de tip I, ceea ce sugereaza implicarea acestei colagenaze in
reversia fibrozei hepatice (Figura 2).

In cazul lotului fibrotic ciruia i s-a administrat CCla, expresia ARNm a MMP-2, -3 si -
9 a prezentat o crestere semnificativ statisticd comparativ cu lotul martor (p<<0,001). Expresia
genica a MMP-2, -3 si -9 s-a mentinut crescutd semnificativ statistic si in cazul lotului de
reversie de novo al fibrozei in raport cu lotul martor (p<0,001). Loturile care au fost tratate cu
extract gemoterapic de Secale cereale imbogatit cu nanocomplexe de crisina-HPBCD, extract
gemoterapic de Secale cereale, crisind complexatda cu HPBCD si crisind pura au prezentat o
reducere semnificativa statistic comparativ cu lotul fibrotic (p<0,001), cea mai pronuntata
reducere fiind inregistrata pentru lotul care a fost tratat cu extract gemoterapic de Secale cereale
imbogatit cu nanocomplexe de crisina-HPBCD (Figuri 3, 4 si 5).

Analiza imunohistochimica hepatica a evidentiat in cazul lotului martor un aspect
histologic normal, fara imunopozitivitate pentru MMP-9 (Fig. 6-V1). Dupa opt saptamani de
nivelul Tntregului lobul hepatic (Fig. 6-V2). Cresterea numarului de celule marcate pozitiv
pentru MMP-9 a fost observata si in cazul lotului de reversie a fibrozei la doua saptamani de
la intreruperea administrarii CCls (Fig. 6-V3). Administrarea extractului gemoterapic de Secale
cereale imbogdtit cu nanocomplexe de crisina-HPBCD, a extractului gemoterapic de Secale
cereale, a crisinei complexate cu HPBCD si a crisinei pure a indus o diminuare a
extract gemoterapic de Secale cereale imbogatit cu nanocomplexe de crisina-HPBCD (Fig. 6-
V4), in raport cu loturile carora li s-a administrat extract gemoterapic de Secale cereale, crisina
complexatd cu HPBCD si crisind pura (Figura 6).

Din punct de vedere imunohistochimic, in cazul lotului martor se remarca expresia
MMP-13 la nivel bazal (Fig. 7-V1). Tn cazul lotului fibrotic (Fig. 7-V2) si al lotulului de
reversie spontana a fibrozei (Fig. 7-V3), expresia proteica a MMP-13 a fost apropiata de cea a
lotului martor. Administrarea pe cale orala timp de patru saptamani a extractului gemoterapic
de Secale cereale imbogatit cu nanocomplexe de crisinda-HPBCD, a extractului gemoterapic de
Secale cereale, a crisinei complexate cu HPBCD si a crisinei pure a indus o crestere
considerabila a numarului de celule marcate pozitiv pentru MMP-13 cu rol in recuperarea
arhitecturii fiziologice a tesutului hepatic. Aceasta crestere a expresiei proteice a MMP-13 a
fost mai pronuntatd la lotul caruia i s-a administrat extract gemoterapic de Secale cereale
imbogatit cu nanocomplexe de crisinda-HPBCD (Fig. 7-V4) comparativ loturile carora li s-a
administrat extract gemoterapic de Secale cereale (Fig. 7-V5), crisind complexatda cu HPBCD
(Fig. 7-V6) si crisina pura (Fig. 7-V7) (Figura 7).

Analiza expresiei genice a TIMP-1 in cazul lotului fibrotic si a lotului de reversie a
fibrozei a relevat supraexpresia semnificativa a acestei proteine, comparativ cu lotul martor

2



(p<0,001). Atat in cazul lotului de reversie a fibrozei, cat si la loturile carora li s-a administat
extract gemoterapic de Secale cereale imbogatit cu nanocomplexe de crisina-HPBCD, extract
gemoterapic de Secale cereale, crisina complexata cu HPBCD si crisina pura s-a observat o
diminuare semnificativa a expresiei genice a TIMP-1 in raport cu lotul fibrotic (p<0,001). La
loturile tratate cu extract gemoterapic de Secale cereale imbogatit cu nanocomplexe de crisina-
HPBCD si crisind complexatd cu HPBCD se remarcd o reducere semnificativa a expresiei
genice a acestei proteine comparativ cu lotul de reversie a fibrozei (p<0,001) (Figura 8).

Analiza imunohistochimica hepatica a relevat in cazul lotului de control un aspect
histologic normal, fara imunopozitivitate pentru TIMP-1 (Fig. 9-V1). Tn cazul lotului fibrotic
se remarca supraexpresia TIMP-1 la nivelul spatiului port, al venei centro-lobulare si a
cordoanelor de hepatocite (Fig. 9-V2) care este vizibila si in cazul lotului de reversie a fibrozei
(Fig. 9-V3). Loturile carora li s-au administrat extract gemoterapic de Secale cereale imbogatit
cu nanocomplexe de crisina-HPBCD (Fig. 9-V4), extract gemoterapic de Secale cereale (Fig.
9-V5), crisina complexata cu HPBCD (Fig. 6-V6) si crisina pura (Fig. 6-V7) au prezentat o
reducere a expresiei proteice a TIMP-1. Efectul inhibitor asupra expresiei TIMP-1 a extractului
gemoterapic de Secale cereale imbogatit cu nanocomplexe de crisina-HPBCD a fost
semnificativ mai mare mare decéat al extractului gemoterapic de Secale cereale, al crisinei
complexate cu HPBCD si al crisinei pure. Soarecii din lotul cérora li s-a administrat crisind
pura au prezentat o diminuare a expresiei proteice a TIMP-1 comparativ cu lotul fibrotic, dar
nu la nivelul lotului de control si nici la nivelul lotului tratat cu extract gemoterapic de Secale
cereale imbogitit cu nanocomplexe de crisina-HPBCD (Figura 9).
Analiza statistica

Datele au fost analizate din punct de vedere statistic cu programul GraphPad Prism
10.1.1. utilizand metoda ANOVA one-way. Rezultatele au fost considerate semnificative
statistic la o valoare a lui p<0.05. Toate probele au fost comparate intre ele, iar semnificatia
statistica a fost reprezentata cu (*) comparativ cu lotul martor; (#) comparativ cu lotul reversie
a fibrozei; (+) comparativ cu lotul de reversie a fibrozei (lotul 3); (") comparativ cu lotul caruia
I S-a administrat crisina pura.

A.2.6. Evaluarea activitatii antifibrotice a SC-CHR/Cyclo prin microscopica electronica

Probele de ficat pentru microscopie electronica au fost prefixate cu solutie de
glutaraldehida 2,7% in tampon fosfat 0,1M la 4°C, spalate cu tampon fosfat 0,15M (pH 7,2) si
postfixate in solutie de acid osmic 2% in tampon fosfat 0,15M. Deshidratarea a fost realizata
cu acetona, iar pentru includere s-a utilizat rasina de includere epoxidica Epon 812. Pentru
obtinerea sectiunilor s-a utilizat cu un ultramicrotom Leica EM UC?7, iar analizarea imaginilor
s-a efectuat cu un microscop electronic TEM Tecnai 12 Biotwin.

In cazul lotului martor se observa ultrastructura nealterati a tesutului hepatic (Figura
10a). In schimb, in cazul lotului fibrotic se remarci alterarea ultrastructurii celulelor hepatice,
cu nuclei picnotici cu aspect neregulat, alterarea cromatinei nucleare, prezenta in citoplasma a
vacuolelor cu incarcare lipidica si lipsa depozitelor de glicogen (Figura 10b). La lotul de
reversie spontand a fibrozei este evidentd Imbunatatirea aspectului nuclear si reducerea
vacuolelor cu incarcare lipidica (Figura 10c). Administrarea pe cale oralda a extractului
gemoterapic de Secale cereale imbogdtit cu nanocomplexe de crisina-HPBCD a ameliorat
semnificativ ultrastructura hepatica, observandu-se celule care isi recapata forma fiziologica,
aspectul nuclear fiind aproape normal, vacuolele incércate lipidic aproape inexistente, se refac
depozitele de glicogen (Figura 10d). Celelalte formulari ajutd la recuperarea ultrastructurii
hepatice, fiecare lot prezentand un aspect apropiat de cel fiziologic comparativ cu lotul fibrotic
si lotul de reversie spontana a fibrozei, dar in acest caz recuperarea ultrastructurii hepatice este
semnificativ mai redusa decat in cazul lotului tratat cu extractul gemoterapic de Secale cereale
imbogatit cu nanocomplexe de crisinda-HPBCD (Figura 10 e, f, g).



Activitatea 2.7. Diseminare

Raportul — stiintific a fost 1incarcat pe site-ul web al proiectului
(https://proiecte.uvvg.ro/SCCHRCYCLOY/), iar rezultatele au fost diseminate prin participarea
la 0 conferinta nationald/internationala si publicarea a doua articole Tn reviste indexate ISI:

Conferinte:

1. Ciceu A, Herman H, Balta C, Rosu M, Mladin B, Olah N-K, Hermenean A, Improving the
anti-fibrotic effects of Secale cereale rootles extract via chrysin/cyclodextrin
nanocomplexes, Modern Phytotherapy Days, Arad, April 22-23, 2024 — Prezentare orala

Articole ISI:

1. Ciceu, A.; Fenyvesi, F.; Hermenean, A.; Ardelean, S.; Dumitra, S.; Puticiu, M.
Advancements in Plant-Based Therapeutics for Hepatic Fibrosis: Molecular Mechanisms
and Nanoparticulate Drug Delivery Systems. Int. J. Mol. Sci. 2024, 25, 9346.
https://doi.org/10.3390/ijms25179346

2. Ciceu, A.; Olah, N.; Herman H.; Mladin, B.; Rosu, M.; Puticiu, M., Fenyvesi, F.;
Hermenean, A.; Balta, C. Enhanced anti-fibrotic effects of Secale cereale rootles extract via
chrysin/cyclodextrin nanocomplexes through the inhibition of the TGF-1/Smad signaling.
Frontiers in Pharmacology, 2024 (in evaluare; Manuscript ID 1457986).

Gradul de realizare a obiectivelor

Obiectiv 1. Dezvoltarea unui nou produs gemoterapic pe baza de Secale cereale, imbogatit cu
nanocomplexe de crisind/ciclodextrine (SC-CHR/Cyclo). — Activitatile: 1.1, 1.2, 1.3, 1.4, 1.5 -
Etapa | (2022) — grad de realizare 100%

Obiectiv 2. Validarea efectelor antifibrotice ale produsului gemoterapic pe baza de Secale
cereale Tmbogdtit cu nanocomplexe de crisind/ciclodextrine intr-un model experimental de
fibroza hepatica la soareci. — Activitatile: 2.1, 2.2, 2.3, 2.4 (Etapa 1, 2023), 3.1, 3.2, 3.3 (Etapa
[11, 2024) — grad de realizare 100%

Livrabilele realizate in aceasta prima etapa sunt reprezentate de:
e obtinerea de imagini de microscopie opticd a ficatului pentru markerii
imunohistochimici (Activitatea 2.5.);
e obtinerea de imagini de microscopie electronica a ficatului (Activitatea 2.6.);
e diseminarea rezultatelor obtinute sub forma unei prezentari orale si o prezentare de
poster la conferinte nationale/internationale (Activitatea 2.7.);
e publicarea a doua articole in reviste indexate IST (Activitatea 2.7.).

Indicatori de rezultat, diseminarea rezultatelor:
Participarea la o conferinta nationald/internationala.
Publicarea a 2 articole Tn reviste indexate ISI.

Director de proiect
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Data:26.09.2024
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