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Obiectivele previazute/realizate

Scopul general al acestui proiect a fost de a dezvolta un nou produs pe baza de complexe
crisind/ciclodextrine si extract gemoterapic din radacina de Secale cereale, destinat sa induca reversia
fibrozei hepatice

Obiectiv 1. Dezvoltarea unui nou produs gemoterapic pe baza de Secale cereale imbogatit cu
nanocomplexe de crisind/ciclodextrine (SC-CHR/Cyclo)

Obiectiv 2. Validarea efectelor antifibrotice ale produsului gemoterapic pe baza de Secale cereale
imbogatit cu nanocomplexe de crisind/ciclodextrine Intr-un model experimental de fibroza hepatica la
soareci

Gradul de indeplinire al obiectivelor: 100%

Rezumat rezultate:

Tn etapa | a proiectului s-a realizat dezvoltarea, caracterizarea si evaluarea capacititii
antioxidante a noului produs bazat pe extract gemoterapic de secara (Secale cereale MG) imbogatit cu
nanocomplexe de crisin si ciclodextrine (SC-CHR/RAMEB si SC-CHR/HPBCD). Intr-o prima etapa
a fost obtinut si caracterizat extractul gemoterapic din radicele de secard, remarcandu-se o crestere
semnificativa a cantitdtii de flavonoide in cazul extractelor gemoterapice imbogatite cu nanocomplexe
de crisina si ciclodextrine comparativ cu extractul necomplexat. Ulterior, au fost obtinute si
caracterizate nanocomplexele de crisind cu fB-ciclodextrine: RAMEB si HPBCD, formand complexe

de incluziune. In cele din urma a fost obtinut si caracterizat produsul gemoterapic pe bazi de secari
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imbogdtit cu nanocomplexe de crisina si ciclodextrine (SC-CHR/Cyclo). Analiza LC/MS a aratat
prezenta unei varietati de polifenoli, incluzand acizi fenolici si flavonoide. In extractul imbogitit, acizii
fenolici nu au fost detectati, dar flavonoidele, inclusiv crisina, au fost prezente, indicand o
biodisponibilitate crescutd datoritd complexarii cu ciclodextrine. A fost evaluatd activitatea
antioxidanta a extractelor folosind metodele DPPH (IC50), FRAP si CUPRAC, extractele imbogatite
cu nanocomplexe de crisind si ciclodextrine prezentand un potential antioxidant mai ridicat. Pe baza
rezultatelor obtinute in vitro, a fost selectat pentru experimentul in vivo extractul gemoterapic de secara
complexat cu crisina si ciclodextrina HPBCD (SC-CHR/HPBCD).

Tn etapa 11 a fost evaluat potentialul anti-fibrotic al extractului gemoterapic de Secale cereale
complexat cu crisind si ciclodextrina HPBCD intr-un model de fibroza hepatica indusa cu tetraclorura
de carbon la soareci. Dupa confirmarea fibrozei, soarecii au primit diferite tratamente pe cale orala:
extractul de Secale cereale cu nanocomplexe de crisina-HPBCD (Sc-CHR-HPBCD), extract simplu de
Secale cereale (Sc), crisina complexatda cu HPBCD (CHR-HPBCD) si crisina pura (CHR). Tratamentul
cu Sc-CHR-HPBCD a normalizat nivelul parametrilor serici AST, ALT si LDH. De asemenea, a fost
demonstrata eficienta efectului anti-fibrotic hepatic al extractului gemoterapic de Secale cereale
complexat cu crisina si ciclodextrina HPBCD prin analize histopatologice. Administrarea timp de patru
saptdmani a Sc-CHR-HPBCD a redus prezenta colagenului, ceea ce indica eficienta tratamentului. A
fost evaluata activitatea anti-fibrotica hepatica prin analiza caii de semnalizare TGFf/Smad. Loturile
tratate au prezentat o reducere semnificativa a expresiei genice a TGF-f1, Smad 2 si 3 si a-SMA,
precum si o crestere a expresiei Smad 7 comparativ cu lotul fibrotic si cu lotul de reversie a fibrozei.
Rezultatele cele mai bune au fost obtinute in urma tratamentului cu Sc-CHR-HPBCD. Expresia
imunohistochimica pentru TGF-B1 si Smad 2/3 si a-SMA a confirmat aceste rezultate.

Tn etapa 111 a fost investigat potentialul antifibrotic a SC-CHR/Cyclo prin analiza expresiei
genicea MMP-1, -2, -3, -9 si TIMP-1 si analiza expresiei proteice a MMP-1, -9, -13 si TIMP-1. Loturile
tratate cu Sc-CHR-HPBCD, Sc, CHR-HPBCD si CHR purd au prezentat o crestere semnificativ
statistica a expresiei genice a MMP-1 si o diminuare semnificativ statisticd 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
s-au observat la lotul tratat cu Sc-CHR-HPBCD. Analiza expresiei proteice a MMP-1, -9, -13 si TIMP-
1 la loturile carora li s-a administrat Sc-CHR-HPBCD, Sc, CHR-HPBCD si CHR pura au prezentat o
crestere a expresiet MMP-1 s1 -13 s1 o reducere a expresieit MMP-9 si TIMP-1, efectul cel mai pronuntat
fiind observat la tratamentul cu extractul gemoterapic Tmbogatit cu nanocomplexe de crisind-HPBCD.
Prin microscopie electronicd s-a observat cd tratamentul cu SC-CHR/HPBCD a imbunatatit
semnificativ aspectul ultrastructural al ficatului. Aceste rezultate au demonstrat ca tratamentul cu SC-
CHR/HPBCD are un potential antifibrotic semnificativ.

Activitatea 1.1. Obtinerea si caracterizarea extractului gemoterapic pe baza de Secale cereale
S-a folosit extract gemoterapic din radicele de secara (Secale cereale MG), obtinut din radicele
proaspete recoltate in iulie 2021 din culturile organice ale firmei SC PlantExtrakt SRL (certificare
Ecolnspect Ro008) prin metodologia descrisa in Farmacopeea Europeand ed. 10. Pentru extractie s-a
folosit un amestec glicerind 100% - alcool etilic 96% vol. in raport 1:1, iar raportul de extractie material
vegetal uscat — solvent a fost de 1:20. Materialul vegetal s-a prelucrat in stare proaspata. Extractia s-a
realizat la rece, prin macerare cu agitari zilnice de 2 x 20 min, timp de 20 de zile, urmat de decantare
si presarea materialului vegetal imbibat cu solvent la maxim 400 atm. Solutia extractiva astfel obtinuta
este maceratul glicerinic, denumit si extract gemoterapic.



Activitatea 1.2. Obtinerea si caracterizarea nanocomplexelor de crisina/ciclodextrine
Crisina a fost formulata cu doua B-ciclodextrine, respectiv ramdomly metilat g-ciclodextrina (RAMEB)
si hidroxipropil B-ciclodextrina (HPBCD) in vederea formarii de complexe de incluziune.

Activitatea 1.3. Obtinerea si caracterizarea noului produs gemoterapic pe baza de Secale cereale,
imbogatit cu nanocomplexe de crisini/ciclodextrine (SC-CHR/Cyclo)

Extractul gemoterapic din radicele de secara a fost amestecat cu complexe crisini-RAMEB (CHR-
RAMEB) si crisina-HPBCD (CHR-HPBCD). S-au realizat complexe lichide fara a folosi vreun
stabilizator.

SC = extract gemoterapic din radicele de secara — Secale cereale MG

SC-CHR/RAMEB = extract din radicele de secara + CHR-RAMEB complex

SC-CHR/HPBCD = extract din radicele de secara + CHR-HPBCD complex

1.3.1. Evaluarea profilului fitochimic al extractului

Dozarea spectrofotometrica a flavonoidelor totale si a polifenolilor totali

Dozarea spectrofotometrica a flavonoidelor se bazeaza pe reactia de complexare a ionului aluminiu de
catre grupdrile cu oxigen din molecula flavonoidelor, complex care se coloreaza in galben. Metoda este
adaptata din Farmacopeea Romana ed. X.

Conditiile experimentale sunt:

Aparat: spectrofotometru Cintra 101, GBC Australia.

Probele: cate 1 ml din cele 3 probe se amesteca cu 5 ml acetat de sodiu 10% si 3 ml clorura de aluminiu
2,5%, apoi se completeaza la 25 ml cu metanol.

Etaloane: cate 1 ml din solutii metanolice de cvercetina avand concentratiile de 2,24; 6,72; 11,20; 15,68
respectiv 22,40 pg/ml se amesteca cu 5 ml acetat de sodiul0 % si 3 ml clorura de aluminiu 2,5%, apoi
se completeaza la 25 ml cu metanol.

Blank probe: cite 1 ml din cele 3 probe se amesteca cu 8 ml apa purificata, apoi se completeaza la 25
ml cu metanol.

Blank etaloane: 8 ml apa purificata adusa la 25 ml cu metanol.

Lungimea de unda: 430 nm, citire dupa 30 minute de repaus.

Dozarea spectrofotometrica a polifenolilor se bazeaza pe realizarea unui complex albastru intre
grupdrile fenolice si reactivul fosfowolframic in mediu alcalin. Metoda este adaptata din Farmacopeea
Romana ed. IX.

Conditiile experimentale sunt:

Aparat: spectrofotometru Cintra 101, GBC Australia.

Probele: cate 1 ml din cele 3 probe se amesteca cu 0,5 ml reactiv fosfowolframic, apoi se completeaza
la 25 ml cu carbonat de sodiu 15%.

Etaloane: cate 0,1 ml din solutii metanolice de acid cafeic avand concentratiile de 12, 20, 28 respectiv
40 pg/ml se amesteca cu 0,5 ml reactiv fosfowolframic, apoi se completeaza la 25 ml cu carbonat de
sodiu 15%.

Blank probe: cate 1 ml din cele 3 probe se completeaza la 25 ml cu carbonat de sodiu 15%.

Blank etaloane: apa purificata.

Lungimea de unda: 715 nm, citire dupa 2 minute de repaus.

Fiecare proba s-a prelucrat de 3 ori si s-au realizat pe fiecare proba cate 3 citiri. Rezultatele sunt media
aritmeticd a determindrilor individuale.



Cantitatea de flavonoide a prezentat o crestere semnificativd in cazul extractelor gemoterapice de
secard Tmbogdtite cu nanocomplexe de crisind/ciclodextrine in raport cu extractul gemoterapic de
secard necomplexat cu crisind si ciclodextrine. Extractul gemoterapic de secara complexat cu crisind
si ciclodextrina RAMEB (SC-CHR/RAMEB) s-a dovedit a avea o concentratic mai mare atat de
polifenoli, cat si de flavonoide totale in raport cu extractul gemoterapic de secard complexat cu crisind
si HPBCD. In ceea ce priveste polifenolii totali, acestia au fost prezenti in cantitate usor mai ridicata
in cazul extractului gemoterapic de secara necomplexat cu crisind si ciclodextrine.

1.3.2. Analiza cromatografica pe coloana

Analiza LC/MS s-a realizat cu un sistem cromatografic Shimadzu Nexera | LC/MS - 8045 (Kyoto,
Japan), care este un system UHPLC echipat cu pompa cuaternara si un spectrometru de masa cu
cvadrupoli si ionizare prin pulverizare electronica (ESI).

Separarea s-a realizat pe o coloand Luna C18 cu fazi inversd (150 mm x 4.6 mm x 3 mm, 100 A), de
la Phenomenex (Torrance, CA, USA). Temperatura de operare a coloanei a fost de 40°C.

Pentru separarea a cat mai multi polifenoli s-a folosit un gradient de faza mobila (tabel 2), folosind
methanol (Merck, Darmstadt, Germania), apa ultrapurificata preparatd cu un sistem Simplicity Ultra
Pure Water Purification System (Merck Millipore, Billerica, MA, USA) si acid formic, ca si
modificator organic (Merck, Darmstadt, Germania). Solventii folositi au fost de puritate LC/MS. Faza
mobila a fost trecutd prin coloana cromatografica cu o viteza de 0,5 ml/min, iar timpul total de analiza
a fost de 35 minute.

Detectia componentelor s-a realizat cu un spectrometru de masa cu cvadrupoli avand sursa de ioni cu
electrospray (ESI). Pentru monitorizarea reactiilor multiple (MRM), pentru detectarea cu sensibilitate
maxima, s-a folosit atdt modul negativ, cat si modul pozitiv de detectare. Temperatura interfetei a fost
de 300°C, gazul de uscare a fost azotul la 35 psi, 10 /min, iar potentialul de capilar a fost setat la +3000
V.

In cazul fiecarui standard, la fiecare concentratie s-au injectat cate 1 pl. Identificarea s-a realizat prin
compararea timpilor de retentie, a spectrelor de masa respectiv a tranzitiilor principale din aceste
spectre a substantelor standard cu cele ale compusilor separati din probele analizate. Determinarile
cantitative s-au realizat pe baza curbelor de calibrare a fiecarei substante standard, la nivelul tranzitiei
principale. Tn acest sens pentru fiecare standard s-a determinat limita de detectie respectiv limita de
cuantificare. Tn tabelul 3 sunt date detaliile din spectrele de masa.

Extractul de Secale cereale MG si cele imbogatite cu nanocomplexe de crisind/ciclodextrine s-au diluat
cu metanol, identic cu cel folosit la analiza LC/MS, in raport 1 la 10. Solutiile diluate s-au trecut prin
microfilter de 0,45 mm (Merck Millipore, Billerica, MA, USA). Din fiecare proba de extract simplu s-
au injectat cate 1 pl, iar din extractele imbogatite cate 10 pl.

Rezultatele datelor determindrilor cantitative sunt prezentate in tabelul 4.

Analiza LC/MS a relevat faptul cd extractul gemoterapic de secara are in compozitie o gama variata de
polifenoli, atat acizi fenolici, cat si flavonoide. In ceea ce priveste acizii fenolici, concentratiile cele
mai ridicate au fost de acid cafeic si acid trans-p-cumaric. Flavonoidele care au fost identificate Tn
cantitate mai mare au fost reprezentate de hiperozidi, rutozidi, naringenini si crisini. In cazul
extractului gemoterapic de secara Tmbogatit cu nanocomplexe de crisina/ciclodextrine, acizii fenolici
nu au putut fi detectati. In schimb, flavonoidele sunt regisibile, ceea ce evidentiazi cresterea
crisina a fost gasitad a fi In cea mai mare concentratie in cazul ambelor preparate fitoterapeutice pe baza
de secara imbogatite cu nanocomplexe de crisind/ciclodextrine.
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Activitatea 1.4. Analiza in vitro a activitatii antioxidante

Efectul antioxidant al extractelor gemoterapice de secara este probabil datorat continutului in polifenoli
de tipul flavonoidelor si acizilor fenolici. Efectul antioxidant al extractului gemoterapic de secara si al
extractului gemoterapic de secard imbogatit cu nanocomplexe de crisind/ciclodextrine S-a evidentiat
prin mai multe metode spectrale: DPPH calculand ICso, FRAP si CUPRAC, folosind metodele
standard.

Tn tabelul 5 sunt prezentate rezultatele obtinute.

Se observa un potential antioxidant mai mare in cazul extractelor gemoterapice de secara imbogatite
cu nanocomplexe de crisind/ciclodextrine, potential care a fost confirmat prin toate cele trei metode
utilizate.

Activitatea 1.5. Selectarea celui mai eficient extract gemoterapic pe baza de Secale cereale,
imbogitit cu nanocomplexe de crisini/ciclodextrini in vederea testarii in vivo

Pe baza rezultatelor obtinute in vitro, a fost selectat pentru realizarea experimentului in vivo cel mai
bun produs gemoterapic pe bazd de Secale cereale imbogatite cu nanocomplexe de

crisind/ciclodextrine, respectiv extractul gemoterapic de secard complexat cu crisind si ciclodextrina
HPBCD (SC-CHR/HPBCD).

Activitatea 2.1. Inducerea experimentala a fibrozei hepatice cu CCls

Pentru inducerea experimentala a fibrozei hepatice s-au utilizat soareci CD1 masculi, albi, n
varsta de 8 sdptamani. Acestia au fost crescuti in conditii standard de crescatorie Tn Biobaza de Animale
de Laborator din cadrul Institutului de Stiinte ale Vietii ,,Aurel Ardelean” al Universitdtii de Vest
,,Vasile Goldis” din Arad. Soarecii au fost impartiti in sapte loturi experimentale a cate 15 indivizi.
Toate procedurile experimentale au fost aprobate de Comisia de Etica a Universitatii de Vest ,,Vasile
Goldis” din Arad (Aviz nr. 16/6.07.2021). Primul lot a fost reprezentat de lotul martor. Soarecilor din
loturile 2, 3,4, 5, 6 s1 7 1i s-a administrat intraperitoneal de doua ori pe sdptamana timp de opt saptamani
2 ml/kg corp CCl4 dizolvata in ulei de masline 20%, v/v. Soarecii din lotul 2 (lotul fibrotic) au fost
eutanasiati la 72 de ore de la ultima administrare intraperitonealda in vederea confirmarii fibrozei
hepatice. Lotul 3 (lotul de control fibrotic) a fost utilizat in vederea evidentierii reversiei spontane a
fibrozei hepatice. In vederea evaluirii efectului antifibrotic al extract gemoterapic de Secale cereale
imbogatit cu nanocomplexe de crisind-HPBCD, tratamentul a inceput la finalul celor opt saptdmani de
administrare a CCls. Tratamentul a fost administrat zilnic, prin gavaj, timp de patru saptamani cu
extract gemoterapic de Secale cereale imbogdtit cu nanocomplexe de crisina-HPBCD (Sc-CHR-
HPBCD) (lotul 4), extract gemoterapic de Secale cereale (Sc) (lotul 5), crisina complexatda cu HPBCD
(CHR-HPBCD) (lotul 6), crisinda pura (CHR) (lotul 7). Dupa doudsprezece saptamani, soarecii din
loturile 1, 3, 4, 5, 6, 7 au fost sacrificati la 24 de ore de la ultima administrare sub anestezie cu
ketamina:xilazina (100 mg/kg:10 mg/kg). Crisina (5,7-dihidroxiflavond) pura a fost achizitionata de la
Alfa Aesar (ThermoFisher Scientific, Kandel, Germania) si a fost solubilizata in prealabil administrarii
in 0,7% carboximetil celuloza (CMC). Doza de crisina a fost de 25 mg/kg corp/zi, indiferent de
formulare.

Activitatea 2.2. Evaluarea activitatii antifibrotice a SC-CHR/Cyclo prin analize biochimice
Evaluarea concentratiei serice a markerilor hepatici (AST, ALT) si LDH a fost efectuatd pe un
analizor automat de biochimie (Mindray BS-120).
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Evaluarea AST pune 1n evidenta diminuarea marcantd a acestei valori in cazul lotului fibrotic.
Administrarea produsului extractului gemoterapic de Secale cereale imbogatit cu nanocomplexe de
crisind-HPBCD a condus la normalizarea acestui parametru ajungand la o valoare apropiata de cea a
lotului de control (Figura 1).

In cazul ALT se constati valori crescute in cazul tuturor loturilor experimentale comparativ cu
lotul de control. Valori semnificativ mai crescute comparativ cu lotul martor se remarca in cazul lotului
tratat cu extract gemoterapic de Secale cereale imbogatit cu nanocomplexe de crisina-HPBCD, al
lotului de reversie spontana a fibrozei si a lotului caruia i s-a administrat extract gemoterapic de Secale
cereale (Figura 2).

Evaluarea LDH pune in evidenta o scadere semnificativa statistic a activitatii acestei enzime
comparativ cu lotul martor in cazul lotului fibrotic si a loturilor carora li s-a administrat Secale cereale,
CHR-HPBCD si CHR. De asemenea, se remarcad valori pozitive a activitatii acestei enzime 1n cazul
lotului cdruia i s-a administrat Sc-CHR-HPBCD. iIn cazul tuturor loturilor cirora li s-a administrat
extract gemoterapic de Secale cereale imbogatit cu nanocomplexe de crisina-HPBCD se observa valori
superioare semnificative statistic ale activitatii LDH comparativ cu lotul fibrotic (Figura 3).

In cazul tuturor parametrilor analizati mai sus se constati normalizarea acestora in urma
administrarii extractului gemoterapic de Secale cereale imbogatit cu nanocomplexe de crisina-
HPBCD, in cazul acestui lot constatandu-se valori asemanatoare cu cele regasite la lotul martor.

Activitatea 2.3. Evaluarea activitatii antifibrotice a SC-CHR/Cyclo prin analiza histopatologica
Efectele antifibrotice in vivo ale SC-CHR/Cyclo au fost evaluate prin analiza histopatologica si
imunohistochimicd a depunerilor de colagen de la nivel hepatic. Biopsiile de ficat ale loturilor
experimentale au fost fixate In 4% formalina in tampon fosfat, incluse 1n parafind si sectionate la o
grosime de 5 pm. Sectiunile histologice au fost apoi colorate cu hematoxilind si eozind (H&E) si
coloratie Tricromica Van Gieson in vederea evidentierii modificarilor histopatologice si a acumularilor
de colagen. Pentru analiza sectiunilor s-a utilizat un microscop optic Olympus BX43. Sectiunile au fost
documentate imagistic cu o camera digitala Olympus XC30 si software Olympus Cell Dimension.

In cazul soarecilor din lotul martor analiza histologici a ficatului a evidentiat prezenta unei
arhitecturi hepatice normale. Hepatocitele au un aspect normal. Cordoanele de hepatocite converg
radiar spre vena centrolobulara fara proliferare de tesut conjunctiv intralobular (Figura 4-V1). Ficatul
soarecilor din lotul fibrotic a prezentat modificari majore in ceea ce priveste morfologia hepatica:
evidente depuneri de colagen, formarea de pseudolobuli si infiltrarea de celule inflamatorii in zonele
interstitiale hepatice. De asemenea, se remarcad prezenta hepatocitelor cu steatozd micro- si macro-
veziculard, ,hepatocitelor spumoase” (foamy) perivenulare hipertrofiate cu acumulare masiva de
griasime microveziculari si congestia capilarelor sinusoide (Figura 4-V2). In cazul soarecilor din lotul
de control fibrotic modificarile histopatologice sunt reprezentate de prezenta tesutului fibros si a
pseudo-lobulilor, precum si a infiltratelor de celule inflamatorii. De asemenea, s-au evidentiat
hepatocite hipertrofiate cu citoplasma spumoasa (Figura 4-V3). Loturile céarora li s-a administrat timp
de patru saptamani tratament cu extract gemoterapic de Secale cereale imbogatit cu nanocomplexe de
crisina-HPBCD (Figura 4-V4), extract gemoterapic de Secale cereale (Figura 4-V5), crisina
complexatd cu HPBCD (Figura 4-V6) si crisina pura (Figura 4-V7) au prezentat o diminuare a ariilor
fibrotice, in raport cu cele observate la lotul fibrotic. La aceste loturi persista infiltratele inflamatorii la
nivelul ariilor periportale, congestia sinusoidelor si microsteatoza hepatici. In cazul lotului tratat cu
extract gemoterapic de Secale cereale imbogatit cu nanocomplexe de crisina-HPBCD, aspectul
histologic al ficatului este apropiat de cel al lotului martor (Figura 4-V4).
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Pentru evaluarea fibrozei hepatice a fost utilizata coloratia tricromica Fouchet van Gieson.
Sinteza crescutd de colagen care Insoteste procesul de fibrogeneza determina formarea de depozite de
colagen care reduc parenchimul hepatic functional. In cazul lotului martor, analiza histologica a
evidentiat o arhitectura lobulara normala, fara proliferare de colagen (Figura 5-V1). Spre deosebire de
acesta, lotul caruia i s-a administrat CCls a prezentat modificari importante materializate prin prezenta
pseudolobulilor caracteristici procesului de fibrozare si formarea de septe fibrotice perilobulare (Figura
5-V2). La doua saptamani de la administrarea ultimei doze de CCla, fibroza perilobulara persista la
nivelul lotului de reversie de novo a fibrozei (Figura 16-V3), dar mai redusa comparativ cu lotul
fibrotic. In cazul lotului tratat cu crisind pura se remarca prezenta colagenului insular (Figura 5-V6).
In ceea ce priveste loturile carora li s-a administrat CHR-HPBCD (Figura 5-V6) si extract gemoterapic
de Secale cereale (Figura 5-V5) septele fibrotice sunt intrerupte, iar colagenul apare mai mult
pericentrolobular. Arhitectura hepatica cea mai apropiata de lotul martor a fost observata in cazul
lotului tratat timp de patru saptdmani cu Sc-CHR-HPBCD la nivelul caruia colagenul se mentine
sporadic (Figura 5-V4). Sc-CHR-HPBCD a inhibat procesul de fibrogeneza hepatica prin diminuarea
grosimii septelor conjunctive care devin discontinue.

Activitatea 2.4. Evaluarea activitatii antifibrotice a SC-CHR/Cyclo prin analiza caii de
semnalizare TGF-p (expresia imunohistochimica a proteinelor; expresia genici)

Expresia ARNm a TGF-B1 a prezentat o crestere semnificativ statistica in cazul lotului fibrotic
caruia i s-a administrat CCls timp de opt sdptamani comparativ cu lotul martor (p<0,001). Expresia
genicd a TGF-P1 s-a mentinut crescutd semnificativ statistic si in cazul lotului de reversie de novo al
fibrozei n 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 complexata cu HPBCD si crisind purd au prezentat o reducere semnificativa statistic comparativ
cu lotul fibrotic si cu lotul de reversie a fibrozei (p<0,001), cea mai accentuatd reducere fiind
inregistratd pentru lotul care a fost tratat cu extract gemoterapic de Secale cereale imbogatit cu
nanocomplexe de crisina-HPBCD (Figura 6).

Analiza imunohistochimicd hepatica a evidentiat in cazul lotului martor un aspect histologic
normal, fard imunopozitivitate pentru TGF-f1 (Figura 6-V1). Dupa opt saptimani de administrare a
si al hepatocitelor (Figura 6-V2). In cazul lotului de control fibrotic se remarci o acumulare a celulelor
marcate pozitiv pentru TGF-B1 in jurul septelor fibrotice si periportal (Figura 6-V3), expresie care este
usor redusd comparativ cu lotul cdruia i s-a administrat CCls datoritd faptului ca ficatul a avut o
perioada de 2 saptdmani de recuperare de novo. Loturile tratate cu extract gemoterapic de Secale
cereale (Figura 6-V5), crisina complexata cu HPBCD (Figura 6-V6) si crisina pura (Figura 6-V7) au
prezentat o scadere semnificativa a expresiei proteice a TGF-B1 comparativ cu lotul fibrotic, in special
in cazul lotului cdruia i s-a administrat extract gemoterapic de Secale cereale imbogatit cu
nanocomplexe de crisina-HPBCD (Figura 6-V4).

In ceea ce priveste expresia ARNm a Smad 2 si 3, aceasta a crescut semnificativ statistic la
lotul fibrotic Tn raport cu lotul martor (p<0,001). Tn cazul lotului de reversie de novo al fibrozei aceasti
expresie a prezentat de asemenea o crestere semnificativa statistic comparativ cu lotul martor
(p<0,001). in schimb, loturile cirora li s-a administrat extract gemoterapic de Secale cereale imbogitit
cu nanocomplexe de crisina-HPBCD, extract gemoterapic de Secale cereale, crisind complexata cu
HPBCD si crisind purd au prezentat o reducere semnificativa statistic comparativ cu lotul fibrotic si cu
cel de reversie a fibrozei (p<0,001) (Figura 7 si 8).
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In cazul lotului martor, expresia proteici a Smad 2/3 a fost sub limita de detectie a kitului
utilizat (Figura 9-V1). In cazul lotului fibrotic, analiza imunohistochimici hepatica a relevat o crestere
a expresiei proteice a Smad 2/3 la nivelul spatiilor interlobulare si perivascular (Figura 9-V2). Aceasta
crestere este prezentd in cazul lotului de reversie spontana a fibrozei, dar sensibil mai redus decat in
cazul lotului fibrotic (Figura 9-V3). Loturile carora li s-au administrat extract gemoterapic de Secale
cereale imbogatit cu nanocomplexe de crisina-HPBCD (Figura 9-V4), extract gemoterapic de Secale
cereale (Figura 9-V5), crisina complexata cu HPBCD (Figura 9-V6) si crisina pura (Figura 9-V7) au
prezentat o diminuare semnificativa a expresiei proteice a Smad 2/3. Efectul inhibitor asupra expresieli
Smad 2/3 al extractului gemoterapic de Secale cereale imbogatit cu nanocomplexe de crisina-HPBCD
a fost semnificativ mai mare comparativ administrarea extractului gemoterapic de Secale cereale, a
crisinei complexate cu HPBCD sau a crisinei pure. Soarecii cdrora li s-a administrat crisind pura au
prezentat o diminuare a expresiei proteice a Smad 2/3 comparativ cu lotul fibrotic (Figura 9-V7), dar
aceasta nu a fost la nivelul lotului martor si nici la nivelul lotului tratat cu extract gemoterapic de Secale
cereale imbogatit cu nanocomplexe de crisina-HPBCD. Aceste rezultate sugereaza proprietatea de
potentare a compusilor care intra in componenta extractului gemoterapic de Secale cereale imbogiatit
cu nanocomplexe de crisind-HPBCD si de a bloca activarea celulelor hepatice stelate indusd de TGF-
B1 prin inhibarea transductiei semnalului Smad 2/3, contribuind in acest fel la reversia fibrozei
hepatice. Diminuarea expresiei genice si proteice a Smad 2/3 care inhiba calea de semnalizare TGF-
B/Smad poate fi un mecanism cheie prin care extractul gemoterapic de Secale cereale imbogatit cu
nanocomplexe de crisina-HPBCD inhiba fibroza hepatica indusa cu CCls. Administrarea timp de patru
saptamani a extractului gemoterapic de Secale cereale imbogatit cu nanocomplexe de crisina-HPBCD
a exercitat un efect antifibrotic asupra fibrozei hepatice induse de CCls, a diminuat numarul celulelor
hepatice stelate activate, a reechilibrat calea de semnalizare TGF-B/Smad, fapt demonstrat de
diminuarea expresiei genice si proteice a TGF-B1 si Smad 2/3.

Smad 7 urmeaza un model inversat in comparatie cu expresia genicd observata la Smad 2 si 3.
Extractul gemoterapic de Secale cereale imbogatit cu nanocomplexe de crisina-HPBCD, extract
gemoterapic de Secale cereale, crisind complexata cu HPBCD si crisind purd au indus o crestere
semnificativa a expresiei genice a Smad 7, comparativ cu lotul caruia i s-a administrat CCls si cu cel
de control fibrotic (lotul 3) (p<0,001) (Figura 10).

a-SMA reprezinta un marker al fibrozei hepatice utilizat pentru evidentierea celulelor hepatice
stelate activate. In vederea evaluirii efectului administririi extractului gemoterapic de Secale cereale
imbogatit cu nanocomplexe de crisina-HPBCD asupra reglarii sintezei de a-SMA, markerul activarii
celulelor hepatice stelate, au fost efectuate analize asupra expresiei genice si expresiei proteice la nivel
tisular hepatic.

Toate loturile experimentale prezinta un nivel crescut al expresiei genice a a-SMA comparativ
cu lotul de control. Atat in cazul lotului fibrotic, cat si in cazul lotului de reversie a fibrozei se remarca
nivele inalte semnificativ statistic comparativ cu lotul de control si cu toate celelalte loturi
experimentale, dar semnificativ mai scazut in cazul lotului de reversie spontand a fibrozei. Loturile
carora li s-a administrat tratament cu extract gemoterapic de Secale cereale imbogatit cu nanocomplexe
de crisina-HPBCD, extract gemoterapic de Secale cereale, crisind complexata cu HPBCD si crisina
purd prezintd nivelul de expresie a-SMA semnificativ crescute fatd de lotul de control, dar in
comparatie cu loturile de fibroza si cel de reversie spontand a fibrozei, valorile acestora sunt
semnificativ statistic mai reduse. Tn cazul lotului tratat cu extract gemoterapic de Secale cereale
imbogdtit cu nanocomplexe de crisind-HPBCD se observa valori care tind spre valorile regasite in lotul
de control si mult reduse fata de loturile 2 si 3 (Figura 11).
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Administrarea timp de opt sdptdimani a CCls a indus o crestere semnificativa a
hepatice stelate in acest model experimental de fibroza hepatica la soareci, fapt evidentiat de cresterea
expresiei genice si a sintezei proteice a a-SMA. Aceasta imunopozitivitate s-a mentinut ridicata la doua
saptamani dupa intreruperea administrarii CCls (Figura 12-V3). Loturile carora li s-au administrat timp
de patru saptamani tratament cu extract gemoterapic de Secale cereale imbogatit cu nanocomplexe de
crisina-HPBCD (Figura 12-V4), extract gemoterapic de Secale cereale (Figura 12-V5), crisina
complexata cu HPBCD (Figura 12-V6) si crisina pura (Figura 12-V7) au prezentat o diminuare a
sintezei proteice a a-SMA, ceea ce sugereaza rolul acestor formulari in cresterea capacitdtii crisinet si
a extractului gemoterapic de Secale cereale de a inhiba activarea celulelor hepatice stelate, ca celule
cheie implicate in procesul de fibrogeneza. Reducerea numarului de celule marcate a-SMA a fost mai
accentuata in cazul lotului caruia i s-a administrat extract gemoterapic de Secale cereale imbogatit cu
nanocomplexe de crisina-HPBCD (Figura 12-V4).

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 fibrotic; (+) comparativ cu lotul de control
fibrotic (lotul 3); (*) comparativ cu lotul caruia i s-a administrat crisina pura.

Activitatea 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 imunohistochimicd 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 colagenazad 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 n cazul lotului care a fost tratat cu extract gemoterapic de Secale
cereale imbogdtit 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 crisind complexata cu HPBCD a prezentat o crestere
semnificativ statistica in raport cu lotul martor (p<0,001) (Figura 13).

Biopsiile de ficat ale loturilor experimentale pentru analiza imunohistochimica au fost fixate in
4% formalind n tampon fosfat, incluse in parafina, sectionate la o grosime de 5 pm. Ulterior, a fost
analizatd 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
digitala Olympus XC30 si software Olympus Cell Dimension.

Tratamentul timp de patru saptamani cu extract gemoterapic de Secale cereale imbogatit cu
nanocomplexe de crisina-HPBCD, extract gemoterapic de Secale cereale, crisind complexata cu
HPBCD si crisind pura 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
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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, crisina complexata cu HPBCD si crisind 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 n reversia fibrozei hepatice (Figura 14).

In cazul lotului fibrotic ciruia i s-a administrat CCls, expresia ARNm a MMP-2, -3 si -9 a
prezentat o crestere semnificativ statistica 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 n raport cu lotul martor (p<0,001). Loturile care au fost tratate cu extract gemoterapic de
Secale cereale Tmbogatit cu nanocomplexe de crisina-HPBCD, extract gemoterapic de Secale cereale,
crisind complexata cu HPBCD si crisind purd 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 15-
17).

Analiza imunohistochimicd hepatica a evidentiat in cazul lotului martor un aspect histologic
normal, fara imunopozitivitate pentru MMP-9 (Fig. 18-V1). Dupa opt saptamani de administrare a
hepatic (Fig. 18-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. 18-
V3). Administrarea extractului gemoterapic de Secale cereale imbogatit cu nanocomplexe de crisina-
HPBCD, a extractului gemoterapic de Secale cereale, a crisinei complexate cu HPBCD si a crisinei
lotului tratat cu extract gemoterapic de Secale cereale imbogatit cu nanocomplexe de crisina-HPBCD
(Fig. 18-V4), in raport cu loturile carora li s-a administrat extract gemoterapic de Secale cereale, crisina
complexata cu HPBCD si crisina pura (Figura 18).

Din punct de vedere imunohistochimic, in cazul lotului martor se remarca expresia MMP-13 la
nivel bazal (Fig. 19-V1). In cazul lotului fibrotic (Fig. 19-V2) si al lotulului de reversie spontani a
fibrozei (Fig. 19-V3), expresia proteici 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 crisina-HPBCD, a extractului gemoterapic de Secale cereale, a crisinei
complexate cu HPBCD si a crisinei pure a indus o crestere considerabild 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 pronuntata la lotul caruia i s-a administrat extract
gemoterapic de Secale cereale imbogatit cu nanocomplexe de crisina-HPBCD (Fig. 19-V4) comparativ
loturile carora li s-a administrat extract gemoterapic de Secale cereale (Fig. 19-V5), crisina complexata
cu HPBCD (Fig. 19-V6) si crisina pura (Fig. 19-V7) (Figura 19).

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 (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,
crisind complexatd cu HPBCD si crisina purd 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 remarca o
reducere semnificativa a expresiei genice a acestei proteine comparativ cu lotul de reversie a fibrozei
(p<0,001) (Figura 20).
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Analiza imunohistochimica hepatica a relevat in cazul lotului de control un aspect histologic
normal, fird imunopozitivitate pentru TIMP-1 (Fig. 21-V1). in cazul lotului fibrotic se remarca
supraexpresia TIMP-1 la nivelul spatiului port, al venei centro-lobulare si a cordoanelor de hepatocite
(Fig. 21-V2) care este vizibila si in cazul lotului de reversie a fibrozei (Fig. 21-V3). Loturile carora li
s-au administrat extract gemoterapic de Secale cereale imbogatit cu nanocomplexe de crisina-HPBCD
(Fig. 21-V4), extract gemoterapic de Secale cereale (Fig. 9-V5), crisina complexata cu HPBCD (Fig.
21-V6) si crisind pura (Fig. 21-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 crisind-HPBCD a fost semnificativ mai mare mare decat al extractului gemoterapic
de Secale cereale, al crisinei complexate cu HPBCD si al crisinei pure. Soarecii din lotul carora li s-a
administrat crisind purd 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 imbogatit cu nanocomplexe de crisina-HPBCD (Figura 21).

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 crisind pura.

Activitatea 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 acetond, iar pentru includere s-a
utilizat ragind de includere epoxidica Epon 812. Pentru obtinerea sectiunilor s-a utilizat cu un
ultramicrotom Leica EM UCY7, 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 22a). In
schimb, in cazul lotului fibrotic se remarca 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 22b). La lotul de reversie spontana a fibrozei
este evidentd imbunatatirea aspectului nuclear si reducerea vacuolelor cu incarcare lipidica (Figura
22c). Administrarea pe cale orala a extractului gemoterapic de Secale cereale imbogatit cu
nanocomplexe de crisinds-HPBCD a ameliorat semnificativ ultrastructura hepatica, observandu-se
celule care 1si recapata forma fiziologicd, aspectul nuclear fiind aproape normal, vacuolele incarcate
lipidic aproape inexistente, se refac depozitele de glicogen (Figura 22d). Celelalte formulari ajuta 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 crisina-HPBCD (Figura 22 e, f, g).

Impactul rezultatelor obtinute
Peste 180 de milioane de oameni din intreaga lume sunt afectati de o forma de afectiuni hepatice
cronice care pot fi induse de diferiti agenti etiologici, precum consumul cronic de alcool, infectiile
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cronice cu virusul hepatitei B si C, evolutia steatohepatitei non-alcoolice in obezitate si diabet [1-2].
Indiferent de etiologie, toate afectiunile hepatice cronice prezintd o patofiziologie comund, evoluand
de la inflamatie moderata pana la severa ce conduce la fibroza si, in cele din urma, la ciroza [3]. Printre
afectiunile tractului gastro-intestinal, ciroza reprezinta cea mai comuna cauza de deces non-neoplazica
in Europa si SUA si este a 7-a cea mai frecventa cauza de deces 1n tarile occidentale [2]. Netratata,
fibroza hepaticd poate determina aparitia cirozei hepatice avansate, a hipertensiunii portale, a
carcinomului hepatocelular si a insuficientei hepatice [3-5]. Fibroza hepatica poate fi reversibila, in
timp ce ciroza, consecinta finala a fibrozei este, in general, ireversibild [6], avand ca rezultat un impact
economic si social semnificativ.

Tn acest context, dezvoltarea unui nou produs pe bazi de complexe crisind/ciclodextrine si
extract gemoterapic din radacina de Secale cereale conceput sa induca reversia fibrozei hepatice are
un impact stiintific semnificativ, oferind o noud perspectiva de tratament pentru fibroza hepatica.
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