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I. Obiectiv general 
 

Scopul acestui proiect este dezvoltarea unei noi formulări complexe de produs 
fitoterapeutic bazat pe flavonoidul crisină încapsulat în ciclodextrine și extractul gemoterapic 
de Corylus avellana, conceput pentru a trata fibroza hepatică în diabetul zaharat. 
 

II. Obiective specifice 
 
Obiectivul 1. Dezvoltarea și caracterizarea noului produs fitoterapeutic pe bază de extract 

gemoterapic de Corylus avellana și nanocomplexe de crisină/ciclodextrine.  
Obiectivul 2. Evaluarea in vitro a biocompatibilității, potențialului antioxidant și 

antifibrotic al noului produs fitoterapeutic pe bază de extract gemoterapic de Corylus avellana 
și nanocomplexe de crisină/ciclodextrine  

Obiectivul 3. Validarea in vivo a efectelor anti-fibrotice ale produs fitoterapeutic pe bază 
de extract gemoterapic de Corylus avellana și nanocomplexe de crisină/ciclodextrine  la șoareci 
diabetici cu fibroza indusă experimental 
 
Rezumatul etapei: In etapa anterioară din 4 produse analizate in vitro, respectiv extract 
gemoterapic de Corylus avellana îmbogățit cu nanoparticule de crisină în ciclodextrine- 
RAMEB sau HPBCD cu sau fără polietilenglicol, a fost selectat pentru studii in vivo produsul 
fitoterapeutic cu activitatea antioxidantă si antifibrotică cea mai potentă: CAG-CHR/RAMEB. 
Validarea proprietăților anti-fibrotice in vivo ale CAG-CHR/RAMEB s-a realizat pe un model 
experimental de șoareci diabetici cu fibroză indusă cu CCl4. Analiza căii de semnalizare 
profibrotice TGFβ/Smad, a markerului de activare a celulelor hepatice stelate (HSC) -  αSMA 
și a modulatorilor matricii extracelulare hepatice – MMP/Timp, a confirmat in vivo efectul 
antifibrotic hepatic al noului produs fitoterapeutic pe bază de Corylus avellana si nanoparticule 
de crisină în RAMEB. Aceste rezultate sunt confirmate si de studiile structurale și 
ultrastructurale, care au evidențiat restabilirea morfologiei hepatice aproape similară lotului de 
control după tratament timp de 2 săptămâni cu CAG-CHR/RAMEB. De asemenea preparatul 
a dovedit și o puternică activitate anti-oxidantă si anti-ureazică in vitro. 
 
 
Activitatea 3.1. Evaluarea activitatii anti-fibrotice a CAG-CHR/Cyclo prin analiza 
matricii extracelulare (EMC) 
 

Pentru a investiga efectele inhibitoare ale CAG-CHR/Cyclo, CAG, CHR/Cyclo, CHR 
asupra proliferării matricei extracelulare am măsurat nivelele mRNA ale Col-1, TIMP-1, 
MMP-1, -2, 3 si -9 prin analiză RT-PCR. 

ARN total a fost extras folosind kit Promega extractive ARN total, iar cantitatea și 
calitatea au fost evaluate folosind un spectrofotometru (NanoDrop 8000, Thermo Scientific, 
Waltham, MA, SUA). Revers-transcrierea s-a realizat folosind kitul de sinteză First Strand 
cADN (Thermo Scientific, Waltham, MA, SUA). RT-PCR a fost efectuat utilizând Maxima 
SYBR Green/ROX qPCR master mix (Life Technologies, Carlsbad, CA, SUA) cu un sistem 
Mx3000PTM RT-PCR. Toate probele au fost analizate în triplicat.  

Scevența primerilor folosiți este redată în Tabelul 1. Primeri au fost sintetizați de către 
firma Eurogentec. Rezultatele obținute au fost interpretate prin utilizarea metodei 2ΔΔCT, 
propusă de Livak ( 2001). 

 
 



 
Analiza expresiei genice a colagen 1 (Col-1) a relevat o supraexprimare semnificativă după 
instalarea diabetului si care se mentine la nivel ridicat imediat după inducerea fibrozei hepatice, 
precum si la 2 saptamani dupa inducerea fibrozei comparativ cu lotul martor si lotul diabet 
(fig.1). Loturile tratate au avut o scadere semnificativă comparativ cu lotul diabetic si diabet-
fibroza (p<0.001). 
 
 

Expresia genică a TIMP-1, MMP-2, -3 si -9 au fost semnificativ crescute în cazul 
diabet-fibroză comparativ cu controlul sănătos (fig.2,4-7). Nivelul mRNA ale TIMP-1, MMP-
2, -3 si -9 hepatic au fost semnificativ scăzute la grupurile tratate cu CAG-CHR/Cyclo, CAG, 
CHR/Cyclo, CHR, comparativ cu grupurile diabet-control si Diabet-fibroză (p < 0.001). 
Valorile cele mai apropiate de martor s-au inregistrat în cazul lotului CAG-CHR/Cyclo. In 
schimb, expresia genică a MMP-1 a fost semnificativ scăzută în cazul lotului diabet-fibroză (p 
< 0.001) si crescută pentru grupurile tratate cu CAG-CHR/Cyclo, CAG, CHR/Cyclo, CHR, 
comparativ cu grupurile diabet control si diabet- fibroză (p < 0.001).  

Expresiile imunohistochimice ale MMP-1 si MMP-9 confirmă patternul analizelor 
genice (fig.3, 8). 
 
 
Concluzii: Dintre loturile tratate, produsul fitoterapeutic CAG-CHR/Cyclo (RAMEB) a avut 
cel mai puternic efect inhibitor asupra proliferării matricei extracelulare, restabilirea fiind 
evidențiată prin reechilibrarea raportului MMP/TIMP si scăderea expresiei genice a 
colagenului 1 la nivel tisular, comparativ cu lotul dibet fibroză. 
 
 
Activitatea 3.2. Evaluarea activitatii anti-fibrotice a CAG-CHR/Cyclo prin microscopie 
electronica 
 
Material si metodă: Probele de ficat din cele 7 loturi experimentale (2 probe/lot) au fost în 

prealabil fixate în sol. 2.7% glutaraldehidă în 0.1M tampon fosfat, apoi spălate în 0.15 M 

so.tampon fosfat  (pH 7.2), și postfixate în 2% soluție de acid osmic acid în 0.15 M tampon 

fosfat. Deshidratarea a fost realizată în acetonă, urmată de includerea în rășină epoxidică (Epon 

812). Sectiunile ultrafine de 70 nm grosime au fost realizate la un ultramicrotom Leica EM 

UC7. Contrastarea grilelor a fost realizată cu soluții de acetat de uranil și citat de plumb. 

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

Achizițiile de date s-au realizat utilizând o camera CCD MegaView III  si un software iTEM 

SIS software. 

Rezultate:  
Aspectul ultrastructural al ficatului lotului martor indică un aspect normal al hepatocitelor uni 

si binucleate, cu mitocondrii având criste evidente, un reticul endoplasmatic rugos cu retea de 

cisterne bine dezvoltate, depozite glicogen intracitoplasmatice si câteva lipide.Aspectul 

ultrastructural al celulelor Ito indica o activitate normală, cu implicare in metabolismul 

lipidelor (figura 9). 



 
 
Șoarecii diabetici de control au un aspect ultrastructural putin modificat, remarcându-se 

infiltrate de celule imune în parenchimul hepatic, o activitate macrofagică intensă a celulelor 

Kuppfer, si o activitate intensă de depozitare lipide pentru celulele Ito. Hepatocitele au un 

aspect similar martorului (figura 10). 

Inducerea fibrozei hepatice cu CCl4 pe o perioadă de 7 săptămâni au indus profunde modificări 

ultrastructurale care afectează celulele parenchimului. Citoplasma hepatocitelor prezintă 

proliferări de reticul endoplasmatic neted (REN), alterări ale profilelor de reticul endoplasmatic 

rugos (RER), cu detașarea ribozomilor, alterări ale cristelor mitocondriale, acumulări de lipide. 

Se remarcă hipertrofieri ale celulelor hepatice stelate, care adoptă fenotipul contractil si de 

asemenea acumulari masive de colagen peri-sinusoidal si în parenchimul hepatic (figura 11). 

 
Reversia de novo a fibrozei, fără tratament pe o perioadă de două săptămâni după inducerea 
fibrozei, a evidențiat o restaurare parțială a ultrastructurii hepatice, dar nu comparabilă cu 
martorul sănătos. Se evidențiază infiltrate limfocitare în parenchim, o activitate fagocitară 
crescută a celulelor Kupffer, proliferări de colagen si celule Ito cu profil fenotipic modificat 
alături de cel cu profil normal (figura 12). 
 
 
Co-tratamentul post-fibroză cu GAG si CHR/Cyclo  a restabilit ultrastructura hepatică 
aproape de martor. Se mai observă doar sporadic colagen în parenchim, proliferare moderată 
de REN (figura 13). 
 
 
Tratamentul doar cu extract gemoterapic de Coryllus avelana a îmbunatațit doar partial 
ultrastructura hepatică, observându-se încă hepatocite degenerate cu cisterne de RER dilatate, 
proliferări de REN, nuclei modificați (fig.14). De asemenea, acumularea de lipide este prezentă 
în unele hepatocite precum si  colagen insular în parenchim. Celulele Ito au o activitate intensă 
si se remarcă infiltrate de celule imune în parenchim. 
 
Tratamentul doar cu nanoparticule de crisină în ciclodextrine (RAMEB), a imbunatațit doar 
partial ultrastructura hepatică, modificările observate fiind similare lotului tratat cu extract de 
Corylus avellana (fig.15). 
 
 
Tratamentul cu crisină neîncapsulată a avut cea mai mica eficiență comparativ cu celelalte 
loturi tratate, fiind frecvente zone collagen parenchimatic, acumulpri de lipide, celule 
hepatice stelate activate, dilatări de canaliculi biliari (fig.16). 
 
Concluzii: Dintre loturile tratate, produsul fitoterapeutic CAG-CHR/Cyclo (RAMEB) a avut 
cel mai puternic efect de restabilire a ultrastructurii hepatice comparative cu lotul fibroză 
diabet. 
 
 



Activitatea 3.3. Analiza capacitatii antioxidante in vitro (II)  
 
3.1. Evaluarea efectului antioxidant  
 
Efectul antioxidant al acestor extracte s-a evidențiat prin mai multe metode spectrale: DPPH 
calculând IC50, FRAP și CUPRAC, folosind metodele standard. 

 
Se observă un potențial antioxidant mai mare la produsului fitoterapeutic pe bază de extract 

gemoterapic de Corylus avellana si nanoparticule de crisină în RAMEB, fără PEG (CAG-
CHR/RAMEB). 

 
Concluzii: In concluzie, complexul de extract gemoterapic de Corylus avellana îmbunătățit cu 
nanoparticule de crisină încapsulate în RAMEB si fără PEG, are un potențial antioxidant 
semnificativ, corelabil cu conținutul de polifenoli. Probabil conținul mai mare de crisină din 
CAG-CHR/RAMEB a determinat o activitate anti-oxidantă mai mare decât a celorlalte 
compozitii fitoterapeutice. 
 
3.2. Evaluarea efectului anti-ureazic 
Ureaza este o enzimă care scindează ureea și este corelat cu virilitatea anumitor bacterii ureazo-
dependente. 
Efectul anti-ureazic s-a determinat prin metoda standard, spectrofotometric. 
 
Inhibarea ureazei pe o cantitate de 0,03 ml complex CAH+G cu crisină/ciclodextrine a fost de: 
62,57 % la RAMEB/PEG, 68,41 % RAMEB, 55,78 % HPBCD/PEG respectiv 57,62 % 
HPBCD, față de 93,26 % al unei cantități de 0,2 mg de tiouree (standard inhibitor de urează).  
 
Concluzii. Se poate observa că extractele au un efect inhibitor mediu asupra ureazei, cel mai 
mare efect anti-ureazic înreginstrându-se pentru CAG-CHR/RAMEB. 
 
 
Activitatea 3.4. Diseminare 
 
Meeting Abstracts: 
1.Cornel Baltă, Hildegard Herman, Sami Gharbia, Alina Ciceu, Marcel Rosu, Bianca Mladin, 
Sorina Nicoleta Voicu, Coralia Cotoraci, Anca Dinischiotu, Ferenc Fenyvesi, Judit Váradi, 
Neli Olah, Ramona Burtescu, Anca Hermenean, Hepatoprotective effects of Corylus avellana 
extract and chrysin/cyclodextrin nanocomplexes in diabetes mellitus complications, Zilele 
Academice aradene, Ed.XXXII, Arad 25-29 mai 2022, Book of Abstracts, p37-p38, ISBN 978-
973-664-920-2 
2.S.R. Nazarie, S. Dinescu, F. Fenyvesi, N. Olah, M. Costache, A. Hermenean, Gemmotherapic 
extract from Corylus avellana potentiates the chrysin effect on activated hepatic stellate cells 
reversion, FEBS Open Bio 12 (Suppl. S1) (2022) 67–336 DOI: 10.1002/2211-5463.13440, P-
03.4-054, pp.219. 
 
 
Prezentări la conferințe științifice naționale/internaționale: 
 
1.Cornel Baltă, Hildegard Herman, Sami Gharbia, Alina Ciceu, Marcel Rosu, Bianca Mladin, 
Sorina Nicoleta Voicu, Coralia Cotoraci, Anca Dinischiotu, Ferenc Fenyvesi, Judit Váradi, 
Neli Olah, Ramona Burtescu, Anca Hermenean, Hepatoprotective effects of Corylus avellana 



extract and chrysin/cyclodextrin nanocomplexes in diabetes mellitus complications, Zilele 
Academice aradene, Ed.XXXII, Arad 25-29 mai 2022. Prezentare orală 
2.Cornel Baltă, Hildegard Herman, Sami Gharbia, Alina Ciceu, Marcel Rosu, Bianca Mladin, 
Sorina Nicoleta Voicu, Coralia Cotoraci, Anca Dinischiotu, Ferenc Fenyvesi, Judit Váradi, 
Neli Olah, Ramona Burtescu, Victor Eduard Peteu, Mihaela Gherghiceanu, Anca Hermenean  
- Evaluarea in vivo a activității antifibrotice la nivel hepatic unei noi compoziții fitoterapeutice 
pe bază de extract gemoterapic de Corylus avellana îmbogățit cu nanocomplexe de 
crisină/ciclodextrine în complicațiile diabetul zaharat, Școală de Primăvară de Gemmaeterapie 
Ediția 2022, Arad 3-5 iunie 2022. Prezentare orală 
3.S.R. Nazarie, S. Dinescu, F. Fenyvesi, N. Olah, M. Costache, A. Hermenean, Gemmotherapic 
extract from Corylus avellana potentiates the chrysin effect on activated hepatic stellate cells 
reversion- P-03.4-054, 25th IUBMB Congress, the 46th FEBS Congress and the 15th PABMB 
Congress (The Biochemistry Global Summit), Lisabona 9th – 14th July 2022.  Poster 
 
Workshop de diseminare – organizat de PlantExtrakt în colaborare cu Universitatea de Vest 
Vasile Goldiș din Arad, Asociatia Romana de Gemotrapie si Homeopatie, Colegiul 
Farmacistilor si Colegiul Medicilor – Școală de Primăvară de Gemmaeterapie Ediția 2022, 3-
5 iunie 2022. 
 
 
Brevet OSIM: 
Patent national – aplicația nr. A/00328, 14.06.2022 “Compoziție fitoterapeutică pe bază de 
extract gemoterapic de Corylus avellana îmbogățit cu nanocomplexe de crisină/ciclodextrine 
destinat fibrozei hepatice în diabetul zaharat si metodă de obținere a acesteia”  
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