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Etapa nr. II/2023: Testarea metodei BIOHIS pe fibroblaste, animale de laborator si subiecti umani
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Titlul proiectului: Metoda combinata bazata pe imagistica hiperspectrala si investigatii biologice

de evaluare a efectelor unor factori naturali terapeutici in afectiuni din sfera patologieir Neuro-Mio-
Artro-Kinetice (BIOHIS)

- Descrierea stiintificii cu punerea in evidenta a rezultatelor etapei anuale si gradul de
realizare a obiectivelor;

Metoda BIOHIS, dezvoltata in cadrul etapei 1 a proiectului, este o metoda dedicata evaluari
cficacitatii terapeutice a unor factori terapeutici naturali (ex. ndmolul sau apele minerale
sulfuroase naturale) asupra diferitelor patologii Neuro-/Myo-/Artro-/Kinetice (NMAK).

Etapa 2 din cadrul proiectului BIOHIS are ca obiectiv principal testarea metodei BIOHIS pe
culturi de celule - fibroblaste, animale de laborator si subiecti umani pentru a ne asigura ca: (1)
rezultatele sunt fezabile si utile din punct de vedere medical. Rezultatele asteptate sunt: 1) date
biologice la nivel celular, molecular si sistemic pe animale de laborator si subiecti umani privind
efectele namolului si apelor minerale sulfuroase, avand in acest fel argumente stiintifice pentru
utilizarea medicald a acestora; 2) metodologia inducerii experimentale de patologii NMAK la
animale de laborator.

Pentru realizarea acestui obiectiv, Liderul g1 Partenerul 2 au desfasurat studii la nivel celular,
animale de laborator si subiecti umani, iar Partenerul P1 a efectuat studii privind modificarile
structurale si de compozitie chimica induse de factorii terapeutici naturali la nivel celular, tisular si
de organ utilizand tehnica de imagistica hiperspectrala. In acest scop, au fost achizitionate imagini
hiperspectrale in conditii de laborator (celule si animale de laborator) si in aplicatii clinice
(subiecti umani). Imaginile hiperspectarle au fost ulterior procesate pentru eliminarea zgomotului
din datele experimenatle si analizate utilizand metode de tip ,,machine learning” si modele
analitice.

Raportul stiintific abordeazi studiille de farmacologie pre-clinice pentru cercetarea si
verificarea efectului terapeutic al namolului 1 al apei lacului Techirghiol, cu o atentie particulara
acordata justificarii cercetirii in acest domeniu.

In ultimele decenii, medicina contemporani a reevaluat si a integrat resurse naturale
traditionale in tratamentele moderne, intr-o incercare de a combina cele doua orientdri: inovatii
tehnologice si terapeutice bazate pe dovezi, impreund cu abordari naturiste si holistice. Aceastd
sinteza are potentialul de a oferi solutii mai eficiente si mai putin invazive pentru o varietate de
afectiuni. In acest context, nimolul terapeutic, cunoscut si sub denumirea de peloid, a captat
atentia cercetatorilor si practicienilor datoritd proprietatilor sale unice g1 a aplicafiilor sale diverse
in medicina balneara.

Namolul terapeutic, sau peloidul, este o substantd naturald formati dintr-un amestec de apa
minerali si materiale solide (de exemplu, argild, turba sau materie organicd). Acesta se formeaza
in mod natural in diferite medii, de la izvoare minerale la lacuri sdrate g1 mlastini. Caracteristica
distinctiva a namolului este compozifia sa bogata in minerale, oligoelemente, compusi organici si,
uneori, microorganisme, toate avand potentiale efecte terapeutice.

Traditional, namolul a fost utilizat In numeroase culturi, inca din antichitate, pentru
proprietitile sale antiinflamatorii, analgezice si de imbunititire a circulatiei sanguine. In medicina
balneara, aplicatiile externe ale ndmolului au fost folosite pentru a trata afectiuni ale pielii, boli
reumatice s1 diverse alte afecfiuni musculo-scheletice. Acesta a fost, de asemenea, recunoscut
pentru efectele sale de relaxare si de imbuniétitire a stirii generale de bine.

Desi utilizérile traditionale ale namolului terapeutic sunt bine stabilite, existd un potential
semnificativ neexplorat Tn aplicatiile sale in medicina moderni. Studiile recente incep si dezviluie
modul in care compusii bioactivi din namol pot interactiona la nivel celular si molecular, oferind



noi perspective asupra mecanismelor prin care namolul exercita efectele sale terapeutice.

O abordare riguroasd, stiintificd, este esentiala pentru a valida i extinde aplicatiile
nidmolului in medicina contemporana. Studiile preclinice si clinice pot oferi dovezi robuste privind
eficacitatea gi siguranta utilizirii namolului, precum si pentru a identifica noi aplicatii terapeutice.
Acesta include, de exemplu, explorarea potentialului siu in ameliorarea simptomelor afectiunilor
cronice, in imbunatatirea functiilor imune si in promovarea regenerarii tesuturilor.

Pe masura ce cercetarile progreseaza, exista oportunitdfi semnificative de a integra namolul
in aborddri terapeutice mai largi. Acest lucru ar putea include utilizarea sa ca adjuvant in
tratamentele conventionale, in programe de recuperare si reabilitare, sau ca parte a unor strategii
de wellness s1 preventie.

Prin urmare, nimolul terapeutic reprezintd un exemplu elocvent al modului in care resursele
naturale pot fi reevaluate gi integrate in medicina modernd, oferind oportunitati unice pentru
tratamente inovatoare si imbundtatirea calitatii vietii pacienfilor. Aceastda reevaluare nu doar ca
aduce in prim-plan valoarea terapeutica a namolului, dar contribuie si la un dialog mai larg despre
rolul gi importanta medicinei naturiste in cadrul sistemului de sanatate contemporan.

S-au umirit efectele biologice ale apei $i naimolului aupra animalelor experimentale atat prin
analiza probelor biologice de singe si de urinii, cat gi asupra fibroblastelor obtinute din
organimul animal prin realizarca de culturi celulare. De asemenea au fost analizate §i observate
periodic semnele vizibile de toxicitate (modificarea aspectului, functiilor vitale, a
comportamentului, modificari de piele, blana, mucoase, tulburari respiratorii, tulburari de mers,
posturd sau rispuns, convulsii tonice sau clonice) sau mortalitatea.

1. Selectarea grupelor experimentale si organizarea activitatilor experimentale.

Experimentele au fost efectuate pe animale experimentale din loturile de sobolani Wistar
crescute 1n condifii standard (Figura 1), in Biobaza, in conformitate cu legislatia in vigoare, dupa
cum urmeaza:

* 1n custi, in grupe de cite 6 animale, astfel incat si fie posibild observarea fiecdrui animal;

* temperatura 21- 22°C;

e umiditate: minim 30 % - maxim 70%;

« ciclu circadian de 12 ore lumina si 12 ore intuneric,

+ dieta conventionala sau specificati pentru lot.

Au fost selectate animale de laborator (un numar egal de masculi si femele) de aceeasi varsta
initiald (~20 sdptamani), cu o greutate medie de ~150 + 10%:

- 42 gobolani Wistar (tineret), din care:

v 10 pui sobolani Wistar (varsta maxim 4 zile)
v Cazare si intretinere 20 sobolani Wistar pentru maxim 14 zile

- Aplicare 1 baie/zi pentru 20 sobolani

- Recoltare probe de sange de la 20 gobolani

Experimentele au fost efectuate pe animale experimentale din loturile de sobolani Wistar
crescute in conditii standard de biobaza.

Vor fi selectate 32 amimale de laborator (un numir egal de masculi gi femele) de aceeasi
varsta initiala, cu o greutate medie de ~150 = 10%.

Obiectivul serviciilor: testare in vitro si in vivo a unor extracte de namol gi ape minerale
sulfuroase utilizate in balneoterapie.

Activitate de testare in vitro si in vivo se va realiza in prezenta unui cercetator din partea
beneficiarului. Protocolul experimental propus este conceput pentru a testa efectele in vitro si in
vivo ale unor extracte de namol s1 ape minerale sulfuroase utilizate in balneoterapie.

Experimentele vor fi efectuate pe 20 de sobolani Wistar, impartiti in doua grupuri: un grup
de control si un grup experimental. Protocolul consta in urmatoarele etape:

Selectarea animalelor:

4 sobolani din lotul selectat vor i desemnati ca grup de control.

16 gobolani vor consititui grupul experimental astfel:

+ 8 sobolani - Lot imbaiere ape minerale — 15 minute zilnic.

* 8 sobolani - Lot tratament cu namol — impachetare timp de 15 minute zilnic cu namol.

Monitorizarea animalelor: Greutatea gi starea generald a gobolanilor vor fi monitorizate in
mod regulat pe durata experimentului.
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Figura 1. Loturile de animale experimentale — Wistar rats



2. Analiza parametrilor de singe
La toate loturile de animale experimentale functiile vitale au fost in limite normale. Nu s-au
observat diferente de comportament, modificiri ale tegumentului ete. Nu au fost inregistrate cazur
de mortalitate.

Dupd terminarea tratamentului cu api, pentru prelevarea probelor de sange, animalele au fost

sacrificate pentru recoltarea probelor biologice. Sangele integral a fost recoltat in conditii optime
s1 corespunzitoare dozirii parametrilor de biochimie in eprubete de biochimie (dop rosu, pe clot
activator)

Figura 2. Etape ale activitdfii experimentale
Din ser au fost dozati urmaitorii parametrii biochimici: Creatinina, Glucoza, Colesterol, HDL
Colesterol, LDL Colesterol, Triglicenide, Proteine totale

Fiziologia celulard isi are fundamentul in exprimarea proteinelor celulare si astfel este
motivatd incercarea de a stabili modul in care aceasta arhitecturd este schimbata prin tratamentul
celulelor cu noile produse. Potrivirea profilului electroforetic aduce un argument puternic cd o
culturd de celule tratate intr-un anumit mod, are conditii vitale similare si implicd procese
fiziologice de acelasi nivel (15).

Electroforeza este o metoda analiticd s1 preparativd de separare a particulelor si agregatelor
de particule incircate electric sub actiunea unui camp electric uniform aplicat din exterior. Metoda
se bazeaza pe fenomenul fizico-chimic de deplasare sau migrare diferentiald a diferitelor particule
intr-un camp electric (Popescu, 1990).

Testul MTT (3-(4.5-dimetiltiazol-2-11)-2,5-difeniltetrazoliu) este un test de wiabilitate
celulard care se bazeazd pe capacitatea mitocondriilor celulelor vii de a reduce sdrurile de
tetrazoliu in compusi de formazan de culoare albastru-inchis. Aceasta reactie se produce numai in
celule vii, astfel cd intensitatea colorarii este direct proportionald cu numarul de celule viabile.

Pentru a efectua acest test in cultura de fibroblaste primare, sunt urmati acesti pasi:

Insimantarea celulelor: Insamantati celulele in placi de 48 de godeuri, cu 10.000 de celule
per godeu, in mediu DMEM F12/HAM complet.

Inocularea celulelor: Lasati celulele sd creascd in incubator pand ating o confluenca de
aproximativ 80%.

Adiugarea MTT: Adaugati solutia MTT in mediul de culturd (de obicei la o concentratie
finald de 0.5 mg/ml) si lisati celulele in incubator pentru 2-4 ore. In timpul acestui timp, MTT-ul
va fi redus de celulele vii in formazan.

Dizolvarea formazanului: fndepértaj[i solufia MTT de pe celule s1 addugati un solvent (de
obicer1 DMSO sau etanol) pentru a dizolva cristalele de formazan.

Masurarea absorbtiei: Folositi un spectofotometru pentru a méasura absorbtia la o lungime de
undd de 570 nm. Intensitatea culorii va fi direct proportionald cu numarul de celule viabile.

Acest test este simplu de realizat si oferd rezultate rapid. Cu toate acestea, este important si
refineti cd el mésoard numai celulele vii si nu poate distinge intre celulele in diferite stadii ale
mortii celulare (necroza sau apoptozi).
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1. Nivelurile de Uree la Intermnare s1 Externare In Functie de Sex: Aceste diagrame
arata distributia mivelurilor de uree la internare si externare pentru barbati si femei.

Sex

2. Nivelurile de Creatinind la Internare s1 Externare in Functie de Sex: Diagramele
prezintd distributia nivelurilor de creatinind pentru bérbati si femei.

Concluzii si Recomandari

Datele clinice reflectd o populatie de pacienti cu boli articulare degenerative legate
de virstd, gestionati cu o combinatiec de medicatie, terapie fizicd 1 monitorizarea
markerilor biochimici cheie. Recomandarile includ monitorizarea regulati a
functiilor renale si hepatice, planuri de tratament personalizate si modificdri ale
stilului de viata.

v Site-ul web al proiectului : https://biohis.projects.umfiasi.ro/

Indicatori de rezultat, diseminarea rezultatelor

Rezultatele preliminare obtinute in cadrul acestei faze a proiectului au fost diseminate prin: 3

articole gtiintifice cotate ISI g1 4 prezentari orale / poster la conferinte:

- Articol ISI:

1. Muntcanu C., Onose G., Tumeca M A, Rotarm, M Cellular and Molecular Homeostatic
Microenvironmental imbalances in Osteoarthritis and Rheumatoid Arthritis. Balneo and PRM Research
Joumal, DOL: 10.12680/balneco.2023.564, IF: 1.5, http:/bioclima.ro/Balneo564.pdf

2. Munteanu, C.; Cilin, M.A.; Manea, D.; Popescu, C.; [liescu, M., Stanciu, L.; Minea, M.; Oprea, C.;
Oprea, D.; Rotariu, M.; Onose, G. - Current data regarding homeostasis of tissues oxygenation in
pathophysiological and therapeutic circumstances. Balnco and PRM Research Joumnal, DOI:
10.12680/balnen.2023.565, IF: 1.5, hitp://bioclima.ro/Balneo365 . pdf

3. Munteanu C. - Hydrogen Sulfide and Oxygen Homeostasis in Atherosclerosis: A Systematic
Review from Molecular Biology to Therapeutic Perspectives. International Journal of Molecular
Sciences. 2023; 24(9):8376. hitps://doi.org/10.3390/ijms24098376. Impact Factor: 6.208




- Prezentin orde g1 postere la conferinte

Munteam Constantm -, Hydwogen malfide (H23 ) - thermpeutic relevarce in 2073
Diabetes and COhesity®™ - SICEM205_FFO0SE,

MMunteam Comstantm - ,Cellilayshe ss torestizations and homeos tasis
mecharisms on fhrchlast oalbaves wgarding Hdrogen salfide (H25 1 used as
a natiral the mpentic factor in the N axre-Myo- Artlvo-Finetie (MBAE)
pathalegy.” - P-T11L-0059

3 Cilin Mihaela Antosuna - 5 pe ctral characterization and de techon of' skm 073
tmos baed onhypes pectial imazing

4 Manea Diragos - Mapping the melanm concentrabion dis tibution in commen 073
nevus 1sing hyperspectral imazing as prognos hie diagnosis

Poster SICEM 2023

2023 Poster FaOPs 2025

Przartare Orala RAP 2023

Przartare Orala RAP 2023

- Rezumat executiv al activitatilor realizate’in perioada deimplem entare.

Etapa 2 - Testarea metoded
BIOHIS e celule fihraohl aste,
atithale de laborator ¢ subdect
wwn atd pente a se asigura od
rezultatele munt fexahile s utile
dinn punct de vedere medical.

Fezultatele agteptate: 17 date biologice la mvel celular, molecular & sistemic asupra ammalel o
de laborator s subiectilor umam privind efectele nam olulu @ apelor minerale sulfuroase, avin
it acest fel argumente stiinfifice pentrutilizareamedicald a acestora; 27 metodologia iduse
experimental de patologii newro-fmic-fartro-foinetice la ahimale de laborator. WP2 wvafi acat pe
tedizares de culbati celulare, inducerea patologilor anim ale, niecesare pentiy testares metoded,
constituirea grupelor de studin, prepararea solutiilor factorilor de mediv, aplicarea metodel o
hiologice de analiza, achizitia de imasni hiperspectrale ale celulelor s anim alel or expuse. la
diversi factori terapenticl de mediu 5 stocarea lor inte-o bazd de date, prelucrarea si analiza
cotespunzitoare aimaginlor hiper spectrale pentru a evidertia efectele factorilor de medinla
tivel celular i tisalar, si evaluarea rezultatel or dinperspectivd biclogicd & medical 4

Act 2.1 - Testarea metodei BIOHIS pe culturi de fibrohlasie primare.

Act 22 . Testarea metodei BIOHIS privind efeciele fizinlogice si fiziopatologice ale namolului terap entic siap elor minerale
sulfuroase asupra animalelor d e lahorator.

Act 23 - Testarea metodei BIOHIS atii pe voluntari sindtosi, cit sip e pacienti cup atobgie Neuro-Myo-Ariro-Kinetici

Livrabilele etapei 2

Culturi celulare - raport stiintific al datelor biologice metodu BIOHIS (D2.1)
Crlturi celulare Raport de testare HST (D2.2)

Animale de laborator - Rapart stiintific de daie bielogice metoda BIOH IS (D2.3)
Haport dz testare HST pe animale dz laborator (D2.4)

Subiecti umani - raport clinic metoda 5IOHIS (D2.5)

Subiecti umani metoda BIOHIS Rapord de testare HST (D2.6)

Prin activitatile realizate g1 livrabilele elaborate in cadmil acestei etape a protectului s-a atins
stadiul planificat (panala aceasta data) de realizare a obiectivul specific acestel etape, ceea ce va
permite in continuare abngerea obiectivelor specifice ale acestul prodect, asa cum sunt mentionate

in protectul initial.

Director de priol

Dr C’ansﬁanﬁlz' Mt / (/m? .:fff/
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