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Etapa Il. Obtinerea de suporturi 3D hibride modulare si caracterizarea acestora.
Optimizarea compozitiei si proprietatilor. Pregatirea modelului animal si teste
preliminare

Scopul etapei Il a proiectului l-a constituit realizarea suporturi pe baza de amestecuri
polimerice, prelucrate prin reticulare, liofilizare, imprimare/bioimprimare, si evaluarea
caracteristicilor fizico-chimice, mecanice si biologice (capacitate de adeziune si proliferare
celulara - celule specifice pielii). De asemenea, s-a avut ca obiectiv realizarea designul
experimental pentru testele in vivo si efectuarea de teste preliminare de implantare la animale
de experienta.

Activitatile propuse in cadrul etapei Il au fost realizate integral, prin corelarea aspectelor
stiintifice si tehnice pe parcursul perioadei de derulare.

Activitate 11.1. Obtinerea de suporturi 3D prin reticulare si caracterizarea acestora

Utilizarea hidrogelurilor in ingineria tesuturilor se datoreaza proprietatilor acestora, ca
retele tridimensionale care pot Tncorpora o cantitate semnificativa de lichide biologice,
totodata oferind mediu steril, propice regenerarii tisulare. Tn cadrul etapei s-au testat doui
tipuri de sisteme: a) gelatind - hialuronat de sodium (HA) si poli(alcool vinilic) — PVA,
sisteme reticulte cu Genipin; b) gelatina metacrilata (GelMa) si xantan metacrilat (XGMa) si
reticulare fotoindusa.
a) Hidrogeluri din gelatina - hialuronat de sodium (HA) si poli(alcool vinilic) — PVA

In cadru etapei s-a testat realizarea de combinatii cu hialuronat de sodiu (HA) si
poli(alcool vinilic) — PVA, iar ca agent de reticulare s-a utilizat Genipin(GNP). Genipinul
(C11H1405) este un glicozid iridoid, un aglicon natural derivat din geniposida. Genioposida,
una dintre glicozidele majore din extractul de fructe de gardenia (Gardenia jasminoides Ellis),
este hidrolizata la agliconul genipin de catre B-d-glucozidaze ce se gasesc in ficat si intestine
umane.Hidrogelurile reticulate cu genipin sunt macroporoase, porozitatea si geometria porilor
fiind influentata atat de raportul dintre polimeri, cat si de concentratia agentului de reticulare.
Toate materialele obtinute prezinta capacitate de absorbtie a apei si a solutiei de PBS, gradul
de umflare variind in functie de concentratia reticulantului. Cele mai ridicate valori ale
gradului de umflare s-au inregistrat in cazul hidrogelurilor care contin toti cei trei polimeri.
Datele de degradare in vitro, in prezenta colagenazei, indica o degradare accentuate a
materialelor din gelatind, care au ajuns la un maxim de degradare in doar 7 zile, spre
deosebire de materialele care contin toate cele 3 tipuri de polimeri, acestea degradandu-se
lent. S-a aratat faptul ca 2 factori principali moduleaza caracteristicile mecanice ale
hidrogelurilor hibride analizate: cantitatea de reticulant folosit si concentratia de poli(acid
acrilic) care, prin natura lui sintetica, ofera rezistenta mecanica hidrogelului si proprietatea de
self-healing. Testele de citotoxicitate la care au fost supuse materialele au demonstrat natura
non-citotoxica a hidrogelurilor, viabilitatea celulara situdndu-se la valori de peste 90% pentru
multe din compozitii. Analiza morfologiei la 72 de ore de contact cu celule (fibroblaste) a
indicat faptul ca materialele prezinta auto-fluorescenta.
b) Obtinerea hidrogelurilor gelatina metacrilata (GelMa) si xantan metacrilat (XGMa)

Hidrogelurile supuse testarii au fost realizate pornind de la solutii de gelatind metacrilata
(GelMa) si xantan metacrilat (XGMa), ambele de concentratie 2%, care s-au amestecat n
diverse rapoarte, s-a adaugat complexul ruteniu-persulfat de sodiu (Ru-SPS) si supuse
fotoreticularii (405 nm). Ulterior materialele au fost liofilizate, purificate (spalare cu alcoolul



etilic, pana la indepartarea excesului de Ru-SPS). Caracterizare: structurala, morfologica, cat
si din punct de vedere al gradului de umflare a suporturilor si citotoxicitate in vitro.

Rezultatele cu privire la analiza structurald a hidrogelurilor confirmé formarea de structuri
tridimensionale si reticularea polimerilor. Toate suporturile au o structura poroasa, aspect ce
influenteaza gradul de umflare, degradarea, dar si citocompatibilitatea, proprietati importante
pentru aplicatii in ingineria tisulara a tesuturilor moi.

Activitate 11.2. Obtinerea de suporturi 3D prin bioimprimare si caracterizarea acestora

a) Obtinerea prin bioimprimare a suporturilor pe baza de gelatina si alginat de sodium/guma
de xantan reticulate cu riboflavina

Cernelurile obtinute dupa omogenizare (agitare, lin absenta UV) au fost imprimate
utillizdnd imprimanta Inkredible (Cellink, San Carlos, Statele Unite) prin tehnica extrudarii
ca mecanism de injectare a cernelurilor. Au fost obtinute suporturi tip grild (1x1cm), avand 4
straturi grosime, modelul fiind proiectat in programul Cellink Heartwave. Procesul de
extrudare a presupus injectarea cernelurilor printr-o duza metalicd 22G (dimensiune de
200pm). Parametrii de imprimare au fost selectati in corelatie cu vascozitatea fiecarui
amestec, reticularea realizandu-se dupa imprimarea fiecarui strat, la 365nm. Matricile
obtinute au fost liofilizate si supuse caracterizarii (din punct de vedere
structural(spectroscopie FT-IR), capacitatea de absorbtic a fluidelor simulate, dar si a
prezintd grade de umflare ridicate (atat in PBS cat si in medii de culturd), nu sunt citotoxice.
b) Obtinerea prin bioimprimare a suporturilor pe baza de biopolimeri metacrilati (gelatina si
alginat de sodium/guma de xantan). Pentru realizarea de suporturi 3D prin bioimprimare s-au
preparat solutii pe baza de polimeri naturali metacrilati: gelatind (20% g/vol., grad de
metacrilare 62%), alginat de sodiu (5% g/vol., grad de metacrilare 13.4 %) si guma de xantan
(1% g/vol., grad de metacrilare 11.2 %). S-au realizat amestecuri la diverse rapoarte intre
polimeri si supuse imprimarii 3D. Compozitia suporturilor influenteaza dimensiunile porilor
si gradul de umflare in solutii tampon si medii de culturd. Suporturile bioimprimate au pori
care favorizeazd difuzia nutrientilor si dezvoltarea celulelor. De asemenea, s-a constatat ca
matricile nu au un efect citotoxic, proprietate care recomandd aceste utilizarea acestor
materiale ca suporturi pentru medicina regenerativa, in aplicatii care vizeaza reconstructia si
repararea tesuturilor moi.
Activitate 11.3. Corelarea structura — proprietati - aplicatii. Studii de optimizare
a) Studiul influentei naturii si masei moleculare a gelatinei functionalizate asupra

capacitatii de obtinere a cernelurilor pentru imprimare 3D

Realizarea unor cerneluri optime pentru procesele de imprimare 3D a presupus luarea in
considerare a factorilor care influenteaza caracteristicile tehnologice, inclusive natura si masa
moleculara a gelatinei functionalizate. S-au utilizat gelatinele functionalizate, de tip A (de
origine porcina) si B (de origine bovina), guma de xantan metacrilata dar si acid hialuronic,
n diverse rapoarte, utilizind mediu de culturda complet DMEM/HAM-F1,, ca solvent pentru
polimeri. Polimerii modificati permit reactii de fotoreticulare in prezenta unui fotoinitiator,
formand structuri tridimensionale (3D) prin supunerea suportului imprimat la radiatii UV.
Rezultate. Suporturile obtinute sunt macroporoase si absorb volume mari de fluide. Referitor
la degradarea enzimatica a suporturilor imprimate, cele pe baza de gelatind de tip A se
degradeaza lent, constant, pana la un prag atins la 2 saptdmani, fatd de cea de tip B care au 0
degradare mai accelerata iar echilibrul de degradare se obtine la aproximativ 10 zile. Astfel,
este evidenta diferenta de masa moleculara a gelatinelor, cele cu gelatina metacrilata de tip A,
putand oferi suport mecanic un timp mai indelungat, pana la dispersarea in organism, iar cele
de tip B, de exemplu, putind fi folosite pentru o eliberare mai rapida a unor compusi biologic
activi. Natura gelatinelor utilizate nu reflectd mari diferente in urma testelor de



citocompatibilitate, atat gelatina de origine porcina, tip A, cat si cea de origine bovina, tip B,
au caracter cu potential non-citotoxic. Aceste date de citotoxicitate sunt sustinute de
imaginile de morfologie celulard care atesta faptul ca celulele isi mentin forma specifica liniei
celulare utilizate. Datoritd tuturor proprietatilor descrise, se are in vedere continuarea
studiilor asupra acestor tiputri de sisteme.

Activitate 11.4. Studii privind integrarea suporturilor si caracterizarea ansamblului 3D
structuri bistratificate. Tntr-o prima etapa s-au realizat amestecuri intre gelatind metacrilata si
acid hialuronic, la diferite rapoarte intre polimeri, utilizandu-se PBS (0.01M, pH 7.2) ca
solvent pentru ambii polimeri. S-a observat faptul ca o cantitate mai mare de GelMa in
amestecul de cerneald conduce la o fidelitate mai buna a matricei dupa procesul de imprimare
3D. Datele obtinute in urma evaluarii capacitatii de retentie a fluidelor simulate confima
formarea unei structuri compacte, acestea avand un maxim de 850%, in cazul suportului cu o
cantitate mai mare de GelMa in amestec. De asemenea, testele efectuate asupra cernelurilor
incarcate cu celule au evidentiat capacitatea materialelor de a sustine proliferarea celulara,
fapt demonstrat prin imagini de morfologie celulara efectuate dupa 3 si respectiv 5 zile dupa
imprimare.

Studii privind sterilizarea structurilor 3D
(imprimat si liofilizat sau bioimprimat cu celule).

Tn cazul suporturilor reticulate, imprimate si reticulate, urmate de proces de liofilizare,
pentru procesul de sterilizare s-a optat pentru sterilizarea cu radiatii UV, datorita
recurs la o schimbare a mediului de cultura la intervale scurte de timp (6 ore), pentru a pastra
viabilitatea celulard. In plus, mediul de cultura s-a suplimenta cu ser bovin, pentru protectia
materialului biologic.

Activitate 11.5. Evaluarea toxicitatii / eficacitii suporturilor - teste in vitro. Teste de
citocompatibilitate. Evaluarea in vitro in culturi de celule a compozitelor. Studii privind
capacitatea suporturilor de a sprijini adeziunea si proliferarea celulelor

Testele suplimentare au fost realizate pe suporturile realizate prin imprimare 3D, in
obtinerea carora s-au utilizat cerneluri pe baza de gelatina si alginat de sodiu/ guma de
xantan), materiale caracterizate fizico-chimic Tn cadrul Activitatii I1.2. Testele de
citotoxicitate prin tehnica MTT au indicat faptul ca materialele nu sunt citotoxice, viabilitatea
celulara Tnregistrand valori mai mari de 90%. Analiza morfologiei celulare s-a realizat prin
doua teste de colorare specifica (Calcein AM si DAPI). Pentru demonstrarea viabilitatii
celulare, a fost efectuat testul cu calceina AM, care este un derivat nefluorescent al calceinei
permeabil la celule. Gruparile acetometoxi (AM) sunt addugate gruparilor de acid carboxilic
de pe calceina, dandu-i o hidrofobicitate ridicata, ceea ce face mai usor sa pdtrunda in
membranele celulare. Doar celulele vii sunt marcate si recunoscute, deoarece celulele moarte
nu au activitate esterazica. Acest test este utilizat pentru a evalua vitalitatea celulelor,
deoarece intensitatea fluorescentei este legata de activitatea esterazei. Testele de citotoxicitate
au indicat faptul ca matricile nu au un efect citotoxic, proprietate care recomanda aceste
utilizarea acestor materiale ca suporturi pentru medicina regenerativa, in aplicatii care vizeaza
reconstructia si repararea tesuturilor moi.

Activitate 11.6. Studii in vitro post-celularizare pentru suporturile 3D
Testele morfologice efectuate asupra celulelor din suporturile imprimate utilizand cerneluri
incarcate cu fibroblaste au evidentiat capacitatea materialelor de a sustine proliferarea



celulard, fapt demonstrat prin imagini de morfologie celulara efectuate dupa 3, si respectiv 5
zile dupa bioimprimare. Atat morfologia celulelor este specifica liniei celulare utilizate, cat si
ADN-ul celulelor nu a fost modificat, acestea reactionand cu reactivul DAPL

Activitate 11.7. Analiza critici a rezultatelor in vitro si evaluare statistica

Tn cadrul proiectului se propun suporturi 3D multistrat care si corespundd din punct de
vedere al functionalitatii in tratamentul unor leziuni cutanate de profunzime.
Din analiza proprietatilor materialelor s-au evidentiat urmatoarele:
- metoda de obtinere a compozitelor este reproductibild, teste paralele pentru aceleasi conditii
experimentale conducand la materiale cu valori similare/apropiate ale proprietatilor; analiza
structurald a materialelor realizate prin reticulare fotoindusa, imprimare + reticulare indica
formarea de legaturi covalente si manifestarea unor interactiuni intre polimeri, fenomene care
stabilizeaza structura tridimensionala fosfatii de calciu;
- compozitele 3D au proprietati mecanice dependente de natura polimerilor, gradul de
modificare a acestora, se degradeaza in medii biologice simulate si retin cantitati importante
de PBS, stabilitatea fiind mai ridicata pentru compozitele reticulate cu cantitati mari de
riticulant sau pentru polimerii metacrilati cu grade de functionalizare ridicata;
- analiza proprietatilor mecanice indica valori pentru modulul de elasticitate care favorizeaza
manipularea 1n timpul interventiilor chirurgicale si etalarea pe leziuni cutanate;
-testele de citocompatibilitate (culturi celulare) au dovedit caracterul citocompatibil a
materialelor.

Activitate 11.8. Pregatirea modelului animal si a procedurii de implant pe baza
caracteristicilor si functionalitatii ansamblurilor
Analiza literaturii de specialitate si corelarea proprietatilor fizico-chimice, mecanice, de
biodegradare, a impus un design experimental specific pentru testele in vivo.
Design experimental.
Tabel 2. Etapele desfiasurarii experimentului

Momentul examinarii Etape
Ziva 0 Pregatirea inelelor de silicon si formarea loturilor experimentale
Aplicarea inelelor de silicon, realizarea leziunilor cutanate prin
Ziual excizie, aplicarea la nivelul leziunii a compusilor de testat,

bandajarea plagii

Indepirtarea bandajelor, colectarea probelor de tesut in vederea

Ziua 7 .. S . .
efectudrii examenului histologic, rebandajare
Indepartarea bandajelor, colectarea probelor de tesut in vederea
Ziua 14 efectudrii examenului histologic, indepartarea inelelor de silicon,
rebandajare
Ziua 21 Evaluare clinica

Activitate 11.9 Teste de implantare pe animale de laborator

Studiul a fost realizat in conformitate cu reglementarile nationale si internationale privind
bunastarea animalelor, identificarea, controlul si eliminarea factorilor care cauzeaza tulburari
fiziologice si de comportament: Directiva EC86/609 UE; Ordonanta Guvernului nr. 37/2002,
aprobatd prin Legea nr. 471/2002; Legea 205/2004 privind protectia animalelor, modificata si
completatd prin Legea nr. 9/2008; Ordinul comun al ANSVSA si al Ministerului Internelor si
Reformei Administrative nr. 523/2008 pentru aprobarea Normelor metodologice de aplicare a
Legii 205/2004 privind protectia animalelor. Avizul intern al Facultatii de Medicina
Veterinara lasi 396/23.03 2023.




Rezultate: La lotul M (martor pozitiv), s-a inregistrat o scadere constanta a plagii, aceasta
vindecandu-se complet dupa 21 de zile. Aspectul plagii cicatriceale a fost neregulat ca urmare
a procesului de contractie a pielii. In cazul celorlalte doua loturi (M1, M2), vindecarea a fost
constanta si suprafata regulata a plagii, acest proces fiind definitiv in 18 zile pentru M1 si
completa in 21 de zile pentru lotul M2. Au fost observate diferente semnificative de suprafata
intre cele doua grupuri, unde epitelizarea sub materialele utilizate s-a realizat mai rapid si
uniform, si lotul martor unde unde inchiderea plagi s-a realizat prin contractia pielii si
formarea de tesut conjunctiv cicatriceal. Produsul test 3D hibrid are o capacitate excelenta de
a induce Inchiderea si epitelizarea plagii si poate fi o optiune eficientd de tratament clinic n
cele mai multe dintre cazuri. Cea mai bund evolutie spre cicatrizarea si regenerarea
structurilor pielii a fost observatd la produsul test M2, unde aceasta evolutie a constat in
prezenta de tesut conjunctiv dens, orientat, matur, numeroase vase de neoformatie si tendinta
de diferentiere a celulelor locale in directie epiteliala, pentru refacerea epidermului.
Activitatea 11.10. Management proiect, raportare etapa. Diseminarea rezultatelor
Rezultatele experimentale din cadrul proiectului au fost diseminate astfel:
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