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INTRODUCERE

Tn urma cu 31 de ani Joseph P. Vacanti [1] definea ingineria tisulara ca fiind un
domeniu ce ,aplica principii ale biologiei, alaturi de cele ale ingineriei, in scopul
dezvoltarii unor Tnlocuitori functionali pentru refacerea tesutului lezat”. Mai tarziu,
William Haseltine [2] a propus termenul de ,,medicind regenerativa” pentru a descrie un
domeniu interdisciplinar care imbina cunostintele provenite din diferite arii de cercetare
(inginerie, biologie celulara, biomecanica, nanotehnologie si biochimie) si care permite
proiectarea unor suporturi pentru inlocuirea/regenerarea de tesuturi/organe lezate, in
vederea restabilirii functiilor fiziologice caracteristice.

Tn ultimii ani cele doua domenii s-au ntrepitruns generand un domeniu complex ce
poarta denumirea de inginerie tisulara si medicing regenerativa (TERM) [3]. Scopul
principal al acestui domeniu este de a cerceta si realiza suporturi cu structura 3D complexa
pentru Tnlocuirea sau regenera tesutului/organului lezat, prin combinarea celulelor cu
biopolimeri, suporturi care sa prezinte functii fiziologice similare unui anumit tesut/organ.

Printre sistemele complexe utilizate n ingineria tisulara se numara si structurile
poroase cu morfologie 3D, denumite hidrogeluri. Aplicarea lor Tn ingineria tisulara,
necesita prezenta in mod inerent a unor proprietati precum, biocompatibilitate,
biodegradabilitate si stabilitate mecanica. In acest sens, s-a urmarit dezvoltarea unor
hidrogeluri hibride, prin combinarea polimerilor naturali cu structuri sintetice, si care sa-si
demonstreze potentialul de a imita matricea extracelulara (ECM) [4-6].

Pornind de la aceste aspecte obiectivul tezei de doctorat intitulata *“Arhitecturi
polimerice hibride concepute ca structuri hidrogel” consta in proiectarea, obtinerea si
optimizarea unor noi sisteme pe baza de biopolimeri, biopolimeri functionalizati si
polimeri sintetici, cu structura, proprietati fizico-chimice si biologice adecvate, care sa
prezinte potential aplicativ in medicina regenerativa.

Motivatia directiei de cercetare abordata Tn cadrul tezei de doctorat are la baza
importanta obtinerii de hidrogeluri hibride/biohidride prin tehnica de imprimare 3D.
Noutatea studiilor a constat in utilizarea unor polimeri functionalizati cu grupari
polimerizabile, metacriloil, pentru crearea de structuri complexe prin tehnici inovatoare de
imprimare 3D. Teza este structurata in doua parti si cuprinde noua capitole, cu anexe si
referinte.

Partea | a tezei de doctorat cuprinde un capitol de notiuni introductive si cuprinde
doua subcapitole. Subcapitolul | este dedicat studiului de literatura referitor la proiectarea
hidrogelurilor hibride, iar cel de-al doilea contine un studiu de literatura referitor la stadiul
actual al cunoasterii stiintifice din domeniul obtinerii de hidrogeluri hibride prin tehnica de
imprimare 3D.

Partea a Il-a a tezei de doctorat este structurata in sase capitole si prezinta
contributiile originale privind obtinerea, caracterizarea structurala si fizico-chimica, dar si
testarea in vitro/in vivo a hidrogelurilor hibride realizate.

Capitolul 11 cuprinde studiul privind realizarea si optimizarea unor reactii polimer
analoage de modificare a unor biopolimeri: a unei proteine (gelatina) si a cinci polizaharide
(chitosan, alginat de sodiu, guma xantan, dextran si acid hialuronic) cu grupari
polimerizabile, capabili sa formeze retele 3D prin procese de reticulare/autoreticulare, si
care sa prezinte aplicabilitate biomedicala.

Capitolul 111 include prepararea si caracterizarea fizico-chimica a unor hidrogeluri
hibride si utilizarea lor ca sisteme de administrare topica a unor principii active, in aplicatii
de inginerie tisulara a tesutului epitelial: (i) hidrogeluri pe baza de polimeri functionalizati
cu anhidrida metacrilica (chitosan, dextran, xantan si gelatind) si doi polimeri sintetici



(acrilamida, AAm si N,N’-metilenbis(acrilamida), BisAAm), cu aplicatii in terapia
cancerului si (ii) geluri multicomponente hibride ce au la baza o copolimacrolactona
sintetica (copolimerul poli(brasilat de etilena-co-acid scuaric, PEBSA) si acid hialuronic
(HA), ce prezinta capacitate antioxidanta, datorita Tnglobarii si eliberarii controlate a
quercetinel.

Capitolul 1V prezinta prepararea si caracterizarea a doua noi tipuri de hidrogeluri
hibride realizate prin tehnica de imprimare 3D: (i) pe baza de gelatina metacrilata
(GelMA), cu diferite grade de functionalizare si poli (etilen glicol) diacrilat (PEGDA) si
respectiv (ii) Tmbunatatirea proprietatilor hidrogelurilor realizate in Capitolul 111, pe baza
de PEBSA si HA, prin adaugarea de GelMA, pentru dobandirea proprietatilor reologice
adecvate imprimarii 3D.

Gelurile hibride au fost supuse unor analize reologice iar hidrogelurile obtinute au
asemenea, a fost evaluat profilul de eliberare al principiilor active incapsulate pentru
demonstrarea proprietatilor potrivite pentru aplicarea lor ca plasturi.

Capitolul V descrie prepararea de cerneluri hibride cu proprietati imprimabile,
realizate din copolimacrolactona PEBSA si acidul hialuronic modificat cu metacrilat de
glicidil (GMA), cat si posibilitatea de incapsulare in cerneluri a doua principii active:
eritromicina si ibuprofen. Hidrogelurile cu proprietati multifunctionale obtinute au fost
caracterizate structural, morfologic, biocompatibilitate (in vitro si in vivo), dar si din punct
de vedere al eliberarii de principii active, Tn vederea demonstrarii aplicabilitatii lor, in
principal ca plasturi cu actiune antibacteriana si antiinflamatoare.

Capitolul VI cuprinde informatii referitoare la obtinerea unor matrice compozite pe
baza de: GelMA, doua tipuri de chitosan metacrilat (LCsMA, HCsMA), acid hialuronic,
hidroxiapatita (HAp) si suspensie coloidali de nanoparticule magnetice (MNP). Tn cadrul
studiului s-a urmarit influenta masei moleculare a chitosanului si a cantitatii de HAp
asupra imprimabilitatii, morfologiei, proprietatilor fizico-chimice si biologice ale
matricelor destinate aplicatiilor ingineriei tisulare a tesutului 0sos.

Capitolul VII prezinta doua studii privind obtinerea unor arhitecturi biohibride.
Primul studiu prezinta analiza influentei naturii si masei moleculare a gelatinei asupra
dezvoltarii unor cerneluri si suporturi biohibride cu proprietati inovatoare, pe baza de
amestecuri intre GelMA (A si B), XGMA si HA, realizate prin tehnica imprimarii 3D
utilizdnd metoda extrudarii. Cel de-al doilea obiectiv al studiului a avut in vedere
realizarea unor bioarhitecturi cu structura bistratificata, prin unirea unei baze de celuloza
populata cu keratinocite si a unui suport pe baza de GelMA si AIgMA, anterior populat cu
fibroblaste normale umane. Alaturi de propietatile fizico-chimice s-a urmarit activitatea
imunologica prin test Elisa, dupa care matricele bistratificate au fost aplicate la suprafata
unor plagi realizate pe un animal model (soarece) pentru a dovedi efectul acestora asupra
factorilor esentiali in procesul de vindecare.

Capitolul VIII cuprinde informatii generale despre materialele utilizate in studiile
experimentale, privind obtinerea fiecarui tip de hidrogel, dar si echipamentele folosite la
caracterizarea compusilor obtinuti.

Ultimul capitol al tezei, Capitolul IX, cuprinde concluziile generale obginute in urma
evaluarii rezultatelor experimentale obtinute, precum si perspectivele de dezvoltare in
domeniul imprimarii 3D. Studiile efectuate s-au concretizat prin publicarea a 5 articole
stiintifice.

Teza de doctorat intitulata ,,Arhitecturi hibride concepute ca structuri hidrogel”
cuprinde 266 de pagini Tmpartite in 9 capitole, ce includ 39 de tabele, 182 figuri si 454
referinte bibliografice. Rezultatele originale constituie subiectul a 4 lucrari cotate ISI (FI



cumulat: 22,3), a unui articol aflat Tn evaluare, a 9 comunicari orale si 3 postere prezentate
n cadrul unor conferinte internationale.
Contributii personale originale
Capitolul 11. Reactii de functionalizare ale polimerilor naturali

Multitudinea de avantaje pe care le prezinta biopolimerii (polizaharidele si
proteinele), precum biocompatibilitate, biodegradabilitate biomimetism si bioactivitate,
comparativ cu polimerii sintetici, recomanda utilizarea lor in obtinerea de suporturi cu
aplicatii in medicina regenerativa [7,8]. Cu toate acestea, exista o serie de incoveniente
legate de metodele de procesare ale polimerilor naturali, precum solubilitatea scazuta,
sensibilitatea la temperatura sau rezistenta mecanica redusa. Solutia la aceste neajunsuri
este reprezentata de grefarea unor grupari noi pe structura polimerica care sa le ofere
acestora o serie de caracteristici suplimentare [9]. Astfel, polimerii rezultati pot fi utilizati
pentru obtinerea unor arhitecturi 3D cu diverse posibilitati de aplicatie, in functie de
compozitie, metoda de procesare sau de metoda de reticulare [10].

Scopul studiului a fost de a obyine polimeri functionalizagi cu grupari metacrilice,
prin intermediul unor transformdri polimer-analoage cu anhidrida metacrilica sau
metacrilat de glicidil, cu obyinerea de derivasi polimerici capabili sa formeze rerele
tridimensionale, prin procese de reticulare/autoreticulare, utilizabile ca suporturi n
aplicarii biomedicale. Pentru realizarea acestora, s-au propus urmatoarele obiective
specifice:

Obiectivul 1. Functionalizarea gelatinei prin reactii de metacrilare selectiva a
biopolimerului cu anhidrida metacrilica.

Obiectivul 2. Functionalizarea chitosanului: obtinerea unui derivat de chitosan
solubil la pH fiziologic, neutru, cu grupari C=C, prin reactia de substitutie nucleofila cu
anhidrida metacrilica.

Obiectivul 3. Functionalizarea alginatului de sodiu, gumei xantan si dextran prin
reactii de functionalizare selectiva ale polizaharidelor cu anhidrida metacrilica.

Obiectivul 4. Functionalizarea acidului hialuronic: obtinerea unui derivat cu
grupari C=C prin reactii de functionalizare, utilizand metoda deschiderii inelului epoxidic
al monomerului metacrilat de glicidil.

11.1. Reactia de functionalizare a proteinelor

I1.1.1. Protocolul de functionalizare a gelatinei cu anhidrida metacrilica

Tn cadrul acestui studiu au fost modificate catenele polimerice a doui tipuri distincte
de gelatina: Gelatina A (de origine porcina, vascozitatea gelului ~175 g Bloom) si Gelatina
B (de origine bovina, véscozitatea gelului ~225g Bloom), prin utilizarea protocolului
descris de Camci-Unal si colaboratorii sai [11], cu o serie de modificari ale metodeli
initiale. La solutiile omogene de gelatind obtinute in PBS (pH 7,2; 0,01M), de culoare
galbena, aduse la temperatura de 50°C, s-au adaugat cate 8mL de anhidrida metacrilica
(MA, 94%), cu un debit de 0,5 mL/min, in conditii de agitare continua si temperatura
constanta (300rpm, 50°C).
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Figura 1. Reacria de modificare a gelatinei cu anhidrida metacrilica [12,13].



Pentru gelatina de tip A s-a studiat influenta timpului de reactie asupra gradului de
functionalizare, motiv pentru care s-au realizat modificari chimice la. intervale de timp
diferite: 2, 4, 6 si 8 ore. Reactia gelatinei B cu anhidrida metacrilica s-a realizat pentru un
singur interval de timp, de 6 ore. Structura chimica a polimerilor modificati a fost
confirmati prin spectroscopie *H RMN, iar analizele colorimetrice au permis determinarea
gradului de substitutie ai produsilor de reactie.
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Figura 2. Spectrul 'H RMN aI GeIMA A (|n functle de tlmpul de reactie de funczlonallzare pentru
gelatina A, 2H, 4H, 6H), si GelMA B, structurile chimice fiind adaptate dupa [13].

Protocoalele utilizate pentru modificarea chimica ale chitosan-ului, dextran-ului si
gumei xantan sunt asemanatoare metodei utilizate pentru reactia gelatinei cu anhidrida
metacrilica, solventul polimerului fiind modificat in functie de proprietatile de solubilizare
ale fiecarui component.

Acidul hialuronic (HA, masa moleculard de Mw=1,5-1,8x10°Da) a fost modificat
utilizand metacrilatul de glicidil (GMA), obtinandu-se HA metacrilat (HAGMA) [14,15].
Tn prima etapa s-a realizat o solutie de HA de concentratie 0,4%, utilizand apa distilata ca
solvent. Pentru initierea reactiei, solutia de HA aflata sub agitare continua a fost incalzita
la 50°C, timp de o ora, simultan adaugarii GMA si o solutie de acid p-toluen sulfonic (de
concentratie 2%), realizata in N,N-dimetil formamida (DMF).
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Figura 3. Reactia de functionalizare a acidului hialuronic cu GMA [16,17].

S-a studiat influenta raportului polimer/derivat glicidil asupra gradului de
functionalizare, realizandu-se sapte reactii diferite de functionalizare prin modificarea
cantitatii de GMA. Reactiile au fost realizate intr-un interval de timp de 30 de ore,
temperatura si agitare constante (25°C, 300 rpm).
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Figura 4. Spectrul *H RMN al acidului hialuronic modificat cu glicidil metacrilat (1:30 GMA).



Capitolul I11. Hidrogeluri hibride pentru tratamentul leziunilor cutanate

Scopul acestui studiu a fost obrinerea de noi hidrogeluri ca sisteme de administrare
topica a medicamentelor pentru terapia cancerului de piele. Strategia de obyinere a
hidrogelurilor constd Tn procese de reticulare a unor biopolimeri (chitosan, dextran,
xantan si gelating modificasi anterior cu anhidridaé metacrilicd), cu monomeri sintetici,
anume acrilamida si N,N’-metilenbis(acrilamida). Modificarea chimica a polizaharidelor a
Tmbunatatit comportamentul acestora in reactia de reticulare. Hidrogelurile obtinute au fost
utilizate ca sisteme de administrare controlata de doxorubicina, un agent antitumoral care
previne replicarea ADN-ului, afecteaza activitatea topoizomerazei Il si functionarea
celulelor prin legarea de membrana celulara [34].

I11.1.Metoda de obtinere a hidrogelurilor hibride pe baza de polimeri cu
grupari polimerizabile

Obtinerea hidrogelurilor pe baza de dextran (fiind componenta polizaharidica
constanta din compozitia tuturor hidrogelurilor), chitosan, gelatind si guma xantan,
modificati anterior cu anhidrida metacrilica, a presupus mai multe etape.

Conform imaginii din Figura 5, in prima etapa au fost preparate solutiile polimerice
de DexMA 3% (g/v), CsMA 3% (g/v), GelMA 3% (g/v) si XGMA 3% (g/v), utilizadnd ca
solvent o solutie tampon fosfat, 0,01 M, pH 7,2, sub agitare (300 rpm) péana la obtinerea
unui amestec omogen.
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Figura 5. Etapele obyinerii hidrogelurilor hibride DexMA_CsMA i
DexMA_CsMA_AAm/BisAAm, DexMA_GelMA si DexMA_GelMA_AAm/BisAAm, DexMA_XGMA
si DexMA_XGMA_AAm/BisAAM.

Dupa omogenizarea amestecurilor, s-a adaugat agentul de fotoinitiere (Irgacure, 2%
(9/v)) dar si acrilamida (AAm, 10% (g/g) sau un amestec format din acrilamida (AAm) si
N,N'-metilenbis(acrilamida). Compozitia gelurilor este detaliata in Tabelul 1. Amestecurile
obtinute au fost turnate in placi cu 24 de godeuri (cate 500 uL/godeu) si expuse la lumina
UV (A=365 nm, 5 minute) pentru formarea retelelor 3D.

Tabelul 1. Compozitia hidrogelurilor.

. L DexMA  CsMA GelMA XMA AAm BisAAmM
Hidrogeluri polimerice

%) (%) (%) (k) (%) (%)
DexMA CsMA 50 50 - - - -
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DexMA_CsMA_AAm 45 45 - - 10
DexMA_CsMA_BisAAmM 45 45 - - 8 2
DexMA_GelMA 50 - 50 - - -

DexMA_GelMA_AAmM 45 - 45 - 10
DexMA_GelMA_BisAAmM 45 - 45 - 8 2
DexMA_XMA 50 - - 50 - -

DexMA_XMA_AAmM 45 - - 45 10
DexMA_XMA_BisAAmM 45 - - 45 8 2

[11.1.1.Tncarcarea hidrogelurilor hibride cu doxorubicing

Doxorubicina (Dox) [18] este un agent antitumoral indicat de FDA pentru tratarea
unor de tipuri de cancer: leucemie limfoblastica acuta, osteosarcoame, carcinom mamar,
carcinom ovarian, carcinom tiroidian etc. Tncarcarea cu medicament s-a realizat astfel:
hidrogelurile realizate au fost imersate Tn solutie alcoolica de DOX (0,5 mg/mL, in alcool
etilic) si mentinute timp de 24 de ore, la intuneric, la 25°C. Solventul a fost Tndepartat prin
uscare convectiva la 25°C. Dupa uscare, hidrogelurile incarcate cu principiu activ au fost

cu mediul celular.

I11.1.1.1. Eliberarea de medicamente in vitro

Eliberarea in vitro a DOX din structura hidrogelurilor a fost efectuata prin imersarea
acestora in PBS (pH=7,2, 0,01 M), la 37°C. Cantitatea de principiu activ inregistrata in
urma procesului de eliberare a fost reprezentata grafic in functie de timp (Figura 6).
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Profilurile de eliberare ale hidrogelurilor DexMA_CsMA au indicat o eliberare
constanta, controlata, concentratia maxima de medicament eliberata inregistrandu-se dupa
50 de ore de experiment. Tn cazul hidrogelurilor ce contin in compozitie AAm si AAm-
BisAAm, cantitatea cumulatda de medicament eliberata a fost mai mica: 80,56% pentru
DexMA_CsMA, 64,2% pentru DexMA_CsMA_AAmM_BisAAm si respectiv, de 42%
pentru DexMA_CsMA_AAmM_BisAAm.

Acest fenomen poate fi explicat prin numarul mare de interactiuni realizate intre
DOX si gruparile laterale ale AAM/AAmM-BisAAm din retelele polimerice. La
hidrogelurile DexMA_GelMA si DexMA_XGMA acest efect este atenuat.

11



Tabelul 2. Constanta vitezei de eliberare (k) si exponentul de eliberare (n).

Coeficient de corelatie (r2) Constanta de Exponentul
Matricea Tncdrcatd Higuchi Korsmeyer-Peppas eliberare, mecgnismului de

k (h™ eliberare, n
DexMA_CsMA 0,9812 0,9955 0,1403 0,5629
DexMA_CsMA_AAM 0,9799 0,9962 0,1612 0,5719
DexMA_CsMA_BisAAmM 0,9843 0,9987 0,1822 0,5685
DexMA_GelMA 0,9892 0,9904 0,1074 0,5270
DexMA_GelMA_AAM 0,9792 0,9973 0,0934 0,5374
DexMA_GelMA_BisAAM 0,9765 0,9965 0,0962 0,5907
DexMA_XGMA 0,9803 0,9944 0,0962 0,5507
DexMA_XGMA_AAM 0,9789 0,9952 0,0943 0,5531
DexMA_XGMA_ BisAAm 0,9806 0,9986 0,1019 0,5496

Rezultatele obtinute sugereaza ca in cazul tuturor hidrogelurilor, mecanismul care a
guvernat cinetica de eliberare este de tip Korsmeyer-Peppas, coeficientii de corelatie
Tnregistrand valori ce depasesc 0,99 [19]. Pe langa aceste date, s-au calculat si alti
parametrii, precum: constanta vitezei de eliberare (k) si exponentul de eliberare (n), pentru
a determina mecanismul eliberarii medicamentului din structura hidrogelurilor. Valorile
obtinute pentru exponentul (n) au sugerat un mecanism similar celui Fickian (n aproape
egal cu 0,5), ceea ce a indicat ca medicamentul este eliberat din hidrogeluri prin difuzie,
relaxarea retelelor 3D avand doar o contributie redusa. Toate aceste rezultate indica faptul
ca eliberarea doxorubicinei din matricea de hidrogel poate fi controlata prin selectarea
polimerilor naturali/sintetici care stau la baza obtinerii hidrogelului.

I11.1.2.2. Studii de citotoxicitate si eliberare a medicamentului in culturi celulare

Dupa 24 de ore de expunere a celulelor la cantitatea de doxorubicina eliberata din
structura hidrogelurilor incarcate s-a determinat viabilitatea celulara, iar ca o consecinta a
eliberarii medicamentului, valorile obtinute au fost cuprinse intre 43% - 66% (hidrogelul
pe baza de gelatina avand cel mai mic procent de celule viabile). Dupa 48 de ore de
experiment, tendinta de scadere a valorilor viabilitatilor celulare s-a mentinut, ajungand la
26-38%, iar dupa 72 de ore de experiment valorile s-au regasit in intervalul 18-29%.
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Figura 7. Viabilitatea celulara pentru hidrogeluri dupa 24 h, 48 h si 72 h de cultura celulara.

111.1.2.3. Morfologia celulard

Diferentele de viabilitate celulara ale celulelor ce au stat in contact direct cu
hidrogelurile simple si cu cele incarcate cu medicament au fost analizate prin utilizarea
reactivului Calcein AM.

12



DexMA_CsMA

Figura 8. Morfologia celulelor dupa 4 zile de expunere la contactul direct cu DexMA_CsMA
(C, D) si DexMA_CsMA_AAm (E, F) comparativ cu celulele din godeul martor (A (contrast de
faza, B(colorat cu calcein AM). Imaginile D, F prezinta efectul doxorubicinei eliberate din
matricea de hidrogel asupra morfologiei si viabilitarii celulelor (colorare cu Calcein AM).

Rezultatele MTT pot fi corelate cu imaginile de morfologie celulard deoarece se
poate observa ca imaginile de morfologie ale acestora (Figura 8 C, E) sunt comparabile cu
godeurile de control (Figura 8 A, B).

Pe de alta parte, rezultatele MTT ale matricilor incarcate cu doxorubicina pot fi
corelate cu aspectul imaginilor de microscopie realizate in fluorescenta (Figura 8 D, F),
demonstrandu-se eficacitatea medicamentului asupra capacitatii de diviziune a celulelor
tumorale prin aparitia zonelor nepopulate cu celule in comparatie cu celulele neexpuse la
medicament (Figura 8 C, E), unde suprafata godeului este populata complet.

111.2. Hidrogeluri hibride pe baza de acid hialuronic si o structura poliesterica
alifatica

Scopul cercetarii a fost obyinerea unor hidrogeluri hibride, prin utilizarea
copolimerului poli(brasilat de etileng-co-acid scuaric), PEBSA, aladturi de acidul
hialuronic, si identificarea proprietdrilor sinergetice pentru aplicarea lor in domeniul
regenerarii plagilor epiteliale.

111.2.1. Metoda de obyinere a gelurilor pe baza de PEBSA si acid hialuronic

Gelurile hibride au fost obtinute prin amestecarea copolimerului sintetic, PEBSA si a
biopolimerului, HA, in diverse proportii, conform Tabelului 3. Copolimerul PEBSA a fost
preparat urmand protocolul realizat de Chiriac si colab.[16, 17]. Prima etapa a presupus
realizarea solugiilor de copolimer PEBSA 5% (utilizand 3 rapoarte intre comonomeri,
EB/SA, respectiv: 25/75, 50/50 si 75/25), in doua tipuri de solventi aprotici cu moment de
dipol diferit, anume: dimetil sulfoxid (DMSO) si 1,4 dioxan. Cea de-a doua etapa a
presupus obtinerea propriu-zisa a hidrogelurilor prin amestecarea solutiei apoase de HA
1% cu solutiile de copolimer PEBSA, in diverse rapoarte (conform Tabelului 3). Formarea
hidrogelurilor a avut loc intr-un interval scurt de timp datorita formarii rapide a legaturilor
fizice de hidrogen intre cei doi polimeri. Tn final, gelurile preparate au fost lasate la maturat
timp de 24 de ore si caracterizate, fie in stare nativa (teste reologice), fie dupa liofilizare
(caracteristici fizico-chimice).

Tabelul 3. Compoziria hidrogelurilor pe baza de PEBSA HA.

Tip
Nr.crt. Denumirea probei de copolimer | Raport PEBSA : HA Solvent
PEBSA (mL/mL)
1 PEBSA_HA:1 25/75 1:1 DMSO
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2 PEBSA_HA:. 25/75 1:2,5 DMSO
3 PEBSA_HA:.3 25/75 1:2,5 1,4 Dioxan
4 PEBSA _HA14 25/75 1:5 DMSO
5 PEBSA_HA:.1 50/50 1:1 DMSO
6 PEBSA_HA:. 50/50 1:2,5 DMSO
7 PEBSA_HA:3 50/50 1:2,5 1,4 Dioxan
8 PEBSA _HA24 50/50 1:5 DMSO
9 PEBSA_HAs. 75/25 1:1 DMSO
10 PEBSA_HAs. 75/25 1:2,5 DMSO
11 PEBSA_HAs3 75/25 1:2,5 1,4 Dioxan
12 PEBSA _HAz4 75/25 1:5 DMSO

111.2.1.1. Evaluarea proprietayilor reologice

Figura 9 prezinta comportamentul reologic al gelurilor in conditii de forfecare
oscilatorie, dupa aplicarea unor forte de forfecare. Tn domeniul liniar de vascoelasticitate,
modulii elastic (G’) si véscos (G”) nu sunt influentati de frecventa de oscilatie ().
Structura tipica de gel a fost observata pentru majoritatea probelor analizate, acestea
prezentand: G’ > G".
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Figura 9 (1, 2, 3) prezinta dependenta modulilor vascoelastici (G’ si G”) si respectiv
a vascozitatii complexe in functie de frecventa de oscilatie. Probele analizate au prezentat
un comportament tipic de gel (G' > G”, cu valori ale parametrilor G' si G” independente de
valorile frecventei (»)). Tn timpul experimentului s-a observat ca modulul de elasticitate,
care este corelat cu tiria gelului, este influentat de compozitia gelului. Tn ceea ce priveste
influenta raportului dintre componente, exista o structurare mai puternica in cazul probei
PEBSA_HA: (Figura 9.2) celelalte 2 geluri (PEBSA_HA:, — Figura 9.1 si PEBSA_HA3»
— Figura 9.3) avand o structura de gel mai putin structurata.

111.3.1. Obyrinerea de sisteme bioactive care prezinta caracter antioxidant

Datorita rezultatelor promititoare obtinute in urma caracterizarii hidrogelurilor
hibride pe baza de PEBSA si HA, s-a realizat inglobarea unui principiu activ in structura
flavonoid este un antioxidant eficient, care diminueaza secretia citokinelor proinflamatorii
(IL-1 B, IL-6, TNF-o), chemokinelor si a oxizilor nitrici [22], avand o serie de efecte
benefice, printre care si reducerea procesului fiziologic de imbatranire a pielii [23].
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Tncorporarea lui s-a realizat fie prin complexarea sa initiala cu structura copolimerului
PEBSA si amestecarea cu o solutie apoasa de acid hialuronic, fie prin adaugarea lui ca
atare in compozitia gelului PEBSA_HA.

111.3.1.1. Prepararea complexului copolimer/principiu bioactiv

Pentru obtinerea complexului dintre PEBSA si quercetina (Q) s-au preparat doua
solutii distincte, una de PEBSA de concentratie 5% si cea de-a doua de compus bioactiv
(Q), de concentratie 2,5%, pentru ambele fiind ales DMSO ca solvent datorita capacitatii
ridicate de solubilizare a acestora comparativ cu 1,4-dioxanul.

Solutiile au fost amestecate in raport gravimetric de 2:1 (PEBSA:Q) si lasate sub
agitare magnetica timp de 24 de ore.

111.3.1.2.Prepararea gelurilor bioactive

Prepararea hidrogelurilor pe baza de PEBSA, HA si quercetin s-a realizat prin trei
metode diferite:

1) PEBSA_HA Q:: s-a bazat pe combinarea complexului PEBSA_Q cu HA.
Practic, complexul PEBSA_Q a fost dispersat in DMSO, iar dispersia obtinuta a fost
Tncorporata in solutia apoasa de HA 1% (conform Figurii 10);

2) PEBSA_HA_Q:2: s-a bazat pe incorporarea copolimerului sintetic PEBSA si a
complexului PEBSA_Q 1n solutia de HA. Practic, s-a realizat o solutie de copolimer
sintetic PEBSA 5%, utilizand DMSO, ca solvent. Apoi, la aceasta solutie s-au adaugat,
consecutiv, complexul PEBSA_Q si solutie apoasa de HA 1% (conform Figurii 10);

3) PEBSA HA Qs: s-a bazat pe combinarea celor 3 compusi, simpli, PEBSA,
quercetin si HA. Astfel, s-a realizat o solutie de PEBSA 5% folosind DMSO, apoi s-au
adaugat, pe rénd, solutia 1% HA 1n apa distilata, quercetin fiind incorporat in gelul format
intre PEBSA si acidul hialuronic (conform Figurii 10);
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DMSO si amestecate cu solutie 1% HA;

Figura 10. Metodele de obyinere a hidrogelurilor hibride ce prezinta capacitate antioxidantd.

111.3.1.3.Activitatea antioxidanta

Proprietatile antioxidante ale flavonoidelor s-au dovedit a fi strans legate de structura
lor chimica. Transferul atomilor de hidrogen si donarea de electroni sunt cele doua metode
de baza prin care compusii fenolici Tsi pot exercita efectele antioxidante [34]. Tn acest
context si in mod interdependent cu activitatea antioxidanta necesara, se poate opta pentru
varinta a doua de Tncapsulare a principiului activ (Figura 10). Tnsa, daca se are Tn vedere
obtinerea unui efect antioxidant ridicat si constant in timp, acesta poate fi obtinut prin
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incapsularea quercetinei utilizand varianta a 2-a de cuplare a acesteia 1n cadrul
complexului HA si PEBSA, profil descris in graficele din Figura 11.
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Figura 11. Evaluarea profilului de eliberare a quercetinului din compozitia hidrogelurilor
PEBSA_HA Q (Q.) corelat cu activitatea antioxidantd.

Capitolul 1V. Arhitecturi hibride pe baza de gelatina metacrilata si PEGDA realizate
prin tehnica imprimarii 3D pentru aplicatii Tn ingineria tisulara

Studiul a urmarit realizarea unor suporturi pe baza de GelMA (cu diferite grade de
funcrionalizare) si poli (etilen glicol) diacrilat (PEGDA) folosind tehnica de imprimare
3D. De-a lungul studiului, s-a avut Tn vedere evaluarea influentei gradului de modificare al
gelatinei metacrilate asupra imprimabilitatii, morfologiei suporturilor, proprietatilor fizico-
chimice si biologice, pentru aplicatii ale suporturilor Tn regenerarea tesutului moale, cu
accent pe vindecarea plagilor de la nivelul pielii.

IV.1. Obyinerea cernelurilor pe bazad de GelMA si PEGDA

GelMA A (cu diferite grade de metacrilare: GelMA A 2h (62%), GelMA A 4h
(67%), GelMA A 6h (68%) si GelMA A 8h (72%), un polimer sintetic, PEGDA si un
fotoinitiator biocompatibil, fenil-2,4,6-trimetil-benzoil fosfinat de litiu (LAP) au fost
amestecate in vederea obtinerii unor geluri cu proprietiti reologice corespunzatoare
procesului de imprimare.

IV.2.Proprietdrile reologice ale gelurilor

Toate gelurile hibride prezinta proprietati reologice superioare gelurilor obtinute
initial, acestea fiind dobandite dupa aplicarea unor forte de forfecare prelungite (Figura
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Figura 12. Vascozitatea aparenta in functie de viteza de forfecare aplicata gelurilor pe baza de
GelMA (a) si GeIMA_PEGDA (b) la 25°C.

Aplicarea unor viteze mici de forfecare (sub 0,1 s') determini un comportament
newtonian, vascozitatea (n) probelor fiind independenta de viteza de forfecare aplicata. La
aplicarea unor viteze de forfecare cu valori cuprinse intre 0,1 st si 100 s?, toate
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amestecurile prezinta un comportament pseudoplastic. Conform datelor de literatura
[24,25], acest tip de comportament favorizeaza procesul de imprimare prin tehnica
extrudarii.

Astfel, Tn regiunea nenewtoniana, vascozitatea aparenta (n) este influentata de viteza
de forfecare aplicata. Astfel, extrudarea gelului prin duza se poate realiza in mod facil.

IV.3.Proprietati fizico-morfologice

Matricele pe baza de GelMA si GelMA_PEGDA prezinta o structura poroasa, cu
forma neregulata a porilor si dimensiuni diferite, datorita fenomenului de sinereza ce se
realizeaza in timpul procesului de liofilizare.
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Figura 13. Morfologia hidrogelurilor si gradul
de retentie al fluidelor simulate corelat cu
morfologia suporturilor imprimate.

al polimerului GelMA si pozitia gruparii metacrilice pe lantul
proteic au influentat procesul de fotoreticulare, fiind factorii care contribuie la variatia
dimensiunii porilor. Porii sunt distribuiti uniform, usor interconectati, favorabili pentru
difuzia nutrientilor, proliferarea celulelor, migrarea si aderarea acestora pe suprafata
materialului.

Matricele pe baza de GelMA_PEGDA si-au pastrat forma, obtinandu-se valori ale
gradelor de umflare cuprinse intre 1000 si 6000%. In Figura 13 sunt reprezentate grafic
valorile gradelor de umflare ale suporturilor imprimate 3D in functie de timp. Conform
graficelor se poate observa ca toate suporturile au atins starea de echilibru de absorbtie
dupa 60 de minute de experiment.
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IVV.2. Suporturi hibride imprimate pe baza de acid hialuronic si PEBSA

Pentru a conferi forme si geometrii specifice structurilor, au fost obrinute sisteme
multicomponente pe baza de PEBSA, HA si GelMA ce au fost ulterior incdrcate cu
indometacin (IND) si profilate prin tehnica de imprimare 3D. Au fost evidentiate proprietati
precum: capacitatea de eliberare a IND si dependenta acesteia de rapoartele dintre
componente, compozitia suporturilor, dar si informatii referitoare la interactiunea matricelor
cu mediul biologic.

IV.2.1. Metoda de obtinere a cernelurilor

Anumite combinatii de polimeri sintetici si naturali prezinta caracteristici sinergice,
motiv pentru care pot fi utilizati pentru obtinerea unor sisteme cu proprietati imbunatatite [20,
21]. Materialele sintetice prezinta proprietati mecanice ridicate, simplificaind procesul de
imprimare si pastrand fidelitatea formei suporturilor imprimate, iar cele naturale prezinta
proprietati precum: produce raspuns imun redus, biocompatibilitate, biodegradabilitate si
bioactivitate [28]. Tn vederea obtinerii cernelurilor, s-au realizat amestecuri intre copolimerul
PEBSA (utilizand trei rapoarte intre comonomeri EB si SA: 25/75, 50/50 si 75/25) si HA in
raport de 1:2,5. Amestecurile obtinute au prezentat vascozitate redusa, acest lucru conducand
la colapsarea suporturilor imprimate n timpul procesului de imprimare 3D. Pentru
Tmbunatatirea proprietatilor reologice ale cernelurilor si, ulterior, ale proprietatilor mecanice
ale suporturilor imprimate, in compozitia cernelurilor a fost adaugata o cantitate constanta de
gelatina metacrilata (GelMA A, grad de substitutie de 68,07%). Pentru a fi incorporata in
compozitia gelului initial format din copolimerul PEBSA si acidul hialuronic, GelMA (20%
g/v ) a fost dizolvata in PBS (pH 7,2, 0,01 M) la 25°C, si ulterior s-a adaugat si agentul de
initiere a procesului de fotoreticulare, LAP (0,025% g/v). Dupa omogenizare, cernelurile au
fost analizate din punctul de vedere al proprietatilor reologice si supuse procesului de
imprimare 3D pentru obtinerea suporturilor tridimensionale.

IV.2.2. Testarea proprietdrilor reologice

Dupa cum se poate observa din Figura 14, proba PEBSA HA.> GelMA a prezentat
recuperarea integrala a structurii dupa aplicarea diferitelor tipuri de forte deformatoare (de
pana la 30,000 %), proba PEBSA HA1>_ GelMA prezentand un comportament similar.
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Figura 14. Comportamentul de auto-refacere a structurii dupa deformare, observat la gelurile
reticulate  (2)PEBSA_HA:12_GelMA;  (b)PEBSA_HAz,_GelMA;  (c)PEBSA_HAs._GelMA; (d)
Capacitatea de recuperare in funcrie de forga aplicata pentru imprimarea gelurilor. In inset se
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La aplicarea unor valori ale deformatiei cuprinse intre 200% si 20,000%, proba
PEBSA_HAs. GelMA se poate recupera aproximativ 88-89% din valoarea initiala a
deformarii. Dupa aplicarea unor forte de deformare mari care permit crearea de interactiuni
noi ntre macromolecule (intinderea completa a lantului), recuperarea deformarii creste.
Pentru prevenirea deformarii si asigurarea fidelitatii formei dupa extrudare, cerneala trebuie
sa reziste la forte externe, de exemplu, la greutatea straturilor urmatoare care ar putea
determina colapsarea si deformarea structurii matricei [29,30].

Comportamentul de subtiere prin forfecare si comportamentul de auto-refacere al
cernelurilor obtinute (timp scurt necesar recuperarii si capacitate mare de recuperare a
structurii, de peste 80%) asigura imprimabilitatea cernelurilor si fidelitatea formei suportului
imprimat.

IV.2.6. Evaluarea citotoxicitayii in vitro

IV.2.6.1. Testul MTT

Testul MTT a fost utilizat pentru a evalua citotoxicitatea suporturilor pe culturi de
fibroblaste abdominale de iepure. Figura 15 prezinta valorile de viabilitate celulara la
contactul cu suporturile PEBSA_HA_GelMA. Rezultatele MTT au indicat o crestere a
valorilor viabilitatii celulelor, la valori de 90% dupa 72 de ore de experiment (Figura 15).
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Figura 15. Viabilitatea celulara si celulele viabile si celule fixate, dupa 72 de ore de cultura
celulara cu matricele pe baza de PEBSA_HA_GelMA.

Fibroblastele abdominale de iepure au fost expuse la contactul direct cu hidrogelurile
PEBSA_HA_GelMA, timp de 72 de ore, Tnainte de a fi examinate morfologic prin colorare cu
reactivul Calcein AM si cu reactivul DAPI. Imaginile surprinse cu un obiectiv x10, dovedesc
prezenta a numeroase celule vii, intacte din punct de vedere morfologic, aderate la substrat,
forménd un monostrat uniform, si cu forma normala caracteristica fibroblastelor.
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Capitolul V. Obtinerea prin imprimare 3D a suporturilor hibride pe baza de acid hialuronic
modificat cu metacrilat de glicidil si PEBSA

Studiul a avut in vedere obrinerea unor cerneluri hibride cu proprietdrsi imprimabile pe
bazad de doua componente, copolimacrolactona PEBSA si HA. Deoarece amestecarea acestor
doua componente nu conduce la obtinerea de cerneluri imprimabile, dupa cum a fost descris
in capitolul 1V, s-a realizat imbunatatirea proprietatilor reologice ale acestor geluri prin
modificarea structurii acidului hialuronic cu metacrilat de glicidil. Au fost obtinute matrice
HAGMA_PEBSA a caror proprietati au fost studiate pentru demonstrarea posibilei aplicatii in
regenerarea tesuturilor epiteliale lezate. Pentru a le creste biofunctionalitatea, acestea au fost
incarcate cu doua principii active, ibuprofen [31] si eritromicina [32], pentru reducerea
inflamatiei locale si, respectiv, a riscului de infectie la suprafata ranii. Au fost evidentiate
proprietati precum: capacitatea de eliberare a celor doua principii active, sinergismul lor si
dependenta acesteia de rapoartele relative ale componentelor din compozitia suporturilor.

V.1. Metoda de obyinere a matricelor polimerice

Pe baza studiilor reologice a gelurilor pe baza de PEBSA/HA (prezentate in Capitolul
I11), pentru acest studiu a fost selectat raportul de 1:2,5 PEBSA si acid hialuronic metacrilat.
Conform Tabelului 4 s-au obtinut 3 cerneluri distincte. Tn vederea obtinerii cernelurilor, s-au
realizat amestecuri intre copolimerul PEBSA (utilizand variantele de copolimer 25/75, 50/50
si 75/25 diferenta fiind data de rapoartele dintre comonomeri, EB/SA) si acidul hialuronic
metacrilat, in raport de 1:2,5. Dupa omogenizare, s-a adaugat LAP, dupa care cernelurile au
fost extrudate pentru a putea fi obtinute suporturile.

Tabelul 4. Compozitia cernelurilor.

Nr.crt. | Denumirea probei Tip Raport Solvent Solvent
copolimer PEBSA:HAGMA | HAGMA | PEBSA
PEBSA (mL/mL)
1. HAGMA PEBSA: 25/75 2,5:1
2. HAGMA PEBSA; 50/50 2,5:1 Apa DMSO
3. HAGMA PEBSA; 75/25 2,5:1 distilata

V.1.1.2. Proprietati fizico-morfologice

Morfologia suporturilor pe baza de copolimer sintetic PEBSA si acid hialuronic
modificat cu metacrilat de glicidil (HAGMA) a fost analizata prin tehnica de microscopie
electronica de baleiaj, bsend-sﬂgwcé toate sistemele prezinta fidelitatea formei imprimate.
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V.1.3. Tncarcarea si profilul de eliberare al principiilor active din matrice
20



Pentru demonstrarea proprietatilor de eliberare controlatd a medicamentelor din
suporturile pe baza de HAGMA si PEBSA, a fost necesara prepararea celor trei variante de
amestecuri. Tn fiecare dintre aceste amestecuri, a fost adiugati o cantitate identica de doua
principii active, 5% raportat la cantitatea de polimer din solutie: ibuprofen si eritromicina.

Principiile active au fost adaugate in compozitia solutiei de polimer dupa solvirea
completa a acestuia, in solvent specific (apa distilata pentru HAGMA si dimetil sulfoxid
pentru cele trei variante distincte ale PEBSA). Dupa omogenizare, la amestecuri s-a adaugat
solutie de LAP 0,01%, avand rol de fotoinitiator.

Eliberarea principiilor active inglobate, ibuprofen si eritromicina, a fost studiata prin
imersarea hidrogelurilor incarcate intr-o solutie tampon fosfat de pH 7,2, 0,01M, pentru
crearea mediului specific pielii lezate, experimentul realizandu-se la 37°C. Rezultatele testelor
de eliberare demonstreaza ca profilul de eliberare al principiilor active este influentat de
compozitia hidrogelului, asa cum este ilustrat in graficele din Figura 18.
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Figura 17. Cinetica de eliberare a celor doua principii active, ibuprofen-eritromicing din structura
hidrogelurilor HAGMA_PEBSA;, HAGMA_PEBSA;, HAGMA_PEBSA:.

V.1.4. Teste de biocompatibilitate in vitro i in vivo

A fost testat raspunsul culturilor celulare de fibroblaste normale dermice umane la
contactul cu hidrogelurile incarcate cu ibuprofen [33] si eritromicina [34]. Conform graficului
din Figura 18, se observa ca valorile viabilitatilor fibroblastelor normale dermice umane dupa
contactul direct cu matricile polimerice se mentin ridicate si demonstreaza caracterul non-
citotoxic al materialelor (valori intre 85-95%, dupa 72 de ore de experiment).
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Figura 18 . Viabilitatea celulara (%) pentru suporturile imprimate Incdrcate cu principii active, dupd
24, 48 5i 72 de ore de experiment, masurata prin tehnica MTT.Celule viabile fixate, dupa 72 de ore de
contact direct cu matricile pe bazd de HAGMA_PEBSA (10 x).
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Tn urma aplicarii suporturilor HAGMA_PEBSA simple sau incircate cu principii active
s-a determinat capacitatea de aparare imuna a animalelor prin determinarea parametrilor
caracteristici, precum: capacitatea opsonica a serului si capacitatea bactericida. Conform
graficelor reprezentate in Figura 19 s-a observat ca matricele nu influenteaza acesti parametri,
valorile lor fiind comparabile celor din lotul animalelor de control, ceea ce demonstreaza ca
aplicarea matricelor pe zona plagii nu a determinat perturbarea capacitatii de aparare imuna a
soarecelui, materialele neproducand reactii alergice, sau inflamatorii.
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Capitolul V1. Suporturi pe baza gelatina si chitosan metacrilat, acid hialuronic, nanoparticule
magnetice, obtinute prin imprimare 3D, pentru ingineria tisulara a tesutului 0sos

Studiul de faga prezinta metodologia de obrinere a unor cerneluri compozite
imprimabile 3D pe baza de GelMA, doua tipuri de chitosan metacrilat (LCsMA, HCsMA),
acid hialuronic (HA), hidroxiapatita (HAp) si o suspensie coloidald de nanoparticule
magnetice (MNP). S-a urmarit influensa masei moleculare a chitosanului si a cantitarii de
HAp asupra imprimabilitarii, morfologiei, proprietarilor fizico-chimice si biologice ale
matricelor destinate aplicasiilor BTE.

VI.1. Prepararea cernelurilor compozite si caracterizarea lor

Obtinerea cernelurilor compozite a presupus realizarea unor solutii de polimeri
functionalizati (GelMA A, grad de substitutie de 71,84%, HCSMA si LCSMA cu grade de
substitutie de 47,50% si respectiv 41,6%), un biopolimer (acidul hialuronic), o suspensie
coloidala de nanoparticule de magnetita cu Tinvelis de chitosan (MNP) cu diametru
hidrodinamic cuprins intre 140-400 nm, acestea fiind obtinute conform metodei disponibile in
articolul [35] si un material anorganic, hidroxiapatita (HAp).

Imprimantii 3D Celllnk

o | 4 1
Cerneala L-MSI  H-MSI  L-MS2  H-MS2 - -
polimerici Procesul de imprimare

Figura 20. Prepararea matricei L/H-MS1 si L/H-MS2 foto-reticulate: 1) primul strat, 2) proces de
reticulare, 3) al doilea strat, 4) matrice imprimata complet.

3.Al doilea strat 4.Suport complet
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VI.1.1. Caracterizarea reologica a cernelurilor compozite

Comportamentul de subtiere prin forfecare favorizeaza extrudarea cernelii prin duza in
timpul procesului de imprimare, reducand véascozitatea cernelii la viteze mari de forfecare.
Pentru pastrarea formei imprimate pana la procesul de reticulare al suportului este necesara o
valoare ridicata a pragului de tensiune. De asemenea, valoarea lui G’ ar trebui sa fie suficient
de mare, indicand prevenirea colapsarii ulterioare a structurii imprimate [36,37].
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Figura 21. Parametrii vascoelastici ai cernelurilor compozite reprezentayi in functie de frecvensa de
oscilasie pentru y= 1% (A) L-MS1; (B) H-MS1; (C) L-MS2; (D) H-MS2.

Regiunea vascoelastica liniarda (LVR) a fost determinatd prin masurarea modulilor
vascoelastici, G’ si G”, In functie de amplitudinea deformarii. Tn toate cazurile a fost atinsa
limita domeniului vascoelastic liniar de deformare (LRV, vy de peste 10%, astfel, testele de
baleiaj de frecventa au fost efectuate pentru y = 1%. Graficele din figura 21 A-D) prezinta
variatia modulilor vascoelastici si a tan 6 in functie de frecventa de oscilatie pentru y = 1% (in
regiunea vascoelastica liniara), la temperatura de 25°C.

VI1.3. Proprietdrile morfologice ale suporturilor
Suporturile obtinute prezinta structura 3D cu pori interconectati, pe suprafata carora se
pot observa fie cristale de HAp, fie MNP, ce sunt distribuite Tn intreaga retea polimerica.

LMSI | - 7%

Figura 22. Imagini de stefemicroscopie sl imagii de microscbpie electronica de baleiaj
pentru suporturile imprimate, H-MS.
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Suporturile utilizate Tn aplicatii ale ingineriei tisulare trebuie sa prezinte anumite
proprietati structurale: caracteristici reologice adecvate, precum rezistenta la curgere, dar si
dimensiunea adecvata a porilor (dimensiuni cuprinse intre 50 si 150 um determina cresterea
fibrovasculara iar cele intre 150 si 500 um contibuie la mineralizarea tesutului 0s0s).

VI.4. Gradul de umflare

Valorile gradului de retentie al fluidelor (PBS, pH 7,2, 0,01M) in reteaua 3D a
suporturilor sunt prezentate in Figura 23. Se observa faptul ca valorile sunt influentate de
masa moleculara a chitosanului functionalizat, in special pentru matricele care contin 50%
HAp; valorile gradului de umflare pentru suportul L-MS2 au fost mai ridicate comparativ cu
suportul H-MS2, fenomenul fiind constant inca de la inceputul experimentului, fapt ce poate
fi explicat prin crearea unui numar redus de punti de reticulare, de tipul GelMA-GelMA,
GelMA-HCsMA/LCsMA, HCsMA-HCsMA sau LCsMA-LCsMA, in acest caz.
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Figura 23. Comportamentul la umflare al matricelor compozite.

CAPITOLUL VII. Arhitecturi biohibride pe baza de polimeri functionalizati obtinute prin
tehnica (bio)imprimarii 3D

Studiul si-a propus analiza influenzei naturii si masei moleculare a gelatinei asupra
dezvoltarii unor cerneluri si suporturi biohibride cu proprietdrsi inovatoare, pe bazad de
amestecuri ntre GelIMA (A si B), XGMA si acid hialuronic (HA), realizate prin tehnica
imprimarii 3D utilizand metoda extruddrii. De-a lungul studiului s-au analizat proprietatile
suporturilor polimerice, precum: gradul de retentie al fluidelor simulate, cinetica de
biodegradabilitate, capacitatea de adeziune la suprafata tesutului epitelial, interactiunea lor cu
mediul celular (prin contactul direct al acestora cu fibroblastele normale umane si keratinocite
normale) pentru a le demonstra versatilitatea, permitand astfel utilizarea lor in obtinerea de
suporturi prin procese de (bio)imprimare si aplicabilitate Tn medicina regenerativa, anume
pentru vindecarea ranilor.

VII.1.Prepararea cernelurilor pentru obginerea suporturilor hibride

Pentru obtinerea suporturilor imprimate s-au preparat cerneluri pe baza de doua tipuri
de gelatina (cu origini diferite: porcina de tip A si bovina de tip B), XG si HA. Gelatinele si
XG au fost supuse unor tranformari polimer-analoage (prin transformari polimer - analoage
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cu MA), timp de 6 ore, obtindndu-se polimeri functionalizati cu grade de substitutie de
71,84% si respectiv 63,02% (pentru gelatine) si 12% in cazul XG, conform metodologiei de
obtinere si a rezultatelor testelor de caracterizare prezentate in capitolul Il. Cernelurile au fost
realizate prin dizolvarea polimerilor in mediul de cultura (DMEM F12 HAM), cu un continut
de 0,01% LAP, solutie realizata prin mentinere la temperatura constanta de 60°C, timp de 30
de minute, conform protocolului producatorului (Sigma Aldrich, Germania).
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Figura 24. Etapele obyinerii suporturilor GAMA/GBMA_XMA si GAMA/GBMA_XMA_HA.

VII.1.1. Masurdtori reologice

Pentru toate compozitiile, limita superioara a domeniului de vascoelasticitate liniara,
LVR (yLvr), a fost atinsa la valori ale deformatiei, y, de peste 60 %, cu G’ > G” si tand < 0,2
pentru y < yLvr, sugerand un comportament similar materialelor solide.
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Figura 25. Variaria vascozitarii amestecurilor n funcyie de (a) viteza de forfecare si (b) efortul de
forfecare.

Rezistenta gelului Tn compozitia carora se gaseste HA este redusa, fiind mai mica in
cazul gelurilor ce au Tn compozitie GBMA, comparativ celor cu GAMA.

Valorile pragului de tensiune la curgere (to) reprezentate in Figura 25 pot fi, de
asemenea, corelate cu rezistenta gelului la aplicarea unor presiunii ridicate pentru a putea fi
extrudat prin duze in vederea obtinerii suporturilor 3D.

VII.1.3. Teste de migrare celulara (wound healing)

Vindecarea ranilor [38] este un proces complex care implica diverse tipuri de celule,
caracteristice dermului, epidermului si leucocite. Acest proces este reglat de citokine si factori
de crestere. Datorita faptului ca matricele realizate prin tehnica imprimarii 3D au ca aplicatie
vindecarea ranilor, s-a avut in vedere studierea efectului pe care i1l determina asupra
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fenomenului de migrare al celulelor. Pentru acest studiu s-au utilizat celule care au rol
important Tn procesul de regenerare al tesutului epitelial, fibroblaste umane dermice (linia
celulara NHDF), care joaca un rol important in generarea matricei extracelulare.
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Figura 26. Evaluarea in vitro a migrarii fibroblastelor umane normale dermice in prezensa

hidrogelurilor GAMA/GBMA_XMA si GAMA/GBMA_XMA_HA (evidenriat cu reactivul Calcein AM
n diferite momente).

S Jopmy |

Pentru cuantificarea acestor molecule de semnalizare, s-a prelevat mediu de cultura din
placile Petri in care au fost populate suporturile imprimate 3D cu fibroblaste, dupa 72 ore de
contact. Tn urma prelucrarii datelor obtinute s-a observat ci valorile controlului (celule ce nu
au stat in contact cu materialele) au valori ale concentratiei de interleukine reduse comparativ
cu valorile concentratiilor obtinute in urma testarii mediului de incubare al materialelor
populate ceea ce demonstreaza ca probele determina secretia de IL-6, implicat in vindecarea
ranilor. Valoarea concentratiei controlului a fost de 219,9 pg/mL in timp ce valorile
concentratiilor de IL-6 din placile cu materiale a fost ridicat, anume: 545,3 pg/mL (GAMA),
539,9 pg/mL (GAMA_XMA), 603,8 pg/mL (GAMA_XMA HA), 691,2 pg/mL (GBMA),
410,9 pg/mL (GBMA_XMA) si 643,5 pg/mL (GBMA_XMA HA). S-a constatat ca cel mai
bun raspuns imun 1l prezinta suporturile Tn a caror compozitie se gaseste HA, recunoscut
pentru activitatea lui regenerativa.

VI11.2. Arhitecturi biohibride realizate prin tehnica imprimarii 3D cu aplicatii in
regenerarea leziunilor cutanate

Obiectivul cercetarii a avut in vedere realizarea unor bioarhitecturi cu structurd
bistratificata prin unirea unei baze de celuloza populatd cu keratinocite si a unui suport
GelMA_AlgMA populat cu fibroblaste normale umane. Tn afara proprietatilor fizico-chimice
s-a urmarit activitatea imunologica, prin testul Elisa, dupa care matricele au fost aplicate la
suprafata unor plagi realizate pe un animal model ( soarece).

VI1.3. Obrinerea de suporturi biohibride prin bioimprimare 3D

Bioimprimarea 3D este o0 tehnica de biofabricare prin care se pot controla o serie de
parametri, anume: depunerea celulelor, a componentelor matricei extracelulare si a factorilor
biochimici pentru crearea de structuri cu arhitecturi bine definite prin depunerea strat cu strat
a cernelurilor polimerice sau a biocernelurilor [39]. Tehnica de bioimprimare 3D permite
obtinerea de structuri complexe cu proprietati biomimetice, apropiate tesuturilor fiziologice.
Tn acest context, s-a propus obtinerea de suporturi bioimprimate pe bazi de GelMA si
AlgMA. Tn urma testelor de caracterizare realizate anterior, pentru obtinerea de suporturi
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bioimprimate s-a utilizat amestecul polimeric obtinut la raport egal Tintre polimerii
functionalizati, GeIMA_AlgMA..

VI1.3.1 Obyinerea de arhitecturi biohibride bistratificate

Pentru obtinerea suporturilor imprimate 3D bistratificate s-au urmat o serie de etape
distincte. Prima a presupus obtinerea, prin tehnica imprimarii utilizand tehnica prin extrudare
a suporturilor pe baza de GelMA si AlgMA (GelMA_AIgMA), dar si pregatirea membranei
de celuloza si liofilizarea ambelor componente.

Tn cea de-a doua etapi, s-a realizat sterilizarea, prin expunere la radiatii UV a
materialelor. Pregatirea membranei de celuloza pentru popularea cu keratinocite umane a
presupus depunerea pe suprafata acesteia a unui strat de solutie de colagen 0,1%, realizata in

mediu complet de cultura.
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Figura 27. Etapele obyinerii structurilor biohibride bistratificate GelMA_AIgMA_celuloza (liniile
celulare NHDF/HACAT).

Suporturile imprimate au fost imersate Tn mediu de cultura si incubate la 37°C pentru 3
ore si populate cu fibroblaste dermice umane normale (linia celulara NHDF). Acestea au fost
incubate separat timp de 1 saptamana dupa care cele doua tipuri de suporturi au fost
suprapuse si incubate din nou pentru o saptaméana, mediul fiind schimbat la fiecare 2 zile cu
unul proaspat. Dupa finalizarea acestor etape structurile realizate au fost supuse testarii prin
interactiunea cu mediul in vivo.

VI1.3.3. Teste in vivo

Tn vederea realizirii experimentului in vivo, a fost selectat un numar de 54 de soareci
CD1, cate 18 soareci/grup (grupul M — martor, grupul C - suport 3D (GelMA_AIgMA>) cu
celule (fibroblaste si keratinocite) si grupul FC - suport 3D fara celule).
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Figura 28. Suprafasa vindecatd a plagii Tn functie de timp si evoluyia clinica a procesului de
vindecare.
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La Tnceputul experimentului, au fost efectuate 108 plagi, cate 2 plagi/soarece. La
intervale de 7, 14 si 21 zile, a fost masurata dimensiunea plagilor si, in urma eutanasierii a 6
soareci/grup, au fost recoltate probe in vederea examinarii histologice si imunohistochimice.

VI1.3.4. Evaluari histologice si imunohistochimice

Dupa 21 de zile de experiment, s-a observat refacerea completda a epidermului n
grupurile C si FC, si in curs de organizare in grupul M. La evaluarea plagilor din grupurile C
si FC dermul si hipodermul prezentau structura normala, cu fibre conjunctive dispuse ordonat,
indicand o vindecare completi.. Tn grupul M, dermul si fibrele conjunctive prezentau usoara
dezorganizare.

Matrice simpli Matrice si mpli
1p e .

Matrice populati cu celule
N Ny ?\
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Figura 29. Rezultatele examenulm hlstologlc prm metoda tr|cr0m|Ca Masson 5| ale examenulm
imunohistochimic (activitatea VEGF pentru leziunile in contact cu matricea simpla si matricea
biohibrida), colorare prin metoda Hematoxiling-Eozina.

VI1.3. Obrinerea de suporturi biohibride prin bioimprimare 3D

Bioimprimarea 3D este o0 tehnica de biofabricare prin care se pot controla o serie de
parametri si anume: depunerea celulelor, a componentelor matricei extracelulare si a factorilor
biochimici pentru crearea de structuri cu arhitecturi bine definite prin depunerea strat cu strat
a cernelurilor polimerice sau a biocernelurilor [39].
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Figura 30. Etapele procesului de bioimprimare 3D.

Tehnica de bioimprimare 3D permite obtinerea de structuri complexe cu proprietati
biomimetice, conducand la structuri apropiate tesuturilor fiziologice, si in acest context, s-a
propus obtinerea de suporturi bioimprimate pe baza de GelMA si AlgMA. Sistemul a fost ales
datorita proprietatilor superioare de umflare ce au favorizat aderarea celulelor pe suprafata si
n interiorul matricei polimerice.
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Cernelurile pe baza de GelMA si AIgMA, au permis bioimprimarea cu celule.
Viabilitatea celulara a variat intre 78,2% si 85,3%, pentru suporturile analizate. Cuantificarea
numarului de celule viabile dupa finalizarea procesului de imprimare 3D a biocernelurilor si
incubarea matricelor populate, s-a realizat prin raportarea numarului de celule viabile din
suport la numarul total de celule aflate in suspensia celularda adaugata in compozitia
amestecului polimeric ce a fost supusa procesului de bioimprimare.

Concluzii
Din studiile realizate au rezultat urmatoarele aspecte:
Reactiile de functionalizare ale polimerilor naturali cu grupari polimerizabile
Testele au evidentiat obtinerea unor polimeri naturali functionalizati, si anume:
(i) GelMA cu diferite grade de modificare intre 46% si 64%, in functie de timpul de
reactie cu anhidrida metacrilica;
(ii) CsMA (42%);
(iii) AlgMA (12%);
(iv) XGMA (10%));
(v) HAGMA, cu grade reduse de modificare in functie de cantitatea de monomer adaugata
(valorile fiind cuprinse ntre 32-53%);
— Toate gradele de substitutie au fost cuantificate prin spectroscopie RMN si FT-IR,
rezultatele modificarilor fiind comparabile cu cele din literatura de specialitate.
= Interactiunea dintre polimerii functionalizati cu grupari polimerizabile si mediul biologic a
demonstrat obtinerea unor polimeri biocompatibili prin cuantificarea unor valori ridicate
ale viabilitatilor, demonstrand non-citotoxicitatea produsilor rezultati in urma reactiilor de
modificare.
= Imaginile de morfologie celulara au sustinut valorile viabilitatilor celulare, prezentand
obtinerea unui monostrat confluent pe suprafata godeurilor, celulele avand forma specifica
fibroblastelor, alungita, fusiforma.

S-a demonstrat obrinerea unor polimeri functionalizasi cu grupdari metacrilice
cu aplicabilitate biomedicald, prin intermediul unor transformdri polimer-analoage
cu anhidrida metacrilica sau metacrilat de glicidil, pentru formarea unor derivayi

polimerici capabili sa formeze regele prin procese de reticulare/autoreticulare.

Hidrogeluri hibride pentru tratamentul leziunilor cutanate
Studiul ce a avut in vedere realizarea de hidrogeluri hibride, cu aplicatii in tratamentul
cancerului tegumentar prin eliberarea localizatda a doxorubinei, a demonstrat obtinerea de
matrice pe baza de combinatii Tntre dextran si chitosan/gelatina/guma xantan (a caror catena a
fost modificata cu anhidrida metacrilica). Pentru formarea unor structuri tip retea s-au adaugat
monomeri de reticularete chimica (AAM si BisAAM), evidentiindu-se ulterior efectul
antitumoral al matriceilor obtinute prin diverse metode de caracterizare.
= Analiza spectrala FT-IR a demonstrat ca addugarea compusilor de reticulare a condus la
formarea unui numar mai mare de interactiuni covalente.

29



=

Imersarea in fluid simulat (solutie tampon fosfat de pH 7,2) al matricelor polimerice a
demonstrat ca toate hidrogelurile ating la echilibru un grad ridicat de umflare, datele
obtinute putand fi corelate si cu structura morfologica a hidrogelurilor (porozitate si
distributia porilor).

Profilul eliberarii Dox din matricele de hidrogel a variat intre un mecanism de eliberare
rapida si un profil de eliberare, echilibrata, sustinuta, controlata, adecvat din punctul de
vedere al recomandarilor legate de administrarea topica a principiilor active in terapia
cancerului de piele. Aspectele legate de profilurile de eliberare ale doxorubicinei au fost
demonstrate si sustinute de aplicarea modelelor cinetice Higuchi and Korsmeyer-Peppas.

S-a demonstrat cd hidrogelurile incarcate cu doxorubicing prezintd eficiensd
asupra keratinocitelor tumorale (linia A431), datele indicand cd hidrogelurile
exercitd un efect de reducere a diviziunii celulare, inducand apoptoza si putand fi

aplicate cu succes n terapia tumorald.

Hidrogeluri hibride pe baza de acid hialuronic si o structura poliesterica alifatica
Studiul a avut Tn vedere obtinerea unui nou tip de hidrogel pe baza de

copolimacrolactona PEBSA si HA, realizat in diverse rapoarte polimerice carora li s-au
conferit proprietati antioxidante prin adaugare de quercetin, si utilizare in aplicatii specifice
ingineriei tisulare, anume in vindecarea ranilor.

=

=

=

=

Formarea retelelor de gel a fost confirmata prin teste reologice, majoritatea sistemelor
realizate prezentand valori specifice ale parametrilor vascoelastici: G’ > G” si tan 6 < 1.
Prin spectroscopie FT-IR s-a demonstrat formarea legaturilor de hidrogen intre gruparile -
C=0 din structura lantului PEBSA si gruparile -OH de pe catena HA.

Gradele de retentie obtinute prin imersia hidrogelurilor in fluide simulate demonstreaza ca
matricele prezinta proprietati caracteristice materialelor superabsorbante, avand valori
ridicate ale gradelor de umflare la echilibru, ce depasesc 2000%. Testarea materialelor pe
baza de PEBSA_HA, prin metoda MTT, realizate pe culturi de fibroblaste abdominale de
iepure a demonstrat ca de-a lungul celor 3 zile de experiment, viabilitatea celulara s-a
mentinut la valori de peste 90%, confirmand posibilitatea utilizarii acestor materiale in
aplicatii biologice.

Tncapsularea principiului activ, quercetina, n structura matricei s-a realizat prin trei
metode distincte. Activitatea antioxidanta a fost demonstrata utilizand testul cu reactivul
DPPH, studiul demonstrand posibilitatea modularii profilului de eliberare al principiului
activ, quercetina, interdependent cu raspunsul antioxidant necesar: pentru activitate
antioxidanta pentru un timp indelungat, quercetina trebuie introdusa in timpul formarii
matricei (avand loc formarea legaturilor fizice intermoleculare intre quercetina, HA si
PEBSA) iar pentru o activitate antioxidanta cu efect rapid, flavonoidul trebuie sa fie
cuplat printr-o procedura de complexare cu polimerul PEBSA, urmata de adaugarea de
HA.
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Materialele obrinute prezint@ interdependenge intre diferitele caracteristici
fizico-chimice ale polimerilor precum reologia, proprietdrile morfologice dar si cele
biologice precum biocompatibilitatea, proprietari care le fac potrivite pentru aplicarii

biomedicale, Tn special in tratarea rdnilor cutanate.

Arhitecturi hibride pe baza de gelatina metacrilata si PEGDA realizate prin tehnica
imprimarii 3D cu aplicatii in ingineria tisulara
S-a avut Tn vedere obtinerea de suporturi prin prototipare rapida a matricei pe baza de
cerneluri imprimabile prin metoda extrudarii. Cernelurile au fost obtinute prin amestecarea
polimerului GelIMA (cu diverse grade de substitutie), fotoinitiator si PEGDA. Proprietatile
suporturilor au fost evaluate prin diverse metode de caracterizare in vederea demonstrarii
faptului ca gradul de substitutie al polimerului modificat influenteaza parametrii de
imprimare, proprietatile reologice ale gelurilor GeIMA_PEBSA si proprietatile fizico-chimice
ale matricelor realizate prin imprimarea gelurilor.
= Rezultatele testelor de reologie au evidentiat faptul ca gelurile GeIMA_PEGDA prezinta
retele cu proprietati vascoelastice, specifice GelMA, valori scazute ale efortului de
curgere si comportament de subtiere prin forfecare, caracteristici importante pentru
procesele de imprimare prin tehnica extrudarii.
= 1In conditii fiziologice simulate, suporturile 3D prezintd un comportament specific
hidrogelurilor superabsorbante. Probele isi mentin stabilitatea in timp, proprietate
dobandita prin adaugarea polimerului PEGDA.
= Interactiunea suporturilor cu mediul celular a fost evidentiata prin evaluarea valorilor
viabilitatii a doua linii celulare specifice tesutului epidermic (fibroblaste si keratinocite).
Ambele tipuri de celule si-au mentinut viabilitatea, prezentand valori ce depasesc 95%
dupa 3 zile de experiment, demonstrand ca matricele pot fi aplicate in procese de
regenerare a tesuturilor moi deoarece nu influenteaza desfasurarea mecanismelor de
proliferare a celulelor.
= Caracteristicile de bioadezivitate sunt Tmbunatatite semnificativ atunci cand polimerul
PEGDA este implicat Tn realizarea retelei 3D.

Tn concluzie, coroborarea tuturor rezultatelor de caracterizare, a ardtat cd
structurile de hidrogel realizate prin imprimare 3D prezintd caracteristici adecvate

pentru aplicayiile de inginerie a fesuturilor moi.

Suporturi hibride imprimate pe baza de HA si PEBSA
Studiul a urmarit obtinerea unor hidrogeluri hibride pe baza de PEBSA, o
copolimacrolactona sintetica, si HA, o polizaharida cu proprietati biocompatibile, urmata de
adaugarea in compozitie de GelMA pentru obtinerea unor cerneluri cu proprietati aplicabile in
procesele de imprimare 3D. Pentru utilizarea materialelor ca plasturi cu efect antiinflamator,
matricele imprimate au fost incarcate cu indometacin.

31



= Testele de reologie au evidentiat obtinerea unor geluri bazate pe PEBSA, HA si GeIMA
cu proprietati vascoelastice, rezistenta la curgere si comportament de subtiere prin
aplicarea unor forte de forfecare, proprietati adecvate pentru utilizarea lor ca cerneluri
imprimabile.

= Analiza spectrala FT-IR a evidentiat prezenta benzilor caracteristice gruparilor prezente in
GelMA si a demonstrat formarea legaturilor de hidrogen intre legaturile C=0O ale
lanturilor de PEBSA si gruparile -OH ale lanturilor de HA.

= Microscopia electronica de baleiaj atesta formarea unor structuri 3D, ce pastreaza forma
imprimata, prezinta porozitate adecvata crearii unui mediu biomimetic pentru sustinerea
cresterii si dezvoltarii celulelor.

= De asemenea, hidrogelurile imprimate prezinta structuri compacte, capabile de inglobarea
si eliberarea controlata a principiului activ ales, indometacin.

= Testele de retentie ale fluidelor simulate demonstreaza ca, Tn conditii fiziologice,
matricele prezinta capacitate de absorbtie ridicata si implicit, o stabilitate Tmbunatatita
atribuita prezentei GelMA in compozitie.

= Pentru a evalua citocompatibilitatea, suporturile polimerice au fost puse Tn contact direct
cu fibroblaste abdominale de iepure (iepure albinos). De-a lungul experimentului,
desfasurat pe o perioada de 72 de ore, celulele au mentinut valori de viabilitate de 80%,
confirmand posibilitatea utilizarii materialelor obtinute pentru aplicatii biologice
ulterioare.

Proprietarile netoxice si biocompatibilitatea foarte buna ale matricelor, alaturi
de proprietdtile structurale, morfologice si fizico-chimice, indica potentialul
suporturilor de a fi utilizate in aplicatii medicale, cum ar fi plasturii pentru medicina

personalizata.

Obtinerea prin imprimare 3D de suporturi hibride pe baza de acid hialuronic modificat
cu metacrilat de glicidil si PEBSA
Studiul confirma obtinerea unor hidrogeluri pe baza de PEBSA si HA functionalizat cu

metacrilat de glicidil pentru a obtine suporturi stabile prin procese de (bio)imprimare 3D prin

tehnica extrudarii. Pentru aplicarea probelor ca plasturi cu efect antiinflamator si

bacteriostatic, pentru vindecarea ranilor, matricele imprimate au fost incarcate cu doua

principii active, ibuprofen si eritromicina.

= Analiza spectrala FT-IR a demonstrat formarea legaturilor de hidrogen intre gruparile
C=0 ale lantului PEBSA si -OH al lantului HAGMA, crearea de retele 3D prin reactia de
reticulare chimica intre catenele de acid hialuronic metacrilat, aparand pe spectre benzile
caracteristice HAGMA.

= De asemenea, s-a demonstrat incarcarea principiilor active prin aparitia pe spectre a
benzilor specifice medicamentelor.

= Microscopia electronica de baleiaj atesta formarea unei structuri 3D poroase, influentata
de compozitia copolimerului sintetic PEBSA, care poate crea un mediu biomimetic pentru
cresterea si dezvoltarea celulelor. Astfel, hidrogelurile imprimate prezinta structuri
compacte, utile pentru inglobarea si eliberarea controlata de principii active.
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= Pentru evaluarea proprietatilor legate de citocompatibilitate, fibroblastele umane normale
au fost puse n contact direct cu suporturile simple cat si cu cele incarcate, realizate prin
tehnica de imprimare 3D. De-a lungul experimentului, desfasurat pe o perioada de 72 de
ore, celulele au mentinut valori de viabilitate de peste 80%, oferind dovezi in favoarea
utilizarii materialelor obtinute pentru aplicatii biologice ulterioare.

= 1Tn completarea testelor de citocompatibilitate s-au realizat teste in vivo prin aplicarea
suporturilor la nivelul unei incizii dorsale realizate pe soareci albi Swiss. Rezultatele
obtinute au demonstrat ca matricele nu determina modificari semnificative la nivelul
parametrilor hematologici, biochimici si imunologici, comparativ cu utilizarea plasturilor
comerciali.

Coroborarea tuturor rezultatelor de caracterizare, precum cele legate de
proprietatile de biocompatibilitate, alaturi de proprietdtile structurale, morfologice si
fizico-chimice, dar si a rezultatelor evidengiate prin aplicarea matricelor pe modele
animale (soarece) indica potengialul suporturilor de a fi utilizate Tn aplicarii
medicale, cum ar fi plasturii cu proprietdsi antibacteriene si antiinflamatoare

aplicabili in medicina personalizata.

Suporturi pe baza gelatina/chitosan modificat, acid hialuronic, nanoparticule magnetice
obtinute prin imprimare 3D pentru ingineria tisulara a tesutului 0sos
Au fost concepute matrice cu proprietati reglabile pentru aplicatii ale BTE, fiind
realizate prin utilizare unei tehnici de imprimare 3D prin metoda extrudarii. Acestea au fost
realizate prin obtinerea unor cerneluri compozite pe baza de gelatina metacrilata, chitosan
metacrilat cu greutate moleculara mica/mare, acid hialuronic, hidroxiapatita si nanoparticule
magnetice. Stabilitatea suportului si rezistenta mecanica au fost asigurate prin reticularea
acestuia, imediat dupa procesul de extrudare, gruparile metacrilat fiind anterior activate prin
adaugarea unui fotoinitiator netoxic, LAP.
= Conform rezultatelor reologice, amestecurile pe baza de chitosan functionalizat cu masa
moleculara mica prezinta imprimabilitate superioara comparativ cernelurilor pe baza de
chitosan cu masa moleculard mare si cantitate similard de hidroxiapatita, realizate in
conditii de procesare identice.
= Imaginile SEM au confirmat formarea suporturilor cu structura 3D si a retelelor cu pori
interconectati, cu dimensiuni variind intre 50-150 um, ceea ce este in acord cu datele din
literatura privind dimensiunea osteoblastelor, parametrii fiind potriviti pentru popularea
cu celule.
= Comportamentul materialelor in contact cu fluidele biologice simulate (PBS si un
amestec enzimatic) a demonstrat ca suporturile prezinta proprietati adecvate pentru
implantarea lor n os.
= Testele realizate pe culturi celulare in vitro (linia de celule MG-63, osteoblaste,
viabilitate si morfologie) au demonstrat ca suporturile 3D sunt citocompatibile.
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S-a demonstrat ca prin adaptarea raportului dintre faza polimericd si
hidroxiapatitd, pot fi dezvoltate, prin metode de imprimare 3D, matrice ce pot avea

aplicayii Tn procesele de regenerare osoasd si terapii regenerative.

Arhitecturi biohibride pe baza de polimeri functionalizati realizate prin tehnica
(bio)imprimarii 3D
Studiul s-a concentrat pe dezvoltarea si caracterizarea unor noi suporturi polimerice pe baza
de GelMA (A si B), XGMA si HA, imprimate 3D prin extrudare, cu aplicatii in medicina
regenerativa. In cercetarea intreprinsa s-au realizat cerneluri pe baza de gelatind, guma de
xantan (anterior functionalizati cu anhidrida metacrilica) si acid hialuronic.
Acidul hialuronic a fost adaugat ca adjuvant in procesul de aderare celulara, respectiv
biocompatibilitate, dar si in vederea obtinerii unei vascozitati adecvate a cernelii in procesul
de imprimare tridimensionala.
= Formarea retelelor de gel a fost confirmata prin teste reologice, sistemele realizate
prezentand valori specifice ale parametrilor vascoelastici: G' > G” si tan 6 < 1.

= Cernelurile pe baza de hidrogel GeIMA(A si B), XMA si HA, au fost obtinute si reticulate
la 365 nm.

= Suporturile au fost testate din punct de vedere al structurii morfologice, demonstrandu-se
obtinerea unor structuri poroase, cu valori ale porilor de 50-160 um, valori care sprijina
aderarea si dezvoltarea fibroblastelor.

= Din punctul de vedere al interactiunii cu mediul celular s-au evidentiat valori ale
viabilitatii celulare ce depasesc 90%, demonstrand citocompatibilitatea suporturilor.
Imaginile de microscopie, atat cele Tn contrast de faza cat si cele realizate in fluorescenta
au demonstrat ca suporturile nu au o influenta negativa asupra formei si dezvoltarii
celulare, celulele pastrand forma fusiforma caracteristica, formand un monostrat confluent
pe suprafata godeurilor.

S-a demonstrat cd suporturile obginute pot fi utilizate in aplicayii ale ingineriei
medicinei regenerative. De asemenea, in urma cercetarii efectuate s-a observat si
impactul pozitiv al polimerilor XMA si HA, care aduc imbunatdariri semnificative
caracteristicilor de imprimabilitate si performangelor mecanice ale suporturilor

imprimate.

Arhitecturi biohibride realizate prin tehnica imprimarii 3D cu aplicatii n
regenerarea leziunilor cutanate

Studiul s-a concentrat pe dezvoltarea si caracterizarea atdt a unor noi suporturi
polimerice pe baza de GelMA A, AlgMA, imprimate 3D prin extrudare, cat si a unor
suporturi bistratificate obtinute din doua tipuri de suporturi populate cu doua linii celulare ce
prezintd legaturi ntre ele, cu posibile aplicatii Tn medicina regenerativa. Tn cercetarea
intreprinsa s-au realizat cerneluri pe baza de gelatina si alginat de sodiu (anterior
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functionalizati cu functii metacrilice). Gelatina a fost aleasa datorita sustinerii fenomenului de

aderare celulara. Catena de alginat de sodiu fiind functionalizatd a demonstrat o capacitate

mai mare de interactiune cu mediul celular.

= Din punct de vedere al interactiunii cu mediul celular s-au evidentiat valori ale viabilitatii
celulare ce depasesc 90%, demonstrand citocompatibilitatea suporturilor.

= Testarea arhitecturilor bistratificate a demonstat ca utilizarea unui suport polimeric 3D cu
celule influenteaza semnificativ viteza de vindecare a plagilor in comparatie cu procesul
natural de vindecare.

= Analizele histologice si imunohistochimice au demonstrat ca suportul 3D cu celule nu
doar accelereaza reducerea suprafetei plagii, dar si stimuleaza factorii de regenerare
epidermica esentiali pentru procesul de vindecare.

= Astfel, suportul polimeric 3D populat cu celule a demonstrat o capacitate superioara de
vindecare a plagii, efect care poate fi atribuit interactiunilor complexe dintre celule si
matricea tridimensionala, care creeaza un microambient propice regenerarii.

Rezultatele subliniaza potengialul ansamblurilor 3D populate cu celule pentru
imbunatarirea tratamentului plagilor, deschizand noi directii pentru cercetare si

aplicare clinica.

Concluzii finale

Teza de doctorat intitulata “Arhitecturi polimerice hibride concepute ca
structuri hidrogel” a avut ca obiectiv principal dezvoltarea de sisteme hibride
realizate prin metode de procesare traditionale, dar si prin optimizarea tehnicii de
prototipare rapida, utilizand metoda de imprimare prin extrudere S-a demonstrat
proiectarea, obtinerea si optimizarea unor noi sisteme polimerice pe baza de
biopolimeri, polimeri functionalizati cu grupari polimerizabile si/sau sintetici, cu

structura, proprietati fizico-chimice si interactiuni cu mediul biologic adecvate.

Perspective
Ca perspective, directiile de cercetare dezvoltate in cadrul tezei de doctorat vor fi
extinse si orientate spre:
» studii aprofundate asupra polimerilor functionalizati cu proprietati imprimabile;
» continuarea studiilor asupra sistemelor cu structuri complexe, stratificate;
» aprofundarea studiilor privind sisteme imprimabile ce prezinta in compozitie suspensii
celulare;
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» dezvoltarea de noi sisteme pentru culturile celulare prin optimizarea proprietatilor
sistemelor hibrid obtinute pe parcursul studiilor doctorale, pentru a avea rol in
proliferarea si diferentierea celulara.
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with Antioxidant Microparticles Systems Based on Hyaluronic Acid for Regenerative
Wound Healing”, Macromolecular Bioscience, 2024. Fl =4.4

Botezatu I, Nacu I, Cojocaru F.D, Balan V, Bercea M, Nita L.E, Verestiuc L, ,,3D Printed
composite scaffolds based on biopolymers, hydroxyapatite and magnetic nanoparticles
for bone tissues defects repair” — in evaluare

Articole stiintifice conexe tezei de doctorat

1.

Cretu B.E.B, Dodi G, Gardikitios I, Bilan V, Nacu I, Stoica I, Stoleru E, Rusu A.G, Ghilan A,
Nita L.E, Chiriac A.C, ,,Bioactive Composite Cryogels Based on Poly (Vinyl Alcohol) and
a Polymacrolactone as Tissue Engineering Scaffolds: In Vitro and In Vivo Studies”,
Pharmaceutics, 2023. FI =4.9

Onu I, Gherghel R, Nacu I, Cojocaru F.D, Verestiuc L, Matei D.V, Cascaval D, Serban I.L,
lordan A.D, Tucaliuc A, Galaction A,,,Can Combining Hyaluronic Acid and
Physiotherapy in Knee Osteoarthritis Improve the Physicochemical Properties of
Synovial Fluid?”, Biomedicines, 2024. FI =3.9

Serban A.M, Nacu I, Rosca I, Ghilan A, Rusu A.G, Nita L.E, Nita R.D, Chiriac A.C
»Preparation and Characterization of Polymeric Microparticles Based on Poly(ethylene
brassylate-co-squaric Acid) Loaded with Norfloxacin”, Pharmaceutics, 2024. FI =4.9
Platon 1.V, Ghiorghita C.A, Lazar M.M, Aprotosoaie A.C, Gradinaru A.C, Nacu I, Verestiuc
L, Nicolescu A, Ciocarlan N, Dinu V.M, ,,Highly Compressible, Superabsorbent, and
Biocompatible Hybrid Cryogel Constructs Comprising Functionalized Chitosan and St.
John’s Wort Extract”, Biomacromolecules, 2024. FI =5.5

Bibire T, Danild R, Yilmaz C.N, Verestiuc L, Nacu I, Ursu R.G, Ghiciuc C.M ,,In Vitro
Biological Evaluation of an Alginate-Based Hydrogel Loaded with Rifampicin for
Wound Care”, Pharmaceuticals, 2024. Fl =4.6

Afloarea O.T, Nacu I, Verestiuc L, Yilmaz C.N, Panainte A.D, Peptu C.A, Ostafe 1.G, Bibire
N, ,,In Vitro and Ex Vivo Evaluation of Novel Methacrylated Chitosan-PNIPAAM-
Hyaluronic Acid Hydrogels Loaded with Progesterone for Applications in Vaginal
Delivery”, Polymers, 2024. FI =5

Prezentari internationale

1.

International Conference on e-Health and Bioengineering, lasi, 2021: Donea R, Nacu I,
Butnaru M, Verestiuc L,“Methacrylated Collagen/Chitosan Based Hydrogels as Scaffolds for
Soft Tissue Engineering”

International Conference on e-Health and Bioengineering, lasi, 2022: Nacu I, Baiu T,
Nita L.E, Verestiuc L, ”3D Bioprinted Methacrylated Gelatin-Based Scaffolds”, MENTIUNE
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International Biomedical Science and Technology Symosium, Ankara, Turcia, 2022:
Nacu I, Nedelcu L, Nita L.E, Verestiuc L,“3D Bioprinted hybrid hydrogels based on gelma
and functionalised biopolymers for tissue engineering”.

International Conference on Bioengineering and Polymer Science, Bucuresti, 2023: Nacu
I, llie I, Tunaru A, Nita L.E, Verestiuc L,”“3D Bioprinted Scaffolds Based on Functionalised
Gelatin and Sodium Alginate for Soft Tissue Engineering”.

NanoBioMat Summer Edition, Bucuresti, 2023: Botezatu I, Nacu I, Cojocaru FD, Bilan V,
Verestiuc L ,,3D printed scaffolds based on biopolymers-calcium phosphates and magnetic
nanoparticles for bone tissue engineering” — Best Paper Award

MacroYouth, lagi, 2023: Nacu I, Nita L.E, Verestiuc L, "Biocompatible Scaffolds based on
Functionalised Polymers For Soft Tissue Engineering” — Premiul |1

NanoBioMat Winter Edition, Bucuresti, 2023: Nacu I, llie I, Tunaru A, Nita L.E, Verestiuc
L, Biocompatible Hybrid Scaffolds based on Functionalised Gelatin For Soft Tissue
Engineering.

Conferinga Tehnico-stiinzifica a studentilor, masteranzilor si doctoranzilor a Universitatii
Tehnice a Moldovei, Chigindgu, 2024: Nacu I, llie I, Tunaru A, Nita L.E, Verestiuc, 3D
Bioprinted Scaffolds Based on Functionalized Biopolymers for Soft Tissue Engineering.
Conferinga Tehnico-stiinzifica a studengilor, masteranzilor si doctoranzilor a Universitarii
Tehnice a Moldovei, Chisindu, 2024: Ghiata 1, Nacu I, Verestiuc L, Vascular grafts
obtained through 3d printing technologies — Premiul 111

NanoBioMat Summer Edition, Bucuresti, 2024: Nacu I, llie I, Tunaru A, Nita L.E,
Verestiuc L, Complex 3D printed architectures for skin tissue repair and regeneration. —
Best Presentation Award

Prezentiri internationale — Sectiunea Poster

Tissue Engineering and Regenerative Medicine International Society, Inc.- European
Chapter, 2022 TERMIS-EU Conference, Kracow : Nacu I, Nedelcu L, Nitd L.E, Peptu
C.A, Verestiuc L, ,3D Bioprinted scaffolds based on functionalised
gelatin/chitosan/xanthan, dextran for soft tissue engineering”.

Tissue Engineering and Regenerative Medicine International Society, Inc.- European
Chapter, 2022 TERMIS-EU Conference, Kracow : Botezatu I, Nacu I, Cojocaru FD, Bélan
V, Nita L.E ,Verestiuc L, ,,3D Printable functionalised gelatin/chitosan, hyaluronic acid,
hydroxyapatite and magnetic nanoparticles scaffolds for bone regeneration”.

Appolonia, lasi, 2024: Nacu I, Ghilan A, Rusu A.G, Serban A.M, Bercea M, Verestiuc L,
Nita L.E, ,,Hybrid hydrogel systems based on hyaluronic acid and a copolymacro-
lactone structure”.

Proiecte de cercetare

New hybrid polymer/peptide hydrogels as innovative platforms designed for cell cultures

applications” PN-111-P2-2.1-PED-2019-2743 (2020 - 2022)

,»3D bio-inspired hybrid architectures for deep thickness skin repair and regeneration”
PN-111-P2-2.1-PED-2021-3003 (2022 - 2024)
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