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Scopul etapei Il a proiectului I-a constituit caracterizarea si optimizarea compozitelor 3D
pentru integrarea osoasd prin combinarea de biopolimeri, SPIONs si compusi bioactivi si
corelarea cerintelor tehnologice, functionale si biologice pentru suporturile magnetice cu
stabilitatea compusilor bioactivi.

Etapa Il. Optimizarea suporturilor magnetice bioactive 3D in corelatie cu aplicarea ca
implanturi osteointegrabile si structura sensibila la stimuli externi
Activitati

- Caracterizarea comporzitelor 3D pe baza de biopolimeri, fosfati de calciu si SPIONs
prin metode biomimetice si includerea de molecule biologice;Stabilirea parametrilor
de preparare a compozitelor 3D in corelatie cu proprietatile substantelor bioactive

- Influenta sterilizarii asupra proprietatilor suporturilor si moleculelor bioactive

- Analiza biomecanica la interfata os — suport 3D

- Teste privind eliberarea controlata de medicamente din suporturile 3D in conditii
biologice simulate

- Evaluarea in vitro in culturi de celule a compozitelor

- Designul testelor in vivo (criteriile de includere, procedura de implantare,
proiectarea geometriei implantului si a dimensiunilor)

- Analiza critica a rezultatelor. Corelatii structura — proprietati-conditii de implantare
Corelatii structura — proprietati —implantare Prepararea de suporturi 3D, sterilizate,
cu geometrie impusd, pentru testele in vivo.

- Management proiect. Diseminarea rezultatelor

Evaluarea morfologiei prin microscopie electronica de baleiaj

Microscopia electronicd de baleiaj s-a utilizat pentru a studia morfologia si structura
compozitelor, Tn acest scop utilizandu-se un microscop Tescan-Vega. Dimensiunea porilor
este cuprinsa intre 50 pm si 200 pum (Fig.1), domeniu de dimensiuni favorabil atasarii si
proliferarii celulare. De asemenea, se poate observa o uniformitate a distributiei particulelor
magnetice si a particulelor de calciu de fosfati de calciu in si pe matricea polimerica.

Figura 1. Imagini de microscopie electronica pentru compozitele 3D liofilizate: stinga-TL, central-
8L, dreapta — 9L
Degradarea enzimatica a compozitelor 3D
Pentru degradarea enzimatica in vitro s-a utilizat un complex alcatuit din doua enzime —
lizozim si colageneza, evaluandu-se cantitatea de polimeri degradati in timp. Pentru evaluare
concentratiei de colagen degradat s-a utilizat metoda cu ninhidrind (curba de calibrare pentru




determinarea concentratiei de grupari NH, terminale din colagen s-a realizat utilizand glicina;
spectrofotometric, 570 nm), iar pentru determinarea concentratiei de chitosan degradat s-a
utilizat metoda cu KsFe(CN)s (curba de calibrare cu N-acetil-D-grucozamina,
spectrofotometric, 420 nm). Analizdnd degradarea colagenului si chitosanului (Figura 5) s-a
observat ca raportul Ca/P influenteaza procesul degradativ al celor 2 biopolimeri.

Colagenaza este o enzima specifica pentru degradarea in vivo a colagenului, care hidrolizeaza
preferential legaturile X-Gly in urmatoarele grupe de aminoacizi: glicind-leucina (Gly-Leu),
glicind-izoleucina (Gly-lle), alanin-prolina-glicina (Ala-Pro-Gly). Prezenta fosfatilor de
calciu, care acopera in mare parte matricea polimerica, ingreuneaza patrunderea enzimelor in
suportul compozit. Degradarea maxima se constata la un raport Ca/P=1,65, iar compozitele
liofilizate sunt mai susceptibile la degradare.

Evaluarea proprietitilor magnetice. Metoda folositd pentru masurarea susceptibilitatii
magnetice se bazeaza pe principiul probei stationare si a magnetului in miscare. Balanta de
susceptibilitate magneticd (MBS) Johnson Matthey masoara forta pe care proba o exercita
asupra unui magnet permanent suspendat, spre deosebire de balanta Gouy care masoara forta
egala si opusa pe care un magnet o exercita asupra materialului. Sa-u obtinut valori pentru
Pentru procesul de sterilizare s-a optat pentru sterilizarea cu radiatii UV, datorita
pentru culturi celulare ($=45mm), transparente, dupd care sistemul s-a introdus in cabina
dispozitivului de sterilizare. Timp de sterilizare: 2 ore.

Analiza biomecanici la interfata os — suport 3D. Intr-o prima etapa s-au realizat teste
pentru evaluarea moduluului de elasticitate a materialului. Comportarea materialelor la
compresiune s-a evaluat cu ajutorul aparatului Texture Analyzer AT.XP Plus, cu o forta
maximd de aplicare de 2kg. S-au determinat dimensiunile materialelor, dupa care au fost
supuse testului de compresiune folosind parametrii: viteza de pre-test de 1 mm/sec, viteza de
testare de 2 mm/sec si distanta de Intoarcere de 5 mm. Pentru fiecare tip de material s-a
determinat aria, forta, si modulul de elasticitate — cunoscut in literatura sub denumirea de
modulul lui Young (Legea lui Hooke).
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Modul de distributie al fosfatilor de calciu, raportul faza organica/faza anorganica determina
valorile modulului de elasticitate. Astfel se explica valorile mai mari ale modulului de
elasticitate (55 MPa) obtinute in cazul materialului 7U. Analiza 3D cu element finit la
interfata os-substituient 0sos sintetizat s-a realizat pentru o pozitionare la nivelul femurului.
Parametrii mecanici utilizati au fost: Substituient osos: Modul de elasticitate, E=55.02MPa;
Coeficientul lui Poisson : v = 0.4. Prin utilizarea analizei 3D in element finit la interfata os-
substituient osos sintetizat s-a evidentiat existenta unei tensiuni mai ridicate in os fata de
valorile obtinute pentru substituientul 0sos. In concordanta cu principiul mecano-transductieli,
cu parametrii mecanici obtinuti pentru compozitele colagen-HA, osul ar avea o capacitate de
regenerare crescuta.



inciircarea medicamentelor in suporturi. Dati fiind aplicatia vizati a suporturilor —
tratamentul tumorilor osoase, aceste compozite 3D au fost incarcate cu doud medicamente
utilizate in practica clinica in tratamente oncologice: Docetaxel — DOC (0,5 mg/mL alcool
etilic absolut) si Doxorubicina — DOX (0,5 mg/mL alcool etilic absolut). Deoarece in unele
scheme de tratament, se folosesc doud medicamente chimioterapeutice diferite, suporturile au
fost incarcate cu medicamente, dupa cum urmeaza: a. lot DOX: suporturi incarcate cu DOX;
b. lot DOC: suporturi incarcate cu DOC; c. lot DOC + DOX; d. lot DOX + DOC.

Din curbele cinetice de eliberare a medicamentelor din suporturile incarcate cu un compus
biologic activ se constatd urméatoarele:

-materialele liofilizate elibereaza cantitati mai mari de doxorubicina, efect ce este pus pe
seama atdt a porozititii compozitului dar si pe solubilitatea medicamentului in mediul de
testare;

-in cazul Docetaxel se constatd o eliberare lentd a medicamentului, indiferent de structura si
morfologia compozitului. Se considera ca hidrofobicitatea compusului bioactiv joaca un rol
primordial in asigurarea profilului de difuzie din matricea compozita.

-Docetaxelul se elibereazd in mediul de testare mai repede si la concetratii mai mari,
indeferent de ordinea de incarcare cu medicament;

-in general, maximul de medicament eliberat, dupa 7 zile de testare se atinge pentru
compozitele 3D conditionate prin liofilizare;

Evaluarea in vitro in culturi de celule a compozitelor.Pentru testele de citotoxicitate s-a
utilizat metoda contactului direct.

Osteosarcoame umane (linia celulara MG-63) au fost incubate pentru 24 ore (5% CO,, 37 C,
95% umiditate relativa) in mediu de cultura DMEM imbogatit cu 10% BFS si 1% P/S/N, in
plici de 48 godeuri (12000 celule/godeu). In cadrul acestei etape s-au testat suporturile
normale si suporturile Incarcate separat cu medicamente antitumorale: docetaxel (0,5 mg/mL
alcool etilic absolut) si doxorubicina (0,5 mg/mL alcool etilic absolut).

In cazul suporturilor fira medicament, valorile viabilitatii celulare dupa 24, 48 si 72 ore de
contact au fost cuprinse intre 88,9% si 99,42%, ceea ce indica un caracter non-citotoxic al
suporturilor. In ceea ce priveste suporturile incircate cu medicament, pentru DOC valorile au
fost cuprinse intre 20,69% si 37,5%, iar pentru DOX, intre 21,03% si 46,89%. Rezultatele
sunt promitatoare pentru aplicatia vizata, si anume tratamentul tumorilor osoase, deoarece la
24 ore de contact, se observa o eliberare adecvatd a medicamentelor, ceea ce a condus la
moartea celulelor tumorale. In cazul DOX are loc o eliberare mai lentd, date ce pot fi corelate
cu eliberare de medicamente descrisa la punctul anterior si cu alte studii din literatura care au
dovedit aceasta proprietate a DOX. Pentru medicamente s-a determinat si IC50. 1C50 pentru
IC50 la DOX se siteaza la concentratii de aprox. 0.499 uM. Pentru Docetaxel s-a constat o
instabilitate a medicamentului.

Testul de viabilitate celulara cu Calceina-AM. Testul cu Calceind a fost realizat si la 72 ore
de contact pentru sporturile care nu au fost incarcate cu medicamente. Rezultatele confirma
incd o data rezultatele testului MTT, lipsa de citotoxicitate a suporturilor obtinute. Daca in
proba control se observd o distributie uniforma a stratului de celule, in cazul includerii
medicamentelor se observd doar celule izolate, care isi pierd forma, efectul aparand mai
pregnant in cazul materialele in care a fost incarcat Docetaxel. Evfectul se considerd a fi
determinat de efectul toxic mai puternic al acestui medicament si capacitatii lui de integrare
mai rapida in celula tumorala.

Designul testelor in vivo (criteriile de includere, procedura de implantare, proiectarea
geometriei implantului si a dimensiunilor). Pentru stabilirea procedeului de derulare a



testelor in vivo este necesar a se considera evaluarea efectului dispozitivului medical asupra
tesutului inconjurator (efecte locale), geometrie, sterilizare si implantare aseptica. Avand in
vedere obiectivul general al proiectului si stabilirea nivelului de maturitate necesar a se atinge
la finalul proiectului s-a propus ca model animal de testare animal de talie mare: oaie adulta.
S-au stabilit caracteristicile necesare pentru compozitele de testare: formd si dimensiuni,
modulul lui Young, grad de umflare in PBS, susceptibilitate magnetica, conditii de sterilizare,
conditii de urmdrire a experimentului si evaluare finala.

Management proiect. Diseminare rezultate.
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