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Scopul etapei Il a proiectului I-a constituit demonstrarea functionalitatii materialelor
compozite preparate conform protocoalelor stabilite in etapele anterioare. Testarea
functionalitatii suporturilor 3D magnetice biomimetice s-a realizat in vivo, pe animale model.

Activitate 111.1. Studii privind posibilitatea de includere de RPP pentru reducerea
raspunsului inflamator. Evaluarea functionalititii in vitro - continuare
A. Obtinerea suporturilor magnetice bioactive 3D pentru teste pe animale model

In vederea obtinerii suporturilor s-a utilizat metoda biomimetici de co-precipitare a
fosfatilor de calciu din precursorii sai in solutii/suspensii de biopolimeri, studiata in etapa
2021. In compozitele preparate s-a introdus factor de crestere. Factorul de crestere selectat a
fost bone morphogenetic protein 2 — BMP-2 (human recombinant protein, animal free,
puritate > 98%, GF319, producator: EMD Milipore Corp., USA, affiliated of Merck KGaA,
Darmstadt, Germany). Solutia a fost obtinutd prin adaugarea a 200 pL apa ultra pura tip I
(dispozitiv Arium® mini Bench Top System US Ultrapure water, Sartorius) in flaconul
continand 10 ug BMP-2. Din punct de vedere chimic, BMP-2 este o proteina homodimerica
legatd de disulfura, de 26,0 kDa, formata din doua lanturi identice de 115 aminoacizi. BMP-
2 a fost aleasd pentru studiul de fatd deoarece este o citokind osteoinductiva, capabild sa
induca formarea osului si a cartilajului In asociere cu un material osteoconductiv, cum ar fi
colagenul si hidroxiapatita sintetica, componente sintetizate si in cadrul proiectului.
B. Pregatirea suporturilor 3D in corelatie cu aplicatia (tratamentul tumorilor osoase).
Avand in vedere cd scopul principal al proiectul este obtinerea de suporturi pentru
tratamentul defectelor osoase grave, atentia a fost directionata spre conditiile de utilizare a
acestora in schema de tratament a tumorilor osoase. S-a preparat suport de forma cilindrica si
a fost iradiat cu aceeasi doza de radiatii utilizata in timpul unei sedinte de radioterapie
utilizand un computer tomograf CT-Sim Siemens Somatom Definition (Siemens, Erlangen,
Germany) si codificat cu S9 R.

Etape preliminare iradierii:

1. Proba a fost introdusd intr-un cub cu latura de 4cm, obtinut din 4 straturi adiacente
de lcm x 4cm x 4cm de material cu densitate similard tesuturilor moi, utilizat in
iradierea tumorilor superficiale ca bolus pentru reducerea efectului de build—up si
obtinerea unei distributii omogene a dozei de radiatii in intregul volum.

2. Pe suprafata volumului de iradiat au fost plasati 3 markeri radioopaci ca repere de
origine, anterior pe linia mediana si lateral dreapta, respectiv stanga, la intersectia
laserelor de pozitionare, la o indltime fatd de planul mesei simulatorului de 2,5cm
(HT=2,5cm) .

3. S-a efectuat simularea planului de iradiere prin scanarea cu ajutorul unui computer
tomograf, 20 slice-uri. Proba a fost conturata pe sectiunile CT realizate.

Iradierea probei s-a efectuat la accelerator liniar de particule, in doza de 8Gy/l
fractie, dupad realizarea calculului dozimetric, utilizand doud fascicule opuse,



izocentrice, (anterior, la 0° si posterior, la 180°%), cu fotoni X folosind energie de
6MV.

Doza de 8Gy/1 fractie reprezintd indicatie frecventa de iradiere a metastazelor osoase.

Caracterizarea suporturilor magnetice bioactive 3D incarcate cu factori de crestere si
iradiate cu raze X. Structura chimica a suporturilor - Spectroscopia in infrarosu cu
transformata Fourier cu modul de reflexie totala atenuata (ATR-FTIR). Proprietiti
mecanice si magnetice

Pentru a analiza structura chimica a suporturilor cu/fara factor de crestere, s-a utilizat
tehnica ATR-FTIR (Spectrometru FT-IR Nicolet Summit Pro cu accesoriu Everest ATR,
Thermo Scientific™, Germania). Spectrele au inregistrate in domeniul 4000-400 cm™ (16
scandri, rezolutie de 4 cm'l). Se identificd in spectre modificari datorate prezentei factorului
de crestere, in special in domeniul 1400 cm™-1650 cm™, la picurile gruparilor amidice.

Comportarea materialelor la compresiune s-a evaluat cu ajutorul aparatului Texture
Analyzer AT.XP Plus, cu o fortd maxima 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).

Evaluarea proprietatilor magnetice. Pentru analize s-a utilizat balanta de
susceptibilitate magneticd Johnson Matthey, care determina proprietatile magnetice la
temperatura camerei, ale solidelor si lichidelor paramagnetice sau diamagnetice. Metoda
stationare si a magnetului In miscare. Balanta de susceptibilitate magnetica (MBS) Johnson
Matthey masoara forta pe care proba o exercitd asupra unui magnet permanent suspendat.

Atat proprietatile mecanice, cat si valorile pentru susceptibilitatea magnetica
recomanda suporturile in aplicatia vizata.

Testarea in vitro a suporturilor obtinute, in contact cu linia celulara
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 placi de 48 godeuri
(10000 celule/godeu pentru testul MTT si testul cu Calceind AM, respectiv 5000
celule/godeu pentru testul cu Alizarin Red). Toate etapele si procedeele au fost realizate Tn
conditii sterile, intr-o hota microbiologica cu flux de are laminar (clasa II).
Rezultatele au aratat faptul ca materialele compozite au un comportament non-citotoxic si
elibereaza lent factor de crestere, la 72 ore fiind observata o valoare a viabilitatii celulare de
peste 130 %. La 48 si 72 ore, valorile pentru suporturile cu factori de crestere si DOX, au
valori mai mari decat cele cu DOX, ceea ce indica capacitatea suporturilor de a incorpora si
elibera concomitent, diferite tipuri de molecule bioactive. Datele obtinute la testul MTT sunt
sustinute si de datele testului de viabilitate celulara cu Calceina-AM.
Se constata urmatoarele:

- prezenta factorului de crestere in compozite stimuleaza procesul de proliferare a

celulelor osteoblaste, la 72 ore de la contactul direct cultura celulara-material;



- comparand sistemele care contin medicamentul Doxorubicina, se observa un proces
de reactivare a culturii celulare dupa exercitarea efectului medicamentului.
Capacitatea suporturilor de a sustine mineralizarea. Alizarin Red este un colorant util in
evidentierea potentialul de mineralizare a suporturilor pentru ingineria tisulard a osului,
actionand prin colorarea in rosu/maro a depozitelor de fosfati de calciu formate in celule.
Colorarea cu Alizarin Red s-a realizat la 15, respectiv 25 zile de la inceperea experimentului,
ziua 0, fiind consideratd ziua in care s-au adaugat fragmentele de material. Etapele testului
sunt urmatoarele:
e a fost aspirat mediul de cultura din fiecare godeu;
e stratul de celule a fost spalat cu HBSS (cu Ca si Mg), de 4 ori, pentru a indeparta
complet mediul de cultura;
e celulele au fost fixate cu paraformaldehida 10% timp de 30 minute la temperatura
camerei;
e cclulele au fost spalate cu apa ultra pura sterila;
e celulele au fost colorate cu solutie apoasa 1% (g/v) sare de sodiu Alizarin Red S (Alfa
Aesar) timp de 40 min, la temperatura camerei si la Intuneric;
e S-a indepartat colorantul, iar stratul de celule s-a spalat de patru ori cu apa apa ultra
pura sterila;
e Celulele au fost observate la microscop inversat cu contrast de faza (Leica, Germania)
si s-au preluat imagini (obiectiv 10X si 20X).
S-a putut observa observa faptul ca prin adaos de cocktail de diferentiere celulele incep sa
produca fosfati de calciu, in timp ce in controlul negativ celulele se desprind de pe placa de
cultura. S-a evidentiat caracterul stimulativ al materialelor; s-a putut observa formarea de
depozite de fosfati de calciu, ceea ce indicd capacitatea suporturilor de sustine procesul de
mineralizare osoasd. S-au identificat diferente intre materiale, determinate de compozitia si
structura acestora.
Capacitatea suporturilor a ingloba RPP. Pentru a realiza procedurile experimentale,
sobolanii au fost anesteziati prin injectare intramusculard de xilazinda (6 mg/kg) si ketamina
(70 mg/kg). Prin utilizarea unei seringi de unica folosintd de 5 ml care contine 0,35 ml de
citrat de sodiu 10%, s-au recoltat 3,15 ml din fiecare siange de animal (vena jugulara).
Cantitate de sange a fost inlocuitd prin injectarea de solutii saline sterile. S-a indepartat
canula plasatd in vena jugulard si s-a aplicat local o solutie hemostaticd. Tesuturile au fost
repozitionate si suturate. S&ngele colectat a fost mai intéi centrifugat la 160 G, timp de 20 de
minute, la temperatura camerei. Se separa doua fractii: o fractie inferioara rosie (componenta
globulelor rosii) si o fractie tulbure superioard galben-pai (componenta sericd). Proba a fost
apoi supusd unei noi centrifugari la 400 G, timp de 15 minute, rezultand al treilea strat in
partea inferioard (RPP). S-au obtinut 0.92ml RPP care s-a diluat pana la 2ml cu PBS. Din
materialul S9, 3 probe céntarite au fost imersate in 500ul solutie RPP si au fost mentinute in
contact timp de 24 ore. Final, materialele au fost uscate si cantarite. S-a calculat un procent
mediu de 19.3 mg RPP/g material.

Activitate 111.2. Teste in vivo pe animale model (oi, in prezenta si absenta de magnet
extern). In acest studiu experimental au fost utilizate patru oi adulte, femele, in varsta de 2
ani si cu o greutate corporald medie de 50 kg. Experimentul a fost realizat cu acordul



Comitetului de Etica Cercetarii al Facultatii de Medicind Veterinara, lasi-Romania, n
conformitate cu reglementarile institutionale, legile nationale si a directivei UE 63/2010.
Design experimental. Inainte de interventia chirurgicald, animalele au fost examinate clinic,
deparazitate si adapostite Intr-un spatiu special pregatit, timp de 2 saptdmani. Pe Intreaga
perioada a experimentului, oile au avut acces liber la hrand si apa. Cu 24 de ore inainte de
interventia chirurgicala si anestezie, hrana a fost retrasd fiind permis accesul la apa (ad
libitum). Protocolul de implantare a folosit un numar limitat de oi, adica doua grupuri cu cate
doud animale in fiecare grup, 4 fiind numarul maxim de locuri de implantare pentru fiecare
oaie. Locurile de implantare au fost distribuite astfel incat materialele sa nu interactioneze cu
alti factori locali.

Protocol chirurgical pre - si postoperator. Pregatirea preoperatorie a regiunilor chirurgicale
s-a facut In mod obisnuit prin tunderea si dezinfectia regiunii toracolombare cu solutii
antiseptice alcoolice si iodate. Toate interventiile chirurgicale au fost efectuate sub anestezie
generald in conditii aseptice. Inainte de inducerea anesteziei, oilor li s-au administrat ca
premedicatie atropind (0,02 mg/kg SC; Atropina 1% Romvac S.A., Romania). Anestezia a
fost indusa si mentinutd cu xilazind (200 mg/kg IM; Narcoxyl 2%, Bioveta, Intervet).
Implantarea materialelor s-a realizat la nivelul vertebrelor lombare. Analgezia peri- si post-
operatorie s-a facut cu Novasul 1500 mg/kg i.m.; (Richter Pharma, Austria), iar antibioterapia
cu 7,5 mg/kg amoxicilind; (Amoxicilin, Dopharma, Olanda), fiind administrate profilactic
fiecarui animal. Dupa recuperare, oile au fost tinute in boxe mici pentru perioade scurte si
verificate zilnic pentru evaluarea clinica. Analgezia si antibioterapia au fost continuate timp
de 7 zile dupa interventia chirurgicala. Dupa perioade definite (1 lund, 2 luni) din zona
implantata au fost recoltate preparate, imediat dupa euthanasia animalelor, si pregatite pentru
histologie. Tn urma evaludrilor clinice nu se observa modificari ale tesuturilor adiacente
implantului: integritatea tesuturilor nu este modificata. La randul lor, datele histologice sustin
remarca ca in cazul utilizarii magnetului osteointegrarea osoasa a fost mai activa, densitatea
osului fiind mult mai durd la sectionare comparativ cu structurile care nu au beneficiat de
prezenta magnetului.

Activitate 111.4. Analiza criticdi a rezultatelor. Realizarea documentatiei pentru
demonstrarea stadiului TRL4 al proiectului

1). La inceputul proiectului, nivelul TRL corespunde nivelului TRL3 (Testarea ipotezei si
demonstrarea initiald a conceptului); suporturi magnetice la scard de laborator (investigatii
experimentale ale diferitelor compozitii, raporturi de particule magnetice, metode de
sterilizare); teste de laborator privind optimizarea compozitiei (comparatie fizico-chimica a
performantelor suporturilor, umflaturi, biodegradabilitate in vitro, analize mecanice si
magnetice); validarea conceptului si tehnologiei - studii in vitro si in vivo (testele
toxicologice initiale pe animale mici).

2). La sfarsitul proiectului, nivelul TRL al conceptului atinge nivelul TRL4: functionalitatea
compozitelor 3D este demonstratd pe model animal definit, asa cum este definit pentru
dispozitivele medicale sau produsele pentru medicina regenerativa. Astfel:

- s-au realizat la nivel de laborator (non-GMP) suporturi magnetice formulate si optimizate
(suport magnetic cu factori de crestere/medicament);



- s-a dezvoltat model animal si s-au realizat teste de implantare si demonstrare a
functionalitatii pe model animal (ovine); s-a demonstrat efectul de stimulare a procesului de
regenerare cu ajutorul magnetilor externi.

Diseminarea rezultatelor

Rezultatele experimentale din cadrul proiectului au fost diseminate astfel:
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