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Prescurtari

CPC - Cimenturi de fosfat de calciu

HA - Hidroxiapatita

Sr - Strontiu

SrHA — nanohidroxiapatita cu continut de strontiu
HT — Hidrotermal

PR - Precipitare

PLA - Acid polilactic

PGA - Acid polilglicolic

PLGA - Acid polilactic-co-glicolic

PCL - Policaprolactona

TCP - Fosfat tricalcic

FDM - Modelare prin Extrudare Termoplastica
DPE - Extrudare directa din pelete (granule).
DIW - Imprimare directa cu jet de cerneala
SLA - Stereolitografie

SLS - Sinterizarea selectiva cu laser

DLP - Procesare digitala a luminii

EBM —Topire prin fascicul de electroni

DCM - Diclormetan

XRD - Difractia cu raze X pe pulbere



FTIR — Spectroscopie n infrarosu cu transformata Fourier
BET — Brunauer-Emmett-Teller

TEM - Microscopie electronica cu transmisie

SAED - Difractia electronilor in zona selectata

EELS - Spectroscopie de pierdere a energiei electronice
SEM - Microscopie electronica de scanare

TGA - Analiza termogravimetrica

SBF - Fluid corporal simulat

PBS - Solutie salina tamponata cu fosfat

RMN - Spectroscopie de rezonantd magnetica nucleara
CAD - Proiectare asistata de calculator

FDA - Administratia SUA pentru Alimente si Medicamente
BMSC - Celule stem mezenchimale ale maduvei osoase

hMSC - Celule stromale mezenchimale

Cuvinte cheie: policaprolactona, imprimare 3D, nano-pulbere de hidroxiapatita; strontiu,

co-precipitare; hidrotermal; bioactivitate.



Introducere

Mecanismele care cauzeaza incetinirea vindecarii sunt diverse si includ raspunsuri
imune excesive si conditii mecanice suprasolicitante, ambele perturband reglarea delicata
necesara pentru etapele incipiente ale vindecarii'. Solutiile de reparare a oaselor raman o
directie promitatoare a cercetarii datorita cererii in continua crestere si disponibilitatii
limitate a inlocuitorilor de oase..

Osteoporoza este o afectiune cronica si debilitantd marcata de o scadere a calitatii
masei osoase, ceea ce i face pe varstnici mai predispusi la fracturi osteoporotice,
cunoscute si sub denumirea de fracturi de fragilitate, rezultate chiar si in urma unor
traumatisme cu energie scazuta?. Persoanele diagnosticate cu osteoporoza se confrunta
cu o scadere a densitatii minerale osoase, ceea ce creste riscul de fracturi® si deformari
debilitante ale coloanei vertebrale®.

Tratamentele actuale se bazeaza in principal pe grefele osoase clasice, si anume
autogrefele, precum si pe alogrefe si xenogrefe. Chiar si asa, aplicarea clinica a acestor
inlocuitori este impiedicata de neajunsuri, cum ar fi o aprovizionare limitatd de donatori,
necesitatea unor interventii chirurgicale suplimentare si riscurile de propagare a bolilor si
raspunsul imun dupa implantare®®, precum si leziuni neurovasculare, hematom si
formarea seromului’. in cazul autogrefelor, durerea la nivelul locului donator impreuna cu
un timp operational crescut sunt dezavantaje neplacute’s®.

Substituentii din biomateriale pot fi folosite ca implanturi, dar trebuie sa se
conformeze caracteristicilor osului autentic,c cum ar fi osteoinductivitate,
osteoconductivitate, biocompatibilitate si rezistentd mecanica®. Exista multe incercari de a
construi noi substituenti care sa poata inlocui grefele folosite in acest moment in practica
clinica. Cercetarile s-au concentrat pe materiale si tehnici care reproduc trasaturile dorite
si evit mai multe probleme critice, inclusiv cheltuielile mari, riscul ca factorii de crestere sa
provoace tumori si dificultatea de a realiza o integrare naturala cu tesutul normal adiacent,
care poate provoca inflamatii, afanare si osteoliza si, ulterior, fracturi de implant®. in ciuda

rezultatelor clinice Tncurajatoare in urma implantarii substituentilor, problemele privind
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topografia, sursa si cantitatea celulelor, dozarea factorului de crestere si metoda de livrare,
precum si mecanismele precise de actiune ale acestora, raman nerezolvate®.

Multe biomateriale pe baza de Sr examinate au demonstrat o imbunatatire a osului
nou la locul de implantare si au prezentat o tendinta de a accelera vindecarea atunci cand
se face o paraleld cu omologii fara Sr'%'2, Aceasta imbunatatire este asteptata pentru a
promova vindecarea osoasa in vivo, datoritd atributelor anabolice si anticatabolice
recunoscute pe care le are Sr. Reteaua HA poate incorpora substituenti ionici diferiti
mentinand Tn acelasi timp structura cristalind. HA este o componenta esentiald a osului
autentic si ar trebui inclusa in implanturile concepute pentru a reproduce osul pacientului
pentru aplicatii ortopedice’. Datorita caracteristicilor lor fragile si de non-printabilitate,
acest tip de ceramica ar trebui sa fie integrat cu polimeri pentru a fi utilizati la imprimarea
aplicatiilor de implanturi de tesut osos. Substituentii cu SrHA au aratat niveluri ridicate de
mineralizare in comparatie cu substituentii PCL si PCL/HA in evaluarile in vitro, sugerand
potentialul lor pentru aplicatii in ingineria tesutului osos™. Concentratia cea mai favorabila
de Sr** in compozite acestora este inca controversata’', iar alegerea dozei adecvate de Sr*
necesara pentru a promova regenerarea osoasa este o problema pe care lucrarea de fata o
abordeaza.

In domeniul biomedical, polimerii termoplastici sintetici au castigat o acceptare pe
scara larga. PCL se evidentiaza ca un poliester alifatic termoplastic utilizat pe scara larga in
ingineria tesuturilor datoritd biocompatibilitatii si biodegradabilitatii sale laudabile™.
Natura semicristalind a PCL, atribuita structurii sale ordonate, 1i confera o rata lenta de
degradare, facandu-l potrivit pentru aplicatii prelungite'®'”. in plus, usurinta de prelucrare a
termoplasticelor permite crearea de substituenti cu proprietati mecanice reglabile.
Caracteristicile optime de degradare ale substituentilor si cresterea bioactivitatii sunt cel
mai eficient obtinute prin integrarea aditivilor ceramici precum HA, care, de asemenea,
stimuleaza potentialul de formare osoasa in vivo'.

Hidrogelurile au devenit, de asemenea, biomateriale promitatoare pentru ingineria
tesuturilor si studiile de regenerare osoasa. Atractivitatea lor consta in asemanarea lor

structurala si compozitionala cu matricea extracelulara, continut ridicat de apa si



biocompatibilitate adecvata. in plus, hidrogelurile permit personalizarea proprietatilor lor
biofizice si biochimice. Anumite hidrogeluri ofera, de asemenea, beneficii suplimentare,
cum ar fi costuri reduse de productie, multifunctionalitate, regenerabilitate,
biodegradabilitate si compatibilitate exceptionala cu sistemele biologice™.

Imprimarea 3D are o versatilitate mare si poate produce implanturi specifice pentru
numeroase aplicatii de marire osoasa. Designul substituentilor poate fi adaptat pentru a se
potrivi cu diferite porozitati, geometrii si topografii ale suprafetei, pentru a semana cu osul
natural si pentru a raspunde cerintelor fiecarui defect specific®®. Studiul nostru a folosit o
gama larga de concentratii de Sr in probele de HA sintetizate si doua dintre cele mai
utilizate metode de sinteza pentru a avea o viziune extinsa asupra problemei si a contribui
la baza viitoarelor practici standard in domeniu. Am decis sa folosim doua tehnici de
imprimare 3D populare, dar foarte apreciate, cu rezultate promitatoare in domeniul
cercetarii implanturilor osoase, pentru a contribui la stabilirea lor ca solutii de incredere.

Tn aceasta teza, scopul nostru a fost sd proiectdm si s& obtinem noi substituenti din
compozite imprimate 3D, cu aplicatii biomedicale in tratarea osului afectat de
osteoporoza, pe baza SrHA ca purtator pentru ionii Sr antiosteoporoza. Prima directie
studiata foloseste PCL ca baza structurala, iar a doua GelMA. Motivatia pentru obiectiv se
bazeaza pe capacitatea ionilor Sr de a creste proliferarea osteoblastelor si de a diminua
activitatea osteoclastelor. Am folosit materiale compozite care combina avantajele fiecarei
componente intr-un material superior. Imprimarea 3D a fost folosita pe baza capacitatilor

acesteia de a personaliza implanturile intr-un mod superior celorlalte metode.

Aceasta teza este compusa din doua parti principale: Partea intai: Studiu critic al
literaturii stiintifice, care contine un rezumat cuprinzator si o analiza a cercetarilor
existente (Capitolele 1 si 2), impreuna cu un articol de recenzie publicat pe acest subiect
(Capitolul 3), ca precum si obiectivele tezei si originalitatea (Capitolul 4), si Partea a doua:
Contributii originale, care contin o prezentare a metodelor si conceptelor utilizate in
articolele publicate prezentate in teza (Capitolul 5), impreuna cu cele trei articole de
cercetare originale publicate (Capitolul 6), precum si concluziile si perspectivele generale

(Capitolul 7) si o lista de publicatii si participari la conferinte nationale (Capitolul 8).



Prima parte: Studiul critic al datelor din literatura

Capitolul 1: Materiale compozite cu continut de Sr utilizate pentru

substituenti printati 3D

Compozitele polimer/HA sunt in prezent in curs de investigare, inclusiv o varietate
de polimeri sintetici si naturali. Unele produse compozite gelatina/HA au fost dezvoltate si
puse la dispozitie pentru piatd sub forma de substituenti porosi, fibre si hidrogeluri.
Recenziile recente ale literaturii au indicat ca combinarea polimerilor sintetici cu materiale
ceramice poate atenua eficient limitarile fiecarei componente individuale?'. Principalele
scopuri ale fabricarii substituentilor pe baza de polimeri care contin bioceramica bioactiva

sunt de a face implanturi osteoconductoare si de a le creste rezistenta®.

PCL este utilizat pe scara larga ca biomaterial datorita toxicitatii sale minime si
imprimabilitatii excelente in timp ce detine si aprobarea FDA?*-25, Cu toate acestea, pentru
a aborda limitarile sale inerente, cum ar fi hidrofobicitatea, interactiunile biologice scazute
si locurile limitate de adeziune celulard, au fost dezvoltate mai multe biomateriale
compozite pe baza de PCL?*. PCL are temperatura de tranzitie sticloasa aproape de -60 °C,
in timp ce temperatura de topire variazd intre 59-64 °C?%, caracteristici care sunt
considerate benefice pentru imprimarea 3D?*. PCL are un model de degradare relativ
constant datorita greutatii sale moleculare ridicate si ratei de difuzie lente, o consecinta a
hidrofobicitatii inerente®. PCL, desi biodegradabil, este cunoscut ca are o rata scazuta de
degradare in conditii fiziologice?*2°, unii autori mentionand doi pana la patru ani in vivo in

cazul implanturilor mai mari de 1 cm cub 8.

HA a fost incorporat cu succes in substituentii din compozite PCL/HA imprimate 3D
padna la 30% fara a modifica semnificativ morfologia sau compozitia chimica a
substituentilor. Adaugarea de HA in PCL a imbunatatit progresiv rezistenta mecanica,
proliferarea celulara si mineralizarea?. Compozitia substituentilor de 70% (greutate) PCL -
30% (greutate) HA a fost indicata a fi de dorit prin rezultate mai bune raportate in mod
constant comparativ cu substituentii cu continut mai scazut de HA in ceea ce priveste
degradabilitatea si biocompatibilitatea243%3' in timp ce un continut mai mare de HA este
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complicat de obtinut prin extrudare din cauza limitarilor metodei atunci cand vascozitatea

materialului este crescuta®'.

Studiile anterioare in vitro si in vivo privind activitatea biologica a SrHA incorporata
in implanturi ca acoperiri pe structuri de Ti, membrane, geluri sau tablete, au demonstrat
efectul osteogenic al SrHA in relatie cu viabilitatea, proliferarea si morfologia celulelor' 2.
Se considerd ca Sr* promoveaza regenerarea osoasd prin inducerea polarizarii
macrofagelor’. Descoperirile sugereaza ca substituentii PCL/SrHA pot fi construiti cu
usurinta folosind tehnici de imprimare 3D si sunt foarte promitatori ca materiale
implantabile pentru aplicatiile de regenerare osoasa'®2, Substituenti PCL/SrHA au fost
obtinuti prin electrofilare si studiile au confirmat ca includerea microparticulelor SrHA a
crescut rata de degradare in vitro a PCL'®. De asemenea, astfel de fibre compozite pot
contribui ca sursa de Sr si Ca cu o eliberare sustinutd de mai mult de 28 de zile*. Studiile
de bioactivitate in vitro au aratat rate de dizolvare imbunatatite si crestere intensa a
stratului de apatita pe suprafata materialelor SrHA atunci cand sunt scufundate in SBF, iar
studiile de adsorbtie a proteinelor cu ser fetal bovin au aratat o afinitate mai mare fata de
materialele SrHA in comparatie cu HA pur34. Alti autori au pregatit substituenti imprimati
3D din PCL si SrHA pentru a imita componentele organice/anorganice ale tesutului osos
natural®. Unii autori mentioneaza ca biodegradarea unui material implantat depinde mai
mult de resorbtia pasiva legata de viteza de dizolvare a compozitului in fluidele corporale
decat de resorbtia activa datorata activitatii macrofagelor si osteoclastelor sau
fagocitozei®. Incorporarea SrHA a permis eliberarea ionilor de Sr bioactivi si a imbunatatit
rezistenta la compresiune a schelei®. Microporozitatea datoratd fTncorporarii unei
componente ceramice in compozit poate avea ca rezultat o suprafatad extinsa in contact
direct cu fluidele corporale, grabind astfel biodegradarea si promovand depunerea de

apatita pe suprafata materialului, care la rAndul sau sporeste bioactivitatea materialului®’.

Literatura de specialitate evidentiaza diverse aplicatii ale hidrogelurilor, inclusiv
vindecarea ranilor®®, grefe vasculare si inginerie cardiovasculard®, demonstrand
versatilitatea acestora in contexte biomedicale. GelMA este un material sintetizat din

reactia gelatinei, care este derivatd din colagen, si anhidridd metacrilica si a fost, de
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asemenea, utilizat pentru o varietate de aplicatii. Gruparile metacrilat sau metacrilamida
sunt grefate pe gruparile hidroxil si amina primara prezente de-a lungul scheletului de
gelatina, facilitate de aceasta din urma. Aceste grupari functionale permit polimerizarea
radicalica atunci cand sunt expuse la iradiere UV sau lumina vizibila si cantitati mici de
fotoinitiator (cum ar fi fenil-2,4,6-trimetilbenzoilfosfinat de litiu). Acest proces duce la
formarea unui hidrogel rezistent, chiar si la temperaturi fiziologice, cu legaturi covalente in

interiorul si intre lanturile polimerice“.

Hidrogelurile GelMA au primit o atentie din ce in ce mai mare in ingineria tesuturilor
datorita combinarii bioactivitatii gelatinei cu ajustabilitatea hidrogelurilor foto-reticulabile.
Proprietatile hidrogelurilor, cum ar fi rigiditatea, rata de degradare si bioactivitatea, pot fi
controlate prin modificarea gradului de substitutie a metacriloilului, concentratia

macromerului si conditiile de reticulare.

Hidrogelurile GelMA au fost utilizate recent in cresterea oaselor si cartilajului
datoritda biocompatibilitatii lor excelente (inclusiv biosecuritate si functionalitate
biologica), aderentei celulare si caracteristicilor fizico-chimice ajustabile. Porii largi din
reteaua de hidrogel GelMA permit eliberarea directionata a substantelor functionale prin
incorporarea acestora in matricea GelMA#'. in plus, incorporarea bioceramicelor in GelMA
poate imbunatati caracteristicile sale, cum ar fi rezistenta, aderenta celulara, proliferarea,
osteoconductivitate si depunerea matricei extracelulare, care sunt esentiale pentru
repararea eficientd a osului*?. Aceste compozite pot fi proiectate pentru a prezenta
proprietati mecanice adaptate, sensibilitate la temperatura si stimuli magnetici,
conductivitate, porozitate controlabila, umflare si degradabilitate, bioactivitate,

extinzandu-si aplicatiile potentiale*®.

O provocare in dezvoltarea implantului este adaptarea ratei de degradare a
compozitului pentru a se alinia cu cresterea tesuturilor, pana la niveluri specifice
pacientului. Studiile anterioare au identificat mai multe limitari ale hidrogelurile sintetice
conventionale, inclusiv structurile de retea izotrope, rezistenta mecanica inadecvata,
aderenta slaba la tesuturi si lipsa osteoconductivitatii. Majoritatea hidrogelurilor
actioneaza doar ca suport, mai degraba decéat sa promoveze in mod activ regenerarea
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osoasa’™. Prin urmare, dezvoltarea hidrogelurilor multifunctionale si a compozitelor
acestora a aparut ca un domeniu de cercetare intrigant ce vrea sa depaseasca aceste

provocari.

Capitolul 2: Printarea 3D

Printarea 3D presupune construirea de implanturi personalizate prin depunerea
precisd a materialelor strat cu strat conform unui sablon predefinit*. Este un grup de
tehnologii care ofera beneficii, cum ar fi implicare umana minima, asamblare mai rapida,
cicluri de proiectare scurtate si configurarea simplificate a echipamentelor®, ele sunt si
eficiente in ce priveste costurile si foarte reproductibile*®. Aceastda abordare aratd un
potential semnificativ de sustenabilitate prin scaderea deseurilor de materiale, a etapelor

ciclului de dezvoltare a produsului si, in general, a costurilor de productie asociate®’.

in ceea ce priveste fabricarea substituentilor, sunt disponibile numeroase metode,
atat conventionale (de exemplu, separarea fazelor, spumarea gazului, turnarea cu
solventi), cat si grupul mai inovator al imprimarii 3D (de exemplu, FDM, SLA, SLS, DLP,
EBM)*. Imprimarea 3D permite fabricarea de substituenti 3D cu arhitecturd precisa,
utilizand datele procesate de software-ul CAD. Aceste metode sunt capabile sa creeze
geometrii complexe prin depunerea de straturi alternative, conform constructiei initiale
dintr-un fisier .STL si cu ajutorul software-ului imprimantei. Modelul digital este impartit in
straturi sau felii, construind treptat o constructie 3D din straturi 2D care se leaga intre ele®.
Imprimarea 3D permite fabricarea de structuri poroase in gradient cu o multitudine de
modele datoritd personalizarii caracteristicilor porilor*>. FDM si DLP, despre care se
considerd cad au Tmbunatatit considerabil calitatea produselor biomedicale*®, sunt

detaliate mai jos.

FDM este o tehnica bazata pe extrudare care utilizeaza polimeri termoplastici si este
cea mai utilizatd din acest grup de tehnici®®. Filamentele sunt gazduite in rola si direct
legate de capul de extrudare. Elementul de incalzire din capul de extrudare este utilizat
pentru a trece filamentul intr-o forma lichida vascoasa inainte de a-l extruda prin duza pe

zona de imprimare pentru a crea elementul final. Filamentul solid care intra functioneaza
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ca un piston, impingand si extradand materia prima topita prin duza®*2. O nota importanta
este ca FDM este in mare parte aceeasi metoda ca FFF si denumirile pot fi utilizate
interschimbabil®*®*4. Alte modele de extrudare, cum ar fi imprimantele tip surub sau
seringa, se incadreaza, de asemenea, in familia FDM?%2, O varianta a FDM este DPE, care
utilizeaza pelete DPE de materiale pentru extrudare. DPE este o tehnica de extrudare a
materialului care utilizeaza polimeri termoplastici, care este mai simpla si mai economica.
Imprimarea DPE elimina anumite etape intermediare, facand procesul mai ieftin si mai
versatil®®. Aceasta clasd de extrudare functioneaza prin topirea materialului gasit in
interiorul unui recipient mic si folosind un piston pentru a-l forta afara intr-un ritm
controlat®®. Alti autori mentioneaza aceeasi tehnica ca DIW sau bioplotting. Imprimarea
DIW sau prin presiune, foloseste un sistem de distribuire pneumatic sau mecanic (cu
ajutorul unui piston sau surub) pentru a extruda materialele topite, solutiile, gelurile sau
suspensiile printr-o duza sau seringa. DIW este citatd a fi cea mai raspandita tehnica
pentru bioprintarea suspensiilor celulare, hidrogelurilor incarcate cu celule si solutiilor

bazate pe matrice extracelulara®®.

Imprimarea DLP presupune reticulare pas cu pas a materialelor fotosensibile. DLP
implica legarea fotochimica a monomerilor mici intr-un mod asemanator lantului pentru a
crea un obiect solid*®. DLP ofera avantaje precum viteza crescutd, manipularea simpla a
proprietatilor mecanice si rezolutia scalabila pana la 1 um, depasind alte tehnici®’. DLP
abordeaza obstacolele existente in fabricarea rapida a blocurilor de tesut cu mare precizie,
permitand producerea de substituenti intr-un ritm semnificativ clinic. Viteza de imprimare
a DLP o depaseste pe cea a imprimarii 3D prin extrudare®. Cu imprimarea DLP, un
proiector digital de lumina reda rapid imagini complicate cu forma 3D dorita. DLP si SLA
bazate pe lumina sunt deja adoptate in domeniul stomatologiei, unde scanere 3D si
imprimante 3D sunt folosite pentru a crea coroane, implanturi chirurgicale, protectii si

dispozitive de fixare specifice pacientului®®.

In timp ce tehnicile de imprimare 3D au devenit instrumente puternice pentru
fabricarea substituentilor, reproductibilitatea si controlul calitatii sunt provocari cruciale

care trebuie abordate pentru a folosi substituentii imprimati 3D la utilizarea clinica®'. Pe
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langa selectia materialelor, factori precum componentele substituentilor, detaliile
modelului, proprietatile arhitecturale si designul biomimetic joaca un rol semnificativ in
guvernarea bioactivitatii care ajuta la remodelarea si regenerarea osoasa'. Constructiile
3D produse prin tehnici diferite, in timp ce folosesc acelasi material compozit, au prezentat
diferente notabile in morfologie, rugozitatea suprafetei, porozitate si ratele de degradare.

Aceste variatii au condus la proprietati mecanice si rdspunsuri celulare distincte?®.

Capitolul 3. Articol de recenzie in extenso

Cresterea fracturilor osteoporotice la nivel mondial incurajeaza cercetarea in
inginerie a tesutului osos sa gaseasca solutii noi, imbunatatite, atat pentru biomaterialele
utilizate in proiectarea substituentilor ososi, cat si pentru agentii anti-osteoporotici
capabili s& promoveze regenerarea osoasa. Aceast studiu isi propune sa raporteze cele
mai recente progrese in biomateriale prin discutarea tipurilor de biomateriale si a
proprietatilor acestora, cu un accent special pe compozitele polimer-ceramice. Utilizarea
hidroxiapatitei in combinatie cu polimeri naturali/sintetici poate profita de proprietatile
fiecarei componente a compozitelor si are un potential mare in ingineria tesutului osos. O
comparatie intre beneficiile si potentialele limitari ale diferitelor metode de fabricare a
substituentilor duce la o constientizare sporitda a provocarilor cu care se confrunta
cercetarea in tratarea fracturii osteoporotice. Progresele in tehnicile de imprimare 3D ofera
modalitati de fabricare a substituentilor 3D imbunatatiti, complecsi si specializati, capabili
sa furnizeze factori terapeutici direct la locul defectului osteoporotic, intr-o maniera
predefinita, care este esentiala pentru a optimiza rata de osteointegrare/vindecare. Printre
acesti factori, strontiul are potentialul de a creste osteointegrarea, osteogeneza si rata de
vindecare. Ranelatul de strontiu, precum si alti agenti biologici activi sunt cunoscuti a fi
eficienti in tratarea osteoporozei datorita proprietatilor anti-resorbtive, dar si anabolice, dar
are efecte adverse care pot fi reduse/evitate prin eliberarea locald din biomateriale. in
acest mod, Tncorporarea acestor agenti in materiale compozite polimer-ceramice poate
avea aplicatii clinice semnificative pentru regenerarea oaselor osteoporotice fracturate

limitdnd sau inlaturand riscurile asociate cu administrarea sistemica.
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Capitolul 4. Scopul tezei si originalitatea

Aceasta teza isi propune sa dezvolte substituenti imprimati 3D cu mai multe
straturi, compuse din 70% wt. PCL si 30% wt. SrHA prin tehnica FDM, precum si 10% g/v
GelMA si 5% g/v SrHA prin tehnica DLP, ambele cu concentratii diferite de Sr. Doua tipuri de
HA/SrHA, de forma diferitd (cu forma alungita si sferica), au fost sintetizate prin metode
distincte, PR si HT, si caracterizate temeinic din punct de vedere chimic si morfologic. De
asemenea, pentru fiecare tip de SrHA, am folosit un interval mare de continut de Sr, si

anume rapoartele molare Sr/(Ca + Sr)de 1, 5, 10, 20 si 30%.

Noutatea acestei teze consta in dezvoltarea de substituenti inovatori imprimati 3D
din materiale compozite cu SrHA, pentru eliberarea controlatd pe termen lung a Sr in
situsul osos dorit, in timp ce se compara suplimentar efectul metodelor de sinteza PR si HT
si continutul diferit de Sr asupra proprietatile substituentilor. Noii substituenti imprimati
3D, cu proprietati fizico-chimice si biologice imbunatatite, sunt conceputi pentru a repara
defectele osoase, in special cele cauzate de osteoporoza, si pentru a reduce efectele
secundare in comparatie cu administrarea orala de ranelat de Sr ca medicament

antiosteoporoza.

Prin urmare, in prezenta teza sunt luate in considerare doua directii de cercetare,

bazate pe proprietatile anti-osteoporotice ale SrHA:

1. Dezvoltarea eficientd de substituenti imprimati 3D prin FDM cu 70% wt. PCL si
30% wt. SrHA. SrHA a fost incorporata in reteaua PCL pentru a creste suprafeta si
bioactivitatea substituentilor. Morfologia suplimentara a suprafetei filamentului a crescut
expunerea si disponibilitatea particulelor ceramice, conducéand la un efect sinergic benefic
asupra proprietatilor suprafetei. Acest lucru a dus la o Tmbunatatire notabild a bio-
mineralizarii. in timp ce studiile similare care implica PCL si HA sunt destul de abundente,
aceastd combinatie dintre PCL si SrHA este mai putin studiata si, dupa cunostintele
noastre, continutul si designul exact al acestui tip de substituenti nu au fost folosite inainte

pentru a compara efectul a doua tipuri diferite de sinteze ale SrHA.
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2. Dezvoltarea de substituenti prin imprimare 3D de tipul DLP din materiale
compozite 10% (g/v) GelMA si 5% (g/v) SrHA. SrHA a fost Tncorporat in matricea GelMA
pentru a creste caracteristicile mecanice si performantele de gonflare si degradare a
substituentilor. Desi studiile privind substituentii din materiale compozite GelMA si HA
imprimate 3D prin DLP exista, cercetarile despre GelMA si SrHA sunt limitate, iar
combinatia exacta de continut si design este unica. Comparatia dintre efectele celor doua
tipuri diferite de sinteza SrHA asupra proprietatilor substituentilor se adauga la noutatea

tezei.

Obiectivele principale au fost realizate prin intermediul mai multor obiective
intermediare, detaliate mai jos:

- Sinteza nanomaterialelor HA/SrHA, cu intentia de a utiliza HA ca control in timp ce
se utilizeaza SrHA ca sursa de Sr pentru regenerarea osoasa;

- Caracterizarea morfologica, structurala si biologica a nanomaterialelor HA/SrHA;

- Dezvoltarea de substituenti din materiale compozite PCL si SrHA prin design CAD si
mai multe iteratii de imprimare 3D prin extrudare;

- Caracterizarea morfologica, structurala si biologica a substituentilor din materiale
compozite PCL si SrHA;

- Dezvoltarea de substituenti din materiale compozite GelMA si SrHA prin design CAD
si mai multe iteratii de imprimare 3D prin DLP;

- Caracterizarea morfologica, structurala si biologica a substituentilor din materiale
compozite GelMA si SrHA.

Toate rezultatele obtinute in activitatile noastre de cercetare descrise mai jos au
fost publicate in jurnale peer-reviewed. In ceea ce priveste finalizarea acestei teze, au fost
publicate patru articole, avandu-l ca prim autor pe doctorand (unul a fost o lucrare de
recenzie si trei dintre ele au fost articole de cercetare originale). Lucrarea de recenzie
detaliazd motivele in alegerea SrHA ca agent anti osteoporotic, in timp ce articolele
originale prezinta proiectarea de noi substituenti din materiale compozite imprimate 3D

bazate pe SrHA, cu diferite concentratii de Sr, sintetizate prin metode co-PR si HT.
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Partea a doua: Contributii originale
Capitolul 5: Materiale si metode

Materiale

Pentru sinteza HA si SrHA, Ca(NO;),:4H,0O, Sigma Aldrich, Sr(NOs),, Fluka si
(NH.),HPO,, Sigma Aldrich, au fost utilizati ca precursori. Pelete de poli(e-caprolactona)
(greutate molara medie 45 kDa) au fost achizitionate de la Sigma Aldrich. Pentru sinteza
GelMA am folosit ca reactivi gelatina (tip A) provenita din piele de porc, Sigma Aldrich
(greutate medie molar 50—100 kDa) si anhidrida metacrilica, Sigma Aldrich (greutate
molara 154,16 g/mol). Fenil-2,4,6-trimetilbenzoilfosfinat de litiu (gr. mol 294,10 g/mol) a
servit drept fotoinitiator. Toate substantele utilizate au fost clasificate in scopuri analitice si

detalii suplimentare sunt disponibile in articolele publicate incluse in teza, in Capitolul 6.

Metode de caracterizare

In aceastd sectiune au fost descrise metodele de caracterizare utilizate in
cercetarea noastra. Ne-am concentrat pe principiile generale pentru a obtine o intelegere
aprofundata a motivelor din spatele utilizarii lor in investigarea proprietatilor, atat a
pulberilor HA/SrHA, cat si a substituentilor din materiale compozite. Mai multe detalii
despre utilizarea lor explicitd in cercetarea noastra sunt disponibile in articolele publicate

incluse in teza, in Capitolul 6.

Proiectarea si printarea de substituenti

Pentru prima directie studiata (PCL/SrHA), grupul nostru de cercetare a lucrat cu 3D
Bioplotter®, care este considerata cea mai veche bioimprimanta 3D comerciald. 3D
Bioplotter® poate imprima hidrogeluri incarcate cu celule, cum ar fi gelatina, fibrina, alginat
si agaroza, precum si polimeri si materiale ceramice anorganice precum particule de PCL,

HA si TCP pentru a crea substituenti *°.

Fisierele CAD sunt esentiale in imprimarea 3D, formand baza procesului. Software-

ul CAD este utilizat pentru a genera fisiere STL, care servesc ca intrare pentru software-ul
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imprimantei. De asemenea, iIn munca noastra, pasul initial a presupus proiectarea
structurilor cilindrice cu un diametru de 10 mm si o inaltime de 2,52 mm cu ajutorul
software-ului Bioplotter RP 3.0. Structurile au fost apoi taiate la grosimea corespunzatoare
a stratului, mai mica decéat diametrul varfului acului. A fost selectata o grosime a stratului

de 360 um, putin mai mica decéat diametrul interior al varfului acului de 400 pm.

Obiectul 3D a fost construit folosind fisierele BPL, care sunt folosite pentru a salva
proiectul taiat si sunt compatibile cu software-ul Visual Machines. Dupa ce a atribuit
materialul capului robotului, dispozitivul a procedat la imprimarea substituentilor
cilindrici. Compozitele pe baza de PCL au fost realizate folosind 70% wt. PCL (Mn 45000) si
30% wt. HA/SrHA. Pentru a asigura o dispersie mai buna a HA, a fost folosita o sita de 45
pm inainte de amestecarea acesteia cu PCL. Materialele compozite au fost plasate in
seringa din otel inoxidabil a capului de distribuire si Tncalzite la 130°C timp de 15 minute
pentru a obtine o pasta topita si omogena. Substituentii de forma cilindrica au fost
imprimati la o temperatura constanta strat cu strat pentru a crea o structura rectangulara
de forma circulara. Distanta dintre fire a fost ajustata la 0,6 mm. Diametrul firului a fost
ajustat la 0,4 mm (diametrul interior al acului). Intervalul care separa firele indica

dimensiunea porilor fiecarui substituent si a fost stabilit la 0,4 mm.

Pentru a doua directie studiata (GelMA/SrHA), am lucrat cu Anycubic Photon D2
DLP care cu ajutorul unor oglinzi concentreaza lumina direct pe fundul cuvei de rasina.
Desi aceasta imprimanta 3D este evaluata ca fiind una destinata utilizatorilor
nespecializati®, a fost folosita in alte studii privind aplicatiile de regenerare osoasa®'. Are o

interfata tactila usor de utilizat, care simplifica operarea, facadnd-o foarte accesibila.

Software-ul imprimantei converteste modelele 3D in straturi taiate, ghidand
proiectia luminii pentru fiecare strat. Fisierele de proiectare asistata de computer (CAD)
care contin instructiunile pentru substituenti au fost proiectate folosind SolidWorks,
salvate ca fisiere .stl si taiate prin Chitubox, software-ul incorporat al imprimantei 3D
Anycubic Photon D2 bazata pe DLP. Substituentii au fost proiectati sa aiba dimensiunea de
18 x 18 x 1,3 mm si sa contind 3 x 3 macropori, in scopul de a arata capacitatile de
imprimare ale materialului (Figura 7). Distanta dintre pori a fost setata la 3 mm. Marimea
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porilor a fost setata la 2 mm. Dimensiunea laterala a fost setata la 18 mm. Probele au fost
liofilizate Tnainte de alte analize. Imaginile SEM indica faptul ca probele au pastrat o forma

similara cu cea intentionata prin imprimare 3D (Figura 8).
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Figura 7. llustrarea schematica a substituentilor (a) siimaginea macroscopica

reprezentativa (b).

Cea mai importanta dificultate in regenerarea osoasa ghidata de substituenti este
de a asigura un aport adecvat de sange pentru a evita potentialele deficiente in
neovascularizare, ischemie ulterioara si necroza. Prevenirea acestor dificultati includ
accelerarea angiogenezei in cadrul substituentilor sau utilizarea vascularizatiei existente
pentru a asigura o cantitate suficienta de sange. Caracteristicile designului substituentilor,
cum ar fi porozitatea, dimensiunea porilor si interconectivitate, sunt vitale pentru a permite

infiltrarea vaselor preexistente si a celulelor care formeaza vase.

(b

Figura 8. Substituenti GelMA dupa liofilizare. Imagini SEM reprezentative la: (a) marire 17 X,

(b) marire 25 X.Capitolul 6: Articole originale in extenso
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Capitolul 6: Articole originale in extenso

Articolul 2: Substituenti imprimati 3D din materiale compozite care contin poli-e-
caprolactona si hidroxiapatita dopata cu strontiu pentru refacerea oaselor afectate de

osteoporoza

O provocare in ingineria tisulara si in sectorul farmaceutic este dezvoltarea de sisteme de
eliberarea locala controlatd a medicamentelor care ridica probleme atunci cand sunt
administrate sistemic. Strontiul este un exemplu de agent anti-osteoporotic eficient,
utilizat in tratarea osteoporozei datorita mecanismele de actiune atat anti-resorbtive céat si
anabolice. Proiectarea substituentilor ososi cu o mai mare capacitatea de a promova
regenerarea osoasd este un subiect de cercetare de actualitate. In acest studiu am
dezvoltat materiale compozite tridimensionale (3D) multistrat pentru ingineria tesutului
0s0s pe baza de nanohidroxiapatita (HA), nano-hidroxiapatitd cu continut de Sr (SrHA) si
poli-e-caprolactona (PCL) prin tehnica de fabricare prin extrudare a materialului. HA si
SrHA obtinute anterior cu diverse continuturi de Sr au fost utilizate pentru materialul
compozit. Compatibilitatea chimicd, morfologicad si biologica au fost investigate.
Materialele compozite printate 3D au aratat o buna citocompatibilitate si potential
osteogen, ceea ce este Tn mod specific recomandat in aplicatii cand este necesara o

mineralizare mai rapida, cum ar fi tratamentul osteoporozei.
Metode de caracterizare a substituentilor imprimati 3D din materiale compozite

Analiza termogravimetrica (TG) a fost efectuata utilizdnd un instrument Mettler
Toledo TGA/SDTA851e sub un flux de aer sintetic de 80 ml/min, utilizdnd vase ceramice
deschise. Viteza de incalzire a fost ajustata la 10 °C/min si intervalul de temperatura a fost

intre 25 °C si 800 °C.

Masuratorile SEM au fost efectuate folosind un microscop electronic cu scanare cu
pistol cu emisie de cAmp (FEG-SEM) Quanta Inspect F50, cu o rezolutie de 1,2 nm. Au fost
observate morfologiile de suprafata ale probelor precum si dimensiunea firelor. Pregatirea
probei a inclus imersarea in azot lichid si ruperea schelelor folosind lovituri usoare de

pistil, acoperire cu aur si, ulterior, fixarea esantionului pe butuci de aluminiu folosind
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banda de carbon. Imaginile au fost colectate prin software-ul echipamentului. Pentru a
determina diametrele medii ale firelor si porilor (diametrul Feret) din imaginile SEM, a fost
utilizat software-ul Imagel) (National Institutes of Health, Bethesda, SUA).Macromorfologia
substituentilor din PCL, PCL-HA si PCL-SrHA (Figurile 1 a si b) indica o buna conformitate
cu modelul CAD. Substituentii prezinta o structura poroasa macroscopica regulata si sunt
multistratificate. Firele sunt bine definite si observate clar atat macroscopic, cat si

microscopic (Figura 1 c). Nu este nicio diferenta evidenta intre substituenti.

Proprietati mecanice. Toate testele au fost efectuate pe probe cilindrice la
temperatura camerei folosind Shimadzu Autograph AGS-X 20kN (Shimadzu, Tokyo,
Japonia). Diametrul si grosimea tuturor probelor au fost masurate inainte de testare.
Testarea a fost efectuata la o rata de incarcare constanta de 0,5 mm/min si o incarcare
maxima de 4000 N.

Bioactivitatea chimica in vitro a fost evaluata dupa imersarea probelor in solutie de
fluid corporal simulat (SBF) la 37 °C timp de 28 de zile cu ajutorul SEM cuplat cu
spectrocopie EDX, precum si prin masurarea pe tot parcursul experimentului a greutatii
probelor, pH-ul si conductibilitatea SBF. A fost folosit un pH-metru inoLab Multi 9630 IDS
(Xylem, DC, US). Prepararea solutiei de SBF a fost efectuata conform retetei si procedurii
lui Kokubo [29]. SBF nu a fost reimprospatat in timpul experimentului. Dupa imersie,
probele au fost indepartate din mediul SBF, clatite cu apa deionizata si uscate la
temperatura camerei. Probele au fost analizate folosind SEM si raze X cu dispersie de
energie (EDX) pentru a determina formarea stratului de apatita pe suprafata schelelor dupa

28 de zile.

Evaluare biologica in vitro. Pre-osteoblastele de soarece (linia celulara MC3T3-E1)
au fost crescute in mediu Dulbecco Modified Eagle (Invitrogen, SUA) cu 10% ser fetal bovin
(Gibco, SUA) la 37°C intr-o atmosfera umidificatd cu 5% CO2. Celulele au fost insdmantate
la o densitate celulard de 6 x 104 celule/cm? pe suprafata plastica a culturii de tesut
(TCPS), care a servit drept control, pe partea superioard a probelor care au fost anterior
sterilizate sub lumina UV timp de 2 ore. Dupa 24 de ore de incubare in conditii standard au

fost efectuate testele de biocompatibilitate.

21



Viabilitatea celulara a fost masurata utilizand testul cu 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazoliu (Sigma-Aldrich, SUA) (MTT). Mediul de cultura a fost indepartat la sfarsitul
timpului de incubare si celulele au fost incubate cu 1 mg/mL solutie MTT timp de 2 ore la
37°C. Cristalele de formazan violet formate in celulele viabile au fost dizolvate cu 2-
propanol (Sig-ma-Aldrich, SUA) si absorbanta a fost masurata la 595 nm folosind un cititor

de microplaci (FlexStation 3, Molecular Devices, SUA).

Concentratia de oxid nitric (NO) in mediul de cultura colectat dupa cele 24 de ore de
incubare a fost masurata folosind reactivul Griess, o solutie stoechiometrica (v/v) de
diclorhidrat de naftiletilendiamina 0,1%, sulfanilamida 1% in acid fosforic 5%). Absorbanta
amestecului format din volume egale de supernatanti medii si reactiv Griess a fost citita la
550 nm folosind un cititor de microplaci si concentratia de NO a fost calculata din curba

standard NaNO..

Mediul de cultura a fost recoltat dupa 24 de ore de crestere a osteoblastelor in
prezenta probelor testate si utilizat pentru masurarea eliberarii de lactat dehidrogenaza
(LDH) cu Cytotoxicity Detection KitPLUS (Roche, SUA), urmand instructiunile
producatorului. Volumele de 100 uL de supernatanti de cultura au fost amestecate cu 100
uL amestec de catalizator si solutie de colorant si incubate timp de 20 de minute intr-un
loc intunecat. Dupa ce reactia a fost oprita, absorbanta a fost citita la 490 nm folosind un

cititor de microplaci (Flex Station 3, Molecular Devices, SUA).

Dupa incubare, celulele au fost fixate cu 4% paraformaldehida timp de 20 de minute
si permeabilizate cu 0,1% Triton X-100 — 2% albumina serica bovina timp de 45 de minute.
Filamentele de actina au fost colorate cu 10 ug/ml faloidin-FITC (izotiocianat de
fluoresceina) iar nucleele au fost colorate cu 2 ug/ml DAPI (4’,6-diamino-2-fenilindol).
Pentru a captura imaginile a fost folosit un microscop cu fluorescenta inversata Olympus
IX71. Testele in vitro au fost efectuate in trei exemplare si rezultatele au fost calculate ca
medie * abaterea standard (SD) a trei experimente independente. Analiza statistica a fost
efectuata pe trei replici per proba prin testul t Student nepereche, iar diferentele au fost

considerate semnificative pentru o valoare p mai mica de 0,05.
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Analize statistice. Datele sunt reprezentate ca medie * abaterea standard (S.D.).
Graficele si analiza statistica au fost realizate folosind software-ul MS Excel. Datele au fost
comparate utilizdnd analiza unidirectionala a variantei (ANOVA), urmata de un test t cu

doua cozi. Valorile p < 0,05 au fost considerate semnificative statistic.
Rezultate si discutii

Designul substituentilor din PCL 70% - HA/SrHA 30%. Macromorfologia schelelor
PCL, PCL-HA si PCL-SrHA (Figurile 1 a si b) indica o buna conformitate cu modelul CAD.
Substituentii prezinta o structura poroasa macroscopica multistratificata. Firele sunt bine
definite si observate clar atat macroscopic, cat si microscopic (Figura 1 c). Nu era nicio

diferenta evidenta intre probe.
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Figura 1. Substituenti PCL 70% (wt.) - SrHA 30% (wt.) obtinuti folosind pulbere
HAHTSr10%: (a) vedere macroscopica de sus, (b) vedere laterala macroscopica, (c)

imagini SEM cu vedere de sus in modul EDT.

O suprafata specifica mai mare are o relatie directd cu cresterea adsorbtiei
macromoleculelor si proteinelor, in special a celor implicate in inducerea osteogenezei. Se
recomanda ca diametrul porilor interconectati sa fie de cel putin 300 um pentru a permite
migrarea corecta a celulelor in interiorul grefelor si angiogeneza adecvata, care sunt doua
dintre cele mai importante aspecte pentru formarea de tesut osos nou in porii existenti®.
Macroporii substituentilor obtinuti au fost masurati din micrografiille SEM utilizand

software-ul ImageJ (Figura 2), iar rezultatele obtinute sunt similare recomandarile gasite in

23



literatura, ca diametrul mediu al porilor sa varieze intre 230-320 pm. Rezultatele sunt

similare, cu diferente semnificative statistic doar pentru probele cu 1%Sr..

Size of macroscopic pores

300
250
150
100
50
0

PCL-HAPRSR1 PCL-HAHTSR1 PCL-HAPRSR10 PCL-HAHTSR10

Mean diameter of pores (um)
g

Figure 2. Valorile diametrului macroporilor la compozite PCL si 70% PCL - 30% SrHA.
Rezultatele sunt reprezentate ca medie + SD; litere diferite indica diferente semnificative

intre fiecare proba (p < 0,05)..

Masuratorile TG au fost efectuate pe substituenti imprimati 3D pentru a cuantifica
continutul de HA/SrHA la sfarsitul procesului de fabricare al acestora. O proba de ~12 mg
in greutate a fost incalzita la 800°C cu o viteza de 10°C/min, iar pierderea in greutate a
probei a fost inregistratd in timp. In plus, pentru control, o granuld de PCL (~ 15 mg in
greutate) a fost testatd in acelasi mod. Analiza TG a fost utilizata pentru a evalua
compozitia (% Tn greutate) a materialelor compozite preparate prin tehnica de amestecare
in topitura, precum si stabilitatea lor termica. Toate materialele compozite au avut
compozitii experimentale apropiate de valoarea de proiectare de 70% PCL si 30%
HA/SrHA, asa cum se vede in Tabelul 1. Toate probele au demonstrat un profil de
descompunere intr-o singura etapa cu o singura temperatura de tranzitie si stabilitate
termica similara, cu descompunerea incepand cu aproximativ 250°C; totusi, probele
compozite par a termina degradarea la o temperatura mai scazuta in comparatie cu
probele simple PCL, asa cum se vede in Figura 3 pentru compozitele care contin
HAPRSr10% si HAHTSR10%. Acest lucru se poate datora unui efect catalitic al acestor

pulberi si, cel mai probabil, unei conductivitati termice mai bune in interiorul masei.
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Figura 3. Masuratorile TG/DTG pe probele de PCL si compozite care contin HAPRSr10% si

HAHTSr10%.

Avand in vedere faptul ca componenta ceramica HA/SrHA este singura componenta

care nu se descompune in timpul procesului TGA, se poate presupune ca pe parcursul

intregii prelucrari nu se obtin eterogenitati, iar compozitia finala este apropiata de cea

dorita, pentru toate probele cu HA/SrHA obtinute prin precipitare sau hidrotermal.

Tabel 1. Masuratorile TG pe compozite 70% PCL - 30% HA/SrHA..

Continutul determinat in probe
Proba Metodade | o/ (ca+sr)(%) (% wt.)
sinteza

HA/SrHA PCL
PCL-HAPRSr1 1 28.7 71.3
PCL-HAPRSr5 5 29.2 70.8
PCL-HAPRSr10 Precipitare 10 28.7 71.3
PCL-HAPRSr20 20 28.4 71.6
PCL-HAPRSr30 30 27.3 72.7
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PCL-HAHTSr1 1 29.1 70.9
PCL-HAHTSr5 5 28.8 71.2
PCL-HAHTSr10 Hidrotermal 10 29.4 70.6
PCL-HAHTSr20 20 28.7 71.3
PCL-HAHTSr30 30 28.8 71.2

Pentru a investiga morfologia suprafetei probelor obtinute si dimensiunile firelor, a
fost efectuata analiza SEM. Evaluarea morfologica a probelor imprimate 3D la diferite
mariri indica faptul ca acestea au afisat un nivel ridicat de fidelitate fatda de modelul CAD
original (Figurile 4, 5 si 6), cu o arhitectura a porilor complet deschisa si interconectata.
Diametrul firului a fost masurat folosind software-ul Imagel) pentru mai multe probe (Figura
7), iar valoarea medie a fost apropiata de valoarea tinta teoretica a acului de imprimare
(400 pm). Firele PCL au avut valori mai mari semnificative statistic decét firele probelor din
compozite, datoritd comportamentului tipic al biomaterialelor pe bazad de polimeri
vascoelastici, care tind sa se extinda la extrudarea din duza [31]. Cu toate acestea, nu au
fost observate diferente semnificative intre compozitele care contin 10%Sr.

Imaginile obtinute la o magnificatie mai mare utilizdnd scanarea de deasupra si
modul de electroni retroimprastiati (CBS) au evidentiat prezenta particulelor SrHA si
micro-porozitatea pe suprafata tuturor probelor analizate (Figura 8). Suprafata
filamentelor compozite a aparut mai putin neteda decéat a celor din PCL. Micropori mai
multi si mai mici pot fi observati in cazul probelor compozite, in comparatie cu cele din
PCL. Acest lucru s-ar putea datora ciocnirii particulelor ceramice cu regiunile cristaline
PCL care cresc in timpul solidificarii, asa cum mentioneaza alti autori [32]. Imaginile in
sectiune transversala, chiar si la o0 magnificatie mai mica indica aglomerarea particulelor
ceramice Tn probele pe baza de compozit atat in modurile CBS, cat si in modul Everhart-
Thornley Detector (ETD) (Figura 5 si 6), dar nu exista o aglomerare critica, ceea ce

inseamna ca s-au obtinut materiale omogene.
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(a) (b)

Figura 5. Imagini SEM in sectiune transversala ale probelor compozite 70% PCL - 30%

SrHA: (a) PCL - HAPR-Sr1%, (b) PCL - HAPR-Sr10%.

Figura 6. Imagini SEM ale probelor compozite 70% PCL - 30% SrHA (a) PCL - HAHT-Sr1%,
(b) PCL-HAHT-Sr10%.
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Figura 7. Valorile diametrulw flrulw extrudat pentru probele de PCL si compozite 70% PCL

Strand Diameter (pm)

- 30% SrHA. Rezultatele sunt reprezentate ca medie * SD; litere diferite indica diferente

semnificative intre fiecare proba (p < 0,005).

(c) (d)
Figura 8. Imagini SEM de deasupra ale probelor de compozite 70% PCL - 30% SrHA printate

3D: (a) PCL-HAPR-Sr1%, (b) PCL - HAHT-Sr1%, (c) PCL - HAPR-Sr10%, (d) ) PCL - HAHT-
Sr10%.
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Suprafata probelor este foarte importanta deoarece aceasta este in contact direct
cu fluidele, celulele si tesuturile din jur. Suprafetele dezvaluie particule de HA partial
incorporate in matricea polimerica, dar si pori micrometrici. Rugozitatea suprafetei este
importanta deoarece poate permite o mai buna interactiune celula-grefa si, prin urmare, o
mai buna atasare a celulei pe suprafata. Porii au fost analizati cantitativ cu ajutorul Image)
si prezentati folosind diametrul Feret mediu (Figura 9). Dimensiunea medie a fost similara
in toate probele compozite, fara diferente semnificative statistic, dar diferitd din punct de
vedere statistic de proba PCL care a prezentat polidispersitate in forma de pori si un
diametru mediu mai mare. Aceste masuratori indica faptul ca porii observati se afla in
intervalul de diametru optim pentru aderenta celulara (1-10 pm in diametru), similar cu
microstructura matricelor extracelulare decelularizate derivate din tesuturi si organe[33].
Porii de suprafata cu dimensiunea de 3-12 pm sunt importanti pentru contactele directe
celuld-celuld si migratiune[34]. Impreund cu macroporii mai mari obtinuti in mod
intentionat prin proiectarea CAD, acesti pori mai mici creeaza o arhitectura a porilor pe mai
multe nivele care promoveaza in mod substantial aderenta, viabilitatea si proliferarea

celulelor.

Average Size of Pores (um)

Feret Diameter (um)

0
PCL PCL-HAPRSR1 PCL-HAHTSR1 PCL-HAPRSR10 PCL-HAHTSR10

Figura 9. Dimensiunea medie a porilor utilizand masuratorile diametrului Feret pe probe de
PCL si compozite 70% PCL - 30% SrHA. Rezultatele sunt reprezentate ca medie *+ SD;

literele diferite indica diferente semnificative intre fiecare proba (p < 0,05).

30



Morfologia substituentilor din materiale compozite a fost evaluata dupa imersiunea
de 28 de zile in fluid corporal simulat (SBF) utilizand microscopia electronica cu scanare
(SEM), iar rezultatele sunt prezentate in figurile 15 si 16. Dupa imersare, caracteristicile
suprafetei, cum ar fi porii si rugozitatea, au ramas neschimbate. de catre SBF. Cu toate
acestea, a fost detectata o acoperire continua de apatita, de aproximativ 6 pm grosime, pe
toate probele, sustinuta de analiza EDX. in mod deosebit, a fost observats o tendinta de
fisurare sau exfoliere a stratului de apatita in toate probele, indicand o potentiala aderenta
inadecvata intre suprafata schelei (in special PCL) si acoperirea minerala. Factori precum
variatiile pH-ului, schimbul de ioni si dizolvarea componentelor (HA) pot influenta
stabilitatea si integritatea acoperirii minerale. Imaginile SEM in sectiune transversala au
dezvaluit pori umpluti cu apatita in cadrul schelei si formarea de aglomerate micronice.
Aceste rezultate implica eficacitatea schelelor in promovarea mineralizarii, dar subliniaza
necesitatea unei optimizari suplimentare a protocoalelor de fabricatie si a strategiilor de
proiectare a materialelor pentru a imbunatati aderenta si durabilitatea stratului de apatita

pe schele imprimate 3D.
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Figura 15. Imagini SEM ale compozitelor imprimate 3D care contin SrHA obtinute prin
precipitare, dupa 28 de zile de imersare in SBF: (a) PCL-HAPR-Sr1%, (b) PCL-HAPR-Sr5%
(c) PCL-HAPR-Sr10% ( d) PCL-HAPR-Sr20%.
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(d)

Figura 16. Imagini SEM ale compozitelor imprimate 3D care contin SrHA obtinuta

hidrotermal, dupa 28 de zile de imersare in SBF: (a) PCL-HAHT-Sr1%, (b) PCL-HAHT-Sr5%
(c) PCL-HAHT- Sr10% (d) PCL-HAHT-Sr20%

Pentru a evalua biocompatibilitatea diferitelor tipuri de substituenti imprimati 3D, a
fost efectuata colorarea cu F-actina a celulelor MC3T3-E1 atasate pe suprafata acestor
materiale. Imaginile prezentate in Figura 17. au relevat o buna aderenta a acestor celule

pentru toate tipurile de probe testate, fiind distribuite pe toata suprafata acestora dupa 24
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de ore de incubatie. O buna citocompatibilitate a fost observata pentru proba PCL (Figura
17 a), asa cum a fost raportata anterior?. In cazul probelor care contin SrHA obtinute prin
precipitare, cea mai buna morfologie celulara a fost obtinuta pentru Sr1, 5 si 10 (Figura 17
b). Pentru probele pe bazd de HAHT, adaugarea de Sr creste atasarea celulara in
comparatie cu proba PCL-HAHT (Figura 17 c). Analiza imaginilor surprinse la o magnificatie
mai mare a indicat o densitate celulard mai mare pentru PCL-HAPR, PCL-HAPR-Sr1, 5 si
10, observdndu-se o retea organizata de filamente de actina cu numeroase jonctiuni
celula-celuld, care sugereazé un osteoblast functional. In plus, a fost demonstrata o buna

interactiune celulara pentru PCL-HAHT-Sr30.

PCL-HAPR PCL-HAPR-Sr10~

PCL-HAPR PCL-HAPR-Sr10

PCL-HAPR-Sr1 PEL-HAPR-5r20 PCL-HAPR-Sr1 PCL-HAPR-5r20

PCL-HAPR-Sr5 PCL-HAPR-Sr30 PCL-HAPR-Sr5 PCL-HAPR-Sr30

34



PCL-HAHT PCL-HAHT-Sr10 PCL-HAHT PCL-HAHT-Sr10

PCL-HAHT-Sr1 _* PCL-HAHT-Sr20 PCL-HAHT-Sr1

Exm] PCL-HAHT-Sr20

PCL-HAHT-Sr5 PCL-HAHT-Sr30

PCL-HAHT-Sr5 Exzd] PCL-HAHT-Sr30

(c)

Figura 17. Imagini reprezentative ale microscopiei cu fluorescenta cu magnificatii diferite
dupa 24 de incubare care arata colorarea citoscheletului de actina in pre-osteoblastele
MCB3T3-E1 atasate pe suprafata probelor imprimate 3D: (a) care contine doar PCL, (b)
contin SrHA obtinuta prin precipitare (c) care contine SrHA obtinuta hidrotermal. F-actina a

fost colorata in verde cu faloidin-FITC si nucleele in albastru cu DAPI.

Adziunea relativa celulara a fost investigata pentru toate probele folosind imagini de
microscopie cu fluorescenta. Imaginile au fost analizate cantitativ cu ajutorul ImageJ si
rezultatele au fost prezentate ca numar mediu de celule (Figura 18). In cazul compozitelor
care contin SrHA obtinute prin precipitare, rezultatele sunt mai mari pentru concentratii
mai mici de Sr, in timp ce in cazul probelor care contin SrHA obtinuta hidrotermal rezultate
mai bune au fost la concentratii mai mari, in afara de PCL - HAHT-Sr20%. Desi probele de
PCL au avut si rezultate bune, confirmand natura biocompatibild a acestui polimer si
utilitatea sa in dezvoltarea de noi materiale compozite, se considera ca imbunatatirea

adusa de HA/SrHA adaugat este mai vizibila pe perioade mai lungi de timp [27].
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Figura 18. Analiza cantitativa a aderentei celulare pe probe dupa 24 de ore de incubatie.

Rezultatele sunt reprezentate ca medie = SD (n=3).

Citocompatibilitatea buna a tuturor substituentilor a fost confirmata de activitatea
metabolica a osteoblastelor MC3T3-E1 masurata prin test MTT (Figura 19 a), nefiind
diferente importante intre probe. Cu toate acestea, cele mai scazute valori au fost
observate in cazul Sr20, pentru ambele tipuri de HA. n plus, evaluarea biologica a inclus
examinarea celulelor atasate la suprafata de plastic a vasului de cultura, sub substituenti.
Coloratia cu F-actind a relevat o atasare ridicata a pre-osteoblastelor (Figura S3 din
Informatii suport), nefiind perturbate de materiale, confirmand biocompatibilitatea
acestora pentru celulele invecinate in cazul aplicarii ingineriei tisulare. Mai mult, nivelul de
NO a fost neschimbat in comparatie cu celulele de control (neexpuse la materiale),
sugerand c& substituentii nu au indus inflamatie (Figura 19 b). In cazul eliberarii de LDH,
cel mai Tnalt nivel a fost obtinut dupa incubarea cu PCL-HAPR-Sr20, fiind in acord cu
rezultatele testului MTT (Figura 19 a) si colordrii cu F-actina (Figura 17). In acest caz,

adeziunea scazuta ar putea fi corelata cu o pierdere a integritatii membranei celulare.
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Figura 19. Evaluarea biocompatibilitatii probelor imprimate 3D, care contin PCL si
HA/SrHA obtinute prin precipitare si hidrotermal, dupa 24 de ore de incubare cu pre-
osteoblaste MC3T3-E1 prin masurarea viabilitatii celulelor atasate pe aceste probe: (a)
Viabilitatea celulara a fost evaluata prin test MTT si reprezentata ca medie = SD (n=2); (b)
Nivelul de NO si eliberarea de LDH in mediul de cultura. Rezultatele au fost calculate ca
medie = SD (n=3) si exprimate in raport cu martorul (celule incubate fara probe) pentru

testele NO si LDH (*p < 0,05 si **p < 0,01 in comparatie cu martor).
Concluzii

Materialele compozite PCL 70% - HA/SrHA 30% au fost obtinute prin amestecare
prin topire si utilizate pentru imprimarea 3D a substituentilor prin tehnica FDM.
Amestecarea prin topire este simpla, eficientd din punct de vedere al costurilor si evita
citotoxicitatea asociata cu reziduurile de solventi. Tehnica FDM este simplu de utilizat,
fiabila si capabila sa puna in practica proiecte complexe. Designul substituentilor 3D a fost
potrivit pentru performanta biologica generala datorita aranjamentului adecvat al firelor,
grosimii stratului si porozitatii. Rezultatele experimentale indica faptul ca substituentii 3D
obtinuti favorizeaza aderenta si proliferarea pre-osteoblastelor atasate acestor suprafete,
evitdnd dezavantajele asociate cu o slaba integrare a biomaterialelorr din cauza

interactiunii lor scazute cu celulele.

Per total s-au obtinut rezultate bune, desi in cazul coloratiei cu F-actina, cea mai

buna morfologie celulara a fost obtinuta pentru concentratii mai mici de Sr, iar ulterior, in
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cazul eliberarii LDH, cel mai inalt nivel a fost obtinut dupa incubarea cu PCL-HAPR- Sr20,
fiind Tn acord cu rezultatele testului MTT si a colorarii cu F-actina. Scaderea adeziunii ar
putea fi corelatd cu o pierdere a integritatii membranei celulare. Pe baza viabilitatii
celulare, a analizei cantitative a adeziunii celulare si a proprietatilor mecanice, consideram
ca probele care contin SrHA cu o concentratie mai mica de Sr sunt mai potrivite pentru
aplicatiile Tn tesutul osos. De asemenea, compardnd rezultatele generale intre
compozitele care contin HA/SrHA obtinute prin diferite metode de sinteza, consideram ca
este recomandata metoda precipitarii. Metoda de sinteza prin precipitare are avantajele
suplimentare de a fi mai simpla, usoara, mai putin costisitoare si, dupa cum s-a aratat
anterior??, are o structurda mai amorfa si o compozitie ce integreaza ionii de carbonat,
capabila sa se integreze mai bine in tesutul gazda datoritd asemanarilor cu apatita

naturala.

Strategia de fabricatie aplicata in acest studiu poate fi utilizatd pentru dezvoltarea
de substituenti mai complecsi si specifici pacientului, permitdnd includerea unor
substante bioactive suplimentare in aceste compozite care se potrivesc mai bine cu
nevoile specifice ale pacientului in ce priveste tesutul osos. Este de asteptat ca strategii
similare sa poata fi utilizate pe scara larga si, astfel, materiale asemanatoare sa evolueze
ca un dispozitiv medical de ultima generatie pentru gestionarea fracturilor de osteoporoza

sau chiar a altor defecte osoase.
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Capitolul 7: Concluzii generale si perspective

Obiectivele principale ale acestei teze au fost dezvoltarea si caracterizarea
substituentilor din materiale compozite imprimate 3D pentru aplicatii de inginerie a
tesutului osos compuse din 70% wt. PCL si 30% wt. SrHA prin tehnica FDM, precum si 10%
g/v GelMA si 5% g/v SrHA prin tehnica DLP, ambele cu concentratii diferite de Sr. Pe baza
metodei de sinteza s-au obtinut doua tipuri de SrHA, prin precipitare (PR) si, respectiy,
hidrotermal (HT). Acest lucru ne permite sa comparam cele doua metode pentru a crea o
intelegere mai aprofundata a influentei pe care sinteza ceramicii o are asupra proprietatilor
substituentilor din materiale compozite. Fiecare component al substituentilor din

materiale compozite a fost caracterizat temeinic.

Pulberile de HA/SrHA sintetizate au fost caracterizate din punct de vedere al
compozitiei chimice, cristalinitatii si morfologiei folosind EDX, XRD, SEM si TEM. Ambele
protocoale de sinteza au produs cu succes HA prezentand raporturi Ca:P asemanatoare cu
valoarea stoechiometrica de 1,67. HA obtinut prin PR a prezentat o forma rotunda, in timp
ce HA obtinut prin HT a prezentat o morfologie in forma de tija. SrHA a fost integrat in
matricea PCL pentru a forma compozitul utilizat pentru obtinerea substituentilor 3D.
Substituenti PCL - SrHA au fost fabricati prin tehnologia asistata de presiune a 3D
Bioplotter de la EnvisionTEC. A fost incorporata atat HA/SrHA obtinuta prin PR céat si cea

obtinuta prin HT la o concentratie de +30% wt., prezentand o forma circulara cu un model
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de rectangular, un fir cu diametru de 360 pm, si 600 pm intre fire, avand 8 straturi. Procesul
de imprimare a fost optimizat pentru a obtine structuri stratificate cu porozitate deschisa.
Substituentii din materiale compozite PCL - HA/SrHA imprimate 3D au fost bine
caracterizate. Analiza TG a fost folositd pentru a evalua procentul de componente
anorganice si organice ale compozitelor. SEM a fost folosit pentru a observa detaliile
morfo-structurale ale suprafetei si sectiunii transversale ale substituentilor, oferind
perspective asupra microstructurii si porozitatii acestora. Analizele vizuale ale imaginilor
SEM au evidentiat o dispersie similara a HA/SrHA in PCL pentru toate probele.
Caracteristicile mecanice ale substituentilor au fost evaluate pentru a asigura alinierea cu
fortele pe care trebuie sa le suporte osul in timpul functionarii normale. Evaluarea
bioactivitatii chimice a fost efectuata pentru a determina capacitatea substituentilor de a
interactiona si de a se amesteca satisfacétor in tesutul osos autentic. In cele din urma, a
fost efectuata examinarea citotoxicitatii pentru a evalua biocompatibilitatea si capacitatea
substituentilor de a evita reactiile adverse, asigurdnd siguranta acestora in aplicatiile de
inginerie a tesutului osos. Testele de compresie efectuate pe substituentii din materiale
compozite au indicat valori generale similare cu cele pentru substituentii pe baza de PCL.
Au fost observate mici diferente intre substituentii care contin HA/SrHA obtinute prin PR si
prin HT. In general, probele cu SrHA obtinuta prin PR a avut rezultate mai bune. Aceste

distinctii au fost atribuite caracteristicilor componentei ceramice.

SrHA a fost, de asemenea, folositd pentru a fabrica substituenti din materiale
compozite GelMA - HA/SrHA prin imprimare 3D bazata pe tehnica DLP. GelMA fotocurabila
cu un grad aproximativ de substitutie, de 75,4% grade de metacriloilare a fost sintetizata
din gelatina din piele de porc (tip A) si anhidrida metacrilica la diferite concentratii.
Amestecuri 10% g/v GelMA si 5% g/v SrHA au fost apoi fotopolimerizate folosind litiu fenil-
2,4,6-trimetilbenzoil fosfinat (LAP) ca fotoinitiator si o sursa de lumina UV la 405 nm si 12
mW/cm? pentru a obtine geluri fotopolimerizate. S-a observat ca proprietatile mecanice ale
compozitelor din hidrogel se imbunatatesc prin adaugarea de SrHA. Compozitele
reticulate rezultate au fost analizate Tn ce priveste compozitia chimica folosind

spectroscopie FTIR pentru a confirma reticularea reusita a materialului. Structura si
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morfologia lor externa au fost evaluate prin SEM. Analizele de gonflare au fost efectuate pe
substituentii din materiale compozite pe baza de GelMA liofilizate, demonstradnd o rata
scazuta de gonflare. Evaluarile capacitatii de gonflare ale compozitului pe baza de GelMA
liofilizat au prezentat procente mai mici de gonflare in comparatie cu GelMA simplu.
Analizele structurale si morfologice ale substituentilor din materiale compozite pe baza de
GelMA au fost efectuate folosind TG, SEM, relevand diferente corelate cu categoria si

concentratia de HA/SrHA in compozite.

O abordare potentiald pentru imbunatatirea proprietatilor mecanice si chimice ale
hidrogelurilor este de a fincorpora o componenta ceramica, profitdnd de
biocompatibilitatea ceramicii si rezistenta sporita. Eforturile viitoare vor explora crearea de
substituenti GelMA — SrHA cu continut diferit de SrHA. Produsele rezultate trebuie sa fie
supuse unei analize care sa cuprinda proprietatile mecanice, structurile interne si externe,
precum si comportamentele de gonflare si degradare. Mai mult, pot fi generati noi
substituenti din materiale compozite imprimate 3D prin explorarea metodelor alternative
de reticulare. Aceasta abordare ar putea facilita crearea de structuri cu forme mai precise

si proprietati mecanice personalizabile.

Provocarile si directiile viitoare de cercetare pentru diverse aplicatii medicale 3D
includ Tmbunatatirea rezolutiei de imprimare, a vitezei si a repetabilitatii in ingineria
tesuturilor, precum si cresterea interactiunilor celulare si a migratiei in medicina
regenerativa. Pentru replicile de tesut proiectate, integrarea structurilor neuronale si
vasculare este cruciala. Crearea de organe complet functionale, de dimensiuni comune,

necesita combinarea imprimarii celulare cu alte tehnici de biofabricare.

Toate biomaterialele care contin Sr, obtinute Tn acest studiu, au prezentat proprietati
superioare Tn comparatie cu analogii lor fara Sr. Prin urmare, substituentii proiectati au
evidentiat perspective incurajatoare pentru materialele pe baza de SrHA cu activitate
antiosteoporoza. Rezultatele pot incuraja aceasta directie de cercetare catre faza viitoare
prin efectuarea de teste in vivo pentru a dovedi utilizarea in siguranta a acestor materiale
ca sursa locala de Sr in zonele osoase afectate. Proiectarea si imprimarea 3D a
substituentilor poate promova gestionarea intr-un mod individualizat a diferitelor boli
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osoase. Profilul de eliberare al unei substante active ar putea fi adaptat nevoilor
pacientului. De asemenea, forma macroscopica a substituentilor si performantele
mecanice pot fi adaptate tipului de tesut osos ce urmeaza a fi restaurat. De asemenea,
consideram ca substituentii fabricati indeplinesc indicatorii cheie pentru utilizarea
eficientd a acestora, si care includ porozitate ridicata, o structurd a porilor complet

interconectata si o rata de degradare treptata a biomaterialului®®.

Pe scurt, acest studiu ilustreaza fezabilitatea proiectarii substituentilor 3D din
materiale compozite cu continut de strontiu folosind diverse materiale si tehnologii de
fabricatie. Aceasta abordare permite fabricarea de structuri compozite cu proprietati fin
reglate prin ajustarea designului, materialelor alese si concentratiei acestora, metodelor si
gradelor de reticulare. Structurile compozite produse in acest studiu au rezultate
promitatoare pentru aplicatiile de inginerie tisulara, in special in cazurile care necesita
repararea si regenerarea osului, dar au potential si pentru interfetele diferitelor tesuturi,

cum ar fi cazul interfetelor osteocondrale.
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