Structuri poroase biomimetice obtinute prin printare 3D pentru
ingineria tesutului osos (Acronim: BIOGRAFTPRINT)

Etapa 2 — Designul compozitional si morfologic al materialelor utilizate ca substituenti de
grefi osoasi. Raspunsul pe termen lung al osteoblastelor. Evaluarea raspunsului biologic in
vitro al macrofagelor la materialele realizate. Demonstrarea si validarea tehnologiei de
printare 3D si a produsului demonstrator

Act. 2.1 Finalizare — Caracterizarea morfo-structurala a materialelor printate 3D-UPB

Act. 2.2 Finalizare -Testarea stabilitatii morfo-structurale in SFB a structurilor printate 3D-UPB
Act. 2.3 Finalizare - Studii avansate asupra raspunsului osteoblastelor la materialele printate-UB
Act. 2.4 Evaluarea in vitro a raspunsului inflamator al macrofagelor la materialele printate-UB
Act. 2.5 Model experimental in vivo pentru capacitatea de oseointegrare a implantului printat
3D-UB

Act. 2.6 Elaborarea documentatiei tehnice pentru implanturile osoase printate 3D si pentru
tehnologia de fabricatie a acestuia UB/UPB

Act. 2.7 —Diseminare-Elaborare articol stiintific -Participare la manifestari stiintifice nationale
si/sau internationale UB/UPB

Act. 2.8 Diseminare

REZUMATUL ETAPEI 2 DE EXECUTIE A PROIECTULUI

Studiile realizate Tn aceasta etapa 2 a proiectului au avut ca scop caracterizarea morfo-
structurald a materialelor printate 3D si stabilitatea lor in solutii care simuleaza fluidele
biologice, evaluarea in vitro a raspunsul osteoblastelor si macrofagelor la suporturile printate 3D,
manufacturarea implanturilor conform tehnologiei de printare stabilite, precum si realizarea
studiilor in vivo.

Materialele compozite pe baza de COLL/HA/CS/ALG obtinute prin printare 3D prezinta
o structurd poroasa, macroporii avand dimensiune de 420x420um, iar grosimea peretelui lor
fiind de ~300um. In functie de acul utilizat pentu printare aceste dimensiuni pot varia
considerabil.

Structurile poroase compozite au fost analizate prin microscopie FTIR in vederea evaludrii
comportamentului si stabilitatii lor in timp. Astfel, probele au fost analizate la lungimile de unda
caracteristice colagenului si hidroxiapatitei. Benzile cele mai importante sunt cele de la 1240 si
1450 cm iar mentinerea acestor benzi la intensititi similare este o dovadi a integrititii structurii
colagenice. Probele obtinute, au fost, de asemenea evaluate din punct de vedere al stabilitatii



fizico-chimice, fiind mentinute pentru 6 saptdmani in solutii care simuleaza fluidele biologice,
uscate (prin liofilizare) si analizate din nou. Deoarece spectrul spectrul FTIR al materialului
colagenic nu prezinta modificari, reiese faptul ca degradarea probelor a fost minimala.

Studiile in vitro realizate de UB au ardtat ca suporturile printate analizate sustin
capacitatea de adeziune, morfologia, viabilitatea, proliferarea si diferentierea osteoblastelor
MC3T3-E1. Se observa o crestere a ratei de proliferare si a expresiei markerilor specifici
diferentierii analizati (ALP, OPN) de la un timp de incubare la altul, efect observat pentru toate
probele analizate, in proportii variate. Un alt obiectiv realizat a constat n investigarea efectului
materialelor asupra activarii macrofagelor si secretiei de molecule pro-inflamatorii utilizand ca
model experimental linia celulara de macrofage RAW 264.7. Astfel, s-a investigat, morfologia,
viabilitatea, proliferarea celulara precum si expresia mediatorilor pro-inflamatori (TNF-a, I1L-6)
si a NO eliberati de catre macrofage ca raspuns la contactul cu suporturile dezvoltate, atat in
conditii standard de cultivare cat si in conditii inflamatorii (in prezenta de lipopolizaharid).

Pentru studiile in vivo implanturile manufacturate conform tehnologiei de printare
dezvoltate de catre partenerul UPB din proiect au fost implantate la animale de laborator
(sobolani Wistar). Astfel, inserarea implanturilor pe baza de COLL HA; COLL HA Zn si
COLL _HA_ALG, intr-o fereastra creata la nivelul epifizei femurului, s-a realizat fara
complicatii, ca urmare a protocolului optim de anestezie si abord chirurgical. Monitorizarea
clinica zilnica si radiografiile de control efectuate la 30 si 90 de zile post-implantare au
evidentiat toleranta in tesut a structurilor poroase implantate. La 90 de zile, implanturile poroase
COLL/HA/Zn si COLL/HA/ALG au fost degradate in totalitate de catre organism, spre
deosebire de implantul poros COLL/HA, din care inca se observa reziduuri in cantitate redusa.
Nu au fost observate reactii de tip inflamator (fibrozare, corp strdin, infectie). Tesutul osos si
miduva hematopoieticd si-au pistrat structura histologici normali. In urma examinrii
sectiunilor colorate Tricromic Masson, nu a fost decelat tesut fibros peri-implant. Analizele
imunohistochimice au evidentiat prezenta, macrofagelor rezidente, de dimensiuni mari, cu
margini incretite si numeroase filopodii, caracteristici specifice macrofagelor activate de tip pro-
inflamator (markerul CCR-7). Expresia crescuta a markerului CD 163 specific unui proces anti-
inflamator, se coreleaza cu o buna diferentiere si remodelare a tesutului osos la 3 luni de la
implantare.



