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Raport stiintific consolidat
Perioada implementare iulie-septembrie 2025

Continuand directiile de cercetare stabilite in etapele anterioare ale proiectului, care au vizat
dezvoltarea si caracterizarea unor biomateriale inovatoare cu potential aplicativ in regenerarea osoasa,
etapa actuala se concentreaza pe aprofundarea acestor rezultate prin integrarea tehnologiilor de printare
3D si analiza scaffoldurilor obtinute.

Proiectul REOSTEOMI are ca scop dezvoltarea unor solutii terapeutice de ultima generatie

destinate gestionarii complicatiilor asociate mielomului multiplu (MM), o afectiune complexa a
maduvei osoase care afecteaza profund calitatea vietii pacientilor. Prin valorificarea progreselor recente
in domeniul biomaterialelor si al ingineriei tisulare, proiectul urmareste sa creeze platforme functionale
capabile sa ofere alternative eficiente si personalizate pentru regenerarea si repararea tesutului 0sos
compromis.Un element central al acestei initiative il constituie tehnologia de printare tridimensionala
(3D), care permite conceperea si fabricarea unor structuri cu grad ridicat de complexitate si
adaptabilitate. Aceste structuri sunt proiectate astfel incat sa reproduca fidel arhitectura naturala a osului
si sd ofere un suport mecanic si biologic favorabil proceselor regenerative. Prin caracteristicile lor
morfologice si functionale, scaffoldurile 3D pot stimula atasarea si proliferarea celulara, precum si
diferentierea osteogenicd, ceea ce le transforma in instrumente esentiale pentru terapiile avansate de
reconstructie tisulara.
In cadrul Etapei 9 a proiectului, desfisurata in perioada iulie-septembrie 2025, eforturile de cercetare
s-au orientat asupra analizei scaffoldurilor pe baza de gelatina metacrilata (GelMA), gellan metacrilat
(GellanMA) si oxid de grafena (GO) in diferite concentratii, vizand in special investigarea proprietatilor
nanomecanice si a comportamentului reologic al acestora. In paralel, au fost dezvoltate si scaffolduri
hibride obtinute din gelatind, k-carragenan, nanofibre de celuloza (CNF) si oxid de grafend carboxilat,
structuri care au fost ulterior Inghetate, liofilizate si caracterizate pentru a le evalua printabilitatea si
stabilitatea.

Totodata, o componentd complementara a etapei a vizat elaborarea articolulu “Nanostructured
Gelatin-Gellan Inks Double Reinforced with Cellulose Nanofibrils and Graphene Derivatives for 3D
Printing in Bone Regeneration Applications”. Tn cadrul acestuia au fost prezentate studii experimentale
asupra scaffoldurilor fabricate din gelatind, gellan, CNF si derivati grafenici, evaludndu-se viabilitatea
celulard prin teste Live/Dead efectuate la intervale de 1, 4, 7 si 14 zile. Aceste rezultate ofera o
perspectiva solida asupra potentialului biomaterialelor nanostructurate in aplicatiile de regenerare
osoasa, completand in mod sinergic obiectivele si directiile de cercetare ale proiectului REOSTEOMI.

Prin urmare, activitatile de cercetare desfasurate in aceasta etapa sunt integrate strategic in
urmadtoarele etape ale planului de realizare a proiectului:

Activitatea 1. Printarea 3D in conditii speciale de substituenti ososi personalizati.
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Subactivitatea 1.2. Modificarea unor formulari printabile 3D aprobate de FDA.

In cadrul acestei subactivitati s-au realizat:

- Sinteza unor formulari printabile din gelatina, K-carragenan si CNF-uri.

- Obtinerea de scaffolduri prin printare 3D a celor doua formulari mentionate anterior si reticularea
acestora utilzand clorurd de calciu si genipin.

- Experimente de inghetare a scaffoldurilor.

Subactivitatea 1.3. Obtinerea de formulari printabile compozite cu nanomateriale grafenice pe baza
cernelurilor dezvoltate in subactivitatile 1.1 si 1.2.

In cadrul acestei subactivititi s-a realizat:

- Evaluarea proprietatilor nanomecanice ale structurilor din GelMA, gellan metacrilat si diferite
concentratii de oxid de grafena

- Sinteza unor formulari printabile din gelatina, K-carragenan, CNF-uri si GO-Carboxilat.
Subactivitatea 1.4. Printarea 3D cu formulari printabile 4D si formulari printabile 4D cu celule.

In cadrul acestei subactivitati s-au realizat:

- Prelucrarea datelor privind printarea 3D a formuldrii contindnd gelatina, K-carragenan, CNF-uri si
GO din punct de vedere al printabilitatii.

- Evaluarea proprietatilor nanomecanice ale structurilor din GelMA, gellan metacrilat si diferite
concentratii de oxid de grafena.

- Efectuarea de experimente de dezghetare, mentinere si inghetare a liniei celulare MG63, pentru
utilizarea n experimente de viabilitate celulara.

Subactivitatea 1.8. Controlul functional si de calitate al componentelor Activitatii 1.

In cadrul acestei subactivitati s-au analizat:

teste Live/Dead.

- Elaborare articolului anexat ,,3D Printing of Multicomponent Polymeric Inks Enables Hierarchical
Hybrid Architectures for Bone Tissue Regeneration” Tnaintat spre publicare Tn jurnal Materials
Advances Today cu FI 8.0

- Revizuirea articolelor anexate cu titlul “Nanostructured Gelatin-Gellan Inks Double Reinforced with
Cellulose Nanofibrils and Graphene Derivatives for 3D Printing in Bone Regeneration Applications” si
“Functionalized Reduced Graphene Oxide-Based Nanocomposite Hydrogels for Enhanced
Osteogenesis in Bone Tissue Engineering” acestea fiind acceptate spre publicare Tn revista Materials
Advances Today (FI 8.0), respectiv in revista Advanced Healthcare Materials (Wiley, FI 10.0).
Activitatea 2. Dezvoltarea de nanoplatforme 2D si 3D pentru livrarea de ARNnc complementar.
Subactivitatea 2.3. Obtinerea experimentald a nanoplatformelor grafenice si a custilor ADN.
Subactivitatea 2.4. Controlul functional si de calitate al componentelor Activitatii 2.

- Revizuirea si inaintarea spre publicare a articolului anexat “Recent Advances in Nanoparticles-Based

Systems for the Treatment of Multiple Myeloma” in revista Results in Chemistry cu FI 4.2.
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PARTEA |
I.1. CAPITOL 1

I.1.1. Evaluarea proprietatilor nanomecanice ale structurilor fabricate din
GelMA, gellan metacrilat si diferite concentratii de oxid de grafena

Activitatea 1. Printarea 3D in conditii speciale de substituenti ososi personalizati.
Subactivitatea 1.3. Obtinerea de formulari printabile compozite cu nanomateriale grafenice pe baza
cernelurilor dezvoltate in subactivitatile 1.1 si 1.2.

1.1.1.1. Introducere

Progresele inregistrate in domeniul printarii tridimensionale (3D) medicale au deschis
noi oportunitati pentru fabricarea de structuri artificiale complexe pentru regenerare osoasa.
Tehnologiile aditive permit realizarea de geometrii complexe, adaptate nevoilor pacientului,
cu un nivel ridicat de precizie si personalizare, oferind un potential considerabil pentru
Tnlocuirea sau regenerarea structurilor osoase afectate [1], [2]. Cu toate acestea, un obstacol
major 1n proiectarea scaffoldurilor pentru regenerare osoasa consta in incercarea de a reproduce
fidel structura poroasa a osului natural, caracterizata printr-o organizare ierarhica, de la macro-
la nano-scara. Aceasta porozitate este esentiala pentru promovarea vascularizatiei, proliferarea
celulard si integrarea tesutului nou, insa implicd un compromis semnificativ in ceea ce priveste
integritatea mecanica a structurilor printate [3]. Astfel, replicarea caracteristicilor morfologice
ale osului trabecular duce, adesea, la scaderea rezistentei mecanice si la compromiterea
comportamentului structural al scaffoldurilor, atat la nivel macroscopic, cat si la nivel
nanostructural [4].

Utilizarea polimerilor naturali, precum gelatina si gellanul, este adesea preferata
favorabile cu celulele. Cu toate acestea, acesti polimeri prezinta limitdri semnificative din punct
de vedere mecanic, in special in ceea ce priveste rezistenta la compresiune, modulul elastic si
stabilitatea. Aceste limitari reduc considerabil aplicabilitatea scaffoldurilor pe baza de polimeri
naturali in zonele cu solicitari mecanice ridicate [5], [6]. Pentru a depasi aceste limitari, o
directie de cercetare intens exploratd in prezent constd in ranforsarea scaffoldurilor polimerice
Cu nanomateriale avansate, in special cu oxid de grafend (GO). Acest nanomaterial
bidimensional se remarca printr-o structurd lamelara stabila, o suprafatd chimica versatila, usor
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functionalizabild, si proprietdti mecanice exceptionale, care contribuie la Tmbunatatirea
semnificativa a rigiditatii, rezistentei mecanice si stabilitatii structurilor pentru regenerare
osoasa [7], [8], [9].

Tn acest context, investigarea comportamentului mecanic la scard nano si micro devine
esentialda pentru intelegerea completd a performantei scaffoldurilor ranforsate si pentru
determinarea concentratiei optime de GO care poate fi integrata in formularile printabile pentru
a obtine cea mai ridicatd stabilitate mecanica. Astfel, s-au obtinut probe pe baza de gellan
metacrilat si gelatind metacrilatd (GeIMA), cu diferite concentratii de GO: 0% GO (GG);
0.125% GO (GG-12GO0); 0.25% GO (GG-25G0); 0.50% GO (GG-50G0), pentru investigarea
proprietatilor nanomecanice.

1.1.1.2. Matertiale si metode
1.1.1.2.1. Metoda experimentala

Evaluarea proprietatilor nanomecanice ale structurilor cu diferite concentratii de GO a
fost realizata cu ajutorul echipamentului Nano Indenter G200 (Keysight Technologies, SUA),
configurat cu un modul DCM si o optiune de masurare continua a rigiditatii (CSM). Tehnica
,G-Series DCM CSM Flat Punch Complex Modulus, Gel” din software-ul NanoSuite
(versiunea 6.52.0) a fost utilizata pentru a efectua masuratorile modulului de stocare (G') si de
pierdere (G"). Aceasta tehnica este specifica pentru masurarea modulului complex G* al
polimerilor, gelurilor sau tesuturilor biologice moi la o singura frecventd. Astfel, aceasta
metoda permite atat masurarea G’ si G”, cat si tan(6)= G”/ G'. De asemenea, s-a utilizat un
indentator plat cu diamant DCM 1II cu raza de 97,7 um, adecvat pentru caracterizarea
materialelor moi cu comportament viscoelastic pronuntat. Frecventa de testare a fost stabilita
la 110 Hz, o valoare optima pentru simularea solicitdrilor dinamice specifice mediului
fiziologic. In plus, a fost aplicatd o precompresie de 5 um, necesara pentru a asigura un contact
initial stabil intre indentator si suprafata probei, minimizand incertitudinile asociate artefactelor
de suprafatd. De asemenea, in calculul proprietatilor nanomecanice, s-a considerat un
coeficient Poisson de 0,5, valoare corespunzatoare materialelor cu de tip hidrogel sau
compozitele polimerice moi. Pe fiecare proba au fost efectuate cinci masuratori distincte de
indentare, distribuite uniform pe suprafata probelor. Aceasta abordare permite obtinerea unei
evaluari statistice relevante si reducerea variabilitatii experimentale.
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1.1.1.3. Rezultate si discutii

Investigarea proprietatilor nanomecanice ale structurilor obtinute a evidentiat influenta
semnificativa a concentratiei de GO asupra comportamentului viscoelastic al acestora. Au fost
analizate patru formulari distincte: GG (fara GO), GG-12GO (0,125% GO), GG-25GO0 (0,25%
GO) si GG-50GO (0,5% GO), pentru determinarea G’ si G”, ca indicatori ai comportamentului
elastic, respectiv viscoelastic. Conform asteptarilor, toate probele au prezentat un
comportament elastic cu G’ > G, specific materialelor pe baza de polimeri naturali (Tabelul
1). Pentru fiecare proba s-au integistrat cate 5 masuratori, iar valorile ridicate obtinute pentru
deviatia standard indica o structura anizotropicd, adecvatd pentru structuri destinate regenerarii
osoase.

Tabelul 1. Valorile G' si G" determinate pentru structurile cu diferite concentratii de GO

Proba G' (kPa) G" Media G' Deviatia Media G" Deviatia
(kPa) (kPa) strandard G' (kPa) strandard G"
(kPa) (kPa)

GG 6.153 3.392 9.3976 3.9563957 4.3168 1.1211359
9.53 4.202
11.015 5.677
15.061 5.219
5.229 3.094

GG-12GO 21.552 5.158 19.487 1.4397517 5.0072 0.6895373
20.343 5.672
18.456 5.271
19.014 5.094
18.07 3.841

GG-25GO 12.997 1.208 11.855 1.4173946 0.9466 0.2744627
10.353 0.888
12.461 0.996
13.16 1.133
10.304 0.508

GG-50GO 5.325 2.629 7.465 1.5236957 1.3364 1.3558843
6.395 1.228
8.824 -0.168
8.423 0.201
8.358 2.792
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Figura 1 ilustreaza grafic valorile medii ale G' si G" pentru probele analizate,
evidentiind influenta concentratieci de GO asupra comportamentului viscoelastic al
scaffoldurilor investigate. Ambele module prezintd variatii semnificative in functie de
continutul de GO, ceea ce reflectd modificari substantiale in structura si stabilitatea retelei
polimerice. Proba GG (0% GO) a prezentat o valoare medie a G’ de 9.39 + 3.95 kPa si G” de
4.32+1.12 kPa, indicand o rigiditate relativ scazuta a retelei polimerice in absenta oricarei
forme de ranforsare. Adaugarea unei concentratii reduse de GO (0,125%, proba GG-12GO) a
condus la o crestere semnificativa a G’ pana la 19.48 = 1.43 kPa, indicand o consolidare
substantiald a matricii datorati ranforsarii cu GO. In acelasi timp, G” s-a mentinut la o valoare
stabild (5.00 + 0.68 kPa), indicand un echilibru favorabil intre componentele elastice si
viscoelastice ale materialului, Cu toate acestea, utilizarea unei concentratii mai mari de GO
(0,25%, GG-25G0) a dus la o scadere a proprietatilor nanomecanice, cu valori ale G' si G" de
11.85 + 1.41 kPa si respectiv, 0.94 = 0.27 kPa, reprezentand o reducere a integritatii retelei si
o pierdere a capacitatii de disipare a energiei mecanice. Aceasta tendinsa s-a accentuat odata
cu cresterea concetratiei de GO la 0.50%, observandu-se o scadere a acestor valori, G' fiind
egal cu 7.46+1.52 kPa si G" cu 1.33+1.35 kPa. Acest efect indicad o destabilizarea mecanica a
structurilor odatd cu utilizarea unei concentratii prea ridicate de GO, probabil cauzatd de
agregarea nanoparticulelor de GO si impiedicarea proceselor de reticulare chimicd si
fotopolimerizare.

20 yTI mm GG-50GO
E // * % %k
° 47

Gl G“

Figura 1. Proprietatile nanomecanice ale probelor pe baza de GelMA, gellan metacrilat si

0, 0.125, 0.25 5i 0.50% GO (ns > 0.05, ***p < 0.0005, ****p < 0.0001).
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1.1.1.4. Concluzii

Investigarea comportamentului mecanic la scara nano si micro reprezinta un demers
esential in dezvoltarea scaffoldurilor avansate pentru regenerarea tesutului osos. Tinand cont
de complexitatea mediului fiziologic in care aceste structuri urmeaza sa fie implantate, este
necesard o caracterizare detaliata a proprietdtilor mecanice si viscoelastice pentru a asigura nu
doar compatibilitatea biologica, ci si o performantd mecanica adecvatd. Tesutul osos natural
prezintd o structurd ierarhicad complexa, caracterizata de porozitate si rigiditate, iar replicarea
acestor trasdturi necesita o optimizare atentd a compozitiei si arhitecturii la multiple niveluri.
In acest context, studiul de fati evidentiazi modul in care diferite concentratii de GO
influenteazd comportamentul nanomecanic al scaffoldurilor pe baza de gellan metacrilat si
GelMA. Masurarea parametrilor G' si G” ofera o perspectivd clara asupra capacitatii
materialului de a stoca si disipa energia mecanica, proprietati esentiale pentru adaptarea la
solicitarile ciclice din mediul fiziologic.

Rezultatele experimentale de nanoindentare indica faptul cd adaugarea unei
concentratii reduse de GO (0,125%) a determinat o crestere semnificativa a G', de la 9.39 *
3.95 kPain cazul probei control la 19.48 + 1.43 kPa in cazul probei GG-12GO. Aceasta dublare
a rigiditatii retelei indica o Tmbunatatire clard a proprietatilor mecanice prin integrarea GO, ca
urmare a interactiunii dintre grupdrile functionale de pe suprafata GO si matricea polimerica.
In acelasi timp, G” s-a mentinut relativ constant (5.00 * 0.68 kPa), sugerand ca structura
obtinutd nu si-a pierdut flexibilitatea necesara pentru a face fata solicitarilor mecanice. Cu toate
acestea, tendinta de imbunatatire a proprietatilor mecanice nu s-a mentinut si la concentratii
mai ridicate de GO. La 0,25% GO, valorile G" si G” scad considerabil (11.85+ 1.41 kPa 51 0.94
+ 0.27 kPa), iar la 0,50% GO (GG-50GO), se inregistreaza o scadere suplimentara (G’ = 7.46
+ 1.52 kPa; G” = 1.33 + 1.35 kPa). Aceste rezultate sugereaza o limitd optima a concentratiei
de GO pentru obtinerea unei ranforsari eficiente. Acest efect este probabil datorat agregarii
nanoparticulelor de GO, care, in loc sd consolideze reteaua, interfereaza cu procesele de
fotopolimerizare si reticulare chimica, afectind omogenitatea si coeziunea interna a
structurilor.

In concluzie, GO este un agent de ranforsare eficient pentru scaffolduri polimerice, insa
eficienta sa este dependentd de dozaj si de distributia omogend n matrice. O concentratie de
0,125% GO pare a fi optimd pentru cresterea rigiditatii retelei fard a compromite
comportamentul viscoelastic. Aceste date sunt esentiale pentru dezvoltarea unor structuri
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functionale destinate aplicatiilor in regenerarea osoasa, unde este necesar un echilibru adecvat
intre duritate si flexibilitate pentru a sustine proliferarea celulara si integrarea in tesutul gazda.
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I.1.2. Evaluarea proprietatilor reologice ale structurilor din GelMA, gellan
metacrilat si diferite concentratii de oxid de grafena

Activitatea 1. Printarea 3D in conditii speciale de substituenti ososi personalizati.
Subactivitatea 1.4. Printarea 3D cu formuldri printabile 4D si formuldri printabile 4D cu celule.

1.1.2.1. Introducere

Dezvoltarea acceleratd a tehnologiilor de printare tridimensionala (3D) in domeniul
medical a generat noi directii de cercetare pentru obtinerea de structuri artificiale capabile sa
Sprijine regenerarea tesutului osos. Printarea aditivd permite proiectarea unor arhitecturi
complexe si personalizate, adaptate caracteristicilor specifice ale pacientului, cu o precizie
dificil de atins prin metode conventionale [1], [2]. Aceasta versatilitate ofera un potential
remarcabil pentru restaurarea functionald a zonelor osoase afectate. Cu toate acestea,
reproducerea fidelda a geometriilor complexe intdlnite in defectele osoase ramane o provocare
majora [3].

Un factor determinant in depasirea acestor limitari 1l constituie modularea atenta a
proprietdtilor reologice ale formularilor printabile utilizate. Parametri precum vascozitatea,
comportamentul tixotropic si capacitatea de mentinere a formei dupa extrudare influenteaza
direct atat precizia depunerii strat cu strat, cat si integritatea mecanica a structurilor obtinute
[4], [5]. Mai mult, aceste proprietati reologice au un impact crucial asupra microstructurii
interne, difuziei nutrientilor si, implicit, asupra viabilitatii si diferentierii celulare. In absenta
unui echilibru optim intre fluiditate si stabilitate, procesul de printare risca fie s compromita
fidelitatea geometrica, fie sa genereze structuri fragile, inadecvate pentru integrarea in mediul

biologic [6], [7].
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Prin urmare, evaluarea atenta a comportamentului reologic continue o etapa cheie in
determinarea concentratiei optime de GO care poate fi integrata in formularile printabile pentru
a obtine cea mai ridicatd fidelitate de printare. Astfel, s-au obtinut probe pe baza de gellan
metacrilat si gelatind metacrilatd (GelMA), cu diferite concentratii de GO: 0% GO (GG);
0.125% GO (GG-12GO0); 0.25% GO (GG-25G0); 0.50% GO (GG-50G0), pentru investigarea
proprietatilor reologice.

1.1.2.2. Matertiale si metode
1.1.2.2.1. Metoda experimentala

Evaluarea proprietatilor reologice a fost realizata utilizdnd un reometru Kinexus Pro
(Malvern Panalytical Ltd., Marea Britanie), echipat cu un element Peltier pentru controlul
temperaturii si cu placi paralele cu un diametru de 20 mm. Vascozitatea ca functie a vitezei de
forfecare a fost investigata prin masuratori la o tensiune de forfecare constanta in intervalul de
viteza de forfecare de 0,01 si 1000s 1. Modelul reologic Ostwald-de Waele in intervalul 0,1-
100 s a fost calculat conform ecuatiei (I), unde t este tensiunea de forfecare (Pa), K este
indicele de consistenti (Pa s"), y este viteza de forfecare (s 1) si n este indicele de comportament
al fluxului:

=Ky" (N

Capacitatea de recuperare a vascozitatii formularilor a fost evaluata prin monitorizarea
modificarilor valorilor vascozititii intr-un test de tixotropie in trei intervale. In prima etapa, s-
a utilizat o vitezd de forfecare redusa (0,1 s %) timp de 60 de secunde. Tn etapa a doua, s-a
aplicat o viteza de forfecare ridicata (100s) timp de 10 secunde, iar in etapa a treia, viteza de
forfecare a fost redusi la valoarea initiald de 0,15 * pentru inci 180 de secunde. Recuperarea
vascozitate a fost calculatd dupd un minut folosind ecuatia (II):

vascozitatea dupa 60 s

Capacitatea de recuperare a vascozitatii = x 100

(1

vascozitatea initiala

Masurdtorile oscilatorii dinamice au fost efectuate In amplitudinea si frecventa de
scanare. In amplitudinea de masurare, frecventa a fost setatd constanta la 1 Hz. Utilizand teste
oscilatorii, modulul de stocare (G') si modulul de pierdere (G") au fost determinate in regiunea

10
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viscoelastica liniard (LVR) cu frecvente de scanare variind de la 0,1 la 10 Hz. Toate
masuritorile au fost efectuate utilizand un spatiu fix (0,5 mm) la 40°C si s-a utilizat un sistem
de blocare a apei pentru a preveni deshidratarea probelor.

1.1.2.3. Rezultate si discutii

Investigarea proprietatilor reologice a formuldrilor obtinute a evidentiat influenta
semnificativa a concentratiei de GO asupra acestora. Au fost analizate patru formulari distincte:
GG (fara GO), GG-12GO (0,125% GO), GG-25GO (0,25% GO) si GG-50GO (0,5% GO),
pentru determinarea comportamentului reologic. Figura 1 evidentiaza variatia vascozitatii in
functie de viteza de forfecare aplicatd. Se observa o tendintd generala de scadere a vascozitatii
odata cu cresterea vitezei de forfecare, specifica materialelor cu comportament de tip shear-
thinning, aspect esential pentru procesele de extrudare utilizate in printarea 3D. Cu toate
acestea, pentru proba control (GG), vascozitatea se reduce mult mai accentuat, indicand o
structura internd mai putin stabild si o retea polimerica mai susceptibila la rupere sub solicitare
mecanici. In contrast, formularile ranforsate cu GO prezintd o diminuare mai moderati a
vascozitatii, ceea ce sugereaza ca prezenta GO contribuie la consolidarea interactiunilor dintre
lanturile polimerice, conferind materialului o rezistentd mai ridicata la forfecare si o stabilitate
structurala crescutd pe parcursul procesului de printare.

1000 -
100 -
e ]
£ 104
2 ]
£ 1
2 ]
- 0,14
E GG
0,01 ] — GG-1260
I —— GG-25GO
Y B
0,01 0,1 1 10 100 1000

shear rate (s-!)

Figura 1. Analiza vdscozitatii in functie de viteza de forfecare
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Pentru a caracteriza mai detaliat comportamentul reologic al formularilor, s-a evaluat
regiunea viscoelastica liniara (LVR) prin test de amplitude sweep. Tn cadrul domeniului LVR
(Figura 2), toate formularile analizate au manifestat un comportament predominant elastic, ceea
ce este esential pentru stabilitatea structurald in timpul printarii 3D bazate pe extrudare.
Comportamentul observat poate fi atribuit formarii de interactiuni fizice si legaturi intre
componentele matricii, care conferd coeziune internda si rezistentd mecanica materialului.
Mentinerea proprietatilor elastice in LVR indica faptul ca materialul poate suporta deformari
moderate fara degradarea arhitecturii depuse strat cu strat, aspect critic pentru obtinerea de
scaffolduri tridimensionale precise si functionale.

10000

1000 4
=
&
w
2100+
=
e
=]
=
10 s GGG
—G' GG-12GO -+ - G" GG-12GO
——G' GG-25GO - <+ G" GG-25GO
——G' GG-50GO - -+ G" GG-30GO
1 T T T
0,01 0.1 1 10 100

strain (%)
Figura 2. Comportamentul reologic in functie de amplitudinea deformatiei

In ultima etapa, s-a realizat o analizi pentru masurarea frecventei in cadrul intervalului
LVR pentru a evalua stabilitatea comportamentului gel al formularilor (Figura 3). In intervalul
de frecventa investigat (0,1-10 Hz), modulele elastice (G’) si viscoase (G"') au ramas aproape
constante, indicand o independenta fata de frecventa caracteristicd materialelor de tip gel. Acest
comportament sugereaza prezenta unei retele interne stabile, capabile sd mentina coeziunea si
integritatea structurald sub solicitari variabile de deformare. Mentinerea G’ > G" pe tot
intervalul confirma dominanta componentei elastice si indica faptul ca materialele pot sustine
retentia formei dupd extrudare, un aspect esential pentru printarea 3D a substituentilor ososi.

12
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Figura 3. Frecventa in cadrul intervalului LVR

1.1.2.4. Concluzii

Concluziile studiului privind proprietitile reologice ale formularilor analizate
evidentiazd importanta critici a concentratiei GO asupra comportamentului materialelor
destinate printarii 3D pentru regenerarea osoasa. Au fost investigate patru formulari distincte:
GG (fara GO), GG-12GO (0,125% GO), GG-25GO (0,25% GO) si GG-50G0O (0,5% GO),
pentru a determina modul in care prezenta si concentratia GO influenteaza véscozitatea,
comportamentul viscoelastic si stabilitatea structurald a modelelor printate. Analiza reologica
initiala, realizatd prin masurarea variatiei vascozitatii in functie de viteza de forfecare, a relevat
un comportament de tip shear-thinning pentru toate formularile, caracteristic materialelor care
trebuie extrudate prin printare 3D. Aceasta proprietate este esentiala, deoarece faciliteaza fluxul
controlat al materialului prin duza imprimantei, permitand depunerea precisa strat cu strat. Cu
toate acestea, diferentele dintre formulari au fost evidente, iar proba control GG a prezentat o
scadere mult mai accentuatd a vascozitatii, indicdnd o retea polimericd mai putin stabild si
susceptibild la rupere sub solicitare mecanica. Aceasta observatie subliniaza rolul GO nu doar
ca agent de ranforsare, ci si ca factor care influenteaza procesabilitatea materialului, esentiala
pentru obtinerea unor structuri tridimensionale functionale si precise.

Evaluarea mai aprofundatd a comportamentului viscoelastic a fost realizatd prin
determinarea LVR folosind testul de amplitude sweep. In aceasti regiune, toate formulirile au
prezentat un comportament predominant elastic, necesar pentru stabilitatea straturilor depuse.

13
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Aceasta proprietate este critica pentru printarea 3D, deoarece permite materialului sa suporte
deformari moderate fara pierderea integritatii structurale, asigurand astfel mentinerea fidelitatii
geometrice a structurilor si sustinerea viabilitatii celulare in aplicabilitate biologica.

In etapa finala, s-a efectuat analiza pentru masurarea frecventei in cadrul intervalului
LVR pentru a evalua stabilitatea comportamentului gel al formulirilor. Tn intervalul de
frecventda 0,1-10 Hz, modulele G’ si G” au ramas aproape constante, demonstrand
independenta fatd de frecventa si confirmand stabilitatea retelei interne. Dominanta G’ > G" pe
ntreg intervalul indica faptul ca toate formularile poseda caracteristici de tip gel stabil, capabile
sd mentind forma structurilor dupa extrudare. Aceasta stabilitate este esentiald nu doar pentru
procesele de printare 3D, ci si pentru performanta mecanica si biologica a substituentilor finali.

In concluzie, studiul evidentiaza rolul concentratiei de GO in modularea proprietitilor
reologice ale formularilor pentru printarea 3D. Formularile cu GO au demonstrat o vascozitate
mai stabila, un comportament elastic mai pronuntat si o retea internd mai eficientd comparativ
cu proba control, indicand cd adaugarea GO poate fi utilizatd strategic pentru optimizarea
procesabilitatii si a stabilitatii structurale. Rezultatele obtinute ofera o baza solidd pentru
dezvoltarea de materiale personalizate, capabile sa satisfaca cerintele mecanice si biologice
necesare in regenerarea osoasd, subliniind importanta controlului fin al proprietatilor reologice
n proiectarea substituentilor ososi functionali.
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I.1.3. Sinteza si printarea 3D a formularilor printabile pe baza de gelatina,
nanofibre de celuloza si K-carragenan

Activitatea 1. Printarea 3D in conditii speciale de substituenti ososi personalizati.
Subactivitatea 1.2. Modificarea unor formuldari printabile 3D aprobate de FDA.

1.1.3.1. Introducere

Necesitatea dezvoltarii unor solutii inovatoare pentru regenerarea tesutului osos afectat
de patologii severe, precum mielomul multiplu, reprezinta una dintre principalele directii de
interes In domeniul medicinei regenerative. Limitarile terapiilor conventionale, atat in ceea ce
priveste capacitatea de regenerare, cat si integrarea structurala si functionala in organism, au
determinat orientarea cercetarii biomedicale catre utilizarea unor tehnologii emergente, printre
care se evidentiaza printarea 3D. Aceastd tehnologie, combinata cu materiale biocompatibile
si bioactive de inalta performanta, permite obtinerea de structuri personalizate (scaffolduri) cu
arhitecturi controlate, capabile sa reproducd microstructura osului natural si sa ofere suport
pentru procesele de regenerare tisulard. Proiectul REOSTEOMi Advanced & Personalized
Solutions for Bone Regeneration and Complications Associated with Multiple Myeloma are ca
obiectiv principal dezvoltarea unor substituenti ososi personalizati, proiectati pentru a furniza
suport mecanic si integrare biologica optima, dar si pentru a permite, atunci cand este necesar,
incorporarea unor functionalititi terapeutice suplimentare. In cadrul proiectului, activitatile au
fost orientate spre formularea si optimizarea unor compozitii bioactive compatibile cu
tehnologiile de bioprintare prin extrudare la temperaturi blande, ceea ce asigura pastrarea
integritatii materialelor si compatibilitatea cu mediul biologic.
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Pentru atingerea acestor obiective, au fost selectate materiale naturale precum gelatina, -
carragenanul si nanofibrele de celuloza, datorita proprietatilor lor reologice si mecanice, dar si
a capacitatii de a crea un microambient favorabil interactiunii celulelor si proceselor
regenerative. Optimizarea acestor formuldri, aldturi de stabilirea parametrilor de printare
adecvati, a permis controlul asupra arhitecturii interne a scaffoldurilor, stabilitatii lor
structurale in medii biologice si potentialului de integrare in tesutul osos. Astfel, aceastd etapa
S-a concentrate pe realizarea de multiple incercari de printare 3D, avand ca scop obtinerea unor
seturi de scaffoldurilor necesare analizelor viitoare.

1.1.3.2. Materiale si sinteza.
1.1.3.2.1. Materiale utilizate

Gelatind obtinutad din piele de peste, k-carragenan, clorura de calciu si genipin au fost
achizitionate de la Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, SUA). Nanofibrele ce celuloza au fost
achizitionate de la Novarials (USA).

1.1.3.2.2. Sinteza formularilor printabile

Formularile obtinute pentru dezvoltarea scaffoldurilor au fost concepute pe baza unei
matrice polimerice naturale, codificate cu denumirea GCK, care reflecta compozitia de baza
utilizata: G -gelatina, K-k-carragenan si C-nanofibre de celuloza (CNF).

Tabelul 1 — Primele concentratiile utilizate in realizarea formularilor printabile.

Gelatina  Nanofibre K- Clorura Genipin

de celuloza carragenan de calciu
GCK 4.3% 0.2% 1.15% 2% 0.1%

Tn urma testelor de printare s-a ajuns la concluzia ca cea mai adecvata formulare are la
baza compozitia masica unde: 0.4 g k-carragenan, 2g gelatina, si 7 ml faza lichida de CNF-uri
1%, au fost adaugate treptat in 35 ml de apa, in ordinea mentionatd. Temperatura a fost
mentinutd constantd la 40 °C, pentru a facilita solubilizarea gelatinei in solutia continand
nanofibre de celuloza si pentru a preveni denaturarea matricei polimerice, mentindnd totodata
amestecul sub agitare continua. Dupa dizolvarea gelatinei, s-a adaugat k-carragenanul, iar
solutia a fost agitata In continuare timp de 2 ore.
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Strategia de sintezd a urmarit astfel, obtinerea unor amestecuri cu reologie adecvata
procesului de bioprintare prin extrudare, dar si cu stabilitate structurald suficientd pentru
mentinerea arhitecturii scaffoldurilor in medii apoase. In acest scop, s-au realizat serii
succesive de formulari, in cadrul carora concentratiile relative de gelatind, k-Carragenan si CNF
au fost ajustate gradual pentru a identifica raporturile optime Tntre componente. Gelatina a fost
inclusd ca element majoritar, avand rol de matrice bioactivd si biocompatibild, capabild sa
favorizeze interactiunea cu celulele. k-carragenanul a fost utilizat pentru a imbunatati
proprietdtile mecanice si stabilitatea scaffoldurilor n medii umede, contribuind in acelasi timp
la mentinerea unei vascozitdti adecvate extrudarii. Nanofibrele de celulozd (CNF) au fost
introduse in concentratii reduse, dar cu impact semnificativ asupra reologiei si rezistentei
mecanice, datorita structurii lor fibrilare si capacitatii de a forma o retea de iIntdrire in
compozitie.

Formularile obtinute au fost ulterior printate 3D, utilizdnd parametrii tehnici detaliati
in Tabelul 2. Pentru asigurarea stabilitatii structurale si obtinerea unor scaffolduri cu rezistenta
mecanica si integritate dimensionala superioara, probele printate au fost supuse unui protocol
de reticulare in doua etape: reticulare ionica prin imersie intr-o solutie de clorura de calciu 2%
(10 minute), pentru consolidarea rapidd a retelei polimerice si mentinerea arhitecturii
tridimensionale; si reticulare chimica prin incubare intr-o solutie de genipin 0,1% (24 ore),
pentru obtinerea unei stabilizari pe termen lung, cu potential de a imbunatati atat proprietatile
mecanice, cat si rezistenta in medii apoase. Probele astfel reticulate au fost ulterior congelate
si pregatite pentru procesul de liofilizare, cu scopul de a obtine structuri poroase stabile,
adecvate analizelor ulterioare.

1.1.3.2.3. Printarea formularilor sintetizate

Printarea formularilor sintetizate a fost realizatd utilizand imprimanta CELLINK, prin
tehnica extrudarii pneumatice. In functie de vascozitatea hidrogelului obtinut, parametrii de
printare (presiunea de extrudare si viteza de deplasare a capului de printare) au fost ajustati
pentru a evalua influenta acestora asupra calitdtii si stabilitatii structurilor obtinute.

Tn urma testelor preliminare s-a constatat ca utilizarea acului 22G ofera cea mai buni
printabilitate, asigurdnd o extrudare continud si controlatd, fara intreruperi sau blocaje, iar
constructele rezultate au prezentat o fidelitate geometrica superioard, fiind cele mai apropiate
ca formad si dimensiuni de modelul de referintd. Aceasta configuratie a permis obtinerea unor
structuri stabile, cu margini bine definite si o bund coeziune a filamentelor depuse, ceea ce
indica faptul ca diametrul acului de 22G reprezintd optiunea optima pentru formuldrile testate.
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1.1.3.3. Rezultate si discutii

Subactivitatea 1.4. Printarea 3D cu formulari printabile 4D si formulari printabile 4D cu
celule.

Rezultatele printdrii 3D sunt sintetizate in tabelele de mai jos, acestea reunind datele
obtinute in urma experimentelor de testare a diferitelor formuldri de hidrogel. Parametrii
monitorizati includ presiunea de extrudare, viteza de deplasare a capului de printare, diametrul
acelor utilizate, precum si fidelitatea geometrica a structurilor obtinute comparativ cu modelul
3D de referintd. De asemenea, au fost notate observatii privind continuitatea extrudarii,
stabilitatea constructelor si aspectul marginilor filamentelor depuse.

Tabelul 2 evidentiaza performanta formularii GCK (martor), care a servit drept proba
de referintd pentru comparatia ulterioara a rezultatelor. Aceasta formulare a permis o extrudare
relativ stabild, Tnsa fidelitatea constructelor a fost limitata, necesitand optimizarea compozitiei
pentru a imbundtati calitatea structurilor printate.

Prima formulare experimentala testata (Set 1) nu a permis realizarea printarii in
parametrii optimi, Tnregistrandu-se dificultati atat la nivelul extrudarii, cat si in mentinerea
formei dorite. In consecint, sinteza a fost reluata prin ajustarea concentratiilor componentelor
de baza (gelatina, k-carragenan si nanofibre de celulozd), in vederea identificarii unei
compozitii care sd ofere o combinatie echilibrata intre vascozitate, extrudabilitate si stabilitate
structurala.

Rezultatele obtinute pentru formuldrile optimizate sunt prezentate in tabelele
urmatoare, acestea demonstrand imbundtatiri semnificative atat in ceea ce priveste fidelitatea
geometricd, cat si in calitatea generald a printarii. Astfel, se poate observa o corelatie directa
intre ajustarea concentratiilor componentelor hidrogelului si comportamentul acestuia in
timpul procesului de printare 3D, ceea ce subliniazd importanta etapei de optimizare in
obtinerea unor suporturi 3D cat mai apropiate de modelul de referinta.
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Tabelul 2. Optimizarea parametrilor de printare pentru compozitia GCKI.

GCK1
Concentratii: 4.3% Gelatind/0.2% Nanofibre celulozad/1.15% K-carragenan
Nr. | Parametrii de | Imagini printare Observatii printare

Crt | printare

Filamentul extrudat nu
asigura uniformitate,
solutia prezentand o

1 Diametru acului de
printare: 22G
Temperatura: 37°C
Presiune: 30kPa vdscozitate scdazutd §i
manifestand  tendinta
de a forma o acumulare
de lichid la capatul

filamentului extrudat.

2 Dimensiunile
selectate: 10x10x3
mm

Diametru acului de
printare: 22G
Procentul de umplere:
32%

Temperatura: 37°C
Presiune: 30kPa
Viteza de printare: 10
mm/s

Presiunea de 30 kpa a
condus la obtinerea
unei structuri in care
pori sunt ovali si
incarcati cu material,
de asemenea viteza de
10 mm/s a condus la
obtinerea unei forme
exterioare a scaffoldui
neregulata,  totodata

dorita  catitatii  de
material extrudare
exista o tendinta de
colapsare a straturilor.
astfel se indica faptul
ca formularea
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printabila  are o
vdscozitate mica iar
parametrii  nu sunt
adecvati pentru
printarea acesteia.

3 Dimensiunile
selectate: 10x10x1
mm

Diametru acului de
printare: 22G
Procentul de umplere:
32%

Temperatura: 37°C
Presiune: 25kPa
Viteza de printare: 10
mm/s

Scaderea presiunii de
printare la 25 kPa nu a
condus la obtinerea
unei structuri mai bine
definite, porii
ramdndnd ovali, iar
Structura exterioarad

prezentand n
continuare
neregularitati, din

cauza cantitatii mari de
material extrudat.

4 Dimensiunile
selectate: 10x10x1
mm

Diametru acului de
printare: 22G
Procentul de umplere:
18%

Temperatura: 37°C
Presiune: 20 kPa
Viteza de printare:
10mml/s

De  aceasta  data,
scaderea presiunii la
20 kPa a condus la
obtinerea unei structuri
cu contur exterior mai
bine definit si cu un
numar redus de pori
incarcati cu material,
insa porii prezintd in
continuare tendinte de
ovalizare,indicand ca,
desi reducerea
Presiunii a imbunatatit
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stabilitatea geometrica
a conturului exterior,
vdscozitatea formularii
ramdne  insuficientd
pentru a mentine porii
complet patrati.

5 Dimensiunile Presiunea de printare a
selectate: 10x10x1 fost mentinuta la 20
mm kPa, insa viteza de
Diametru acului de printare a fost crescutd
printare: 22G la 12 mm/s. Structura

Procentul de umplere:
32%

Temperatura: 37°C
Presiune: 20 kPa
Viteza de printare: 12
mm/s

obtinuta prezintd un
contur exterior mai
regulat si un numar
redus de pori incarcati
cu  material, insa
acestia sunt in
continuare prezenti §i
manifesta o forma usor
ovalizata.
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6 Dimensiunile
selectate: 10x10x1
mm

Diametru acului de
printare: 22G
Procentul de umplere:
32%

Temperatura: 37°C
Presiune: 20kPa
Viteza de printare: 13
mm/s

Viteza de printare a
fost crescuta la 13
mm/s, iar presiunea a
fost mentinuta la 20
kPa. S-a obtinut un
scaffold cu aceleasi
particularitati ca

™

structura precedenta,
insa se observa o
tendinta ca porii sa fie
mai putin incarcati cu
material.

7 Dimensiunile
selectate: 10x10x1
mm

Diametru acului de
printare: 22G
Procentul de umplere:
32%

Temperatura: 37°C

Caurmare, presiunea a

fost redusa la 15 kPa,
mentindndu-se viteza la
13 mm/s. Se poate
observa ca structura
prezinta pori mai putin
incarcati cu material,
cu o tendinta de a fi
Presiune: 15 kPa patrati; totusi, datoritd
Viteza de printare: vitezei prea mari de
13mm/s printare, apar
intreruperi ale
filamentului, afectand
structura de baza.
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Presiunea a fost
mentinuta la 15 kPa,

8 Dimensiunile
selectate: 10x10x1
mm

Diametru acului de
printare: 22G
Procentul de umplere:
32%

Temperatura: 37°C
Presiune: 15 kPa
Viteza de printare:
10mml/s

iar viteza a fost redusa
la 10 mm/s, conducand
la  obtinerea  unei
structuri cu pori semi-
ovali si contur exterior
asemandator modelului
CAD. Totusi, din cauza
vitezei inca relativ
mari, apar intreruperi
ale filamentului, ceea
ce se reflecta prin porii
inferiori care nu sunt
complet conectati.

Scaderea vitezei de
printare a condus la
formarea unui scaffold
cu pori semi-ovali,
incarcati cu material la

9 Dimensiunile
selectate: 10x10x3
mm

Diametru acului de
printare: 22G
Procentul de umplere:
32%

Temperatura: 37°C
Presiune: 15 kPa
Viteza de printare:
8mm/s

extremitati, ceea ce
indica  faptul cd
presiunea de printare
este prea mare pentru
viteza utilizata.
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In cadrul testelor efectuate cu aceasti compozitie, filamentul obtinut la extrudare nu a
prezentat o uniformitate constanta, solutia avand o vascozitate relativ scdzutd si tendinta de a
forma acumulari de lichid la capatul extrudat. Acest comportament sugereaza ca parametrii de
lucru standard (22G, 37°C, 30 kPa, 10 mm/s) nu asigura o depunere stabila.

In proba 1 (30 kPa, 10 mm/s, 22G, 10x10x3 mm), structura obtinuti a prezentat pori
ovali si incarcati cu material, iar forma exterioara a scaffoldului a fost neregulata.
Supradepunerea excesiva a materialului a condus la tendinte de colaps ale straturilor, indicidnd
o vascozitate insuficientd pentru a sustine stabilitatea geometrica. In proba 2 (25 kPa, 10 mm/s,
22G, 10x10x3 mm), reducerea presiunii nu a imbundtdtit fidelitatea geometrica, porii
ramanand ovali, iar structura exterioard prezentdnd neregularitdti cauzate de extrudarea
excesiva a materialului. In proba 3 (20 kPa, 10 mm/s, 25G, 10x10%1 mm), s-a observat o usoara
imbunatatire a conturului exterior si un numar redus de pori incdrcati cu material. Totusi, porii
au continuat sd manifeste tendinte de ovalizare, confirmand ca vascozitatea redusd nu permite
mentinerea unei geometrii pitrate. In proba 4 (20 kPa, 12 mm/s, 25G), cresterea vitezei de
printare a dus la un contur exterior mai regulat si la reducerea cantitatii de material acumulat
in pori. Cu toate acestea, porii au rimas partial ovalizati. In proba 5 (20 kPa, 13 mm/s, 25G),
structura a prezentat aceleasi particularititi ca in proba precedentd, cu o usoard reducere
suplimentara a incarcarii porilor cu material. In proba 6 (15 kPa, 13 mm/s, 25G), sciderea
presiunii a condus la pori mai putin incércati si cu tendinta spre forma patrata, Insd viteza
ridicatd a cauzat intreruperi ale filamentului, afectind continuitatea structurii. In proba 7 (15
kPa, 10 mm/s, 25G), structura obtinuta a avut pori semi-ovali si un contur exterior asemanator
modelului CAD, dar au fost observate intreruperi ale filamentului, in special la nivelul porilor
inferiori, care nu au fost complet conectati. In proba 8 (15 kPa, 8 mm/s, 25G, 10x10%3 mm),
scaderea vitezei de printare a determinat formarea unor pori semi-ovali incarcati cu material,
ceea ce indica faptul ca presiunea aplicata a fost prea mare pentru viteza utilizata.

In concluzie, formularea 4,3% Gelatind / 0,2% Nanofibre celuloza / 1,15% «x-
carragenan a prezentat limitari in ceea ce priveste fidelitatea geometricd a scaffoldurilor,
datoritd vascozitatii insuficiente care a condus fie la supradepunere, fie la intreruperi ale
filamentului. Desi s-au observat mici imbunatatiri prin ajustarea presiunii si vitezei, structurile
rezultate au ramas instabile. Astfel, formularea necesitad in continuare optimizare, iar parametrii
recomandati pentru printare sunt prezentati in Tabelul 3, unde este indicata varianta optimizata
utilizand 2 g gelatina, 0.4 g k-carragenan si 7 ml nanofibre de celuloza (1%) dizolvate in 18 ml
de apa.
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Tabelul 3. Optimizarea parametrilor de printare pentru compozitia GCK1 (martor).

GCK2 (control)

Concentratii: 8% Gelatind/0.28% Nanofibre celuloza/1.6% K-carragenan

Nr. Parametrii de Imagini printare Observatii printare
Crt printare
Set2
1 Extrudarea Filamentul ilustrat Tn
filamentului imagine
demonstreaza 0

Diametru acului de

printare: 22G extrudare uniforma si

continua a formularii
testate, ceea ce
evidentiaza o buna

Temperatura: 37°C

Presiune: 40 kPa

corelare intre
proprietdtile

reologice ale
hidrogelului i
parametrii de

printare utilizati. Se
remarca  obtinerea

unei structuri
omogene, fara
discontinuitati

vizibile sau variatii
semnificative de
grosime, aspect care
confirma stabilitatea
materialului Tn timpul
procesului de
depunere.
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2 Dimensiunile selectate: Se poate observa ca
15x15x5 mm presiunea de printare
Diametru acului de a fost prea ridicata in
printare: 22G raport cu vascozitatea

solutiei utilizate, ceea
Pr((J)centuI de umplere: ce a condus la
20% obtinerea unui
Temperatura: 37°C scaffold cu  pori
Presiune: 40kPa neuniformi si parfial

obstructionati de
Viteza de printare: 10 material.
mm/s

3 Dimensiunile selectate: Reducerea presiunii
15x15x5 mm de extrudare la 20
Diametru acului de kPa a condus la
printare: 22G formarea unor

structuri cu pori bine
Pr((J)centuI de umplere: definiti, insd  cu
20% intreruperi de
Temperatura: 37°C material din cauza
Presiune: 20 kPa presiunii scazute,

ceea ce a determinat
Viteza de printare: 10 blocarea acului de
mm/s printare.
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4 Dimensiunile selectate: Cresterea presiunii de
15x15x5 mm extrudare la 25 kPa a
Diametru acului de condus la formarea
printare: 22G unor structuri cu pori

bine definiti; totusi,

Procentul de umplere: viteza de deplasare a

209 .

° acului de 10 mm/s a
Temperatura: 37°C determinat  aparitia
Presiune: 25 kPa unor _mtrer_uperl ale

materialului la
Viteza de printare: 10 marginile
mm/s scaffoldului, n

special la colturi, ca
urmare a combinatiei
dintre viteza prea
mare §i presiunea
insuficientd.

Straturile unde sunt
porii interior au o
tendita de colapsare .
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5 Dimensiunile selectate: Presiunea a  fost
15x15x5 mm mentinuta la 25 kPa,
: Eyre— insa viteza a fost
redusa la 8 mm/s,
ceea ce a condus la
obtinerea unui model
asemandator celui
CAD, cu pori aproape
drepti. Totusi, din

Diametru acului de
printare: 22G

Procentul de umplere:
20%

Temperatura: 37°C

Presiune: 25 kPa

cauza presiunii
Viteza de printare: 8 scazute, in anumite
mm/s sectiuni ale

scaffoldului

filamentul apare mai
subtire decat in alte
Zone, ceea ce
determinad o
neuniformitate

dimensionala atdat a
straturilor, cat si a
porilor. De asemnea,
straturile interioare
care nu o Ssustinere

datorita partii
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exterioare a
scaffoldului au o
tendita de colapsare.

6 Dimensiunile selectate:
15x15x5 mm

Cresterea presiunii de
printare a condus la
formarea unor
scaffolduri  similare
cu modelul CAD,
porii avand forma
patrata, fara colturi
sau muchii rotunjite.
De asemenea, se
observa ca straturile
sunt mai bine definite
si mai rezistente in
plan superior, fiind
uniforme si
necolapsate sub
propria greutate.

Diametru acului de
printare: 22G

Procentul de umplere:
20%

Temperatura: 37°C
Presiune: 30 kPa

Viteza de printare: 8
mm/s
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7 Dimensiunile selectate: Presiunea a  fost
15x15x5 mm mentinutd la 30 kPa,
Diametru acului de insa  viteza a  fost
printare: 22G redusa la 7 mm/s. In
ansamblu, se observa
pori de forma patrata,
insa straturile
Temperatura: 37°C prezinta o tendinta de
colapsare din cauza
cantitatii mai mari de
Viteza de printare: 7 material extrudat
mm/s datorita vitezei

reduse.

Procentul de umplere:
20%

Presiune: 30 kPa
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Presiunea a fost
mentinutd la 30 kPa,
insa viteza a fost
redusa la 6,5 mm/s.

8 Dimensiunile selectate:
15x15x5 mm

Diametru acului de

printare: 22G
De aceasta data, porii

prezintd o tendinta de
ovalizare, iar
straturile manifesta,
de asemenea, O
tendinta de colapsare
din cauza cantitatii
mai mari de material
extrudat la viteze
reduse.

Procentul de umplere:
20%

Temperatura: 37°C
Presiune: 30 kPa

Viteza de printare:
6.5mm/s

In cadrul testelor efectuate cu compozitia GCK (5,6% gelatind, 0,26% CNF-uri si 1,5%
K-carragenan), filamentul obtinut la extrudare a prezentat, in toate cazurile, continuitate si
uniformitate bune la iesirea din ac, ceea ce confirma compatibilitatea reologicd a hidrogelului
cu parametrii de lucru. Totusi, variatiile de presiune si vitezd au influentat semnificativ
fidelitatea geometrica a structurilor finale.

Tn proba 1, extrudarea filamentului la 40 kPa a demonstrat un flux constant, uniform si
omogen, fara discontinuitdti sau fluctuatii majore de grosime, ceea ce confirma stabilitatea
materialului pe parcursul procesului de depunere. Acest comportament arata ca formularea are
proprietati reologice adecvate pentru printare, iar diametrul acului (22G) a fost potrivit pentru
mentinerea unui flux controlat.

Tn proba 2, utilizarea acelorasi parametri de presiune (40 kPa) si viteza (10 mm/s), dar
aplicata pe structura 10 x 10 x 1 mm, a condus la formarea unui scaffold cu pori neuniformi si
partial obturati de material. Desi filamentul s-a mentinut continuu, presiunea ridicatd a
determinat o extrudare excesiva, rezultind o supradepunere a materialului si o pierdere a
fidelitatii fata de modelul CAD.

31



S & MINISTERUL CERCETARI Planul National
- N:"é'le"’”mffa“a - g v DlGTTzA >I > de Redresare si Rezilienta

Componenta: C9 Suport pentru sectorul privat, cercetare, dezvoltare si inovare

Investitia 8: ,,Dezvoltarea unui program pentru atragerea resurselor umane Tnalt specializate
din straindtate in activitdti de cercetare, dezvoltare si inovare” PNRR-111-C9-2022 — I8

Codul proiectului: 213

Contract de finantare nr. 760093/23.05.2023

Beneficiar: UNIVERSITATEA NATIONALA DE STINTA SI TEHNOLOGIE
POLITEHNICA BUCURESTI

Titlul proiectului: Advanced & personalized solutions for bone regeneration and
complications associated with multiple myeloma

Reducerea presiunii la 20 kPa (proba 3) a imbunatatit aspectul porilor, care au devenit
mai bine definiti, insd fluxul de material a devenit instabil. Filamentul, desi initial corect, a
suferit intreruperi datorita presiunii insuficiente, ceea ce a dus la zone discontinue si chiar la
blocarea acului de printare. Acest rezultat sugereazd cd presiunea minima pentru o extrudare
stabila trebuie sd depaseasca 20 kPa.

Tn proba 4, cresterea presiunii la 25 kPa si mentinerea vitezei de 10 mm/s au condus la
structuri cu pori bine conturati, insa viteza ridicata in raport cu presiunea a provocat intreruperi
ale filamentului in zonele marginale, in special la colturi. Filamentul a rdmas in general
uniform, dar la intersectiile structurii s-au observat zone de discontinuitate, iar porii interiori
au prezentat tendinta de colapsare.

Tn proba 5, mentinerea presiunii la 25 kPa si reducerea vitezei la 8 mm/s au adus o
imbunatatire semnificativa. Structura obtinuta a fost mai apropiatd de modelul CAD, porii au
fost aproape drepti, iar filamentul a ramas stabil pe directiile de printare. Totusi, presiunea
relativ scazuta a determinat ca, Tn unele zone, grosimea filamentului sa fie mai mica, ceea ce a
generat o neuniformitate dimensionala a straturilor si o tendinta de colaps a regiunilor
interioare, unde sprijinul era insuficient.

La 30 kPa si 8 mm/s (proba 6) s-au obtinut cele mai bune rezultate din seria testata.
Filamentul s-a depus uniform, porii au avut forma patrata, bine conturata, iar straturile au fost
stabile si necolapsate, inclusiv in partea superioara a structurii. De asemenea, grosimea
filamentului a fost constanta, fara variatii majore, ceea ce confirma o buna corelare intre
presiune si viteza.

Tn proba 7 (30 kPa si 7 mm/s), s-a observat ca, desi porii au rimas patrati si filamentul
a fost stabil, cantitatea mai mare de material extrudat la viteza mai redusa a determinat tendinta
de colapsare a straturilor, mai ales in zonele interioare. Astfel, uniformitatea generald a fost
afectata.

Tn proba 8 (30 kPa si 6,5 mm/s), excesul de material rezultat din reducerea vitezei a
condus la ovalizarea porilor si la colaps partial al straturilor. Desi filamentul a rdmas continuu
si bine format, supradepunerea materialului a compromis stabilitatea geometrica a scaffoldului.

Tn concluzie, cele mai bune rezultate pentru aceasta formulare au fost obtinute in proba
6, parametrii optimi fiind 30 kPa si 8 mm/s, conditii in care formele porilor si rezolutia au fost
foarte apropiate de modelul CAD. Per ansamblu, filamentul a prezentat in toate cazurile o
calitate buna la extrudare, fiind uniform, continuu si fira variatii bruste de grosime. In acest
sens, In Tabelul 4 sunt prezentate printdrile realizate dupa ajustarea parametrilor cu aceeasi
formulare de mai sus.
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Tabelul 4. Optimizarea parametrilor de printare pentru compozitia GCK2.

GCK2

Concentratii: 8% Gelatind/0.28% Nanofibre celuloza/1.6% K-carragenan

Nr. | Parametrii de printare Imagini printare Observatii printare
Crt
Set 3
1 Model: linie Extrudarea filamentului
Diametru acului de este continua, insa in
printare: 22G procesul de printare
Temperatura: 37°C viteza de 10 mm/s a
Presiune: 30kPa generat mici
Viteza de printare: intreruperi, precum $i o
10mm/s depunere mai putin
controlatd, cu forme
neregulate ale
filamentului, asa cum
se observd in imaginea
de mai jos.
2 Model: linie Filamentul obtinut a
Diametru acului de prezentat o extrudare
printare: 22G uniforma si continud,
Temperatura: 37°C rezultand o structura
Presiune: 30kPa omogend, stabila si
Viteza de printare: 8 fard discontinuitdati sau
mm/s variatii de grosime.
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Presiunea si viteza de
printare au fost
mentinute la parametrii
anteriori, obtinandu-se
scaffoldul ilustrat in
aceste imagini. Se
observa ca structura
are o formd patratd,
asemandatoare
modelului CAD, insa
usor neregulata. Porii
interiori prezintd, de
asemenea, o forma
patrata similara cu
modelul CAD, dar cu
variatii dimensionale.
Un alt aspect vizibil
este coltul din stanga
jos, unde apare o
intrerupere a
materialului, ceea ce
indicd faptul ca viteza
de printare este usor
prea mare pentru
presiunea utilizata

3 Dimensiunile selectate:
15x15x5 mm
Diametru acului de
printare: 22G
Procentul de umplere:
20%
Temperatura: 40°C
Presiune: 30kPa
Viteza de printare: 8
mm/s

Presiunea a fost
mentinuta, iar viteza de
printare a fost redusa.
Scaffoldul obtinut
prezinta pori patrati, cu
forma regulata si fara
intreruperi de material.
Straturile sunt uniforme
si continue, ceea ce
arata ca structura se
sustine sub propria
greutate, indicand ca

4 Dimensiunile selectate:
15x15x5 mm
Diametru acului de
printare: 22G
Procentul de umplere:
20%
Temperatura: 37°C
Presiune: 30 kPa
Viteza de printare: 7

" HH'IIIIlHHIII
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acestia reprezinta
parametrii optimi
pentru aceasta
formulare printabila

5 Dimensiunile selectate:
15x15x5 mm
Diametru acului de
printare: 22G
Procentul de umplere:
20%
Temperatura: 37°C
Presiune: 30 kPa
Viteza de printare: 7
mm/s

Mentinerea presiunii §i
a vitezei de printare au
condus la obtinerea
unor scaffolduri cu pori
patrati, bine conturati
si fara intreruperi de
material. Straturile
depuse au fost uniforme
si stabile, demonstrand
ca structurile se sustin
sub propria greutate.
Aceste rezultate indica
faptul ca parametrii
selectati pot fi
considerati optimi
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6 Dimensiunile selectate:
15x15x5 mm
Diametru acului de
printare: 22G
Procentul de umplere:
20%
Temperatura: 37°C
Presiune: 30 kPa
Viteza de printare: 7
mm/s

L
|

Mentinerea presiunii i
a vitezei de printare au
condus la obtinerea
unor scaffolduri cu pori
patrati, bine conturati

S——

r—

si fara intreruperi de
material. Straturile
depuse au fost uniforme
si stabile, demonstrand
ca structurile se sustin
sub propria greutate.
Aceste rezultate indica
faptul ca parametrii
selectati pot fi
considerati optimi
pentru printarea
acestor formulari.

7 Dimensiunile selectate:
15x15x5 mm
Diametru acului de
printare: 22G
Procentul de umplere:
20%
Temperatura: 37°C
Presiune: 30 kPa
Viteza de printare: 7
mm/s

Mentinerea presiunii §i
a vitezei de printare au
condus la obtinerea
unor scaffolduri cu pori
patrati, bine conturati
si fara intreruperi de
material. Straturile
depuse au fost uniforme
si stabile, demonstrand
ca structurile se sustin
sub propria greutate.
Aceste rezultate indica
faptul ca parametrii
selectati pot fi
considerati optimi
pentru printarea
acestor formulari.
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8 Dimensiunile selectate: Mentinerea presiunii si
15x15%x5 mm a vitezei de printare au
Diametru acului de condus la obtinerea
printare: 22G unor scaffolduri cu pori
Procentul de umplere: patrati, bine conturati
20% si fara intreruperi de
Temperatura: 37°C material. Straturile
Presiune: 30 kPa depuse au fost uniforme
Viteza de printare: 7 si stabile, demonstrand
mm/s cd structurile se sustin
sub propria greutate.
Aceste rezultate indica
faptul ca parametrii
selectati pot fi
considerati optimi
pentru printarea
acestor formulari.
9 Dimensiunile selectate: Mentinerea presiunii si

15x15x5 mm
Diametru acului de
printare: 22G
Procentul de umplere:
20%
Temperatura: 37°C
Presiune: 30 kPa
Viteza de printare: 7
mm/s

a vitezei de printare au
condus la obtinerea
unor scaffolduri cu pori
patrati, bine conturati
si fard intreruperi de
material. Straturile
depuse au fost uniforme
si stabile, demonstrand
ca structurile se sustin
sub propria greutate.
Aceste rezultate indica
faptul ca parametrii
selectati pot fi
considerati optimi
pentru printarea
acestor formulari.
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10 | Dimensiunile selectate: Mentinerea presiunii si
15x15x5 mm a vitezei de printare au

Diametru acului de condus la obtinerea
printare: 22G unor scaffolduri cu pori
Procentul de umplere: patrati, bine conturati

20% si fara intreruperi de

Temperatura: 37°C material. Straturile
Presiune: 30 kPa depuse au fost uniforme
Viteza de printare: 7 si stabile, demonstrand
mm/s cd structurile se sustin

sub propria greutate.
Aceste rezultate indica
faptul ca parametrii
selectati pot fi
considerati optimi
pentru printarea
acestor formulari.

11 | Dimensiunile selectate: Dupa mai multe
15x15x5 mm
Diametru acului de
printare: 22G
Procentul de umplere:
20%
Temperatura: 37°C
Presiune: 30 kPa

Viteza de printare: 7

realizari de scaffolduri
solutia din tuburile de
printare, a avut o
tendinta de intarire,
ajungandu-se la
blocarea acului, si la
existenta unor
intreruperi Tn material.

mm/s
12 | Dimensiunile selectate: Cresterea presiunii a
15x15x5 mm condus la obtinerea

unui scaffold cu pori
mai incarcati de

Diametru acului de
printare: 22G
Procentul de umplere:
20%
Temperatura: 37°C
Presiune: 33 kPa
Viteza de printare:
7mm/s

material si cu o
structura a straturilor
incapabila sa sustina
greutatea celor
superioare.
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Cresterea vitezei de
printare a condus la
formarea unui scaffold
cu pori drepti, dar

13 Dimensiunile selectate:
15x15x5 mm
Diametru acului de
printare: 22G
Procentul de umplere:
20%
Temperatura: 37°C
Presiune: 33 kPa
Viteza de printare:

intrerupti, iar straturile
obtinute, din cauza
cantitatii reduse de

material, nu pot sustine
greutatea straturilor

9mm/s superioare.
14 | Dimensiunile selectate: Presiunea a fost
15x15x5 mm mentinutd la 33 kPa,
Diametru acului de insd cresterea vitezei de
printare: 22G printare a dus la
Procentul de umplere: aparitia unor straturi
20% incomplet formate si a
Temperatura: 37°C intreruperilor de
Presiune: 33 kPa material.
Viteza de printare:
8mm/s
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15 Dimensiunile selectate: Presiunea a fost

15x15x5 mm
Diametru acului de
printare: 22G
Procentul de umplere:

mentinutd la 33 kPa,
insd cresterea vitezei de
printare a dus la
aparitia unor straturi

20% incomplet formate si a
Temperatura: 37°C intreruperilor de
Presiune: 33 kPa material.
Viteza de printare:
8mm/s

Conform tabelului prezentat mai sus, proba 1 (30 kPa, 10 mm/s, 22G, model linie) a
ardtat ca extrudarea filamentului a fost continua, dar viteza de 10 mm/s a generat mici
intreruperi si o depunere mai putin controlatd. Filamentul a prezentat forme neregulate si
variatii locale de grosime, afectand uniformitatea depunerii. Acest comportament sugereaza ca
viteza selectata este usor prea mare pentru presiunea aplicata. Proba 2 (30 kPa, 8 mm/s, 22G,
model linie) a evidentiat ca reducerea vitezei a dus la o extrudare uniforma si continua.
Filamentul a fost stabil si omogen, fara discontinuitati sau variatii de grosime, ceea ce indica o
buna compatibilitate intre vascozitatea solutiei si parametrii de lucru. Proba 3 (30 kPa, 8 mm/s,
22G, 10x10x5 mm, 32% umplere, 40°C) a permis obtinerea unui scaffold cu forma patratica
asemandtoare modelului CAD, dar usor neregulata. Porii interiori au avut forma patratica, insa
cu dimensiuni variabile, iar 1n coltul stanga-jos s-a observat o Tntrerupere a materialului, ceea
ce arata ca viteza de 8 mm/s este inca usor ridicata pentru presiunea utilizata. Proba 4 (30 kPa,
7 mm/s, 22G, 10x10x5 mm, 32% umplere, 37°C) a condus la un scaffold cu pori patrati, bine
conturati si fard intreruperi. Straturile au fost uniforme si continue, iar structura si-a mentinut
stabilitatea sub propria greutate, confirmand ca acesti parametri reprezintd conditiile optime
pentru aceastd formulare.

Probele 5-10 (30 kPa, 7 mm/s, 22G, 10x10x5 mm, 32% umplere, 37°C) au confirmat
reproducibilitatea acestor rezultate, scaffoldurile obtinute avand constant pori patrati, bine
conturati si straturi uniforme, fard intreruperi. Stabilitatea lor structurala demonstreaza ca
parametrii selectati pot fi considerati optimi. Proba 11 (30 kPa, 7 mm/s, 22G, 10x10x5 mm,
32% umplere, 37°C, dupd mai multe cicluri de printare) a evidentiat faptul ca solutia din
tuburile de extrudare a prezentat tendintd de intarire, ceea ce a dus la blocarea acului si la
aparitia unor Intreruperi de material. Acest fenomen subliniazd limitarile practice legate de
utilizarea repetata a formularii. Proba 12 (33 kPa, 7 mm/s, 22G, 10x10x5 mm, 32% umplere,
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37°C) a aratat ca prin cresterea presiunii s-au obtinut pori supraincarcati cu material, iar
structura nu a mai putut sustine greutatea straturilor superioare. Proba 13 (33 kPa, 9 mm/s,
22G, 10%10x5 mm, 32% umplere, 37°C) a demonstrat ca, desi porii au parut mai drepti, acestia
au fost intrerupti. Straturile obtinute nu au putut sustine straturile superioare, din cauza
depunerii insuficiente de material. Probele 14-15 (33 kPa, 8 mm/s, 22G, 10x10x5 mm, 32%
umplere, 37°C) au confirmat ca mentinerea presiunii la 33 kPa si cresterea vitezei de printare
la 8 mm/s au generat straturi incomplet formate si intreruperi de material, ceea ce indica
instabilitate structurala.

Tn concluzie, formularea 5,6% Gelatina / 0,26% CNF / 1,5% k-carragenan a demonstrat
o buna printabilitate la parametri 30 kPa, 7 mm/s, 22G, 37°C, conducénd la scaffolduri cu pori
patrati, bine conturati si straturi uniforme, stabile sub propria greutate. Totusi, utilizarea
repetatd a aceleasi solutii a determinat Intdrirea acesteia si blocarea acului. Cresterea presiunii
sau a vitezei de printare a compromis fidelitatea geometrica si stabilitatea structurala. Astfel,
parametrii mentionati rfdman cei mai adecvati pentru aceastd formulare, dar sunt necesare
ajustari suplimentare pentru a preveni intarirea in timpul procesului.
Tabelul 4. Optimizarea parametrilor de printare pentru compozitia GCK2.

GCK2
Concentratii: 8% Gelatind/0.28% Nanofibre celuloza/1.6% K-carragenan
Nr. | Parametrii de printare Imagini printare Observatii printare

Crt

1 Dimensiunile selectate:
15x15x3 mm
Diametru acului de
printare: 22G
Procentul de umplere:
32%
Temperatura: 37°C
Presiune: 30kPa
Viteza de printare:
7mm/s

Presiunea si viteza de
printare au fost
mentinute identice cu
cele utilizate la
printarile anterioare.
Se observa ca a fost
obtinut un scaffold
asemanator modelului
de referinta, cu pori de
forma dreapta si o
structurd exterioard
regulatd. De asemenea,
se remarcd faptul ca
materialul nu
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colapseaza, fiind
vizibila printarea clara
a straturilor exterioare.

2 Dimensiunile selectate: Presiunea i viteza de
15x15x3 mm printare au fost
Diametru acului de mentinute ca la
printare: 22G structura anterioard.
Procentul de umplere: Scaffoldul obtinut
32% prezintd pori drepti si 0
Temperatura: 37°C structurd exterioard
Presiune: 30kPa regulata, fara
Viteza de printare: colapsarea
7mm/s materialului.

3 Dimensiunile selectate: Presiunea i viteza de
15x15x5 mm 3 printare au fost
Diametru acului de mentinute ca la
printare: 22G
Procentul de umplere:
32%
Temperaturd: 37°C
Presiune: 30kPa
Viteza de printare:
7mm/s

Structura anterioard.
Scaffoldul obtinut
prezintd pori drepti si o
structurd exterioard
regulata, fara
colapsarea
materialului.
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Dimensiunile selectate:

15x15%x5 mm
Diametru acului de
printare: 22G
Procentul de umplere:
32%
Temperatura: 37°C
Presiune: 30kPa
Viteza de printare:
7mm/s

Presiunea si viteza de
printare au fost
mentinute ca la

structura anterioard.

Scaffoldul obtinut
prezintd pori drepti si o
structurd exterioard
regulata, fara
colapsarea
materialului.

Dimensiunile selectate:

15x15%x5 mm
Diametru acului de
printare: 22G
Procentul de umplere:
32%
Temperatura: 37°C
Presiune: 30kPa
Viteza de printare:
7mm/s

Presiunea si viteza de
printare au fost
mentinute ca la

structura anterioard.

Scaffoldul obtinut
prezintd pori drepti si o
structurd exterioard
regulata, fara
colapsarea
materialului.

Utilizand cei mai buni parametri si compozitia formularii anterioare din Tabelul 4, s-a
realizat o noud serie de experimente de printare. Astfel, pentru proba 1, presiunea si viteza de
printare au fost mentinute identice cu cele utilizate in printarile anterioare. Se observa cd a fost
obtinut un scaffold asemanator modelului de referintd, prezentand pori de forma dreapta si o
structurd exterioara regulata. De asemenea, se remarca faptul ca materialul nu a colapsat, fiind
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vizibila o depunere clard si continud a straturilor exterioare, ceea ce confirma stabilitatea
parametrilor selectati. In cazul Probeii 2, presiunea si viteza de printare au fost mentinute la
aceleasi valori ca la structura anterioard. Scaffoldul obtinut prezinta pori bine definiti, cu o
forma dreapta si o structura exterioara regulata.

Se evidentiaza, de asemenea, faptul ca materialul nu colapseaza, ceea ce demonstreaza
o bund reproducibilitate a rezultatelor fata de Proba 1. Proba 3 a fost realizatd cu aceiasi
parametri de presiune si viteza de printare ca si structurile anterioare. Scaffoldul rezultat
prezinta pori drepti si o structurd exterioara regulata, fara colapsarea materialului. Dimensiunile
mai mari ale probei nu au afectat stabilitatea structurald, iar straturile s-au pastrat uniforme pe
intreaga iniltime a constructiei. In Proba 4, parametrii de lucru au fost mentinuti la aceleasi
valori ca la printdrile precedente. Scaffoldul obtinut prezinta pori drepti si uniformi, precum si
o structura exterioara regulatd, stabila si bine conturata. Materialul nu a prezentat colaps, iar
depunerea straturilor a fost uniforma si clard, confirmand consistenta rezultatelor obtinute.
Pentru Proba 5, parametrii de printare au fost mentinuti similari cu cei utilizati anterior,
adaptandu-se la noile conditii experimentale. Scaffoldul obtinut prezinta pori de forma dreapta
si o structurd exterioard regulatd, fard colapsarea materialului. Chiar si la o temperaturd mai
ridicata si la o presiune crescuta, structura s-a mentinut stabild, iar depunerea filamentului a
fost clara si uniforma, ceea ce confirma o bund comportare a formularii in aceste conditii.

Analiza rezultatelor obtinute in urma seriei de printdri realizate, utilizdnd compozitia
formuldrii prezentate in Tabelul 4 si parametrii optimi de proces, evidentiaza faptul ca aceasta
combinatie reprezintd conditiile ideale pentru fabricarea scaffold-urilor 3D stabile si
reproducibile. Toate probele evaluate (1-5) au prezentat pori bine definiti, de forma dreapta,
precum si o structurd exterioara regulata si uniforma, fara semne de colaps al materialului, ceea
ce confirma stabilitatea parametrilor selectati. De asemenea, reproducerea fidela a modelului
de referintd si mentinerea uniformitdtii depunerii straturilor, chiar si in cazul variatiilor
dimensiunilor probelor sau al modificdrilor de temperaturd si presiune, demonstreaza
consistenta si fiabilitatea procesului de printare. Aceste rezultate sugereaza ca formularea si
conditiile de printare adoptate sunt adecvate pentru realizarea scaffold-urilor 3D cu proprietati
structurale si geometrice optime.

1.1.3.4. Concluzii

Analiza sistematicd a rezultatelor obtinute in urma testarii diferitelor formuldri de
hidrogel si a parametrilor de printare evidentiaza o relatie clara intre vascozitatea materialului,
presiunea de extrudare, viteza de depunere si fidelitatea geometrica a scaffoldurilor 3D.
Formularea initiald (GCK 1), compusa din 4,3% gelatina, 0,2% nanofibre de celuloza si 1,15%
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K-carragenan, a prezentat limitari semnificative privind stabilitatea structurala a scaffoldurilor.
Filamentul obtinut In timpul extrudarii nu a fost uniform, iar vascozitatea relativ scazuta a dus
la acumularea excesiva de material la capitul filamentului. In probele cu presiune si viteza
standard (22G, 37°C, 30 kPa, 10 mm/s), s-au observat pori ovalizati, structuri exterioare
neregulate si tendinte de colaps ale straturilor, indicand faptul ca aceasta formulare nu poate
sustine fidelitatea geometrica necesara.

Ajustdrile parametrilor de printare, inclusiv scaderea presiunii $i cresterea vitezei, au adus
unele imbunatatiri, dar porii scaffoldurilor au ramas incomplet definiti, iar unele regiuni au
prezentat intreruperi ale filamentului. Astfel, se poate concluziona ca vascozitatea insuficienta
a hidrogelului reprezintd un factor limitativ major pentru printarea cu succes a scaffoldurilor
stabile. Aceastda etapa a permis identificarea nevoii de optimizare a concentratiei
componentelor, conducand la formularea GCK 2 optimizata: 8% gelatina, 0,28% nanofibre
celuloza (CNF) si 1,6% x-carragenan.

Testele efectuate cu aceasta formulare optimizatd au demonstrat o imbunatatire
semnificativa a comportamentului materialului la extrudare. Filamentul a prezentat continuitate
si uniformitate, fara discontinuitdti sau variatii semnificative de grosime, ceea ce confirma
compatibilitatea reologica a hidrogelului cu parametrii de lucru. S-a observat ca presiunea si
viteza de printare influenteaza direct fidelitatea geometrica a scaffoldurilor: presiuni prea mari
genereaza supradepunere si colaps al straturilor, in timp ce presiuni prea mici duc la intreruperi
ale filamentului si pori incomplet conturati.

Seria de probe indica faptul ca parametrii optimi pentru printarea formuldrii GCK 2
sunt 30 kPa pentru presiune si 7-8 mm/s pentru viteza de depunere, utilizdnd ac de 22G si
mentinand temperatura de lucru la 37°C. In aceste conditii, scaffoldurile obtinute au prezentat
pori patrati, bine conturati, straturi uniforme si o stabilitate structurald excelenta, reproducand
cu fidelitate modelul CAD de referintd. Testele suplimentare au confirmat reproducibilitatea
acestor rezultate pe mai multe probe si dimensiuni, demonstrand robustetea si consistenta
procesului de printare.

Totusi, s-a observat ca utilizarea repetatd a aceleiasi solutii conduce la intdrirea acesteia
in tuburile de extrudare, fenomen care poate genera blocarea acului si intreruperi ale
filamentului. De asemenea, cresterea excesiva a presiunii sau a vitezei de printare compromite
stabilitatea straturilor si fidelitatea geometricd, ceea ce subliniazd necesitatea mentinerii
parametrilor optimi. Prin urmare, pentru printarea scaffoldurilor 3D stabile si precise,
concentratia formuldrii de 8% gelatina, 0,28% CNF si 1,6% «x-carragenan, combinatd cu
parametrii de lucru 30 kPa si 7-8 mm/s, reprezinta conditia optima. Acesti parametri permit
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obtinerea unor scaffolduri cu proprietati structurale si geometrice superioare, straturi uniforme
si pori bine definiti, asigurand reproducibilitatea si fiabilitatea procesului de printare.

In concluzie, optimizarea atit a concentratiei componentelor hidrogelului, cat si a
parametrilor de extrudare a fost esentiala pentru realizarea scaffoldurilor 3D stabile si fideli
modelului CAD. Formularea GCK 2 si parametrii selectati oferd un echilibru adecvat intre
vascozitate, flux de material si stabilitate structurald, constituind astfel baza pentru dezvoltarea
de scaffolduri functionale in aplicatii biomedicale si inginerie tisulara. Aceastd combinatie
poate fi consideratd formularea si conditia de lucru recomandata pentru viitoare experimente
de printare 3D cu aceste tipuri de hidrogeluri.
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PARTEAall-a
11.1. CAPITOL 1

11.1.1. Pregatirea culturii celulare si evaluarea biocompatibilitatii
structurilor din gelatina, gellan, CNF-uri si diferiti derivati grafenici, prin
testare Live/Dead

Activitatea 1. Printarea 3D in conditii speciale de substituenti ososi personalizati.
Subactivitatea 1.4. Printarea 3D cu formulari printabile 4D si formulari printabile 4D cu celule.
Subactivitatea 1.8. Controlul functional si de calitate al componentelor Activitdtii 1.

11.1.1.1. Introducere

Mentinerea culturilor celulare in conditii controlate reprezinta un aspect fundamental
in cercetarea biomedicala, in special in contextul evaluarii viabilitatii celulare diferitelor
biomateriale [1]. Testele de viabilitate celulara constituie instrumente esentiale pentru
aprecierea capacitdtii unui biomaterial de a sustine aderarea, proliferarea si functionalitatea
celulelor, oferind astfel informatii privind biocompatibilitatea acestuia. Pentru ca aceste
evaluari sa fie valide si reproductibile, culturile celulare trebuie mentinute intr-un mediu care
sa reproducd fidel conditiile fiziologice, inclusiv parametrii chimici, oxigenarea si
disponibilitatea nutrientilor [2], [3]. Parametri precum pH-ul, concentratia de oxigen,
compozitia mediului si absenta contaminantilor microbieni influenteaza direct comportamentul
celular, iar orice abatere poate conduce la rezultate experimentale inexacte. Prin urmare,
implementarea unor protocoale riguroase de manipulare asepticd, monitorizare continua si
optimizare a conditiilor de cultura este indispensabila pentru obtinerea datelor experimentale

[4], [].

metoda standard pentru investigarea celulelor viabile si moarte in culturile expuse la materiale
experimentale [6]. Aceasta abordare se bazeaza pe utilizarea unor coloranti fluorescenti
complementari, care permit discriminarea rapida si precisa intre celulele viabile, cu membrane
intacte, si celulele compromise sau moarte, ale caror membrane sunt permeabile. Aceasta dubla
marcaj permite nu doar cuantificarea rapidd a procentului de celule viabile si moarte, ci si
analiza distributiei spatiale a acestora pe suprafata biomaterialului, oferind informatii asupra

.....

47



Finantat de SR R TS ERIL EE RETAR Planul National
- N:Ilineaumf,eana QK2 B >I > de Redresare si Rezilienta

Componenta: C9 Suport pentru sectorul privat, cercetare, dezvoltare si inovare

Investitia 8: ,,Dezvoltarea unui program pentru atragerea resurselor umane Tnalt specializate
din straindtate in activitdti de cercetare, dezvoltare si inovare” PNRR-111-C9-2022 — I8

Codul proiectului: 213

Contract de finantare nr. 760093/23.05.2023

Beneficiar: UNIVERSITATEA NATIONALA DE STINTA SI TEHNOLOGIE
POLITEHNICA BUCURESTI

Titlul proiectului: Advanced & personalized solutions for bone regeneration and
complications associated with multiple myeloma

.....

1,4, 7 si 14 zile a probelor printate 3D pe baza de gelatina, gellan, nanofibre de celuloza (CNFs)
si doi derivati grafenici, oxid de grafena carboxilat (GC-CBX) si oxid redus de grafena aminat
(GC-AMN). Probele fara derivati grafenici au fost codificate GC, iar cele continand ambii
derivati GC-CBX/AMN.

11.1.1.2. Matertiale si metode
11.1.1.2.1. Materiale

Liniile celulare osteoblaste umane MG-63 (CLS Cell Lines Service GmbH, Heidelberg,
Germania) au fost utilizate pentru toate experimentele. Celulele au fost cultivate in mediu
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM; Gibco™, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, SUA), suplimentat cu 10% ser fetal bovin (FBS; Gibco™, Thermo Fisher Scientific) si
1% solutie de Penicilina-Streptomicind 100x (Gibco™, Thermo Fisher Scientific). Kitul
comercial Live/Dead Viability/Cytotoxicity Kit, for mammalian cells a fost achizitionat de la
Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, SUA). Solutia de tampon fosfat salin
(PBS) a fost furnizata de Sigma Aldrich Merck (Darmstadt, Germany), iar tripsina de Thermo
Fisher Scientific (Waltham, MA, SUA)

11.1.1.2.2. Dezghetarea liniei celulare MG63

Liniile celulare osteoblaste MG-63 dezghetate si cultivate intr-un mediu DMEM,

suplimentat cu 10% FBS si 1% solutie de Penicilina-Streptomicind, in conditii standard de
temperaturd si umiditate, respectiv la 37°C, 5% CO: si 90% umiditate relativa. Culturile
celulare au fost pregatite conform protocolului standard de reactivare a crioculturilor. Initial,
criotubul a fost 1asat sa se dezghete Intr-o baie cu bile metalice la 37°C, dupa care continutul a
fost transferat in hota pentru manipulare aseptica. Suspensia celulara a fost omogenizata prin
pipetare usoard pentru a asigura uniformitatea celulelor.
Ulterior, intreaga suspensie (1.5 ml) a fost transferat intr-un tub de centrifugare de 15 ml, care
continea 8 ml de mediu de cultura complet, eliberand suspensia celulara incet, de jos in sus,
pentru a preveni aglomerarea celulelor. Tuburile au fost centrifugate la 300 rpm timp de 6
minute pentru sedimentarea celulelor. Dupa centrifugare, supernatantul a fost indepartat, iar
celulele au fost resuspendate in 1 ml de mediu complet.
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Pentru initierea culturilor, mediu complet a fost adiugat in trei flask-uri de 75 cm?, iar
suspensia celulara a fost distribuita uniform, cate 0,33 ml per flask. Flask-urile au fost ulterior
incubate 1n conditii standard, permitand aderarea si proliferarea celulelor inainte de utilizarea
acestora n experimente ulterioare. Mediul de cultura a fost schimbat la 2-3 zile pentru a asigura
nutrientii si pH-ul optim culturii celulare. Tnainte de schimbarea mediului, atat mediul de
cultura, cat si solutia PBS au fost incalzite la temperatura camerei sau la 37°C pentru a evita
stresul termic asupra celulelor. Mediu utilizat anterior a fost eliminat din flask-uri, iar acestea
au fost spalate usor cu 5 ml PBS pentru a indeparta celulele moarte si reziduurile metabolice.
Ulterior, s-au adaugat 10 ml de mediu complet proaspit in fiecare flask, asigurand distribuirea
uniforma a nutrientilor. Flask-urile au fost apoi plasate in incubator, mentinand conditiile
standard de culturd pentru continuarea proliferarii si supravietuirii celulelor.

11.1.1.2.3.Pasajul celular

Pentru proliferarea optima a culturilor, a fost efectuat pasajul celular, procedura
esentiald pentru prevenirea confluentei excesive si mentinerea viabilititii celulare. Inainte de
manipulare, mediul de culturd, solutia PBS si Tripsina (TripLE) au fost incélzite la 37°C pentru
a minimiza stresul termic asupra celulelor. Mediu utilizat anterior a fost eliminat din flask-uri,
care au fost spalate de doua ori cu ciate 5 ml PBS pentru a indeparta celulele moarte si
reziduurile metabolice. Ulterior, s-au adaugat 2 ml TripLE in fiecare flask, iar celulele au fost
incubate timp de 2—3 minute pentru a favoriza detasarea acestora de suprafata flask-ului. Dupa
aceasta, s-au adaugat 6 ml de mediu complet, iar suspensia celulara a fost omogenizata usor.
Continutul celor patru flask-uri a fost transferat in tuburi de centrifugare de 15 ml si centrifugat
la 1350 rpm timp de 3 minute pentru sedimentarea celulelor. Supernatantul a fost Indepartat,
iar celulele au fost resuspendate in 1 ml de mediu complet.

Suspensia omogenizata a fost distribuita in flask-uri noi cu mediu complet si incubata
in conditii standard pentru continuarea proliferarii. In plus, schimbarea mediului s-a realizat
dupa 2-3 zile pentru a asigura conditii optime de viabilitate si functionalitate celulara. Aceasta
procedura a permis atat mentinerea culturilor sdndtoase, cat si pregatirea acestora pentru teste
experimentale ulterioare.

11.1.1.2.4. insiméntarea celulelor si pregitirea probelor

Pentru efectuarea testelor de interactiune intre celule si biomaterial, s-au selectat cate
opt probe din fiecare tip de structura, care au fost dispuse in plici cu 12 godeuri. In fiecare
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placa s-a lasat spatiu pentru controlul negativ. Probele au fost introduse 1n hota cu flux laminar
vertical si au fost supuse sterilizarii UV timp de 1 ora pe fiecare suprafatd pentru a elimina
potentialele contamindri microbiene.

Celulele au fost pregatite prin detasare cu TripLE. Astfel, mediul din cele trei flask-uri
a fost indepartat, iar suprafetele au fost spalate de doud ori cu 5 ml PBS. Ulterior, s-au adaugat
2 ml TripLE, iar celulele au fost incubate 2—3 minute pentru a facilita detasarea de suprafata.
Celulele au fost resuspendate in 6 ml mediu complet si omogenizate usor, dupa care continutul
flask-urilor a fost transferat intr-un tub de 50 ml, centrifugat la 1350 rpm timp de 3 minute, iar
supernatantul a fost eliminat. Celulele au fost resuspendate in 1 ml mediu complet, iar pentru
determinarea densitatii celulare s-a efectuat colorarea cu albastru tripan. Suspensia a fost
diluatd pentru a obtine densitatea dorita, iar din aceasta s-au insdmantat in placi 100 000
celule/godeu. Placile au fost incubate timp de 30 de minute pentru aderarea celulelor, dupa care
s-au addugat 2 ml mediu complet. Probele sterilizate UV au fost apoi transferate in placile
insdmantate, iar intregul ansamblu a fost incubat in conditii standard, asigurand contactul optim
intre celule si biomaterial pentru evaluarea viabilitatii la 1, 4, 7 si 14 zile.

11.1.1.2.5. Evaluarea viabilititii celulare prin maracare Live/Dead la 1, 4, 7 si 14 zile

Pentru evaluarea viabilitatii celulare pe biomateriale, s-a utilizat testul Live/Dead, bazat
pe coloranti fluorescenti care permit discriminarea celulelor viabile de cele moarte. Initial,
PBS-ul a fost incalzit la 37 °c, iar componentele kit-ului, inclusiv calcein am si ethidium
homodimer, au fost ldsate la temperatura camerei pentru a evita socul termic. procedura s-a
desfasurat 1n intuneric, pentru a preveni fotodegradarea colorantilor.

Solutia de lucru a fost pregatita intr-un tub de 15 ml prin adaugarea a 10 ml PBS, 5 pl
Calcein AM si 20 pl Ethidium homodimer. Placile cu celule, aflate anterior in incubator, au
fost scoase, mediul din godeuri a fost indepartat, iar acestea au fost spalate de doua ori cu cate
1 ml PBS pentru eliminarea reziduurilor. Ulterior, fiecarui godeu 1 s-a addugat 1 ml solutie
Live/Dead, iar placile au fost acoperite cu folie de aluminiu si incubate timp de 40 de minute
in intuneric, asigurand colorarea uniforma a celulelor.

Dupa incubare, solutia a fost indepartata, iar in godeuri s-a adaugat 1 ml PBS pentru
vizualizare. Celulele au fost examinate la microscopul cu fluorescenta (DMIL LED Fluo model
with DFC450-C capture system, Leica, Germany) utilizand lungimile de unda corespunzatoare.
Aceasta metodd permite evaluarea vizuald a viabilitatii celulare si, implicit, a

.....
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11.1.1.3. Rezultate si discutii
Subactivitatea 1.8. Controlul functional si de calitate al componentelor Activitatii 1.

Dezghetarea si cultivarea liniilor celulare osteoblaste MG-63 s-au realizat cu succes,
celulele prezentand morfologia caracteristica acestei linii celulare. Dupa transferul in mediu
complet DMEM, suplimentat cu 10% FBS si 1% solutie de Penicilina-Streptomicina, celulele
au aderat corespunzator la suprafata flask-urilor si au inceput sa prolifereze in conditiile
standard de cultura (37°C, 5% CO2, 90% umiditate relativa). In primele zile de cultura, celulele
au prezentat o morfologie tipica osteoblastelor de tip MG-63, respectiv o forma alungita,
fibroblastoida, cu nucleu central bine delimitat si o distributie uniforma pe suprafata de cultura
(Figura 1).

Pe parcursul mentinerii culturilor, schimbarea mediului de culturd la intervale regulate
de 2-3 zile a asigurat un aport constant de nutrienti si mentinerea unui pH optim, ceea ce a
permis proliferarea sustinuta a celulelor. Numararea celulor s-a realziat cu ajutorul camerei de
numarare si a microscopului inversat DMIL LED Fluo model with DFC450 (Figura 2).
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Figura 2. Numdrarea celulelor cu ajutorul microscopului inversat DMIL LED Fluo model
with DFC450
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Etapa de insdmantare a celulelor MG-63 in placile cu godeuri a fost realizatd cu succes,
respectand conditiile de sterilitate si densitatea celulard doritd (Figura 3). Probele au fost
sterilizate prin expunere la radiatii UV timp de 1 ora pe fiecare suprafatd, fapt care a asigurat
eliminarea potentialelor contaminari.

L el L

F igitra 3. Plécile cu godeuri contindnd celulele G63 §irobeie. déévaluat la 4, 7 §iile
(de la stanga la dreapta)

Celulele au prezentat o morfologie caracteristica, cu o distributie unofrma pe suprafata
godeurilor (Figura 4). Conditiile standard de incubare (37°C, 5% CO2, 90% umiditate relativa)
au permis mentinerea viabilitatii si proliferarii celulare pe intreaga duratd a experimentului,
probele fiind pregatite pentru evaluarea la intervalele stabilite de 1, 4, 7 si 14 zile.
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Figura 4. Celulele MG63 la o zi dupa insamantarea in placi cu godeuri pentru evaluarea
viabilitatii celulare prin Live/Dead

Analiza viabilitatii celulelor MG-63 cultivate pe probele printate 3D a evidentiat o buna
capacitate de adaptare si proliferare, confirmand compatibilitatea dintre biomateriale si linia
celulara utilizata. La 1 zi de cultura (Figura 5), celulele au prezentat o viabilitate ridicata, insa
densitatea lor era redusa, majoritatea aflandu-se intr-un stadiu incipient de aderare. Morfologia
observata a fost predominant rotunjita, specifica celulelor aflate in proces de fixare pe substrat.
Numarul celulelor neviabile (colorate in rosu) a fost redus, ceea ce sugereaza ca procesul de
insdmantare si transfer pe probe nu a indus un stres major asupra culturilor.

GC GC-AMN

GC-CBX

e gy, Y

GC-CBX/AMN

Figura 5. Imagini ale celulelor aflate in contact cu probele dupa o zi, marcate fluorescent
live/dead
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Dupa 4 zile (Figura 6), s-a observat o crestere a numarului de celule viabile (colorate
n verde), acestea prezentdnd o morfologie specifica, alungita si bine aderentd pe suprafata
scaffoldurilor. Distributia celulelor a fost uniforma, ceea ce confirma ca structurile nu au
interferat cu mecanismul normal de atasare al celulelor MG-63. Rezultatele sugereaza ca
biomaterialele oferd un mediu adecvat pentru fixarea initiald si Inceperea procesului de
proliferare.

-~ GC | GC-AMN

GC-CBX/AMN

GC-CBX

Figura 6. Imagini ale celulelor aflate in contact cu probele dupa 4 zile, marcate fluorescent
live/dead

La 7 zile de cultura, imaginile au evidentiat o crestere semnificativa a densitatii celulare,
celulele fiind bine raspandite (Figura 7). Morfologia caracteristica a fost mentinuta, iar celulele
au format retele interconectate, ceea ce indica atat proliferarea activa, cat si stabilirea unor
interactiuni celula—celuld. Numarul celulelor neviabile a ramas redus, confirmand toleranta
buna a celulelor la structurile printate 3D.
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GC-CBX GC-CBX/AMN

Figura 7. Imagini ale celulelor aflate in contact cu probele dupa 7 zile, marcate fluorescent
live/dead

Ultima evaluarea, la 14 zile, a demonstrat biocompatibilitatea probelor pentru perioade
extinse de timp (Figura 8). Culturile au prezentat o densitate celulara ridicata, cu zone extinse
acoperite aproape complet de celule viabile. Celulele MG-63 si-au mentinut morfologia,
aliniindu-se de-a lungul suprafetei si indicand o buna adaptare. Numarul celuleor neviabile a
fost redus si nu a afectat integritatea generala a culturilor.

GC GC-AMN

GC-CBX/AMN

GC-CBX

Figura 8. Imagini ale celulelor aflate in contact cu probele dupa 14 zile, marcate fluorescent
live/dead
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11.1.1.4. Concluzii

Studiul a demonstrat cd dezghetarea, cultivarea, pasajul si insdmantarea celulelor
osteoblastice MG-63 s-au realizat cu succes, mentinand morfologia si viabilitatea caracteristice
acestei linii celulare. Protocolul utilizat a asigurat conditii optime de crestere, iar mediul
complet suplimentat cu ser fetal bovin si antibiotic a permis proliferarea sustinutd a celulelor
fara contaminari. Schimbarea regulata a mediului, Impreuna cu spalarile succesive cu PBS, a
contribuit la mentinerea unui microambient favorabil si la prevenirea acumularii factorilor de
stres celular. Etapa de Tnsamantare a fost realizatd in conditii de sterilitate, probele fiind
pregatite corespunzator prin expunere la radiatii UV. Celulele au fost distribuite uniform si au
prezentat o viabilitate ridicata inca din prima zi, adaptandu-se progresiv la contactul cu probele
printate 3D. Evaluarea la intervale succesive a evidentiat un proces continuu de proliferare,
confirmand compatibilitatea dintre biomateriale si celulele MG63.

Astfel, la 1 zi dupa insamantare, celulele prezentau o morfologie predominant rotunjita,
specifica fazei incipiente de atasare, cu un numar redus de celule neviabile. La 4 zile, celulele
au dobandit morfologia alungita si atasata, caracteristica liniei MG63, fiind distribuite uniform
pe suprafata scaffoldurilor. Dupd 7 zile, densitatea celulard a crescut semnificativ, celulele
formand retele interconectate si mentinand o viabilitate ridicata, in timp ce la 14 zile s-a
observat o acoperire extinsd a probelor, cu zone aproape complet populate de celule viabile si
cu un numar minim de celule moarte. Aceste rezultate confirmd biocompatibilitatea ridicata a
scaffoldurilor testate. Tn concluzie, probele printate 3D investigate prezintd un potential
semnificativ In ingineria tisulard osoasd, Intrucdt permit o bund viabilitate, aderenta si
proliferare a celulelor MG63 pe perioade extinse de timp.
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PARTEA 111
I11.1. CAPITOL 1

I11.1.1. Crioprezervarea culturii celulare MG63

Activitatea 1. Printarea 3D in conditii speciale de substituenti ososi personalizati.
Subactivitatea 1.4. Printarea 3D cu formuldri printabile 4D si formuldri printabile 4D cu celule..

111.1.1.1. Introducere

Crioprezervarea culturilor celulare reprezintd o etapa esentiald in cercetarea biomedicala si
biotehnologica, fiind metoda standard prin care celulele sunt conservate pe termen lung fara
pierderea viabilitatii si a proprietatilor lor biologice. Mentinerea liniilor celulare in conditii
conventionale de culturd implicd riscuri majore, precum acumularea de mutatii spontane,
deriva geneticd, contaminarea bacteriana sau micotica si modificarile fenotipice asociate cu
trecerile repetate. Aceste fenomene pot compromite reproducibilitatea si relevanta rezultatelor
experimentale [1], [2].

Prin crioprezervare, celulele sunt stocate in conditii de temperatura extrem de scazuta,
intr-o stare de metabolism suspendat, ceea ce permite stoparea proceselor biologice si
mentinerea stabilitdtii genetice si functionale pentru perioade indelungate. Utilizarea agentilor
crioprotectori (ex: dimetilsulfoxid-DMSO) si a protocoalelor controlate de racire previne
formarea cristalelor de gheata intracelulare, reducand daunele mecanice si stresul osmotic [3],

[4].
111.1.1.2. Matertiale si metode

111.1.1.2.1. Materiale

Cultura celulara inghetata a fost MG-63 (CLS Cell Lines Service GmbH, Heidelberg,
Germania). S-a utilizat mediul de cultura Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM,;
Gibco™, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SUA), suplimentat cu ser fetal bovin (FBS;
Gibco™, Thermo Fisher Scientific) si solutie de Penicilina-Streptomicina 100x (P-S, Gibco™,
Thermo Fisher Scientific). DMOS-ul si tripsina au fost furnizate de Thermo Fisher Scientific
(Waltham, MA, SUA), iar solutia de tampon fosfat salin (PBS) a fost furnizata de Sigma
Aldrich Merck (Darmstadt, Germany).
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111.1.1.2.2. Crioprezervarea culturii celulare MG63

Pentru crioprezervarea liniei celulare MG63, s-a stabilit in prealabil numarul de
criotuburi necesare, fiecare fiind etichetat corespunzator cu numele liniei celulare, data si
numarul pasajului. DMSO utilizat ca agent crioprotector a fost filtrat steril si ulterior incorporat
intr-un mediu de congelare, preparat prin suplimentarea DMEM cu 10% DMSO, 15% FBS si
1% P-S. Astfel, pentru un volum final de 25 ml, compozitia a inclus: 18,75 ml DMEM, 3,75
ml FBS, 2,5 ml DMSO si 0,25 ml P-S.

Culturile celulare osteoblaste MG-63 au fost pregatite prin indepartarea mediului de
culturd din flask-uri si spalarea succesiva de doud ori cu 5 ml PBS. Pentru detasare, s-au
adaugat 2 ml tripsind, urmate de incubare pana la desprinderea completa a celulelor. Reactia a
fost neutralizata prin adaugarea a 4 ml de mediu complet (37°C), iar suspensia celulara obtinuta
a fost colectata si centrifugata la 1350 rpm timp de 3 minute. Dupa centrifugare, supernatantul
a fost indepartat, iar sedimentul celular a fost resuspendat in mediu de congelare, cate 1,5 ml
pentru fiecare criotub (16 criotuburi, echivalent cu 24 ml).

Fiecare criotub a fost sterilizat cu etanol 70% si depozitat in pozitie verticala intr-0 cutie
de congelare. Toate criotuburile au fost transferate intr-un congelator la -80°C.

111.1.1.3. Concluzii

Respectarea strictd a etapelor din protocolul de crioprezervare este esentiala pentru
mentinerea viabilitatii si a stabilitatii functionale a culturilor celulare pe termen lung. Fiecare
pas, de la prepararea corectd a mediului cu agenti crioprotectori si spalarea celulelor pentru
eliminarea reziduurilor, pana la centrifugarea controlatd, resuspendarea in mediu adecvat si
etichetarea riguroasa a criotuburilor, contribuie la prevenirea contaminarii, la reducerea
stresului osmotic si la evitarea formarii cristalelor de gheatd intracelulare. Astfel, protocolul
asigurd conservarea caracteristicilor genetice si fenotipice ale celulelor, precum si
disponibilitatea acestora pentru experimente ulterioare reproductibile si comparabile. Prin
urmare, crioprezervarea nu reprezintd doar o tehnica de depozitare, ci o conditie indispensabila
pentru garantarea calittii si integritatii materialului biologic utilizat in cercetarea biomedicala
si aplicatiile biotehnologice.
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I11.1.2. Sinteza si printarea 3D a formularilor printabile pe baza de
gelatina, nanofibre de celuloza, K-carragenan si oxid de grafena carboxilat

Activitatea 1. Printarea 3D in conditii speciale de substituenti ososi personalizati.

Subactivitatea 1.3. Obtinerea de formulari printabile compozite cu nanomateriale grafenice pe baza
cernelurilor dezvoltate in subactivitatile 1.1 si 1.2.
Subactivitatea 1.4. Printarea 3D cu formuldri printabile 4D si formuldri printabile 4D cu celule..

111.1.2.1. Introducere

Tn ultimele decenii, strategiile de regenerare osoasi au evoluat dincolo de simpla
utilizare a biomaterialelor, accentul fiind pus pe dezvoltarea unor sisteme functionalizate,
capabile sd interactioneze activ cu mediul biologic. O directie tot mai exploratd este cea a
compozitelor pe baza de biopolimeri naturali, care pot fi procesati prin tehnici avansate de
fabricatie, precum printarea 3D, pentru a genera scaffolduri cu arhitecturi controlate si
proprietdti adaptate nevoilor clinice. Aceasta abordare permite integrarea unor componente
complementare precum materiale polimerice, nanostructuri si agenti bioactivi intr-o singura

formulare, rezultand sisteme hibride cu potential superior de regenerare.
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In acest context, gelatina si k-carragenanul se remarcd prin proprietitile lor
vascoelastice si biocompatibile, nanofibrele de celuloza (CNF) aduc rezistenta mecanica, cresc
potentialul de a obtine scaffolduri stabile cu arhitecturd bine definitd. Etapa anterioard a
proiectului a vizat optimizarea acestor compozitii de baza si evaluarea comportamentului lor
la printare, iar in etapa curenta este prevazut un pas suplimentar prin introducerea oxidului de
grafend functionalizat cu grupari carboxil (GO-COOH) in formularile existente. Aceastd
completare a urmarit nu doar imbunatatirea proprietatilor mecanice ale scaffoldurilor, ci si
obtinerea unor suprafete mai favorabile interactiunii celulelare, avand in vedere potentialul
GO-COOH de a modula raspunsul biologic. Prin urmare, investigatiile desfasurate in aceasta
luna au vizat analiza influentei GO-COOH asupra printabilitatii si stabilitdtii compozitiilor pe
bazd de gelatind/k-carragenan/CNF, consolidand directia de dezvoltare a unor substituenti

o0sosi personalizati si biofunctionalizati.

111.1.2.2. Materiale si metode

Activitatea 1. Printarea 3D in conditii speciale de substituenti ososi personalizati.

Subactivitatea 1.3. Obtinerea de formulari printabile compozite cu nanomateriale grafenice pe baza
cernelurilor dezvoltate in subactivitatile 1.1 si 1.2.

111.1.2.2.1. Materiale utilizate

Gelatind obtinutad din piele de peste, k-carragenan, clorura de calciu si genipin au fost
achizitionate de la Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, SUA). Oxidul de grafena carboxilat a fost
achizitionat de la ACS Materials LLC (Pasadena, CA, USA), iar nanofibrele ce celuloza au
fost achizitionate de la Novarials (USA).

111.1.2.2.2. Sinteza formularilor printabile

Subactivitatea 1.3. Obtinerea de formulari printabile compozite cu nanomateriale grafenice
pe baza cernelurilor dezvoltate in subactivitatile 1.1 si 1.2.

Formularile printabile utilizate pentru obtinerea scaffoldurilor au fost fabricate pe baza
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unei matrice polimerice naturale, ranforsate cu GO-COOH, codificate cu denumirea GCKG,
care reflectd compozitia utilizata: G - gelatind, K - k-carragenan, C - nanofibre de celuloza
(CNF) si GO-COOH.

Formularea GCKG a fost preparata intr-un pahar Berzelius prin dizolvarea a 3.71 ¢
gelatina Tn 37.14 mL apa distilata, sub agitare magnetica, pana la dizolvare completa. Ulterior,
s-au addugat 13 mL suspensie CNF 1%, amestecul fiind mentinut sub agitare magnetica timp
de 1 ord, pentru a asigura 0 omogenizare corespunzitoare. in etapa urmatoare, au fost introduse
treptat 0.74 g k-carragenan, iar sistemul a fost lasat sub agitare peste noapte, pentru a permite
hidratarea si integrarea completa a polizaharidului in matrice.

Pentru functionalizarea suplimentara a formularii, au fost adaugati 11.4 mL dispersie
apoasd de GO-COOH, 1 mg/mL. Dispersia a fost obtinutd separat, prin ultrasonicare timp de 1
ord la amplitudine de 30%, utilizand un regim pulsatoriu de 20 s activ / 5 s pauza, pentru a
asigura exfolierea si dispersia uniforma a materialului. Amestecul final a fost pastrat sub agitare
pana la omogenizare completa si utilizat ulterior pentru testele de printare 3D prin introducerea

in cartusuri de printare.

Tabelul 1 — Concentratiile utilizate in realizarea formularilor printabile.

Gelatina  Nanofibre K- GO- Clorura Genipin

de carragenan  COOH  de calciu

celuloza

GCK 10% 0.35% 2% 2%

GCKG 10% 0.35% 2% 0.25% 2% 0.1%

111.1.2.2.3. Printarea formularilor sintetizate

Printarea formularilor sintetizate a fost realizatd utilizand imprimanta CELLINK, prin

tehnica extrudarii pneumatice. In functie de proprietitile reologice ale formularilor, parametrii
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de printare (presiunea de extrudare si viteza de deplasare a capului de printare) au fost ajustati
pentru a maximiza fidelitatea de printare.

Tn urma testelor anterioare, s-a constatat ca utilizarea acului 22G oferd cea mai buna
printabilitate, asigurdnd o extrudare continud si controlatd, fara intreruperi sau blocaje, iar
scaffoldurile rezultate au prezentat o fidelitate geometrica superioara, fiind cele mai apropiate
ca forma si dimensiuni de modelul de referinta.

Structurile printate 3D au fost supuse unui proces de dubla reticulare, utilizand o solutie
de clorura de calciu 2% timp de 5 minute, pentru reticularea K-carragenanului, si o solutie de
genipin 0.1% timp de 24 ore, pentru reticularea gelatinei.
111.1.2.3. Rezultate si discutii
Subactivitatea 1.4. Printarea 3D cu formulari printabile 4D si formulari printabile 4D cu

celule.

Rezultatele obtinute Tn urma experimentelor de printare 3D sunt prezentate in tabelul 2.
Pentru optimizarea procesului, s-au utilizat diferiti parametri de printare, precum presiunea de
extrudare si viteza de deplasare a acului de printare.

Formularea GCKG, compusa din 10% gelatina, 0.35% CNF, 2% k-carragenan s1 0.25%
GO-COOH (raportat la masa totald de gelatina si k-carragenan), a fost supusa unei serii de teste
de printare pentru evaluarea capacitatii de extrudare si stabilitate structurala a scaffoldurilor
fabricate. Experimentele au urmarit atat identificarea parametrilor de proces adecvati, cat si
reproducibilitatea rezultatelor in conditii similare. Principalii parametri analizati au fost
presiunea de extrudare, viteza de printare, procentul de umplere si consistenta filamentului
depus, iar criteriile de evaluare au inclus fidelitatea geometricd, uniformitatea porilor si
stabilitatea structurala.

Etapa initiala de optimizare a presiunii si vitezei a constat in extrudarea unor filamente

simple, in vederea determinarii presiunii minime necesare pentru un flux continuu de material.
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La o presiune de 60 kPa si o temperatura de 30°C, acul de 22G a permis obtinerea unui filament
stabil si uniform, confirmand compatibilitatea formularii cu parametrii selectati. Repetarea
testului a aratat o reproducibilitate buna, ceea ce a oferit rezultate favorabile pentru trecerea la
modele tridimensionale.

In cadrul printarii structurilor 3D de dimensiuni 15 x 15 x 5 mm, presiunea de 60 kPa
si o vitezd de 7 mm/s au fost utilizate initial (pozitia 3). Desi alegerea vitezei scazute a avut ca
scop mentinerea uniformitatii depunerii, au fost observate intreruperi ale filamentului si defecte
de printare, indicand o relatie directd intre parametrii de extrudare si proprietatile fizico-
reologice ale formularii. Cresterea presiunii la 63 kPa (pozitia 4) a imbunatatit fidelitatea de
printare, dar a generat defecte vizibile la peretii interiori in straturile superioare. O presiune si
mai ridicata, de 65 kPa (pozitia 5), a condus la o usoard ameliorare a uniformitdtii, insa
defectele nu au fost complet eliminate. Aceste observatii arata ca o simpla crestere a presiunii
nu rezolva complet problemele de continuitate si uniformitate, ci poate chiar sa induca variatii
suplimentare, mai ales la peretii interiori ai scaffoldului.

Pentru confirmarea parametrilor optimi preliminari, au fost realizate experimente de
printare la presiunea de 65 kPa si viteza de 7 mm/s (pozitiile 6-7), iar scaffoldurile au prezentat
pori pdtrati, bine definiti si continui, cu straturi uniforme si stabile. Structurile obtinute s-au
autosustinut sub propria greutate, ceea ce sugereaza o adecvare buna a acestor parametri pentru
formularea GCKG. Totusi, mentinerea constantd a parametrilor nu a garantat absenta
defectelor, astfel ca in proba ulterioara (pozitia 8), au aparut intreruperi ale filamentului si pereti
neuniformi, probabil din cauza blocarii duzei. Aceastd observatie subliniazd importanta
monitorizarii constante a importantei fiecarui parametru asupra procesului de printare,
influentand fidelitatea de printare a structurilor finale, chiar si atunci cand parametrii de baza
sunt bine ajustati.

Pentru a reduce presiunea aplicatd, cu impact direct asupra viabilitatii celulare In

aplicatiile de bioprintare vizate, s-a testat presiunea de 60 kPa concomitent cu scaderea vitezei
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la 6.5 mm/s (pozitiile 9-10). Rezultatele au aratat o printabilitate bund, cu straturi uniforme si
o structurd stabild. Repetarea experimentului a confirmat reproducibilitatea, desi au fost
observate defecte minore la un perete exterior al unui scaffold. Modificarea procentului de
umplere la 25% (pozitia 11) a dus la deformarea modelului, confirmand ca 20% reprezintad o
valoare mai adecvata pentru aceasta formulare, mentinand echilibrul intre stabilitate si
fidelitatea formei.

La aceiasi parametri (60 kPa, 6.5 mm/s, 20% umplere), au fost obtinute mai multe
structuri (pozitiile 12—14), care au demonstrat o buna fidelitate a printarii, pori patrati si straturi
uniforme. Totusi, s-au remarcat defecte minore la intersectiile filamentelor, atribuite
acumulirilor locale de material. Intr-o situatie distincta (pozitia 15), un scaffold a prezentat un
numadr ridicat de defecte, generate nu de parametrii in sine, ci de epuizarea aproape completa a
materialului din cartus, ceea ce evidentiaza Incd o datd importanta parametrilor operationali
asupra calitatii produsului final. Dupa schimbarea cartusului (pozitia 16), scaffoldul a prezentat
din nou defecte moderate, precum pereti deformati sau lipsa materialului Tntr-un colt, ceea ce
indica si o sensibilitate a formuldrii la continuitatea procesului de extrudare.

Scaderea vitezei la 6.4 mm/s (pozitia 17) a condus la o imbunatatire vizibila a
uniformitatii scaffoldului, cu pereti mai stabili, dar structura porilor a rdmas partial neuniforma.
Cresterea presiunii la 63 kPa (pozitia 18) a determinat o ameliorare suplimentara, scaffoldul
obtinut avand pereti mai bine aliniati si straturi uniforme, confirmand astfel capacitatea de
autosustinere. Totusi, repetarea experimentului la aceiasi parametri (pozitia 19) a generat
defecte, cu intreruperi de filament si acumulari de material, ceea ce indica faptul ca stabilitatea
procesului ramane dependenta de factori externi, precum constanta fluxului sau starea duzei.

In continuare, cresterea presiunii la 65 kPa, mentinand viteza la 6.4 mm/s (pozitia 20),
nu a condus la o imbunatatire consistenta, scaffoldul prezentand defecte evidente si pori
neuniformi. Continuarea testelor cu 67 kPa si 6.3 mm/s (pozitia 21) sau chiar 69 kPa si 6.2

mm/s (pozitia 22) a agravat defectele, cu intreruperi de filament si porozitate inegald. Acest
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comportament confirma faptul ca presiunea excesiva poate destabiliza procesul, generand
acumulari locale si diminuand fidelitatea formei.

Tn final, cele mai bune rezultate au fost obtinute la o presiune de 65 kPa si o viteza de
6.2 mm/s (pozitiile 23-28). Scaffoldurile fabricate in aceste conditii au prezentat pereti bine
definiti, contururi clare ale porilor si o distributie apropiata de modelul teoretic. Straturile au
fost uniforme si stabile, fira intreruperi vizibile sau acumuliri excesive de material. in plus,
repetabilitatea acestor rezultate a fost ridicata, mai multe scaffolduri confirmand fidelitatea
procesului. Aceastd combinatie de parametri asigurd un control adecvat al extrudarii si o
arhitecturd finald reproductibild, ceea ce o recomanda drept set optim pentru formularea
GCKG.

Comparand rezultatele obtinute, se poate observa ca intervalul optim pentru presiune
se situeaza in jurul valorii de 60-65 kPa, insa valorile mai mari de 67-69 kPa au compromis
fidelitatea printrii, generand defecte si neuniformititi. In ceea ce priveste viteza, o valoare de
aproximativ 6.2 mm/s s-a dovedit a fi cea mai potrivita, permitand echilibrul intre extrudare
continud si depunerea uniforma a filamentelor. De asemenea, procentul de umplere a fost un
factor critic: 20% a permis obtinerea unor structuri stabile si cu porozitate bine definita, in timp
ce valori mai mari au condus la deformari.

Aceste rezultate evidentiaza faptul ca optimizarea procesului de printare pentru
formularea GCKG nu depinde doar de parametrii principali, ci si de stabilitatea sistemului de
extrudare si de controlul strict al conditiilor operationale. Blocarea duzei, cantitatea de material
ramasa in cartus sau mici variatii in flux pot afecta semnificativ calitatea produsului final, chiar
si atunci cand setarile sunt considerate optime. Prin urmare, pentru aplicarea ulterioara in
bioprintare, unde viabilitatea celulara si reproducibilitatea geometrica sunt esentiale,

mentinerea unui echilibru intre presiune scazuta si fidelitate structurald raméane o prioritate.
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Tabelul 2. Optimizarea parametrilor de printare pentru compozitia GCKG.

GCKG

Concentratii: 10% Gelatina/0.35% Nanofibre celuloza/2% K-carragenan/0.25% GO-COOH

(raportat la masa de polimeri)

Nr. | Parametrii de printare Imagini printare Observatii printare
Crt
1 Model: linie In faza initiald s-a testat

Diametru acului de capacitatea de formare a

printare: 22G filamentului la o presiune de

Temperatura: 30°C 60 kPa. S-a determinat ca

Presiune: 60kPa aceasta presiune este optima
pentru obtinerea unui
filament continuu la

termperatura de 30 °C

2 Model: linie Pentru validarea

Diametru acului de

.....

printare: 22G aceeasi parametri, iar

Temperatura: 30°C rezultatul a confirmat
Presiune: 60kPa capacitatea acestora de a

produce un filament continuu,

fara intreruperi
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Titlul

UNIVERSITATEA NATIONALA DE STIINTA SI
POLITEHNICA BUCURESTI
proiectului: Advanced & personalized solutions for bone regeneration and

complications associated with multiple myeloma

TEHNOLOGIE

3 Dimensiunile selectate:

15x15%x5 mm
Diametru acului de
printare: 22G
Procentul de umplere:
20%
Temperatura: 30°C
Presiune: 60kPa
Viteza de printare: 7

mm/s

g

K [ 3
N, - :
3 ]
‘ . »

4 Dimensiunile selectate:

15x15x5 mm
Diametru acului de
printare: 22G
Procentul de umplere:
20%
Temperatura: 30°C
Presiune: 63 kPa
Viteza de printare: 7

mm/s

Presiunea de printare a fost
selectata pe baza rezultatelor
anterioare privind extrudarea

filamentului, iar viteza de

printare a fost aleasd cu 0

valoare de 7 mm/s, pentru a
permite depunerea uniformad

a straturilor. Cu toate
acestea, s-a observat prezenta
unor defecte de printare si
intreruperi de filament, care
indicd necesitatea optimizarii

parametrilor.

Pentru optimizarea
parametrilor, presiunea de
printare a fost crescutd la 63
kPa, iar aceasta modificare a
dus la o mai bund fidelitate la
printare. Cu toate acestea,
imaginea laterald indicd
defecte ale peretilor interiori,
observate in straturile

superioare.
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Beneficiar:

Titlul

UNIVERSITATEA NATIONALA DE STIINTA SI
POLITEHNICA BUCURESTI
proiectului: Advanced & personalized solutions for bone regeneration and

complications associated with multiple myeloma

TEHNOLOGIE

5 Dimensiunile selectate:

15x15x5 mm
Diametru acului de
printare: 22G
Procentul de umplere:
20%
Temperatura: 30°C
Presiune: 65 kPa
Viteza de printare: 7

mm/s

Presiunea de printare a fost
crescuta la 65 kPa,
mentindndu-se aceeasi vitezd
de printare, iar aceastd
modificare a dus la o usoara
imbunatatire a fidelitatii de

printare.

6 Dimensiunile selectate:

15x15x5 mm
Diametru acului de
printare: 22G
Procentul de umplere:
20%
Temperatura: 30°C
Presiune: 65 kPa
Viteza de printare: 7

mm/s

Mentinerea constantd a
presiunii si a vitezei de
printare a permis obtinerea
unor scaffolduri cu pori
patrati, bine definiti si
continui. Straturile depuse au
prezentat uniformitate si
stabilitate, confirmand ca
structurile pot fi sustinute de
propria greutate. Aceste
observatii arata ca parametrii
selectati pot fi considerati
adecvati pentru printarea

acestor formulari.
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7 Dimensiunile selectate: Tn continuare, controlul
15x15x5 mm

Diametru acului de

presiunii si al vitezei de
printare a condus la

printare: 22G obtinerea unor scaffolduri cu

Procentul de umplere:

20%

pori patrati, bine definiti si
fara discontinuitati. Straturile
Temperatura: 30°C au fost depuse uniform si au
Presiune: 65 kPa

ramas stabile, ceea ce

Viteza de printare: 7 demonstreazd capacitatea

mm/s structurilor de a se

autosustine.

8 Dimensiunile selectate: In ciuda mentinerii
15x15%x5 mm

Diametru acului de

parametrilor optimi, s-a
observant aparitia unor
printare: 22G defecte de printare, posibil
Procentul de umplere: cauzate de blocarea duzei de
20%
Temperatura: 30°C
Presiune: 65 kPa

Viteza de printare: 7

extrudare. Scaffoldul obtinut
prezintd pereti interiori i
exteriori neuniformi, din

cauza intreruperii

mm/s filamentului extrudat.
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9 Dimensiunile selectate: Pentru a reduce presiunea de

15x15x5 mm
Diametru acului de
printare: 22G

printare, care poate afecta
viabilitatea celulard in timpul
bioprintarii vizate, s-a decis
Procentul de umplere: utilizarea unei presiuni de 60
20%
Temperatura: 30°C
Presiune: 60 kPa

Viteza de printare: 6.5

kPa, cu o viteza de printare
mai mica (6.5 mm/s), pentru a
mentine fidelitatea de

printare. Scaffoldul obyinut a

mm/s ' indicat o printabilitate
adecvata, straturi care sunt
sustinute sub propria

greutate.
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10 Dimensiunile selectate: Printarea scaffoldului a fost
15x15x5 mm

Diametru acului de

repetata utilizand aceeasi

parametri pentru testarea

.....

printare: 22G
Procentul de umplere: observat o fidelitate de
20% printare imbundatatitd, cu
Temperatura: 30°C exceptia unui singur perete
Presiune: 60 kPa

Viteza de printare: 6.5

exterior. Porii au prezentat o
forma patratd, apropiata de

mm/s cea a modelului teoretic.

11 | Dimensiunile selectate: Modelul prezent a indicat o
15x15x5 mm

Diametru acului de

forma neregulata, din cauza
selectarii unui procent de
printare: 22G umplere de 25%, in loc de
Procentul de umplere: 20%, cum a fost folosit
25%
Temperatura: 30°C
Presiune: 60 kPa

Viteza de printare: 6.5

anterior.

mm/s
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12 Dimensiunile selectate:
15x15x5 mm

Diametru acului de

Selectarea procentului de
umplere de 20% si a
parametrilor de printare
printare: 22G optimi (presiune de 60 kPa si
Procentul de umplere: viteza de printare de 6.5
20% mm/s) a condus la obtinerea

Temperatura: 30°C unui scaffold cu pori patrati,

Presiune: 60 kPa bine definiti si fara
Viteza de printare: 6.5 intreruperi sau aglomerari de
mm/s material. Straturile depuse au

fost uniforme si stabile,
demonstrand ca structurile se

sustin sub propria greutate.

13 Dimensiunile selectate:
15x15x5 mm

Diametru acului de

Scaffoldul printat cu
parametrii optimizati a
prezentat o fidelitate bund de
printare: 22G printare, cu mici defecte din
Procentul de umplere:

20%

cauza aglomerarilor de
material la intersectia
Temperatura: 30°C filamentelor.
Presiune: 60 kPa

Viteza de printare: 6.5

mm/s
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14 Dimensiunile selectate: Din nou s-a observat ca
15x15x5 mm

Diametru acului de

scaffoldul obtinut prin
utilizarea parametrilor
printare: 22G selectati a prezentat o buna
Procentul de umplere: fidelitate de printare, cu
20% defecte minore generate de
Temperatura: 30°C acumularile de material la
Presiune: 60 kPa

Viteza de printare: 6.5 filamentelor.

nivelul intersectiilor

mm/s

15 | Dimensiunile selectate: Desi au fost mentinuti
15x15x5 mm

Diametru acului de

parametrii optimi de printare,
scaffoldul obtinut a prezentat
printare: 22G un numar ridicat de defecte,
Procentul de umplere: generate de cantitatea
20% insuficientd de formulare
Temperatura: 30°C printabila ramasda in cartus in
Presiune: 60 kPa

Viteza de printare: 6.5 fabricare.

timpul procesului de

mm/s
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16 Dimensiunile selectate: Dupa schimbarea cartusului,
15x15x5 mm

Diametru acului de

scaffoldul printat utilizand
parametrii optimi a prezentat
printare: 22G anumite defecte, evidentiate
Procentul de umplere: prin pereti usor deformati,
20% acumulari locale de material
Temperatura: 30°C si absenta partiala a
Presiune: 60 kPa

Viteza de printare: 6.5

materialului Tntr-unul dintre

colturi.

mm/s

17 Dimensiunile selectate:
15x15x5 mm

Diametru acului de

Reducerea vitezei de printare
la 6.4 mm/s a condus la
obtinerea unui scaffold cu o
printare: 22G fidelitate structurald mai
Procentul de umplere: bund, caracterizat prin
20% straturi mai uniforme $i o
Temperatura: 30°C stabilitate crescutd a
Presiune: 60 kPa

Viteza de printare: 6.4

depunerii. Cu toate acestea,

S-a observat persistenta unui

mm/s perete usor deformat, iar
distributia porilor nu a atins

un grad complet de

uniformitate, indicdnd ca
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parametrii utilizati necesita
ajustari suplimentare pentru
optimizarea arhitecturii

finale.

18 | Dimensiunile selectate: La o vitezd de 6.4 mm/s si o

15x15x5 mm
Diametru acului de
printare: 22G

presiune crescutd la 63 kPa,
scaffoldul obtinut a prezentat
o imbunatatire vizibila a
Procentul de umplere: fidelitatii de printare, cu
20%
Temperatura: 30°C

Presiune: 63 kPa

pereti mai bine aliniati si mai
stabili. Distributia porilor a
fost mai uniforma, iar

Viteza de printare: 6.4 straturile depuse au prezentat

mm/s uniformitate i stabilitate,
ceea ce a confirmat
capacitatea structurilor de a
se autosustine sub propria

greutate.
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19 | Dimensiunile selectate: Scaffoldul printat utilizand
15x15%x5 mm

Diametru acului de

aceiasi parametri optimizati,
a prezentat defecte sub forma
printare: 22G unor intreruperi ale
Procentul de umplere: filamentelor, care au condus
20% la depuneri excesive de
Temperatura: 30°C material in anumite zone.
Presiune: 63 kPa
Viteza de printare: 6.4

mm/s

20 Dimensiunile selectate: Pentru a imbunatati
15x15x5 mm

Diametru acului de

fidelitatea de printare, a fost
crescutd presiunea la 65 kPa,
printare: 22G insa scaffoldul obtinut a
Procentul de umplere: prezentat in continuare
20%
Temperatura: 30°C
Presiune: 65 kPa

Viteza de printare: 6.4

defecte evidente, constand in
intreruperi ale filamentelor si
acumulari locale de material,

ceea ce aconduslao

mm/s distributie neuniforma a

porilor.
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21 Dimensiunile selectate: Dupa cresterea presiunii de
15x15x5 mm

Diametru acului de

printare la 67 kPa si scaderea
vitezei la 6.3 mm/s, scaffoldul
printare: 22G obtinut a prezentat din nou
Procentul de umplere: defecte, manifestate prin
20% intreruperi ale filamentelor si
Temperatura: 30°C acumulari locale de material.
Presiune: 67 kPa

Viteza de printare: 6.3

mm/s

22 Dimensiunile selectate: La o presiune de 69 kPa si o
15x15x5 mm
Diametru acului de

printare: 22G

viteza redusda la 6.2 mm/s,
scaffoldul a prezentat un
numdr mai mare de defecte,

Procentul de umplere: evidentiate prin
20% e q 8 neuniformitatea porilor §i

Temperatura: 30°C . discontinuitati ale depunerii

Presiune: 69 kPa

Viteza de printare: 6.2

filamentului.

L

mm/s
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La parametrii de 65 kPa si o
viteza de 6.2 mm/s, scaffoldul

a prezentat o fidelitate de

23 | Dimensiunile selectate:
15x15%x5 mm
Diametru acului de
printare: 22G printare ridicatd, cu pereti
Procentul de umplere: bine definiti si contururi clare
20%
Temperatura: 30°C e au fost uniforme §i stabile,
Presiune: 65 kPa |

Viteza de printare: 6.2

ale porilor. Straturile depuse

fara intreruperi vizibile ale

'fms;liilﬁ'“

filamentelor sau acumulari

mm/s excesive de material.
Distributia porilor a fost

apropiatd de cea a modelului

teoretic, ceea ce indica un

control bun al procesului de
extrudare. Aceste rezultate
arata ca aceasta combinatie
de parametri este favorabila
pentru obtinerea unor
structuri reproductibile §i

stabile.
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24 Dimensiunile selectate:
15x15x5 mm

Diametru acului de

La parametrii de 65 kPa si o
viteza de 6.2 mm/s, scaffoldul
a prezentat o fidelitate de
printare: 22G printare ridicatd, cu pereti
Procentul de umplere:

20%

bine definiti si contururi clare
ale porilor. Straturile depuse

Temperatura: 30°C
Presiune: 65 kPa

au fost uniforme si stabile,
fara intreruperi vizibile ale

Viteza de printare: 6.2 filamentelor sau acumulari

mm/s excesive de material.
Distributia porilor a fost
apropiatd de cea a modelului
teoretic, ceea ce indica un

control bun al procesului de

extrudare. Aceste rezultate
arata ca aceastda combinatie
de parametri este favorabila
pentru obtinerea unor
structuri reproductibile §i

stabile.
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25 Dimensiunile selectate:
15x15x5 mm

Diametru acului de

La parametrii de 65 kPa si o
viteza de 6.2 mm/s, scaffoldul
a prezentat o fidelitate de
printare: 22G printare ridicatd, cu pereti
Procentul de umplere:

20%

bine definiti si contururi clare
ale porilor. Straturile depuse

Temperatura: 30°C
Presiune: 65 kPa

au fost uniforme si stabile,
fara intreruperi vizibile ale
Viteza de printare: 6.2 filamentelor sau acumulari
mm/s excesive de material.
Distributia porilor a fost

apropiatd de cea a modelului

teoretic, ceea ce indica un
control bun al procesului de
extrudare. Aceste rezultate
arata ca aceasta combinatie
de parametri este favorabila
pentru obtinerea unor
structuri reproductibile §i

stabile.

26 Dimensiunile selectate:
15x15x5 mm

Diametru acului de

La parametrii de 65 kPa si o
viteza de 6.2 mm/s, scaffoldul
a prezentat o fidelitate de
printare: 22G printare ridicatd, cu pereti
Procentul de umplere:
20%
Temperatura: 30°C
Presiune: 65 kPa

bine definiti si contururi clare
ale porilor. Straturile depuse

au fost uniforme i stabile,

fara intrevuperi vizibile ale
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Viteza de printare: 6.2 filamentelor sau acumulari
mm/s excesive de material.
Distributia porilor a fost
apropiatd de cea a modelului
teoretic, ceea ce indica un
control bun al procesului de
extrudare. Aceste rezultate
arata ca aceasta combinatie
de parametri este favorabila
pentru obtinerea unor
structuri reproductibile si

stabile.

27 Dimensiunile selectate:
15x15x5 mm

Diametru acului de

La parametrii de 65 kPa si o
vitezd de 6.2 mm/s, scaffoldul
a prezentat o fidelitate de
printare: 22G printare ridicatd, cu pereti
Procentul de umplere:

20%

bine definiti si contururi clare
ale porilor. Straturile depuse

e 1 au fost uniforme si stabile,

!

Temperatura: 30°C | | o
N -

Presiune: 65 kPa

fara intreruperi vizibile ale
Viteza de printare: 6.2 filamentelor sau acumulari
mm/s excesive de material.
Distributia porilor a fost
apropiatd de cea a modelului
teoretic, ceea ce indicd un
control bun al procesului de
extrudare. Aceste rezultate

arata ca aceasta combinatie
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de parametri este favorabila
pentru obtinerea unor
structuri reproductibile si

stabile.

28 | Dimensiunile selectate: La parametrii de 65 kPa si o
15x15x5 mm

Diametru acului de

_‘ viteza de 6.2 mm/s, scaffoldul
a prezentat o fidelitate de
printare: 22G printare ridicatd, cu pereti
Procentul de umplere: bine definiti si contururi clare
20%
Temperatura: 30°C
Presiune: 65 kPa

Viteza de printare: 6.2 filamentelor sau acumulari

ale porilor. Straturile depuse

au fost uniforme i stabile,

fara intreruperi vizibile ale

mm/s excesive de material.
Distributia porilor a fost
apropiatd de cea a modelului
teoretic, ceea ce indicd un
control bun al procesului de
extrudare. Aceste rezultate
arata ca aceasta combinatie
de parametri este favorabila
pentru obtinerea unor
structuri reproductibile si

stabile.
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111.1.2.4.Concluzii

Investigatiile realizate asupra formularii GCKG, bazatd pe gelatind, x-carragenan,
CNFsi GO-COOQOH, au aratat ca succesul procesului de printare 3D depinde in mod direct de
alegerea atenta a parametrilor. Experimentele initiale au confirmat ca o presiune de 60 kPa
permite extrudarea stabild a filamentului si o bund reproductibilitate, insa ajustarile ulterioare
au demonstrat ca performanta scaffoldurilor poate fi imbunatatita printr-un control mai fin al
presiunii si vitezei. De asemenea, valori mai mari de presiune, peste 65 kPa, au dus la aparitia
de discontinuitdti si acumulari locale de material, compromitdnd uniformitatea arhitecturii
poroase.

Rezultatele au evidentiat ca utilizarea unei viteze de 6.2 mm/s impreuna cu o presiune
de 65 kPa reprezinta combinatia optima, favorizand obtinerea unor structuri bine conturate, cu
pereti stabili si pori de forma patratd, apropiati de modelul teoretic. In plus, procentul de
umplere a influentat semnificativ rezultatele: la 20% s-au obtinut structuri regulate si stabile,
in timp ce cresterea la 25% a determinat deformarea modelului si pierderea fidelitatii
geometrice.

In ansamblu, rezultatele confirma ca formularea GCKG poate fi procesata eficient prin
printare 3D, iar parametrii optimizati identificati in cadrul acestui studiu permit obtinerea unor
scaffolduri reproductibile, cu fidelitate ridicata si o arhitectura controlata. Aceste caracteristici
fac ca formularea sd fie potrivita pentru dezvoltarea de structuri functionale destinate

aplicatiilor viitoare in domeniul ingineriei tisulare.
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CONCLUZII GENERALE

In Etapa IX, desfasurata in perioada iulie-septembrie 2025, in cadrul proiectului
REOSTEOMII s-au consolidat cercetarile dedicate dezvoltarii de biomateriale si tehnologii de
printare 3D pentru regenerarea osoasa asociata mieclomului multiplu. Obiectivul principal al
acestei etape a fost obtinerea de scaffolduri personalizate cu proprietdti nanomecanice,
reologice si biologice optimizate, capabile sa reproduca arhitectura naturala a osului si sa ofere
suport functional pentru atasarea si proliferarea celulara.

Rezultatele obtinute au demonstrat rolul esential al oxidului de grafend (GO) in
imbunatatirea performantelor mecanice. Testele de nanoindentare au ardtat ca scaffoldurile fara
GO (GG) au prezentat un modul elastic G’ de 9,39 £ 3,95 kPa si un modul viscoelastic G” de
4,32 + 1,12 KkPa, valori relativ scazute pentru aplicabilitate clinicd. Introducerea unei
concentratii reduse de GO (0,125%, proba GG-12GO) a determinat o crestere semnificativa a
rigiditatii, cu G’ de 19,48 + 1,43 kPa, dublu fatd de martor, in timp ce G” s-a mentinut la 5,00
concentratii mai mari de GO, proprietatile mecanice au scazut: la 0,25% G’ =11,85 + 1,41 kPa,
G" =0,94 + 0,27 kPa, iar 1a 0,50% G' = 7,46 = 1,52 kPa, G" = 1,33 + 1,35 kPa, sugerand ca
doze excesive de GO induc agregare si destabilizare a retelei polimerice.

Studiile reologice au confirmat aceste observatii, toate formularile prezentand un
comportament de tip shear-thinning, favorabil procesului de extrudare strat-cu-strat.
Formularile fara GO au aratat o scadere accentuatd a vascozitdtii la cresterea vitezei de
forfecare, ceea ce indica instabilitate structurala. In schimb, probele cu 0,125% GO au prezentat
0 reducere mai moderata a vascozitatii, confirmand consolidarea retelei interne si 0 mai buna
fidelitate geometrica la printare. In testele oscilatorii, toate formularile au mentinut G' > G” pe
intervalul de frecventa 0,1-10 Hz, ceea ce demonstreaza caracterul elastic predominant si
stabilitatea structurala necesara obtinerii de scaffolduri functionale.

In paralel, au fost dezvoltate si scaffolduri hibride din gelatini, k-carragenan si
nanofibre de celuloza (CNF), ranforsate cu GO carboxilat. Printarea 3D a fost optimizata prin
ajustarea parametrilor (presiune 20-30 kPa, viteza 8-12 mm/s, ac 22G), iar rezultatele au
indicat o fidelitate ridicatd a structurilor obtinute in comparatie cu modelele CAD. Cele mai
bune rezultate au fost obtinute la 30 kPa si 8 mm/s, cAnd scaffoldurile au prezentat pori patrati
si stabilitate structurald superioara, fara tendinte de colaps.

85



Foruany BETTIR s Concrnang Planul National
- N:"glea”mf,ea"a e >I > de Redresare si Rezilienta

Componenta: C9 Suport pentru sectorul privat, cercetare, dezvoltare si inovare

Investitia 8: ,,Dezvoltarea unui program pentru atragerea resurselor umane Tnalt specializate
din straindtate in activitdti de cercetare, dezvoltare si inovare” PNRR-111-C9-2022 — I8

Codul proiectului: 213

Contract de finantare nr. 760093/23.05.2023

Beneficiar: UNIVERSITATEA NATIONALA DE STINTA SI TEHNOLOGIE
POLITEHNICA BUCURESTI

Titlul proiectului: Advanced & personalized solutions for bone regeneration and
complications associated with multiple myeloma

Testele Live/Dead efectuate la 1, 4, 7 si 14 zile au evidentiat mentinerea unei proportii
mari de celule viabile, ceea ce confirma biocompatibilitatea si relevanta acestor materiale
pentru aplicatii clinice.

In ansamblu, rezultatele acestei etape arati cd integrarea GO in concentratii reduse
(=0,125%) ofera un echilibru optim intre rigiditate si flexibilitate, in timp ce utilizarea CNF si
K-carragenan contribuie la stabilitatea si printabilitatea scaffoldurilor. Aceste date valideaza
strategia stiintificd a proiectului si fundamenteaza pasii urmatori, care vor viza evaluari
biologice avansate si teste functionale in conditii simulate, in vederea transpunerii clinice.
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