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Introducere

Unul dintre obiectivele principale ale ingineriei tisulare este dezvoltarea de strategii
pentru regenerarea de tesuturi functionale, sdnatoase ce pot fi utilizate ca grefe tisulare sau chiar
pentru inlocuirea de organe. Acest obiectiv poate fi indeplinit Tn prezenta a trei elemente
esentiale: matricile care sustin cresterea celulara in vederea regenerarii tesuturilor, celulele care
duc la generarea de tesuturi noi si factorii bioactivi implicati in proliferarea celulara, care trebuie
sd aiba posibilitatea de a difuza inspre si dinspre matrice in vederea asigurarii functionarii
normale a celulelor.

Sistemele de culturd tridimensionale sunt realizate astfel incat sa copie functia biologica
si mecanica a matricii extracelulare (ECM) native regasita la nivelul tesuturilor din organism,
avand astfel rol de ECM artificiala. In acest context hidrogelurile care asigura un continut ridicat
de apa si proprietati de elasticitate specifice tesuturilor reprezintd o variantd potrivitd pentru
cultivarea celulelor in conditii cat mai apropiate de cele naturale. In acelasi timp, hidrogelurile
reprezinta un suport adecvat pentru imobilizarea de celule si pentru mentinerea viabilitatii, dar si
a fenotipului acestora, oferind un micromediu tridimensional pentru acestea prin reproducerea
cat mai fidela in vitro a conditiilor care duc la stimularea proliferarii celulare, a diferentierii si
regenerarii. Cu toate acestea, multe dintre aceste sisteme de tip hidrogel sunt dezvoltate prin
reticulare sub actiunea radiatiet UV sau necesitd reactii chimice de modificare desfasurate in
cadrul mai multor etape, cu purificare ulterioard, lucru ce ridica probleme de siguranta,
citotoxicitate si de cost, intrucat presupun metode de preparare complexe, de cele mai multe ori

agentii chimici utilizati fiind incompatibili cu viabilitatea celulelor.

In cadrul acestei teze, atelocolagenul a fost propus ca element structural de bazi in
vederea obtinerii unor hidrogeluri compatibile cu incapsularea celulara.

Scopul acestei teze a fost obtinerea unor noi hidrogeluri pe baza de atelocolagen si
polizaharide, care sa permita incapsularea celulelor primare de tipul fibroblastelor, celulelor stem
derivate din tesutul adipos sau celulelor izolate din stroma ovariana, de tipul celulelor tecal-
interstitiale si granuloase. Polizaharidele (gellan, pullulan, chitosan) au in cadrul acestor
hidrogeluri atat rol structural, cat si rol de reticulant, reticularea realizandu-se Tn urma

interactiunii atelocolagenului cu polizaharidele functionalizate prin oxidare partiala.

Teza de doctorat este structurata pe cinci capitole, dupa cum urmeaza:
Studiul de literatura este desfasurat pe trei capitole ce abordeaza tema hidrogelurilor
utilizate pentru incapsularea celulelor, cu accent pe conditiille pe care componentele

hidrogelurilor trebuie sa le indeplineascad pentru a putea fi utilizate in contact direct cu celulele.
1



In Capitolul Il sunt prezentate datele actuale despre cele doud componente principale ale
hidrogelurilor obtinute in cadrul tezei, respectiv colagenul si polizaharidele, fiind evidentiate
aplicatiile din cadrul ingineriei tisulare in care au fost utilizate acestea, importanta difuziei
macromoleculelor prin hidrogeluri si cinetica de oxidare a polizaharidelor. De asemenea sunt
puse in evidentd avantajele reticularii colagenului cu polizaharide partial oxidate. Capitolul 111
abordeaza subiectul aplicatiilor hidrogelurilor in ingineria tisulara a ovarului, acest capitol avand
ca scop evidentierea caracterului aplicativ al hidrogelurilor obtinute in cadrul tezei, ca matrici
bioactive 1n ingineria tisulara a tesuturilor moi.

Studiul de literaturd este urmat de expunerea obiectivelor principale si secundare ale
tezei.

Rezultatele proprii sunt prezentate in cadrul a doua capitole. Primul dintre acestea,
Capitolul 1V, este cel al materialelor si metodelor utilizate in vederea obtinerii si caracterizarii
hidrogelurilor obtinute prin reticularea atelocolagenului cu polizaharide partial oxidate. Metodele
de caracterizare sunt desfasurate pe doua subcapitole principale, respectiv caracterizarea fizico-
chimica a hidrogelurilor (analize chimice si de RMN pentru evidentierea oxidarii polizaharidelor
si reticularii, caracterizare reologica, difuzie, SEM) si caracterizarea biologica a acestora (MTT,
AlamarBlue, live/dead, histologie in vitro si in vivo).

Capitolul V cuprinde rezultatele originale obtinute in cadrul tezei, acestea fiind
desfasurate de asemenea pe doua subcapitole principale ce descriu rezultatele obtinute in urma
caracterizarii fizico-chimice si biologice a hidrogelurilor. Capitolul V se incheie cu un subcapitol
ce abordeaza aspectul aplicativ al hidrogelurilor in ingineria tisulara a ovarului si ca sisteme

.....

Teza se incheie cu partea de Concluzii, Bibliografie si Activitatea stiintifica.



Obiectivele tezei

Obiectivul principal acestei lucrdri il constituie obtinerea si caracterizarea unor noi
hidrogeluri care sa permita incapsularea in situ a celulelor primare (fibroblaste dermice, celule
stem derivate din tesut adipos, celule tecal-interstitiale si granuloase din stroma ovariand) pentru
realizarea unor structuri cu aplicatii In ingineria tisulard a tesuturilor moi, respectiv a tesutului
stromal.

Pentru 1indeplinirea obiectivului principal, au fost stabilite urmatoarele obiective
secundare:

v" selectarea si testarea unor noi hidrogeluri pe baza de atelocolagen si polizaharide
partial oxidate (gellan, pullulan, chitosan), capabile sa fie obtinute in conditii fiziologice, sa aiba
posibilitatea de a fi sterilizate sau sa fie obtinute in conditii sterile, sa fie lipsite de citotoxicitate,
sa sustina viabilitatea si functionarea normala a celulelor si sa nu necesite etape suplimentare de
purificare dupa obtinere intrucat prezenta celulelor nu permite acest lucru;

v' caracterizarea fizico-chimica a hidrogelurilor prin metode chimice si spectrale
pentru determinarea gradului de oxidare a polizaharidelor utilizate ca agenti de reticulare pentru
atelocolagen si evidentierea reticularii pentru diferite rapoarte de amestecare a componentelor;
caracterizarea reologica, morfologica (SEM), difuzia prin hidrogeluri, biodegradabilitatea
hidrogelurilor;

v’ caracterizarea biologica in vitro si in vivo a hidrogelurilor prin testarea
contractiei hidrogelurilor sub actiunea fibroblastelor incapsulate, tehnici de microscopie optica si
de fluorescentd pentru evidentierea morfologiei celulelor incapsulate, posibilitatea eliberarii
celulelor incapsulate;

v' evidentierea caracterului aplicativ al hidrogelurilor prin testarea capacitatii

.....

acestora de a mentine functia secretorie a celulelor incapsulate si a posibilitatii de criostocare cu

b

mentinerea viabilitatii celulelor si proprietatilor hidrogelului.

in continuare sunt prezentate principalele rezultate originale obtinute in cadrul tezei.



Capitolul IV. MATERIALE SI METODE

IV.2.1.2 Oxidarea gellanului si a pullulanului

Oxidarea gellanului a fost realizatd folosind meta periodat de sodiu (Merck). Practic, se
pregateste solutia de gellan de concentratie 10 mg/ml prin dizolvarea gellanului in apa bidistilata
si incélzirea amestecului la 80°C. Solutia racitd la temperatura camerei este pregatitd pentru
purificare prin amestecare cu trietilamind, apoi diafiltratd impotriva unui numar de 6 volume de
apa bidistilata, pana la indepartarea completa a excesului de trietilamind, pH-ul final al solutiei
fiind cel al apei bidistilate.

Pentru oxidare se dizolvd meta periodatul de sodiu (0.1 M) in apa bidistilata, apoi se
adauga in picaturi peste solutia de gellan, sub agitare, Intregul proces avand loc in conditii de
intuneric. Se continud agitarea timp de 3 ore dupa care, pentru stoparea reactiei de oxidare se
adauga o cantitate echimolara de etilen glicol, cu cea a periodatului. Se mentine in continuare
sub agitare timp de 30 de minute. Dupa finalizarea procesului de oxidare gellanul se incarca in
membrane de dializa (MWCO 12400 Da) pregiatite in prealabil conform protocolului, prin
fierbere 1n solutie de bicarbonat de sodiu (2%) si EDTA (1ImM), apoi in apa bidistilata si se lasa
la dializat timp de 3 zile pentru indepartarea compusilor reziduali, in apa bidistilatd, cu
schimbarea de 2 ori pe zi a apei. Apoi gellanul se lasa peste noapte sa inghete la -20°C si se
liofilizeaza.

Gradul de oxidare poate fi variat in functie de concentratia de periodat folositda si de
timpul acordat reactiei de oxidare.

Oxidarea pullulanului a fost realizatd prin utilizarea unei metode identice celei de mai
sus. Pregétirea solutiei de pullulan a fost facutd prin dizolvarea pullulanului in apa bidistilata, la

o concentratie de 10 mg/ml.

1V.2.2.1 Obtinerea hidrogelurilor

Studiul de formulare a hidrogelurilor utilizeazd urmatoarele componente
macromoleculare:
1. solutie coloidala de atelocolagen (aK) hipoimunogen biologic activ,
concentratia de 6 mg/mL;
2. solutie coloidala de hialuronat de sodiu (NaHyal), 3 mg/mL;
3. solutie coloidala de polizaharide functionalizate (gellan oxidat — GellOx;

pullulan oxidat - PullOx), 10 mg/mL.
4



Concentratiile respectivelor componente sunt cele maxim admisibile pentru a le asigura
stabilitatea dupa preparare, precum §i pentru a permite amestecarea lor eficientd, la temperatura
la care acestea au fost stocate.

In Figura IV.8 este o reprezentare schematica a protocolului de obtinere a hidrogelurilor.

Tabelul IV.1 prezinta cantitatile componentelor ce vor fi amestecate pentru a asigura o
masa totald constanta, de 1,92 mg, a speciilor biomacromoleculare in compozitia hidrogelurilor

preparate.

neutralizare:

— —

hidrogel reticulat

N\ itelocolagen
#“N\__ hialuronat de sodiu

}Y polizaharid oxidat

Figura IV.8 Reprezentare schematica a protocolului de formare a hidrogelurilor

Tabelul IV.3 reuneste detaliile recepturilor de realizare a hidrogelurilor, in cele sapte
variante descrise. Toate componentele recepturilor inscrise in Tabelul IV.3 se dozeaza sub forma
lichida, in ordinea in care sunt enumerate. Volumele dozate ale solutiilor compusilor
biomacromoleculari s-au calculat pornind de la masele corespunzatoare inscrise in Tabelul IV.1

si de la concentratiile solutiilor coloidale de aK, NaHyal si GellOx/PullOx.

Tabelul 7V.1 Masa componentelor care genereaza matricea macromoleculara a hidrogelurilor —

rapoarte diferite.

Variantele investigate ale compozitiei

Componenta UM. | (rl) (ct) | (el | (r V) | (rV) | (rVD) | (rVID)

Ak Mg 18| 1,77 156| 138| 114| 093] 0,66
NaHyal Mg 006 006, 006, 006| 006, 0,06 0,06
GellOx/PullOx | Mg 0| 0.09 03| 048] 0,72 0,93 1,2

Masa totala Mg 1,92 1,92 1,92 1,92 1,92 1,92 1,92




Tabelul 1V.3 Recepturile amestecurilor investigate pentru realizarea seriei de hidrogeluri

destinate incapsularii de celule.

Receptura si codul asociat acesteia
Componente UM. | (rD) | (rID) [ (rID) [ (rIV) [ (rV) | (rVID) | (rVII)
Solutie aK uL 310 295 260 230 | 190 155 110
Apa bidistilata uL 166 140 140 120 | 105 85 59
10x PBS ulL 40 40 40 40 40 40 30
NaOH 1M ulL 5 4 4 4 3 3 3
NaHyal uL 20 20 20 20 20 20 20
GellOx/PullOx uL 0 9 30 48 72 93 120
Volumul total pL 541 508 494 462 | 430 396 342

Reactia care std la baza obtinerii hidrogelurilor este cea dintre gruparile aldehidice
formate 1n urma oxidarii polizaharidei si grupdrile aminice de la nivelul atelocolagenului cu
formarea de baze Schiff.

Volumele solutiilor precursorilor macromoleculari si ale adjuvantilor lichizi s-au calculat
astfel incat prepararea hidrogelurilor sa se realizeze in godeul central al unei placi pentru cultura
de tesut (BD Falcon™ 353037 60x15mm Center-well Organ Culture Dish), din polistiren, cu
suprafetele tratate in plasma, sterile. Pentru determindrile ce necesita cantitati mai ridicate de
hidrogel (respectiv mase mai mari de substanta uscatd), probele s-au preparat ca multipli ai
recepturii primare.

Pentru obtinerea hidrogelurilor, polizaharidul oxidat liofilizat este dizolvat in apa usor
alcalina (pH 7.5), la o concentratie de 10 mg/ml.

In continuare, atelocolagenul (concentratie solutie stoc 6 mg/ml) este diluat cu apa
bidistilatd la o concentratie finala de 3 mg/ml, apoi neutralizat cu ajutorul unei solutii de
10XPBS, pH 7 st cu NaOH 1 M. Peste acesta se adauga hialuronatul (concentratie solutie stoc 3
mg/ml), apoi polizaharidul oxidat (concentratie solutie stoc 10 mg/ml), in diferite rapoarte fata
de solutia de atelocolagen. Amestecul astfel format se lasa la incubator la 37°C timp de 15-30 de
minute pana la formarea hidrogelului, dupd care se adauga mediu de culturd echilibrat din punct
de vedere termic si al pH-ului.

Pentru incapsularea celulelor, protocolul de lucru este asemandtor celui descris, cu
exceptia faptului cd solutia de atelocolagen este diluata cu mediu de cultura, iar suspensia de
celule se amesteca inainte de adaugarea solutiei de polizaharid oxidat, prin pipetare, cu evitarea

formarii de bule de aer. Concentratia de celule utilizatd a fost de 2,5 x 10° celule/ml.



CAPITOLUL V. REZULTATE SI DISCUTII

V.1.2 Evidentierea functionalizarii exopolizaharidelor prin oxidare

Pentru a demonstra prezenta grupdrilor carbonilice active in produsul oxidat, se impune
determinarea calitativa a acestora prin analize fizico-chimice instrumentale. Tehnica
spectroscopiei in infrarosu nu a putut pune in evidentd, in mod cert si reproductibil, respectivele
grupdri in probele de (exo)polizaharide oxidate. Din acest motiv s-a recurs la evidentierea lor
prin spectroscopie de rezonantd magnetica.

Figura V.2 prezinta spectrul 'H RMN al gellanului neoxidat, in care se evidentiaza
absenta semnalelor in plaja 9 = 10 ppm, precum si dubletul generat de gruparea — CHj3 a
ramnozei, in domeniul 1,2 + 1,4 ppm. Peak-ul intens de la 4,8 ppm este cel al apei din solutie (fie
provenind din urmele de apa din proba solida, fie rezultata prin schimbul izotopic intre DO si
diversi protoni mobili ai compusului investigat, schimb posibil de realizat inclusiv cu atomii de
hidrogen ai grupdrilor hidroxil). Pentru a permite o analizd mai precisd a particularitatilor
compusului, la procesarea spectrului gellanului oxidat, peak-ul de la 4,8 ppm a fost eliminat prin

scadere algebrica.
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Figura V.5 Spectrul HSQC al gellanului oxidat (GellOx).

Figura V.3 prezinta spectrul gellanului oxidat. Se observd modificari semnificative,
consecintd a proceselor de oxidare, mai ales in domeniul cAmpului magnetic intens (valori mici
ale deplasarilor, masurate in ppm), cauzate de ruperea haotica a catenei polizaharidice si aparitia
unei multitudini de grupari suplimentare. De asemenea, se observa prezenta unui peak (cel mai
probabil dublet) in plaja cdmpurilor joase (la 6 = 9,34 ppm), cauzat de protoni dezecranati
apartinand gruparii aldehidice (-CH=0) [106]. Intensitatea relativ micd a acestui peak indica
prezenta unui numadr redus de functiuni carbonil prezente in masa probei, comparativ cu numarul
cu cel putin un ordin de marime mai mare al gruparilor rezultate ca urmare a fragmentarii catenei
polizaharidice, la nivelul monozaharidelor.

Pentru a certifica prezenta gruparilor aldehidice (singurele active in procesele de
reticulare cu atelocolagenul) in probele analizate s-a recurs la trasarea a douda spectre RMN
bidimensionale: *H-'H COSY (COrelation SpectroscopY) si 'H-*C HSQC (Heteronuclear
Single Quantum Coherence). Spectrul COSY indica prezenta dubletului la deplasarea & = 9,16
ppm, atribuibil aldehidelor alifatice. Conform spectrului heteronuclear simulat, amprenta
gruparilor carbonilice prezente pe catenele gellanului este identificabila in plaja 'H: 9,8 + 10
ppm si respectiv 3C: 180 + 205 ppm. Tn spectrul HSQC trasat experimental (Figura V.5)
semnalele atribuibile acestei amprente se regisesc in plaja corelativa 'H: 9,85 + 10 ppm si

respectiv *C: 188 + 200 ppm. Abaterile fatd de valorile prezise prin simulare derivd din



complexitatea anturajului chimic in proba supusa analizei, comparativ cu structura neta a unitatii
repetitive a gellanului, care a fost simulata.

Drept concluzie, desi in concentratie redusa, gruparile aldehidice dezvoltate ca
urmare a oxidarii gellanului sunt prezente in forma stoc, liofilizata, a produsului obtinut conform
protocolului descris in subcapitolul IV.2.1. Asadar, respectivul produs poate juca rolul de agent
reticulant in protocoalele de obtinere a hidrogelurilor atelocolagen — polizaharidice, destinate

incapsularii de celule.

V.1.5 Evidentierea reticularii chimice induse de polizaharidele oxidate

Hidrogelurile fizice unicomponente au proprietdti fizico-chimice si reologice modeste,
neputand fi supuse manipularilor ocazionate de incapsularea celulelor fara a se destructura sau
lichefia. Pentru imbunatatirea respectivelor proprietdfi se practica reticularea lor chimica,
utilizand fie agenti reticulanti mic-moleculari [23], fie compusi macromoleculari, acestia din
urma generati in situ (prin diverse tehnici de polimerizare), ori adaugati in amestec dupa o
eventuald functionalizare [191]. Cea de-a doua variantd dintre cele ce recurg la compusi
macromoleculari a fost utilizata in prepararea hidrogelurilor studiate in prezenta lucrare.

Prin reactia de condensare a functiilor aldehidice ale polizaharidelor oxidate cu gruparile
aminice primare ale catenelor laterale ale lizinei din macromoleculele de atelocolagen se
stabilesc punti de reticulare iminice. Numarul acestora se poate evalua determinand diferenta
intre continutul de grupari aminice ale atelocolagenului ce nu interactioneaza cu polizaharidele
oxidate si respectiv ale celui supus reticularii.

Una dintre metodele fezabile pentru determinarea cantitativa a continutului de grupari
aminice este cea spectrofotometricd bazata pe reactia de culoare intre aminele primare §i sarea de
sodiu a acidului 2,4,6-trinitrobenzen-sulfonic (TNBS). Dupa aplicarea acestei determinari asupra
formei liofilizate a hidrogelurilor preparate conform Tabelului 1V.1 s-au obtinut datele
prezentate Tn Tabelul V.3 si reprezentate grafic in Figura V.7.

Gradul de reticulare calculat si exprimat procentual pentru hidrogelurile atelocolagen —
polizaharide studiate este prezentat in Tabelul V.4, iar Figura V.8 descrie grafic dependenta de
compozitie a aceluiagi parametru. Se constatd faptul ca, in comparatie cu reticularea cu GellOx,
cea realizata cu PullOx avanseaza mai rapid odatd cu cresterea ponderii polizaharidului in
compozitie, pana la valori cu circa 15 % mai ridicate. In cazul ambelor polizaharide, se atinge un
prag de saturare a reticuldrii, indatd ce ponderea celor doi parteneri macromoleculari (aK si

GellOx/PullOx) atinge si depaseste egalitatea.
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Tabelul V.3 Continutul de grupari aminice ale atelocolagenului prezent in compozitia matricei

macromoleculare a hidrogelurilor reticulate chimic cu GellOx si PullOx.

Agentul . Masa'hlt.tlr.ogelulm Absorbanta Continutul de grupari aminice
; Codul probei liofilizat, .
reticulant Mg u.a. uM/proba uM/g
31:1:0 6,7 0,218 0,9506 141,88
295:1:15 5,2 0,189 0,7089 136,33
26:1:5 54 0,188 0,7006 129,74
GellOx 23:1:8 6,1 0,184 0,6673 109,39
19:1:12 53 0,170 0,5506 103,89
155:1:155 50 0,156 0,4339 86,78
11:1:20 4,3 0,147 0,3590 83,49
31:1:0 5,2 0,192 0,7339 141,13
295:1:15 6,5 0,187 0,6923 106,51
26:1:5 5,2 0,158 0,4506 86,65
PullOx 23:1:8 6,6 0,167 0,5256 79,64
19:1:12 59 0,157 0,4423 74,97
155:1:155 4,2 0,136 0,2673 63,64
11:1:20 4.6 0,138 0,2840 61,74
160
“E 140 '.:__:-- .
:|: ~a
'E 120 \
= by e
w100 \
5 . —eo—GellOx
_E;n 20 " - — —=—PullOx
.E. 60 TE -
2 . | 6
Proba

Figura V.7 Variatia continutului de grupari aminice in functie de compozitia hidrogelurilor
investigate.

La valori ridicate ale gradului de reticulare manevrabilitatea hidrogelurilor (mai ales ale
celor reticulate cu PullOx) se inrdutdteste. Recepturile care asigura un bun compromis intre
gradul de reticulare si manevrabilitate sunt cele cu ponderile aK : NaHyal : GellOx/PullOx de cel
mult 23 : 1 : 8. Figura V.8 indica si comportamentul diferit al PullOx fata de GellOx, indus

probabil de diferentele de masa moleculara intre formele oxidate ale celor doud polizaharide.
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Tabelul V.4 Variatia gradului de reticulare a atelocolagenului cu polizaharidele oxidate n

functie de amestecurile hidrogelurilor investigate.

Gradul de reticulare al hidrogelurilor
Codul probei realizate cu
GellOx PullOx
31:1:0 0,00 0,00
295:1:15 3,91 24,53
26:1:5 8,56 38,60
23:1:8 22,90 43,57
19:1:12 26,78 46,88
155:1:155 38,84 54,91
11:1:20 41,15 56,25
60
50 .
® - -
g 40 " . "
g . - ——GellOx
:: 20 | .__" —=—Pullox
5
10 o
0 2 4 6 8

Proba

Figura V.8 Variatia gradului de reticulare a hidrogelurilor in functie de comporzitie

Din cauza volumului redus al moleculelor de PullOx, amestecul cu macromoleculele de
atelocolagen este unul intim, de aceea reticularea avanseaza mai rapid atunci cand se utilizeaza
cantitati mai mici de polizaharid in amestec. Pentru a facilita compararea intre eficacitatea de
reticulare a GellOx si a PullOx, dependenta gradelor de reticulare de cantitatea de polizaharide
functionale a fost fitata conform ecuatiei:

y=a-xP
Parametrul a are valorile 19,55 pentru GellOx si 42,19 pentru PullOx luand in considerare
cantitatea de polizaharid oxidat utilizat in cazul celor mai versatile hidrogeluri (compozitia R(IV)
— 1,039 mg/ml). Apare astfel o diferentd de 22,64% in beneficiul PullOx ceea ce Tnseamna ca

teoretic, acelasi grad de reticulare poate fi obtinut utilizand cu 20% mai putin PullOx decat
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GellOx. Desi PullOx ar fi teoretic de patru ori mai reactiv decat GellOx, in conditiile reale de
amestec aceasta diferentd nu este atat de mare. Astfel, desi continutul in grupari aldehidice este
mai redus comparativ cu GellOx, eficienta de reticulare este mai mare in cazul PullOx. Motivul
acestei discordante este diferenta gradelor de fragmentare ale polizaharidelor functionalizate.
Moleculele mai mici de PullOx au capacitatea de a se amesteca mai eficient cu structura fibrilara

a atelocolagenului, maximizand astfel interactiunile reciproce.

V.1.6 Morfologia hidrogelurilor observata prin SEM

Observarea morfologiei hidrogelurilor in care au fost incapsulate celule se poate face cu
ajutorul microscopiei electronice, in urma uscarii hidrogelurilor la punctul critic, prin aceasta
procedurd asigurdndu-se pastrarea nealterati a elementului biologic. In Figura V.9 se poate
observa morfologia hidrogelurilor reticulate cu gellan, respectiv pullulan partial oxidat, cu celule

incapsulate.

Wl s & 3 8 HV: 30,00 kV WD: 5.3261 mm
HV: 30.00 kV WD: 86903 mm PO W View field: 68.94 ym  Det: SE Detector
View field: 76,06 ym  Det SE Detector 20 um VEGAW TESCAN

20 ym VEGAW TESCAN

Figura V.9 Morfologia hidrogelurilor reticulate cu gellan (a, b), respectiv pullulan (c, d)

partial oxidat si a celulelor incapsulate, evidentiata prin SEM
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Din imagini se observa morfologia fibrilara a hidrogelurilor, ideald pentru ca celulele sa
adere la aceasta. Morfologia este uniforma si se poate observa cd hidrogelurile reticulate cu
pullulan oxidat prezinta o densitate mai mare a fibrilelor, comparativ cu hidrogelurile reticulate
cu gellan oxidat. Se poate observa, de asemenea, faptul ca celulele au fost integrate in structura

fibrilara a hidrogelurilor, acestea avand o morfologie alungita.

V.1.8 Difuzia prin hidrogeluri

Figurile V.14 si V.15 prezinta grafic evolutia concentratiei BSA in timp, in cele doua
compartimente ale celulei Franz, pe durata experimentelor efectuate asupra hidrogelurilor
preparate conform a patru dintre recepturile cadru.

Data fiind neliniaritatea evidentd a variatiei concentratiei in compartimentul donor, in
vederea stabilirii coeficientilor de difuzie s-a procedat la izolarea domeniului de liniaritate a

curbelor sigmoidale asociate.
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Figura V.14 Evolutia in timp a concentratiei BSA in compartimentele celulei Franz, in

experimentele efectuate asupra hidrogelurilor reticulate cu GellOx.

Tn cazul hidrogelurilor reticulate cu gellan oxidat, au putut fi montate drept diafragma in
celula Franz patru dintre compozitiile testate (conform rapoartelor indicate in Figura V.14), iar in
cazul celor reticulate cu pullulan oxidat, doar trei (conform rapoartelor indicate in Figura V.15).
Compozitiile in care atelocolagenul participd in proportii mici nu au prezentat rezistenta
mecanicd necesard mentinerii integritatii lor In montajul celulei Franz. Tabelul V.5 include
valorile calculate ale coeficientilor de difuzie, de rezistentd la transferul de masa [197] si de

penetrare in hidrogel [198].

14



5

Comcentratia B5A In compartimentu] donar
mgfmil)

Lo BO 10

min

120

#4.5:1:1.5
Wil

19:1:12

Concentratia BSA In compantimentul recept e

140

(a) compartimentul donor

0 n a0 0 ]
min.

+H5I1ILE

M S

19:1:12

10=0 120 1an

(b) compartimentul receptor

Figura V.15 Evolutia in timp a concentratiei BSA in compartimentele celulei Franz, in

experimentele efectuate asupra hidrogelurilor reticulate cu PullOx.

Tabelul V.5 Valorile calculate ale coeficientilor de difuzie si de rezistenta la transferul de masa,

pentru hidrogelurile atelocolagen — polizaharide.

Coeficientul Coeficientul
Rapoartele Agentul Coeficientul de global al distantei de
de amestecare | reticulant difuzie rezistentei la penetrare prin
transferul de masa hidrogel
GellOx 4,2718-10" 4,6819-10° 1,3072-10°°
295:1:15 - . .
PullOx 4,9733-10° 4,0215-10 1,4104-10
GellOx 54248-10% 3,8667-10° 1,4731-10°
26:1:5 I
PullOx 7,2714-105 2,7505-10° 1,7055-10°
GellOx 1,0510-10% 1,9030-10° 2,0504-10°
19:1:12 - . .
PullOx 1,4505-10° 1,3788-10 2,4087-10°
GellOx 1,1482-10"% 1,7419-10° 2,1430-10°
155:1:155
PullOx -- -- --
Unitatea de masura m°/s s/m m-(s°°)

Se constatd cd pe masurd ce continutul de polizaharide in amestec creste, difuzia BSA

prin hidrogeluri se accentueaza, atat in virtutea incarcarii electrice similare la pH-ul de lucru, cat

si structurarii morfologice mai laxe, care conduce la formarea unor matrici macromoleculare cu

porozitate mai ridicatd. Desi difuzia prin hidrogelurile obtinute este ridicatd, aceasta este cu un

ordin de magnitudine mai mica decat coeficientul de difuzie al albuminei prin apa, fapt ce poate

fi explicat de vascozitatea determinata de amestecul si reticularea componentelor hidrogelurilor.
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Rezultatele obtinute pentru aceste hidrogeluri se regasesc in acelasi ordin de magnitudine ale
coeficientilor de difuzie cu cele obtinute de Engberg si Frank (2011) care au testat difuzia
mioglobinei prin hidrogeluri pe baza de poli(etilen glicol) si cu cele ale lui Carvalho et. al (2008)
care au testat difuzia albuminei prin hidrogeluri pe baza de dextrina-vinacrilat, aceasta
confirmand faptul cd hidrogelurilor obtinute in cadrul acestei cercetari permit o difuzie adecvata

a moleculelor necesare sustinerii functiilor celulelor incapsulate [201, 202].

V.1.9 Caracteristicile reologice ale hidrogelurilor

Variatia elasticitatii gelurilor a fost determinata prin compararea G’ si G’ masurate la
aceeasi frecventd unghiulara de 1 rad/s, la o amplitudine de 0,3% si 37°C, valorile de referinta
pentru geluri slabe si puternic reticulate covalent fiind G’/G’’=10 [204]. Conventional, gelurile
pe bazd de biomacromolecule cu valori ale G* mai mari cu un ordin de magnitudine decat G’
sunt considerate puternic reticulate chimic, iar rapoartele G’/G’’ cuprinse intre 1 si 10 indica
predominanta fortelor fizice de reticulare. Raportul G’/G’’ pentru gelul realizat doar din
atelocolagen si hialuronat, deci pur fizic este de 7,1998, reprezentand in continuare o valoare de
referinta in evaluarea hidrogelurilor obtinute in urma addugarii componentei polizaharidice.

Hidrogelurile reticulate cu GellOx si PullOx conform compozitiei R (IV) au un
comportament reologic similar. La cantitati ale PullOx mai mari de 1 mg/ml rezultd hidrogeluri
tot mai rigide odatda cu cresterea numarului de legaturi covalente. Toate probele au
comportament de gel slab dar stabil, dominant elastic (G* > G’’, cu o slaba dependenta de
frecventa solicitdrii de forfecare, pand la circa 80 + 100 rad/sec.), preponderent reticulat fizic. La
frecvente de oscilatie ridicate, evolutiile celor doud module se inverseazd (curbele se
intersecteaza si apoi diverg in sensuri contrare celor de dinaintea intersectarii), indicand faptul ca
matricea macromoleculard a hidrogelurilor nu mai poate rdspunde elastic (ca un solid), ci
amortizeazi propagarea oscilatiei in volumul hidrogelurilor, efect similar cresterii vascozitatii. In
toate determindrile, frecventa este baleiatd descrescator, intre 500 si 0,05 rad/secunda (adica intre
circa 80 si 0,008 Hz), mentinand constantd deformatia (la valoarea de 0,3 %) si temperatura (la
valoarea de 37 °C).

Determinarile prin baleiaj in temperatura (intre 5 si 65 °C) au fost realizate in conditiile
mentinerii constante a deformatiei induse (la valoarea de 0,3 %) si a frecventei de oscilatie (la
valoarea de 10 Hz = 62,83 rad/sec.). In cazul tuturor hidrogelurilor se constatd existenta unui
prag al lichefierii. Pana la acest prag, in general, vascozitatea complexd creste odata cu
energizarea termicd a hidrogelurilor, iar dupd depdsirea sa, vascozitatea se diminueazd drastic,

hidrogelul deforméndu-se nerecuperabil, curgand asemanator lichidelor. De asemenea, in
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intervalul de temperaturi 30-42 °C, interval specific fibrilarii colagenului determinarile reologice

indica o crestere a ordinii structurale a hidrogelurilor.
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Figura V.21 Compararea comportamentului la fluaj-revenire a hidrogelurilor cu matrice
atelocolagen - polizaharidica in raport cu hidrogelul din alginat utilizat pentru incapsularea

celulelor.
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Figura V.22 Compararea variatiei cu temperatura a vascozitatii hidrogelurilor cu matrice
atelocolagen - polizaharidica in raport cu hidrogelul din alginat utilizat pentru incapsularea
celulelor.
Figura V.21 prezinti diferentele de comportament in testele de fluaj-revenire. Tn mod

evident, cel mai rigid hidrogel (si deci cel mai ferm) este cel din alginat. Deformarea sa sub un
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efort treapta de 5 Pa este de doar 0,08 % la finalul etapei de fluaj, desi, In primele 200 de
secunde se dezvoltd o curgere vascoasd ce nu se mai recupereazd pand la finalul etapei de
revenire. Acest fapt este expresia reticularii exclusiv fizice a hidrogelului din alginat. Cel mai
flasc hidrogel este cel din atelocolagen si hialuronat, nesupus reticuldrii. Acesta atinge o
deformatie de circa 0,57 % pana la finalul etapei de fluaj, sub acelasi efort treaptd, de 5 Pa.
Neatingerea unei stari cvasi-stationare a valorii deformatiei si nici a pantei de evolutie in cazul
acestui hidrogel indicd o componenta vascoasa semnificativa, care disipa energia aplicatd din
exterior. In urma reticularii chimice a hidrogelurilor atelocolagen - polizaharide, componenta lor
elastica este sporitd, dar in paralel creste si rigiditatea lor. In acest sens, hidrogelurile reticulate
cu GellOx (in raportul de amestecare de 26 : 1 : 5) sunt cele mai rigide, fara a pierde semnificativ
din elasticitate. Cele reticulate cu PullOx sunt si ele relativ rigide, fiind in plus mai flasce
mari a segmentelor macromoleculelor de pullulan, iar pe de alta, In sens contradictoriu,
capacitatii modeste de gelifiere individuald a pullulanului comparativ cu gellanul. Reticularea cu
GellOx actioneaza sinergetic cu tendinta de gelifiere a gellanului in prezenta ionilor de Ca®*
dozati, conducand la retele macromoleculare cu elemente morfologice mai ferm interconectate si
dezordonate intr-o mai mare masura.

Evolutia comparativa a vascozitatii acelorasi patru tipuri de hidrogeluri odata cu variatia
temperaturii este redata in Figura V.22. In acest context, hidrogelul din alginat prezinta un minim
temperaturilor fiziologice. Atat la temperaturi mai coborate, cat mai ales la temperaturi mai
ridicate, hidrogelul din alginat este mult mai ferm si pare a se rigidiza odatd cu cresterea
temperaturii. Acest fapt poate influenta, in aplicatii ce implica incapsulare celulelor,
permeabilitatea inspre si dinspre mediul lichid extern. In plus, fiind nestructurat fibrilar,
hidrogelul din alginat se compactizeazd mult mai semnificativ, atat la valori reduse ale
temperaturii, cat si la temperaturi ridicate. Hidrogelurile cu morfologie interna fibrilara, asigurata
in special de agregarea supramoleculara a atelocolagenului, se compactizeaza mult mai putin la
temperaturi joase, ele avand posibilitatea de a atenua colapsarea microstructurii. Prezenta
gellanului oxidat si reticularea indusa de acesta rigidizeaza hidrogelurile la temperaturi coborate
crescandu-i vascozitatea si uniformizand raspunsul acestora la variatia temperaturii. Pullulanul
oxidat pare cd defavorizeaza relaxarea matricei hidrogelurilor in care este prezent, odatd cu
cresterea temperaturii, microstructura lor mentindndu-se colapsatd pe o mai largd plaja a
temperaturilor, in contextul unei véscozititi reduse. In toate hidrogelurile investigate, prezenta
atelocolagenului induce abilitatea acestora de a se lichefia la depasirea unui prag al temperaturii,

de circa 43 °C. Acest prag este apropiat de cel al denaturarii ireversibile a macromoleculelor de
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atelocolagen cvasi-nativ. Asadar, lichefierea este cauzata de destructurarea morfologiei matricei
macromoleculare a hidrogelurilor cu atelocolagen. Intr-o oarecare misurd, asocierea cu
polizaharidele stabilizeaza matricea hidrogelurilor, gellanul oxidat fiind usor mai eficient in acest
sens. Prin prisma comportamentului la variatia temperaturii, hidrogelurile investigate pot fi

Tncadrate Tn clasa celor sensibile la stimuli exteriori.

Modelele Jeffreys ajustate etapei de fluaj timpuriu indus hidrogelurilor

Practic toate gelurile ,,tremura” atunci cand li se imprima o miscare brusca. Acest efect
pune in evidenta elasticitatea gelurilor (prin amplitudinea si frecventa oscilatiilor), dar si raportul
intre caracteristicile lor elastice si vascoase (prin durata de amortizare a oscilatiilor si prin
trendul deformarii pe durata regimului tranzitoriu, oscilant). Testele de fluaj-revenire evidentiaza
oscilatiile gelurilor la ambele fronturi ale semnalului treaptd aplicat. Cel mai adesea insa,
respectivele oscilatii sunt considerate parazitare si nu sunt tratate in algoritmii de determinare a
parametrilor reologici ai gelurilor pornind de la evolutia deformatiei in etapa de flua;.

Intervalul de timp in care se manifestd regimul oscilatoriu imediat dupa aplicarea
tensiunii mecanice poarta denumirea de fluaj timpuriu (early creep). Pentru extragerea de
informatii de factura reologica pornind de la acest interval de timp s-au dezvoltat modele
speciale, care iau in considerare inertiile ce se manifesta la aplicarea brusca a tensiunilor
mecanice (spre exemplu a celor de forfecare, induse de reometrele cu sistem de masurare placa —
placd). Algoritmii care trateaza datele experimentale conform respectivelor modele disting intre
inertia sistemului de masurare (cauzata de componentele mecanice ale reometrului si de placa
superioara) si inertia caracteristica gelului investigat (masei de ansamblu a hidrogelului,
elementelor morfologice ale matricei macromoleculare, volumului de fluid retinut in
ochiurile/porii matricei etc.).

Astfel, din cauza unei dependente complicate intre compozitiile hidrogelurilor si
rezultatele masuratorilor clasice privind fluajul reflectate de parametrii modelului Burgers, s-a

decis verificarea aspectului general si particular al curbelor obtinute, folosind modelul Jeffreys.

Tabelul V.8 include valorile numerice ale parametrilor reologici asociati modelului
reologic inertial Jeffreys, calculate pentru etapa de fluaj timpuriu a hidrogelurilor atelocolagen —
polizaharide, iar Tabelul V.9 pe cele calculate pentru hidrogelul din alginat. Spre exemplificare,
in Figura V.27 sunt ilustrate rezultatele ajustdrii modelelor Jeffreys pentru dependentele timp —
deformatie a hidrogelurilor de referintd (aK + NaHyal si alginat 0,5 %) si a doua dintre

hidrogelurile atelocolagen — polizaharide, reticulate cu GellOx si respectiv cu PullOx.
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Figura V.28 prezintd grafic dependentele de receptura ale frecventei de oscilatie si ale
modulelor neliniare de elasticitate si vascozitate calculate conform relatiilor matematice asociate
modelului Jeffreys. Se constatad faptul ca alura curbelor modulelor este similara celei a curbelor

corespondente, determinate in baza modelului Burgers, pentru intreaga etapa de flua;.

Jeffrey fitted model

ak + NaHyal hydroge!

Jeffrey fitted model

Alginate 0.5 % hydroge!
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Figura V.27 Prelucrarea datelor experimentale ale etapei de fluaj timpuriu.

Curbele corespunzatoare modelelor Jeffreys ajustate dependentelor timp — deformatie

pentru patru dintre hidrogelurile investigate.
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Tabelul V.8 Valorile numerice ale coeficientilor modelelor reologice Jeffreys ajustate fluajului timpuriu asupra hidrogelurilor investigate

si valorile constantelor de timp asociate

Agentul Parametrul Rapoartele de amestecare a precursorilor biomacromoleculari aK : NaHyal : GellOx/PullOx
reticulant > 31:1:0 295:1:15 26:1:5 23:1:8 19:1:12 155:1:155 | 295:1:15
constanta
f [Hz] 0,4879 0,6151 1,1723 0,6669 1,1621 0,5339 0,5586
G [Pa] 0,2910 0,5024 0,9934 0,4923 1,0013 0,5659 0,6643
M1 [Pa-s] 0,0297 0,0183 0,0445 0,0523 0,0459 0,0403 0,0543
GellOx M2 [Pa-s] 1,3561 1,5638 6,9579 2,6331 10,5520 3,6351 5,9855
Gy’ [Pa] 0,2774 0,4868 0,9803 0,4726 0,9911 0,5531 0,6521
Gy’ [Pa] 0,1095 0,1074 0,2807 0,2675 0,3091 0,2288 0,2699
Mret [S] 4,6604 3,1128 7,0039 5,3485 10,5520 6,4235 9,0103
Mret [S] 4,7625 3,1492 7,0487 5,4548 10,5979 6,4947 9,0919
f [Hz] 0,4879 0,5798 1,0259 0,8138 0,6591 0,7954 0,5527
G [Pa] 0,2910 0,2976 0,7188 0,5457 0,3724 0,6741 0,3249
M1 [Pa:s] 0,0297 0,0926 0,0365 0,0399 0,0377 0,0398 0,0578
Sullox N2 [Pa-s] 1,3561 1,8257 4,1550 12,8357 2,0432 4,3519 2,9091
Gy’ [Pa] 0,2774 0,2686 0,7055 0,5423 0,3583 0,6614 0,3121
Gy’ [Pa] 0,1095 0,2506 0,2007 0,1573 0,1659 0,2189 0,2255
Mret [S] 4,6604 6,1353 5,7802 23,5214 5,4867 6,4556 8,9525
Mret [S] 4,7625 6,4464 5,8310 23,5945 5,5879 6,5147 9,1306
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Tabelul V.9 Valorile numerice ale coeficientilor modelului reologic Jeffreys ajustat
masuratorilor de fluaj timpuriu asupra hidrogelului din alginat

si valorile constantelor de timp asociate

Parametrul reologic sau constanta

f [Hz] G [Pa] N1 [Pa-s] | n2[Pa:s] | Gn’ [Pa] | G’ [Pa] Aret [S] Arel [S]

1,3631 2,7494 0,0700 | 13,8753 | 2,7204 0,6592 5,0467 5,0722
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Figura V.28 Compararea valorilor parametrilor reologici pentru fluajul timpuriu, atat intre

seriile de hidrogeluri investigate, cdt si in raport cu hidrogelul din 0,5 % alginat de sodiu.

In perioada fluajului timpuriu, in care componenta vascoasi (asociatd curgerii) nu se
manifestd incd pregnant, valorile celor doud module neliniare (de elasticitate, G, si vascos,
Gh”’) sunt direct proportionale intre hidrogelul din alginat si hidrogelurile atelocolagen —
polizaharidice. Frecventele oscilatiilor in regimul tranzitoriu sunt si ele in directa
proportionalitate intre cele douad tipuri de hidrogeluri.

Pentru rapoartele de aK:polizaharid oxidat de aproximativ 3:1 s-a observat aceeasi

scadere a modulului de elasticitate, confirmand evolutia parametrilor Burgers.

V.2 Caracterizarea biologica a hidrogelurilor
V.2.1 Citotoxicitatea hidrogelurilor

V.2.1.1 Testul MTT
Metoda MTT reprezintd o prima etapa in testarea efectelor citotoxice pe care

hidrogelurile le-ar putea avea asupra celulelor. Conform ISO 10993-5:2009 procentele
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corespunzand unei viabilitati celulare de peste 80% caracterizeaza materiale considerate non-
citotoxice, in timp ce intervalul 80%-60% corespunde unei citotoxicitati reduse, 60%-40%
unei citotoxicitati moderate, iar valorile mai mici de 40%, unei citotoxicitati ridicate
exercitate de catre produsul testat.

La vizualizarea macroscopica a hidrogelurilor cu celule ncapsulate, imersate in
solutia de MTT se poate observa aparitia coloratiei specifice celulelor viabile, care au
metabolizat indicatorul, hidrogelul capatdnd o nuanta violet. Cu ajutorul microscopului

inversat se pot vedea cristalele de formazan formate la nivelul celulelor (Figura V.29).

(@) (b)

Figura V.29 Imagine macroscopica (a) si microscopica (b) a hidrogelului cu celule

incapsulate dupa expunerea la MTT si formarea cristalelor de formazan ca urmare a

metabolismului celular.

Potentialul efect citotoxic al hidrogelurilor realizate pe baza de atelocolagen reticulat
cu gellan partial oxidat a fost testat pe doua tipuri de celule, respectiv fibroblaste primare si
celule stem adipoase, sensibilitatea acestora fiind diferita la actiunea agentilor citotoxici.

Rezultatele obtinute in urma testarii la 24, 48 si 72 de ore sunt prezentate in Figura V.30.

fibroblaste primare celule stem adipoase

i
‘E“ 0.8
]
g mContral | gg | ® Control
w
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24h 48 h 72h 24h 48 h 72h

Figura V.30 Citotoxicitatea hidrogelurilor pe baza de gellan oxidat, compozitia r(IV) asupra
viabilitatii fibroblastelor primare si celulelor stem derivate din tesut adipos
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Din Figurile V.30 si V.31 se observa faptul ca procentul de viabilitate celulara in toate
cele 3 zile de testare nu doar se incadreaza in valori superioare a 80% comparativ cu celulele
cu rol de control, ci chiar Inregistreaza valori de peste 95%, ceea ce confirma faptul ca
hidrogelurile realizate nu exercitd efecte citotoxice asupra celulelor testate. Prezenta
hidrogelurilor in godeurile cu celule nu determina eliberarea de produsi citotoxici ce ar putea
afecta viabilitatea celulara; in plus, prezenta fizicd a hidrogelurilor pare, de asemenea, s nu
exercite efecte negative asupra celulelor aderate la suprafata placii de cultura. Acest efect
este confirmat si de imaginile obtinute cu ajutorul microscopului inversat prin care a fost

analizatd morfologia celulelor in prezenta hidrogelurilor.

MTT celule stem adipoase
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Figura V.31 Citotoxicitatea hidrogelurilor pe baza de pullulan oxidat, compozitia r(IV))

asupra viabilitatii celulelor stem derivate din tesut adipos

Din Figura V.32 se poate constata faptul ca celulele prezintd o morfologie normala,
specifica celulelor stem mezenchimale, sunt intinse pe substrat, iar in unele zone se observa

tendinta de populare a materialului.

HIDROGEI
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Figura V.32 Morfologia celulelor stem adipoase in prezenta hidrogelurilor
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Viabilitatea celularda in prezenta hidrogelurilor a fost confirmatd si cu ajutorul
microscopiei de fluorescentd. Celulele aderate la placa de cultura au fost cultivate timp de 7
zile in prezenta hidrogelului dupa care s-a realizat colorarea cu calceinda AM, un indicator al
viabilitatii celulare ce permite mentinerea celulelor vii pentru realizarea testului.

Din Figura V.33 se poate observa faptul ca celulele au format un monostrat la
suprafata placii de culturd, ramanand aderate la aceasta si mentinandu-si morfologia.
Formarea monostratului confirma capacitatea de proliferare a celulelor in cultura, care nu a

fost afectata de prezenta hidrogelului.

Figura V.33 Viabilitatea celulelor colorate cu calceing, aderate la suprafata pldcii de

cultura, in prezenta hidrogelului (100x)

V.2.2.2 Testul live/dead

Evaluarea proportiei de celule viabile si neviabile din hidrogeluri, la diferite intervale
de timp dupa incapsulare a fost realizata prin colorarea celulelor viabile cu ajutorul calceinei
AM si a celulelor neviabile cu ajutorul iodurii de propidiu si urmarirea timp de 5 zile a
culturilor. Morfologia, migrarea, proliferarea si atasarea celulelor intr-un mediu
tridimensional depinde de numerosi factori ce tin de proprietatile mecanice ale substratului si
de prezenta semnalelor pentru aderarea celulelor. In hidrogelurile realizate din polimeri
sintetici, celulele capatd o morfologie rotundd, desi in cele mai multe cazuri continua sa isi
mentini viabilitatea. In hidrogelurile de tipul celor realizate pe bazi de colagen, celulele
capata o morfologie alungita, asemanatoare culturilor in sistem bidimensional.

Aceastd morfologie a fost observatad si pentru celulele incapsulate in hidrogelurile

realizate in urma reticuldrii cu gellan sau pullulan oxidat, indiferent de tipul celulelor
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incapsulate: fibroblaste, celule stem derivate din tesutul adipos sau celule tecal-interstitiale

din stroma ovariana.

Tn Figura V.34 pot fi observate celulele aderate la hidrogeluri, cu formarea unor
legaturi Intre ele care faciliteaza semnalizarea inter-celulara.

Dupa 48 de ore de cultura 1n hidrogeluri, testul live/dead a indicat faptul ca celulele isi
mentin viabilitatea in hidrogeluri, majoritatea prezentand fluorescenta verde, un numar foarte

redus dintre acestea emitand o fluorescenta rosie, specifica in acest caz celulelor neviabile.

(@) (b)
Figura V.34 Celule tecale incapsulate in hidrogel reticulat cu GellOx (a), PullOx (b);
200x

Rezultatele testelor realizate dupd 5 zile de culturd au indicat mentinerea viabilitdtii
celulelor incapsulate, proportia celulelor care au emis fluorescenta rosie fiind, de asemenea,
foarte mica, la fel ca la 48 de ore. In schimb s-au observat diferente intre hidrogelurile
reticulate cu gellan partial oxidat si cele cu pullulan. Astfel, in hidrogelurile reticulate cu
gellan s-a mentinut morfologia si viabilitatea celulelor, numarul acestora fiind vizibil mai
mare. In schimb, in hidrogelurile reticulate cu pullulan, desi cea mai mare parte a celulelor isi
mentin viabilitatea, morfologia acestora nu mai este la fel de alungita (Figura V.35). Acest
aspect poate fi corelat cu porozitatea aparent mai redusd a hidrogelurilor reticulate cu
pullulan care ar putea afecta transportul nutrientilor si comunicarea inter-celulard, porozitate
ce poate fi influentatd de masa moleculara mai mica a pullulanului comparativ cu cea a
gellanului, ceea ce 11 permite accesul mai facil catre macromoleculele de atelocolagen in

vederea initierii procesului de reticulare.
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Figura V.35 Viabilitatea celulelor incapsulate in hidrogeluri reticulate cu GellOx (a, b),
respectiv PullOx (c, d) dupa 48 de ore (a, c) si 5 zile (b, d)

V.2.5 Analiza contractiei hidrogelurilor cu fibroblaste incapsulate

Celulele au capacitatea de a rdspunde la proprietdtile mecanice ale mediului din jur,
convertind semnalele mecanice in semnale chimice care influenteazd expresia genica. Ca
urmare, proprietdtile mecanice ale hidrogelurilor in care sunt incapsulate celule trebuie
stabilite astfel incat acestea sa corespunda tesutului nativ, cu mentinerea in acelasi timp a
proprietatilor hidrogelului [211]. Contractia hidrogelurilor pe baza de colagen, ca actiune a
activitatii celulelor incapsulate, determind variatii ale coeficientilor de difuzie a nutrientilor,
in special in vecinatatea celulelor [199]. Unul dintre obiectivele reticularii colagenului se
referd si la reducerea acestui efect de contractie pentru mentinerea unei morfologii normale a
celulelor si pentru evitarea apoptozei [212-214].

A fost studiat modul in care gradul de oxidare si cel de reticulare influenteaza
contractia hidrogelurilor cu celule incapsulate. In Figura V.42 sunt prezentate imaginile
hidrogelurilor dupa 5 zile de cultura, putdndu-se observa diferentele intre diametrele
diferitelor probe testate. Rezultatele calculului gradului de contractie comparativ cu

hidrogelurile imediat dupa incapsulare sunt redate in Tabelul V.10.
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Masuratorile realizate in vederea observarii influentei gradului de oxidare si a

cantitatii de polizaharid oxidat asupra contractiei hidrogelului cu fibroblaste incapsulate au

indicat faptul ca cele mai mici grade de contractie au fost Inregistrate, asa cum era de asteptat,

pentru gradul cel mai mare de oxidare si pentru raportul cel mai mare chitosan

oxidat:colagen, respectiv pentru proba 3-3, contractia fiind de 31% fatd de dimensiunea

initiald a hidrogelului. O contractie de 50% fatd de dimensiunea initiala a fost observata

pentru probele in care s-a utilizat chitosanul cu cel mai mic grad de oxidare si in cel mai mic

raport.

raport colagen:chitosan oxidat
4.5:1

22.5:1 7.5:1

raport NalOs:chitosan
1:10 0.75:10

1.5:10

Figura V.42 Mdasurarea dimensiunilor hidrogelurilor realizate prin reticulare cu

chitosan adaugat in rapoarte diferite si cu grade diferite de oxidare

Tabelul V.10 Gradul de contractie al hidrogelurilor populate cu fibroblaste

Proba Dimensiune hidrogel | Contractie (%)
(mm)

Ziua 0 de cultura 160 100
1-1;1-2; 1-3 80; 85; 90 50; 47; 44
2-1; 2-2; 2-3 80; 95; 105 50; 41; 34
3-1; 3-2; 3-3 85; 110; 110 47, 31; 31

Un grad mai mare de oxidare presupune un grad mai mare de reticulare a

hidrogelului, gruparile aldehidice disponibile pentru formarea bazelor Schiff fiind mai

numeroase. Rezulta astfel un hidrogel cu o structura mai densa care reduce mobilitatea si

ege v,

pentru proba 3-3, pentru a asigura citocompatibilitatea materialului, precum si pentru a avea
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un mediu compatibil cu migrarea si proliferarea celulelor, s-a ales a se lucra cu raportul
utilizat pentru proba 2-3 (raport NalOg:chitosan — 1,5:10, raport colagen:chitosan oxidat —
4,5:1) intrucat diferenta de contractie dintre aceastd proba si proba 3-3 nu este una
semnificativa.

Aceste sisteme tridimensionale de cultura au fost evaluate cu privire la viabilitatea pe
termen lung a celulelor si potentialul functional al acestora. Toate hidrogelurile populate au
avut capacitatea de a elibera celule viabile dupa 14 zile de culturd. Depunerea directd a
hidrogelurilor pe flaconul de cultura a permis continuarea proliferarii celulelor inclusiv n
afara hidrogelului, o parte migrand din acesta (Figura V.43 ), ceea ce inseamna ca celulele si-

au mentinut functionalitatea dupa 14 zile de culturd in hidrogel.

IR

P

Figura V.43 (a) Cultura tisulara 3D, (b) Migrarea celulelor din hidrogel dupa 14 zile de

cultura

V.2.6 Morfologia si distributia celulelor in hidrogeluri

Aplicatia pentru care au fost realizate hidrogelurile pe baza de atelocolagen reticulat
cu gellan, respectiv pullulan partial oxidat se refera la incapsularea celulelor, initial a unor
celule de tipul celor stem adipoase, urmand ca apoi sa fie Incapsulate celule ale stromei
ovariene. Desi hidrogelurile obtinute prezintd un anumit grad de transparentd, microscopia
opticd are unele limitari in ceea ce priveste vizualizarea celulelor din profunzimea lor, chiar
daca hidrogelurile sunt realizate astfel incat dimensiunile lor sd permitd difuzia nutrientilor
din mediul de culturd. Pentru o mai bund vizualizare a celulelor incapsulate in hidrogel,
acestea au fost colorate cu markeri fluorescenti pentru nucleii celulari si pentru fibrele de
actind, in acest mod putand-se observa distributia celulelor in hidrogeluri si morfologia
acestora.

Tn Figura V.44 se pot observa celulele incapsulate in hidrogeluri, imaginea fiind una
in camp luminos, captatd cu ajutorul microscopului inversat. Aceleasi imagini se regasesc
apoi 1n Figurile V.45 si V.46, celulele fiind colorate cu markerii fluorescenti DAPI si
rhodamin-phalloidin. Tn Figura V.45 se pot observa celulele incapsulate in hidrogeluri

reticulate cu gellan partial oxidat; imaginea a) reprezinta colorarea cu DAPI a nucleilor, iar b)
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atat a nucleilor, cat si a fibrelor de actina. In Figura V.46 se pot observa celulele incapsulate

n hidrogelurile cu pullulan partial oxidat.

- A VW SR A

Figura V.44 Imagine microscopica in camp luminos a celulelor incapsulate in gellan (a),
respectiv pullulan (b )partial oxidat; 100x

Figura V.45 (a) Colorarea nucleilor celulelor ncapsulate Tn hidrogel reticulat cu GellOx. (b)
imagine compozita (DAPI si rhodamin-phalloidin)- celule Tncapsulate in hidrogel reticulat cu
GellOx (r(1V)); 200x

Figura V.46 (a) Colorarea nucleilor celulelor incapsulate in hidrogel reticulat cu PullOx. (b)

colorarea cu DAPI si rhodamin-phalloidin a celulelor Thcapsulate Tn hidrogel reticulat cu
PullOx, r(1V); 200x
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Din figurile prezentate se poate observa faptul ca celulele sunt uniform distribuite n
hidrogeluri. Morfologia lor este una specifica celulelor aderate la substrat, ele fiind alungite,
dupa cum se poate observa si in urma analizei aspectului filamentelor de actina. De
asemenea, nu se pot observa diferente majore intre hidrogelurile reticulate cu gellan partial
oxidat si cele reticulate cu pullulan partial oxidat. Cu ajutorul microscopiei de fluorescenta s-
a putut confirma si viabilitatea celulelor incapsulate in hidrogeluri, folosind calceina AM, cu
fluorescentd verde, aplicati hidrogelurilor cu celule incapsulate, dupa 5 zile de culturd. in
Figura V.47 se pot observa celulele viabile distribuite uniform in hidrogeluri. Hidrogelul
reticulat cu pullulan partial oxidat a inregistrat un grad mai mare de contractie, de aceea se
observda 1n urma colorarii cu marker fluorescent un numar mai mic de celule viabile in

hidrogel, dupa 5 zile de cultura.

Figura V.47 Colorarea cu calceina AM a celulelor incapsulate in hidrogeluri cu gellan (a),

respectiv pullulan partial oxidat (b); 100x
V.2.8 Analiza histologica si implantarea subcutanata a hidrogelurilor

Analiza histologica a sistemelor hidrogel-celule testate in vitro a evidentiat
mentinerea morfologiei normale a celulelor incapsulate. Acest lucru poate fi observat in
Figura V.52, in care pot fi vizualizate celule cu forma alungita, integrate in structura
suportului. In ambele tipuri de hidrogeluri se observi celule in diviziune. O usoara diferenti a
putut fi observata intre hidrogelurile reticulate cu gellan, respectiv pullulan oxidat, aceea ca
in primele celulele prezinta o formd mai alungita. Acest aspect poate fi corelat cu o contractie
de suprafatd mai mare observata in probele reticulate cu pullulan, fapt ce ar putea fi explicat
prin diferentele dintre masele moleculare ale celor doud polizaharide utilizate ca agenti de
reticulare.

Analiza histologica in vivo a hidrogelurilor cu celule stem incapsulate derivate din
tesutul adipos, a fost realizata dupa 2, 5 si 7 zile de implantare subcutanata. S-a observat ca

dupa cele 7 zile hidrogelurile erau incd prezente in buzunarul subcutanat in care au fost
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introduse, iar imaginile histologice aratd integrarea treptatd a structurilor de tip hidrogel in

tesutul nativ (Figura V.53).

Figura V.52 Imagini microscopice cu sectiuni histologice colorate ale hidrogelurilor
populate cu celule, la diferite ordine de marire (A-C — hidrogeluri reticulate cu gellan oxidat,
obiective: 10x, 20x, 40x); D-F hidrogeluri reticulate cu pullulan, obiective: 10x, 20x, 40x)

Figura V.53 Imagini histologice ale hidrogelurilor implantate subcutanat dupa 2 zile
(@, b), 5zile (c, d) 5i 7 zile (e, f) de la implantare. Capul de sageata indica hidrogelul, iar
sageata intreaga, tesutul nativ, colorare cu HE (a, c, e), respectiv coloratie tricroma Masson

(b, d, f).
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Macroscopic si microscopic nu au fost observate semne inflamatorii, aceasta
confirmand citocompatibilitatea in vivo a hidrogelurilor obtinute. Mentinerea timp de cel
putin 7 zile in vivo a structurii hidrogelurilor si integrarea treptatd a acestora le recomanda
pentru aplicatii ale medicinei regenerative, cu posibilitatea implantarii in tesuturi cu
functionalitate compromisa a hidrogelurilor cu celule incapsulate, cu scopul restituirii functiei

acestora.

V.3 Aplicatii ale hidrogelurilor cu celule incapsulate

V.3.1 Aplicatii in ingineria tisulara a ovarului

Functionarea normald a celulelor incapsulate a fost evaluatd prin determinarea
capacitatii celulelor ovariene de a interactiona si de a secreta hormoni dupa cultura in
hidrogeluri. Celulele tecal-interstitiale sunt celule secretorii active din stroma ovariana care
interactioneaza functional cu celulele granuloase in vederea convertirii androstenedionului in
estradiol prin activitatea specifica a aromatazei, conform teoriei ,,doua-celule doi-hormoni”,
aspect ce necesitd o semnalizare foarte complexa intre celulele ovarului. [221]

Cooperarea intercelularda in conditii de cultura 3D a fost demonstratda prin
cuantificarea secretiei de estradiol dupa 48 de ore si cinci zile de cultura in mediu suplimentat
cu FSH si LH (cei doi hormoni secretati de hipofiza anterioard care induc formarea
androstenedionului la nivelul celulelor tecale (LH) pe de o parte si activarea aromatazei la
nivelul celulelor granuloase (FSH) pe de alta parte). E2 (17B-estradiol) este izoforma
principala de estradiol din sange, cu o masa moleculara de 272,3 Da.

Rezultatele obtinute in urma detectiei estradiolului (observate Tn Tabelul V.11) din
mediul de culturd al sistemelor hidrogel-celule au indicat faptul cd celulele si-au mentinut

capacitatea de a secreta hormoni dupa incapsularea in hidrogeluri timp de cel putin 5 zile.

Tabelul V.11 Concentratiile 17 f-estradiol determinate Tn mediul utilizat pentru co-cultura
celulelor incapsulate tecal-interstitiale si granuloase

Zile de cultura Control (co- Hidrogel reticulat Hidrogel reticulat cu
cultura 2D) cu GellOx PullOx
[pg/mL] [pg/mL] [pg/mL]

2 zile 23.9242.12 25.4313.14 23.92+4.18

5 zile 24.63+1.16 26.34+2.12 24.24+2.16

33



Dupa 48 de ore de culturd, valorile determinate pentru 17 B-estradiol au fost de 25,43
pag/ml pentru hidrogelurile reticulate cu gellan si 23,92 pg/ml pentru cele reticulate cu
pullulan. Valoarea obtinutd pentru celulele cultivate drept control, in placa de cultura, a fost
de 23,92 pg/ml. Dupa cinci zile de culturd in mediu proaspat avand aceeasi compozitie ca cea
initiald, valorile obtinute au fost nesemnificativ modificate ceea ce indicd faptul ca celulele
si-au mentinut proprietatile secretorii si faptul ca hidrogelurile permit comunicarea
intercelulard si difuzia hormonilor in mediul de culturd. Nu au fost observate diferente majore
intre cele doua hidrogeluri si intre hidrogeluri si celulele de control, acest lucru indicand
faptul cd matricea obtinutd nu impiedicd eliberarea hormonilor. Nivelul de estradiol
determinat in mediul de culturd ne confirma faptul ca intre celulele tecal-interstitiale si cele
granuloase existd o interactiune normald, conform teoriei ,,doud celule doi hormoni” care
presupune mecanisme complexe de semnalizare intre celulele ovarului. Rezultatele obtinute
in aceasta teza sunt similare ca valori ale estradiolului cu cele obtinute de Sittadjody et al.
(2015) [45] acestia realizand microcapsule pe baza de alginat, pentru secretia de hormoni
ovarieni. Trebuie subliniat totusi ca hidrogelurile obtinute din componente native ale matricii
extracelulare prezintd avantaje fata de alginat sau de hidrogelurile din componente sintetice n
ceea ce priveste prezenta semnalelor specifice pentru adeziunea celulara, care se reflectd in

prima faza in morfologia celulelor incapsulate.

V.3.2 Criostocarea hidrogelurilor cu celule incapsulate

Criostocarea celulelor incapsulate in hidrogeluri a fost studiatd in special pentru
celulele secretoare de insulind, fiind obtinute rezultate diferite la compararea tehnicilor de
inghetare lenta si vitrificare [222], criostocarea celulelor aderate sau n suspensie [223] sau
pentru includerea crioprotectantului direct in compozitia hidrogelului [224]. Criostocarea
celulelor aderate poate prezenta o serie de avantaje in ceea ce priveste rata de supravietuire si
expresia markerilor in cazul celulelor stem [225]. Dupa incapsulare si 48 de ore de cultura,
sistemele hidrogel-celule obtinute au fost imersate in solutia crioprotectoare in care au fost
lasate timp de 10 minute, apoi au fost inghetate la -85 °C, utilizand ca solutie cu rol de
crioprotectie, serul fetal bovin suplimentat cu 10% DMSO. Viabilitatea celulelor dupa
dezghetare a fost evaluata cu ajutorul testului live/dead, observandu-se cd majoritatea
celulelor sunt viabile, fapt confirmat de emiterea fluorescentei verzi (Figura V.54).

Morfologia celulelor precum si aderarea acestora la substratul reprezentat de hidrogel
au fost de asemenea mentinute. In plus, hidrogelul si-a pastrat integritatea dupa dezghetare,

elasticitatea si posibilitatea manipuldrii acestuia fiind aceleasi ca inaintea inghetarii. Nivelul
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ridicat al viabilitatii celululelor dupa dezghetare poate fi explicat si de efectul crioprotector al

hialuronatului de sodiu, dupa cum a fost mentionat in unele studii. [226, 227]

Figura V.54 Viabilitatea celulelor incapsulate in hidrogeluri dupa dezghetare,

evidentiata cu ajutorul calceinei (A-100x, B-200x);

Astfel, prin utilizarea unei metode ieftine, simple si rapide s-a reusit criostocarea
hidrogelurilor cu celule incapsulate oferind astfel posibilitatea considerarii hidrogelurilor ca
fiind sisteme “ready-to-use”, cu posibilitatea transportului acestora si utilizarii imediat dupa

dezghetare 1n aplicatii ale medicinei regenerative.

CONCLUZII

In cadrul prezentei teze au fost obtinute noi sisteme de incapsulare a celulelor in
hidrogeluri atelocolagen-polizaharide, apte sa asigure viabilitatea si sa sustind proliferarea
celulara. Polizaharidele partial oxidate au avut in cadrul hidrogelurilor atat rol structural, cat
si rol de agent de reticulare. Hidrogelurile rezultate s-au dovedit non-citotoxice in raport cu
celulele stem derivate din tesutul adipos, cu fibroblastele dermice in culturd primara si cu
precursorilor macromoleculari.

Prepararea hidrogelurilor cu matrice mixta, atelocolagen — polizaharide s-a putut
realiza in conditiile proiectarii caracteristicilor lor fizico-chimice, prin ajustarea parametrilor
de compozitie, respectiv a:

— naturii precursorilor macromoleculari si nivelului lor de puritate;

— gradului de abatere de la starea nativa a componentei scleroproteice;

— starii si nivelului de agregare supramoleculard preliminard a precursorilor;
— gradului de functionalizare a polizaharidului ce joacd rol de agent reticulant;

— rapoartelor de amestecare ntre precursori;
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Mentinerea atelocolagenului drept componentd majoritara in amestecuri asigura
gelifieri rapide (de ordinul catorva zeci de minute) si corelate cu avansul fibrildrii sale sub
efectul incalzirii. Functionalizarea prin oxidare controlatd a unuia dintre polizaharidele
partener si utilizarea sa ca agent reticulant permite controlul comportamentului reologic al
hidrogelurilor, atat in raport cu solicitarile mecanice, cat si sub efectul variatiei temperaturii.
Rezulta astfel hidrogeluri cu prag de sensibilitate la influentele externe, cum sunt variatiile de
tarie ionicd si de temperaturd. Caracterizarea reologicd a hidrogelurilor evidentiaza
comportamente vasco-elastice din care rezulta reticularea mixta a acestora, atat fizica,
precum si covalentd, prima datoratd in special comportamentului atelocolagenului la
neutralizare si la temperatura fiziologica, iar cea de-a doua datorata functionalizarii prin
oxidare partiald a polizaharidelor utilizate ca agenti de reticulare datoritd prezentei gruparilor
aldehidice. Structura fibrilara a hidrogelurilor este compatibilda cu aderarea celulelor la
substrat, prezenta atelocolagenului facilitdnd interactiunea cu celulele a caror morfologie este
una alungita, spre deosebire de morfologia celulelor incapsulate in hidrogeluri sintetice, care
nu prezinta semnale pentru ancorarea celulara.

Mentinerea viabilitatii si posibilitatea proliferarii celulelor incapsulate in hidrogeluri
se datoreaza si capacitatii acestora de a permite difuzia nutrientilor din mediul de cultura spre
celule si a produsilor rezultati in urma metabolismului citre mediul de culturd, aspect ce
faciliteaza si comunicarea inter-celulara.

Analiza comportamentului fizico-chimic al hidrogelurilor a fost completata de analiza
din punct de vedere biologic, luand in considerare scopul aplicativ al acestora. Astfel, alaturi
de lipsa efectului citotoxic demonstrat in raport cu celulele primare de tipul fibroblastelor sau
celulelor stem derivate din tesutul adipos, hidrogelurile obtinute au capacitatea de a permite
functionarea normala a celulelor Incapsulate, precum si comunicarea inter-celulard complexa.
Acest aspect este demonstrat prin cuantificarea secretiei de estradiol din mediul de cultura
care confirmd faptul ca hidrogelurile permit difuzia moleculelor din mediu spre celule si
invers precum si in interiorul hidrogelurilor, fara sa Impiedice interactiunea dintre celule.

Caracterizarea in vivo a hidrogelurilor a demonstrat posibilitatea utilizarii acestora ca
sisteme de Incapsulare si livrare a celulelor in aplicatii ale medicinei regenerative, in vederea
restabilirii functiei tesutului in care se implanteaza prin integrarea in timp a hidrogelurilor in
structura nativa confirmata si de absenta raspunsului inflamator. Posibilitatea criostocarii
hidrogelurilor cu celule incapsulate, mentinerea unui grad inalt al viabilitatii celulelor dupa
dezghetare si usurinta procedurilor de inghetare/dezghetare confirmd potentialul

hidrogelurilor ca sisteme “ready-to-use” in aplicatii ale medicinei regenerative.
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