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dermice, este consideratd standardul actual datoritd capacitatii acestora de a reproduce fenotipul
ex vivo si de a permite realizarea unor modele fiziologic relevante [5], [6].

Modelele actuale de piele in vitro variaza de la epiderma umana reconstruitd (RHE),
utilizatd pe scard largd ca metoda standardizatd pentru testarea iritatiei cutanate, pana la modele
complexe de tip full-thickness, care includ atat compartimentul epidermic, cat si cel dermic.
Evolutiile recente au permis integrarea unor componente suplimentare, precum melanocite, celule
endoteliale, celule imune de tip Langerhans, adipocite sau celule neuronale, in scopul unei mimari
cat mai fidele a micro-mediului cutanat. Din rapoartele anterioare s-a reliefat totodata faptul ca, in
ciuda progreselor notabile, proiectarea acestor modele ramane limitata de capacitatea redusa de
proliferare a celulelor primare, de variabilitatea inter-donator, de dificultétile tehnice de co-cultura
si de constrangerile etice si de reglementare asociate [2].

Un progres esential in dezvoltarea platformelor SoC a fost introducerea microfluidicii, care
permite separarea compartimentelor apicale si bazale si recrearea conditiilor dinamice de perfuzie,
similare celor existente in vivo. Din rapoartele anterioare evidentiem ca utilizarea membranelor
semipermeabile si a suporturilor permeabile este 0 metoda consacrata pentru realizarea barierelor
biologice in sistemele organ-on-a-chip, fiind aplicata cu succes in modele pulmonare, intestinale,
hepatice si cutanate. Cu toate acestea, realizarea unui model de piele de grosime completa implica
provocdri tehnologice suplimentare, precum polimerizarea controlatd a matricei dermice,
la tesut pentru analize structurale si functionale [7].

Alternativele tehnologice recente includ utilizarea interfetelor gel-lichid, a ghidajelor de
faza si a structurilor microfabricate pentru sustinerea tesuturilor, precum si bioimprimarea
tridimensionald a tuburilor integrate in matricea extracelulara. Aceste abordari au demonstrat un
potential remarcabil in modelarea unor arhitecturi tisulare complexe, insd sunt incad limitate de
costuri ridicate, necesitatea unui personal inalt specializat si probleme de reproductibilitate si
standardizare [8]. Din rapoartele anterioare a fost subliniat faptul ca, desi platformele comerciale
existente oferd rezultate reproductibile pentru anumite aplicatii, acestea nu pot reflecta pe deplin
diversitatea genetica si fiziologicd a pielii umane, in special in cazul modelelor pigmentate sau de
grosime completa.

Un avantaj major al platformelor SoC il reprezintd posibilitatea realizarii studiilor
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celule si reactivi, comparativ cu modelele conventionale. Integrarea microsenzorilor permite
monitorizarea in timp real a parametrilor fiziologici esentiali, precum rezistenta electrica
transepiteliala (TEER), permeabilitatea, stresul mecanic si raspunsurile celulare la stimuli chimici
sau fizici. Totodata, platformele SoC permit studiul unor procese complexe precum absorbtia,
iritatia, coroziunea, hidratarea, genotoxicitatea si transferul transdermic al substantelor active. Cu
toate acestea, reproducerea fideld a matricei extracelulare, contractilitatea colagenului in prezenta
fibroblastelor si mentinerea stabilitatii structurale a tesuturilor raiman provocari tehnice majore.

In contextul nevoii tot mai accentuate de metode alternative la testarea ce utilizeaza modele
animale, care sd respecte principiile etice si sd ofere rezultate predictive superioare, proiectul de
fatd vizeaza dezvoltarea unei platforme avansate de tip Skin-on-Chip pentru testarea in vitro a
nanoparticulelor destinate administrarii transdermice. Din rapoartele anterioare a fost stabilit
cadrul conceptual si tehnologic al proiectului, precum si directiile principale de dezvoltare.
Obiectivul general al proiectului il constituie elaborarea unui protocol complet pentru realizarea
unei ,,pieli biomimetice” utilizabile Tn conditii statice, integratd cu un senzor TEER pentru
monitorizarea in timp real a integritatii barierei celulare.

Pentru atingerea acestui obiectiv, activitatile sunt structurate pe directii clare ce prevad o
abordare integrata care permite corelarea proprietatilor nanosistemelor cu raspunsul biologic al
modelului cutanat si ofera o baza solida pentru etapele ulterioare de testare functionala si validare
experimentala.

Prin urmare, raportul de fatd se incadreaza intr-o etapa de tranzitie esentiala de la
fundamentarea teoretica si analiza stadiului actual al domeniului, realizate in rapoartele anterioare,
catre o etapd experimentald avansata, orientatd pe dezvoltarea si validarea efectivd a
componentelor platformei Skin-on-Chip. Rezultatele prezentate in acest raport contribuie la
consolidarea infrastructurii tehnologice necesare pentru realizarea unui model biomimetic

functional al pielii, cu aplicatii directe in farmacologie, toxicologie si dermatologie.



Rezultate partiale

In raportul anterior a fost prezentata fundamentarea stiintifici a dezvoltarii unei platforme
tip Skin-on-Chip pentru testarea in vitro a nanoparticulelor, precum si analiza stadiului actual al
tehnologiilor utilizate in modele biomimetice de piele, inclusiv tipurile de surse celulare,
arhitecturile 3D si avantajele microfluidicii in evaluarea transdermicd a substantelor active. De
asemenea, au fost identificate principalele limitéri ale modelelor existente si necesitatea dezvoltarii
unor sisteme reproductibile, standardizabile si etice pentru testarea preclinica.

In etapa precedents, se prezintd progresele realizate in cadrul Obiectivului O1, care vizeazi
elaborarea protocolului de obtinere a unei ,,pieli biomimetice” si dezvoltarea unor nanosisteme
lipidice destinate livrarii controlate a substantelor active. In baza rezultatelor din fazele anterioare,
a fost selectat un nanosistem de tip transethozom ca vehicul optim pentru transportul substantei
(CBD) a fost ales ca moleculd model pentru testarea transferului transdermic, avand potential
antiinflamator, antimicrobian si regenerativ, dar prezentand limitari semnificative de solubilitate
si biodisponibilitate.

Au fost elaborate si optimizate protocoalele de obtinere a transethozomilor prin dispersie
mecanica asistata si prin tehnica hydrodynamic flow focusing, utilizatd ca metoda avansata pentru
obtinerea controlata si reproductibila a nanosistemelor. Caracterizarea fizico-chimica realizata prin
microscopie electronica de transmisie (TEM), difractie dinamica a luminii (DLS) si difractie de
raze X (XRD) a confirmat formarea unor particule cu dimensiuni medii cuprinse intre 150 si 220
nm, o distributie dimensionala adecvata, potential Zeta negativ indicand stabilitate coloidald buna,
precum si Incorporarea eficientd a CBD intr-o stare amorfa, favorabila cresterii solubilitatii si

In raportul anterior a fost subliniatd importanta validarii biologice a nanosistemelor inca
din fazele incipiente ale dezvoltirii. in consecinti, a fost realizati evaluarea biocompatibilitatii in
vitro pe fibroblaste dermice umane si keratinocite epiteliale utilizand testele XTT, LDH si testul
Live/Dead. Rezultatele obtinute au demonstrat o viabilitate celulara de peste 90% si o citotoxicitate
sub 15% pentru ambele tipuri celulare, confirmand siguranta biologica a transethozomilor incarcati
cu CBD si compatibilitatea acestora cu aplicatiile transdermice.

Tot in aceastd fazd a fost realizatd proiectarea unei configuratii microfluidice

tridimensionale pentru obtinerea rapida si controlata a nano-lipozomilor incércati cu CBD, precum



si fundamentarea tehnologica pentru integrarea ulterioara a senzorului TEER destinat monitorizarii
in timp real a integritatii barierei cutanate. Aceasta etapd reprezintd o baza tehnologica esentiala
pentru etapele urmatoare de realizare efectiva a modelului Skin-on-Chip.

In concluzie, s-a pus in evidentiaza trecerea de la etapa conceptuala si de analizi teoretica,
prezentata in raportul anterior, la o etapa experimentala solid fundamentata, in care au fost validate
atat din punct de vedere fizico-chimic, cat si biologic nanosistemele destinate integrarii in
platforma Skin-on-Chip. Rezultatele obtinute confirma fezabilitatea continudrii proiectului in
directia realizarii unui model biomimetic functional, cu aplicabilitate in testarea preclinica a livrarii
transdermice a substantelor bioactive.

In cadrul etapei curente (01.07.2025 - 30.11.2025), obiectivul principal a fost Proiectarea
si fabricarea prototipului incubator-SoCP care permite incdarcarea si descarcarea modelului de
cultura a pielii si, in acelasi timp, permite aplicarea nanoparticulelor incarcate pentru
monitorizarea in timp real a procesului de administrare in vitro a medicamentului.

In cadrul Activitiitii A2.1 s-a realizat proiectarea si fabricarea suportului culturii celulare.
Suportul realizat este constituit dintr-un inel PDMS (polidimetilsiloxan) si o0 membrana poroasa
PDMS proiectat si fabricatd pentru mentinerea viabilitatii celulare. Pentru membrana a fost utilizat
un cauciuc siliconic lichid curabil UV / UV-PDMS. Au fost testate diferite dimensiuni ale porilor

si grosimi membranei.
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Fig. 1. Reprezentare schematicd a suportului realizat pentru cultivarea celulelor

A fost proiectat si realizat un sistem de sustinere alcatuit dintr-un inel din PDMS si o
membrana poroasa tot din PDMS, cu dimensiuni ale porilor cuprinse intre 1 si 10 um si grosimi

ale membranelor de aproximativ 10-50 pm. Membranele obtinute au fost functionalizate prin



imobilizarea colagenului de tip I sau de tip IV, urmata de reticulare covalenta, in vederea asigurarii
unei adeziuni stabile si de lungd durata a fibroblastelor la suprafata de cultura.

Reticularea colagenului a condus la o imbunatatire semnificativd a atasarii celulare, a
raspandirii morfologice si a stabilitatii pe termen lung a culturilor (>7 zile). In urma evaluirilor
biologice, fibroblastele au prezentat cea mai ridicata viabilitate si capacitate de proliferare pe
membrane cu parametri intermediari, respectiv grosimi de aproximativ 25 um si pori de circa 5
um. Comparativ Intre cele doud tipuri de colagen utilizate, colagenul de tip IV a asigurat o
adeziune usor superioarda si o maturizare mai eficientd a punctelor de adeziune focald fatd de
colagenul de tip I, confirmand astfel avantajele sale in aplicatiile de tip Skin-on-Chip.

In cadrul Activititii A2.2 a fost realizati cu succes insimantarea fibroblastelor dermice
umane (HDF) pe schele poroase inerte, in vederea obtinerii echivalentilor dermici complet umani.
Au fost utilizate schele cu o porozitate de aproximativ 80%, selectatd pentru a asigura un echilibru
optim intre difuzia nutrientilor, eliminarea metabolitilor si ancorarea eficienta a celulelor. Inainte
de insamantare, schelele au fost pretratate cu etanol pentru a le conferi caracter hidrofil, facilitand
astfel penetrarea suspensiei celulare in structura poroasd, urmata de doud spalari succesive cu
solutie tampon fosfat (PBS) in vederea indepartarii reziduurilor.

Insamantarea celulari s-a realizat utilizind un numar de 1,0 x 10° fibroblaste dermice
umane per schela, suspendate in 100 pL mediu specific de crestere pentru fibroblaste (FGM). Dupa
aplicarea suspensiei celulare, probele au fost incubate in conditii standard de culturd (37 °C, 5%
CO:, atmosferda umidificatd), pentru a permite atasarea, migrarea si proliferarea celulelor in
interiorul matricei poroase.

In urma procesului de culturd, s-au obtinut sferoizi de fibroblaste dermice umane (HDF
spheroids), care au fost mentinuti in mediu FGM pe o perioada de 7 zile. Pe durata acestei etape,
fibroblastele au prezentat o bund viabilitate, capacitate de auto-organizare si proliferare
tridimensionald, conducand la formarea unor structuri celulare compacte si stabile. Aceste
echivalente dermice constituie un suport biologic adecvat pentru etapele ulterioare de co-cultura
si de reconstructie epidermica in cadrul platformei Skin-on-Chip, reprezentand un rezultat

experimental esential pentru validarea arhitecturii dermice a modelului biomimetic.



Fig. 2. Activitatea de Insdmantare a fibroblastelor dermice umane pe schele poroase inerte a fost realizata
cu succes, conducand la obtinerea unor echivalenti dermici tridimensionali stabili, cu buna viabilitate si capacitate
de auto-organizare. Formarea sferoizilor HDF si mentinerea acestora timp de 7 zile in conditii standard de cultura
confirma compatibilitatea schelelor utilizate cu aplicatiile de inginerie tisulara si validarea protocolului de lucru.
Rezultatele obtinute demonstreaza fezabilitatea utilizarii acestor echivalenti dermici ca suport biologic pentru

etapele ulterioare de reconstructie epidermica si integrare in platforma SoC.

In cadrul Activititii A2.3 a fost realizati evaluarea biologici a culturilor celulare obtinute,
prin determinarea viabilitatii acestora si a integritatii barierei celulare formate. Viabilitatea celulara
a fost analizata utilizand testul Live/Dead, aplicat pe o perioada de pana la 7 zile de cultura, pentru
a monitoriza dinamica supravietuirii celulare in timp. Testul a permis diferentierea celulelor viabile
de cele neviabile prin marcaj fluorescent specific, oferind informatii calitative si cantitative asupra
starii biologice a culturilor.

Rezultatele testului Live/Dead au evidentiat o viabilitate celulara ridicata pe intreaga durata
a experimentului, cu valori de peste 90% 1n primele 48 de ore, indicand o buna adaptare a celulelor
la conditiile de culturd si o compatibilitate crescutd a suportului utilizat cu structurile celulare
formate. Distributia uniforma a celulelor viabile si absenta unui numar semnificativ de celule

moarte confirma stabilitatea sistemului biologic in conditii experimentale controlate.
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Fig. 3. Celule viabile HDF la microscopie cu fluorescenta - test Live/Dead folosind calceina si EthD-1

In paralel, a fost evaluati integritatea barierei celulare prin masurarea rezistentei electrice
transepiteliale (TEER), la intervale de timp bine definite. Valorile TEER au evidentiat o crestere
progresivd in timp, ceea ce reflectd formarea treptatd si mentinerea unei bariere celulare
functionale si intacte. Aceastd evolutie indica stabilirea contactelor intercelulare si consolidarea
jonctiunilor stranse dintre celule, parametri esentiali pentru validarea unui model biomimetic de
tip Skin-on-Chip. Corelarea rezultatelor obtinute prin testul Live/Dead cu valorile TEER confirma
faptul ca structura celulard formatd prezinta atat o viabilitate biologica ridicata, cat si proprietati
functionale adecvate, esentiale pentru utilizarea ulterioara in teste de permeabilitate si evaludri

farmacologice.
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Fig. 4. Evaluarea viabilitatii (%) pe fibroblaste dermice umane utilizand testul Live/Dead cu calceind si EthD-1, la 24

si 48 de ore; CN = celule cultivate normale; ns = nesemnificativ statistic.

Activitatea A2.3 a demonstrat cd sistemul celular dezvoltat prezintd o viabilitate ridicata si
o capacitate adecvata de formare a unei bariere functionale, asa cum este confirmat prin rezultatele
testelor Live/Dead si TEER. Mentinerea unei viabilitati de peste 90% si cresterea progresiva a
rezistentei electrice transepiteliale valideazd stabilitatea si functionalitatea modelului biologic
obtinut. Aceste rezultate confirma adecvarea sistemului pentru integrarea in platforma Skin-on-
Chip si pentru utilizarea in etapele ulterioare de testare a transferului transdermic al substantelor
bioactive.

In cadrul Activititii A2.3 a fost realizati proiectarea conceptuali si tehnicd a cipului
microfluidic destinat integrarii in platforma Skin-on-Chip, utilizind mediul de proiectare asistata
de calculator SolidWorks. Modelarea tridimensionald a permis definirea arhitecturii generale a
cipului, incluzand geometria canalelor microfluidice, compartimentarea zonelor apicale si bazale,
zonele de Tnsamantare celulara si punctele de acces pentru perfuzie si recoltare. Proiectarea a avut
ca obiectiv asigurarea unui control precis al fluxurilor, o distributie uniforma a mediului de cultura

si mentinerea conditiilor fiziologice necesare formarii si functionarii barierei celulare.
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In paralel, a fost realizatd proiectarea senzorului TEER (Trans-Epithelial Electrical
Resistance), in mod similar cu abordarea utilizata in activitatdea 1.4, avand ca scop monitorizarea
in timp real a integritatii barierei celulare. Designul senzorului a inclus configuratia electrozilor,
pozitionarea acestora fatd de stratul celular si compatibilitatea cu structura cipului microfluidic.
Au fost luate in considerare criterii esentiale precum stabilitatea electrica, biocompatibilitatea
materialelor, precizia masuratorilor si posibilitatea integrarii functionale 1n ansamblul
microfluidic.

Prin realizarea acestor etape de proiectare, a fost definit un prototip virtual complet al
platformei microfluidice cu integrare de senzor TEER, care constituie baza tehnologica pentru
fazele ulterioare de fabricatie, testare electrica si validare biologica. Aceasta activitate asigura
transferul de la etapa de conceptie la cea de implementare experimentald a sistemului Skin-on-

Chip.

)

I.  CFD Simulations

(COMSOL Multiphysics) 1II. 3D printing of the

prototypes using Clear
Microfluidic Resin
(ProFluidics 285D
Advanced Microfluidic
Printer)
IV. 3D printed prototypes ready to
be tested for hydrodynamic
focusing

1. CAD (Solid Works)
Fig. 5. (a) Simulari CFD pentru determinarea geometriei si dimensiunilor microcanalelor
utilizate in procesul de focusare hidrodinamica. (b) proiectarea dispozitivului de focusare
hidrodinamica in SolidWorks, (c) printarea 3D a prototipurilor de focusare hidrodinamica a fost
realizatd utilizind imprimanta ProFluidics 285D, (d) In etapa finald au putut fi printate

prototipuri de focusare hidrodinamicd cu microcanale de diametre de pana la 240 um.

In cadrul Activititii A2.4 a fost demarat procesul de realizare a prototipului cipului
microfluidic proiectat anterior, utilizand tehnologia de imprimare 3D prin stereolitografie (SLA),
pe o imprimantd dedicata fabricarii dispozitivelor microfluidice de tip Cadworks (Figura 5).

Aceastd tehnologie a fost aleasd datoritd rezolutiei ridicate si capacitatii de a reproduce cu acuratete
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geometria find a canalelor microfluidice si a compartimentelor functionale necesare pentru
integrarea culturilor celulare si a senzorului TEER.

In aceasti etapa au fost utilizate modelele CAD realizate in cadrul activitatii A2.3, care au
fost adaptate pentru procesul de fabricatie prin SLA, tindnd cont de constrangerile tehnologice
specifice (dimensiuni minime ale canalelor, tolerante, orientare la imprimare). Au fost efectuate
teste preliminare de imprimare pentru validarea fidelitdtii geometrice a structurilor si pentru
optimizarea parametrilor tehnologici (rezolutie, timp de expunere, post-polimerizare), in vederea
obtinerii unor canale continue, etanse si cu suprafete interioare adecvate utilizarii biologice.

Conform planului de lucru, anumite componente ale platformei urmeaza sa fie realizate
ulterior si prin tehnologii complementare, utilizand suporturi din sticla si/sau siliciu, In vederea
cu masuratorile microscopice si electrice. In paralel, a fost avuti in vedere compatibilizarea
prototipului imprimat 3D cu integrarea senzorului TEER proiectat, astfel incat ansamblul final sa
permita atat perfuzia controlatd a mediilor de cultura, cét si monitorizarea In timp real a integritatii
barierei celulare. La momentul raportarii, prototipul se afla in stadiu de realizare si optimizare
tehnologica, fiind in curs etapele de validare dimensionald, verificare a etanseitatii canalelor si
adaptare a designului pentru integrarea componentelor biologice si a senzorilor.

In cadrul Activititii A2.5 a fost realizata testarea biologici a prototipului SoCP utilizand
nanoparticulele selectate anterior, aplicate pe modelul FTS. Testarea a fost conceputd pentru a
evalua compatibilitatea biologicad a sistemului si comportamentul acestuia in conditii care imitd
mediul biologic, printr-un protocol similar celui aplicat in cadrul Activitatii A2.3.

Viabilitatea celulard a fost evaluatd prin teste Live/Dead, efectuate pe intervale de timp
predefinite, pentru a monitoriza dinamica supravietuirii celulare in prezenta nanoparticulelor.
Testul a permis diferentierea celulelor viabile de cele neviabile prin marcaje fluorescente specifice,

oferind informatii atat calitative, cat si cantitative asupra starii biologice a culturilor.
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a) HDF wviable cells without b) HDF cells treated with V2T7 - c¢) HDF cells treated with V2CET?7 -
treatment - 10X Live/Dead Assay 10X Live/Dead Assay using 10X Live/Dead Assay using
using Calcein and EthD-1 Calcein and EthD-1 Calcein and EthD-1

Fig. 7. Viabilitatea celulara evaluatd prin testul Live/Dead, efectuat la intervale de timp predefinite, pentru a

monitoriza dinamica supravietuirii celulelor in prezenta nanoparticulelor

In paralel, caracterizarea nanoparticulelor a fost realizata prin masuratori DLS (Dynamic
Light Scattering), pentru a determina dimensiunea si distributia acestora in mediul de cultura,

parametri importanti Tn evaluarea interactiunii cu celulele si a eficientei de livrare a canabidiolului.
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Fig. 8. Evaluarea DLS a dimensiunii si distributiei transethosomelor obtinuti cu ajutorul unui chip cu focusare
hidrodinamica. Aceastd analiza a permis determinarea marimii medii, polidispersitatii si stabilitatii particulelor in
mediu lichid, oferind informatii esentiale pentru caracterizarea fizico-chimica a sistemului de livrare a moleculelor

active. Se poate observa monodispersia fazei organice cu faza apoasa.
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De asemenea, s-a monitorizat prin masuratori HPLC rata de eliberare a canabidiolului in mediul
de cultura, pentru a analiza profilul de eliberare si biodisponibilitatea compusului activ.
Rezultatele obtinute au fost comparate intre modelele statice si cele dinamice, evidentiind
influenta conditiilor experimentale asupra viabilitatii celulare si asupra performantei prototipului
SoCP. Analiza comparativa a demonstrat cd prototipul asigurd mentinerea unei viabilitdti ridicate

a celulelor, distributie uniformad a acestora si

cannabidiol

il eliberare controlatd a canabidiolului, confirmand

cc 1/16 g eqe . .o . . .
compatibilitatea biologicd si functionalitatea

sistemului in cadrul modelului Skin-on-Chip.
| ’ In cadrul Obiectivului O3 a fost realizata
optimizarea transportatorului de tip
| | nanoparticuld si validarea eficacitétii acestuia

0 5 10 15 20 25 30 35 . . .o . .
Time. min pentru administrarea transdermica a diferitelor

Fig. 9. Evaluarea HPLC a ratei de eliberare a

canabidiolului din in mediul celular substante active, utilizdnd modelul de piele de

grosime completd (FTS). Acest obiectiv a urmarit

evaluarea capacitatii de penetrare, a transferului de masa si a eficientei de absorbtie a compusilor

chimici in mediile de cultura celulard, in conditii controlate. Testarile au fost corelate cu datele
obtinute anterior privind stabilitatea si biocompatibilitatea nanosistemelor dezvoltate.

In cadrul Activititii A3.1 au fost testate nanoparticulele optimizate pe modelul de piele de

grosime completd (FTS), la mai multe concentratii stabilite conform studiilor similare din literatura

de specialitate. Nanosistemele au fost aplicate topic pe suprafata modelului FTS, iar difuzia

acestora a fost monitorizata prin microscopie confocald — de fluorescenta.
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Fig. 10. Analiza absorbtiei de
fluorofori in celulele HEK si HDF dupa
tratamentul cu formuladri lipidice.
Celulele HEK (A-B) si HDF (C-D) au
fost incubate timp de 1 ora fie cu Nile
Red liber (control; A, C), fie cu lipide
continand Nile Red si canabidiol
(tratament; B, D). Celulele au fost fixate
si colorate cu DAPI (albastru) pentru a
vizualiza nucleii. Nile Red (rosu) a fost
utilizat ca fluorofor si marker lipidic. O
fluorescenta citoplasmatica crescutd a
fost observatd 1n celulele tratate,
indicind o absorbtie crescutd prin

administrarea solutiilor lipidice.

Rezultatele obtinute au evidentiat capacitatea nanoparticulelor de a patrunde progresiv prin

straturile modelului cutanat, cu o dependenta clara de concentratia aplicata. Analizele histologice

au aratat o distributie uniforma a particulelor in stratul epidermic, cu penetrare controlata catre

compartimentul dermic. Cresterea concentratiei a condus la o adancime mai mare de difuzie, fara

a fi observate modificari structurale majore ale tesutului.

In cadrul Activititii A3.2 a fost investigat transferul de masa al compusului chimic in

modelul FTS, atat din punct de vedere calitativ, cat si cantitativ, precum si stabilitatea

microbiologica a sistemului. Profilul de difuzie al medicamentului a fost analizat prin microscopie

fluorescenta, rezultatele prezentate in activitatea A3.1 fiind corelate cu determinarile realizate prin

HPLC.
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Fig. 11. Un instrument valoros utilizat in determinarea echilibrului dintre eficacitate si

sigurantd, 1n acest caz, se bazeazd pe metode de evaluare a activitdtii antimicrobiene si a
aderentei microorganismelor la membranele obtinute. Aceste evaludri sunt efectuate pentru a
stabili siguranta utilizarii biomedicale a materialelor sau pentru a verifica eficienta utilizarii lor
in limitarea infectiilor sau In timpul proceselor de decontaminare. Dispozitivele medicale care
incorporeaza agenti sau materiale cu efect antimicrobian se caracterizeaza prin capacitatea de
a limita semnificativ sau chiar suprima dezvoltarea microorganismelor pe suprafata si/sau in
volumul lor, in conditii adecvate de temperatura, compozitia mediului gazos si aportul de
nutrienti. Activitatea lor antimicrobiand propagatd depinde si de diametrul fibrelor,
hidrofilicitatea suprafetei, precum si de rugozitatea si rigiditatea acestora, toate aspectele
trebuind luate in considerare, aspecte despre care se stie ca au o corelatie directd in afectarea
capacitatii bacteriilor de a se atasa si prolifera in cadrul retelelor fibroase. Reducerile
microbiene procentuale de peste 50% sunt considerate optime pentru aplicatia preconizatd, cu

conditia ca biocompatibilitatea fibrelor in cauza sa fie certa.

Rezultatele obtinute au confirmat prezenta progresivda a semnalului fluorescent in
profunzimea modelului de cultura celulara, indicdnd un transfer eficient al compusului prin
structura pielii biomimetice. Analiza cantitativd a intensitatii semnalului a ardtat o crestere
dependenta de timp a cantitatii de substanta transportatd. Testele de stabilitate microbiologica au
evidentiat mentinerea integritdtii nanosistemului in intervalul de temperaturd fiziologic, fara
degradari semnificative sau pierderi de eficienta a eliberarii — indicdnd cd@ modelul nu favorizeaza

cresterea microorganismelor, avand activitate selectiva pentru celulele HDF si HEK.

16



In cadrul Activititii A3.3 a fost determinat nivelul cantitativ al medicamentului in mediile
de cultura celulara recoltate din compartimentul bazal al sistemului FTS. Mediile au fost analizate

la intervale de timp prestabilite, utilizind metode analitice specifice pentru dozarea compusilor

chimici.
Rezultatele obtinute prin analiza HPLC
au aratat o crestere progresivd a
My A ug/ml - concentratiei medicamentului in mediul
gg de culturd, ceea ce confirma
‘ ;0 permeabilitatea transdermica a modelului
7f si eficienta eliberdrii controlate din
nanosistem. Valorile obtinute au fost
: corelate cu datele de difuzie fluorescenta,
0 5 10 15 20 25 30 35 40 confirmind concordanta dintre transferul

Time, min . . .
structural si  absorbtia efectivda a

Fig. 12. Evaluarea HPLC a ratei de eliberare a canabidiolului . .
substantei active.

Concluzii

In cadrul etapei raportate (01.07.2025 — 30.11.2025), proiectul a inregistrat progrese
semnificative in realizarea platformei tip Skin-on-Chip pentru testarea in vitro a nanoparticulelor.

S-a realizat cu succes proiectarea si fabricarea prototipului incubator-SoCP, care permite
manipularea controlatd a modelului de culturd a pielii, aplicarea nanoparticulelor incarcate si
monitorizarea In timp real a procesului de administrare in vitro a medicamentului. Suportul celular,
realizat din PDMS si membrand poroasa functionalizatd cu colagen, a demonstrat o buna
compatibilitate biologica, favorizand atasarea, proliferarea si auto-organizarea fibroblastelor
dermice umane in structuri tridimensionale stabile, adecvate pentru reconstructia dermicd si
integrarea ulterioara a epidermului.

Evaluarile biologice, realizate prin testele Live/Dead si masurarea rezistentei electrice
transepiteliale (TEER), au confirmat formarea unei bariere celulare functionale si mentinerea unei
viabilitati ridicate (>90%) pe durata experimentului, indicand stabilitatea si compatibilitatea

sistemului cu conditiile de culturd dinamice.
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Proiectarea tridimensionald a cipului microfluidic si a senzorului TEER, urmatd de
realizarea prototipului prin imprimare 3D SLA, a permis obtinerea unor canale microfluidice
precise, etanse si compatibile cu integrarea culturilor celulare si a madsuratorilor electrice,
asigurand astfel un control optim al fluxurilor si conditiilor fiziologice.

Testarea biologica a prototipului SoCP, prin aplicarea nanoparticulelor transethozomale
incarcate cu canabidiol, a demonstrat mentinerea unei viabilitdti ridicate a celulelor, distributie
uniforma a acestora si eliberare controlatd a compusului activ. Caracterizarea fizico-chimica a
nanoparticulelor prin DLS si monitorizarea eliberarii CBD prin HPLC au confirmat stabilitatea
sistemului si eficienta livrarii moleculei active.

Compararea performantelor intre modelele statice si dinamice a evidentiat influenta
pozitivd a conditiilor microfluidice asupra viabilitatii celulare si a profilului de eliberare al
compusului activ, demonstrand functionalitatea si compatibilitatea biologica a prototipului SoCP
in cadrul modelului Skin-on-Chip.

Aceste rezultate confirma fezabilitatea continuarii dezvoltarii platformei microfluidice
integrate cu senzor TEER, oferind o baza solidd pentru testele ulterioare de permeabilitate
transdermica si evaluarea farmacologica a substantelor bioactive.

Astfel, platforma dezvoltatd reprezintd un progres major in directia alternativelor etice si
eficiente pentru testarea preclinicd a substantelor bioactive, punand bazele unor modele
experimentale robuste cu aplicatii transversale in cercetare si industrie.

In concluzie, rezultatele obtinute pand in prezent confirma ca platforma Skin-on-Chip
dezvoltatd combina cu succes arhitectura tridimensionala si functionalitatea biologicd a pielii
umane cu integrarea nanosistemelor pentru livrarea controlatd a substantelor active, oferind un
sistem reproductibil, compatibil biologic si functional. In plus, etapele de optimizare a
transportatorului de tip nanoparticuld si evaluarea eficacitatii acestuia cu diferite medicamente,
analizand distributia, adancimea de penetrare si absorbtia compusului activ in modelul FTS,
orientarea acestuia spre aplicatii farmacologice si terapeutice.
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Preambul

Pielea reprezinta cel mai extins organ al corpului uman si constituie prima linie de aparare
impotriva mediului extern, indeplinind simultan functii esentiale de protectie, termoreglare,
perceptie senzoriald si metabolizare. Caracteristicile sale structurale si functionale unice ii confera
permeabilitate fatd de aer, cdldurd, fluide si molecule cu masa moleculara mica, facand posibil
transferul substantelor prin trei cdi principale: intracelular, prin spatiile dintre corneocite;
transcelular, prin corneocite si matricea lipidica Inconjuratoare; si prin anexe cutanate, precum
glandele sudoripare si foliculii de par. Aceste particularitati au deschis perspective importante
pentru administrarea transdermicd a medicamentelor, o cale terapeuticd ce ofera avantaje
semnificative fatd de administrarea orald sau parenterald, prin cresterea compliantei pacientului,
evitarea metabolismului de prim pasaj hepatic, reducerea dozelor sistemice si diminuarea efectelor
adverse [1].

Administrarea transdermica este orientatd preponderent catre obtinerea unor efecte locale
controlate, dar poate sustine si eliberarea sistemicd a unor substante active, in functie de
proprietitile fizico-chimice ale moleculelor si de integritatea barierei cutanate. In acest context,
evaluarea corecta a permeabilitatii, absorbtiei si sigurantei substantelor administrate topic necesita
utilizarea unor modele experimentale avansate care sd reproduca fidel structura si functionalitatea
pielii umane. Limitarile etice, metabolice si predictive ale testdrii pe animale au determinat o
tranzitie acceleratd catre dezvoltarea de sisteme alternative in vitro, capabile sa asigure rezultate
reproductibile si relevante clinic. Astfel, platformele biomimetice de tip Skin-on-Chip (SoC) s-au
impus ca o tehnologie emergenta de referinta in testarea preclinica moderna [2], [3].

Din rapoartele anterioare s-a demonstrat ca platformele SoC reproduc intr-o masura
ridicatd arhitectura tridimensionald si functionalitatea pielii umane prin integrarea controlatd a
componentelor epidermice, dermice si vasculare intr-un mediu microfluidic. Performanta acestor
platforme este esential influentata de sursa celulard, care poate fi autogena, alogenicd sau
xenogena, fiecare avand avantaje si limitari specifice in ceea ce priveste relevanta fiziologica,
variabilitatea genetica si riscul de reactii imune [4]. Cele mai frecvent utilizate tipuri de celule in
aplicatiile SoC sunt celulele primare umane, liniile celulare standardizate si celulele stem

pluripotente induse (iPSC). Utilizarea celulelor primare, precum keratinocitele si fibroblastele
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