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Introducere

Caracteristicile unice ale pielii o fac permeabila mediului inconjurdtor, permitand astfel
difuzia aerului, cdldurii, fluidelor si moleculelor cu greutate moleculard mica [1]. Difuzia cutanata
poate avea loc prin trei cai principale: (a) intracelular, prin spatiile dintre corneocite; (b)
transcelular, prin corneocite si matricea lipidica inconjuratoare; sau (c) prin anexe, cum ar fi
glandele sudoripare si foliculii de par [2]. Aceste proprietati oferda o metoda alternativd de
administrare a medicamentelor, in special prin aplicarea transdermica in fluxul sanguin, care este
adesea mai convenabild pentru confortul si accesibilitatea pacientilor in comparatie cu
administrarea orala sau parenterald [3]. Administrarea transdermica vizeaza in primul rand efectele
locale, reducand nevoia de terapii cu medicamente sistemice, scdzand doza totala necesara pentru

tratarea unor situsuri specifice si minimizand efectele secundare [4].

Considerente biologice in dezvoltarea platformelor tip Skin on chip

a) Sursa celulara

Sursa celulard conditioneazad puternic platformele biomimetice SoC, deoarece obtinerea
arhitecturii si fiziologiei dorite este vitala. In ultimele trei decenii, o intelegere mai profunda a
citologiei pielii si a tesuturilor adiacente acesteia a stimulat progresul domeniului SoC catre
echivalente cutanate realizate cu diverse modele dinamice si vascularizate [5]-[9]. Pana in prezent,
printre cele mai multe modele tip in house si disponibile comercial care replica structura pielii se
numara epiderma umana reconstruitd (RHE) [10], aceasta fiind o metoda de testare fiabila pentru
evaluarea iritatiei pielii in vitro (TG 439) implementatad in 2010 de catre organismul OCDE prin
intermediul Centrul European pentru Validarea Metodelor Alternative (ECVAM) [11]. Cu toate
acestea, proiectarea modelelor de piele 3D din celulele primare umane reprezinta o provocare, in
principal datorita denaturarii sau lipsei peisajului imunologic specific [12]—[17]. Limitarile sunt
predominante atat in randul modelelor de piele de tipul epidermei reconstituite [12], [18] sau a
modelelor care contin celule endoteliale (EC) [19], [20] pana la modele tip full thickness [14], [21]
si replicanti cu trei straturi [16], [22].

Sursa celulara poate fi autogena (ajutd la minimizarea respingerii imune si la imbunatatirea

starii fiziologice relevanta modelului), alogenic (contribuie la o gamad mai largad de diversitate



geneticd) sau xenogena (luat in considerare atunci cand se intalneste deficitul intr-o celula umand
sau pentru studii de interactiuni intre specii), fiecare prezentand avantaje si provocari specifice
[23]-25].

Cele mai raportate tipuri de celule utilizate in aplicatiile SoC sunt celulele primare, liniile
celulare standardizate sau celulele stem pluripotente induse (iPSC). Utilizarea celulelor umane
primare este consideratd conventionald pentru platformele SoC in acest moment [26], [27].
Celulele izolate de la donatorii sandtosi In timpul procedurilor chirurgicale standard pot captura
fenotipul ex-vivo, in timp ce celulele primare de la donatorii cu boli aflate sub investigatie pot fi
eficient folosite pentru modelele patologice. De exemplu, unele dintre cele mai atractive
protocoale de celule pentru modelele de piele tip full thickness includ o epiderma din keratinocite
primare si un compartiment dermic care cuprinde fibroblaste primare, cu melanocite adaugate si
celule Langerhans si limfocite [28]. Beneficiile esentiale ale utilizarii liniilor celulare au rezultat
din protocoalele recunoscute, reproductibile si fiabile legate de cresterea celulara. Modele de proba
de concept raportate folosind celule umane primare, cum ar fi fibroblaste si keratinocite, in special
fibroblaste dermice primare (NHDF), keratinocite epidermice (NHEK), celule endoteliale ale
venei ombilicale (HUVEC), keratinocite epidermice normale neonatale (NHEK), HaCaT,
fibroblaste (Hs27), celule endoteliale microvasculare dermale (HDMEC), celulele foliculelor
dermice papilei (HFDPC) si melanocitele epidermice normale (NHEMs) [27], [28], [36], [37],
[29], [30], [30]{35].

Datele curente din literatura de specialitate aratd ca imbunatatirea modelelor de piele in
vitro existente implicd integrarea adipocitelor, a celulelor papilelor dermice pentru a produce
foliculi de par, a celulelor endoteliale pentru a promova vascularizarea, a celulelor imune sau
Langerhans pentru a reproduce raspunsul imun, a chemokinelor pentru a incuraja diferentierea
celulard si a ganglionului radacinii dorsale si a neuronilor pentru a reconstrui sistemul nervos
periferic. Aceste considerente ajutd modelele sa mimeze reprezentarea pielii mai precis in
evaluarea raspunsurilor relevante la studiile de iritare sau toxicitate [38], [39]. In timp ce celulele
primare sunt de nepretuit pentru modelele SoC relevante fiziologice si fiziopatologice, utilizarea
lor este limitatd de mai multi factori. De exemplu, capacitatea de proliferare (senescentd) si
variabilitatea (diferente de donatori si disponibilitate) limiteaza durata de viatd si potentialul de

expansiune si limiteaza utilizarea celulelor pentru studii pe termen lung sau aplicatii la scara larga.



In plus, provocirile tehnice (in special izolarea si purificarea) si posibilele raspunsuri
imune genereaza provociri suplimentare in protocoalele de co-cultura. In special, constrangerile
etice si de reglementare ce deriva din toate aceste provocdri si care, prin urmare, impun un design
experimental atent, standardizarea protocolului si dezvoltarea de surse celulare alternative, cum ar

fi iPSC-uri sau linii celulare imortalizate, pentru a completa modelele primare bazate pe celule.

Evolutia platformelor tip SoC

Unul dintre cele mai vechi sisteme functionale de tip SoC a fost conceput pentru a replica
straturile pielii perfuzate, contribuind astfel la imitarea functiei de bariera. Acesta a avut la baza
munca de pionierat a lui Eugene Bell in dezvoltarea pielii artificiale [2]. In prezent, modelele
bazate pe cipuri permit cercetatorilor sd analizeze permeabilitatea diferitelor substante prin piele,
oferind o alternativa mai realistd la modelele traditionale in vitro.

Metodele recunoscute ca standard pentru crearea barierelor biologice includ utilizarea

suporturilor permeabile, cum ar fi canalele de transfer, pentru a forma doud camere separate si
pentru a delimita suprafetele apicale si bazale ale tesutului. O astfel de separare a tesuturilor este
esentiala in modelarea 3D a pielii ca barierd reprezentativa in vivo, din doud motive principale.
In primul rind, compartimentarea permite etansarea suprafetelor apicale si bazale, delimitand
astfel interfata aer-lichid. In al doilea rand, aceasta faciliteaza aplicarea biomaterialelor si a
tehnologiilor de microfabricatie pe platformele organ-on-a-chip (OoC), conducéand la proiectarea
unor modele noi de barierd. De exemplu, inserarea unei membrane semipermeabile pentru
separarea canalelor elastomerice microfluidice si crearea de domenii intr-un sistem tip Organ on
a Chip (OoC) reprezinta o practicd comund si eficientd In constructia modelelor de bariera
biologica pulmonara, hemato-encefalica, intestinala si hepatica [40].

Cu toate acestea, metoda prezintd limitdri semnificative In dezvoltarea tesuturilor 3D
complexe, cum ar fi modelul de piele de grosime completd (full-thickness-skin model, FTSm).
Pentru a realiza acest model, este necesara generarea unui compartiment dermic, care implica, de
obicei, polimerizarea unui amestec de hidrogel si celule deasupra unei membrane [41].

Crearea epidermei deasupra (superficiald) dermului necesita indeplinirea a doud conditii
esentiale. In primul rand, camera apicald trebuie si sprijine constructia precisi a epiteliului
stratificat, sd permitd circulatia aerului si sd faciliteze administrarea medicamentelor in cadrul

fazelor experimentale ulterioare. In al doilea rand, camera inferioara trebuie sa asigure perfuzia



adecvata cu mediul corespunzator. Abordarile actuale pentru integrarea membranelor de cultura
celulara se bazeaza in principal pe legatura ireversibila dintre micromediile de culturd apicale si
bazolaterale [42], influentdnd modul in care tesutul nou format este recuperat pentru analiza
structurala si fiziologica. Generarea modelului de piele de grosime completd (FTSm) implica insa
anumite limitdri, precum Insamantarea dificilda a celulelor, introducerea matricei dermice pe
membrana, continuarea culturii sau accesul la tesut pentru analiza finala.

Dacd nu sunt necesare comercializarea si productia la scard largd, pot fi explorate alte
abordari alternative pentru dezvoltarea dispozitivelor SoC. Una dintre aceste alternative este
utilizarea interfetelor gel-lichid, care ofera suport fizic pentru celule si permit o interactiune directa
de contact intre acestea. Aceasta interfata este, de obicei, microfabricatd prin utilizarea ghidajelor
de faza, care functioneaza ca bariere capilare de presiune, sau prin structuri de consolidare dispuse
la distante egale. Aceastd tehnicd a fost aplicatd cu succes pentru construirea unei unitdti
neurovasculare, incluzand celule endoteliale umane pentru simularea vaselor de sange cerebrale,
alaturi de neuroni primari de sobolan si astrocite.[43].

Proiectarea tuburilor integrate intr-o matrice extracelulara (ECM) este, de asemenea, o
optiune pentru dezvoltarea dispozitivelor SoC. Homan si colaboratorii sdi au utilizat
bioimprimarea pentru a crea tubuli contorti, imprimand o cerneala sacrificiala integratd in ECM
[44]. Aceastd structura a fost folositda pentru a modela tubuli renali 3D si pentru a recrea
nefrotoxicitatea indusa de ciclosporina.

Desi aceste abordari prezinta unele limitdri, cum ar fi costurile ridicate de productie,
necesitatea unui personal inalt calificat si preocupdrile legate de reproductibilitate, ele raman
instrumente valoroase. Acestea permit studierea detaliata a unor aspecte specifice ale bolilor pielii

si evaluarea profilului toxicologic al medicamentelor.

a) Avantaje si provocari asociate dezvoltarii platformelor tip SoC

Utilizarea dispozitivelor SoC 1n testarea preclinica a medicamentelor si cosmeticelor
reprezintd una dintre cele mai promitdtoare aplicatii [45]. Testarea bazata pe SoC ar trebui sa
includa evaluarea toxicocinetica (TK) si toxicodinamica (TD).

Studiile TK sunt esentiale pentru a analiza situatiile in care ,,ingredientele” pot patrunde in
circulatia sistemica si depasi o concentratie critica in plasma (nivelul minim toxic), afectand astfel

siguranta utilizatorului. Aceste studii se concentreaza atat pe mecanismele care determina efectele



toxice, cat si pe impactul substantelor chimice asupra diferitelor tipuri de celule. Pe de alta parte,
studiile TD contribuie la intelegerea mecanismelor moleculare prin care ingredientele active 1si
exercitd actiunea, precum si la determinarea eficacitatii acestora.

Desi nu exista inca un consens clar cu privire la capacitatea modelelor de piele artificiala
de a simula complet conditiile reale [46], studiile au demonstrat cd multe modele de piele
reconstruitd ofera rezultate reproductibile si consecvente in experimente. in mod special, aceste
modele pot fi utilizate nu doar pentru evaluarea produselor farmaceutice si cosmetice, ci si in
cercetarea starilor patologice ale pielii. Ele permit analiza unor aspecte precum permeabilitatea,
iritatia, coroziunea, hidratarea, genotoxicitatea si absorbtia [47].

Prin integrarea tesutului 3D, platformele SoC ofera micromedii ajustabile, capabile sa
reproduca conditiile in vivo, compensand astfel limitdrile modelelor 2D si 3D in ceea ce priveste
interfetele tesut-tesut sau organ-organ. Aceste platforme permit analizarea la diferite nivele ale
indicatorilor biomecanici celulari fiziologici, precum stresul de intindere sau forfecare.

Un avantaj semnificativ al acestor sisteme il reprezinta modelele de piele realizate la scara
micro, care necesitd un numar semnificativ redus de celule si medii de cultura, de pana la 36 de
ori mai putine, avind totodati raporturi fluid-tesut personalizate fiziologic [48]. In plus,
microsenzorii incorporati in aceste platforme permit inregistrarea parametriilor de diagnostic
esentiali, in timp real, oferind posibilitatea de a reconfigura procedurile de testare ale
medicamentelor [49]. Cu toate acestea, reproducerea fidela a matricei extracelulare a pielii si
integrarea acesteia cu celulele dintr-un cip ramane o provocare. De exemplu, colagenul tinde sa se
contracte pe masura ce fibroblastele prolifereaza si se desprind de membrana de suport a cipului
[50], influentdnd in acelasi timp permeabilitatea pielii [51]. Viabilitatea pielii depinde, de
asemenea, de parametrii specifici ai modelarii SoC [52].

Un model comercial dezvoltat de Biosolution Co., Ltd. din Seul, Coreea de Sud, a evaluat
20 de substante chimice utilizand un model de epidermd umana reconstruita, bazatd pe tesut de
piele asiaticd. Totusi, este o provocare majord pentru modelele comerciale de epiderma, piele
pigmentata si piele de grosime completd sa corespunda standardelor comune si sa@ dezvolte modele

de referinta capabile sa reflecte variabilitatea si intervariabilitatea genetica a pielii umane.



Rezultate partiale

In cadrul acestei etape, Activitatea 1.1. Design. Proiectarea protocolului si selectarea
tipului de nanoparticula necesara pentru eliberare controlata, au fost selectate nanosistemele
lipidice ca vehicule transportoare in cadrul sistemului tip SoC.

Lipozomii sunt vezicule amfifilice de naturd fosfolipidica a caror proprietiti de auto-
asamblare le confera versatilitate atat in industria cosmetica cat si in cea farmaceutica. Odata cu
dezvoltarea in anii "60 a domeniului lipozomologiei (de catre Alec Bangham) [53] si publicarea
structurii /iposomesin-ului, aceste tipuri de molecule au cunoscut o continua expansiune, fiind
investigate pe scara larga ca vehicule de transport a medicamentelor, a unor fragmente moleculare
mici, a proteinelor, acizilor nucleici sau a agentilor utilizati in imagistica [53]-[56]. Datorita
dimensiunii lor reduse (care poate varia de la cativa nanometri la 2-3um), biocompatibilitatii
crescute, biodegradabilitatii scazute, a capacitatii de a reduce toxicitatea anumitor substante pe
care le inglobeazd, de a creste durata de viatd a anumitor medicamente sau de a le controla
eliberarea acestora, lipozomii sunt utilizati pe scard largd in diverse domenii (alimentare,
farmeceutice, cosmetice, etc.), fiind vizate inclusiv aplicatii de captare a unor compusi instabili
sau nedoriti (de exemplu, agenti antimicrobieni, antioxidanti, arome si elemente bioactive) sau de
protejare a functionalitatii unor active usor degradabile [57]—[60]. Datorita versatilitatii in obtinere
si numeroaselor aplicatii pentru care sunt utilizate aceste sisteme, acestia au fost selectati pentru
testarea si utilizarea in cadrul acestei platforme.

Obtinerea de nano — lipozomi incdrcati cu canabidiol. Pentru a obtine lipozomi cu
diametrul mediu preferabil cuprins intre 150 nm si 250 nm, se vor folosi diverse tehnici precum
metoda de epuizare (proteo-lipozomi), metoda injectarii cu etanol si metoda evapordrii in faza
inversd (pentru o eficientd mai mare de incircare a CBD). Incircarea CBD-ului va fi efectuati fie
prin tehnici de incarcare pasiva (dispersie mecanica, sonicare) fie prin incarcare activa (incarcare
gradient prin liofilizare sau gradienti de pH). Purificarea lipozomilor (indepértarea moleculelor
neincapsulate) va fi abordatd prin tehnici de microfluidica. Fig. 1 ilustreaza reprezentarea

schematica a procesului de obtinere a nanosistemelor lipidice vizate.
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Fig. 1. Metoda de preparare a nanosistemelor lipidice utilizand tehnica Aydrodynamic flow focusing

Pentru proiectarea protocolului de obtinere a nanosistemelor lipidice, este esential sa se
adopte o metodologie riguroasa, care sa garanteze reproducibilitatea si eficienta sistemului final.
Selectia lipidelor utilizate depinde de tipul de eliberare controlata dorit, fiind utilizate lipide solide,
cum ar fi tripalmitina sau tristearina, precum si lipide lichide, cum sunt uleiurile vegetale sau
trigliceridele. Surfactantii, precum Poloxamer, lecitind sau Tween 80, sunt esentiali pentru
stabilizarea nanosistemelor.

In primul rand, lipidele solide si lichide sunt dizolvate si amestecate la o temperaturi
apropiatd de punctul de topire al lipidelor solide (de obicei intre 50 si 70°C). Surfactantii sunt
adaugati treptat pentru a facilita formarea unei emulsii stabile. Dimensiunea particulelor este
evaluata prin tehnici precum difractia laser si microscopie electronica, iar stabilitatea coloidala
este determinata prin masurarea potentialului Zeta. Eficienta Incorporarii substantelor active este,
de asemenea, evaluatd, iar profilul de eliberare controlata al substantei active este testat in conditii
simulate.

Pentru a preveni degradarea lipidelor si a substantelor active, nanosistemele obtinute sunt
pastrate in conditii controlate (temperatura scazuta si protectie Impotriva luminii). Acestea pot fi

ulterior integrate in platformele SoC pentru a permite testari biologice si farmacologice detaliate.



In cadrul Activititii 1.2. Alegerea medicamentului ce va fi incorporat in nanoparticuld,
pornind de la nanosistemele lipidice mai sus mentionate, a fost selectat canabidiolul drept moleculd
cheie in testarea transferului transdermic prin modelul biomimetic de piele ce urmeaza a fi realizat.
Selectarea acestei molecule are la bazi o serie de considerente tehnice. In ultimii ani, s-au ficut
numeroase descoperiri legate de modul in care canabinoizi precum canabidiolul (CBD) ar putea aduce
beneficii pielii. Cercetarile actuale sugereaza cd CBD ar putea juca un rol in imbunédtatirea procesului de
vindecare a ranilor si reducerea formarii cicatricilor, precum si in reducerea inflamatiei [61]-{63] putand fi
o alternativa non-invaziva de Imbunatatire a calitatii vietii pacientilor cu un fond inflamator.

Proprietatile fizico-chimice ale CBD, cum ar fi solubilitatea si stabilitatea, impreuna cu
bioactivitatea, permeabilitatea si metabolismul, sunt cateva dintre principalele elemente care
afecteazd biodisponibilitatea si ratele de absorbtie ale acestuia, precum si profilurile
farmacocinetice variabile si posibilele polimorfisme. O serie de studii au aratat ca polimorfismele
influenteaza semnificativ comportamentul moleculei CBD si, implicit, activitatea sa terapeutica.
CBD se prezinta in doua sau mai multe forme cristaline inerente care 1i pot afecta stabilitatea, ceea
ce este o Ingrijorare deoarece aceasta, la randul sau, influenteaza rata de absorbtie a CBD si, prin
urmare, biodisponibilitatea acestuia [64].

Prin urmare, necesitatea Incorporarii canabidiolului in lipozomi rezida din natura acestuia.
Canabidiolul se prezinta sub forma de cristale de culoarea galben pal, avand formula moleculara
C21H3002 si o greutate moleculara de 314,46 g/mol. CBD este aproape insolubil in apa (0,0122
mg/L la 25 °C), dar are o buna solubilitate in solventi organici, cum ar fi metanol, etanol, dietil
eter, benzen si cloroform. Coeficientul de partitie octanol/apa Kow este 8,01 log.

Aceste particularitati ale canabidiolului 1i Tngreuneaza transferul transdermal.

Utilizarea unor sisteme auto-emulsionante [65] (nano-micro emulsii) Incarcate cu
nanocapsule lipidice, lipozomi, sau vezicule permite o livrare mai precisa si controlata a CBD-ului
si poate contribui la dezvoltarea de tratamente mai eficiente. Aceste sisteme pot Tmbunatati
permeabilitatea, solubilitatea si biodisponibilitatea CBD-ului, ceea ce duce la o mai mare absortie
si eficacitate. Aceste aspecte tehnologice sunt sustinute de o serie de studii care demonstreaza
importanta formularilor pe baza de lipide in optimizarea terapeutica a CBD si deschid calea pentru

noi optiuni de tratament [64], [66], [67].



Utilizarea CBD 1n testarea platformelor SoC oferd oportunitdti valoroase pentru a studia
atat mecanismele de actiune, cat si siguranta si eficienta acestuia intr-un cadru de cercetare avansat,
cu aplicabilitdti in dezvoltarea de tratamente personalizate si in evaluarea riscurilor terapeutice.

In cadrul Activititii 1.3. Caracterizare nanoparticule: imagistici (microscopie, SEM),
Zetasizer.

Activitatea de caracterizare a nanosistemelor dezvoltate implica utilizarea unor tehnici
avansate pentru a analiza proprietdtile fizico-chimice ale acestora. Microscopia optica permite
vizualizarea particulelor la scarda mica, oferind informatii despre morfologia generala, iar
microscopie electronica (SEM) ofera imagini detaliate la rezolutii nanometrice, esentiale pentru
studierea structurii si formei nanoparticulelor. In plus, Zetasizer masoara dimensiunea particulelor
si potentialul Zeta, un parametru important pentru stabilitatea coloidald a nanoparticulelor in
dispersii, ajutidnd la evaluarea comportamentului acestora in diverse conditii. Aceste tehnici permit
o caracterizare completa si precisa a nanoparticulelor, esentiala pentru dezvoltarea si optimizarea

aplicatiilor lor.

Concluzii

Proiectul vizeaza in aceasta etapa dezvoltarea unui protocol pentru o "piele biomimetica"
adecvatd pentru testarea transdermicd a administrarii unor active (de tipul medicamentelor, cu
ajutorul unor nanosisteme). In cadrul activititilor 1.1 si 1.2 s-a selectat tipul de nanosistem
utilizabil in transport, preum si molecula care va fi inglobata in acesta. In cadrul activitatii 1.3 sunt
vizate metodele de caracterizare a sistemelor obtinute. In urma unui studiu bibliometric extins s-
au evaluat considerentele tehnice, provocarile si oportunitdtile asociate dezvoltdrii acestei
platforme SoC. Recenziile literaturii studiate in cadrul acestei etape este in curs de publicare in

doud jurnale importante din domeniu, Q1, a caror factor de impact este semnificativ.

Diseminarea rezultatelor
1. Articol tip recenzie cu titlul The good, the bad, and the ugly: skin-on-chip de catre autorii Mina Ghita-
Raileanu, Georgeta-Luminita Gheorghiu, Bianca Tih&uan, Gratiela Gradisteanu Parcalabioru, Gabriela

Cioca, Florina S. Tliescu, Ciprian Iliescu — in curs de publicare in jurnalul Lab on Chip, IF 6.2;
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2. Articol tip recenzie cu titlul Cannabidiol — friend or foe? de catre autorii Bianca— Maria Tihauan, Onisei

Tatiana, Daniel Guna, Walter Sloothberg, Ciprian Iliescu, Mariana — Carmen Chifiriuc — in curs de

publicare 1n jurnalul European Journal of Pharmaceutical Sciences, 1F 4.3;

3. Abstract prezentare orala cu titlul Beyond the Surface: How the Transdermal Delivery of Cannabidiol

Can Unlock NewAntimicrobial Sustained Effects de catre autorii Bianca — Maria Tihauan, Ciprian Iliescu,

Gratiela Gradisteanu Parcalabioru, Florina S. Iliescu — in evaluare la conferinta internationala ESCMID;

4. Prezentare orald a lucrdrii “Drug delivery systems for Skin-on-Chip applications” in cadrul

Sectiunii de Stiinta si Tehnologia Informatiei, la Conferinta Stiintifici Nationald de Toamnd a

Academiei Oamenilor de Stiintd din Roméania, cu tematica ,,Rolul inteligentei artificiale In dezvoltarea

durabila a Romaniei”, 22-24 septembrie 2024, lasi, Romania.
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