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Repere conceptuale ale tezei de doctorat

Au trecut 28 de ani de la publicarea articolului inovator ,Ingineria tisulard” (Tissue
engineering), scris de Langer si Vacanti [1], o analizd complexa care a adus in prim plan atat o serie de
probleme existente in domeniul medical cu privire la nevoia permanentd de organe pentru transplant,
cat si aparitia unui nou domeniu de cercetare care cuprinde cele mai noi tehnologii biomedicale.
Ingineria tisulara (TERM) a fost definitd ca fiind un domeniu interdisciplinar in care ,se aplicd
principiile biologiei si ingineriei pentru dezvoltarea de substituienti functionali pentru tesuturile lezate”.

Pe de alta parte, problemele legate de administrarea de medicamente (doze repetate,
inactivarea principiului activ in tractul gastrointestinal sau in sange etc.) au fost abordate din punct de
vedere al eliberarii controlate inca din anii 1960, cAnd au apirut sisteme precum Spansule [2], Silastic®,
Ocusert® si Oros® [3]. Cu toate acestea, sistemele pentru eliberare controlati de medicamente
(DDS) sunt si astdzi cercetate cu mare interes deoarece prezintd o serie de provocdri particulare:
trebuie sa fie usor de preparat, prin metode de sinteza ecologice, cu un minim de operatii, sd manifeste
proprietdti favorabile interactiunii cu mediul biologic (biocompatibilitate, biodegradabilitate,
mucoadezivitate), toate acestea in plus fatd de scopul principal, cel de eliberare controlats, tintita de
medicamente.

in acest context, materialele polimerice au devenit un element cheie, indispensabil pentru
succesul noilor sisteme terapeutice, jucand rolul de matrice suport atat pentru celule (in mod particular
pentru ingineria tisulard), cat si pentru substante biologic active, fie ele factori de crestere, antibiotice
sau agenti antitumorali. [4] Din multitudinea de sisteme dezvoltate pana in prezent, hidrogelurile pe
bazd de polimeri naturali si sintetici s-au remarcat datoritd similaritdtii structurale si de
compozitionale cu matricea extracelulard. Aceste biomateriale sunt retele polimerice care pot fi
obtinute printr-o atentd selectie de polimeri hidrofili care sd permita o reglare find a proprietatilor lor
fizice si chimice si care astfel, sd se apropie cat mai mult de sistemele concepute teoretic. Varietatea
largd a tehnicilor de preparare a retelelor polimerice are ca scop obtinerea unor materiale cu
proprietdti optime - adeziune celulard, rdaspuns molecular favorabil, integritate structurala,
biodegradabilitate, biocompatibilitate si transport controlat de molecule bioactive.

Una dintre cele mai bune modalitdti prin care poate fi ilustrata importanta domeniului
abordat o reprezintd analiza parametrilor financiari. Piata globald a medicinei regenerative a fost
estimatd la 8,5 mld. USD 1n 2020 si este prognozatd o crestere de pand la 17,9 mld. USD in 2025,
calculata la o vitezd de crestere anuala (compound annual growth rate - CAGR) de 15,9%. [6,7] Totusi,
estimarea este una optimistd ludnd in considerare pretul de cost ridicat pentru terapiile TERM si
problemele etice privind utilizarea clinicd a metodelor specifice, aspecte ce reprezintd principalele
impedimente In cresterea si dezvoltarea acestui domeniu, din punct de vedere financiar. [8,9] De
mentionat este si dificultatea cu care are loc translarea de la studiile de laborator si testele in vitro si in
vivo catre testarea clinica, asociata cu dificultatile birocratice si financiare specifice - proceduri
laborioase si impovaratoare de certificare si avizare create cu scopul protejdrii pacientului si evitdrii
problemelor de natura eticd, dar care se rasfrang asupra pretulului de cost final suportat de pacient sau
de sistemul de asigurdri de sdnatate.

Pornind de la aceste considerente, obiectivul principal al tezei de doctorat a fost:

Designul conceptual, obtinerea si caracterizarea unor noi biomateriale prin integrarea
de polimeri naturali, derivati functionalizati ai acestora si polimeri sintetici sub formd de retele
polimerice reticulate, directionate spre aplicatii medicale: eliberarea controlatd de agenti
terapeutici si regenerarea tisulard.

Strategia de lucru a inclus urmatoarele patru directii de cercetare:
—  Sinteza unor derivati de polimeri naturali prin reactii polimer-analoage
- Sinteza si caracterizarea unor derivati de pululan si amidon prin reactii de oxidare selectiva
- Sinteza si caracterizarea unor derivati de chitosan si colagen prin reactii de acilare
—  Designul si optimizarea unei serii de hidrogeluri pe baza de chitosan si pululan oxidat
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Obtinerea de materiale reticulate fizic sau chimic

Analiza potentialului aplicativ ca sisteme de eliberare controlatd de medicamente si modularea
manierei de eliberare prin variatia compozitiei

—  Designul si optimizarea unor hidrogeluri pe baza de N-acil-chitosan si polimeri acrilici
Obtinerea de retele reticulate chimic sau semi-interpenetrate

imbunititirea biocompatibilititii si a functionalititii unor materiale acrilice care urmeazi si
intre in contact direct cu tesuturile biologice

Analiza potentialului aplicativ ca matrice pentru regenerare tisulara si eliberare controlata de
medicamente

— Designul si optimizarea unei serii de hidrogeluri pe baza de chitosan ranforsate cu
hidroxiapatita

Obtinerea unor materiale compozite

Analiza potentialului aplicativ ca matrice pentru tratamentul tesuturilor dure

Structura tezei

Teza de doctorat intitulatad ,Noi retele polimerice pe bazd de polizaharide modificate cu
potentiale aplicatii medicale” este structuratd in doua parti distincte si contine opt capitole descrise
in continuare.

Partea I - prezinta un studiu teoretic privind stadiul actual al cercetdrilor asupra retelelor
polimerice pe bazda de polimeri naturali si sintetici, aplicate in domeniul biomedical si cuprinde
urmadtoarele capitole:

e Capitolul 1 este dedicat descrierii principalelor aspecte fizico-chimice ale polimerilor
naturali - polizaharide si proteine - si sintetici, de interes pentru tema abordata. De asemenea, sunt
analizate avantajele si mecanismele unor reactii de modificare a polimerilor naturali, In mod particular
reactiile de oxidare si cele de acilare.

e Capitolul 2 cuprinde o analizd mai largd a tipurilor de retele polimerice cu aplicatii
biomedicale. Sunt identificate principalele caracteristici ale materialelor de tip hidrogel, proprietatile
specifice materialelor cu aplicatii TERM si DDS, conform celor mai recente date de literaturd, precum
si principalele strategii de reticulare a retelelor polimerice.

Partea a II-a - este structuratd In 6 capitole si cuprinde contributiile originale privind
sinteza si caracterizarea unor noi materiale pe bazd de polimeri sintetici si naturali, astfel:

e Capitolul 3 prezintd detaliat materialele si reactivii ce au fost utilizati in obtinerea
derivatilor de polimeri naturali, precum si procedeele de preparare si metodele de caracterizare ale
materialelor studiate.

e Capitolul 4 cuprinde principalele rezultate privind obtinerea si caracterizarea unor derivati
de polimeri naturali (polizaharide si proteine). Sunt incluse reactiile de oxidare selectiva a pululanului
si amidonului si reactiile de acilare a chitosanului si colagenului.

e Capitolul 5 include metoda de preparare a unor hidrogeluri exclusiv pe baza de polizaharide
cu scopul de a fi utilizate ca DDS. S-a urmadrit influenta tipului de derivat oxidat de pululan asupra
morfologiei si proprietatilor unor sfere de hidrogel pe baza de chitosan. Sistemele obtinute au fost
testate In vederea stabilirii potentialului lor aplicativ in domeniul DDS, respectiv utilizarea derivatilor
oxidati ca materiale de acoperire si optimizare a suprafetei biomaterialelor.

e Capitolul 6 descrie o serie de hidrogeluri ale cdror retele reticulate chimic sunt constituite
din polimeri naturali cu grupari citraconilice si metacrilice si polimeri sintetici de tip acrilic.
Subcapitolul 6.2. cuprinde un studiu in cadrul cdruia s-a urmadritinfluenta a trei variabile de compozitie
asupra proprietatilor materialelor, si anume: tipul de acrilat, procentul de initiator utilizat in procesul



de polimerizare radicalicd si prezenta argininei - compus mic-molecular cu activitate biologica de
interes.

e Capitolul 7 cuprinde un studiu preliminar de preparare si caracterizare a unor hidrogeluri
pe baza de chitosan, ranforsate cu hidroxiapatitd, cu scopul de a fi utilizate n regenerarea tesuturilor
dure. A fost urmarita influenta raportului dintre cele doua faze - organicd si anorganica - asupra
proprietdtilor mecanice si a fost dovedita sinteza in vitro de noi formatiuni de fosfat de calciu, favorizata
de prezenta hidroxiapatitei in matricea de chitosan.

e Capitolul 8 prezintd concluziile generale cu privire la cele mai importante rezultate
experimentale obtinute, precum si directiile viitoare de cercetare.

Manuscrisul se incheie cu 3 anexe:
Anexa 1. Diseminarea rezultatelor si activitatea stiintificd In cadrul proiectelor de cercetare,
Anexa 2. Bibliografie,
Anexa 3. Articole stiintifice.

Teza de doctorat se extinde pe 214 pagini si este impartitd in 8 capitole care includ 30 tabele,
117 figuri, 16 ecuatii si 284 indicatii bibliografice. Rezultatele originale prezentate in teza de doctorat
au facut obiectul a 10 publicatii, dintre care 3 articole publicate in reviste cotate ISI, 2 articole publicate
ISI proceedings si 5 articole publicate in volume ale conferintelor.

Capitolul 4. MODIFICARI CHIMICE ALE POLIMERILOR NATURALI

Polimerii naturali, In special polizaharidele si proteinele, prezintd avantaje reale fata de
polimerii sintetici. Ei au proprietati care le recomandad pentru utilizdri biomedicale, fiind o sursa
importanta pentru obtinerea de biomateriale, insa dificultatile de procesare, precum solubilitatea
scazutd, sensibilitatea la temperatura sau rezistenta mecanicad scazutd impun utilizarea de reactii de
functionalizare. Limitdrile existente in privinta anumitor proprietati fizico-chimice este
contrabalansatd de oportunitatile de derivatizare a polimerilor naturali. Utilizarea polimerilor naturali
functionalizati, cu structura controlata, prezintd avantaje multiple si o procesabilitate crescuta. Ei pot
fi folositi ulterior in sisteme polimerice diverse din punct de vedere al compozitiei si al tipului de
reticulare. In baza acestor constatiri, s-a identificat o directie de cercetare in cadrul cireia s-a urmarit
obtinerea unor polimeri functionalizati prin reactii de transformare polimer-analoage, si anume
reactii de oxidare selectivd sau reactii de N-acilare, ducdnd la derivati care sd poatd forma retele
polimerice reticulate. Realizarea acestui deziderat presupune rezolvarea mai multor obiective
specifice:

Obiectivul 1: Functionalizarea pululanului - introducerea de grupdri aldehidice sau
carboxilice prin reactii de oxidare selectiva cu periodat de sodiu sau cu sistemul TEMPO/NaBr/NaClO.

Obiectivul 2: Functionalizarea amidonului - introducerea de grupari aldehidice sau
carboxilice prin reactii de oxidare selectiva cu periodat de sodiu sau cu sistemul TEMPO/NaBr/NacClO;
oxidarea amidonului din diferite surse: cartof, orez, porumb.

Obiectivul 3: Functionalizarea chitosanului - obtinerea unui derivat de chitosan solubil
la pH fiziologic, neutru, cu grupari C=C, prin reactii de acilare cu anhidride.

Obiectivul 4: Functionalizarea colagenului - obtinerea unui derivat cu grupari C=C, prin
reactii de acilare cu anhidride.

4.2.1. REACTII DE OXIDARE A PULULANULUI

Pululanul a fost oxidat atdt prin reactie cu TEMPO, cdt si cu periodat, asa cum este ilustrat
in figura 1, cu scopul de a introduce noi grupdri care sd permita reticulari fizice si/sau chimice
ulterioare.

De Nooy et al. au descris o0 metoda de oxidare selectiva a polizaharidelor folosind hipoclorit
de sodiu, bromurda de sodiu si cantitati catalitice de 2,2,6,6-tetrametilpiperidina-1-oxil, compus
cunoscut sub prescurtarea de TEMPO. [10,11] Reactia are loc in mediu omogen, folosind apa ca solvent,
la pH=10,5. Reactia cu TEMPO, radical nitroxilic stabil cu rol de mediator al reactiei de oxidare, are loc
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la gruparile OH din pozitia C-6, care sunt oxidate selectiv in doud etape (reactia Anelli-Montanari)
[12,13] cu oxidarea la COOH.

Oxidarea cu periodat este o altd metoda selectivd de oxidare a pululanului, care a fost
raportatd prima datd In literatura de Bruneel si Schacht. [14] si are loc la grupdrile hidroxilice
secundare ale inelului glicozidic. Procesul decurge cu scindarea legaturii C-C a atomilor din pozitiile C-
2 si C-3, concomitent cu formarea a doua grupari aldehidice. Deoarece periodatul este un compus foto -
si termosensibil, reactia are loc la intuneric si in conditii de temperaturd ambientald sau pe baie de

gheatd.
: (o]
Oxidare cu TEMPO H/O%
§ Yo OHO

HO ) 60

HO-¢5 O,
HOHO OH O*N\N20H\-n
HO™ 3 OH

Pululan 6-carboxilic
HO— O
g on
\9,0 Mo,
%VS\HP 6 o
NalO y 1
Oxidare cu periodat 3 OH
Pululan 2,3-dialdehidic
Figura 1 Schema de principiu a celor doud metode de oxidare selectivd a pululanului

Confirmarea succesului reactiei de oxidare se poate face facil, prin inregistrarea spectrelor

13C-RMN in apa deuterata, prin FTIR sau prin XPS atit pentru pululanul de plecare, cat si pentru
derivatii sai oxidati cu periodat de sodiu (spectrul PP) sau TEMPO/NaBr/NaClO (spectrul PT).
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Figura 2 Deconvolutia spectrelor XPS de rezolutie inaltd ale C 1s (stdnga) si O 1s (dreapta) pentru
probele de pululan, PP si PT

Spectrele XPS de rezolutie Tnaltd ale C 1s si O 1s (figura 2) au oferit confirmarea absoluta a
acestor procese de oxidare, pe baza valorilor energiilor de legaturd. Se poate observa aparitia unor noi
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energii de legatura in spectrele C 1s si O 1s ale probelor PP si PT, specifice pentru formarea gruparilor
aldehididice si carboxilice, la 532.8 eV si respectiv 531.4 eV. Pentru derivatii oxidati de pululan, aceste
picuri se suprapun cu legatura C-0-C, dar se poate observa o crestere a concentratiei relative atunci
cand este comparat cu spectrul O 1s al pululanului neoxidat.

4.2.2. REACTII DE OXIDARE A AMIDONULUI

Este binecunoscut faptul ca amidonul, din punct de vedere structural, este alcatuit din
amilozd si amilopectinad in rapoarte diferite in dependentd de natura sursei din care se extrage
amidonul. Datorita structurii sale polizaharidice liniare, amiloza este mult mai susceptibila de a suferi
transformadri chimice, spre deosebire de amilopectind, o polizaharida cu structurd ramificatd, cu
grupiri reactive mai greu accesibile. In consecints, s-a avut in vedere oxidarea selectivd a amidonului
din diferite surse si prin diferite strategii.

S-a studiat reactia de modificare a amidonului din grdu cu periodat de sodiu. Reactia are
loc dupa acelasi principiu descris la pululan. De asemenea, s-a avut in vedere oxidarea mediatd de
TEMPO a amidonului din doud surse: amidon de cartof si amidon de orez. Reactia are loc selectiv la
grupdrile hidroxilice primare din pozitia C-6 a
inelului de anhidroglucoza de pe catenele de amiloza
si, mai putin semnificativ, de amilopectind datorita R SNy
grupdrilor hidroxilice blocate in legaturile a-1-6 "~
glicozidice ale ramificarilor.

Pentru a confirma modificdrile chimice
din structura amidonului, s-au inregistrat spectre
FTIR si 3C-RMN 1n apd deuteratd (figura 3) pentru
polizaharidele de plecare, mai exact amidon de
cartof (AC) si respectiv de orez (AO), si pentru cei
doi derivati sintetizati (ACox si AOox). De asemenea,
s-a observat o imbunatatire a solubilitatii AO.

in urma oxidirii cu TEMPO, cea mai
importantd modificare a spectrului *C-RMN care
poate fi observatd este aparitia unui pic ascutit la
aprox. 178 ppm ca urmare a introducerii noilor
grupari COOH. 4 gCOOH V"N
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4.3. REACTII DE ACILARE A CHITOSANULUI ‘ 3 OH o

Chitosanul in stare nativd este o i l '

. s s ax e < Jiiia | | AQox
polizaharidd insolubild in apd, limitindu-se astfel " il L
spectrul aplicabilitdtii sale in domeniul prepararii de P P A
retele polimerice cu aplicatii biomedicale. Pentru
depisirea acestui inconvenient, una dintre cele mai ~ Figura 3 Spectrele ?C-RMN inregistrate pentru
utilizate cii este aceea a functionalizirii =~ amidonul de cartof (AC) si derivatii oxidati ai
chitosanului. Obiectivul studiului a fost acela de a ~ amidonului de cartof (ACox), respectiv de orez
prepara un derivat al chitosanului care sa prezinte o (AOox), in D20
buna solubilitate in apa, la valori ale pH-ului apropiate de pH-ul fiziologic. Mai mult, in vederea
asigurarii unor beneficii ulterioare suplimentare cu privire la structura chimica propice unei eventuale
reticuldri cu alti polimeri, introducerea unor grupari de tipul C=C confera beneficiile asteptate. Pentru
realizarea acestui deziderat, am considerat ca o reactie de acilare clasicd a chitosanului cu masd
moleculard micd (LMW) cu anhidridd citraconicd ar putea furniza rezultatul preconizat.

Incurajati de succesul reactiei de acilare a chitosanului cu masi moleculard mici, am dorit
extrapolarea protocoalelor de acilare cu doud anhidride diferite la chitosanul cu masd moleculara
mare (HMW), cu scopul de a obtine si in acest caz un produs solubil in ap3, dar care sd aiba o capacitate
superioara de reticulare, prin reactie cu alti polimeri sintetici (figura 4).

Reactia grupdrilor aminice primare ale chitosanului cu anhidrida este o reactie de aditie
nucleofild, cu transfer de protoni. [15]
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Figura 4 Schema de reactie pentru modificarea chitosanului cu anhidride

S-a observat faptul ca reactia cu anhidrida metacrilica a determinat un randament mai bun
de reactie, comparativ cu anhidrida citraconica. In plus, raportat la randamentul obtinut in cazul
chitosanului LMW, chitosanul HMW modificat cu aceeasi anhidrida a dus la un randament mai mic de
reactie. Acest comportament se poate explica prin faptul ca anhidrida metacrilica are o structura quasi
deschisa, fiind mai reactiva decat anhidrida citraconica, a carei structura este ciclic, putdnd aparea
impiedicari sterice. Pe de alta parte, LMW are o reactivitate mai mare datoritd lanturilor
macromoleculare mai scurte, mai mobile, care sunt mai susceptibile de a participa in reactii chimice,
decét in cazul HMW, cind lanturile macromoleculare sunt mult mai lungi, cu o rigiditate sporitd,
mobilitate redusa, deci o reactivitate scizuta.
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Figura 5 Concentratia in azot a probelor de chitosan LMW si a derivatului sdu acilat (stdnga) si spectre
1H-RMN inregistrate pentru chitosan HMW si CsCitra, in D20 (dreapta)

Pentru confirmarea functionalizarii si caracterizarea polimerului modificat, s-a realizat o
analiza elementald de determinare a continutului de azot (figura 5, stanga) si o analiza structurald prin
spectroscopie FTIR si RMN (figura 5, dreapta) pentru probele de chitosan si N-citraconil-chitosan
(CsCitra). S-au obtinut concentratii de azot de 7,21% si 4,9% pentru chitosan, respectiv CsCitra, fapt ce
confirmd modificarea cu succes a polizaharidei. Concentratia de azot din proba de CsCitra, comparativ
cu cea a chitosanului, indica un grad de modificare, de aproximativ 68%. Reactia cu anhidrida
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citraconica duce la aparitia unor picuri noi in spectrul *H-RMN: protonul metilic (CHs-C=CH) este
identificat prin semnalul de la 1,9 ppm, iar picul de la 6,0 ppm este atribuit protonului vecin legaturii
duble din structura gruparii citraconil (-C=CH-). [16,17]

4.3. REACTII DE MODIFICARE CHIMICA A COLAGENULUI

Studiul a avut ca scop obtinerea unui derivat de colagen care sa poata fi reticulat cu polimeri
sintetici prin intermediul unor legdturi C=C preexistente in structura proteinei, in vederea obtinerii de
hidrogeluri cu retele poroase. in consecinti, s-a optat pentru functionalizarea colagenului cu
anhidridd citraconicd sau metacrilicd, prin reactia la grupdrile aminice ale proteinei, conform
schemei de reactie din figura 6. Reactia a fost realizatd pe colagen de origine bovina, de tip I+III.

o
| o
COOH SH NH,
o
Anhidrida
citraconica
COOH SH NH, HN COOH
co N-citraconil-colagen
\ COOH
H;C-C=,
NH, COOH Anhidrid
nhidrida
metacrilica COOH
COOH
/C/CO N-metacril-colagen
H;C

Figura 6 Schema de principiu a reactiei de modificare a colagenului cu anhidride

Proteina si derivatii acilati ai acesteia au fost supusi unei analize prin spectroscopie FTIR-
ATR si RMN cu scopul confirmarii modificarii chimice. Reactia gruparilor aminice cu anhidrida este
confirmatd de aparitia noilor picuri de la 5,2 si 5,9 ppm (figura 7) care sunt caracteristice protonilor
acrilici, vecini legdturii duble C=C. Semnalul de la 2,6 ppm corespunde protonilor metilenici ai lizinei.
Semnalul de la 1,2 ppm este atribuit protonilor metilici ai gruparii citraconil. [18,19]
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Figura 7 Spectrele 'H-RMN inregistrate pentru colagen si derivatul ColCitra, in D20



Capitolul 5. RETELE POLIMERICE DE TIP HIDROGEL PE BAZA DE
CHITOSAN SI PULULAN OXIDAT

Hidrogelurile pe baza de polizaharide reprezintd o categorie aparte de biomateriale
polimerice. Ele prezinta o serie de avantaje atit din punct de vedere al tipului de material, hidrogelurile
fiind capabile sa absoarbda volume mari de fluide (polizaharidele fiind polimeri hidrofili), si in
consecintd sunt similare matricei extracelulare, cit si din punct de vedere al retelei polimerice,
deoarece polizaharidele sunt versatile si facil de asociat si de reticulat.

Specific, s-a urmarit obtinerea unei serii de hidrogeluri pe bazd de chitosan si pululan
oxidatale cdror retele polimerice sd fie reticulate prin mecanisme fizice si/sau chimice si influenta
variatiei tipului de oxidare asupra formdrii hidrogelului si asupra proprietdtilor, cu scopul de a
obtine sisteme de eliberare controlatd de medicamente. Realizarea acestui deziderat presupune
rezolvarea mai multor obiective specifice:

Obiectivul 1: Obtinerea biomaterialelor pe baza de chitosan, sub formd de sfere de
hidrogel, si modificarea suprafetei acestora cu derivati oxidati de pululan.

Obiectivul 2: Caracterizarea fizico-chimica a biomaterialelor din punct de vedere
structural, morfologic, termic si studii de sorbtie-desorbtie dinamica a vaporilor de apa.

Obiectivul 3: Analiza potentialului aplicativ al biomaterialelor ca sisteme de eliberare
controlata de medicamente - studiul comportamentului de absorbtie in vitro a fluidelor, studiul
capacitatii de 1incarcare si eliberare de medicament, stabilitatea in conditii fiziologice,
hemocompatibilitatea si activitatea antibacteriana.

Hidrogelurile au fost obtinute prin precipitarea unei solutii de chitosan in mediu bazic,
reactie urmata de acoperirea sferelor preparate cu unul dintre derivatii oxidati de pululan (figura 8):
formarea de legaturi covalente de tip baza Schiff intre gruparile aminice ale chitosanului si gruparile
aldehidice din structura pululanului oxidat cu periodat (PP) sau aparitia unor interactiuni
electrostatice intre grupdrile aminice pre-existente in hidrogel si cele carboxilice ale pululanului
oxidat cu TEMPO (PT).

PP/PT

£ >

B!
\Chnosan Py Pululan oxidat

Sfere spalate si
resuspendate Tn
apa distilata

Figura 8 Reprezentare schematicd a metodei de preparare a sferelor de hidrogel si modul teoretic de
interactiune intre chitosan si pululanul oxidat
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Figura 9 Deconvolutia spectrelor XPS
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Pentru caracterizarea structurald a
hidrogelurilor, au fost inregistrate spectre FTIR si XPS (figura
9) pentru sferele de chitosan (C) si cele acoperite cu pululan
oxidat (CPP si CPT). Ca o consecinta a reactiilor de
acoperire/reticulare, are loc o sciadere a raportului C/0 in
seria C > CPT > CPP. Spectrele de rezolutie inalta au oferit
confirmarea faptului ca procesul de modificare structurald a
hidrogelurilor a avut loc cu succes. Pentru proba CPP, aparitia
noilor picuri de la 287.4 si 402.2 eV 1n spectrele C 1s si N 1s,
specifice legaturii iminice C=N, dovedeste faptul ca a avut loc
interactiunea dintre gruparile aldehidice ale pululanului
oxidat cu periodat si grupirile aminice ale chitosanului. in
cazul probei CPT, a fost confirmata introducerea cu succes a
pululanului 6-carboxilic la suprafata sferelor, datorita picului
de la 402 eV din spectrul N 1s, pic atribuit legdturii C-NHs".

Imaginile SEM ale sferelor de chitosan si chitosan
acoperit cu pululan oxidat (figura 10) indica faptul ca
hidrogelurile au o forma sferica spre ovala sau ovoida.
Diametrul mediu al sferelor C si CPP este similar, in timp ce
CPT au un diametru mai mare. Se poate presupune faptul ca
interactiunea prin formare de baze Schiff intre chitosan si PP
nu afecteaza dimensiunea materialelor, datorita reactiei ce
are loc la suprafata sferelor, dar si la interiorul porilor. In
schimb, proba PT este atasatd de chitosan prin forte fizice si
interactiuni ionice, care au loc mai ales la exteriorul sferelor.
Aceste presupuneri sunt confirmate de imaginile morfologiei

interne si datele privind dimensiunea medie a porilor. Proba C are porii cu dimensiunea cea mai mare,
de aproximativ 1,5 um, in timp ce porii cei mai mici sunt observati la proba cu PP atasat (0,35 pm).
Proba CPT manifestd, asa cum era de asteptat, pori mai mici decat proba C, de 0,65 um, datorita
depunerii la suprafata a pululanului oxidat cu TEMPO.

Figura 10 Imagini SEM ale celor trei tipuri de hidrogeluri si morfologia lor internd

Sorbtia dinamicd de vapori (DVS) este o metoda prin care se poate caracteriza afinitatea
materialelor fatd de apa si mecanismul de adsorbtie si difuzie prin pori, precum si forma interna a
porilor. Forma curbei de histerezis este asociatd microstructurii poroase a sferelor de hidrogel.
Manifestarea unei curbe de tip H4 indica prezenta microporilor, asa cum a fost confirmat si de datele



SEM, in timp ce curba de tip H3 este generata de structuri cu pori in forma de fanta (slit-shaped pores).
[20]

inglobarea apei in structura chitosanului este mediatd de grupirile aminice, hidroxilice,
carbonilice si carboxilice si, in consecintd, toate tipurile de hidrogeluri au eficienta de adsorbtie similara
(tabelul 1). Cu toate acestea, structura poroasa si morfologia au un rol importantin procesul de sorbtie.
Interesant este faptul cd, In cazul hidrogelurilor CPP, unde pululanul dialdehidic interactioneaza chimic
cu chitosanul pentru a forma legdturi de tip baza Schiff, acestea manifesta o curba de histerezis mai
largd, comportament ce poate fi explicat prin prezenta atat a microporilor, cat si a porilor de tip fantd,
asa cum poate fi observat in imaginile SEM, fapt ce contrasteazd cu dimensiunea porilor, din moment
ce aceste hidrogeluri au porii cu diametrul cel mai mic. Prin comparatie, sferele CPT, unde interactiunea
dintre chitosan si pululan carboxilic este ionica, au un comportament similar cu cel al sferelor simple
de chitosan.

Tabelul 1 Eficienta adsorbtiei si parametrii morfologici ai hidrogelurilor

Dimensiunea Diametrul Eficienta
Cod proba medie a sferelor mediu al absorptiei S (m?/g)
(mm) porilor (um) (%)
C 2,3685 + 0,14 1,422 + 0,442 34,5 3,0627 0,3033
CPP 2,287 £0,11 0,353+0,106 35,7 1,7837 0,317
CPT 2,9267 +0,07 0,679 + 0,145 32,7 3,231 0,3443

Simularile modelelor cinetice BET si GAB, precum si determinarea suprafetei specifice (S) si
e activitatii apei corespunzatoare monostratului (awm) au indicat faptul ca sferele acoperite necesitd o
activitate a apei mai mare pentru a forma monostratul, respectiv exista o ratd de legare-eliberare mai
mare (schimbul de molecule de apa la suprafatd are loc mai intens).

Comportarea la umflare in conditii in vitro de temperatura si pH (37°C, pH=7.4) este similar
in cazul tuturor hidrogelurilor (figura 11, stinga). Materialele ating echilibrul dupd 20-30 minute.
Proba C a avut cea mai intensd umflare, dublad fatd de celelalte tipuri de hidrogeluri, cu suprafata
modificatd. Ca urmare a introducerii de pululan oxidat in structura sferelor pe baza de chitosan, porii
s-au micsorat si este plauzibild ipoteza ca au avut loc noi fenomene de reticulare. Astfel, in ciuda faptului
ca aavutloc o crestere a numarului si densitatii de grupari hidrofile in materiale, reteaua a devenit mai
putin flexibild, lanturile macromoleculare au o flexibilitate mai redusa si insumarea acestor aspecte a
dus la un efect global de limitare a umflarii. Modelul Korsmeyer-Peppas simuleaza cel mai bine curba
probei C, cu valori mai mici ale coeficientului de corelatie pentru celelalte doud curbe. Pe baza
semnificatiei atribuite exponentului n, cele 3 tipuri de sfere au avut o umflare determinata de
mecanismul de tip II, adicd relaxarea polimerului, fenomen dominant fatd de difuzia solventului in
retea.
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Figura 11 Datele cinetice de umflare a hidrogelurilor (stdnga) si profilul de eliberare a ibuprofenului din
sferele de hidrogel (dreapta)

Capacitatea de incdrcare cu ibuprofen a fost maxima la proba C datorita unor pori de
dimensiuni mai mari, dar si a unui numar mare de grupdri aminice capabile sd interactioneze
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electrostatic cu gruparea carboxilicd a ibuprofenului. Porii nanometrici din structura sferelor CPP nu
au permis Incorporarea unei cantititi la fel de mari de ibuprofen si de asemenea gruparile aminice din
retea sunt preponderent implicate in legaturi de tip baza Schiff. Hidrogelul CPT prezinta o capacitate
de Incarcare intermediard fatd de celelalte doua tipuri de sfere.

Testul de eliberare in vitro de ibuprofen a dus la obtinerea unor profile similare pentru
cele 3 materiale (figura 11, dreapta). Se poate remarca faptul ca toate hidrogelurile au eliberat
medicamentul in primele 240-360 min, dupa care se observa o zona de platou. Sferele C elibereaza cea
mai mare cantitate de ibuprofen. Odata cu introducerea de pululan oxidat in structura hidrogelurilor,
capacitatea de eliberare scade. Sferele cu PP au o eliberare mai rapida si ajung mai devreme la platou,
in timp ce hidrogelurile cu PT elibereaza medicamentul mai lent si ating mai tarziu zona de echilibru.
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Figura 12 Imagini de microscopie electronicd de baleiaj a celor 3 tipuri de sfere si morfologia lor internd
si gradul de umflare dupd 7 cicluri uscare-rehidratare (168 ore)

Analiza mecanismului de eliberare (difuzie, umflare, eroziune etc. [21,22]) a fost realizata
prin simularea a 6 ecuatii matematice pe datele experimentale de eliberare de medicament: ecuatia de
ordinul intai, modelul Higuchi, legea puterii (modelul Korsmeyer-Peppas si Ritger-Peppas), modelul
Peppas-Sahlin, modelul Gompertz, modelul Weibull. Cinetica de eliberare este cel mai bine descrisa de
ecuatia de ordin intai si de modelul Weibull. Acest fapt indica un comportament tipic pentru eliberarea
unui medicament solubil dintr-o matrice poroasa. Exponentul de eliberare n determinat din ecuatia
legii exponentiale. Sferele C si CPT au o comportare non-fickiand (transport anormal), care combind

_ cele doud fenomene majore asociate cu procesul de

A eliberare: difuzia si relaxarea polimericd. Cu toate

e xR ﬁ&"" acestea, sferele CPP au demonstrat o comportare

P cPp cPT 20 bazata pe difuzie fickiand ca mecanism dominant de
- eliberare.

10 Lo Hidrogelurile reticulate fizic sunt sisteme

susceptibile la procese de dezintegrare sub actiunera
factorilor de mediu. Astfel, s-a impus necesitatea
efectudrii unui test de stabilitate care sa ia in
considerare conditiile specifice mediului fiziologic.
Dupad 168 de ore (7 cicluri de uscare - rehidratare), nu
a fost Inregistrata nici o pierdere de masa. Cu toate
0 - — 0 acestea, morfologia sferelor a fost alteratd (pori
¢ cp T colapsati, forma sferici modificats, figura 12), iar acest
S3Zona de inhibitie (mm) fapt a fost demonstrat si prin sciderea capacititii de
umflare a probelor in mediu biologic simulat. Cea mai
Figura 13 Efectul antibacterian al sferelor de inten.sé descrestere a fos*Fir.lregistraté pven.tru_proba Csi
hidrogel prin formarea zonelor de inhibitie este mt.e.resant de subllma_t faptul cd, indiferent Ide
fmpotriva culturii de S. aureus, corelat cu compc.)zma.\ sferelo.r, capacitatea de umflare devine
eficienta incorpordrii de antibiotic aproximativ aceeasi.
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Testele antibacteriene au subliniat capacitatea sferelor de a asimila in structura principii
active cu molecule complexe, de mari dimensiuni (bacitracina si neomicina). Pentru toate materialele
se poate observa formarea unei zone de inhibitie in jurul fiecarei probe (figura 13). Astfel, se confirma
eliberarea de medicament si activitatea bactericida impotriva S. aureus. Se mai poate remarca faptul c3,
odatd cu cresterea capacitatii de incorporare a antibioticului, exista o crestere corespondenta a zonei
de inhibitie.

Activitatea hemostaticd. Hidrogelurile studiate au determinat fenomene minore de
coagulare. Acest comportament este datorat numarului scazut de grupari aminice ale chitosanului
expuse la suprafata materialelor, sau blocarea lor in interactiuni ionice sau chimice preexistente, in
cazul probelor CPP si CPT.

Capitolul 6. RETELE POLIMERICE DE TIP HIDROGEL PE BAZA DE
POLIMERI NATURALI FUNCTIONALIZATI SI POLIMERI ACRILICI

Materialele de origine naturald au o interactiune favorabila cu mediul biologic, dar prezinta
in acelasi timp o serie de dezavantaje legate de procesabilitatea limitatd si de rezistenta mecanica
necorespunzatoare. Dacd la unele aspecte raspunsul poate fi gasit in directia reactiilor de
functionalizare a polimerilor naturali, altele impun necesitatea de asociere a polimerilor naturali cu cei
de sinteza, cu scopul de a compensa neajunsurile celor doud categorii de macromolecule si de a obtine
materiale cu proprietati optime.

in acest sens, capitolul de fatd cuprinde rezultatele proprii obtinute in urma preparirii si
caracterizarii unor noi biomateriale. S-a dorit prepararea de hidrogeluri reticulate chimic si integrarea
avantajelor utilizdrii polimerilor naturali si sintetici. Specific, s-a urmarit obtinerea unei serii de
hidrogeluri superabsorbante pe bazd de chitosan modificat cu anhidridd citraconica si acrilati ale
cdror retele polimerice sd fie reticulate chimic sau semi-interpenetrate si analiza potentialului
aplicativ ca matrice pentru regenerare tisulard si eliberare controlatd de medicamente.
Realizarea acestui deziderat presupune rezolvarea mai multor obiective specifice:

Obiectivul 1: Obtinerea si optimizarea biomaterialelor pe baza de N-citraconil-
chitosan si acrilati - studiul influentei concentratiei de initiator si a tipului de acrilat asupra
proprietatilor hidrogelurilor; imbunatatirea biocompatibilitatii si a functionalitatii materialelor acrilice
prin conjugarea de L-arginind; studiul influentei raportului de N-citraconil-colagen asupra
proprietdtilor materialelor.

Obiectivul 2: Caracterizarea fizico-chimica a biomaterialelor - Caracterizare
structurald, elementald si morfologica.

Obiectivul 3: Analiza potentialului aplicativ al biomaterialelor ca matrice pentru
regenerare tisulara si eliberare controlata de medicamente - Studiul comportamentului de
absorbtie in vitro a fluidelor biologice, studiul capacitatii de incarcare si eliberare de medicament,
studiul comportamentului la degradare enzimaticd si caracterizarea proprietatilor biologice:
hemocompatibilitatea, activitatea antibacteriana si citocompatibilitatea.

6.2. HIDROGELURI PE BAZA DE N-CITRACONIL CHITOSAN SI POLIMERI
ACRILICI

Hidrogelurile au fost obtinute pe baza de citraconil-chitosan reticulat cu acid acrilic sau acid
metacrilic. La conceperea acestor hidrogeluri s-au variat atat tipul de monomer sintetic, ct si raportul
monomer/initiator, iar mai apoi s-a studiat influenta argininei conjugata pe hidrogeluri (figura 14).
Analiza structurald prin spectroscopie FTIR pentru hidrogelurile CA10 (1% APS, reticulat cu AA),
CM10 (1% APS, reticulat cu AM) si CA10A (conjugat cu Arg) a confirmat atat reticularea chimica a
chitosanului cu acrilati, cat si cuplarea argininei.

Analiza morfologica indica faptul cd toate probele prezinta o structura poroasd, cu pori
interconectati de dimensiuni variabile (figura 15). La nivel microscopic, exista zone care diferd ca
aspect, fapt care poate fi explicat prin faptul ca reactia de polimerizare nu a decurs uniform in tot
volumul de reactie, determinand astfel regiuni in care s-a format mai mult polimer sintetic. in mod
particular, pentru hidrogelurile cu AA s-au obtinut structuri cu pori bine definiti, iar introducerea Arg
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a determinat cresterea dimensiunii porilor si a dispersitatii acestora. Cu toate acestea, in cazul
hidrogelurilor cu AM, dimensiunea porilor a crescut proportional cu cantitatea de APS, iar prezenta

aminoacidului a favorizat formarea de pori cu dimensiuni mai mari (diametrul mediu al porilor a variat
intre 40 si 550 um).
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Figura 14 Reprezentare schematicd a etapelor de obtinere a hidrogelurilor

N

Figura 15 Imagini de microscopie electronicd de baleiaj (SEM) ale hidrogelurilor cu PAA (scala de 500
um) si PAM (scala de 1000 ym), obtinute cu 0,6% sau 1% APS, inainte si dupd imobilizarea de Arg
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Abilitatea hidrogelurilor de a absorbi fluide (PBS sau SWF), indica un comportament
superabsorbant. Hidrogelurile cu PAA au manifestat grade de umflare de pdnd la 30.000% datorita
hidrofiliei ridicate a polimerului sintetic. Prin comparatie, hidrogelurile cu PAM s-au umflat mai lent si
au atins un grad maxim de umflare de doar 16.000%. O concentratie mai mare de initiator este asociata
cu o capacitate mai mare de absorbtie si o rata de absorbtie mai mica. Prezenta Arg in materialele
polimerice a determinat o absorbtie rapida a fluidului, dar s-au inregistrat la echilibru grade de umflare
mai mici.

Eliberarea in vitro a ibuprofenului. Profilul de eliberare al hidrogelurilor cu PAA indica o
eliberare controlatd, prelungitd, de maxim 4 mg ibuprofen timp de 10 ore si nu ating un platou dupa
600 minute. Hidrogelurile cu PAM determind o eliberare de ibuprofen in cantitate dubla, mult mai
rapid. Odata cu cresterea procentului de APS, creste cantitatea de ibuprofen eliberat. Pe datele
experimentale au fost aplicate 4 modele matematice. Rezultatele obtinute sugereaza faptul ca pentru
hidrogelul cu PAA, cinetica de eliberare este cel mai bine descrisa de modelul Korsmeyer-Peppas, in
timp ce pe datele inregistrate pentru hidrogelul cu PAM se fiteaza bine si modelul Korsmeyer-Peppas,
si modelul Higuchi. Exponentul de eliberare sugereaza un mecanism non-fickian, fapt care indica un
transport al medicamentului prin difuzie asociata cu relaxare polimerica.

Testele de biodegradare au dovedit susceptibilitatea materialelor la atacul lizozimului.
Raportat la datele din literatura, concentratia de enzima utilizata indicd o buna stabilitate a
hidrogelurilor intr-un mediu simulat mai agresiv, ele fiind capabile de a mentine integritatea retelei
reticulate pana la 48 ore.

Testul MTT de evaluare in vitro a citocompatibilitdtii a fost realizat prin metoda
contactului direct. Toate materialele testate au fost conjugate cu arginind. Activitatea metabolica
relativd indusd de hidrogeluri a fost de 76-100%, in functie de compozitia fiecarui material. Dupa 24
ore, cel mai bun rezultat a fost inregistrat pentru materialele cu 1,2% APS, urmate de o scddere a
activitatii metabolice in timp. Prin comparatie, hidrogelurile cu 1,4% APS au indus un raspuns celular
mai bun dupad o perioada de lag de 72 ore. Din imaginile de microscopie de fluorescenta (figura 16) s-
au putut face urmatoarele observatii: hidrogelurile au indus un fenomen intens de proliferare celularg,
comparativ cu controlul de crestere, cu formarea unui monostrat confluent dupa 48 ore si, pe baza
morfologiei celulare, celulele stem par sa se fi diferentiat.
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Figura 16 Imagini de microscopie opticd si de fluorescentd inregistrate pentru controlul de crestere si
celulele incubate cu hidrogeluri, cu coloratie de calceind (mdrire 10x)
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Excelentele proprietdti hemostatice demonstrate de hidrogeluri (tabelul 2) se datoreaza
capacitatii mari de umflare si structurii poroase. Hidrogelurile pe bazad de PAA au manifestat o activitate
antibacteriand mai intensa comparativ cu probele cu PAM. Mai mult, la valori mici ale procentului de
APS, efectul hemostatic este mai intens.

Tabelul 2 Valorile parametrilor PT, INR si fibrinogen

Fibrinogen (mg/dl)
Control 13,1+1,2 1,07 £0,12 390+ 15
CA6A 10,2+0,5 0,70 0,13 460 + 21
CA10A 10,2+ 0,5 0,70+ 0,16 421+12
CM6A 11,3+0,4 0,79+0,18 447 + 21
CM10A 11,0+0,5 0,76 £ 0,21 41033

6.3. HIDROGELURI PE BAZA DE POLIMERI NATURALI MODIFICATI SI
POLI(ACID ACRILIC)

Hidrogelurile au fost obtinute in urma unei reactii de reticulare a N-citraconil-colagen si N-
citraconil-chitosan cu poli(acidul acrilic). in seria de materiale s-a urmarit influenta pe care o are
raportul colagen/chitosan asupra proprietatilor materialului.

Au fost Inregistrate spectre FTIR-ATR pentru hidrogelurile CCA50, CCA75 si CCA100, care
au confirmat prezenta polimerului sintetic in retea.

Figura 17 Model teoretic al formdrii hidrogelurilor. Imaginf de microscopie SEM inregistrate pentru
hidrogelurile CCA50, CCA75 si CCA100

Analiza morfologiei interne indica faptul ca hidrogelurile prezinta o structura interna
poroasd, cu pori intercomunicabili si cd, odatd cu cresterea ponderii de colagen din structurd, aspectul
devine mai compact, mai rugos si cu pori mai mici. (figura 17, tabelul 3)

Tabelul 3 Dimensiunea porilor, capacitatea de incdrcare cu medicament si activitatea antibacteriand a
hidrogelurilor, in functie de compozitie

Compozitie Dimetrul Ibuprofen Antibiotic Diametrul
ilor incarcat incarcat zonei de
ColCitra  CsCitra pori o ey
(%) (%) (pm) (%) (%) inhibitie (mm)
CCA50 50 50 408 + 62 43,15 27,22 22,5+2,12
CCA75 75 25 226 + 69 43,91 15,88 23,33 +1,527
CCA100 100 0 73 +38 26,56 4,45 23
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Capacitatea de umflare indica faptul ca absorbtia are loc cu o rata ce depinde de compozitia
hidrogelurilor. O absorbtie mai rapida este observata la hidrogelurile care contin mai mult chitosan,
comparativ cu cele care au un raport mai mare de colagen. Cu toate acestea, grade mai mari de umflare
au fost Inregistrate pentru matricele cu mai mult colagen.
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Figura 18 Activitatea metabolicd relativd in urma testelor MTT (stdnga). Formarea zonelor de inhibitie
in jurul hidrogelurilor in cultura bacteriand de S. aureus (dreapta)

Activitatea metabolicd relativd indica o bund interactiune a hidrogelurilor puse in contact
direct cu cultura de fibroblaste, cu valori ale viabilitatii celulare de peste 80% pentru toate materialele
testate, chiar si dupd 72 de ore de incubare (figura 18, stanga).

Datele experimentale obtinute pentru capacitatea de incorporare de medicamente
(tabelul 3) indica faptul ca procentul de principiu activ incorporat scade odata cu scaderea ponderii
de chitosan din structura materialelor. Acest fenomen poate fi asociat atat cu schimbarea compozitiei
in grupdri functionale ale suprafetei, cat si cu cresterea rugozitatii si sciderea dimensiunii porilor in
materialele cu mai mult colagen. Toate hidrogelurile au determinat aparitia unor zone de inhibitie
(figura 18, dreapta, tabelul 3). Interesant este faptul ca, desi se poate observa o tendinta de crestere a
capacitatii de inglobare a antibioticelor odatd cu cresterea ponderii de chitosan din compozitie,
diametrul zonelor de inhibitie este foarte apropiat pentru cele trei probe analizate.

Capitolul 7. HIDROGELURI PE BAZA DE CHITOSAN RANFORSATE CU
HIDROXIAPATITA

Compozitele sunt materiale ce au la baza o combinatie de doua materiale cu proprietati
fizico-chimice semnificativ diferite, iar combinarea lor duce la obtinerea unui material cu proprietati
noi, diferite de cele ale materialelor de plecare. Practic, dezavantajele individuale sunt diminuate, fiind
pastrate si puse in valoare doar proprietdtile optime ale fiecarui component al compozitului.
Compozitele polimeri-ceramice sunt intens studiate pentru aplicatii biomedicale, atat in directia
dispozitivelor ortopedice, cat si a celor stomatologice, sub forma de implanturi, cimenturi sau alte tipuri
de materiale. Acestea prezintd avantajul similaritatii cu matricea extracelulara cu compozitie specifica
tesutului osos, respectiv o matrice pe baza de polimeri naturali ranforsata cu hidroxiapatita.

in lumina celor prezentate, acest capitol cuprinde rezultatele proprii obtinute in urma
prepararii si caracterizdrii unor biomateriale noi pe bazda de chitosan. S-a dorit imbunatitirea
proprietatilor mecanice ale chitosanului prin ranforsarea unor hidrogeluri de polizaharidd cu
hidroxiapatitd. Specific, s-a urmarit obtinerea unor compozite biocompatibile, cu efect
osteoinductiv, cu capacitate de incdrcare de medicamente pentru aplicatii in ingineria tisulard a
osului. Realizarea acestui deziderat presupune rezolvarea mai multor obiective specifice:

Obiectivul 1: Obtinerea biomaterialelor pe baza de chitosan si hidroxiapatitd; studiul
influentei proportiei de fosfat de calciu asupra structurii si proprietatilor retelelor de polizaharida

Obiectivul 2: Caracterizarea fizico-chimica a biomaterialelor: caracterizare structurala
si morfologicd, analiza cristalinitatii, studii mecanice.
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Obiectivul 3: Analiza potentialului
aplicativ al biomaterialelor ca sisteme de
eliberare controlata de medicamente - studiu in
vitro de stabilitate si depunere minerala.

Hidroxiapatita a fost selectatd ca faza
anorganica cu rol de ranforsare a retelei de chitosan,
iar compozitele obtinute au fost supuse unor studii
structurale prin spectroscopie FTIR si difractie de
raze X. Analizele SEM (figura 19) au confirmat
morfologia internd poroasa determinata de prezenta
chitosanului. Se pot observa porii interconectati, cu
pereti netezi, cu dimensiuni intre 70-190 um. Odata
cu introducerea Hap in structura hidrogelurilor apar
o serie de modificari morfologice. Imaginile indica
un grad bun de dispersie a fosfatului de calciu, acesta
fiind distribuit uniform in matricea polimerici. In
cazul compozitelor cu grad mic de Hap (5% si 10%),
modificarile morfologice nu sunt foarte evidente, dar,
odatd cu cresterea ponderii de Hap, se poate observa cresterea rugozitatii peretilor porilor si cresterea
in dimensiune a porilor, asociata cu un aspect mai rotund al acestora.

Toate materialele analizate au prezentat porozitdti de 93-95% (figura 20, stanga), calculate
raportand masa probei la parametrii dimensionali (diametru si inaltime). Acest fenomen poate fi
explicat prin faptul cd incluziunea si distributia graduala a particulelor de Hap in matricea de Cs a avut
un efect de ranforsare, porii au devenit mai rigizi, iar accentuarea rugozitatii a determinat scaderea
dimensiunii porilor. Spre deosebire de acest aspect, se observa o crestere a densitatii retelei odata cu
cresterea ponderii de Hap.

Figura 19 Morfologia internd a hidrogelurilor
ranforsate, surprinsd in imagini de
microscopie electronicd de baleiaj
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Figura 20 Relatia dintre procentul de hidroxiapatitd din compozitia materialelor si densitatea retelelor
obtinute (stdnga), respectiv proprietdtile mecanice ale hidrogelurilor ranforsate (dreapta)

Caracteristicile mecanice (figura 20, dreapta) indica o crestere a modulului elastic si a
rezistentei la solicitari de compresie odata cu cresterea ponderii de Hap din structura compozitelor. Se
mai poate sublinia faptul cd, odata cu trecerea pragului de 20% Hap, are loc un salt al rezistentei
materialului la solicitdri mecanice, care devine mai putin evidentd la probele cu mai mult fosfat de
calciu. In plus, un aspect similar poate fi sesizat si in ceea ce priveste densitatea retelei, care la proba
C20 inregistreaza un salt semnificativ, fiind explicata astfel si cresterea rezistentei mecanice.
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Figura 21 Aspectul probei C50 ininte si dupd testarea in conditii ﬁiologicesimulate

Studiile in conditii fiziologice simulate au indicat faptul ca proba analizata si-a mentinut
integritatea, fara aparitia fragmentarilor, dupa 7 zile de incubare, dovedind astfel un grad foarte bun
de stabilitate. Imaginile SEM (figura 21) au indicat colapsarea porilor si alterarea suprafetei. Acest
rezultat este atribuit depunerii de albumind, dar mai ales fenomenelor de depunere suplimentara de
fosfat de calciu amorf, cu aspect specific. Prin comparatie, o proba simpla de chitosan nu a determinat
fenomene de depunere minerald, confirmand rolul esential al Hap in inducerea acestui comportament
materialelor compozite.
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Capitolul 8. CONCLUZII GENERALE ALE TEZEI

Studiile realizate au permis identificarea unei serii de parametri definitorii pentru
proiectarea sistemelor propuse si au permis sistematizarea urmatoarelor concluzii generale:

Modificdri chimice ale polimerilor naturali

1. Aufostrealizate cu succes o serie de reactii de modificare a polimerilor naturali pululan, amidon,
chitosan si colagen, prin reactii de oxidare selectiva sau N-acilare.

2. Pululanul a fost oxidat prin doud metode: protocolul cu periodat de sodiu, respectiv protocolul
cu sistemul TEMPO/NaBr/NaClO. Scopul a fost acela de a obtine pululan 2,3-dialdehidic sau 6-
carboxilic. Succesul sintezei a fost confirmat prin analiza comparativa a spectrelor FTIR, 13C-RMN
si XPS inregistrate pentru pululanul de plecare si cei doi derivati ai sai.

3. A fost supus oxiddrii amidon din diferite surse. Amidonul de grau a fost oxidat prin reactia cu
periodat, iar functionalizarea a fost confirmata prin spectroscopie FTIR. Sinteza de amidon 6-
carboxilic a fost realizata pornind de la amidon de cartof si de orez. S-a observat o imbundtatire
semnificativa a solubilitdtii amidonului de orez, iar modificarea chimica a fost pusd in evidenta
prin spectroscopie FTIR si 3C-RMN, cu aparitia benzilor si picurilor caracteristice gruparii
carboxilice.

4.  Chitosanul a fost functionalizat prin reactii de N-acilare cu anhidride cu scopul Imbunatatirii
solubilitatii la pH fiziologic si al introducerii de grupari C=C 1n structura sa. S-au realizat studii
preliminare de modificare a chitosanului LMW cu anhidrida citraconica. Analiza elementala a
indicat un grad de modificare de aproximativ 68%, iar spectrele FTIR indica formarea noilor
legaturi amidice. Studiile pe chitosan HMW au inclus reactii cu anhidrida citraconica sau
metacrilica, In diferite rapoarte. Rezultatele au indicat un randament mai mare la reactia cu
anhidrida metacrilica, dar s-a observat o solubilitate mai buna a derivatilor de citraconil-
chitosan. Analiza comparativa a spectrelor FTIR si 'H-RMN inregistrate pentru chitosanul nativ
si derivatii sdi a indicat formarea noilor legdturi amidice si prezenta restului citraconil, respectiv
metacril in structura derivatilor.

5. Similar cu studiile realizate pe chitosan, au fost realizate reactii de modificare a colagenului cu
scopul introducerii de legaturi C=C. Studiile pe colagen tip I+IIl de origine bovind au urmarit
influenta tipului de anhidrida si a raportului colagen/anhidrida. Rezultatele au indicat un
randament mai mare de reactie atunci cand este folosit un raport mai mic, desi are loc cuplarea
unei cantitati mai mari de anhidrida in cazul unui raport mai mare. Totodats, tipul de anhidrida
nu influenteaza semnificativ randamentul de reactie, iar spectrele FTIR si TH-RMN inregistrate
pentru colagenul nativ si derivatii sai acilati au confirmat faptul cd proteina a fost modificata cu
succes.

Retele polimerice de tip hidrogel pe bazd de chitosan si pululan oxidat

1.  Au fost preparate hidrogeluri de tip sfere pe baza de chitosan si s-au obtinut noi biomateriale
prin modificarea suprafetei sferelor prin depunerea derivatilor oxidati de pululan, cu scopul de
a observa modul in care tipul de derivat oxidat influenteaza proprietdtile materialului. Pululanul
2,3-dialdehidic a dus la formarea unor retele polimerice reticulate chimic prin legaturi iminice
cu chitosanul. Prin comparatie, pululanul 6-carboxilic a permis formarea de interactiuni
polielectrolitice cu gruparile aminice ale chitosanului.

2. Analiza structurald a fost realizatd prin spectroscopie FTIR si XPS. Spectrele FTIR au confirmat
prezenta celor doi polimeri in structura hidrogelurilor si formarea noilor legaturi. Analiza
datelor XPS a confirmat mecanismele de reticulare urmarite, respectiv interactiuni electrostatice
intre grupdrile carboxilice ale pululanului oxidat si gruparile amino ale chitosanului sau legaturi
iminice formate Intre pululanul dialdehidic si gruparile aminice disponibile la suprafata sferelor
de chitosan. Analiza TG/DTG a relevat un comportament specific polizaharidelor.

3. Investigatiile SEM au pus in evidentd faptul ca s-au obtinut hidrogeluri cu structuri poroase, cu
pori de dimensiuni variabile, de ordinul micrometrilor, interconectati, in directa dependenta cu
compozitia chimicd a materialului. S-a observat o crestere a dimensiunii sferelor odatd cu
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10.

acoperirea lor cu pululan oxidat si o micsorare semnificativa a porilor, atingdnd un minim la
proba CPP (chitosan/pululan oxidat cu periodat la 2,3-dialdehida).

Curbele DVS confirma comportamentul de gel si obtinerea de structuri cu pori sferici (C, CPT)
sau de tip fantd (CPP), iar capacitatea de sorbtie si suprafata specifica au variat cu compozitia.
Datele obtinute in urma simuldrilor modelelor matematice indica o afinitate mai mare pentru
apa a sferelor cu pululan oxidat, ceea ce reflecta o capacitate mai mare de sorbtie, cu toate ca
acestea necesitd o activitate a apei mai mare pentru a forma monostratul.

Comportamentul la umflare a fost modificat odata cu reticularea cu pululan a sferelor de chitosan
prin scaderea gradului de absorbtie.

Testele de stabilitate in conditii in vitro au confirmat faptul ca aceste hidrogeluri preparate prin
metode de reticulare fizica sau chimica sunt stabile la cicluri repetate de uscare-rehidratare, fara
pierdere de masa, dar cu modificari structurale reprezentate de colapsarea structurii poroase.
A fost evaluatd capacitatea de incdrcare si eliberare de ibuprofen prin diferite mecanisme de
transport al principiului activ, in functie de compozitia materialului. Sferele au demonstrat
capacitdti mari de inglobare a medicamentului, iar succesul eliberdrii a putut fi remarcat prin
epuizarea cantitatii incarcate. Proba CPT a prezentat o cinetica de eliberare cu efect intarziat,
posibil ca urmare a unor interactiuni electrostatice. Cinetica este cel mai bine descrisa de ecuatie
de ordinul intéi si de modelul Weibull. Mecanismul de eliberare este bazat pe difuzie fickiana in
cazul sferelor CPP, respectiv transport anormal (difuzie fickiana cuplata cu relaxare polimerica)
in cazul probelor C si CPT.

Testele antibacteriene au demonstrat faptul ca sferele obtinute au capacitatea de a incorpora
principii active cu molecule de mari dimensiuni, cum sunt antibioticele bacitracina si neomicina,
cd pot manifesta activitate antibacteriang, si cd aceasta activitate este corelatd cu capacitatea de
incdrcare cu medicament, care poate fi optimizatd prin varierea compozitiei materialului. Ele
cresc in seria C > CPP > CPT.

Studiile de hemocompatibilitate au indicat o activitate usor hemostatici a materialelor, ca
urmare a faptului ca grupdrile functionale aminice ale chitosanului, care determina un
comportament puternic hemostatic In mod normal, sunt implicate in alte interactiuni fizico-
chimice.

Aceste rezultate sugereazd o bund performantd in mediul biologic si confirmd potentialul acestor
materiale ca sisteme de eliberare controlatd de medicamente.

Retele polimerice de tip hidrogel pe bazd de polimeri naturali functionalizati si polimeri

acrilici

1.

Au fost preparate cu succes mai multe tipuri de hidrogeluri pe baza de N-citraconil chitosan
reticulat chimic cu acrilatj, fiind urmarita optimizarea proprietatilor acestor materiale.

Intr-un prim studiu, au fost comparate doua serii de hidrogeluri pe bazi de N-citraconil chitosan,
reticulat chimic cu polimeri acrilici: poli(acid acrilic) sau poli(acid metacrilic). S-a urmarit
influenta concentratiei sistemului initiator APS/TEMED asupra proprietatilor hidrogelurilor.
Materialele au fost ulterior conjugate cu arginina, cu scopul de a imbunatiti anumite
caracteristici, precum biocompatibilitatea si capacitatea de absorbtie a fluidelor.

Din analiza elementald si datele de spectroscopie FTIR au fost confirmate modificarea chimica a
chitosanului cu anhidridd citraconicd si formarea de retele polimerice reticulate chimic, cu
structurd variabild in functie de natura monomerului si raportul de initiator folosit la sinteza.
Prelucrarea imaginilor SEM a relevat o morfologie interna poroasa, cu pori interconectati, ale
caror dimensiuni au variat pe un domeniu larg (40-550 um) in functie de compozitie si conditiile
de preparare. Cele mai mari diametre ale porilor au fost inregistrate pentru materialele cu
poli(acid metarilic), reticulate cu 0,6-1% APS si conjugate cu arginina.

In urma evaludrii capacititii de absorbtie a fluidelor, s-a observat un comportament
superabsorbantal hidrogelurilor la interactiunea cu solutii de PBS sau SWF, in conditii fiziologice
simulate. Gradele de umflare ajung pana la 30.000% in cazul hidrogelurilor cu poli(acid acrilic).
Conjugarea de arginina reduce drastic timpul de umflare, iar studiile in diferite medii de umflare
indicd un proces dependent de compozitia si viscozitatea mediului. Simularea modelului
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Korsmeyer-Peppas a indicat un mecanism de umflare non-fickian, determinat de relaxarea
retelei polimerice.

A fost confirmata capacitatea hidrogelurilor de a eliberara ibuprofen in conditii in vitro, iar
profilele de eliberare corespund cel mai bine modelului descris de ecuatia Korsmeyer-Peppas.
Exponentul de eliberare determinat sugereaza un mecanism non-fickian, similar fenomenului de
la umflare.

Materialele sintetizate sunt biodegradabile in prezenta lizozimului la valori ale concentratiei de
enzima peste cele patologice. S-a remarcat o stabilitate a materialelor pana la 48 de ore in mediul
agresiv de biodegradare.

Testele de citocompatibilitate prin MTT si coloratie cu calceind au indicat o capacitate a
matricelor polimerice de a induce proliferare celulara intensa si diferentierea celulelor stem. A
fost favorizata formarea monostratului celular la 48 ore de contact direct, iar accelerarea
proliferdrii poate fi pusa pe seama prezentei argininei in structura materialelor.

A fost confirmat caracterul hemostatic al hidrogelurilor, variabil in functie de natura
monomerului utilizat la reticulare si de procentul de APS. Rezultatele sunt o consecinta a
prezentei chitosanului in structura hidrogelurilor, dar si a comportamentului superabsorbant.
In final, se poate afirma faptul cd hidrogelurile obtinute rdspund cu succes la nevoile impuse
materialelor de tip pansament pentru regenerare tisulard si pot fi considerate potrivite pentru
aplicatii ca sisteme de eliberare controlatd de principii active.

A fost preparata o noua serie de hidrogeluri pe baza de N-citraconil-chitosan, N-citraconil-
colagen si poli(acid acrilic), urmarindu-se obtinerea unor materiale cu proprietati mecanice mai
bune si cu o interactiune biologicd superioara. Succesul obtinerii hidrogelurilor pe baza de
polimeri naturali acilati si poli(acid acrilic) a fost confirmat prin analiza spectrelor FTIR.
Imaginile SEM au indicat formarea unor retele polimerice poroase, cu morfologie variabila in
functie de compozitia In polimeri naturali: o pondere mai mare de colagen determind o
morfologie internd mai rugoasd, cu pori semnificativ mai mici fatd de hidrogelurile cu mai mult
chitosan.

Datele cinetice de umflare in vitro indica o viteza mare de absorbtie a materialelor cu mai mult
chitosan, dar grade mai mari de umflare la hidrogelurile cu o proportie mai mare de colagen.
Testele de citocompatibilitate in vitro prin contact direct indicd o buna interactiune intre celule
si materialele sintetizate, fiind inregistrate valori ale activitdtii metabolice relative de peste 95%
in primele 24 de ore si de peste 80% dupd 72 de ore de contact.

Studiile de incdrcare cu medicament au fost realizate cu ibuprofen si respectiv amestec 1:1 de
bacitracina si neomicind. A fost demonstratd capacitatea de incorporare a diverselor principii
active cu molecule de mari dimensiuni si activitatea antibacteriand a materialelor cu antibiotic.
Capacitatea de incarcare a crescut odata cu cresterea ponderii de chitosan din compozitia
materialelor, cele mai bune rezultate fiind Inregistrate pentru proba CCA50.

In concluzie, hidrogelurile prezintd caracteristicile necesare pentru a fi considerate potrivite ca
potentiale matrice pentru regenerare tisulard si eliberare de molecule biologic active.

Hidrogeluri pe bazd de chitosan ranforsate cu hidroxiapatitd
Au fost obtinute cu succes materiale compozite pe baza de chitosan ranforsat cu hidroxiapatita.
Succesul obtinerii compozitelor a fost confirmat prin analiza comparativa a spectrelor FTIR
inregistrate pentru chitosan, hidroxiapatita si materialele compozite. De asemenea, spectrele de
difractie de raze X au indicat formarea structurilor dorite, prin prezenta picurilor caracteristice
celor doud componente.
Din analiza imaginilor SEM se observa formarea unor retele poroase, cu morfologie variabila in
functie de raportul chitosan/hidroxiapatita. Odata cu cresterea ponderii fazei anorganice peretii
porilor devin mai rugosi, iar diametrul porilor creste.
Densitatea retelelor si rezistenta la solicitari mecanice de compresie cresc odata cu cresterea
proportiei de hidroxiapatitd din compozitia materialelor, confirmand efectul de ranforsare
urmarit.
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5. Materialele au demonstrat o buna stabilitate in conditii fiziologice simulate si au prezentat
fenomene de depunere suplimentara de fosfat de calciu amorf, comportament indus de prezenta
hidroxiapatitei in structura retelelor.

Diseminarea rezultatelor si activitatea stiintifica in cadrul proiectelor de cercetare

Activitatea de cercetare desfdasurata pe parcursul stagiului de doctorat in intervalul 2018 -
2021 a dus la obtinerea unor rezultate care au fost publicate sub forma de articole stiintifice in reviste
internationale sau nationale de profil, precum si o serie de participari la conferinte nationale si
internationale. Activitatea a fost de asemenea sustinuta de o serie de proiecte de cercetare, care sunt
amintite mai jos.

Lucrdri indexate ISI

1. All-polysaccharide hydrogels for drug delivery applications: tunable chitosan beads surfaces via
physical or chemical interactions, using oxidized pullulan, loana A. Duceac, Liliana Verestiuc,
Adina Coroaba, Dragos Arotdritei, Sergiu Coseri, International Journal of Biological
Macromolecules, 2021, 181, 1047-1062; doi: 10.1016/j.ijbiomac.2021.04.128.

2. Novel chitosan-hydroxyapatite macroporous composites for biomedical applications, loana A.
Duceac, Fulga Tanasa, Revue Roumaine de Chimie, 2020, 65(12), 1111-1119; DOI:
10.33224/rrch.2020.65.12.06.

3. Design and Preparation of New Multifunctional Hydrogels Based on Chitosan/Acrylic Polymers for
Drug Delivery and Wound Dressing Applications, loana A. Duceac, L. Verestiuc, C.D. Dimitriu, V.
Maier, S. Coseri, Polymers 2020, 12, 1473; doi:10.3390/polym12071473,
WO0S:000557843400001.

Lucrdri indexate ISI Proceeding

1.  Tunable hydrogels based on chitosan/collagen/poly(acrylic acid) for regenerative medicine, loana
A. Duceac, A. Lobiugc, S. Coseri, L. Verestiuc, 7th IEEE International Conference on E-Health and
Bioengineering - EHB 2019, pp. 1-4, doi: 10.1109/EHB47216.2019.8969886,
W0S:000558648300018.

2. Chitosan-a versatile platform for biomedical applications. I. Chitosan-based media for controlled
delivery of bioactive compounds, loana A. Duceac, Fulga Tanasa, International Conference
Achievements and perspectives of modern chemistry 2019, p. 61-61, Tipografia Academiei de
Stiinte a Moldovei, Chisinau, ISBN 978-9975-62-428-2

Lucrdri comunicate la manifestdri stiintifice

1.  Oxidized pullulan for fine-tuning a chitosan-based drug delivery system, loana A. Duceac, Sergiu
Coseri, 2" Bucharest Polymer Conference Bucharest, 2021

2. Chitosan/oxidized pullulan hydrogel beads for controlled drug delivery, loana A. Duceac, Sergiu
Coseri, Sesiunea de comunicari stiintifice a tinerilor cercetatori MacroYouth, Iasi, 2020

3. Hydrogels based on chitosan/collagen/acrylic acid for soft tissue engineering, loana A. Duceac, A.
Apopei, A. Lobiuc, S. Coseri, L. Verestiuc, International seminar on Materials and Regenerative
Medicine BIOREMED 2019

4.  Bioinspired multi-sensitive scaffolds for soft tissue engineering and regenerative medicine, loana
A. Duceac, R. Vulpe, A. Luca, L. Rascanu, O. Bredetean, M. Butnaru, L. Verestiuc, Romanian-
Jordanian Congress of Medicine and Pharmacy Corimf 2019

5. Arginine - functionalized hydrogels based on modified chitosan and acrylic polymers with
applications in controlled drug delivery, loana A. Duceac, A.E. Minuti, F.D. Cojocaru, M. Butnaru,
M. Zagnat, L. Verestiuc, 8t International Conference Biomaterials, Tissue Engineering & Medical
Devices BBOMMEDD 2018

Premii la manifestdri stiintifice
. Premiul Young Researcher, 7t IEEE International Conference on E-Health and Bioengineering -
EHB 2019
. Premiul pentru cea mai buna prezentare orala, 8" International Conference Biomaterials, Tissue
Engineering & Medical Devices BIOMMEDD 2018
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Lista proiectelor nationale - membru in echipd
Doctorandul mulfumeste urmatoarelor proiecte de cercetare stiintifica pentru suportul

acordat:

(1]
(2]

(3]
(4]

(5]

(6]

(71

(8]

[9]

,Extinderea limitelor spre fabricarea de membrane conductoare de protoni superioare, pentru
celule de combustibil”, PN-III-P4-ID-PCE-2020-0476

,Noi hidrogeluri hibride polimer/peptide ca platforme inovatoare proiectate pentru aplicatii in
culturi celulare (HYPCELGEL)”, PN-III-P2-2.1-PED-2019-2743

,Suporturi magnetice inteligente 3D avansate pentru ingineria si regenerarea tisulara a osului
(3D SMARTMAGTISS)”, PN-11I-P2-2.1-PED-2019-4524

,Senzor de mare sensibilitate din resurse naturale” HISENSE, PN-III-P2-2.1-PED-2019-0169
,Dezvoltarea unor noi aliaje dentare cu ruteniu”, din cadrul proiectului complex ,Obtinerea si
expertizarea unor noi materiale biocompatibile pentru aplicatii medicale”, PN-III-P1-1.2-PCCDI-
2017-0239

,Aliaje biodegradabile pe bazd de Mg pentru implanturi ortopedice”, din cadrul proiectului
complex ,Obtinerea si expertizarea unor noi materiale biocompatibile pentru aplicatii medicale”,
PN-III-P1-1.2-PCCDI-2017-0239

Cursuri de pregdtire pe perioada stagiului de doctorat
Cursul postuniversitar ,Evaludri in vitro si in vivo pentru medicind regenerativd”, Universitatea
de Medicina si Farmacie ,Grigore T. Popa” lasi, mai-iunie 2019
Cursuri intensive de antreprenoriat si de coaching in cadrul proiectului ,Start-up-farm-med”,
CNFIS-FDI-2019-0096, iulie-septembrie 2019
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