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INTRODUCERE

n prezent, materialele polimerice ocupa un loc foarte important Tn toate domeniile
activitatii umane, fiind parte din ce in ce mai mult din viata de zi cu zi. Dintre acestea,
biomaterialele polimerice constituie un subiect foarte actual si cu o dinamica deosebita, data
fiind diversitatea utilizarii in domeniul medical si farmaceutic. Principala preocupare o
reprezinta ameliorarea calitatii implanturilor si adispozitivelor de analiza minim-invaziva ale
organismului, cresterea biocompatibilitatii si a rezistentel mecanice a materialelor care
urmeaza s intre in contact direct cu tesuturile biologice, punerea la punct a unor sisteme de
eliberare controlata, care sa duca la organul-tinta diferite principii biologic active.

Desi se afla la dispozitie un numar mare de materiadle, biocompatibilitatea si
proprietatile mecanice, au restrans sever numarul actual de polimeri care pot fi folositi Tn
domeniul medical. Candidatele la biomateriale trebuie sa indeplineasca céteva cerinte, legate
de proprietatile fizice si mecanice ae polimerilor. Acestea includ: geometria dispozitivului
sau implantului, gradul de umflare la echilibru, omogenitatea, proprietatile elastice, raspunsul
la tensiune, comportarea vascoelastica in timp, si posibilitatea eliberarii controlate de
principii active.

De asemenea, biomaterialele trebuie sa poata fi sterilizate, fara alterarea formei sau
proprietatilor si fara absorbtia permanenta a agentilor de sterilizare. Ele nu trebuie sa prezinte
reactii inflamatoare cand vin in contact cu tesuturile naturale si acestea nu trebuie sa fie
degradate in prezenta enzimelor naturale din fluidele biologice.

Pana in prezent, o varietate de materiale (naturale sau sintetice) au fost studiate ca
potentiale produse ae ingineriel tisulare a cartilgului articular. Materialele naturale pot
adesea interactiona cu celulele, dar, au, Tn acelasi timp o serie de dezavantgje legate de
raspunsul imun si proprietatile mecanice necorespunzatoare cu cele ale cartilgjului articular.

Astfel ca, materialele sintetice au fost propuse casi candidate pentru ingineriatisulara
acartilgjului articular, pentru ca structura lor poate fi controlata astfel incét sa putem anticipa
anumite proprietati chimice si fizice specifice, pentru a putea obtine anumite caracteristici
mecanice.

Aceste biomateriale pot fi sintetizate intr-o varietate de matrici (bureti, retele si
hidrogeluri). Retelele si buretii sintetici sunt matrici 2D care au o0 porozitate foarte mare
(>90%), si nu pot asigura functiile mecanice, Insa pot servi ca o modalitate de transport ai
celulelor sau diferitelor principii active.

In cazul cartilgjului articular, cel mai important aspect consta in abilitatea de a rezista
fortelor de forfecare si compresiune de la nivelul articulatiei. Din punct de vedere a
proprietatilor mecanice, cei mai indicati sunt copolimerii metacrilici care se preteaza la astfel
de cerinte. Dintre acestia, un loc important ca si component a hidrogelurilor de uz
biomedical 1l ocupa p(hidroxietil metacrilatul) (p(HEMA)) datorita proprietatilor sale
remarcabile: lipsa de toxicitate si biocompatibilitatea, fiind folosit ca produs comercial
(lentile de contact). Tn plus, sinteza acestor hidrogel urile pe bazi de p(HEMA) se face intr-un
timp scurt, fara a necesita o aparatura complicata, precum si un cost redus. Hidrofilia lor
poate fi usor modificata utilizand diferiti co-monomeri.



Hidrogelurile pe baza p(HEMA) au fost folosite pentru protezarea tesuturilor moi,
datorita caracteristicilor de biocompatibilitate, permeabilitate mare fata de moleculele mici,
hidrofilicitate mare, consistenta moale, si in plus, p(HEMA) are un continut de apa similar
cartilgjului articular. Prezinta rezistenta la degradare, nu este absorbit de organism, suporta
sterilizarea prin incalzire fara afectarea structurii si se poate obtine intr-o varietate mare de
forme.

Mergand dupa aceste principii, teza de fata isi propune sinteza si caracterizarea unor
materiale polimerice de tip hidrogel, care sa aiba atét structura cét si proprietitile mecanice,
similare cu cele ale cartilgjului articular.

Teza este alcatuita din doua parti, una teoretica si cealalta experimentala, structurate
in sase capitole, in care: primul capitol reprezinta partea teoretica, iar celelalte, partea

originala, experimentala.

in capitolul | sunt prezentate structura si proprietatile cartilajului articular, precum si
patologia intanita la acest nivel de tesut. Stadiul actual al metodelor de tratament actual e sunt
subliniate Tmpreuna cu limitarile lor, pentru a evidentia problematica de |a care s-a plecat in
cadrul acestui studiu. Astfel o alternativa este prezentata prin prisma ingineriel tisulare a
cartilgjului articular.

Odata stabilita clasa de materiale polimerice cu care se va lucra, in capitolul 11 sunt
prezentate metodele si analizele experimentale.

Capitolul 111, consta in sinteza si caracterizarea hidrogelurilor. La redlizarea
protocolul experimantal s-aincercat realizarea testelor in aceleasi conditii ca cele fiziologice
ale cartilgului articular (parametrii de testare si mediul de hidratare tampon pH 7).

in capitolul IV se face selectia critici a hidrogelurilor sintetizate, n functie de
rezultatele obtinute Tn urma testelor de compresiune si forfecare. Astfel, au fost alese doar
hidrogelurile cu un comportament mecanic la compresiune si forfecare, asemanator cu cel a
cartilgjului articular (HEMA 5%AA, HEMA 25%AA). Tn continuare au fost realizate teste de
comprimare la scara nano, pentru a verifica daca proprietatile sunt aceleasi cu cele de la scara
macro.

Datorita aplicatiei ca substituent de cartilg articular, in capitolul V hidrogelurile au
fost testate pentru a le caracteriza din punct de vedere tribologic. Testele au fost realizate atat
la scara macro cét si hano.

Tn capitolul VI a fost redlizat un studiu de eliberare controlata de principii active
in/din hidrogeluri, pentru a se preveni, in cazul implantarii, reactia de inflamare care apare in
urmaacestel interventii.



CAPITOLULI1
MATERIALE POLIMERICE CU APLICATII iN INGINERIA

TISULARA A CARTILAJULUI ARTICULAR

I.3. Biomateriale utilizate in ingineria tisulara a cartilajului
articular

Ingineriatisulara afost definita, dintr-o perspectiva foarte generala, cafiind , aplicarea
principiilor si metodelor ingineriei si stiintelor vietii, pentru Tntelegerea fundamentala a
relatiilor dintre structura si functie la tesuturile normale sau patologice, si sa dezvolte
substituenti biologici pentru a reintegra, mentine, sau sa imbunatateasca functionalitatea lor”
[1]. Langer si Vacanti [2] au subliniat rolul ingineriel tisulare Tn medicina regenerativa. Ei au
scos n evidenta faptul ca ingineriatisulara este un domeniu care ne permite si avem 0 noua
viziune asupra medicinel regenerative. Folosind aceasta tehnologie, devine posibil sa
inlocuim sau sa regeneram tesuturile lezate.

Conceptul comun reprezentativ a ingineriel tisulare este de a combina sau a folosi
individual, matrici/retele si celule vii si/sau substante biologic active, pentru a forma produse

care vor fi implantate in vivo, si care vor contribui la repararea si regenerarea tesuturilor

(Figura 22).
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Figura 22. Schema reprezentativa a ingineriei tisulare

Matricea trebuie s permita colonizarea, migrarea, diferentierea si cresterea celulelor,
si sd induca si ghideze dezvoltarea tesutului respectiv, sau sa permita eliberarea controlata de
medicamente. Scopul ingineriei tisulare este de a realiza o matrice dintr-un materid
biocompatibil, biodegradabil sau nu, in functie daca se doreste sau nu realizarea de culturi
celulare.

Tn cazul matricilor pentru culturi celulare, ele trebuie sa permita cresterea, proliferarea
si integrarea celulelor. Pentru astfel de aplicatii, aegerea unui astfel de material s-a redlizat




astfel incét materialul respectiv sa aiba aceleasi proprietati cu cele ae matricel cartilgjului
articular.

Privite dintr-o viziune biologica, este clar faptul ca majoritatea tesuturilor au doua
tipuri de componente: una structurala si una biochimica. Ingineria tisulara ia in considerare
améandoua componentele, pentru realizarea implanturilor pentru regenerare tisulara si
facilitareaintegrarii acestora.

Sinteza matricel suport determina, Th mare parte, functionalitatea sa. Desi cerintele
finale depind de scopul specific al caracteristicilor matricilor, mai multe cerinte generae
trebuie si fie luate Tn considerare pentru toate matricile [3, 4, 5]. Matricile suport ar trebui sa
fielaiba:

e biocompatibile; matricea trebuie sa determine un raspuns biologic corespunzator
aplicatiei si sa previna orice raspuns nefavorabil al tesutului Tnconjurator [6,7];

e Dbiodegradabile; matricea trebuie sa se degradeze in acelas timp cu regenerarea si

remodelarea matricel extracelulare, in substante netoxice fara sa intervina in
functionarea tesutului inconjurator [8];

o sifaciliteze atasareacelulara, dispersareasi proliferarea[9];

e proprietati mecanice corespunzatoare aplicatiel pentru care sunt destinate -
rezistenta matricilor trebuie sa fie comparabila cu cea atesutului in vivo [10];

e proprietati de transport a nutrientilor si de eliminare a produsilor de uzura -
matricea trebuie sa aiba 0 anumita porozitate, dar in acelas timp, saiti pastreze
proprietatile mecanice specifice[11, 12, 13, 14];

e si permita vascularizarea dintre substitut la tesutul gazda [49, 15];

e proprietati de suprafata corespunzatoare aplicatiei; in afara proprietatilor fizico-
chimice, cercetarile sugereaza ca topografia de suprafata joaca un rol important
Tn organizarea tisulara, imbunatatind functia substitutului [16, 17, 18, 19];

Tn acest context, Tn ingineriatisulara a cartilajului articular se aplica cultura de celule
(de obicei condrocite) sau Tncorporarea de substante biologic active (principii active ale unor
medicamente folosite in tratarea unor boli osteoarticulare) sunt combinate cu o matrice, astfel
incét sa rezulte un substitut 3D, care sa asigure regenerarea cartilgjului articular.

Avand in vedere structura cartilgjului articular (Capitolul 1.1) cel mai important aspect
care trebuie luat Tn considerare sunt proprietatile mecanice. De aceea, produsel e rezultate prin
inginerie tisulara pentru cartilgul articular sunt proiectate pentru a putea adopta
comportamentul de functionare mecanica in vivo a cartilgului articular si anaizate prin
aplicarea unor solicitari fizice (ideal, similare celor din mediul fiziologic). Preconditionarea
mecanica a constructiilor ingineriei tisulare in vitro pot de asemenea si Tmbunatateasca
viabilitatealor si performantel e post-transplantare.

1.4. CONCLUZII

1. Proprietatile mecanice unice ae cartilgjului ca suprafata portanta rezulta atét din
proprietatile sale structurale cat si compozitia chimica a matricei extracelulare. Tesutul
cartilaginos este considerat in general ca un sistem bifazic. Prima faza este solida: sunt
componentele macromoleculare ale matricei care formeaza un material poros si permeabil.



Acesta este compus din fibre de colagen, legate impreuna de proteine ne-colagenice si
proteoglicani legati necovalent. A douafaza este lichida: este compusadin lichid interstitial si
ioni. Se considera ca componentele solide rezista fortelor de intindere, forfecare si deformare,
in timp ce lichidul rezista presiunilor hidrostatice ridicate. Principali parametri care
caracterizeaza comportamentul mecanic global a cartilgjului articular sunt:

e Modulul de elasticitate global (0,5-1 MPa) masurat Tn urma experimentelor de
compresiune dupa stabilizareamigratiei de apa si ioni Th matricea cartilaginoasa,

e Coeficientul de frecare. Cartilgjul este un material compus dintr-o faza solida si o
faza fluida. Cele doua faze, studiate separat, sunt considerate a fi incompresibile ceea
ce implica coeficienti de frecare apropiati de valoarea 0,05. Tn plus, migratia fazei
fluide in afara cartilgjului Tn urma solicitarilor mecanice reduc coeficientul de frecare
la 0,02, dar, aceasta valoare depinde de permeabilitatea cartilgului care poate fi
modificata de catre ansamblurile moleculare e sinoviei.

e Permeabilitatea. Vaorile permeabilitatii sunt cuprinse intre 10-16 m4/N.s si 10-15
m*/N.s, pentru 0 grosime de 1mm de cartilg supus la o diferentd de presiune
hidrostatica de 2MPa si este data de efectele fizico-chimice (osmotice si electrice) si
nu efectele mecanice (poro-elasticitate). Atéta timp cat metodele de tratament actuale
nu pot asigura repararea cartilgjului articular pe termen lung, cercetatorii au gasit ca
solutie ingineria tisulara. Scopul ingineriel tisulare a cartilgjului articular este sa se
foloseasca celule, matrici, factori de semnal, singure sau in combinatie unele cu altele,
pentru a sintetiza in vitro un material care sa fie este echivalent cu cartilgjul articular
sanatos, atét din punct de vedere structural cét si functional.

2. Pana n prezent, o varietate de materiale (naturale sau sintetice) au fost studiate ca
potentiale produse ale ingineriel tisulare a cartilgjului articular. Materialele naturale pot
adesea interactiona cu celulele, dar, au, n acelasi timp o serie de dezavantgje legate de
raspunsul imun si proprietatile mecanice necorespunzatoare cu cele ale cartilgjului articular.
Astfel ca, materialele sintetice au fost propuse ca si candidate pentru ingineria tisulara a
cartilgjului articular, pentru ca structura lor poate fi controlata astfel Thcat sa putem anticipa
anumite anumite proprietati chimice si fizice specifice, pentru a putea obtine anumite
caracteristici mecanice. Aceste biomateriale pot fi sintetizate intr-o varietate de matrici (bureti,
retele si hidrogeluri). Retelele si buretii sintetici sunt matrici 2D care au 0 porozitate foarte
mare (>90%), si nu pot asigura functiile mecanice, insa pot servi ca 0 modalitate de transport
ai celulelor sau diferitilor factori [20].

3. Din punct de vedere istoric, implanturile de biomateriale au fost desemnate sa
inlocuiasca o functie specifica, de obicei mecanica, si a fost considerat ca fiind ideal daca se
reuseste si se obtind un raspuns favorabil in vivo. Din toate biomaterialele polimerice,
hidrogelurile au un interes special datorita favorabilei lor biocompatibilitati precum o multime
de alte avantge. Hidrogelurile sunt materiale care se umfla atunci cand sunt intr-un mediu
apos, dar Tsi mentin forma totala. Hdrogelurile pot fi sintetizate prin reticularea oricarui
polimer solubil Tn apa.

4. Structura complexa a cartilgului articular a dus la cautarea printre materialele
artificiale a unui substituent, care sa respecte cat mai mult posibil proprietatile sale mecanice
cét si fizico-chimice. Atentia a fost Tndreptata spre materialele polimerice foarte hidrofile de



tip hidrogel datorita volumului mare de apa a cartilgului articular. Aceste materiale sunt cele
care permit repararea leziunilor cartilgjului articular. Cele mai des folosite sunt PAV si
p(HEMA).

5. PVA este un material non-imunogenic si non-toxic. Gruparile hidroxil din PVA i
confera caracterul hidrofil cu o structura semicristalina data de legaturile de hidrogen. Cu toate
astea, PVA nu are rezistenta si rezilienta necesara pentru un materia de substitutie a
cartilgjului articular.

6. Tn cazul cartilgjului articular, cea mai important aspect consta Tn abilitatea de a
rezista fortelor de forfecare si compresiune de la nivelul articulatiei. Din punct de vedere a
proprietatilor mecanice, cel mai indicati sunt copolimerii metacrilati care se preteaza |a astfel
de cerinte. Dintre acestia, un loc important ca si component a hidrogelurilor de uz biomedical
il ocupa p(HEMA) datorita proprietatilor sae remarcabile: lipsa de toxicitate si
biocompatibilitate fiind folosit ca produs comercial (lentile de contact). In plus, sinteza acestor
hidrogelurile pe baza de p(HEMA) se face intr-un timp scurt, fara a necesita o aparatura
complicata, precum si un cost redus. Hidrofilia lor poate fi usor modificata utilizand diferiti
CO-monomei.

7. Hidrogelurile pe baza p(HEMA) au fost folosite pentru protezarea tesuturilor moi,
datorita caracteristicilor de biocompatibilitate, permeabilitate mare fata de moleculele mici,
hidrofilicitate mare si consistenta moale. in plus, p(HEMA) are un continut de apa similar
cartilgjului articular, prezinta rezistenta la degradare, nu este absorbit de organism, suporta
sterilizarea prin incalzire fara afectarea structurii si se poate obtine intr-o varietate mare de
forme.

8. Tn cadrul tezei de doctorat alegerea s-a facut pentru hidrogelurile pe bazi de
p(HEMA), a caror hidrofilie a fost modificata cu diferiti co-monomeri pentru a obtine un
comportament fizico-chimic si mecanic asemanator cu cel a cartilgului articular. Pentru a
evita necroza celulara dupa implantare, asa cum se intdmpla in cazul grefelor autologe si
alogrefelor, precum si Tn cazul unor polimeri naturali [21], Tn cadrul acestel teze de doctorat
alegerea s-afacut pentru hidrogelurile fara culturi de celule.

CAPITOLULII
STRATEGIA EXPERIMENTALA

I1.1. CONCEPT EXPERIMENTAL

O mare varietate de biomateriale sunt utilizate astazi in chirurgia plastica si
reconstructiva, stomatologie si refacerea muschilor, oaselor si cartilgjului articular.

Polimerii candidati pentru utilizari biomedicale trebuie si prezinte o serie de
caracteristici legate de structura lor fizico-chimica si mecanica (proprietati chimice s
mecanice) si de interactiunea cu mediului fiziologic unde vor fi utilizati (conditii fiziologice).
Desi se afla la dispozitie un numar mare de materiale polimerice, biocompatibilitatea si
proprietatile mecanice au restréns sever numarul actual de polimeri ce pot fi folositi in



domeniul medical. Evaluarea performantelor acestor polimeri este imperios necesar a se
realiza in conditii de testare care si imite conditiile fiziologice, astfel incét rezultatele
evaluarii sa descrie cat mai fidel comportareain vivo a materialului.

Biomaterialele trebuie si fie aiba un grad mare de puritate si de aceea precursorii si
materiile prime folosite trebuie sa aiba un grad mare de puritate, si de asemenea, folosirea
unor aditivi nu este recomandata. Pentru o perioada mai scurta sau mai lunga de timp,
migrarea acestor componente la tesuturile adiacente si fluidele biologice este nedorita, de
aceea compusii nereactionati trebuie eliminati Thainte de utilizare.

O serie de proprietati favorabile ale polimerilor pot fi obtinute nu prin utilizarea de
aditivi ci prin varierea structurii chimice, de exemplu prin alegerea utilizirii de copolimeri si
polimeri reticulati adecvati, Tn locul homopolimerilor.

Odata sintetizate, biomaterialele trebuie sa Tndeplineasca numeroase cerinte, descrise
ca fiind proprietatile chimice si mecanice ae polimerilor. Parametrii de interes includ:
geometria dispozitivului implantului, gradul de umflare la echilibru, proprietatile elastice,
raspunsul la solicitari de forfecare, comportarea vasco-elastica in timp, posibilitatea de a
inglobasi transporta principii active.

Analizand rezultatele stiintifice din domeniul dispozitivelor medicale utilizate pentru
substitutia cartilgjului s-a optat pentru lucrarea de fata la o strategie de cercetare care a avut
caobiectiv central:

STUDIUL MODIFICARII HIDROFILIEI HIDROGELURILOR PE BAZA DE P(HEMA)
ASUPRA 1”1(()1*1@11‘3‘17&'1;‘iLUR FIZICO-CHIMICE, MECANICE SI DE UTILIZARE
CA SUBSTTIUIENT DE CARTILAJ ARTICULAR

Mergand dupa aceste principii, s-a aes ca imbunatatirea proprietatilor hidrogelurilor
pe baza de p(HEMA) sa se realizeze prin introducerea in matricea tridimensionala atét a unor
comonomeri cu caracter puternic hidrofil (acid acrilic-AA, acrilamida-AAm) sau hidrofob
(acrilat de etil - AE, acrilat de butil - AB). Atat monomerii hidrofili cét si cel hidrofobi au o
rezistenta mare la agenti de oxidare si de reducere. De asemenea acesti monomeri au 0
rezistenta mare la degradare sub actiunea radiatiei laser si UV, precum si la degradarea
termica.

Avand in vedere caracterul foarte hidratat a cartilgului articular, s-a optat pentru
realizarea de retele tridimensionale prin copolimerizarea monomerilor HEMA cu unul dintre
monomerii AA, AAm, AE sau AB cu un monomer bifunctional cu rol de reticulant,
tetraetilenglicol diacrilat (TEGDA). Casistem de initiere pentru reactia de copolimerizare s-a
utilizat un sistem redox format din persulfat de amoniu (APS) si N,N,N’,N’-tetraemtiletilen
diamina (TEMED).

Caracterul hidrofil-hidrofob afost controlat prin modificarea cantitatii de comonomer
luata Tn experimentare, in timp ce cantitatea de agent de reticulare (TEGDA) s-a pastrat
constanta. Sistemul de initiere s-a utilizat la o concentratie de 1 moli% fata de amestecul total
de monomer.

Caracterizarea hidrogelurilor a avut drept scop analiza compozitionala si structurala a
materiadlelor sintetizate (spectroscopie in infrarosu, degradare termica, precum si
determinarea tensiunii superficiale), analiza morfologica (microscopie electronica de baleigj-
SEM), evaluarea proprietatilor de interactiune cu apasi fluide de interes biologic.



Pentru selectia hidrogelurilor cu caracteristici mecanice similare cu a cartilgului
articular au fost redlizate teste la solicitare de compresiune si forfecare. Tnsi pentru
verificarea omogenitatii hidrogelurilor obtinute, testele mecanice realizate la scara macro s-au
verificat si la scara nano, astfel incat sa se selecteze hidrogeluri cu o structura omogena si cu
aceleasi proprietati mecanice si in volum precum si la suprafata.

Una dintre cele ma importante caracteristici mecanice ae cartilgjului articular o
reprezinta coeficientul de frecare foarte mic dar si uzura mica, ceea ce il face un material
performant din punct de vedere tribologic. Tn biomecanica articulara, tribologia se ocupi cu
studiul fortelor care permit ca doua corpuri solide alaturate sa se deplaseze unul pe celalalt,
deplasare ce serealizeaza prin intermediul fortelor tangentiae.

Prin urmare, hidrogelurile sintetizate au fost evaluate din punct de vedere a
proprietatilor tribologice, s-a analizat coeficientul de frecare obtinut si s-au comparat valorile
obtinute cu cele specifice cartilgjului articular. Studiile au fost realizate prin metode de
evaluare lascara macro, cét si prin teste nanotribologice.

in hidrogelurile sintetizate s-au Tncorporat principii active utilizate in tratarea
inflamatiilor cartilgjului articular, mecanismul de Tncorporare a fost unul prin difuzie, pentru
a nu modifica proprietatile mecanice ale hidrogelurilor. Astfel, hidrogelurile s-au Tncarcat cu
ibuprofen si ketoprofen, gradul de incarcare fiind dependent de hidrofilia hidrogelului,
morfologia materialului si solubilitatea medicamentului Tn mediu de incarcare. Ulterior s-a
analizat posibilitatea eliberarii principiilor active din hidrogelurile sintetizate si s-a analizat
mecanismul de difuzie a compusului terapeutic pentru materialele cu proprietati mecanice
apropiate de cele ale cartilgului articular.

Toate testele s-au efectuat Tn conditii care simuleaza pe cele fiziologice sau patologice
ale cartilgjului articular. Astfel testele au fost realizate in solutie tampon 7 sau, datorita
faptului ca hidrogelurile sunt pH-senzitive, s-aurmarit si comportamentul lor la diferite valori
depH (pH 3si 9).

CAPITOLUL III
SINTEZA SI CARACTERIZAREA HIDROGELURILOR

I11.1. SINTEZA HIDROGELURILOR PE BAZA DE HEMA SI
COMONOMERI CU CARACTER HIDROFIL SAU HIDROFOB

Hidrogelurile au fost sintetizate prin metoda de polimerizare radicalica, procedeul
adoptat fiind de polimerizare in masa. Polimerizarea radicalica intre monomeri si reticulant
duce la formarea de zone reticulate mai mult sau mai putin dense, in reteaua de hidrogel;
aceste tipuri diferite de reticulare poate si introduca neomogenitatii spatiale n reteaua
hidrogelurilor.

In reticularea chimica, lanturile de polimer sunt reticulate la diferite segmente, cu
diferite lungimi. Sub actiunea de comprimare, deformarea este localizata cel mai adesea pe

cele mai scurte lanturi de polimer, si, ca urmare, reteaua reticulata este distrusa. Acest



comportament mecanic la nivel molecular este de asemenea, sustinut la nivel macro; astfel,
hidrogelurile conventionale sunt fragile din punct de vedere mecanic. Pentru imbunatatirea
proprietatilor fizico-chimice si mecanice ale hidrogelurilor p(HEMA), ele au fost
copolimerizate printr-o reactie de polimerizare radicalica cu monomeri avand caracter
hidrofil (AA, AAm), sau hidrofob (AE, AB). Pentru a obtine structura reticul ata, ca agent de
reticulare s-afolosit TEGDA.

Sistemul de initiere redox utilizat pentru fabricarea gelurilor chimice prin polimerizare
radicalica este constituit din APS si TEMED [22,23]. Un sistem ideal de initiere trebuie sa
declanseze reactia de polimerizare usor, ntr-un timp scurt, si fara si initieze producerea de
produsi citotoxici. Duan si colaboratorii [24] au studiat mecanismul de initiere APS'TEMED,
si au aratat ca acest sistem are o toxicitate mica. Viteza de polimerizare este marita, prin
urmare scade durata procesului de sinteza a hidrogelului.

Gradul de umflare in solutii de interes biologic a fost controlat prin modificarea
cantitatii de comonomer luata Tn experimente, variindu-se concentratia intre 5 si 25%
(molar/molar). Cantitatea de reticulant TEGDA a fost de 5 % (molar/molar) fata de
amestecul total de monomeri (HEMA-+comonomer), iar initiatorul a reprezentat 1 %
(molar/molar) fata de amestecul total de monomeri (incluzénd agentul de reticulare). Solutiile
de initiatori au fost preparate in concentratii de 5% (procente masice, in apa distilata).
Componentele s-au amestecat in ordinea prezentata n tabelul 5 in fiola de cantarire si s-a
amestecat usor cu o spatula pentru omogeni zarea amestecului.

Tabelul 5. Exemplu de cantitati calculate pentru sinteza de hidrogelurilor HEM A 5% AA

Substanta Cantitatea (ml)
HEMA 8,85
AA 0,48
TEGDA 0,05
APS 3,65
TEMED 1,85

Dupa omogenizare, amestecul s-a turnat Tntr-o matrita din ceramica emailata (Figura
62) pentru obtinerea de suprafete cat mai putin rugoase. Amestecurile turnate in matrita au
fost mentinute timp de 24h la temperatura camerei, pentru definitivarea formarii

hidrogelurilor.
/H idrogel

R
\
\Matrita

Figura 62. Reprezentarea schematica a matritei de sintezi a hidrogelurilor
Pentru a controla c& ma bine parametrii de reactie (aparitia de bule Tn structura,
datorita unei viteze mari de reactie care nu lasa sa iasa tot aerul din hidrogel), polimerizareaa
avut loc n conditii anaerobe. Substantele au fost degazeificate Thainte de a fi folosite, iar
polimerizarea a avut loc sub vid, pentru a evitaformarea bulelor de aer Tn hidrogel uri.




Hidrogelurile obtinute au fost purificate prin spalare cu apa ditilata, timp de 5 Zile,
pentru a se indeparta restul de produsi nereactionati, schimbéand zilnic apa. Acest lucru afost
evidentiat prin masurarea vaorii pH-ului, iar apa distilata a fost schimbata pana cénd
valoarea pH-ului solutiei de spalare nu afost diferita de aapel distilate.

Schemareactiilor de polimerizare radicalica este prezentata in figura 63.
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Figura 63. Reprezentarea simplificata areactiilor de polimerizare

Prin copolimerizarea HEMA cu AA sau AAm, in prezenta de reticulant TEGDA se
obtin hidrogeluri cu hidrofilie crescuta, prin introducerea in structura materialului a grupelor
—COOH sau -NH2, materialele obtinute fiind sensibile la variatia pH-ului mediului.

Prin copolimerizarea HEMA cu AE sau AB, Tn prezenta de reticulant TEGDA se
obtin hidrogeluri cu hidrofilie redusa fata de a hidrogelurilor p(HEMA); caracteristicile de
umflare, Tn acest caz, sunt controlate atat de interactiuni prin legaturi de hidrogen, cét si ca
urmare a organizarii componentului hidrofob Tn matricea polimerica hidrofila.

I11.2. CARACTERIZAREA HIDROGELURILOR

I11.2.1. Analiza prin spectroscopie FTIR

Analiza spectrala FTIR s-a bazat pe identificarea benzilor de absorbtie care corespund
vibratiilor grupelor functionale din molecule, in domeniul 400-4000 cm™. Tn urmareactiei de
polimerizare se produce o scindare a legaturii duble C=C, care are un pic de absorbtie in
FTIR la 1636 cm™. Acest pic nu apare in nici unul din spectrele hidrogelurilor sintetizate, ca
rezultat ca polimerizareaaavut loc.

Spectrele de absorbtie ale hidrogelurilor sintetizate sunt prezentate in figura 64.
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Figura 64. Spectrele FTIR pentru hidrogelurile sintetizate:
a) hidrogeluri pe bazi deHEMA si AA
b) hidrogeluri pe baza deHEMA si AAm
¢) hidrogeluri pebaza deHEMA si AE, AB

Pentru toate hidrogelurile sintetizate, apar benzi de absorbtie specifice pentru HEMA
si comonomerii folositi: picul caracterisitic la ~1730 cm™ este datorat prezentei vibratiei de
intindere C-O din TEGDA, iar picul de cel de la ~1640 cm™ corespunde legaturii C=0.

Gruparilor OH ae HEMA sunt reprezentate de picul ~3440 cm™ iar cele CHa
corespund picului 1458 cm™®. Gruparea metil si metilen au pic caracteristic 1a~2960 cm™. La
1458 cm™ este reprezentata formarea legaturii C-C dintre monomeri.

Picul caracteristic observat la 650 cm™ este datorat vibratiei in plan a legaturii -OH a
gruparilor carboxilice ae AA. Tn cazul hidrogelurile cu acrilamida, pe langa picurile
caracteristice HEMA apare banda de absorbtie de la 1261 cm™ care apartine legaturii C-N.

Odata cu cresterea procentului de comonomer, se poate observa O crestere a
intensitatii benzii ~OH (~3440 cm™), benzii corespunzitoare legaturii C=0 (~1640 cm™) si a
benzii caracteristice gruparii metil, ceea ce confirma faptul ca copolimerul este prezent in
structura hidrogel urile sinteti zate.

Din spectrele FTIR rezulta faptul ca reactia de polimerizare a avut loc cu succes.



II1.2.2. Analize termice
I11.2.2.1. Analiza termogravimetrica

Pentru caracterizarea stabilitatii termice se determina temperatura la care incepe
degradarea termica a polimerului. Practic, odata cu initierea degradarii termice se modifica
masa moleculara a acestuia [3]. Se considera valori maxime ae temperaturilor pentru
stabilitatea polimerului respectiv, temperatura la care masa probei a pierdut 1% din masa
initiald. Se poate observa cu usurintda (Figura 62) ca procesul de degradare termica a
hidrogelurilor se manifesta cu intensitate maxima atunci cand panta este maxima, deci
derivata pierderii de masa are un maxim.

Flexibilitatea sistemelor polimerice este legata de morfologia, geometria si activitatea
chimica. Termogramele Tnregistrate in conditiile mentionate Tn capitolul 2, cuprind curbele
TG dae hidrogelurilor sintetizate (Figura 66) si indica existenta a doua sau trel etape de
degradare termici. Descompunerea termica are loc in doud sau trei domenii distincte. Tn
prima etapa pierderile procentuale de masa sunt mai mici de 10%. Principalele caracteristici
termogravimetrice sunt prezentate in tabelul 6.
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Figura 65. Termogramele hidrogelurilor sintetizate:
a) hidrogeluri pe bazi de HEMA si AA
b) hidrogeluri pe bazi deHEM A si AAm
¢) hidrogeluri pe baza deHEMA si AE, AB



Tabelul 6. Principalele caracteristici termogravimetrice

PROBA ETAPA | Tonse | Tpeak | Tendset W% Reziduu
t

H MA I 71 89 188 4 2,6
[l 294 335 381 18,2
[l 381 426 445 75,2

HEMA 5%AA I 54 72 138 5 0
I 331 419 450 95

HEMA 15%AA I 91 195 195 5,5 35
[l 362 425 449 91

HEMA 25%AA I 62 123 164 4.4 3,3
[l 251 285 392 11
[l 392 423 443 81,3

HEMA 5%AAmM I 64 163 316 5,75 5.37
[l 316 353 388 25,32
[l 388 421 440 63,56

HEMA 15%AAmM I 50 55 147 6,92 5,48
[l 325 337 380 26,60
Il 380 421 445 61

HEMA 25%AAmM I 46 57 141 8 6
[l 209 229 360 60
[l 360 421 439 26

HEMA 5%AE I 44 62 120 7 2
] 322 414 440 91

HEMA 5%AB I 43 60 104 5 6

Tonset — temperatura la care Tncepe degradarea termica in fiecare etapa,

Tpeak — temperatura la care viteza de degradare din fiecare etapa este maxima,
Tendset — temperatura la care se termina degradarea termica in fiecare etapa,

W% pierderea procentuala de masa din fiecare etapa, reziduu — cantitatea de proba degradata

ce raiméane latemperatura mai mare de 700°.

Din rezultatele obtinute se poate observa ca hidrogelurile sintetizate au o stabilitate
termica mai mare decat ae hidrogelului HEMA, iar aceasta stabilitate creste, in general,
odata cu cresterea procentului de comonomer folosit la sinteza. Aceste rezultate sunt in

concordanta cu rezultatel e obtinute din spectrele FTIR.

O evaluare corecta se poate face abordand procesul de degradare termica din punctul
de vedere a cineticii sale care, fiind Tn speta un proces cinetic, poate fi modelat cu gjutorul
ecuatiei lui Arhenius. Utilizdnd acest model se pot determina parametrii specifici a
procesului de degradare termica precum ordinul de reactie n (pe baza caruia se pot obtinute
informatii privind mecanismul de degradare) si energia de activare a procesului de
descompunere termica (Ea) (Tabelul 7).




Tabelul 7. Valorile energiei de activare

Ea n
PROBA (kJ/mal)

HEMA 144+0,77 0,44+4,41e-03
HEMA 5%AA 137+£1,72 0,60+24,70e-03
HEMA 15%AA 252+1,19 1,06+1,09e-03
HEMA 25%AA 304+2,69 1,24+15,33e-03
HEMA 5%AAmM 134+2,05 0,47+£12,66e-03

HEMA 15%AAmM 113+2,30 1,06+7,5e-03

HEMA 25%AAmM 240+£1,42 0,36+£13,16e-03
HEMA 5%AE 70+£1,36 0,34+19,56e-03
HEMA 5%AB 88+22,6 0,55+22,6e-03

Energia de activare creste, in general, odata cu cresterea procentului de comonomer
adaugat, sugerénd o Tmbunatatire a stabilitatii termice a hidrogelurilor. Vaoarea mica a
ordinului de reactie sugereaza faptul ca la descompunereatermica a hidrogelurilor, procesele
fizice de transport sunt mai importante decét cele chimice.

I11.2.2.2. Analize de calorimetrie diferentiala-DSC

Starile de tranzitie releva conditiile in care se modifica structura fizica si chimica a
polimerului, cu consecinte asupra proprietatilor fizico-mecanice si a performantelor acestuia
[25]. Din masuratorile DSC au fost determinate temperaturile de tranzitie sticloasa (Tg). Tg
reprezinta temperatura la care matricea polimerului trece de la starea vitroasa la cea elastica
asemanatoare cu cea din cauciuc. Pentru a putea obtine valoarea Tg, proba trebuie incalzita,
de aceea Tg-ul apare in termogramele DSC ca o etapa de tranzitie si nu ca un pic (Figura 66).
Hidrogelurile cu valoarea Tg mare au si 0 stabilitate termica in timp si la temperaturi ridicate
(Tabelul 8).
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Figura 66. Curbele DSC pentru:
a) hidrogeluri pe bazi deHEMA si AA
b) hidrogeluri pe baza deHEMA si AAm
¢) hidrogeluri pebazia deHEMA si AE, AB

Tabelul 8. Valoriletemperaturilor detranzitie

PROBA Tg (°C)

HEMA 9%
HEMA 5%AA 111
HEMA 15%AA 107
HEMA 25%AA 104
HEMA 5%AAM 120
HEMA 15%AAM 121
HEMA 25%AAmM 106
HEMA 5%AE 113
HEMA 5%AB 110

Valoarea Tg a crescut cu adaugarea de comonomer, ceea ce ne confirma
Tmbunatatirea proprietatilor termice odata cu cresterea cantitatii de monomer hidrofil sau
hidrofob.

I11.3. ANALIZA MORFOLOGICA A HIDROGELURILOR:
ESEM, SEM

I11.3.1. Analiza hidrogelurilor prin ESEM

ESEM este o tehnica avansata a SEM-ului pentru caracterizarea hidrogelurilor. Tn
timp ce tehnica SEM utilizeaza un vid Tnaintat pentru prevenirea interferentei aerului cu
electronii secundari, ESEM-ul poate fi redlizat intr-un vid Tnaintat (pana la o presiune de 10
Torr). Avantgjul major al acestei tehnici consta in faptul ca probele nu sufera alte tipuri de
tratamente (acoperiri, deshidratare), iar atmosfera controlata va mentine structura stabila
hidratata a hidrogelurilor. Pentru a asigura o rezolutie adecvata a microgréafiilor, presiunea a



variat intre 3-6 Torr, la o tensiune de accelerare de 30kV. Hidrogelurile au fost mentinute la o
temperatura de 5°C folosind un platan de racire: aceasta procedura a asigurat un mediu
hidratat, prevenind astfel deshidratarea hidrogelurilor.

Cu agutorul ESEM s-a putut examina suprafata si sectiunea transversala a
hidrogelurilor sintetizate. Un exemplu tipic de micrografie ESEM Tn suprafata si in sectiune
transversala pentru hidrogelul HEMA si cele sintetizate cu AA este prezentat n figura 67.

Lichid care
iese din pori

Zum;BTo i 2um, ~3Torr

Figura 67. Micrografii ESEM ale suprafetelor si sectiunilor transversale ale hidrogelurilor:
a) suprafata hidrogel la~6Torr
b) suprafata hidrogel la~3Torr
c) sectiune transversalia hidrogel HEMA (~3Torr)
d) sectiune transversala hidrogeluri HEM A 5% AA (~=3Torr)
€) sectiune transversala hidrogel HEM A 25% AA (=3Torr)

Din micrografiile de suprafata ESEM se poate observa o structura microporoasa, cu
pori de diametrul ~2um. Cu toate ca rezolutia nu este foarte buna la o presiune de ~3 Torr,
atunci cand presiunea creste (~6 Torr) se poate observa cum lichidul iese din acesti pori,
puténd astfel concluziona, ca avem de-a face cu o structurda microporoasa. Acest fapt se
datoreaza matritei Tn care a fost realizatda polimerizarea, si va usura interpretarea testelor

mecanice (capitolul V.2).



Din micrografiile ESEM 1in sectiune transversala se poate observa cia prin
copolimerizare se obtine o structura poroasa mai bine definita fata de hidrogelul HEMA.
Prezenta comonomerului determina formarea unei structuri mai laxe, cu pori sferici, fara zone
compacte. Distributia porilor este relativ omogena n sectiune, porii avand dimensiuni situate
injurul vaorii de 50um.

I11.3.2. Analiza hidrogelurilor prin SEM

Cu gutorul SEM s-a putut evidentia morfologia suprafetel hidrogelurilor in stare
uscati. In figura 68 este prezentati microfotografia hidrogelurilor sintetizate cu continut
diferit de AA. Se poate observa o structura in care porii sunt inchisi.

a) b) c)
Figura 68. Micrografie SEM a suprafetel hidrogelurilor
a) HEMA
b) HEMA 5% AA
c) HEMA 25% AA

Hidrogelurile sunt sensibile la bombardarea cu electroni, de aceea, imaginea
hidrogelului HEMA are artefacte cauzate de fascicolul de electroni. Tnsi cu toate astea se
poate observa ca, prin adaugarea de comonomer AA morfologia structurii hidrogelurilor a
devenit mai neteda.

I11.4. TESTE DE UMFLARE

Proprietatea cea mai importanta a hidrogelurilor este aceea ca se umfla in prezenta
apei sau alichidelor similare cu cele din organism, si se contracta n lipsa acestora. Gradul de
umflare este determinat de natura lantului polimeric si de densitatea de reticul are.

Continutul ridicat Tn apa determina proprietatile mecanice, de difuzie si adsorbtie ale
hidrogelurilor, conferindu-le capacitatea de a simula tesuturile vii, in specia endoteliul
vaselor sanguine. Tn plus, permite marirea fractiunii de biomolecule legate la suprafata,
controland interactiunile hidrogel - biopolimeri.

Datorita prezentei gruparii carboxil, hidrogelurile pe baza de p(HEMA) manifesta o
sensibilitate crescuta lavariatii de pH.

Pentru a caracteriza gradul de umflare a hidrogelurilor, testele de umflare au fost
realizate la diferite valori de pH dela 3 1a9. Solutiile tampon cu diferite valori de pH au fost
preparate pin amestecul de diferitelor cantitati de TRIS cu acid clorhidric si apa pura. Clorura



de sodiu a fost adaugatd pentru a stabili o tarie ionica de 0,5M, care este taria ionica in
conditii fiziologice.

Hidrogelurile au fost uscate si imersate in solutiile tampon si termostatate n baie de
apa, la temperatura de 37°C. Hidrogelurile au fost scoase la timpi diferiti, prestabiliti, iar
excesul de solutie afost indepartat usor cu gyutorul unel hartii de filtru, si cantarite.

Comportamentul la umflare a hidrogelurilor n diferite pH-uri este prezentat n
figurile 70-72.

Hidrogelurile se umfla Tn toate conditiile de pH testate datorita absorbtiei apel in
structura poroasa. Disocierea legaturilor de hidrogen, combinata cu fortele de repulsie
electrostatice fac ca reteaua de hidrogel sa se umfle. p(HEMA) este un hidrogel neutru, cu
putine grupari ionizabile pe catenele secundare, de aceea gradul de umflare este foarte mic
indiferent de pH.
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Figura 70. Cinetica de umflare a hidrogelurilor sintetizate, in mediu de pH 3:
a) hidrogeluri pe baza deHEMA si AA
b) hidrogeluri pe bazi deHEMA si AAm
¢) hidrogeluri pe bazia deHEMA si AE, AB
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Figura 71. Cinetica de umflare a hidrogelurilor sintetizate in mediu de pH7:
a) hidrogeluri pe baza deHEMA si AA
b) hidrogeluri pe bazi deHEM A si AAm
¢) hidrogeluri pebazia deHEMA si AE, AB
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Figura 72. Cinetica de umflare a hidrogelurilor sintetizate in mediu de pH9:
a) hidrogeluri pe baza deHEMA si AA
b) hidrogeluri pe bazi deHEMA si AAm
¢) hidrogeluri pebaza deHEMA si AE, AB

in cazul continutului de grupe carboxilice din copolimeri, gradul de umflare al
hidrogelurilor creste cu cresterea pH-ului mediului, datorita repulsiilor electrostatice dintre
formele ionizate ale grupelor carboxilice.

Diferentele in gradul de umflare pot fi explicate pe seama pH-ului: Th mediu acid
gruparile —COOH ale copolimerilor sunt nedisociate iar Tn mediu bazic sunt disociate. [26].

In stare disociata, au loc repulsii electrostatice ntre grupele carboxilice anionice,
determinand distantarea acestora si cresterea volumului ocupat de moleculele de apa,
fenomenul conduce laun grad de umflare mai mare.

n cazul aplicatiilor lor ca substitut de cartilgj articular, pH-ul este 7. Se observa o
crestere agradului de umflare odata cu cresterea procentului de comonomer.

In cazul monomerilor hidrofobi AE si AB, datorita hidrofobicitatii lor, se poate
observa o scadere a gradului de umflare.

Se observa, de asemenea, ca hidrogelurile HEMA 5%AA, HEMA 15%AA si HEMA
5%AAmM au un comportament asemanator cu cel a cartilgului articular, in procesul de
umflare.

In concluzie, protocolul experimental folosit ne-a permis Tmbunitatirea si controlarea
hidrofiliel hidrogelurilor HEMA astfel incdt ele sa aiba un comportament hidrofilic
asemanator cu cel a cartilgului articular.

II1.5. DETERMINAREA TENSIUNII SUPERFICIALE

Capacitatea de umezire/hidrofilia poate fi evaluata atunci cand o picatura de lichid
vine in contact cu o suprafata solida. Gradul de umectare este determinat de fortele de
coeziune dintre moleculele de lichid si fortele de adeziune care rezulta din interactiunile
moleculare dintre lichid si solid. Gradul de umectare este masurat cu gutorul unghiului de
contact.

Cu scaderea unghiul de contact, gradul de umectare creste. Astfel, atunci cand unghiul
de contact atinge valoare de 180°, gradul de umectare este minim. Gradul de umectare poate



fi explicat prin fortele de coeziune si cele de adeziune. O forta de adeziune mare in care
coeziunea e mica va da unghiuri de contact foarte mici. Din momentul Tn care interactiunile
dintre solid si lichid se diminueaza, iar forta de coeziune creste, gradul de umectare scade iar
unghiul de contact creste.

Lucrul mecanic de adeziune (Wa) se poate calcula cu gutorul relatiel 'Y oung-Dupree
(relatia 25):

Wa = y(1+cos0) (25)
unde: y este tensiunea superficiala,
0 este unghiul de contact.

Valorile lucrului mecanic de adeziune obtinut in diferite medii pentru hidrogelurile de
compozitie diferita, sunt prezentate in figura 74.
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Figura 74. Valorile lucrului mecanic de adeziune

Lucrul mecanic de coeziune este definit caforta necesara pentru a separalichidul n
mai multe parti, iar pentru calcul se foloseste formula 26:
Wc =2y (26)
Valorile obtinute pentru hidrogelurile sintetizate sunt trecute in tabelul 9.
Tabelul 9. Valorilelucrului mecanic de coeziune pentru hidrogelurile sintetizate

Proba Lucrul mecanic de coeziune
(mN/m)

HEMA 70
HEMA 5%AA 144
HEMA 15%AA 86
HEMA 25%AA 78
HEMA 5%AAmM 138
HEMA 15%AAmM 130
HEMA 25%AAM 46
HEMA 5%AE 34
HEMA 5%AB 132

Deci unghiul de contact este invers proportiona cu gradul de umectare (Figura 75).
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Figura 75. Valorile unghiului de contact pentru diferite lichide utilizate

Din valorile de unghi de contact s-a calculat tensiunea superficiala pentru

hidrogelurile sintetizate, prezentate Tn tabelul 10.
Tabelul 10. Valoriletensiunii superficiale

Proba Tensiunea superficiala
(mN/m)

HEMA 35
HEMA 5%AA 72
HEMA 15%AA 43
HEMA 25%AA 39
HEMA 5%AAmM 69
HEMA 15%AAmM 65
HEMA 25%AAmM 23
HEMA 5%AE 17
HEMA 5%AB 66

Tensiunea superficiala este determinata de prezenta legaturilor de hidrogen [27].
Astfel, adiugarea de comonomer duce la cresterea valorii tensiunii superficiale, deci este
necesara o energie din ce in ce mai mare pentru arupe legaturile din hidrogel.

Valorile unghiului dinamic, ne da relatii cu privire la textura suprafetei testate, daca
este omogena sau heomogena. O suprafata omogena este atunci cand lichidul va umple toate
rugozitatile de suprafata, deci va avea un histerezis mare [28]. Valorile obtinute pentru
hidrogelurile testate sunt prezentate in figura 76.
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Figura 76. Valorile hister ezisului obtinut la masurarea unghiului dinamic
Putem observa ca valorile histerezisulului scad cu adaugarea de comonomer, deci, va

creste omogenitatea de suprafata a hidrogelurilor sintetizate.

CAPITOLUL IV
STUDII PRIVIND EVALUAREA BIOMECANICA A
HIDROGELURILOR

IV.1. DETERMINAREA CARACTERISITICLOR MECANICE LA
COMPRESIUNE

IV.1.1. Stabilirea parametrilor experimentali

PROTOCOLUL EXPERIMENTAL

PROBELE: Hidrogeluri cu forma cilindrica, cu diametrul de 50mm, si 0 grosime de
~2mm, n stare hidratata in solutie tampon pH este 7. Pentru testarea cartilgjului articular de
pui au fost folosite esantioane cu 0 grosime de 2mm si un diametru a partii bombate de 3
mm.

Tn cadrul experimentelor de compresiune pot apirea doua situatii [29]:

e Hidrogelul are o frecare considerabila, care nu poate fi neglijabila la peretele
platanului. Tn acest caz, pentru a putea evalua raspunsul mecanic din volumul
hidrogelului, se vaincerca sa se mareasca aceasta frecare si si se imobilizeze
hidrogelul 1a peretele platanului (Figura 77a).

e Hidrogelul are o frecare neglijabila (~ 0). Tn acest caz, raspunsul mecanic a
hidrogelului are doua componente: o parte de aunecare, si una de
compresiune. Problemele care apar in acest caz, sunt legate de deformarile



mari favorizate de o alunecare maxima, care poate induce fisuri in zona
externa ahidrogelului (Figura77b).

b)

Figura 77. Conditiile limita la peretele platanelor reometr ului:
a) alunecar e maxima
b) aderentia maxima

Pentru a preveni aceste probleme care apar la compresiunea unui hidrogel, s-a aes
folosirea de hértie abraziva (cu granulatie de ~180um) lipite pe cele doua platane ae
reometrului, obtindndu-se astfel o aderenta maxima la perete. Pentru a preveni fisurarea
hidrogelului, au fost realizate comprimari de 20% din grosimea probei, intr-un singur pas sau
4 comprimari de céte 5%.

Fiecare compresiune a fost urmata de o perioada de relaxare de 600s, timp necesar
pentru relaxarea completa a hidrogelului.

HIDRATAREA SI PRE-INCARCAREA: Pentru a fi Tn aceleasi conditii fiziologice ca
si cartilgjul articular, toate testele de compresiune au fost realizate in mediu hidratat,
folosindu-se ca mediu de hidratare solutie tampon pH 7. Cu toate ca platanele nu sunt propice
pentru a realiza teste in mediu hidratat, a fost improvizat un platan astfel incat sa permita
efectuarea testelor in mediu hidratat, prin lipirea unui 'manson’ din plastic (Figura 78a).

Pentru uniformizarea rugozitatilor de suprafata, pentru fiecare test de compresiune, o
pre-incarcare de 0,02N a fost exercitata asupra fiecarui hidrogel Tnhainte de masuratori (ceea
ce corespunde lui hi, fata de hO care reprezinta grosimeainitiala (Figura 78b)).
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Figura 78. a)Dispozitivul final detestarein compresiune
b)Pre-incar car ea Tnainte de compresiune

CALCULUL SUPRAFETEI DE CONTACT (S): Ariade contact in cazul hidrogelurilor
afost considerata constanta, hidrogelurile avand un diametru egal cu cdl a platanelor, iar cu
gutorul hartiei abrazive au aderat puternic la peretele platanelor. Tn cazul cartilajului
articular, masurarea suprafetel de contact a fost realizata prin comprimarea suprafetel
cartilgjului cu o lama de sticla (care asigura o pre-incarcare de 0,02N), iar cu gutorul unui
microscop optic s-a putut calcula aria de contact.

PROTOCOLUL DE COMPRESIUNE/RELAXARE: Dupa pre-incarcare, au fost
aplicate deformari ntr-un singur pas (~20%), sau in 4 pasi, compresiune de 5% fiecare.
Compresiunea a fost urmata de o perioada de relaxare pana la echilibru (600 s). Viteza de
compresiune a fost aleasa constanta de 0,02 mm/s; aceasta viteza este aleasa conform datelor
bibliografice astfel Tncét sa fie incadrata Tn intervalul de valori fiziologice ae solicitarilor
cartilgjului articular [30]. Acest protocol a fost aes pentru a determina caracteristicile de
elasticitate ale hidrogelurilor sintetizate, in comparatie cu cel a cartilgului articular.

IV.1.2. Rezultate si discutii

Testele reologice au fost realizate pe hidrogelurile sintetizate si pe cartilgjul articular
de pui. Graficul fortel normale in functie de timp ne permite si comparam testele de
comprimare realizate intr-un singur pas de 20% sau in 4 pasi de 5% fiecare (Figura 79).
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Figura 79. Curbe de compresiune de 20% fata de grosimea hidrogelului:
a) compresiune in 5 pasi de 4% fiecare din grosimea hidrogeului;
b) compresiuneintr-un singur pas de 20% din grosimea hidrogelului.

Din figura 77 se poate observa ca avem acelasi raspuns la comprimare fie ca estein 5
pasi sau un singur pas. Acest rezultat confirma faptul ca avem o reproductibilitate a
rezultatelor referitoare la proprietitile de material, obtindndu-se acelasi raspuns, indiferent de
modul de aplicare a solicitarii.

Pentru a cuantifica comportamentul la compresiune a hidrogelurilor in comparatie cu
cel a cartilgului articular, a fost calculat modulul elastic aparent, E*. Conform legii lui



Hooke, E* este calculat din panta partii liniare a curbel tensiune (¢ este F/S) in functie de
deformare (g). Tn cazul compresiunilor Tn 5 pasi, s-a luat In considerare cele 5 picuri maxime
de compresiung, in timp ce pentru compresiunea intr-un singur pas, s-au luat in considerare
toate valorile presiunilor corespunzatoare partii de compresiune a curbel (Figura 80).
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Figura 80. Curbele de compresiune pentru hidrogelurile sintetizate Tn comparatie cu cartilajul articular, cu liniade
r egr esie cor espunzitoar e
a) hidrogeluri pebazia de HEM A si comonomer AA
b) hidrogeluri pe baza deHEMA si comonomer AAm
¢) hidrogel HEM A, hidrogeluri pe baza de HEM A si comonomeri AE, AB

Se poate observa ca raspunsul fiecarui hidrogel 1a compresiune este diferit in functie
de comonomerul folosit. Amplitudinea picurilor de compresiune, deci raspunsul imediat la
compresiune, a hidrogelurilor cu HEMA, HEMA 5%AA este asemanator cu cel d
cartilgjului articular. Odata cu cresterea continutului de comonomer, flexibilitatea lanturilor
polimerice creste, astfel Tncét, elasticitatea hidrogelurilor va creste cu cresterea procentului de
comonomer adaugat. Astfel, modulul de elasticitate va scadea cu adaugarea de comonomer.

Rezultatel e obtinute sunt prezentate in tabelul 11.

Tabelul 11. Valorile modulului de elasticitate aparent, E* pentru hidrogelurile sintetizate si cartilajul articular

Proba E* (MPa)
HEMA 0,7+0,02
HEMA 5% AA 0,7+0,03
HEMA 15%AA 0,6+0,01
HEMA 25%AA 0,4+0,03
HEMA 5%AAmM 0,5+0,02
HEMA 15%AAmM 0,3+0,01
HEMA 25%AAmM 0,2+0,03
HEMA 5%AE 0,1+0,01
HEMA 5%AB 0,1+0,04
Cartilaj articular 0,9+0,05




Se poate observa ca hidrogelurile HEMA si cele cu comonomerul AA au un
comportament asemanator cu cel a cartilgjului articular.

IV.2. DETERMINAREA CARACTERISTICILOR DE VASCOELASTICITATE

PRINCIPIU: Aparatul folosit Tn acest caz a fost tot reometrul, folosit in aceessi
configuratie ca in testele de compresiune (Figura 78a). Tnsi, In cazul testelor de baeig de
frecventa (FS) se pastreaza constanta amplitudinea si se urmareste variatia modulelor de
forfecare si a tangentei unghiului de pierderi pe un domeniu larg de frecvente. Baleigjul de
frecventa ofera informatii utile legate de structurainterna a hidrogelului.

Conditiile de baza pentru efectuarea corecta aunel astfel de analize sunt:
e Probaadera laambele placi si nu apar alunecari sau deplasiri locale;
e Probaeste deformata omogen in intreg spatiul de forfecare.

V.2. TESTE DE FRECARE LA SCARA NANOSCOPICA

IV.2.1. Stabilirea parametrilor experimentali
PROTOCOL EXPERIMENTAL

PROBELE: Hidrogeluri cu forma cilindrica, cu diametrul de 50mm, si 0 grosime de
~2mm in stare hidratata, in solutie tampon pH 7. Pentru testarea cartilgjului articular de pui
au fost folosite esantioane cu 0 grosime de 2mm si un diametru a partii bombate de 3 mm.

IV.2.2. Rezultate si discutii

Testele reologice au permis analiza Tn conditii dinamice si oscilatorii, determinand
astfel, Tn acelasi timp modulul elastic si vascos al materialelor polimerice.

Amandoua modulele au crescut odata cu frecventa aplicata, G’ fiind ma mare ca G”,
indicand faptul ca hidrogelurile testate au un comportament elastic solid la frecventele
studiate. Totodatd, la ® mici, se pot observa cateva mici modificari ale G”, si acestea pot fi
atribuite componentel vascoase ale hidrogelurilor (Figura 82).
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Figura 82. Reprezentarea lui G' si G" pentru hidrogelurile obtinute
Cacularea modulului de forfecare dinamic, G* (Figura 83) a permis reprezentarea
evolutiel salein functie de frecventa aplicata.
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Figura 83. Modulul deforfecare aparent pentru hidrogelurile sintetizate in comparatie cu cartilajul articular:
a) hidrogeluri pebaza de HEM A si comonomer AA;



b) hidrogeluri pe baza de HEMA si comonomer AAm;
¢) hidrogdd HEM A, hidrogeluri pebaza de HEM A si comonomeri AE, AB.

Valorile tan (8)<1 indica prezenta unel retele interne stabile de forte in proba, masura
astabilitatii mecanice a acesteia (Figura 82). Cresterea brusca avalorii tan (8) releva faptul ca
hidrogelurile au o structura formata dintr-o retea permanenta reticul ata.
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Figura 84. Valoriletan(d) obtinute pentru hidrogelurile sintetizate in comparatie cu cartilajul articular
De asemenea, valorile obtinute pentru hidrogelurile sintetizate cu comonomeri, se
incadreaza in plga de valori normale ae cartilgului articular, in care tan (6) are valori
cuprinse intre 0,15 si 0,36.
in concluzie, copolimerizarea a dus la Tmbunatatirea proprietitilor hidrogelului pe
baza de HEMA, cu rezultate comparabile cu cele obtinute pentru cartilgjul articular.

IV.3. ANALIZA CRITICA A MATERIALELOR SI SELECTIA
SISTEMELOR CU POTENTIALE APLICATII BIOMEDICALE

In tabelul 12 sunt sintetizate principalele valori obtinute pentru hidrogelurile
sintetizate si cartilgjul articular.

Tabelul 12. Sinteza rezultatelor preliminarii obtinute

Grad de G+
*
Proba umflare (MPa, 1a3Hz) E* (MPQ)
(%)

HEMA 26+1 2,3£0,5 0,7+0,02
HEMA 5%AA 7141 0,23+0,1 0,7+0,03
HEMA 15%AA 7611 0,22+0,4 0,6+0,01
HEMA 25%AA 85+1 0,24 £0.1 0,4+0,03
HEMA 5%AAmM 82+1 0,76+0,2 0,5+0,02
HEMA 15%AAm | 120+1 7,7£0,3 0,3+0,01
HEMA 25%AAm | 160+1 3,87+0,1 0,2+0,03
HEMA 5%AE 52+1 0,71+0,4 0,1+0,01




HEMA 5%AB 55t1 1,61+0,5 0,1+0,04
Cartilg articular 751 0,25+0.2 0,9+0,05

Vaorile care se apropie de cele de cartilgjului articular sunt prezentate ingrosat in
tabelul 12. Se poate astfel observa ca prin folosirea comonomerilor pentru hidrogelurile
sintetizate s-au putut controla proprietatile hidrogelurilor pe baza de HEMA. Tnsi, adaosul
comonomerului AA determina obtinerea de hidrogeluri care se apropie cel mai mult de
comportarea cartilgjului articular. De aceea, in continuare, pentru testele urmatoare, se va lua
in considerare doar trei formulari: HEMA 5%AA care are un raspuns mecanic la
compresiune asemanator cu a cartilgului articular, HEMA 25%AA care are un raspuns
mecanic la forfecare asemanator cu al cartilgjului articular, precum si hidrogelul HEMA care
este etalonul si cartilgjul articular, pentru a putea compara valorile obtinute. Valoarea
obtinuta pentru cartilgjul articular corespunde cu datele bibliografice [31].

IV.4. ANALIZA NANOMECANICA A HIDROGELURILOR P(HEMA-
co-AA)

IV.4.1. Teste de nanoidentare

PRINCIPIU: pentru masurarea proprietatilor nano-mecanice ae cartilgjului de pui si
hidrogelurilor sintetizate s-au utilizat masuratori in AFM. Pentru aceasta aplicatie, esantionul
vine in contact cu varful nanometric al AFM-ului Tntr-o maniera controlata, prin deplasarea
tubului piezoelectric [Z (nm)]. Tn urma contactului, are loc o deflexiune statica a cantilever-
ului. Aceasta deviatie este masurata prin intermediul reflexiel fascicolului laser, care este
proportionala cu forta [Fn(pN)] suportata de cantilever (Figura 87).
Pentru interpretarea rezultatelor au fost trasate curbe de forta de apropiere, F in functie de
deplasarea pe directia z.
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Figura 87. Reprezentarea schemei simplificate a AFM -ului



PARAMETRI:

MODELUL TEORETIC CONTACTUL LUI HERTZ: Contactul lui Hertz se refera la
fortele localizate atunci cand doua suprafete sferice vin in contact, si se deformeaza usor sub
actiunea fortelor aplicate. Tn acest caz, cele doui suprafete sunt varful nanometric si
esantioanele, considerate sferice la scara nanometrica. Teoriel lui Hertz ne permite si punem
in ecuatie (F=4/3 VR E* (dz)1,5) fortadin zona de contact in functie de forta normala aplicata
[F (pN)], raza varfului nanometric (R) si modulul de elasticitate aparent [E* (MPa)].

IV.4.1.1 Stabilirea parametrilor experimentali

PROTOCOL EXPERIMENTAL

PROBELE: Hidrogelurile sintetizate si cartilgjul de pui proaspat, prelevat n aceeasi zi
au fost fixate (prin lipire cu gutorul une cantitati mici de cianoacrilat) in suporti de teflon
(Figura 88).

Mediu de hidratare
13mm

Z'SW 5mm

32mm

Hidrogel
Suport de teflon

Figura 88. Schema suportului deteflon utilizat latestele de nanoidentare
Utilizarea acestor suporti in teflon a permis formarea unui menisc la adaugarea

mediului de hidratarea, asigurand astfel mentinerea conditiilor de hidratare pe parcursul
experimentelor.
Pentru analize au fost utilizate doua tipuri de nanosenzori (Figura 89):
e cu varf ascutit, din nitrura de siliciu (Si3Ni4) cu raza de 10nm si constanta
elastic de IN/m (Veeco, DNP-S10) (Figura89a);
e cu varf sferic, din borosilicat cu raza de 20um si constanta elastica de 2,8
N/m (NanoandMore, CP-FM-BSG) (Figura 89b).

R=20um
a) b)
Figura 89. Micrografii ale nanosenzorilor folositi:
a) varf sferic
b) varf ascutit

R=10nm

Testele au fost facute la o viteza medie de 500nm/s .

1V.4.1.2. Rezultate si discutii
Pentru masurarea deflexiunii cantilever-ului care sustine varful nanometric, la
apropierea esantionului, avem urmatoarele situatii (Figura 90):



cand varful nu este in contact cu suprafata nivelul deflexiunii cantilever-ului
este zero, deci forta exercitata asupra sondel este zero;

cand varful este in contact cu o suprafata rigida (in cazul nostru este referinta),
cum aria de contact ramane constanta pentru ca suprafata nu se deformeaza,
deflexiunea masurata va fi comportarea elastica a cantilever-ului, deci, vom
obtine o dreapta cu panta proportionala cu constanta elastica a cantilever-ului:
kc;

cand varful este in contact cu o suprafata elastica (cazul hidrogelurilor si a
cartilgului  articular) deflexiunea cantilever-ului va fi reprezenta de
deformarea cantilever-ului+deformarea probei: kc+ks. Cum contactul este
considerat la

scara nano sfera-plan, aria de contact variaza cu fortanormala, si vom obtine o
curba parabolica.

Referinta
Forta normala(Fn) Sup/rafatar|g|da
(nN)

Cartilaj/Hidrogel
Suprafata elastica

A

e

S

Fara contact ke %
—' ke ks 3
— iz
7
Deplasare pe Z

(hm)

Figura 90. Interpretarea curbelor obtinute prin nanoidentare

Pentru a interpreta aceste masuri vom fita curba parabolica printr-o regresie de tip

putere (Figura 91).
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Figura 91. Reprezentarea curbelor Fn/R in functie deidentaresi curbele defitaretip putere
In figura 90 se poate observa curbele de identare pentru hidrogelurile sintetizate si

cartilgjul articular obtinute Tn cazul testelor cu varful sferic. Rezultatele (statistica pe ~1000



puncte de masura) ne arata ca, in cazul hidrogelurilor testate cu varf sferic si cartilgjului
articular testat cu varf ascutit, analiza regresiei cu gjutorul unei curbe tip putere ne da un
coeficient o de 1,5 (Figura 92a). Tnsa, in cazul cartilgjului articular, pentru testele in care este
folosit nanosenzorul cu varf sferic obtinem coeficient 1 (Figura 92b).
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Figura 92. Histogramele obtinute pentr u:
a) hidrogelurile sintetizate testate cu varf sferic si cartilajul articular
testat cu varf ascutit
b) cartilajul articular testat cu varf sferic

Explicatia acestui comportament se poate pune pe baza rugozitatii cartilgului
articular. Cartilgjul articular are o rugozitate de ~1000nm. Avand acelasi ordin de marime cu
cel a varfului de nanoidentare, este posibil si avem contacte multiple (Figura 93), ceea ce va
duce la obtinerea unui coeficient cu valoarea 1.

—

a) b)
Figura 93. Schema simplificata a cartilajului articular testat cu:
a) varf sferic
b) varf ascutit

In consecintd, pentru a avea rezultate verosimile la scara nanometrici, trebuie
controlati parametrii de testare, pentru a putea minimiza interpretarile gresite. De exemplu,
curbele AFM arata ca pentru testele in care s-a folosit varful sferic, cu raza de 20um, se
obtine o curba de regresie cu coeficientul de 1,5, in cazul Tn care rugozitatea este mica (cazul
hidrogelurilor), Tnsi, cand rugozitatea este de acelasi ordin de marime cu raza varfului (cazul
cartilgjului articular), rezultatele nu urmeaza aceessi lege, avand mai degraba o lege liniara,
aceasta putand fi datorata punctelor multiple de arii de contact. Pentru a solutiona aceasta
problema, s-a ales folosirea unui varf cu o raza mai mica decét rugozitatea cartilgului
articular [32].

Deci, pentru a putea avea date interpretate de teoria lui Hertz, trebuie si alegem varful
nanosenzorului Tn functie de rugozitatea probelor.



O dta conditie pentru a putea aplica teoria lui Hertz, este si nu existe forte de
adeziune. Se poate observa din histograma din figura 94 ca doar 40% din curbele obtinute au
avut o adeziune de 0,7nN, Tn timp ce mai mult de jumatate din ele nu prezinta adeziune.
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Figura 94. Histograma pentru for tele de adeziune
Toate aceste rezultate, ne permite aplicarea modelului teoretic a contactului lui Hertz,

cu gutorul caruia va fi posibila calcularea modulului elastic aparent la scara nano (Figura
95).
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Figura 95. Histograme obtinute pentru valorile modului elastic aparent:
a) cartilajul articular
b) hidrogelul HEM A 5% AA

Valorile obtinute pentru modulul elastic aparent sunt prezentate Tn tabelul 14.
Tabelul 14. Valorile modulului de elasticitate aparent obtinute la scar a nano

Proba E* (MPa)

HEMA 0,9+0,08
HEMA 5%AA 0,5+0,1
HEMA 25%AA 0,2+0,07
Cartilg articular 0,9+0,1

Valorile modulului de elasticitate aparent obtinut la scara nano sunt comparabile cu
cele obtinute la scarda macro, insa cu mici diferente. Aceste diferente cresc cu adaugarea
comonomerului de AA si se datoreaza neomogenitatii hidrogelurilor, asa cum au aratat si
testele de determinare a unghiului de contact dinamic.



CAPITOLUL YV
ANALIZA TRIBOLOGICA A HIDROGELURILOR

V.1. STUDII DE FRECARE LA SCARA MACROSCOPICA

PRINCIPIUL METODEI consta in frecarea suprafetel esantioanelor pe o suprafata de
sticla. Avantajul folosirii platanului din sticla consta in faptul ca se poate vizualiza contactul
dintre cele doua suprafete, si degradarea probelor, acolo unde este cazul.

PARAMETRI folositi pentru testele tribologice au fost stabiliti pe acelasi reometru
ARES folosit la testele de comprimare si forfecare. De obicei, testele tribologice se realizau
cu un tribometru, Tnsa folosirea reometrului ne permite controlarea unor parametri, ca viteza
de deformare si frecventa de oscilare. De asemenea, geometria hidrogelurilor nu are
importanta, iar sensibilitatea in masurarea de coeficienti de frecare mici este ma mare decét
in cazul unui tribometru [33]. A fost impusa o deformare normala constanta (15% din
grosimea hidrogelurilor) si s-a masurat cuplul de frecare alcatuit din forta normaa si
tangentiald, ceea ce ne-a permis sa reprezentam coeficientul de frecare in functie de timp.
Pentru a evita suprapunerea liniilor de frecare ale celor trel  hidrogeluri am realizat deplasiri
alternative corespunzatoare unei treimi din circumferinta platanului reometrului (Figura 97).
Testele au fost realizate Tn mediu hidratat, solutie pH 7, pentru a imita mediul fiziologic in
Vivo.
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Figura 97. Reprezentarea schematica a dispozitivului defrecarela scara macro

COEFICIENTUL DE FRECARE (COF), permite caracterizarea contractiel
perpendiculara la directia efortului aplicat. La o intindere, este raportul dintre contractia
transversala si alungire axiala. Este ntotdeauna ma mica sau egala cu 0,5, o valoare limita
care corespunde unei material incompresibil, cum ar fi de exemplu un lichid sau cauciuc
(materia solid).



V.1.1. Stabilirea parametrilor experimentali

PROTOCOL EXPERIMENTAL pentru testele redlizate a fost folosita o viteza de
0,5mm/s, vaoare ce reprezinta media intervalului fiziologic [34]. Forta tangentiala
inregistrata Tn timpul testelor a fost divizata la forta normala, obtinandu-se astfel coeficientul
de frecare (COF).

PROBELE folosite au fost trel hidrogeluri plan convexe care au fost simetric lipite pe
platanul superior din metal iar cel pe care au fost frecate hidrogelurile din dicla.
Hidrogelurile au fost in stare hidratata Tn solutie tampon pH 7.

V.1.2. Rezultate si discutii

Pentru a calcula coeficientul de frecare s-a determinat valoarea acestuia la dus si
intors Tn functie de timp (Figura 98). Vaoarea COF este media valorilor obtinute care are
semnul plusladus s semnul minus atunci cand afost schimbat sensul de frecare.
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Figura 98. Graficul COF la scara macro in functie detimp
Valorile obtinute si cu deviatia standard respectiva sunt prezentate in tabelul 15.
Tabelul 15. Valorile coeficientilor de frecare pentru hidrogelurile sintetizate

Proba COF
HEMA 0,02+0,002
HEMA 5%AA 0,05+0,004
HEMA 25%AA 0,03+0,003
Cartilg articular 0,01+0,005

Rezultatele au aratat un coeficient de frecare mic, de ordinul 10-2, si constant pentru
0 perioada de 30 minute fara degradarea mecanica a probelor.

V.2. TESTE DE FREACRE LA SCARA NANOSCOPICA

PRINCIPIUL METODEI consta in faptul ca, in afara fortelor normale, cantilever-ul
este sensibil si lafortele de frecare (Ff) care creeaza un cuplu de torsiune, si deci o variatie pe
orizontala a semnalului fotodiodei. Experimentele de frecare au fost realizate in modul de
modulare lateral. Aceasta tehnica consta n aplicarea unel deplasiri laterale contactului dintre



varf si suprafata si masurarea raspunsului de torsiune, adica a fortel laterale create, in
conditiile in care forta normala este constanta (Figura 102).
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Figura 102. Reprezentar ea schematici a dispozitivului de frecarela scara nano

V.2.1. Stabilirea parametrilor experimentali

Pentru PROTOCOLUL EXPERIMENTAL in cazul masuratorile tribologice la scara
nano s-a folosit tot microscopul de forte atomice. Esantionul este in contact cu sonda, si se
impune o deplasare a esantionului mentinand forta normala constanta. Masurand torsiunea
cantilever-ului putem determina forta laterala cunoscand constanta elastica de torsiune a
levierului. Testele au fost realizate Tn mediu hidratat, iar pentru a avea aceleasi conditii
experimentale ca cele de la scara macro, s-a folosit un senzor nanometric sferic din
borosilicat, cu o constanta de torsiune de 150N/m si o raza de 20um. Distanta de frecare a
fost de ~ 20 um, iar viteza de 0,5 um/s ceea ce corespunde la 3Hz, valoare corespunzatoare
conditiilor fiziologice [35]. Forta normala afost de 500 nN.

PROBELE folosite au constat in hidrogeluri hidratate in solutie tampon pH 7 si cartilg)
articular de pui.

V.2.2. Rezultate si discutii

Valorile COF la scara nano in functie de timp sunt reprezentate in figura 103. Tn cazul
cartilgjului articular, datorita rugozitatilor sale de acelasi ordin cu cel a senzorului AFM, nu
s-a putu interpreta valorile obtinute.
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Figura 103. Graficul COF la scara nano in functie de timp
Valorile obtinute si cu deviatia standard respectiva sunt trecute in tabelul 16.

Tabelul 16. Valorile coeficientilor de frecare obtinuti

Proba COF

HEMA 0.03+0.005
HEMA 5%AA 0.05+0.007
HEMA 25%AA 0.02+0.003
Cartilg) articular -

Valorile obtinute sunt mici, de ordinul 10-2, cu mici diferente fata de valorile obtinute
la scara macro.

V.3. STUDII DE TOPOGRAFIE

PRINCIPIUL METODEI AFM consta Th masurarea topografiei probelor prin scanarea
unui varf pe o suprafata atét in aer cét si in lichid. Imaginile sunt generate cu gutorul unui
semnal ce vine de la fotodetector, acesta fiind asociat cu deflectiile cantilever-ului Tn urma
interactiunii acestuia cu suprafata.  Forta dintre varf si suprafata, este valoarea de referinta
pentru deflexia cantilever-ului.

V.3.1. Stabilirea parametrilor experimentali

Pentru PROTOCOLUL EXPERIMENTAL s-a ades un senzor AFM cu o constanta
elastica mica de 0,2 N/m (VEECO, DNP-S-10), in modul contact. A fost masurata
rugozitatea pic-la-pic, care reprezinta valoarea medie dintre picul maxim si minim de
rugozitate.

PROBELE folosite au constat in hidrogeluri hidratate in solutie tampon pH 7.

V.3.2. Rezultate si discutii
Imaginile topografice sunt prezentate in figura 106.




Figura 106. Topografia AFM pentru hidrogelurile:
a) HEMA
b) HEMA 5% AA
¢) HEMA 25%AA

Valorile rugozitatilor pic-la pic sunt prezentate in tabelul 17. Se poate observaca valorile
rugozitatilor pic-la-pic sunt mici, casi consecinta afolosirii matritel din ceramica.

Tabelul 17. Valorilerugozititii pic-la-pic

Proba Rugozitate pic-la-pic
(nm)
HEMA ~15+2
HEMA 5%AA ~50+5
HEMA 25%AA ~25+2

Valoarea rugozitatii a variat la adaugarea comonomerului de AA, nesemnal éndu-se o
dependenta liniara a caracteristicii odata cu cresterea concentratiei de AA Tn hidrogel; adaosul
de AA n hidrogel a determinat, totusi, o crestere arugozitatii materiaului.

CAPITOLUL VI

STUDII CINETICE DE INCARCARE SI ELIBERARE DE
PRINCIPII ACTIVE IN/DIN HIDROGELURI P(HEMA-CO-
AA)

VI.2.1.1. incircarea medicamentului in hidrogelurile pe baza de p(HEMA)

Hidrogelurile pe baza de HEMA si comonomer AA in stare uscata cu 0 masa intre
0,5-1 g au fost imersate intr-o solutie de medicament ketoprofen sau ibuprofen unde au fost
mentinute 48h. Dupa acest interval de timp, hidrogelurile ncircate cu medicament au fost
uscate, la etuva, la 37°C, timp de 72 h. Tn figura 112 este prezentat schematizat procesul de
incorporare a medicamentului Tn hidrogel uri.
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Figura 112. Schema simplificata de Tncor por are a medicamentului in hidrogeluri

Mecanismul de incorporare a fost unul fizic, pentru a nu schimba proprietatile
mecanice ae hidrogelurilor prin modificarea gradului de reticulare sau schimbari esentiale
ale proprietatilor de umflare. Astfel, hidrogelurile pot fi incircate cu medicamentele
considerate, gradul de Tncarcare fiind dependent de solubilitatea medicamentului Tn mediu
respectiv. Gradul de umflare in solutia de medicament a fost dependent de concentratia
de acid acrilic din hidrogeluri, crescand odata cu cresterea concentratiei de acid acrilic iar
cantitatea maxima de ibuprofen sau ketoprofen incorporata a fost determinata pe baza curbei
de etalonare (Figurile 113 si 114).
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Figura 113. Gradul deincircare maxim cu ketoprofen
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Figura 114. Gradul defincircare maxim cu ibuprofen



VI.3. Studii cinetice privind difuzia unor substante biologic
active din hidrogelurile sintetizate. Model teoretic de difuzie

Schema generala de eliberare a medicamentelor Tncor porate in hidrogeluri este
prezentata in figura 115.
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Figura 115. Schema de €eliber ar e a medicamentului din hidrogeluri
Cinetica de €eliberare a principiilor active depinde de procentul de comonomer AA din
hidrogeluri, volumul molecular a medicamentului si caracteristicile de solubilitate a
medicamentului Tn mediul de difuzie. Astfel, hidrogeluri cu o cantitate mare de AA au eliberat o
cantitate mai mare de medicament. Cantitatea de medicament eliberata a fost Tn concordanta cu
cea inglobata. Curbele cinetice de eliberare a medicamentului sunt prezentate in figurile 116 si
117.
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Figura116. Curbele cinetice de diberare a medicamentului eliberat in cazul ketoprofenului
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Figura 117. Curbele cinetice de eliber are a medicamentului eliberat n cazul ibuprofenului
In cazul ketoprofenului eliberarea s-a realizat in aproximativ 15 ore pentru HEMA
25%AA si 25 de ore pentru HEMA 5%AA. Tn cazul ibuprofenului, eliberarea s-a redizat in

aproximativ 45 de ore, pentru toate hidrogel urile testate (tabelul 20).

o

Tabelul 20. Cantitatea deibuprofen sau ketoprofen eiberata

Esantion Cantitatea de Timpul (h) Cantitatea de Timpul (h)
ibuprofen ketoprofen
eliberata eliberata
(mg) (mg)
HEMA 25 ~45 26 ~25
HEMA 5%AA 7,6 ~45 118 ~25
HEMA 25%AA 22,6 ~45 141 ~15

Hidrogelurile care contin o cantitate mai mare de AA elibereaza o cantitate mai mare de
medicament. Eliberarea este corelata cu gradul de umflare la echilibru.

VI.3.1. Modelul teoretic de difuzie

Pentru analiza diberarii in vitro de principii active (medicamente), se folosesc
anumite modele matematice utilizate |a descrierea cineticii de eliberare. Pentru acest studiu s-
a aes aplicarea modelului Korsmeyer-Peppas, care, descrie eliberarea de medicamente din
sistemele polimerice. Alte modele matematice ca, cinetica de ordin zero, cinetica de ordin
unu, modelul Higuchi si Hixon Crowell, descriu de obicel sistemele de eliberare n care
viteza de eliberare depinde de concentratia medicamentului, descrierea eliberarii din matrici
insolubile bazate pe un transport tip Fikian, sau, eliberarea ca rezultat a unei modificari de
suprafata si adiametrului tabletelor sau particulelor [36, 37, 38, 39].

Pentru a putea afla mecanismul de eliberare, curbelor de eliberare i s-a aplicat acest
model (conform ecuatiei descrise in capitolul I1)(Figurile 116 si 117).
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Figura 116. Modelul matematic Korsmeyer-Peppas pentru eliberarea de ketoprofen
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Figura 117. Modelul matematic K orsmeyer -Peppas pentru eiberarea deibuprofen
Au fost obtinuti indici Tn intervalul 0,39 <n <0,89, ceea ce indica o difuzie de tip non-Fikian.
Difuzia medicamentului din matricea hidrogelurilor a fost in strénsa relatie cu umflarea
hidrogelurilor in mediul de eliberare (Tabelul 22).

Tabelul 22. Coeficientii obtinuti Tn ur ma aplicarii modelului matematic K or smeyer-Peppas

Proba Ibuprofen Ketoprofen

HEMA 0,43; r2~0,99 0,39; r2~0,99
HEMA 5%AA 0,54; r2~0,99 0,75; r2~0,99
HEMA 25%AA 0,82; r2~0,98 0,84; r2~0,98




CONCLUZII GENERALE

Proprietatile mecanice unice ale cartilgjului ca suprafata portanta rezulta atét din
proprietitile sale structurale cit si compozitia chimici a matricei extracelulare. Tnsi,
numeroase patologii osteoarticulare afecteaza cartilgul articular, ducand la uzura acestuia.
Metodele de tratament actuale (medicamente, implanturi) nu pot asigura repararea cartilgul ui
articular pe termen lung. Astfel, cercetatorii au gasit ca solutie ingineria tisulara. Scopul
ingineriel tisulare a cartilgului articular este si se foloseasca celule, matrici, principii
biologic active, singure sau in combinatie unele cu altele, pentru a sintetiza in vitro un
material care sa fie este echivalent cu cartilgjul articular sanatos, atat din punct de vedere
structural cét si functional.

Incadrandu-se in contextul prezentat, lucrarea si-a propus si aduci contributii n
domeniul realizarii de noi materiale polimerice pe baza de p(HEMA) cu aplicatii in ingineria
tisulara a cartilgjului articular, cercetarile efectuate permitand sistematizarea urmatoarelor
concluzii generale:

1. Sinteza de noi hidrogelurile pe bazid de p(HEMA) s-a realizat Tntr-o singura etapa
de polimerizare radicalica, intr-un timp scurt, fara a necesita o aparatura complicata, precum
si un cost redus. Hidrofilia a fost modificata utilizénd diferiti co-monomeri cu caracter
puternic hidrofil (acid acrilic-AA, acrilamida-AAm) sau hidrofob (acrilat de etil - AE, acrilat
de butil - AB), Tn prezenta unui monomer bifunctional cu rol de reticulant, tetraetilenglicol
diacrilat (TEGDA).

2. Din analiza datelor de spectroscopie in infrarosu (spectrele FTIR) rezulta faptul ca
reactia de polimerizare s-a produs intre componentele considerate pentru sinteza. Odata cu
cresterea procentului de comonomer, se poate observa o crestere a intensitatii benzii —OH
(~3440 cmY), benzii corespunzitoare legaturii C este O (~1640) si a benzii caracteristice

gruparii metil, ceea ce confirma faptul cia copolimerul este bine prezent Tn structura
hidrogelurile sintetizate.

3. Din rezultatele TG obtinute se poate observa ca hidrogelurile sintetizate au o
stabilitate termica mai mare decét pentru hidrogelului p(HEMA), iar aceasta stabilitate n
genera creste odata cu cresterea procentului de comonomer folosit la sinteza. Aceste rezultate
sunt Tn concordanta cu spectrele FTIR, Tn care intensitatea domeniului grupelor -OH creste
odata cu cresterea procentului de comonomer. Energia de activare in general creste odata cu
cresterea procentului de copolimer adaugat, sugerénd o Tmbunatatire a stabilitatii termice a
hidrogelurilor. Vaoarea mica a ordinului de reactie sugereaza faptul ca la descompunerea
termica este un proces dominant fizic. Din datele de DSC s-a putut calcula valoarea Tg a
hidrogelurilor. Aceasta a crescut cu adaugarea de comonomer, ceea ce ne confirma
Tmbunatatirea proprietatilor termice odata cu cresterea cantitatii de comonomer.

4. Din micrografiile ESEM se poate observa ca prin copolimerizare se obtine o
structura poroasa bine definita fata de hidrogelul HEMA. Din micrografiile SEM se poate



observa o structura mai neteda odatd cu adaugarea de comonomer, insa, hidrogelurile sunt
sensibile lafascicolul de el ectroni.

5. Tn toate cazurile, gradul de umflare a hidrogelurilor creste cu cresterea pH-ului
mediului, datorita repulsiilor electrostatice dintre formele ionizate ale grupelor carboxilice. Tn
cazul aplicatiilor lor ca substitut de cartilg articular, pH-ul este 7. Se observa o crestere a
gradului de umflare odatd cu cresterea procentului de comonomer. Tn cazul monomerilor
hidrofobi AE si AB, datorita hidrofobicitatii lor, se poate observa o scadere a gradului de
umflare. Se observa de asemenea ca hidrogelurile HEMA 5%AA, HEMA 15%AA si HEMA
5%AAmM au un comportament asemanator cu cel a cartilgjului articular, Tn ceea ce priveste
aceasta proprietate.

6. Adaugarea de comonomer a dus la cresterea valorii tensiunii superficiale, deci a
fost necesara 0 energie din cein ce mai mare pentru arupe legaturile din hidrogel. Acest lucru
confirma faptul ca, cu adaugarea de comonomer, legaturile de hidrogen cresc in intensitate.

Valorile unghiului dinamic, dau informatii cu privire latextura suprafetel testate, daca
este omogena sau neomogena. O suprafata omogena este atunci cand lichidul va umple toate
rugozitatile de suprafata, deci va avea un histerezis mare. Valorile histerezisulului au scazut cu
adaugarea de comonomer, deci, omogenitatea de suprafata a hidrogelurilor sintetizate
descreste Tn acest sens.

7. Testele de compresiune au fost realizate pentru a evalua proprietatile hidrogelurilor
sintetizate comparativ cu cele ale cartilgului articular. Hidrogelurile HEMA si HEMA cu
comonomerul AA au avut un comportament asemanator cu cel a cartilgjului articular, in ceea
ce priveste modulul elastic aparent(E*).

O dta caracteristica importanta a cartilgului articular o constituie proprietatile de
vascoel asticitate. Hidrogelurile sintetizate si cartilgjul articular au fost testate la forfecare,
determinandu-se astfel modulul de forfecare (G*).

8. Hidrogel urile sintetizate cu comonomerul AA au avut un comportament asemanator
cu cel a cartilgului articular. De aceea, In continuare, au fost selectate pentru testele
urmatoare, pentru trei formulari:

e hidrogelul HEMA, etalonul, pentru a vedea comparativ comportamentul
hidrogel urilor obtinute prin modificarea acestui hidrogel;

e hidrogelu HEMA 5%AA care are un raspuns mecanic la compresiune
asemanator cu a cartilgjului articular;

e Hidrogelu HEMA 25%AA care are un raspuns mecanic la forfecare
asemanator cu a cartilgjului articular.

9. Pentru hidrogelurile selectate, datorita faptului ca sinteza a fost realizata prin
polimerizare radicalica, s-a pus problema omogenitatii de suprafata. Pentru aceasta, au fost
realizate teste la scara nano, folosind microscopia de forta atomica, in aceleasi conditii cacele
readlizate la sacra macro. Din rezultatele obtinute se poate sublinia faptul ca valorile



modulului de elasticitate aparent obtinut la scarda nano sunt comparabile cu cele obtinute la
scara macro, cu mici diferente datorate neomogenitatilor care cresc odata cu adaugarea de
comonomer AA.

10. Una din cele mai importante caracteristici mecanice ae cartilgjului articular o
reprezinta coeficientul de frecare foarte mic dar si uzura mica, ceea ce il face un material
performant din punct de vedere tribologic. Aceasta a facut necesara analiza hidrogelurile
sintetizate si din punct de vedere al proprietatilor tribologice, optandu-se pentru o evaluare
atat la scara macro cét si la scara nanometrica.

Coeficientii de frecare obtinuti au avut valori mici de ordinul 10-2, comparabili cu
valoarea coeficientului de frecare a cartilgului articular. Valorile obtinute au fost
comparabile la cele doua nivele testate, macro si nano. Coeficientului de frecare a variat in
functie de structura hidrogelurilor, astfel, valoarea sa a scazut cu cresterea gradului de
umflare, deci cu adiaugarea de comonomer AA. De asemenea, asa cum era de asteptat,
coeficientul de frecare afost mai mic in cazul hidrogelurilor cu rugozitate mai mare.

11. Pentru a analiza caracteristicile de suport pentru eliberare controlata de
medicamente, hidrogelurile pe baza de HEMA si AA au fost incarcate si eliberare de principii
biologic active utilizate in tratamentul afectiunilor cartilgjului. Au fost realizate sisteme de
eliberare controlata cu ketoprofen si ibuprofen din hidrogeluri pe baza de HEMA si
comonomer AA.

Caracteristicile de solubilitate a ketoprofenului si ibuprofenului a determinat
adoptarea unei strategii pentru incarcarea cu medicament din amestec apa-etanol, gradul de
incarcare obtinut fiind Tn concordanta cu recomandarile de concentratii descrise n
specificatiile de tratament a afectiunilor cartilgjului.

Difuzia medicamentului din hidrogeluri a fost datorata umflarii acestorain mediul de
eliberare, solutie tampon, pH 7. Eliberarea a fost dependenta de procentul de acid acrilic din
hidrogeluri, iar modelul propus pentru cinetica de eliberare a fost cel descris de Korsmeyer-
Peppas. Indicii obtinuti, 0,39 <n <0,89, descriu o difuzie de tip non-Fikian.
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