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INTRODUCERE

Retelele polimere interpenetrate (interpenetrating polymer network, IPN) sunt considerate
printre cele mai eficiente biomateriale moderne. In ultimile decade, IPN-urile au fost investigate
in vederea satisfacerii necesitatilor unor sectoare specifice in industria polimerilor, dar domeniul
de aplicabilitate al acestei clase de materiale s-a largit considerabil datoritd performantelor
superioare demonstrate. Caracteristicile fizice si biologice imprimate IPN-urilor pe parcursul
fabricatiei lor fac din aceste biomateriale resursa primara pentru aplicatiile farmaceutice si
medicale, 1n special pentru obtinerea de suporturi in ingineria tisulard a tesuturilor moi si sisteme
cu eliberare controlatd a principiilor active. Sistemele de eliberare controlatd pe baza de retele
interpenetrate sunt concepute pentru a transporta si a elibera medicamentele cu un ritm specific,
cu minimum de fluctuatie in timp.

In incercarea de a realiza sisteme eficiente si sigure, cunostintele in domeniul ingineriei,
chimiei, farmaciei si medicinei sunt absolut necesare. Alegerea polimerului din care se fabrica
[PN-urile este determinata atat de aplicatia finala cat si de gradul de retentie, biocompatibilitatea,
proprietatile mecanice, gradul de adeziune, trombogenicitatea, porozitatea necesara materialului
etc. Importanta utilizarii polimerilor biocompatibili si biodegradabili in aplicatiile biomedicale
este In continud crestere datorita capacitatii lor de a forma retele tridimensionale cu caracter de
hidrogel, care tind sa absoarbd cantitdti mari de fluide biologice. Obtinerea de IPN-uri din
polimeri naturali si sintetici este consideratd utild mai ales in incercarea de a optimiza
biointeractiunea in conditii fiziologice. In acest scop, proprietitile polimerilor naturali si sintetici
pot fi modificate prin grefare, amestecare sau prin reticulare, caracteristicile mecanice si
biologice ale sistemului elaborat fiind astfel imbunatatite.

Datorita biocompatibilitdtii, biodegradabilitatii, a structurii bine definite si a
disponibilitatii, colagenul este unul dintre cei mai utilizati biopolimeri. Fiind considerat el insusi
un medicament, colagenul a fost utilizat ca material hemostatic si ca pansament in tratamentul
diferitelor tipuri de leziuni. In cazul afectiunilor severe ale pielii, administrarea sistemica a
principiilor active poate conduce la o concentratie insuficientd a acestora la locul afectat si la
efecte secundare. Acest neajuns si-a gasit cu succes rezolvarea 1n aplicarea locald a
medicamentelor, dezvoltindu-se astfel sisteme pe baza de colagen ce au ca scop incorporarea si
eliberarea locala a principiilor active, colagenul favorizand la randul lui refacerea tesutului
afectat.

Obiectivul lucrarii de fata consta in realizarea de noi biomateriale pe baza de polimeri
naturali si sintetici, care sd corespunda cerintelor impuse aplicdrii in ingineria tisulard. Noutatea
acestor sisteme consta in formarea de retele semi-interpenetrate, pe baza de colagene modificate
cu anhidride ciclice si reticularea acestora prin copolimerizare radicalica, fara includerea unor
agenti de reticulare cu potential toxic.

In vederea indeplinirii acestui scop, cercetdrile au fost desfasurate in urmatoarele directii:



Retele interpenetrate pe baza de colagen functionalizat si polimeri sintetici cu aplicatii biomedicale

- obtinerea de materiale colagenice modificate cu anhidride ciclice printr-o metoda
originald si caracterizarea acestora din punct de vedere al structurii, morfologiei, retentiei de
solutii apoase, biodegradabilitatii, precum si din punct de vedere al proprietétilor reologice.

- obtinerea de retele semi-interpenetrate cu caracter de hidrogel, pe bazd de colagene
modificate si poli(2-hidroxietil metacrilat) (pHEMA), urmarind biocompatibilitatea si
capacitatea sistemelor astfel formate de a elibera principii active intr-un mediu fiziologic
simulat.

Teza este alcatuitd din doud parti, una teoretica si cealaltd experimentald, fiind structurata
in cinci capitole, dintre care: primele doud reprezinta studiul bibliografic, iar celelalte, partea
originala.

In capitolul I sunt prezentate clasificarea, structura, proprietatile, reactiile de modificare
chimicd precum si aplicatiile biomedicale ale materialelor colagenice. Este specificatd
importanta colagenelor in procesul de vindecare a ranilor si stadiul actual al metodelor de
tratament Tmpreuna cu limitarile lor, pentru a evidentia problematica ce a condus la selectia
materialelor si strategia experimentald. In capitolul IT sunt prezentate metodele de obtinere si
proprietatile retelelor polimerice interpenetrate, precum si aplicatiile biomedicale ale acestor
sisteme, accentul fiind pus pe retelele interpenetrate cu caracter de hidrogel.

in capitolul III sunt prezentate materialele folosite pe parcursul experimentarilor,
metodele de sinteza si analiza utilizate.

Capitolul IV constd in prezentarea reactiilor de modificare chimicd a colagenelor cu
anhidride ciclice si caracterizarea acestora. In capitolul V este discutatd prepararea retelelor
interpenetrate pe baza de colagene modificate si copolimerizate in prezenta unui monomer
hidrofil (2-hidroxietil metacrilat, HEMA) si analiza rezultatelor experimentale obtinute, prin
prisma proprietatilor necesare asigurarii aplicatiei in ingineria tisulara.

Capitolul VI prezintd intr-o manierd sintetica principalele rezultate proprii, evidentiind in
acelasi timp contributiile originale ale lucrdrii. Datele bibliografice consultate pe parcursul
studiilor efectuate incheie lucrarea.

Teza de doctorat se extinde pe 174 pagini si contine 130 figuri, 25 tabele, 32 ecuatii si 210
citari bibliografice.

Rezultatele obtinute pe parcursul acestei teze au fost valorificate prin publicarea si
trimiterea spre publicare a 6 lucrari, Intre care 3 la reviste cu coeficient de impact, precum si in
comunicarea a 8 lucrari la manifestari stiintifice interne si internationale.

Rezumatul tezei de doctorat respectd denumirea capitolelor, numerotarea figurilor,
tabelelor si a referintelor bibliografice din teza.
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II1.1. Concept experimental

Obtinerea unor materiale polimere cu potentiale aplicatii Tn medicind si farmacologie
constituie obiectul de studiu a numeroase echipe de cercetare din intreaga lume, studiile fiind
orientate pe de o parte asupra realizarii unor compusi de sinteza cu proprietati noi, iar pe de alta
parte spre inducerea unor efecte sinergetice in materiale pe bazd de componente cunoscute.
Aceste materiale au aplicatii multiple in diverse domenii, de la medicind la industria alimentara
si cosmetica. In aplicatiile medicale, o deosebita atentie s-a acordat produselor cu componenta
biopolimerica, ca urmare a proprietdtilor de biocompatibilitate ale acestora, ceea ce le confera
potential crescut de utilizare in ingineria tisulara, 1n realizarea de sisteme cu eliberare controlata
de medicamente etc.

Interesul legat de utilizarea materialelor cu componenta naturala este de actualitate tocmai
datoritd necesitatii de asigurare a unor caracteristici biologice produselor cu aplicabilitate
medicala.

In urma analizei rezultatelor stiintifice din domeniul produselor medicale pe bazi de
colagen, s-a optat pentru lucrarea de fatd la o strategie de cercetare care a avut ca obiectiv

central:

N
Obtinerea de retele interpenetrate pe baza de colagen modificat si
polimeri sintetici cu aplicatii biomedicale.

Pentru atingerea acestui obiectiv cercetarile au fost orientate in doua directii:

= transformarea polimer-analoagd a unor materiale colagenice cu agenti de acilare si
esterificare, in scopul utilizarii acestora la realizarea de noi tipuri de materiale cu caracter de
retea interpenetrata;

= prepararea de noi retele interpenetrate pe bazd de derivati colagenici rezultati din
modificarile chimice si caracterizarea acestora in corelatie cu potentialele lor aplicatii
biomedicale.

Transformarile polimer-analoage au avut ca suport materialul colagenic in variantele
colagen solubil (Col) si gelatina (Gel), alegerea fiind datorata faptului cd acestea se constituie
intr-o clasd de materiale cu functionalitate si structura care permit interactiuni fizice si chimice
cu compusi micro- sau macromoleculari.

Sinteza retelelor interpenetrate pe baza de colagene functionalizate si polimer sintetic
(pHEMA) a avut ca obiectiv formarea de materiale cu caracteristici de hidrogel. Pentru
fabricarea IPN-urilor prin polimerizare radicalicd s-a utilizat un sistem de initiere redox
constituit din persulfat de amoniu (APS) si N,N,N'\N'-tetrametiletilen diamind (TEMED), un
sistem capabil sa declanseze reactia de polimerizare usor, Intr-un timp scurt si fara sa determine

producerea de produsi citotoxici. Experimentele au urmadrit evidentierea influentei gradului de

3
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modificare chimicd a colagenului asupra procesului de formare a retelei tridimensionale,
constituindu-se ca element de noutate din punct de vedere al compozitiei retelelor IPN cu
componentd colagenicd. Valorificarea acestor materiale s-a orientat spre obtinerea unor
pansamente utilizabile in refacerea tesuturilor, colagenul avand calititi deja recunoscute in

vindecarea arsurilor.
I11.3. Obtinerea colagenelor modificate

Pentru obtinerea biopolimerului modificat, 100 ml solutie colagen (I % in 0,1 M
CH3;COOH) s-au introdus intr-un balon de 250 ¢cm® cu trei gituri, conectat la un agitator
mecanic, cu agitator tip paletd. pH-ul solutiei de colagen a fost ajustat la o valoare egala cu §,
prin addugarea treptatd a unei solutii de hidroxid de sodiu (NaOH) de concentratie 1 %.

Viteza de agitare a fost setata la 1500 rotatii/minut. Anhidrida a fost solubilizata in dimetil
sulfoxid (DMSO) si addugata treptat peste solutia de colagen, la temperaturd ambientala. pH-ul
masei de reactie a fost reajustat la 8 prin addugarea de NaOH de concentratie 1N si mentinut la
aceasta valoare pe parcursul reactiei (24 ore). Pentru a urmari influenta raportului masic colagen
: anhidrida asupra gradului de substitutie al colagenului, s-au utilizat rapoarte intre colagen si
anhidrida: 1:1, 1:2 si 1:3. Volumul de DMSO utilizat pentru solubilizarea anhidridei a fost de 10
ori mai mic decat volumul solutiei de colagen luat in lucru.

Produsul obtinut s-a purificat prin dializd (membrand de dializd pentru molecule cu
greutate moleculard mai mica de 12.000 — 14.000 g mol™) contra apei distilate, timp de trei zile,
interval in care apa de dializa a fost schimbatd de cate 3 ori pe zi. Colagenul modificat a fost

izolat prin precipitare cu acetona si uscare la etuva, la 37 °C.

I11.4. Obtinerea retelelor interpenetrate

In vederea obtinerii retelelor interpenetrate, solutia de colagen modificatd (10 g L") s-a
omogenizat foarte bine cu monomer (2-hidroxietil metacrilat, HEMA) si initiator (APS — 5 % 1n
apa distilatd). Apoi s-a adaugat volumul calculat de TEMED si s-a omogenizat viguros, pentru
obtinerea compozitiei finale de polimerizare. Raportul molar APS:TEMED utilizat a fost
constant pentru fiecare formulare (1:1, mol:mol). Amestecul format s-a turnat in tavite de
polietilena si ldsat sa polimerizeze timp de 24 de ore, la temperatura camerei.

Hidrogelurile obtinute s-au purificat prin spalari repetate in apa distilatd, timp de 3 zile,

urmate de congelare la -20 °C si liofilizare la -62 °C si 0,03 mbar.
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CAPITOLUL IV

MATERIALE COLAGENICE MODIFICATE CU ANHIDRIDE CICLICE

In cercetarea intreprinsd s-a optat pentru folosirea colagenelor datoriti excelentei
caracteristici structurale care permit interactiuni fizice si chimice cu compusi micro- si
macromoleculari. Una dintre cele mai importante strategii utilizate in prezent in fabricarea
produselor cu aplicatii in ingineria tisulard este modificarea fizicd sau chimicd a polimerilor
existenti. Tratamentele fizice sau chimice la care sunt supuse materialele colagenice le maresc
rezistenta la biodegradare, le limiteaza caracteristicile de umflare si le scad solubilitatea.

Realizarea unor sisteme de eliberare controlatd care au ca suport colagenul si ca
medicamente antiinflamatoare de tipul Ibuprofenului, pot contribui la imbunétatirea starii de
sandtate umana prin scaderea incidentei tratamentului si a fazelor de evolutie a leziunilor.

Avand in vedere cele mentionate, s-a studiat posibilitatea prepararii de hidrogeluri pe baza
de colagene functionalizate, proces urmat de o copolimerizare grefata prin mecanism radicalic,
cu HEMA, precum si influenta unor parametri ai reactiei de reticulare (raportul
biopolimer:monomer si concentratia de initiator raportatd la monomer) asupra proprietatilor
hidrogelurilor obfinute. Modificarea chimica a colagenelor cu anhidride ciclice a fost urmarita
prin metode de analiza spectrala si elementala. S-a calculat gradul de substitutie si s-a investigat
modificarea conformationald a lanturilor macromoleculare prin masuratori reologice. A fost
studiatd morfologia in sectiune si s-a determinat stabilitatea termica si temperatura de denaturare

a biopolimerului pur si modificat.
IV.1. Chimismul reactiei de modificare a colagenelor cu anhidride ciclice

Reactiile de modificare a grupelor aminice s-au dovedit a fi de mare insemnatate in chimia
proteinelor. Modificdrile chimice ale colagenelor sunt efectuate in vederea obtinerii unor
materiale noi, cu proprietati superioare biopolimerilor nativi, in strictd corelatie cu o aplicatie
datd. Realizarea acestui obiectiv se poate face utilizand urmatoarele metode [168]:

- transformari polimer-analoage — reactii la gruparile functionale ale polimerilor naturali
cu compusi mic-moleculari, Tn urma cdrora se obtin polimeri cu compozitie diferita fatd de
compusul de plecare, fara a modifica gradul de polimerizare al polimerului natural.

- reactii de grefare — reactii la catena principald a biopolimerului ce implicd participarea
unui reactiv mic-molecular polimerizabil si formarea unor configuratii de tip ramificat,
influentand sensibil gradul de polimerizare al polimerului.

- reticulare — reactii in urma cdrora se obtin structuri tridimensionale.

Transformarile polimer-analoage ale colagenelor iau in considerare modificarea gruparilor

functionale existente (blocarea acestora cu substante chimice diferite) cat si introducerea unor
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grupari reactive (functionalizarea suplimentara a proteinet).

In conformitate cu acestea, studiul de fati si-a propus si abordeze reactiile de
functionalizare ale materialelor colagenice cu reactivi mic-moleculari (anhidride ciclice:
anhidrida maleicd (AM), anhidrida itaconicd (AIT), anhidrida citraconicd (ACIT), anhidrida
dimetilmaleica (ADMA)) reactii care au ca efect activarea colagenelor cu compusi cu duble
legdturi. Scopul modificarii colagenului este de functionalizare a biopolimerului cu duble
legaturi, care vor fi ulterior implicate in reactii de polimerizare cu monomeri solubili 1n apa,
pentru a forma retele IPN.

Functionalizarea colagenelor se realizeaza prin transformare polimer-analoaga, in sistem
omogen. Datele privind chimismul reactiei intre colagene si anhidridele ciclice indicd o
preponderentd a cuplarii la functia aminica, ca urmare a caracterului nucleofil mai pronuntat.
Mecanismul de reactie este unul de substitutie nucleofila la atomul de carbon carbonilic din

structura anhidridelor, care decurge prin aditie — eliminare (Figura IV.2).
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Figura IV.2. Reactia grupdarii aminice cu anhidrida maleica

La pH = 8, gruparea carbonilica nu este activatd de prezenta vreunui catalizator si reactia
debuteaza prin atacul nucleofil al gruparii aminice, prin perechea de electroni neparticipanti de la
atomul de azot (etapa de aditie nucleofild). Se formeazd un intermediar tetraedric, in care
hibridizarea atomului de carbon carbonilic trece de la sp2 la sp3. Datorita structurii amfionice,
acest intermediar nu este stabil si se stabilizeazd prin scindarea puntii anhidridice (etapa de
eliminare nucleofild). Produsul final de reactie rezultd prin transferul de proton de la ionul
amoniu (cu proprietati acide) la anionul carboxilat (cu proprietati bazice).

Aspectul major in reactia de acilare este hidrolizarea anhidridei. Prezenta unui exces de

anhidrida in mediul de reactie este, de obicei, suficientd pentru a minimiza producerea hidrolizei.
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IV.2. Analiza rezultatelor experimentale

Colagenele modificate au fost congelate la —20 °C si liofilizate in vederea evaluarii
caracteristicilor fizico-chimice. Modificarea chimicd a colagenelor poate fi evidentiatd prin
tehnici spectroscopice de tipul 'H-RMN si FTIR-ATR, precum si prin determinarea compozitiei

in azot si carbon.
IV.2.1. Analiza structurali a materialelor colagenice modificate cu anhidride ciclice

Analiza colagenelor functionalizate incepe cu validarea modificdrii structurale a

moleculelor prin tehnici spectroscopice ('H-RMN si FTIR-ATR).
IV.2.1.1. Caracterizarea prin spectroscopie "H-RMN

Considerand ca standard extern acetatul de trimetilsilil propionat (TMS) (& = 0,0 ppm), s-
au Inregistrat spectrele corespunzatoare colagenelor modificate si nemodificate la temperaturi
cuprinse intre 35 - 85 °C, in solutie de clorura de deuteriu (DCI, Sigma-Aldrich, CAS: 7698-05-
7).

in Figura IV.3 este prezentat spectrul "H-RMN pentru colagenul nemodificat.

Figura IV.3. Spectrul 'H-
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)i [ ‘| “ | |‘||‘|| fl “ | |
| | | |
N V! ‘IJ| hq L U V Hjl
WMWJI MI-’M:-.J‘W"'/ U I h\" !‘)\'"'l U IMW

$ P} 7 5 5 4 3 1T 0 ppm

colagenul nemodificat

Spectrul obtinut in urma analizei colagenului modificat cu AM (Col:AM, 1:1 g g') este
prezentat in Figura IV.4. Comparand cu spectrul inregistrat pentru colagenul pur, se evidentiaza
aparitia a trei picuri noi: doua picuri la 6 = 6,36 ppm si 6 = 6,71 ppm, fiind atribuite protonilor
din dubla legatura (-HC=CH-) a acidului mono-maleat, iar la & = 8,06 ppm se observa aparitia

celui de-al treilea pic corespunzator legaturii amidice.



Retele interpenetrate pe baza de colagen functionalizat si polimeri sintetici cu aplicatii biomedicale

H o ¢
%—N—C—C:CH
Hy) ‘

\ ! ‘ . ' Figura IV 4. Spectrul 'H-
| HI‘ | ‘ \‘ RMN inregistrat pentru
| colagenul modificat cu AM
/| “ o “H | m (Col:AM, 1:1 g g")

3 2 1 0 ppm

Spectrul inregistrat pentru colagenul modificat cu AIT (Col:AIT, 1:3 g g) este redat in

Figura IV.5. Spectrele '"H-RMN ale Col-AIT pentru rapoarte masice Col:AIT 1:1 si 1:2 prezinti
benzi de absorbtie specifice de intensitate redusa, sugerand un grad ridicat de hidrolizd a

anhidridei itaconice fatd de anhidrida maleica.
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Pentru un raport masic Col:AIT de 1:3 s-au inregistrat urmatoarele 4 picuri noi: la 6 = 8,3
ppm, caracteristic protonului din gruparea amidica, la & = 5,9 ppm si 6 = 6,3 ppm atribuite
protonilor gruparii metilen din vecindtatea acidului carboxilic, si la 6 = 2,7 ppm specific

protonului din gruparea metilen din vecinatatea gruparii carbonil.
Modificarea colagenului cu anhidrida citraconica (Col:ACIT, 1:3 g g™) si dimetilmaleica

(Col:ADMA, 1:3 g g"') a fost confirmati prin spectroscopie 'H-RMN si rezultatele sunt
prezentate In Figurile IV.6 si IV.7.
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Ca si 1n cazul modificarii colagenului cu anhidrida itaconica, reactiile cu ACIT si ADMA

la rapoarte masice mai mici de 1:3 nu produc modificari ale colagenului vizibile in spectrul 'H-
RMN. Picurile noi aparute in spectrul obtinut pentru Col-ACIT (Col:ACIT, 1:3 g g') sunt: la § =
8,1 ppm, corespunzitor protonului din gruparea amidica, la 6 = 6,4 ppm specific protonului din

dubla legatura (-CH=) si la 6 = 1,9 ppm atribuit gruparii metil (Figura IV.6).

In spectrul inregistrat pentru Col-ADMA (Col:ADMA, 1:3 g g) se evidentiaza aparitia a

doud benzi noi de rezonanta: la 6 = 8,0 ppm pentru gruparea amidica si la 6 = 1,9 ppm, dat de

protonii din gruparile metil ale acidului citraconic (Figura IV.7).
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In Figura IV.8 este redat spectrul gelatinei nemodificate, inregistrat in aceleasi conditii de

temperatura si solvent.
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Spectrul gelatinei modificate cu AM (Col:AM, 1:1 g g™') este prezentat in Figura IV.9. Ca
si in cazul modificdrii colagenului cu AM, benzile de rezonantd nou apdrute sunt atribuite
protonilor din dubla legatura (6 = 6,7 ppm si 6 = 6,4 ppm), precum si protonului din gruparea
amidica (6 = 8,1 ppm).
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In cazul gelatinei modificate cu anhidridd itaconica (Figura IV.10), spectrul 'H-RMN
inregistreaza patru picuri noi. Acestea apar la 0 = 8,3 ppm, asociat protonului gruparii amidice,
la 6 = 5,9 ppm si 6 = 6,6 ppm, asociate protonilor din gruparea metilen invecinatd acidului
carboxilic, si la 6 = 2,9 ppm data de prezenta protonului din gruparea metilen din vecinatatea

gruparii carbonil.
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Spectrele "H-RMN ale Gel-AIT pentru rapoarte masice Gel:AIT 1:1 si 1:2 nu prezinti
benzi de absorbtie diferite fatd de spectrul gelatinei nemodificate.

IV.2.1.2. Caracterizarea prin spectroscopie FTIR-ATR

Modificarea chimica a colagenelor este greu detectabild prin spectroscopie IR datorita
dificultatii de obtinere a pastilelor de KBr omogene. Colagenul modificat liofilizat este un
material usor, deformabil si greu de mojarat. Din acest motiv s-a apelat la spectroscopia prin
reflectie totald atenuatid (FTIR-ATR). In Figura IV.11 sunt reprezentate spectrele FTIR-ATR
inregistrate pentru colagenul nemodificat (Col), AM si Col-AM (Col:AM, 1:1 g g ™).
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Benzile de absorbtie caracteristice colagenului apar la urmatoarele lungimi de unda:
vibratii de valenta ale -OH — la 3280 cm’ (amida A); vibratii de valenta ale —C-H din —CH,; — la
2924 ¢cm’' (amida B); amida [ — 1640 cm’'; amida 11— 1550 cm™; amida I11 — 1230 cm™, valori ce
corespund, in mare masura, cu datele prezentate pana acum 1in literatura [169, 179].

Spectrul ATR al colagenului functionalizat cu AM prezinta benzi noi de absorbtie: la 1685
cm !, corespunzitoare vibratiei de alungire a gruparii esterice C=0, la 1157 cm™, cauzatd de
vibratia de alungire a gruparii C-O si la 1072 cm™ datorate probabil grupelor S=O reziduale ale
DMSO. Se mai poate observa, de asemenea, o intensificare a picului la 2912 cm™

b

corespunzator grupdrii alifatice C-H, precum si a picului de la 698 cm™, indicand formarea de
noi grupe -CH=CH-, apartinand acidului maleic.

Frecventele picurilor corespunzitoare amidelor I si B din spectrul Col-AM (1635 cm™,
2912 cm™) sunt deplasate spre valori mai mici comparativ cu cele din spectrul colagenului (1640
cm™, 2924 cm™), acest lucru fiind datorat legiturilor de hidrogen generate de compusul maleat.
Disparitia semnalului de la 1860 cm™, caracteristic structurii AM, atestd lipsa compusilor
anhidridici nereactionati.

In Figura IV.12 sunt prezentate spectrele FTIR-ATR ale colagenului, AIT si Col-AIT
(Col:AIT, 1:3 g g"). Spectrul corespunzitor colagenului modificat cu AIT prezintd picuri
caracteristice atit colagenului pur cat si anhidridei. Banda de absorbtie de la 1724 cm™ este
atribuita vibratiei de alungire a legaturii esterice C=0. In plus, la 1446 cm™ apare o altd banda de
absorbtie, specifica alungirii legiturii C-N (O=C-NH), iar la 690 cm’ apare banda pentru
semnalul slab al gruparii N-H. Picul de la 1157 cm™ corespunde vibratiei de alungire a gruparii
C-O. Frecventele benzilor de absorbtie ale amidei I si B (1639, 1547 cm™") sunt deplasate spre
valori mai mici datorita legaturilor de hidrogen nou aparute.
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Modificarea chimici a gelatinei cu AM (Gel:AM, 1:1 g g) si AIT (Gel:AIT, 1:3gg')a
fost, de asemenea, investigata prin tehnica FTIR-ATR (Figura IV.13).
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Figura IV.13. Spectrele FTIR-
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Spre deosebire de spectrele inregistrate pentru colagenul modificat, in cazul gelatinei nu

apar benzi de absorbtie caracteristice legaturilor esterice. Picul corespunzator amidei III (1222

cm’™') a crescut in intensitate si s-a deplasat spre frecvente mai mici (1220 cm™ — Gel-AM, 1218
cm™ — Gel-AIT) sugerand aditia de noi grupe C-O.

1V.2.1.3. Analiza elementala - Cup

laj COT/NOT

O altd metoda de validare a modificarii chimice a colagenelor este dozarea carbonului si

azotului total din proteinele modificate in raport cu colagenele native, prin cuplaj COT/NOT.

Principiul metodei consta transformarea carbonului din probd in dioxid de carbon si detectarea

acestuia prin spectroscopie IR. Semnalul astfel obtinut este proportional cu cantitatea de carbon
din esantion. Moleculele de azot din proba sunt detectate prin chemiluminiscentd dupa ce sunt
transformate in radicali in prezenta ozonului si a temperaturii. Astfel, s-au preparat solutii de
proteind modificatd si nemodificata (in solutie de HCI, pH = 3,5), de concentratie 1 mg mL™".

Pentru fiecare esantion s-au Inregistrat cate trei citiri si media rezultatelor obtinute este

prezentata in tabelele de mai jos:

Tabelul IV.1. Rezultatele analizei COT/NOT pentru colagenul pur si modificat cu AM si AIT

Proba TC (mg L™)? TN (mg L™)" TC/TN
Col 414.,6 119,0 3,5

Col-AM 1:1 458.,6 128,7 3,6

Col-AIT 1:3 4134 110,6 3,7

*TC=concentratia de carbon total; > TN=concentratia de azot total
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Tabelul IV.2. Rezultatele analizei COT/NOT pentru gelatina pura si modificata cu AM si AIT

Proba TC (mg L™ TN (mg L™ TC/TN

G pur 398,6 126,4 32
Gel-AM 1:1 381,9 113,1 3.4
Gel-AIT 1:3 402,1 112,1 3,6

Analizand rezultatele obtinute in urma raportului TC/TN se poate deduce faptul ca, spre
deosebire de proteinele nemodificate, colagenul si gelatina functionalizate cu AM (Col:AM, 1:1
g ¢!) si AIT (Col:AIT, 1:3 g g") contin un numar mai mare de atomi de carbon, proveniti din
structura anhidridelor.

IV.2.2. Influenta raportului masic biopolimer/anhidrida asupra gradului de
substitutie

Gradul de substitutie (GS) al proteinelor modificate a fost determinat prin detectarea
spectroscopicd a produsilor de culoare rezultati in wurma reactiei dintre acidul
trinitrobenzensulfonic (TNBS) si gruparile libere g-amino ale lizinei.

Gradul de substitutie a fost calculat utilizand ecuatia:

(absorbanta colagenului nativ—absorbanta colagenului modificat)

(%)GS = x 100 (20)

absorbanta colagenului nativ

In scopul evaluirii influentei raportului masic biopolimer/anhidridd asupra gradului de
substitutie, s-au obtinut proteine modificate cu anhidridd maleica (Col-AM si Gel-AM), utilizand
rapoarte masice diferite: 1:1, 1:2 si 1:3.

Analizand datele obtinute pentru modificarea chimica a colagenului cu AM (Figura IV.14)
se constatd o crestere a GS cu cresterea cantitdtii de anhidrida folosita.

16
E Col-AM
HGel-AM
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_5 AM 1in functie de rapoartele masice
(5‘3 4 - utilizate (1:1, 1:2, 1:3)
0 .

1:1 1:2 1:3
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Valoarea gradului de substitutie a Col-AM la raport masic 1:1 atinge o proportie de 5,1 %.
La un raport Col:AM de 1:3 g g'l, valoarea GS (13,1 %) este apropiatd de valoarea GS a Col-
AM laraport 1:2 g g (12,4 %).

In cazul gelatinei, gradul de substitutie al gruparilor e-amino creste aproape proportional
cu cantitatea de anhidrida utilizata in reactia de modificare. Diferentele care apar intre valorile
GS la rapoarte masice 1:2 si 1:3 intre cei doi biopolimeri modificati pot fi datorate modului de

impachetare supramoleculara si densitatii de reticulare care diminueaza reactivitatea anhidridei.
IV.2.3. Influenta tipului de anhidrida asupra gradului de substitutie

In vederea analizei influentei tipului de anhidridd utilizati in reactia de modificare a
proteinelor, asupra gradului de substitutie a acestora, s-au analizat datele obtinute pentru GS in
cazul colagenului modificat cu cele patru anhidride la un raport masic de 1:3. Reactiile de
modificare chimica s-au desfasurat in aceleasi conditii de durata, temperatura si pH.

Valorile gradului de substitutie a colagenului modificat (raport colagen:anhidrida 1:3 g g™)
in functie de tipul de anhidrida sunt prezentate in histograma de la Figura IV.15.

Reactia de modificare a colagenului este mult mai eficientd in cazul utilizarii ca agenti de
acilare a AM si AIT, valorile GS fiind superioare celor obtinute prin modificarea cu ACIT si
ADMA, la rapoarte masice identice. Se considera ca rezultatul este datorat atat structurii chimice
a anhidridelor si Tmpiedicarilor sterice impuse de aceasta, cat si gradului mare de hidroliza a
ACIT si ADMA.

16

Figura IV.15. Gradul de substitutie al
colagenului modificat cu AM. AIT,
ACIT
si ADMA la raport masic 1:3

Col-AM 1:3  Col-AIT1:3  Col-ACIT 1:3 Col-ADMA 1:3
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o ¥
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IV.2.4. Caracterizarea viscozimetrica a solutiilor diluate de colagen modificat
Prin studiul vascozimetric in domeniul diluat al solutiilor colagenice s-a urmarit

comportamentul asociativ al acestora la diferite concentratii in solutie de acid acetic (10™ M).

Domeniul de concentratie studiat variazi intre 0,25 si 3 g L. in Figura IV.16 este reprezentati
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variatia vascozitatii specifice a Col, Col-AM (Col:AM, 1:1 g g") si Col-AIT (Col:AIT, 1:3 g g™)
in functie de concentratie, la 25 °C.

Analizand datele obtinute se constatd o crestere substantiald a vascozitatii specifice a
solutiei de colagen pur odata cu cresterea concentratiei de polimer. Pe de alta parte, solutiile de
colagen modificat cu AM sau AIT comportd o crestere mult mai limitatd a vascozitatii specifice
cu cresterea concentratiei polimerului indicdnd diminuarea proceselor asociative 1intre

moleculele proteice ca urmare a modificarii chimice cu anhidrida.

A Col
s Col-AM 1:1
e Col-AlIT1:3

0.8

Figura IV.16. Variatia vascozitatii
specifice in functie de
concentratia polimerului
(10" M CH;COOH, T = 25 °C)

Vascozitatea specificd (Lg)

Concentratia (gL!)

IV.2.4.1. Vascozitatea intrinseca [n]

Caracterizarea in mediu diluat a esantioanelor de colagen pur si modificat a fost
completatd de studiul vascozimetric in mediu diluat si semi-diluat in vederea stabilirii
vascozitatii intrinseci $i a concentratiei critice C*. C* reprezintd concentratia ce caracterizeaza
limita intre regimul diluat si regimul concentrat al solutiilor polimerice.

Experimental, vascozitatea intrinseca s-a determinat prin mdsurarea vascozitatii solutiilor
de concentratie scazuta, la temperatura de 25 °C, si prin extrapolarea la valoare nuld a
vascozitatii reduse (1,.4). Astfel, valoarea vascozitatii intrinseci a solutiei de colagen pur (/5] =
75 mL g) a fost stabilitd a fi mai mare decat vascozitatea intrinseca a colagenului modificat cu
anhidridd itaconica (/z/ = 51 mL g'). Acest comportament se datoreaza indepartarii lanturilor
moleculare unele fata de altele. Vascozitatea intrinsecd a colagenului modificat cu anhidrida

maleica (/5] =92 mL g'l) este insd mai mare decat cea a colagenului pur.

IV.2.4.2. Concentratia critica C*

La concentratii mari ale solutiilor polimere devin predominante interactiunile
intermoleculare si acestea au un impact major asupra reologiei sistemelor. Aceste interactiuni

pot fi considerate jonctiuni localizate temporare ce se formeaza si se desfac in mod continuu
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intre moleculele aflate in miscare, conducand la formarea unor retele temporare similare
polimerilor reticulati [171]. La valori ale concentratiilor ce depdsesc concentratia critica,
orientarea aleatorie a lanturilor polimere nu mai este posibild, sistemul manifestind o faza
ordonata.

Pentru estimarea valorilor concentratiei critice C* a solutiilor de colagen si colagen
modificat cu AM si AIT s-au trasat curbele bilogaritmice ce reprezintd evolutia vascozitatilor
specifice in functie de concentratia de polimer. Masuritorile au fost realizate la 25 °C cu ajutorul
vascozimetrului Ubbelohde.

In Figura IV.17 este reprezentati curba bilogaritmica a nspe 1n functie de concentratia
solutiei de colagen pur. Intersectia dreptei 1 cu dreapta 2 permite aflarea valorii C* =2,15 g L™

care separa domeniul diluat de cel semi-diluat.

0 -
2
Figura IV.17. Reprezentarea in
-1 A coordonate bilogaritmice a variatiei
} 1 vascozitatii specifice
= in functie de concentratia colagenului
21 pur
0,25-3gL™"), 10" M CH;COOH
0.4 -02 0 02 04 0.6
log([Col])

Valorile inregistrate pentru C* sunt de 2,75 g L™ pentru Col-AM 1:1, respectiv 2,5 g L™
pentru Col-AIT 1:3. In concluzie se constati o crestere a concentratiei critice, fenomen

determinat de modificarea chimica.

IV.2.5. Studii reologice in mod oscilator a solutiilor concentrate de colagen pur si

modificat

Masurdtorile reologice asupra solutiilor concentrate de colagen pur si modificat au fost
realizate cu reometrul AR 2000, utilizandu-se geometria con-plan. Astfel, s-a realizat studiul
solutiilor colagenice sub diferite aspecte prin aplicarea a doud tipuri de masuratori: curgere si

oscilatii, variindu-se valorile parametrilor de stare.
Curbele de curgere continua ale solutiilor colagenice (Col, Col-AM 1:1 si Col-AIT 1:3)

inregistrate pentru aceeasi concentratie (10 g L™, 10" M CH;COOH) si aceeasi temperatura (25

°C) sunt reprezentate in Figura IV.20.

17



Retele interpenetrate pe baza de colagen functionalizat si polimeri sintetici cu aplicatii biomedicale
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Au fost reprezentate atdt curbele inregistrate pentru cresterea vitezei de forfecare cat si
pentru scaderea acesteia, cu varierea vascozitatii aparente, iar reograma obtinutd ilustreaza un
comportament pseudoplastic dominant al solutiilor analizate. La viteze mici de forfecare,
colagenul modificat cu AIT prezintad valori mai mari ale vascozitatii in comparatie cu colagenul
pur, in timp ce colagenul modificat cu AM are o vascozitate mai redusa.

Se pare ca fenomenul de reorganizare a lanturilor moleculare ale colagenului nu este un
proces instantaneu, avand in vedere faptul ca toate esantioanele analizate necesitd timp pentru a
reveni la starea initiala atunci cand viteza de forfecare este in descrestere [172]. Colagenul pur si
cel modificat cu AM au un comportament tixotropic asemanator, in timp ce colagenul modificat
cu AIT are un pronuntat caracter tixotropic.

Masuratorile reologice oscilatorii permit aplicarea unor deformari slabe astfel incat relatia
de liniaritate Intre tensiunea aplicata si deformare sa fie respectatad. Marimile cu care se opereaza
in acest caz sunt: componentele modulului de elasticitate complex (modulul elastic, G si
modulul vascos, G") si tangenta unghiului de pierderi (tan o), definita ca raport intre componenta
elastica si componenta vascoasd pentru un corp vascoelastic. Forma curbelor G’ si G” diferd in
functie de caracteristicile materialului, dar si de valorile variabilelor independente acoperite de
aparatul de masura (frecventa, timp, temperatura, efort).

Preliminar masurdtorii modulelor G’ si G", s-a determinat liniaritatea proprietatilor
vascoelastice a solutiilor studiate (10 g L' in 10" M CH3COOH), prin baleierea fortei de
deformare in domeniul 0,1 - 100 Pa, la o frecventd constantd de 1 Hz. Alegand valoarea fortei de
deformare pe platoul liniar (0,1 Pa) s-a continuat cu baleierea frecventei in domeniul 0,01-10 Hz
pentru colagenul pur si modificat si inregistrarea evolutiei valorilor G’ si G” in aceste conditii, la
aceeasi concentratie (10 g L', 10" M CH;COOH) si temperatura (25 °C) (Figura IV.22).
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Analizand datele obtinute Tn urma testului de baleiere a frecventei, s-a observat ca toate
solutiile colagenice studiate sunt puternic dependente de frecventd. Comportamentul celor trei
esantioane studiate este predominant elastic (G’ > G"') pe intreg domeniul de frecventa studiat.
Modificarea chimicd a colagenului cu AM si AIT a afectat proprietdtile mecanice ale proteinei.
Astfel, valorile G’ si G” pentru Col-AIT 1:3 sunt superioare comparativ cu cele inregistrate in
cazul colagenului pur. Valorile G' si G” obtinute pentru Col-AM 1:1 sunt mai mari decat cele
pentru colagen, insd la valori mai mari ale frecventei (> 10 Hz), vascozitatea colagenului pur
creste, G' (Col) intersectandu-se cu G’ (Col-AM). In cazul acestor doud esantioane, modulele G’
si G” sunt independente de frecventd pana la 0,3 Hz, iar G"/G’ este aproape 0,8 Pa pentru Col si
0,6 Pa pentru Col-AM 1:1.

IV.2.5.1. Studiu reologic — modificiri conformationale ale colagenului pur si

modificat in functie de temperaturi

Caracterul vascoelastic al solutiilor colagenice a fost evaluat in functie de tipul de
anhidrida folositd pentru modificarile chimice, pe parcursul unor cicluri de incalzire si racire.
Etapa de incilzire a pornit de la 10 °C pana la 60 °C cu o vitezd de incilzire de 5 °C min™’;
probele au fost tinute la 60 °C pentru 2 minute si apoi racite de la 60 °C la 10 °C, cu aceeasi
vitezd (5 °C min™). G’ si G" au fost monitorizate in aceste conditii, la o forta de deformare de 0,1
Pa si o frecventd de 1 Hz. Toate experimentele au fost realizate pentru o concentratie de polimer
de 10 g L in solutie de acid acetic 10" M. Reogramele obtinute sunt prezentate in Figurile
IV.23 51 IV.24.

Comportamentul solutiilor colagenice analizate este elastic in intervalul de temperatura
studiat, atat in etapa de crestere a temperaturii cat si la racire, G’ fiind incontinuu superior lui G".
Gradul mare de dispersare al modulului vascos in etapele de incélzire/racire ar putea fi atribuit
neomogenitatii structurale a esantioanelor analizate [173]. Comportamentul vascoelastic al

colagenului modificat este dependent de tipul de anhidrida utilizat. La initierea etapei de
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incalzire, atat Col-AM cét si Col-AlT prezinta valori superioare ale modulului elastic (46,5 Pa,
respectiv 55,6 Pa) comparativ cu modulul elastic al colagenului pur (33,1 Pa), fenomen datorat
formarii de noi legaturi de hidrogen intermoleculare, cauzate de aparitia a noi grupari carboxil.

Tendinta a ramas aceeasi pe parcursul intregului experiment.

100
10 t Figura IV.23. Variatia valorilor
g G' (simboluri pline) si G"
5 1 1 (simboluri goale) in functie de
o temperaturi (10 - 60 °C, 5 °C
0.1 1 min™") pentru colagenul pur si
modificat cu AM si AIT
0.01

Temperatura (°C)

Un alt aspect important este cresterea temperaturii de tranzitie conformationald a
colagenului modificat. G’ si G au scazut dramatic Tn urma procesului de incalzire, ca rezultat al
modificarilor conformationale suferite de macromoleculele colagenice. Diferenta intre valorile
modulelor de elasticitate ale esantioanelor studiate a scdzut la finalul procesului de incalzire,
ajungand la ~ 0,2 Pa la 60 °C.

Figura IV.24. Variatia valorilor

G' (simboluri pline) si G"
(simboluri goale) in functie de
temperaturi (60 - 10 °C, 5 °C
min™) pentru colagenul pur si

modificat cu AM si AIT

Temperatura (°C)

Din analiza reogramelor obtinute in timpul racirii solutiilor de colagen modificat cu AM si
AIT s-a observat o crestere a valorilor G’ si G atunci cand polimerul ajunge la temperaturi
joase. In cazul colagenului pur, valorile G’ si G” riman constante probabil datorita vitezei mari
de ricire (5 °C min™). Indiferent de tipul de anhidrida utilizat pentru modificarea colagenului,

aceasta faza de crestere a modulului de elasticitate a inceput in jurul temperaturii de 18 °C. Tosh
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si Marangoni [174] au raportat un interval de temperatura intre 18,5 si 34,4 °C necesar gelifierii

solutiilor de gelatina.
IV.2.6. Analiza termica (uDSC, ATG)

Analizele termice au fost efectuate in vederea detectdrii temperaturii de degradare si
denaturare a colagenelor pure si modificate si pentru a aprecia stabilitatea termicd a acestora.

Termogramele inregistrate pentru colagenul pur si modificat cu AM si AIT sunt prezentate in
Figura IV.25.
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Figura IV.25. Curbele TG/DTG ale colagenului pur, Col-AM (Col:AM, 1:1 g g™") si Col-AIT
(Col:AIT, 1:3g g™h)

Degradarea termica a proteinei se produce in doud etape acompaniate de efecte endo- si
exoterme. Prima etapa, in intervalul 25 — 114 °C, este asociata temperaturii de degradare termica
a colagenului si cealaltd etapa este corelatad cu fenomenul de modificare termica si carbonizare a
materialului polimeric [175].

Este bine cunoscut faptul ca temperatura de degradare este corelatd cu tranzitia
conformationald a triplului helix in lanturi dezorganizate [176].Termogramele inregistrate au pus
in evidentd temperaturi de degradare similare pentru colagenul pur si cel modificat cu ITA (70
°C), in timp ce colagenul modificat cu AM se degradeaza la o temperaturd mai mare (80 °C).
Parametrii de degradare obtinuti sunt in corelare cu datele raportate in literatura de specialitate

pentru sisteme similare [175]. Gradul maxim de degradare al colagenului pur a fost atins la
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320°C si se situeaza la acelasi nivel cu valorile raportate in literatura [177, 178]. Pentru Col-AM
gradul maxim de degradare este atins la 324 °C, iar procesul incepe la 270 °C (Tonser), in
comparatie cu Tonser pentru colagenul pur, 259 °C.

Valorile similare ale temperaturii de degradare a colagenului pur si modificat cu AIT
sugereaza faptul ca degradarea termica este influentatd mai degraba de gradul de hidratare si de
tipul de anhidrida utilizat, decat de gradul de substitutie.

Odata inceputa degradarea termicd, materialele polimerice incep sa sufere pierderi de
masa, fapt ce poate fi pus pe seama diferitelor mecanisme de degradare ce au loc la temperaturi
ridicate, cum ar fi: scindari in lantul principal (depolimerizare), scindari ale grupelor laterale,
ciclizdri, reticuldri. Daca ludm in considerare pierderea de masd la 489 °C (temperatura ce
corespunde gradului maxim de degradare), aceasta se situeaza la un procent de 81 % pentru
colagenul pur si la un procent ceva mai mic pentru colagenele modificate: 78 % pentru Col-AM,
respectiv 80 % pentru Col-AIT.

n Tabelul IV.3 sunt sumarizate cele mai importante caracteristici termogravimetrice ale

colagenului pur si modificat.

Tabelul IV.3. Caracteristici termogravimetrice ale colagenului pur si modificat cu AM si AIT

Etapele
Esantion | degradirii | Tonset "C)" | Tpeak "C)® | Tottset (C°)¢ | W (%)* | MResia (%)
termice
I 49 70 111 14
Col 19
11 259 320 414 67
| 54 80 114 14
Col-AM 1:1 22
11 270 324 458 64
| 48 70 107 14
Col-AIT 1:3 19
11 280 320 489 67

A . <« b . .
*temperatura la care incepe degradarea termicd; ° temperatura ce corespunde gradului maxim de degradare;
- . A eood . « A -
¢ temperatura la care fiecare etapd de degradare ia sfarsit; © pierderea de masa in fiecare etapa;
‘pierderea de masa la sfarsitul procesului de descompunere.

Studiul efectuat prin calorimetrie diferentiald de baleiaj (UDSC) pentru evaluarea
stabilitatii termice si a tranzitiei conformationale a colagenelor pure si functionalizate au condus
la datele din Figura V.26.

Schimbarea semnificativdi a formei termogramelor celor doud colagene modificate
sugereaza modificari intermoleculare ale colagenului [179]. Picul corespunzétor temperaturii de
denaturare s-a deplasat spre valori superioare in urma reactiilor de modificare cu AM si AIT, ca
efect al formarii de noi legdturi de hidrogen intermoleculare prin aparitia de noi grupari carboxil.
Col-AM 1:1 s-a denaturat la 39,7 °C, comparativ cu temperatura de denaturare a colagenului pur,
33,9 °C. In curba DSC pentru Col-AIT 1:3 se poate observa cresterea temperaturii de denaturare
la 36,4 °C. Aceste deplasari de temperatura pot fi corelate cu cresterea stabilitatii termice (Tonset),
cu 3 °C pentru Col-AM si de 5 °C pentru Col-AlIT.
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Figura IV.26. Curbele pDSC pentru colagen pur si modificat (5 g L” in 10" CH;COOH)

Ruperea legaturilor de hidrogen conduce la o tranzitie endoterma [180], proces observat in
termogramele puDSC obtinute. O modificare a valorii entalpiei ar putea indica denaturarea
moleculei de colagen. Colagenul pur si cel modificat cu AM si AIT prezinta valori similare ale
entalpiei de tranzitie (~0,15 J g'), sugerdnd faptul ci proteina modificati necesiti aceeasi
cantitate de energie pentru a fi denaturata.

Picurile suplimentare observate in curbele DSC ale colagenelor modificate ar putea fi
atribuite moleculelor colagenice rimase nemodificate. In etapa de ricire a probelor nu a fost
detectat niciun semnal, indicand faptul ca denaturarea a fost completa si ireversibila.

Datele obtinute in urma analizei pDSC sunt In concordantd cu rezultatele masuratorilor
reologice ale proprietatilor vascoelastice in functie de temperaturd. Temperatura de denaturare a
colagenelor modificate este deplasata spre valori mai mari datoritd formarii de legaturi covalente
ce stabilizeaza triplul helix [181].

Studiul prin calorimetrie diferentiald de baleiaj este util in determinarea temperaturii de
denaturare si in cazul gelatinei pure si modificate, insd pentru a putea fi detectate tranzitiile
conformationale ale gelatinei este necesara prepararea unor solutii mai concentrate decat in cazul
colagenului si folosirea unei viteze de incdlzire mai mici. Curbele pDSC inregistrate pentru

gelatina purd si modificata sunt prezentate in Figura [V.27.
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Figura IV.27. Curbele pnDSC pentru gelatina pura si modificata (20 g L™ in api bidistilati)
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Din termogramele uDSC inregistrate pentru gelatina purd si modificatd cu AM (Gel:AM,
1:1 g ') si AIT (Gel:AIT, 1:3 g g') se observi o deplasare a temperaturii de denaturare spre o
valoare superioara in cazul Gel-AM (27,8 °C) si spre o valoare inferioara in cazul Gel-AIT (25,5
°C), comparativ cu temperatura de denaturare a gelatinei (26,3 °C).

Deplasarea temperaturii de degradare spre valori mai mari indica un efect de aditivitate a
caracteristicii termice urmadrite, in raport cu anhidrida maleica. Aceasta diferentd este datorata
interactiunilor suplimentare care se manifestd intre lanturile proteice modificate chimic [182].In
cazul gelatinei modificate cu AIT stabilitatea termica scade.

Tranzitia conformationala a moleculelor gelatinei este un proces reversibil, fenomenul
fiind surprins si in termogramele uDSC. Gelifierea solutiilor de gelatind modificata incepe in
jurul valorii de 21 °C, in timp ce gelatina pura incepe sa isi revina la starea initiala la 20 °C.

Parametrii ce descriu comportamentul termic al colagenelor pure si modificate sunt

prezentati in Tabelul IV.4.

Tabelul IV.4. Parametrii procesului de denaturare extrasi din curbele pDSC si gradul de substitutie (%)

Esantion Tonset C)* | Tpeak CC)” | Totreet CC)° | AH I g1 | GS (%)
Col 31,7 33,9 36,2 0,2 -
Col-AM 1:1 34,6 39,7 41,5 0,1 5,1
Col-AIT 1:3 36,4 39,1 41,2 0,2 10,3
Col-ACIT 1:3 31,8 34,1 36,3 0,1 2,5
Col-ADMA 1:3 31,6 34,0 36,2 0,1 3,8
Gel 21,6 26,3 30,5 0,3 -
Gel-AM 1:1 22,5 27,8 40,6 0,2 5,0
Gel-AIT 1:3 19,2 25,5 29,6 0,2 24,2

A b P
* temperatura la care incepe procesul de denaturare; ° temperatura maxima de denaturare;
. n . d .
‘ temperatura la care etapa de denaturare ia sfarsit; “ entalpia de denaturare.

IV.2.7. Analiza morfologica

Morfologia suporturilor utilizate in ingineria tisulara constituie unul dintre principalii
factori care influenteaza interactiunea acestora cu celulele, deoarece materialele sunt supuse in
timpul contactului cu organismul la procese de infiltrare celulard [183]. Caracteristicile
morfologice ale materialelor obtinute, cum sunt porozitatea si textura, au fost studiate si
imaginile obtinute sunt prezentate in continuare.

Datele de microscopie electronica de baleiaj (SEM) pentru colagenul pur, cat si pentru

colagenele modificate sunt prezentate in Figura IV.28.
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DKV WD: 7.14mm —
fiew field: 2.02mm 500um

HV: 30.00KV WD: 9.56mm 3 5.
View field: 2.36mm V 500pum

HV: 30.00KV WD: 8.1mm -_— HV: 30.00KV WD: 15.9mm

View field: 1.67mm 500um View field: 1.67mm 500pm

Figura IV.28. Imagini SEM pentru colagenul pur (A), Col-AM (Col:AM, 1:1 g g'l) (B), Col-AIT
(Col:AIT, 1:3 g g'l) (C), Col-ACIT (Col:ACIT, 1:3 g g'l) (D), Col-ADMA (Col:ADMA. 1:3 g g ) (E)

Analizand imaginile SEM obtinute se observa structuri morfologice diferentiate intre
colagenul initial, nemodificat (Figura IV.28. A) si colagenele modificate (Figura IV.28. B, C, D,
E). Acestea din urma prezintd o structura tridimensionald poroasd, mai uniforma, cu pori
intercomunicabili. Imaginea inregistratd pentru colagenul pur evidentiazd o morfologie
neomogena, cu pori largi, colapsati, distribuiti aleator n masa materialului.

Legarea anhidridelor pe matricea colagenica duce la cresterea porozitatii totale a
materialului colagenic. Dimensiunea acestor pori este mai mica decat in cazul Col pur si

sugereaza posibilitatea obtinerii unui material superabsorbant, respectiv un macrogel.
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Porozitatea materialelor este influentatd si de parametrii procesului de liofilizare. Prin
aditia de noi grupari hidrofile (-COOH) macromoleculei de colagen, afinitatea acesteia pentru
apa creste, conducand la o porozitate mai mare dupa liofilizare.

In Figura IV.29 sunt prezentate imaginile SEM obtinute pentru gelatina purd si cea
modificatd cu AM si AIT. Examinand morfologia in sectiune a gelatinei pure obtinute in urma
liofilizarii, s-a observat o microstructurd compactd, cu pori mari, neuniform distribuiti. Gel-AM
prezintd in schimb o structurd lamelara, poroasd, cu pori intercomunicabili alungiti, a caror
latime este cuprinsd intre 10 si 60 pm. Aceleasi caracteristici morfologice sunt observate si in

cazul Gel-AlIT, cu mentiunea ca 1n acest caz porii sunt colapsati.

500pm

HV: 30.00KV HV: 30.00KV

X 200 500um X 200 500um

Figura IV.29. Imagini SEM pentru gelatina pura (A) si Gel-AM (Gel:AM, 1:1 g g'l) (B) si Gel-AIT
(Gel:AIT, 1:3 g g™ (C)

IV.3. Concluzii

1. In cercetarea intreprinsid s-a realizat functionalizarea materialelor colagenice cu
anhidride ciclice (maleicd, itaconica, citraconica si dimetilmaleicd) reactii care au avut ca efect
activarea colagenelor cu compusi cu duble legaturi, in vederea participarii ulterioare la reactii de
polimerizare-grefare cu monomeri solubili In apd, pentru obtinerea de retele semi-IPN.

2. Modificarea chimica a colagenului si a gelatinei cu anhidride ciclice a fost confirmata
prin analize spectroscopice (FTIR-ATR si 'H-RMN) si prin determinarea azotului si carbonului
total.
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3. Transformarea chimica a proteinelor a fost evaluata prin dozarea cantitativa a produsilor
de culoare rezultati Tn urma reactiei dintre TNBS si gruparile e-amino libere ale lizinei din lantul
proteic. Gradul de substitutie este determinat de raportul masic biopolimer:anhidridd precum si
de tipul de anhidridd. Gradul de substitutie creste cu cresterea raportului masic
colagen:anhidrida. In plus, dintre agentii de acilare utilizati, anhidrida maleici este cea mai
reactiva.

4. Comportamentul asociativ al macromoleculelor de colagen pur si modificat a fost
analizat prin studii reologice. In solutii diluate s-a constatat cresterea valorii concentratiei critice
C* ca urmare a modificarii chimice a colagenului cu anhidridd maleica si itaconicd. Studiul
reologic al solutiilor concentrate de colagen modificat ilustreaza un comportament pseudoplastic
dominant. Rezultatele testelor de baleiaj de frecventa au pus in evidentd comportamentul
predominant elastic al solutiilor colagenice pe domeniul de frecventi studiat. in urma studiului
de baleiaj de temperaturd s-a observat o crestere a temperaturii tranzitiei conformationale a
colagenului modificat, fenomen datorat legaturilor de hidrogen nou formate intre moleculele
biopolimerului.

5. Functionalizarea colagenului cu anhidridd itaconica nu modifica stabilitatea termica a
polimerului, in schimb modificarea cu anhidrida maleicad conduce la o crestere cu 10 °C a
stabilitatii termice a colagenului. Temperaturile de denaturare corespunzitoare colagenelor
modificate cu AM si AIT au fost deplasate in general spre valori mai mari, in timp ce entalpia de
denturare a ramas neschimbata.

6. Porozitatea colagenelor modificate liofilizate a crescut, materialul evoluand catre un

macrogel, dar cu pori deschisi.
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CAPITOLUL V

RETELE IPN PE BAZA DE COLAGENE MODIFICATE SI pHEMA

O aplicatie importanta a colagenelor prelucrate sub forma de fibre, membrane, geluri sau
bureti este vindecarea ranilor. Matricile pe baza de colagen cu structurad tridimensionald pot fi
utilizate ca pansamente pentru rani, deoarece porozitatea interconectatd si dimensiunea porilor
furnizeaza un spatiu ideal pentru cresterea si proliferarea celulara [184].

Hidrogelurile biopolimere pot fi preparate ca retele tridimensionale hidrofile, capabile de a
ingloba cantitati mari de apa sau fluide biologice si de a elibera principii active in maniera
controlabild. Asemenea retele pot fi compuse din homopolimeri sau copolimeri si sunt insolubile
in apd datorita prezentei reticuldrilor (fizice sau chimice). Hidrogelurile obtinute din polimeri
naturali si sintetici prezintd proprietdti imbunatatite, caracteristice celor doud componente:
proprietatile fizice ale polimerului sintetic si particularitatile de bioactivitate ale celui natural
[185].

pHEMA este un polimer sintetic biocompatibil, intens utilizat in aplicatiile biomedicale
datorita proprietatilor sale usor ajustabile. pHEMA si hidrogelurile pe bazd de pHEMA au fost
considerate ca fiind materiale ideale pentru utilizarea intr-o varietate de aplicatii medicale [186,
187, 188]. Hidrogelurile pe bazd de pHEMA sunt inerte in contact cu organismul, prezinta
rezistenta la degradare si la sterilizare, sunt permeabile pentru metaboliti, nu sunt absorbite de
organism i pot fi obtinute intr-o mare varietate de forme. Avantajul major al utilizarii matricilor
pe baza de colagen si polimeri sintetici ca pansamente pentru arsuri constd in faptul ca aceste
biomateriale au capacitatea de a rezista la atacul enzimatic si de a conferi un mediu ideal atasarii,
proliferdrii si migratiei celulare [189].

Fata de aceste aspecte, in lucrarea de fatd se propune obtinerea de retele semi-IPN pe baza
de colagene functionalizate si pHEMA, in prezenta unui sistem initiator (APS, TEMED) si
evaluarea caracteristicilor acestor materiale Tn vederea utilizarii lor ca pansamente pentru
refacerea arsurilor. Astfel de sisteme nu au mai fost raportate pand in prezent, datele
bibliografice fiind marturie In acest sens.

Acest capitol este consacrat studiului obtinerii si caracterizarii IPN-urilor pe baza de
colagen functionalizat si pHEMA. Scopul urmarit prin studiile efectuate asupra IPN-urilor a fost
cel de determinare a influentei anumitor parametri (raportul biopolimer/monomer si concentratia

de APS) asupra proprietatilor materialelor obtinute.

V.1. Chimismul reactiei de obtinere a retelelor IPN

In vederea preparirii IPN-urilor pe bazi de colagene modificate cu HEMA, s-a utilizat un
sistem initiator format din APS si TEMED. Concomitent cu obtinerea de lanturi colagenice

functionalizate si grefate cu pHEMA, are loc formarea de homopolimer si reticularea acestor
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lanturi prin punti de homopolimer, produsul final obtinut avind caracter de retea semi-

interpenetrata (semi-interpenetrating polymer network — semi-IPN).

ﬁ CH,4 [ CH,4 CH,4
—NH—C—R; + (0+]) H,C=—C HO—R; CHz—T CHz—f*
| \\
colagen modificat Rjj T:O Rii 1p Rj;
HEMA NH

I - macroradical de colagen modificat

si grefat cu pHEMA
CH,
R, =—CH=CH—COOH R; = —CH=—C—COOH
Ri=Ri;34 CH, CH;CH,
R, =—CH,—C—COOH R,= —C=C—COOH
Rjj=—C OH

O

Figura V.1. Schema reactiei de formare a macroradicalului de colagen grefat cu pHEMA (I)

In urma acestor reactii s-au obtinut semi-IPN-uri (Figura V.4) cu integritate structurald si
consistentd apreciabild. Au fost studiate proprietatile fizico-chimice ale acestora si rezultatele
obtinute sunt prezentate In continuare.

Specific retelelor interpenetrate ce contin pHEMA in structura lor este faptul ca

homopolimerul liniar nu pote fi indepartat, dat fiind imposibilitatea solubilizarii acestuia.

Figura V 4. Reprezentarea schematicid a morfologiei unei retele semi-IPN pe baza de colagen functionlizat si

pHEMA
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V.2. IPN-uri pe baza de colagen modificat cu anhidrida maleica (CAM) si
pHEMA

In scopul evaludrii influentei anumitor parametri ai reactiei — raportul
biopolimer/monomer, concentratia de initiator (raportatd la monomer) — asupra caracteristicilor
IPN-urilor s-a utilizat un program experimental factorial, central, compus, rotabil de ordinul 2, a
carui matrice experimentald este prezentata in Tabelul V.2, impreuna cu tipurile de hidrogeluri
sintetizate.

S-au preparat hidrogeluri la care diferd raportul biopolimer modificat/HEMA si
concentratia de APS raportatd la HEMA. Raportul molar APS/TEMED folosit a fost de 1:1
(mol:mol) pentru toate hidrogelurile preparate. Purificarea acestora s-a realizat prin dializa
contra apei distilate. Materialele s-au liofilizat ulterior (temperaturd de congelare de -62 °C si
presiune de 0,03 mbar) in vederea conditiondrii si studierii proprietdtilor fizico-chimice si
biologice.

Variabila raspuns Y; corespunde procentului de colagen (%) din structura hidrogelurilor
preparate, Y, corespunde gradului de degradare (%) si Y; reprezintd capacitatea maxima de
retentie a solutiilor apoase a fiecdrei probe. Coeficientii de regresie au fost determinati si sunt
reprezentati in Tabelul V.3.

Valorile obtinute pentru coeficientii de corelare (intre 0,989 si 0,998) indicd o buna
corespondentd intre valorile observate si cele modelate [190],obtinute prin reprezentarea grafica

3D si prin ecuatia matematica:

m m-—1 m
F = a0+ZaiXi— ai]- XiX]' +Zaijxiz — e (4‘)
i—1 i—-1 i=1
j>1

unde ay este coeficientul de regresie, x; si x; sunt variabilele independente care influenteaza

variabila raspuns F.

Tabelul V.1. Codificarea variabilelor independente

Variabla codata
-1,414 -1 0 1 1.414
CAM (raportat la HEMA) | X; 15,86 20 30 40 44.14
APS (% fatd de HEMA) X5 1,293 1,5 2 2,5 2,707

Variabila independenta | Cod
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Tabelul V.2. Codificarea IPN-urilor pe bazi de CAM si valorile reale obtinute pentru continutul de proteina,

gradul de degradare si de retentie al acestora

Y; Y, Y;
. Variabila codata Grad degradare, Grad
Cod proba Colagen, % .
% retentie, %
X; X, Real Real Real
20CAM1.5H -1 -1 11,0 15,3 265
40CAM1.5H 1 -1 13,9 23,0 488
20CAM2.5H -1 1 12,8 14,7 221
40CAM2.5H 1 1 17,7 23,5 1228
16CAM2H -1,414 0 9,4 14,1 260
44CAM2H 1,414 0 14,9 24,1 1212
30CAM1.3H 0 -1,414 11,1 19,8 338
30CAM2.7H 0 1,414 13,0 22,9 482
30CAM2H 0 0 12,0 20,6 361
30CAM2H 0 0 12,7 19,8 385
30CAM2H 0 0 12,5 18,4 370
30CAM2H 0 0 12,3 21,0 375
30CAM2H 0 0 12,4 19,0 384

V.2.1. Analiza structurala a retelelor IPN pe baza de CAM si pHEMA
V.2.1.1. Caracterizarea prin spectroscopie FTIR-ATR

S-au analizat acele hidrogeluri ce au raportul CAM/HEMA constant si la care diferda
concentratia de APS raportatd la monomer (30CAMI1.3H, 30CAM2H, 30CAM2.7H), si
respectiv hidrogelurile cu raport diferit CAM/HEMA si concentratie constantd de APS
(16CAM2H, 30CAM2H, 44CAM2H). Scopul studiului a fost urmarirea modificarilor structurale
cu varierea acestor parametri. Din analiza spectrelor inregistrate se constatd o intensificare a
benzii de absorbtie din jurul valorii 3350 cm™, corespunzitoare vibratiilor de valenta ale
grupdrilor —OH, odata cu cresterea concentratiei de HEMA, respectiv a numarului de grupari -
COOH 1n structura hidrogelurilor.

In spectrul 16CAM2H se observi o crestere in intensitate a picului corespunzator amidei B
(2920 cm™) atribuit vibratiilor de valenti ale —CH si —CH,, cel mai probabil datorita
concentratiei mari de monomer utilizat in procesul de preparare al acestui esantion. Comparand
intensitatea benzii de absorbtie corespunzatoare amidei I (1640 cm™) din spectrele IPN-urilor cu
concentratie variablid de initiator, dar raport constant CAM/HEMA, se constatd o descrestere a
acesteia odata cu scaderea concentratiei de APS.

Toate esantioanele analizate prin spectroscopie FTIR-ATR prezintd cel mai intens pic la
1157 cm™, semnal cauzat de vibratia de alungire a grupdrii C-O din structura monomerului, iar

semnalul de la ~ 1080 cm™ corespunde intinderii gruparii C-O-C [191].

31



Retele interpenetrate pe baza de colagen functionalizat si polimeri sintetici cu aplicatii biomedicale

V.2.1.3. Analiza elementala

Compozitia hidrogelurilor a fost stabilitd pentru toate hidrogelurile preparate, utilizand in
acest scop metoda Kjeldahl. Aceastda metoda a fost aplicatd pentru determinarea cantitatii totale
de azot din hidrogeluri, cu mentiunea ca acesta poate proveni doar din structura colagenului; prin
urmare, s-a putut determina pe aceasta baza procentul de colagen din compozitia finald a IPN-
urilor preparate. Variatia sa in functie de parametrii considerati este prezentata in Figura V.6, ca
suprafatd de raspuns in sistem tridimensional.

Datele de analizd elementala ilustreaza faptul ca odatd cu cresterea cantitatii initiale de
colagen implicat in obtinerea hidrogelurilor creste si concentratia de colagen in compozitia finala
a acestora, iar varierea concentratiei initiatorului influenfeaza in limite mai restranse compozitia
finald a hidrogelurilor [192, 193]. Se constata totusi o crestere a continutului final in colagen cu
cresterea concentratiei de APS, fapt datorat probabil numdarului mai mare de molecule de
colagen ce participa la reactiile de grefare-reticulare. Concentratia colagenului in compozitia
hidrogelurilor variaza intre 9,36 % si 17,72 %.

m17-18
m16-17
m15-16
u14-15
m13-14
m(2-13
®11-12 Figura V.6. Cantitatea de colagen in
m10-11
=910 compozitia finala a hidrogelurilor pe

=89 bazi de colagen CAM si HEMA

Colagen in compozitia finala, %

V.2.2. Analiza timpului de percolatie in functie de compozitia IPN-urilor pe baza de
CAM si pHEMA

Reologia pare sa fie tehnica de studiu ce caracterizeazd complex gelurile covalente, la
nivelul fenomenului de percolatie, al cineticii de reticulare sau prin estimarea diversilor
parametri structurali ai retelelor (densitatea de reticulare).

Deoarece gelifierea este o tranzitie gradatd de la un lichid vascoelastic la un solid
vascoelastic, este foarte importantd cunoasterea proprietatilor reologice ale unui astfel de sistem.
Forfecarea oscilatorie la amplitudini mici permite investigarea tranzitiei sol-gel prin probarea

modificarii monotone a proprietatilor vascoelastice care apar in timpul gelifierii. Initial,

32



Retele interpenetrate pe baza de colagen functionalizat si polimeri sintetici cu aplicatii biomedicale

modulele G’ si G” cresc in functie de timp, G’ raimanand mai mic decat G (starea de sol). Ca
urmare, existd un moment critic in care G’ devine mai mare decat G”. Timpul de percolatie (Z;)
corespunde, deci, momentului in care G' = G". Sfarsitul procesului de gelifiere are loc odata cu
atingerea platoului modulului elastic G'. Valoarea lui G’ este independenta de valoarea frecventei
in cazul sistemelor total gelifiate, caracterizate prin legaturi puternice de reticulare.

In scopul monitorizarii caracteristicilor vascoelastice ale sistemelor studiate pe parcursul
fenomenului de reticulare, s-au efectuat masurdtori ale modulelor G’ si G"” in domeniul de
frecvente 0,5 — 5 Hz, la temperatura constantd de 25 °C. Valorile obtinute pentru timpul de gel si
pentru valoarea de platou a G’ pentru IPN-urile cele mai semnificative pe bazd de colagen
modificat cu AM si HEMA sunt pezentate in Tabelul V.5.

Timpul de reticulare in cazul sistemelor cu concentratie mai mare de colagen modificat
este scurt (< 3 minute), motiv pentru care procedeul de studiu nu permite inregistrarea acestei
valori. In cazul hidrogelului 16CAM2H timpul de percolatie este mai lung, fenomen explicat
prin faptul ca lanturile moleculare ale colagenului sunt mai indepartate (concentratie scazutd de

biopolimer).

Tabel V.5. Timpul de gel pentru IPN-urile pe bazi de CAM si HEMA (25 °C) in functie de compozitia

acestora
Cod proba teer (min) | G’ platou (Pa)
16CAM2H 10 2,6
30CAM1.3H <3 23,2
30CAM2H <3 9.8
30CAM2.7H <3 7,6
44CAM2H <3 32,6

" valoarea lui G’ pentru o frecventd de 5 Hz

Din punct de vedere al valorii modulului elastic, aceasta creste cu cresterea concentratiei
de colagen in structura IPN-urilor. Se poate aprecia faptul ca distanta dintre lanturile polimerice
influenteazd capacitatea de reticulare-grefare, iar cu cresterea concentratiei de colagen acest
fenomen este mai pronuntat. De asemenea, valoarea lui G’ scade cu cresterea concentratiei de

.....

reticulare-grefare a moleculelor de colagen.
V.2.3. Studiul caracteristicilor de interactiune cu fluide de interes biologic

Caracteristicile de interactiune cu solutiile apoase au fost investigate in solutie tampon
fosfat cu pH = 7,4, la 37 °C, si sunt exprimate sub forma cantitatii maxime de solutie apoasa ce
poate fi incorporatd in material. Comportamentul este determinat de structura tridimensionala a

fiecarei probe, cu porozitate proprie, datda de densitatea de reticulare.
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Caracteristicile de retentie la echilibru pentru IPN-urile pe bazd de CAM si HEMA sunt

ilustrate in imaginea din Figura V.9.

—

®1750-2100
W 1400-1750 Figura V.9. Gradul retentie al

H 1050-1400 hidrogelurilor sintetizate, in solutie
™ 700-1050 tampon pH=7,4, la 37 °C in functie
| 350-700

®0-350 de rapoarte diferite CAM/HEMA,

respectiv de concentratia de APS

Grad de retentie, %

25 e 1.717

271 T APS, %
CAM/HEMA, % :

Afinitatea hidrogelurilor pentru absorbtia de lichide este atribuitd prezentei polimerilor
hidrofili in structura acestora. Astfel, hidrogelurile sunt hidratate diferit, in functie de
caracteristicile de hidrofilie si de morfologie.

Gradul de retentie diminuat al materialelor sintetizate fata de gradul de umflare al
colagenului nemodificat este determinat de compactizarea produsului intercuplat, prin
suplimentarea numarului de functii aminice participante la reactia chimica interpolimerica.
Aceasta face ca o parte din grupele hidrofile sa fie implicate in reactia chimica, in timp ce o alta
parte devine inaccesibild prin compactizare. Interactiunea IPN-urilor cu fluide apoase este
dependentd de compozitia acestora: cresterea continutului de APS si implicit de HEMA prin
crearea de situsuri noi de legare la suport, determina o crestere a hidrofiliei hidrogelului.
elasticitatii unui hidrogel, acesta pierzand capacitatea de a se extinde si de a ingloba cantitati
mari de apa. Cu toate acestea, aditia d¢ HEMA conduce la formarea de noi centri hidrofili (ex.
grupdri hidroxil) si astfel, un numdr mai mare de molecule de apd este legat. Cresterea

concentratiei de initiator duce la cresterea hidrofiliei hidrogelurilor [195].

V.2.4. Analiza rezultatelor privind degradarea enzimatica

Degradabilitatea IPN-urilor a fost evaluata prin tratarea acestora cu o enzima specifica ce
degradeaza colagenul in vivo, si anume colagenaza, si prin dozarea cu ninhidrind a grupelor nou
formate 1n urma hidrolizei proteolitice, prin spectrofotometrie UV. Gradul de degradare a fost
exprimat ca un procent al numarului de grupari aminice terminale libere provenite din
degradarea retelei, fatd de numarul de grupdri aminice libere ale colagenului pur. Scopul
studiului a fost evidentierea contributiei biopolimerului si raportului biopolimer/polimer sintetic
asupra degradabilitatii macro-gelurilor. Din rezultatele obtinute se observa ca toate hidrogelurile

se degradeaza intr-o masura mai micd decat colagenul si nu se observa o influentd semnificativa
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a compozitiei asupra acestui proces, totusi, hidrogelul cu cea mai mica concentratie de colagen
se degradeaza cel mai putin.

In Figura V.10 este reprezentatd variatia gradului de degradare a IPN-urilor pe bazi de
CAM si HEMA, in functie de raportul CAM/HEMA si concentratia de initiator.

m25-28
28 m22-25
°\i 25 " 19-22 Figura V.10. Gradul de
5 = 1619 degradare al IPN-uril
_§ 2 - B 1316 egradare a -urilor pe
% 19 ®10-13 baza de CAM §i HEMA, in
P 16 prezenta de colagenaza la pH =
_O 7 -
=] . 0
s " 7556 7,4 i 37 °C.
5 A
10+ 214
158 21.5 T . /_1.717
27.1 T APS, %
32.6 129
38.4 "
CAM/HEMA, % 4l

Pe parcursul testelor s-a observat degradarea completd a colagenului pur in maxim 48 de
ore, 1n timp ce retelele obtinute cu pHEMA si-au pastrat integritatea structurala si mecanica pe o
perioada mai lunga de timp, procesul de degradare fiind intarziat.

Curbele cinetice ale gradului de degradare, in prezentd de colagenza, sunt ilustrate in
Figura V.12.
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Reducerea semnificativa a ratei de degradare enzimaticd a colagenului modificat cu
anhidridd maleica (Col:AM, 1:1 g g) la 17,5 % in 48 ore este atribuita modificarii chimice a
biopolimerului. Numeroasele studii asupra metodelor de reticulare a colagenelor, raportate in
literatura, indicd Tmbunatatirea biostabilitatii materialelor pe baza de colagen folosind aceasta
tehnica [197, 198]. in cazul studiului de fatd, s-a evidentiat faptul ca IPN-urile obtinute au

rezistenta sporita la actiunea enzimelor si acest fenomen ar putea fi datorat structurii reticulate a
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acestora. Gradul de degradare este Tn concordanta cu concentratia in proteina a hidrogelurilor
obtinute.

Degradarea enzimatica a materialelor pe baza de colagene produce modificari morfologice
asupra acestora. In figura V.13 sunt ilustrate imaginile SEM ale hidrogelului 16CAM2H
inregistrate inainte si dupa degradare. Din imaginile inregistrate se observa evolutia morfologiei

hidrogelului de la o structurda poroasa, cu pori uniformi, intercomunicabili, catre o structura
compactd, densa.

Figura V.13. Imagini
SEM ale hidrogelului
16CAM2H inainte (A)
si dupa (B) degradare

L TR . TSRV

i
HV: 30.00KV WD: 8.5mm HV: 30.00KV WD:

" N 10.2mm -
View field: 720pum 200um View field: 320um 100pum

V.2.5. Analiza termogravimetrica

Termogravimetria masoara variagia masei unei probe cand aceasta este expusa unui regim
de temperatura. Pentru caracterizarea stabilitatii termice se determind temperatura la care Incepe
degradarea termica a polimerului (7).

Analiza termogravimentricd a fost evaluata prin analizd dinamica termogravimetrica, in
atmosfera de N,, la o viteza de incilzire de 10 °C min’. Figura V.14 ilustreaza curbele ATG si
DTG inregistrate pentru hidrogelurile 16CAM2H si 44CAMZ2H si indicd existenta a trei etape de

degradare termica, acompaniate de efecte endo- sau exotermice.
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Figura V.14. Termogramele inregistrate pentru hidrogelurile 16CAM2H si 44CAM2H
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In prima etapd pierderile procentuale de masi sunt mai mici de 5 % si sunt datorate
evapordrii apei din structura hidrogelurilor, in timp ce in urmatoarele faze pierderea de masa
ajunge la ~ 90 % si corespunde degradarii termice a polimerilor constituienti.

Din rezultatele obtinute se poate observa ca hidrogelurile sintetizate au o stabilitate termica
mai mare decat colagenul pur sau cel functionalizat. Deplasarea temperaturii de degradare spre
valori mai mari indicd un efect de aditivitate a caracteristicii termice urmarite, in raport cu
polimerul sintetic. Aceasta diferentd este datoratd interactiunii intre lanturile proteice si matricea
formata prin polimerizarea monomerului sintetic.

Odata inceputd degradarea termicd, materialele polimerice incep sa sufere pierderi de
masa, fapt ce poate fi pus pe seama diferitelor reactii de degradare ce au loc la temperaturi
ridicate, cum ar fi: scindari in lantul principal (depolimerizare), scindari ale grupelor laterale,
ciclizari, reticulari.

Ultima etapd de degradare furnizeaza o valoare a temperaturii ce corespunde maximului de
degradare (Tpeax) al IPN-urilor studiate. Prima etapa de degradare are loc cu pierderea apei
structurale din hidrogeluri (25 — 114 °C), a doua etapa este atribuitd degradarii termice a
lanturilor polimerice ale colagenului si ale pHEMA (200 — 400 °C) si a treia etapa (400 — 900
°C) se datoreaza carbonizdrii polimerilor [175].

Parametrii care descriu comportamentul termogravimetric al hidrogelurilor analizate sunt
reprezentati de: temperatura de degradare termica (7,,s;) s1 procentul de pierdere de masa (W %)
la 489 °C, in atmosfera de N,. Principalele caracteristici termogravimetrice sunt prezentate in
Tabelul V.6.

Tabel V.6. Principalele caracteristici termogravimetrice inregistrate pentru IPN-urile 16CAM2H si

44CAM2H
Stadii ale
Proba degradirii | Tonset(°C) | Treak(°C) | Tendset(°C) | W% | Mgesia(%0)
termice

1 53 67 85 4,0
11 297 366 393 43,8

16CAM2H 5,5
111 407 427 452 46,7
I 52 67 91 4,5
II 291 367 391 41,0

44CAM2H 6,8
111 400 426 447 477

Analizand datele din Tabelul V.6, se observa ca ambele hidrogeluri ating maximul de
degradare la ~ 366 °C, temperatura initiald de degradare ajungand 297 °C in cazul 16CAM2H,
respective la 291 °C in cazul 44CAM2H. Pierderea de masd cauzata de tratamentul termic
(MResia, %0) 1a 452 °C a fost de 94,5 % pentru 16CAM2H si de 93,2 % pentru 44CAM2H, valori
superioare celor obtinute pentru colagenul nemodificat (81 %).
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Utilizdnd ca si criteriu de evaluare a stabilitatii termice temperatura de debut (Topset) in
etapa II de degradare, s-a stabilit urmatoarea ordine a rezistentei la degradare termica:

Col < Col-AM < 44CAM2H < 16CAM2H.

Stabilitatea termica a hidrogelurilor analizate a crescut cu aproximativ 30-40 °C 1in
comparatie cu stabilitatea termicd a colagenului pur sau modificat cu AM. De asemenea,

hidrogelul cu cea mai mare concentratie de monomer (16CAM2H) este cel mai stabil.

V.2.6. Analiza morfologica

Datele de microscopie electronicd de baleiaj (SEM) s-au analizat In vederea caracterizarii
morfologice in sectiune a hidrogelurilor obtinute, in stare uscatd. Porozitatea materialelor este
importantad deoarece este strans legata de inglobarea principiilor active in structura lor si de
difuzia acestora in mediul biologic, precum si de capacitatea de atasare si proliferare celulara.
Imaginile SEM obtinute pentru hidrogelurile 16CAM2H si 44CAM2H sunt prezentate in Figura
V.15.

Figura V.15. Imagini
SEM ale IPN-urilor
16CAM2H (A) si
44CAM2H (B)

HV: 30.00KV WD: 8.8mm HV: 30.00KV WD: 8.5mm

View field: 2.6mm 500pum View field: 2.2mm 500um

Dimensiunea porilor a fost calculatd din prelucrarea imaginilor SEM. Astfel, diametrul
porilor se Incadreaza intre 100 - 250 pm in cazul retelei 44CAM2H si intre 20 - 200 pm pentru
esantionul 16CAM2H. Davidenko si colab. [198] au raportat obtinerea unor matrici pe baza de
colagen si acid hialuronic, cu dimensiuni similare ale porilor (100 - 220 um) si microstructuri
heterogene.

Porii din structura hidrogelurilor se formeaza prin sublimarea apei in timpul procesului de
liofilizare si prin reticularea pHEMA si stabilizarea retelei tridimensionale cu cresterea
omogenitatii materialului. Este vizibild scaderea dimensiunii porilor cu cresterea procentului de
pHEMA 1n structura materialului. Acest efect poate fi cauzat de hidrofilia scazuta a polimerului
sintetic, comparativ cu hidrofilia colagenului nativ, ceea ce reduce cantitatea de apa absorbita,

fie de gradul mare de reticulare.
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V.2.7. Analiza in vitro a capacitatii de adeziune

Bioadeziunea reprezintd capacitatea unei material polimeric natural sau sintetic de a adera
la o suprafatd biologica epiteliala. Factorii ce influenteazd capacitatea de adeziune a unui
polimer sunt flexibilitatea, capacitatea de a forma legaturi de hidrogen, densitatea de reticulare,
hidratarea si conditiile de mediu [200].

Testele in vitro de evaluare a caracteristicilor de adeziune s-au realizat utilizand ca suport
de testare membrane celulozice, acestea avand capacitatea de a simula intr-o masura
satisfacatoare membranele biologice [201, 202]. Masuratorile de adeziune s-au efectuat in
solutie tampon fosfat (pH = 7,4) si la 37 °C.

Datele obtinute s-au prelucrat in directia evaludrii fortei de detasare a materielelor de pe
suprafata suport (maximum detachment force, MDF) si a lucrului mecanic de adeziune (total
work of adhesion, TWA), care reprezinta produsul intre forta de detasare si distanta. Ca referinta
s-a utilizat colagenul pur si cel modificat cu AM (Col-AM, 1:1 g g'). Rezultatele experimentale

sunt prezentate in Figura V.16.
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Tip de material

Este acceptat faptul ca forta de adeziune creste cu marirea continutului de agent adeziv din
compozitia unui material (grupdrile carboxil, hidroxil, amind) si cu viteza de absorbtie a
solutiilor apoase [203].Din Figura V.16 se poate observa faptul ca hidrogelurile prezinta valori
mai scazute atat pentru forta maxima de detasare (MFD) cat si pentru lucrul mecanic de
adeziune (TWA) fata de valorile obtinute pentru colagenul pur si pentru colagenul functionalizat
cu AM, valorile situdndu-se insd in domeniul recomandat pentru hidrogeluri cu aplicatii in
ingineria tisulara. Functionalizarea colagenului prin reactie cu anhidrida maleicd determina, de

asemenea, o scadere usoara a celor doi parametri care cuantifica adezivitatea materialului.
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V.2.8. Analiza rezultatelor privind incarcarea/eliberarea de Ibuprofen

Mecanismul de incorporare a Ibuprofenului in hidrogelurile pe baza de colagen modificat
cu AM sau AIT si HEMA a fost unul fizic. Astfel, includerea principiului activ a constat in
suspendarea hidrogelului in solutia de medicament si difuzia medicamentului in ochiurile retelei
dar si in porii acesteia. [PN-uile Incdrcate au fost conditionate prin liofilizare. Pentru studiul
eliberarii principiului activ, hidrogelurile Incarcate au fost suspendate in solutie tampon fosfat cu
pH 7,4, la 37 °C. Mecanismul de eliberare a constat in primul rind, in penetrarea solutiei apoase
in interiorul hidrogelului, urmata de difuzia medicamentului in mediu.

IPN-urile au fost incarcate cu Ibuprofen, gradul de incarcare fiind de 100 %. Curbele
cinetice de eliberare au fost exprimate ca raport intre masa de Ibuprofen eliberatd (mg) si masa
esantionului testat (g), in functie de timp.

Curbele cinetice de eliberare a medicamentului sunt prezentate in Figurile V.19 si V.20.
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Figura V.19. Curbele cinetice de eliberare a Figura V.20. Curbele cinetice de eliberare a
Ibuprofenului pentru IPN-urile cu raport constant Ibuprofenului pentru IPN-urile cu concentratie
CAM/HEMA constanti de APS

Din curbele cinetice obtinute se constatd ca are loc o eliberare rapidd a Ibuprofenului in
primul interval de timp (~ 5 ore) pentru toate hidrogelurile, fenomen cunoscut sub numele de
“burst effect” si care este specific tuturor mecanismelor difuzionale. Acest comportament este
urmat de o eliberare mai lentd in urmatorul interval de timp (5 — 25 ore), numai in cazul
hidrogelului 30CAM1.3H, probabil datorita concentratiei mai mici de APS, respectiv a densitatii
mici de reticulare [204]. Nu se poate face o corelare intre continutul de colagen al IPN-urilor si
cinetica de eliberare a Ibuprofenului. Cantitatea de medicament eliberata a fost in concordanta cu

cea inglobata (250 mg Ibuprofen/g proba).
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V.3. IPN-uri pe baza de colagen modificat cu anhidrida itaconica (CAIT) si
HEMA

In Tabelul V.7 este prezentata terminologia IPN-urilor pe bazi de CAIT si HEMA, precum
si rezultatele obtinute in cadrul studiilor de analizd elementald, biodegradare si retentie a

solutiilor apoase.

Tabelul V.7. Codificarea IPN-urilor pe baza de CAIT si valorile reale obtinute pentru continutul de proteina,

gradul de degradare si de retentie al acestora

Y; Y, Y;

. Variabila codata Grad degradare, Grad
Cod proba Colagen, % .

% retentie, %

X; X, Real Real Real
20CAIT1.5H -1 -1 8,4 13,3 446
40CAIT1.5H 1 -1 11,6 17,1 517
20CAIT2.5H -1 1 8,6 12,6 416
40CAIT2.5H 1 1 11,7 17,3 625
16CAIT2H -1,414 0 6,8 11,6 352
44CAIT2H 1,414 0 11,4 18,6 500
30CAIT1.3H 0 -1,414 9,4 15,9 407
30CAIT2.7H 0 1,414 10,1 16,4 462
30CAIT2H 0 0 10,4 15,1 486
30CAIT2H 0 0 9,7 14,4 503
30CAIT2H 0 0 9,5 15,0 496
30CAIT2H 0 0 10,3 14,8 505
30CAIT2H 0 0 10,4 14,6 498

Tabelul V.8. Codificarea variabilelor independente

Variabla codata
-1,414 -1 0 1 1,414
CAIT (raportat la HEMA) | X; 15,86 20 30 40 44,14
APS (% fata de HEMA) X 1,293 1.5 2 2,5 2,707

Variabila independenta | Cod

Utilizand programul experimental s-au obtinut hidrogeluri diferite prin raportul colagen
modificat/tHEMA si concentratia de APS raportatd la HEMA. Raportul molar APS/TEMED
folosit a fost de 1:1 (mol:mol).

Valorile obtinute pentru coeficientii de corelare (intre 0,94 si 0,99) indica o buna

corespondentd intre valorile observate si cele modelate.
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V.3.1. Analiza structurala a retelelor IPN pe bazi de colagene modificate cu
anhidrida itaconica

V.3.1.1. Spectroscopia FTIR

Absorbtiile caracteristice colagenului sunt prezente si in spectrele hidrogelurilor: la 3360
em™, 2920 ecm-1, un “umiar” la 1630 cm™ si un semnal de intensitate redusa la 1520 cm’! si 1240
cm™. Pe langa acestea au mai fost inregistrate semnale noi, cauzate de prezenta monomerului in
structura IPN-urilor: semnalul de la 1720 cm™ este atribuit legiturii esterice C=O intre colagen si
AIT, dar intensitatea mare a picului este data de gruparile carboxil din structura HEMA.

Grupdrile metil si metilen din HEMA produc semnale la 2920 cm™ si vibratia de intindere
a gruparii C-O este reprezentatd de banda de absorbtie de la 1160 cm™. Comparand spectrele
hidrogelurilor, se observa o descrestere a intensitatii amidelor I (1630 cm™) si 11 (1520 cm™), cu

cresterea concentratiei de monomer in structura acestora.

V.3.1.3. Analiza elementala

Variatia procentului de colagen din compozitia finald a IPN-urilor preparate in functie de
parametrii considerati (raportul CAM/HEMA si concentratia de APS) este prezentatd in Figura

V.22, ca suprafata de raspuns In sistem tridimensional.
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Figura V.22. Variatia cantitatii de
colagen in compozitia finald a IPN-urilor
pe bazi de CAIT si HEMA in functie de
raportul CAIT/HEMA si concentratia de

APS
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Diagrama obtinuta ilustreaza faptul ca, asemenea IPN-urilor constituite din CAM si
HEMA, concentratia de colagen in compozitia finala a acestora creste odatd cu cresterea
cantitdfii initiale de colagen implicat in obtinerea hidrogelurilor. Concentratia de initiator nu
influenteaza semnificativ compozitia finala a hidrogelurilor (Figura V.23), insa se poate remarca

o usoara crestere a procentului de colagen final cu cresterea concentratiei initiale de APS, ca
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urmare a implicarii unui numar mai mare de molecule de colagen in reactiile de grefare-

reticulare.

V.3.2. Analiza timpului de percolatie in functie de compozitia IPN-urilor pe baza de
CAIT si pHEMA

Valorile obtinute pentru timpul de percolatie (ter) si pentru valoarea de platou a G" pentru
IPN-urile pe baza de colagen modificat cu AIT si pHEMA cele mai semnificative sunt pezentate
in Tabelul V.11.

Tabel V.11. Timpul de gel pentru IPN-urile pe bazi de CAIT si HEMA (25 °C) in functie de compozitia

acestora
Cod proba teer (min) | G’ platou (Pa)
16CAIT2H <3 2,5
30CAIT1.3H <3 54,8
30CAIT2H <3 35,5
30CAIT2.7H <3 29,0
44CAIT2H <3 80,0

" valoarea lui G’ pentru o frecventd de 5 Hz

Timpul de percolatie este mai mic de 3 minute pentru toate IPN-urile studiate, inclusiv
pentru cel cu cea mai micd concentratie de colagen, datoritd gradului de substitutie ridicat al
polimerului. Din analiza rezultatelor obtinute se constatd o crestere a valorii de platou a
modulului G’ cu cresterea concentratiei de colagen si o descrestere a acesteia cu cresterea
concentratiei de initiator, similar IPN-urilor pe baza de CAM. Se constata insd o crestere a
densitétii de reticulare (valorile G" sunt in general superioare) fatd de sistemul studiat anterior,

fenomen datorat excesului de legaturi duble capabile sa co-polimerizeze cu HEMA (Col:AIT,
1:3ggh.

V.3.3. Studiul caracteristicilor de interactiune cu fluide de interes biologic

Gradul de retentie volumetric la echilibru (GR,,) s-a determinat cu ajutorul relatiei:
A/
(%) GR gy = — X 100 (21)
my

in care v, este volumul de solvent absorbit la timpul t si m este masa initiala a probei.
Din diagrama obtinutd (Figura V.24) se poate remarca o crestere a gradului de retentie cu

cresterea raportului CAIT/HEMA si o scadere a gradului de retentie cu cresterea concentratiei de
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initiator, fapt ce poate fi explicat prin cresterea densitatii de reticulare, ce duce la scaderea

dimensiunii porilor si scdderea cantitatii de apa inglobata in structura hidrogelurilor.
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1 400-450
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%
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Figura V.24. Gradul de retentie a
PBS (%) pentru hidrogelurile pe
baza de CAIT si pHEMA

V.3.4. Analiza rezultatelor privind degradarea enzimatica

Testele de biodegradabilitate in vitro s-au realizat si rezultatele s-au exprimat in aceleasi
conditii ca si in cazul sistemului anterior. Datele obtinute sunt ilustrate in Figura V.25.
Din diagrama rezultatelor obtinute se observa cad toate hidrogelurile se degradeaza, dar

intr-o masurd mai micd decat colagenul pur si nu se observd o influentd semnificativd a

compozitiei asupra acestui proces; totusi, hidrogelul cu cea mai mica concentratie de colagen
(16CAIT2H) se degradeaza cel mai putin.
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V.3.5. Analiza termogravimetrica

Figura V.26 ilustreazd termogramele inregistrate pentru hidrogelurile 16CAIT2H si

44CAIT2H si indica existenta a trei etape de degradare termica, precum si in cazul IPN-urilor pe
baza de CAM si pHEMA.
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Figura V.26. Termogramele inregistrate pentru hidrogelurile 16CAIT2H si 44CAIT2H
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Hidrogelurile constituite din CAIT si pHEMA au o stabilitate termica mai mare decat
colagenul pur (259 °C) sau functionalizat cu AIT (280 °C), efect datorat prezentei polimerului
sintetic in structura IPN-urilor. Temperatura de degradare termica creste pana la 313 °C in cazul
hidrogelului cu cea mai mare concentratie de pHEMA (16CAIT2H) si pana la 296 °C in cazul

hidrogelului 44CAIT2H. Temperatura maximd de degradare (Tpex) pentru ambele IPN-uri
analizate este de aproximativ 360 °C.

Principalele caracteristici termogravimetrice observate in termogramele inregistrate pentru
hidrogelurile 16CAIT2H si 44CAIT2H sunt prezentate in Tabelul V.12.

Tabel V.12. Principalii parametri termogravimetrice inregistrati pentru IPN-urile 16CAIT2H si 44CAIT2H

Stadii ale
Proba degradarii Tonset CC) | Tpeak (°C) | Tindset CC) | W (%) | MRgesia (%)
termice
I 51 64 88 5,0
I 313 360 399 37,5
16CAIT2H 6,8
1 399 427 447 50,7
I 42 60 76 4,1
I 296 356 399 34,3
44CAIT2H 8,1
11 400 424 448 53,5

Pierderile procentuale de masa datorate tratametului termic (Mgesiq, %) la 448 °C au fost de
93,2 % pentru 16CAIT2H si de 91,9 % pentru 44CAIT2H, valori superioare celor obtinute

pentru colagenul nemodificat, dar inferioare celor inregistrate pentru hidrogelurile pe baza de

CAM. Ordinea stabilitatii termice in functie de Topset €Ste urmatoarea:
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Col < Col-AIT < 44CAIT2H < 16CAIT2H.

Hidrogelul cu cel mai mare continut in polimer sintetic (16CAIT2H) este cu 17 °C mai
stabil la termodegradare decat hidrogelul 44CAM2H, fenomen explicat prin gradul mare de
substitutie obtinut in cazul modificarii colagenului cu AIT, numarul de grupe functionale ce pot

participa la reactii de grefare-reticulare cu HEMA fiind superior.
V.3.6. Analiza morfologica

Morfologia sectiunii hidrogelului 30CAIT2H a fost studiatd si imaginile SEM inregistrate
pot fi vizualizate in Figura V.27.

Figura V.27. Imagini
SEM pentru hidrogelul
30CAIT2H la diferite
magnitudini de
vizualizare:

500 pm (A) si 100 pm (B)

HV: 30.00KV WD: 16.97mm - HV: 30.00KV WD: 17.2mm

View field: 2.37mm DET: SE 500um View field: 451.5um DET: SE 100um

Structura poroasd a colagenului modificat cu AIT a fost mentinutd dupa reactia de
copolimerizare cu pHEMA. Microstructura hidrogelurilor a suferit Tnsa modificari. Diametrul
porilor este cuprins Intre 50 — 200 um, iar distributia si forma acestora este mai uniforma.
Dimensiunea adecvata a porilor unei matrici utilizate in ingineria tisulara este cuprinsa intre 100-
200 pm [205], aceste dimensiuni facilitdind proliferarea celulard in interiorul spatiilor
interstitiale.

Avand 1n vedere acest aspect, putem considera hidogelurile obtinute ca fiind recomandate

pentru utilizarea in ingineria tisulara.
V.3.7. Analiza in vitro a capacitatii de adeziune

Rezultatele experimentale obtinute pentru masurarea lucrului mecanic de adeziune si al
fortei maxime de detasare pentru hidrogelurile pe baza de CAIT si HEMA, precum si pentru
colagenul pur si modificat (Col-AIT, 1:3 g g’") sunt prezentate in Figura V.28.

Valorile obtinute in urma testului de evaluare a adeziunii aratd o crestere semnificativa a
acesteia in cazul colagenului modificat (Col:AIT, 1:3 g g') fatd de colagenul pur, probabil

datorita gruparilor carboxilice nou aparute. Ambele esantioane au aderat cu usurinta la suprafata
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test datorita gradului mare de retentie de solutie apoasa si a gruparilor functionale ce pot forma

legéturi de hidrogen cu substratul.

Un alt aspect important de remarcat este faptul ca pHEMA are o influenta directd asupra

caracteristicilor principale ce definesc proprietatile adezive ale IPN-urilor obtinute, insd nu se

constatd o corelare intre raportul colagen/HEMA si valorile medii pentru lucrul mecanic si forta

maxima de detasare. Valorile determinate pentru MDF si TWA scad in prezenta polimerului

sintetic [206, 207] si se Incadreaza in limitele recomandate pentru materialele utilizate ca

pansamente pentru vindecarea ranilor.

1200
'g' BMFD [mN]
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g
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16CAIT2H 30CAIT2H 44CAIT2H

Col

Col-AIT

Figura V.28. Valorile medii MFD
[mN] si TWA [mN/mm] pentru
hidrogelurile pe baza de CAIT si
HEMA, colagen si Col-AIT; (barele

reprezinta deviatia standard, n = 4)

V.3.8. Analiza rezultatelor privind incircarea/eliberarea de Ibuprofen

In vederea evaluarii functiei de suport pentru inglobare si eliberare de principii active a

[PN-urilor pe baza de CAIT si HEMA s-a utilizat acelasi procedeu de incarcare/eliberare precum

si acelasi tip de principiu activ. Curbele cinetice ale eliberarii medicamentului sunt reprezentate

in Figurile V.29 si V.30.

300
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2 —%— 30CAIT1.3H
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Figura V.29. Curbele cinetice de eliberare a

25

Ibuprofenului pentru IPN-urile cu raport constant

CAIT/HEMA
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Analizand curbele cintetice de eliberare s-a constatat cd in primul interval de timp
(aproximativ 5 ore) s-a inregistrat o crestere rapidi a cantititii de medicament eliberat. in
urmatorul interval de timp s-a inregistrat o eliberare mai lenta. Acest fenomen este explicat prin
faptul ca medicamentul difuzeaza intr-o prima faza din straturile superficiale ale materialului,
respectiv din porii acestuia, iar mai apoi, din ochiurile retelei interpenetrate.

Cantitatea de medicament eliberatd este in concordantd cu gradul de retentie al IPN-urilor
(Tabelul V.7); astfel hidrogelurile 44CAIT2H, respectiv 30CAIT2H elibereaza cele mai mari
cantitati de Ibuprofen in interval de 25 ore.

V.4. IPN-uri pe baza de colagen modificat cu ACIT sau ADMA si
pHEMA

V.4.1. Analiza in vitro a adezivitatii

In scopul investigarii influentei anumitor parametri, precum agentul de functionalizare si
pH-ul reactiei de functionalizare, asupra caracteristicilor de adeziune a materialelor colagenice
modificate si a [IPN-urilor, s-au luat In considerare urméatoarele aspecte:

- utilizarea anhidridei citraconice si anhidridei dimetilmaleice ca agenti de functionalizare;
raportul colagen/anhidrid a fost 1:3 g g™

- ajustarea pH-ului reactiei de functionalizare la 8, respectiv 9.

- studierea IPN-urilor cu raport similar colagen/HEMA (% Col/HEMA, 30/70) si
concentratie asemanatoare de APS (2 %).

In Tabelul V.13. este ilustrati terminologia materialelor obtinute pentru acest studiu,

precum si conditiile de obtinere.

Tabelul V.13. Terminologia materialelor obtinute si conditiile de preparare

Colagen modificat IPN-uri
X . Agent . . Agent
Terminologie . . pH | Terminologie . . pH | Col/HEMA | APS (%)
functionalizare functionalizare
CACITS ACIT 8 CACITHS ACIT 8 30/70 2
CACIT9 ACIT 9 CACITH9 ACIT 9 30/70 2
CADMS ADMA 8 CADMHS ADMA 8 30/70 2
CADM9 ADMA 9 CADMH9 ADMA 9 30/70 2

Rezultatele experimentale privind deformatia elasticd a IPN-urilor pe bazd de colagen
modificat (la pH = 8 s1 9) cu ACIT si ADMA, in comparatie cu colagenul modificat cu ACIT si
ADMA la pH = 8 si 9 sunt prezentate in Figura V.31.
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18 4 O IPN-uri

;j ] Figura V.31. Valorile medii ale

1:2 | deformatiei elastice pentru IPN-
1 - urile pe baza de colagen modificat
08 - cu ACIT si ADMA (pH=8-9)1in
0.6 1 comparatie cu colagenul modificat
0.4 1 cu ACIT si ADMA (pH=8-9)
0.2 A
0 T T .

CACITHS8 CACIT8 CACITH9 CACIT9 CADMHS8 CADM8 CADMH9 CADM9

@ Colagen modificat

Deformatia elastica [mm]

In general, hidrogelurile prezinti o deformatie elastici mai redusa fata de a colagenelor
modificate din care au derivat, efect pus pe seama morfologiei retelei IPN si contributiei
componentei sintetice la stabilizarea structurii tridimensionale. Rezultatele testelor au aratat ca
deformatia elastica a IPN-urilor este dependenta de cantitatea de agent de functionalizare fixata
(reglata prin valoarea pH-ului reactiei de functionalizare a colagenului) si mai putin influentata
de tipul agentului de functionalizare. Astfel, [IPN-urile CACITH9 si CADMH9 se deformeaza
intr-o masurd mai mare decat cele obtinute din colagen functionalizat la pH 8.

In Figura V.32. sunt prezentate valorile medii ale fortei maxime de detasare necesar

ruperii contactului dintre suprafata test si hidrogelurile, respectiv colagenele studiate.

1400

O IPN-uri
1200 | @ colagen modificat

Figura V.32. Valorile medii ale

1000 7 fortei maxime de detasare pentru
800 - IPN-urile pe baza de colagen
600 - modificat cu ACIT si ADMA (pH =
200 8 —9) in comparatie cu colagenul

modificat cu ACIT si ADMA
200 - (pH =8 - 9)
0 T T T

CACITH8 CACIT8 CACITH9 CACIT9 CADMHS8 CADM8 CADMH9 CADM9

Forta maxima de detagare [mN]

Din datele obtinute se observa ca utilizarea ADMA ca agent de functionalizare conduce la
cresterea capacitatii de adeziune a colagenului modificat, fata de utilizarea ACIT. Acest fapt este
corelat cu gradul de substitutie, in cazul modificarii cu ADMA (Col:ADMA, 1:3 g g™) fiind de
3,8 %, iar in cazul modificdrii cu ACIT (Col:ACIT, 1:3 g g) fiind de 2,5 %. Cu cresterea
gradului de substitutie se formeazad situsuri noi de legare a lanturilor de pHEMA, ceea ce
conduce la IPN-uri cu densitate de reticulare mai mare, respectiv cu capacitate de retentie
scazutd. Aceasta ar putea fi explicatia pentru capacitatea redusa de adeziune a hidrogelurilor
CADMHS si CADMH9. De asemenea, la pH de functionalizare 8 forta maxima de detasare este
mai micd in comparatie cu forta de detasare necesara IPN-urilor pe bazd de colagen

functionalizat la pH 9.
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In graficul din Figura V.33 sunt prezentate valorile medii ale lucrului mecanic de adeziune
al colagenelor si IPN-urilor studiate.

Rezultatele testelor au aratat cd adeziunea retelelor IPN este dependentd de pH-ul reactiei
de functionalizare a colagenului, de forta aplicatd si de timpul de contact intre hidrogel si
substratul de testare. In urma analizei datelor rezultate s-a constatat ci forta maxima de detasare,
lucrul mecanic si deformatia elastica prezinta valori superioare In cazul colagenului modificat,
fatd de hidrogeluri, indiferent de agentul de functionalizare sau de pH-ul reactiei de

functionalizare. Acest lucru este explicat prin numarul de grupari COOH nou formate.

600

OIPN-uri
500 - @ Colagen modificat
Figura V.33. Valorile medii ale
400 lucrului mecanic de adeziune
pentru IPN-urile pe baza de
colagen modificat cu ACIT si
200 - ADMA (pH =8- 9) in
comparatie cu colagenul
100 1 modificat cu ACIT si ADMA
0 . . . (PH=8-9)

CACITH8 CACIT8 CACITH9 CACIT9 CADMHS8 CADM8 CADMH9 CADM9

Lucrul mecanic de adeziune
[mN/mm]
[9%)
S
(=)
.

V.5. Studii de biocompatibilitate asupra IPN-urilor pe baza de colagen
modificat si pHEMA

Biocompatibilitatea este unul din factorii care controleaza performanta generald a unui
produs utilizat in ingineria tisulara. Cea mai importanta caractertistica ce face diferenta dintre un
biomaterial si orice alt material este capacitatea acestuia de a coexista In contact cu organismul
viu, fard a provoca nici o reactie adversa.

In cazul suporturilor tridimensionale utilizate in ingineria tisulard, biocompatibilitatea
reprezintd capacitatea acestora de a se comporta ca un substrat, cu proprietdti optime pentru
activitatea celulara, cu scopul de a favoriza regenerarea tisulard fard a provoca raspuns advers
din partea tesutului gazda.

Evaluarea citotoxicitatii si a viabilitatii celulare joaca un rol fundamental in studiile de
biocompatibilitate, in unele cazuri fiind scopul principal al experimentelor.

Testele in vitro de determinare a citotoxicitatii unui material din culturi celulare se
celulelor utilizate in aceste studii rezultatele obtinute pot furniza informatii cu privire la
eliberarea unor compusi citotoxici din structura materialului analizat, compusi ce pot influenta
negativ atasarea si proliferarea celulara.

Viabilitatea celulara este deseori echivalentd cu numarul de celule sdnitoase, viabile din

culturile efectuate pe materialul de analizd. Adeseori, aceeasi metoda de determinare a
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viabilitatii celulare este repetata pe o perioada de timp pre-determinata, cu rolul de a investiga
proliferarea celulard din cadrul unei populatii. Cea mai utilizatd metodd de determinare a
viabilitatii celulare este testul MTS ((3-(4, 5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-
sulfofenil)-2H-tetrazoliu), MTS).

V.5.1. Studii in vitro in culturi celulare — evaluarea citotoxicitatii

Avand o perspectivd de ansamblu a proprietatilor fizico-chimice asupra IPN-urilor
primul rand citotoxicitatea hidrogelurilor pe bazad de colagen modificat cu AM sau AIT si
pHEMA printr-o metoda indirectd. Astfel, hidrogelurile au fost sterilizate in amestec apa-etanol
(30:70) pentru 30 secunde si spdlate in mediu de culturd complet timp de 4 zile, timp 1n care
acesta a fost schimbat de 3 ori pe zi. Probele au fost apoi imersate in mediul de cultura peste care
s-au adaugat celule endoteliale prelevate din derm uman (Human Dermal Microvascular
Endothelial Cells, HDMEC). La diferite intervale de timp (24, 48, 72, 168 ore), probele au fost
indepartate, celulele din supernatant s-au marcat cu calceind AM si au fost vizualizate prin
intermediul microscopului cu lampa fluorescenta.

Rezultatele obtinute sunt prezentate in Figurile V.34 - V.35. Ca referintd s-au utilizat
suporturi standard pentru culturi celulare, in care s-au cultivat si marcat celule in mod similar.
Testul reprezintd o metodad de investigare a structurii si morfologiei celulelor puse 1n contact cu

mediul in care se afla materialele preparate.

Figura V.34. Imagini de microscopie de fluorescenti ale celulelor marcate cu calceini AM, in supernatant
colectat de la hidrogelurile 16CAM2H (A), 44CAM2H (B) si de la control (C) la diferite intervale de timp de

cultivare
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Figura V.35. Imagini de microscopie de fluorescenti ale celulelor marcate cu calceind AM, in supernatant
colectat de la hidrogelurile 16CAIT2H (A), 44CAIT2H (B) si de la control (C) la diferite intervale de timp de

cultivare

Rezultatele obtinute ofera informatii cu privire la posibila difuzie a unor compusii toxici
din proba 1n mediul de culturd. Testele efectuate din punct de vedere al interactiunii cu mediul
biologic au aratat faptul cd hidrogelurile constituite pe baza de colagen functionalizat cu AM sau
AIT si pHEMA nu manifesta efecte citotoxice, celulele fiind stimulate sa prolifereze n prezenta
acestor materiale, cu precadere in cazul IPN-urilor cu concentratia cea mai mare de colagen
(Figura V.34B si Figura V.35B).

V.5.2. Analiza rezultatelor privind viabilitatea celulara in contact cu IPN-urile

obtinute

Urmatorul pas dupd investigarea citotoxicitatii a fost cuantificarea viabilitatii celulare.
Testul de viabilitate celulara a constat in evaluarea starii functionale si a capacitatii de proliferare
a celulelor aflate in contact direct cu IPN-urile. Pentru acest test s-au utilizat celule HDMEC si
ca reactiv, sarea de tetrazoliu (MTS). Aceasta este redusd de catre celulele viabile, prin
intermediul mitocondriilor, la un produs colorat numit formazan, care este solubil i1n mediul de
culturd. Cantitatea de formazan produsd este mdsuratd spectofotometric la 492 nm, iar
concentratia de formazan este direct proportionala cu numarul de celule viabile din culturile de
celule. Ca referinta s-a utilizat un control pentru fiecare interval de timp. Pentru control celulele
au fost cultivate in godeuri goale in conditii similare cu probele studiate.

In Figura V.36 sunt prezentate imaginile inregistrate prin miscroscopie de fluorescenti
pentru hidrogelurile 44CAIT2H si 30CAIT2H 1n prezenta HDMEC, la diferite intervale de timp.
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Din analiza imaginilor obtinute se constata ca celulele adera si prolifereaza in interiorul

probelor, iar morfologia acestora nu suferd modificari.

Figura V.36. Imagini de
microscopie de fluorescenta
ale IPN-urilor 44CAIT2H
(A) si 30CAIT2H (B) 1a 24,
48 si 72 de ore dupa
cultivarea HDMEC

In Figura V.37 este prezentatd histograma privind densitatea optica, la 492 nm, a mediului
rezultat ca urmare a interactiunii celulelor cu hidrogelurile pe baza de colagen modificat cu AIT

si pHEMA, comparativ cu controlul.
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Din analiza rezultatelor obtinute se remarcd un prim aspect important, acela cd fata de
proba control se constatd aproximativ aceeasi viabilitate celulara (76 — 97 %), deci IPN-urile nu
sunt toxice. O a doua observatie este ca, in general, creste viabilitatea celulard in timp, ceea ce

semnifica faptul ca celulele adera si prolifereaza in interiorul materialului.
V.5.3. Vizualizarea celulelor viabile prin Microscopie confocala cu baleiaj laser
Pentru vizualizarea celulelor viabile prin microscopie confocald s-au utilizat antircorpi si

markeri fluorescenti ce produc o coloratie verde a citoscheletului celular, o coloratie rosie a

filamentelor de actina, in timp ce nucleii prezintd o coloratie albastrd. Imaginile de microscopie
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confocald pentru hidrogelurile 44CAIT2H, 30CAIT2.7H si 16CAIT2H dupa 168 ore de cultura
cu HDMEC sunt prezentate in Figura V.38.

Figura V.38. Imagini de
microscopie confocala
pentru IPN-urile 16CAIT2H
(A), 30CAIT2.7H (B) si
44CAIT2H (C) la 168 ore de
la cultivarea celulelor
HDMEC

Pe langa faptul ca viabilitatea celulara este mare, se poate observa din imaginile obtinute
ca nucleii celulelor HDMEC au o forma rotundd, nealterata, iar citoscheletul si filamentele de
actind s-au dezvoltat aproape uniform in matricea IPN-urilor. Acest lucru semnifica faptul ca
materialele obtinute au capacitatea de a sustine si de a favoriza aderarea si proliferarea celulelor.

Prin prisma conceptelor de biocompatibilitate se poate afirma despre IPN-urile sintetizate

ca sunt biocompatibile [210] si nu vor determina fenomene de respingere de catre organism.

V.6. Concluzii

1. S-au obtinut retele semi-IPN pornind de la colagenul modificat cu anhidride si
polimerizarea grupei functionale duble atasate la biopolimer cu HEMA, in prezenta unui sistem
initiator (APS, TEMED). Pentru optimizarea compozitiei s-a utilizat un program experimental
in care au fost variati doi parametri — raportul precursor colagenic/HEMA, respectiv concentratia
de initiator radicalic. Functia scop urmaritd a constituit-o compozitia In colagen a retelelor
obtinute, gradul lor de degradare in prezenta colagenazei precum si comportamentul fatd de
solutii apoase (exprimat ca grad de retinere a apet).

2. Spectroscopia FTIR-ATR a relevat realizarea grefarii colagenului cu pHEMA. Cresterea
concentratiet de monomer in structura hidrogelurilor este corelatd cu scaderea intensitatii
picurilor corespunzatoare amidelor I si II.

3. S-a studiat timpul de percolatie pe parcursul fenomenului de co-polimerizare a
colagenului modificat si HEMA. S-a constat cd f,; apare, in general, in mai putin de 3 minute

pentru IPN-urile analizate si acest parametru este influentat de distanta dintre lanturile
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moleculare ale colagenului. Valoarea de platou a modulului G’ creste cu cresterea concentratiei
de biopolimer in compozitia IPN-urilor si scade cu cresterea concentratiei de initiator.

4. Analiza elementala a evidentiat cresterea continutului de colagen in structura IPN-urilor,
odata cu cresterea raportului colagen modificat/t HEMA. Concentratia initiatorului modifica doar
in limite restranse compozitia retelei semi-IPN obtinute.

5. Gradul de degradare al IPN-urilor in prezenta colagenazei este semnificativ redus si este
influentat de concentratia de colagen din compozitia acestora. Hidrogelurile nu sunt complet
degradate de catre enzime, iar morfologia lor evolueaza catre o structurd compacta, densa.

6. IPN-urile preparate au capacitatea de a retine cantitati mari de solutii apoase in conditii
fiziologice. Interactiunea IPN-urilor cu fluide apoase este dependentd de compozitia acestora:
cresterea continutului de APS si implicit de HEMA prin crearea de situsuri noi de legare la
suport determind o crestere a hidrofiliei hidrogelului.

7. Analiza termica confirma cresterea stabilitatii termice a [IPN-urilor cu aproximativ 30-40
°C 1n comparatie cu caracteristicile termice ale colagenului pur si modificat. De asemenea,
hidrogelurile cu concentratia cea mai mare de pHEMA sunt cele mai stabile la degradare
termica.

8. Mecanismul de incorporare a Ibuprofenului in matricile obtinute a fost unul fizic.
Cinetica de eliberare a medicamentului este controlatd de difuzia solutiei tampon in structura
IPN-urilor. Cantitatea cea mai mare de medicament se elibereaza in aproximativ 5 ore, in
urmatorul interval de timp eliberarea fiind mai lentd, fenomen explicat prin faptul ca
medicamentul difuzeaza intr-o prima faza din straturile superficiale ale materialului, iar mai apoi
din ochiurile retelei.

9. Din punct de vedere morfologic, IPN-urile au o structurd tip macrogel, cu pori
intercomunicabili si cu dimensiuni mai mici decat in cazul colagenului pur.

10. Proprietatilor de adezivitate ale IPN-urilor sunt mai scdzute comparativ cu cele ale
colagenului modificat, ca urmare a prezentei polimerului sintetic in structura acestora. S-au
efectuat studii de incarcare si eliberare de principii active (Ibuprofen) in si din hidrogelurile
preparate. Eliberarea Ibuprofenului inglobat in structura hidrogelurilor se face intr-un interval de
pana la 25 ore si cinetica de eliberare este controlatd de difuzia soutiei tampon in structura IPN-
urilor.

11. Testele de citotoxicitate si studiile de viabilitate celulard au evidentiat faptul ca
materialele obtinute nu sunt citotoxice si, mai mult decat atat, au capacitatea de a sustine si de a
favoriza aderarea si proliferarea celulelor HDMEC. Imaginile de microscopie confocala au
relevat faptul cd celulele se dezvoltd in interiorul materialelor fara a suferi modificari

morfologice si structurale.
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CONCLUZII GENERALE

Incadrandu-se in preocuparile privind valorificarea superioara a proprietatilor polimerilor
naturali, cercetarea Intreprinsd si-a propus sa aduca contributii in domeniul realizérii de noi
biomateriale cu componenta colagenicd (colagen, gelatind) cu aplicatii in tratamentul arsurilor

cutanate, studiile efectuate permitand sistematizarea urmatoarelor concluzii generale:

caracteristicilor fizico-chimice si biologice unice, colagenul reprezintd unul dintre cele mai
utilizate biomateriale. Colagenul este un biopolimer cu caracteristici favorabile pentru utilizarea
in regenerarea rapida a pielii si pentru accelerarea vindecarii ranilor. Principalele dezavantaje ale
utilizdrii colagenelor 1n aplicatii biomedicale sunt reprezentate de gradul mare de
biodegradabilitate si stabilitatea mecanica scazutd. Aceste neajunsuri pot fi depdsite prin
multiple metode de procesare raportate in literatura de specialitate, cum sunt: reticularea fizica
si chimicd, amestecarea cu alti polimeri naturali sau sintetici sau prin Incorporarea unor compusi

exogeni.

2. Hidrogelurile cu caracter de IPN pot fi utilizate cu succes ca pansamente pentru
vindecarea ranilor datoritd faptului ca sunt flexibile, durabile, antigenice, permeabile pentru
vaporii de apa si metaboliti, bioadezive si asigurd o acoperire bund a ranii, in vederea prevenirii
infectiilor. Hidrogelurile pe bazd de polimeri naturali sunt biocompatibile, biodegradabile si
asigura suportul pentru activitatea celulard, insd au proprietdti mecanice slabe. Caracteristicile
IPN-urilor cu componenta naturald si sintetica se apropie cel mai mult de cerintele aplicatiilor in
ingineria tisulara: biocompatibilitate, suport pentru atasarea, cresterea si maturarea celulelor
regeneratoare, proprietati mecanice adecvate, lipsa iritabilitatii si a reactiilor adverse, cat si

posibilitatea incorporarii, transportului si eliberarii unor compusi bioactivi.

3. In cadrul lucririi de fata s-a studiat functionalizarea materialelor colagenice cu anhidride
ciclice (anhidrida maleica, anhidrida itaconicd, anhidrida citraconicd si anhidrida
dimetilmaleica), reactii care au avut ca efect activarea colagenelor cu compusi cu duble legaturi,
in vederea participdrii ulterioare la reactii de reticulare-grefare cu monomeri solubili in apa,
pentru obtinerea de retele semi-IPN. Functionalizarea colagenelor s-a realizat prin transformare
polimer-analoaga, in sistem omogen, mecanismul de reactie fiind unul de substitutie nucleofila,

care decurge prin aditie — eliminare.

4. Modificarea chimica a colagenelor a fost confirmata prin analize spectroscopice (FTIR-
ATR si 'H-RMN) si elementale (cuplaj COT/NOT). Gradul de substitutie al colagenelor este
determinat de raportul masic biopolimer/anhidrida, precum si de tipul de anhidrida. Gradul de

substitutie creste cu cresterea raportului masic colagen:anhidrida. In plus, dintre agentii de
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acilare utilizati, anhidrida maleica este cea mai reactiva.

5. S-a evaluat comportamentul asociativ al macromoleculelor de colagen pur si modificat
prin studii reologice. In solutii diluate (0,25 —3 g L' in solutie 10"'M CH3COOH) s-a constatat
cresterea valorii C* ca urmare a modificarii chimice a colagenului. Studiul reologic al solutiilor
concentrate de colagen modificat (10 g L") ilustreazd un comportament pseudoplastic dominant.
Pe domeniul de frecventd (0,01 — 10 Hz), solutiile colagenice manifestda un comportamentul
predominant elastic. Modificarea chimica a colagenelor cu anhidridd maleica si itaconica a
afectat proprietatile mecanice ale proteinei, valorile G' si G” fiind superioare celor Inregistrate
pentru colagenul pur. Temperatura de tranzitie conformationald este deplasatd spre valori mai
mari pentru colagenele modificate ca urmare a legaturilor de hidrogen nou formate intre

moleculele biopolimerului.

6. Stabilitatea termica a colagenului modificat cu anhidrida itaconica este similard cu cea a
polimerului pur, in schimb modificarea cu anhidrida maleica conduce la o valoare superioara a
temperaturii de degradare (80 °C). Temperaturile de denaturare (determinate prin uDSC)
corespunzatoare colagenelor modificate cu AM si AIT au fost deplasate in general spre valori

mai mari, in timp ce entalpia de denturare a ramas neschimbata.

7. Morfologia materialelor colagenice obtinute a suferit modificari interesante. In toate
cazurile, porozitatea materialului liofilizat a crescut, materialul evoluand catre un macrogel, dar
cu pori deschisi, intercomunicabili. Gelatina modificatd prezintd aceleasi -caracteristici

morfologice, cu deosebirea ca porii sunt colapsati.

8. S-au obtinut hidrogeluri pornind de la colagenul modificat cu anhidride, prin
polimerizarea grupei functionale duble atasate la biopolimer cu HEMA, 1n prezenta unui sistem
initiator (APS, TEMED). Produsul final obtinut are un caracter de retea semi-interpenetrata
datoritd formarii de homopolimer concomitent cu obtinerea de lanturi colagenice reticulate si
grefate cu pHEMA.

9. S-a utilizat un program experimental in care au fost variati doi parametri — raportul
precursor colagenic/HEMA, respectiv concentratia de initiator radicalic. Spectroscopia FTIR a
relevat realizarea grefarii cu p(HEMA). Analiza elementala efectuata asupra retelelor IPN
obtinute, a evidentiat cresterea continutului de colagen in structura IPN-urilor, odata cu cresterea
raportului colagen modificat/tHEMA. Concentratia initiatorul nu modifica in mod semnificativ

compozitia finald a hidrogelurilor.

10. Gradul de degradare al IPN-urilor in prezenta colagenazei este semnificativ redus fata

de degradarea colagenului pur, iar procesul este usor influentat de raportul biopolimer/HEMA.
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Prezenta polimerului sintetic Tn structura matricilor conduce la cresterea rezistentei acestora la
atacul enzimatic. IPN-urile obtinute si-au pastrat integritatea structurald si mecanicd pe o
perioadd mai lungd de timp, procesul de degradare fiind intarziat. Morfologia matricilor

evolueaza pe parcursul procesului de degradare catre o structurd compacta si densa.

11. Gradul de retentie a solutiilor tampon fosfat este dependent de compozitia IPN-urilor:
cresterea continutului de APS si implicit de HEMA prin crearea de situsuri noi de legare la
suport determind o crestere a hidrofiliei hidrogelului. Stabilitatea termica a IPN-urilor obtinute
creste cu aproximativ 30-40 °C fatad de stabilitatea colagenului pur sau modificat. Prezenta
pHEMA 1n structura hidrogelurilor influenteaza in mod pozitiv rezistenta la degradare termica a

acestora.

12. S-a studiat capacitatea de inglobare si eliberare a unui medicament antiinflamator
(Ibuprofenul) in/din structura hidrogelurilor. Mecanismul de incorporare a fost unul fizic.
Eliberarea Ibuprofenului s-a realizat intr-un interval de 25 ore, cinetica de eliberare fiind

controlatd de difuzia soutiei tampon in structura IPN-urilor.

13. S-a evaluat in vitro capacitatea de adeziune a colagenelor modificate si a [PN-urilor
obtinute. Prezenta polimerului sintetic In structura IPN-urilor conduce la valori mai scazute ale
parametrilor care cuantificd capacitatea de adeziune fatd de valorile obtinute pentru colagenul
pur si pentru colagenul functionalizat. Nu s-a constatat o corelare intre raportul colagen/HEMA
si valorile medii pentru lucrul mecanic si forta maxima de detasare. Toate esantioane au aderat
cu usurintd la suprafata test datoritd gradului mare de retentie de solutie apoasa si a gruparilor

functionale ce pot forma legaturi de hidrogen cu substratul.

14. In ceea ce priveste deformatia elastici a IPN-urilor obtinute, aceasta este mai redusa
fatd de deformatia colagenelor modificate din care au derivat, efect pus pe seama morfologiei
retelei IPN si contributiei componentei sintetice la stabilizarea structurii tridimensionale.
Deformatia elastica a IPN-urilor este dependentd de cantitatea de agent de functionalizare fixata

si mai putin influentatd de tipul agentului de functionalizare.

15. Testele de citotoxicitate si studiile de viabilitate celulara au evidentiat faptul ca
materialele obtinute nu sunt citotoxice si, mai mult decat atat, au capacitatea de a sustine si de a
favoriza aderarea, proliferarea si maturarea celulelor HDMEC. Rezultatele obtinute releva faptul
ca celulele se dezvoltd in interiorul materialelor fara a suferi modificari morfologice si
structurale. In concluzie, cercetarile efectuate au condus la rezultate ce permit afirmarea faptului
ca hidrogelurile obtinute pe baza de colagene functionalizate cu anhidride ciclice si pHEMA au

potential de utilizare in aplicatii biomedicale.
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