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INTRODUCERE

In ultimii ani suporturile biodegradabile pe bazi de polimeri naturali, cum ar fi
polizaharide sau proteine, prezintd un interes ridicat in domeniul ingineriei regenerative a
tesutului osos ca urmare a caracteristicilor acestora precum biocompatibilitatea si
osteoconductivitatea ridicata.

Suportul ideal pentru ingineria tesutului osos trebuie sd ofere o bioresorbabilitate buna,
biocompatibilitate pentru a stimula atasarea celulara, proliferarea si diferentierea celulara si s se
degradeze odatd cu formarea de nou tesut osos. Aceste suporturi joacd un rol important in
ingineria tisulara prin ghidarea cresterii noului tesut in vivo si in vitro.

Materialele suport actioneazd ca o matrice de ancorare pentru celule, stimuland
raspunsurile celulare specifice si, de asemenea, sunt responsabile de atragerea celulelor in zonele
in care sunt implantate. In conceperea acestor suporturi proprietitile fizico-chimice sunt
esentiale deoarece influenteaza si contactul direct cu celulele si tesuturile invecinate.

Desi materiale polimerice utilizate ca atare au aratat unele rezultate pozitive pentru
regenerare osoasd, eforturi sustinute s-au orientat spre imbundtatirea si stimularea raspunsului
tesutului osos prin utilizarea de compozite obtinute prin amestecarea materialelor polimerice cu
ceramici pe baza de fosfati de calciu.

Chitosanul este un biopolimer cationic, fiind studiat pentru o gamd largd de aplicatii
biomedicale cum ar fi pansamente dermale, suporturi pentru eliberare de principii active, datorita
proprietatilor sale de non-toxicitate, biodegradabilitate, biocompatibilitate, bioresorbabilitate,
activitatea antibacteriana si caracteristici hemostatice. Produsii sdi de degradare sunt non-toxici,
non-imunogenici $i non-cancerigeni si impreuna cu proprietdtile sale osteoconductive il fac un
candidat promitator pentru substitutia tesutului 0sos.

Ceramicile pe bazd de fosfati de calciu sunt materiale care s-au dovedit a fi produse
excelente pentru regenerarea tesuturilor osoase, datoritd osteoconductivatii, proprietdtilor de
biocompatibilitate si a structurii chimice asemanatoare cu minerale din tesutul osos, cu o
stabilitate ridicatd in conditii biologice, fiind utilizate ca material de substitutie pentru
regenerarea si cresterea tesutului osos. Studiile clinice au aratat ca fosfatii de calciu sunt atat
biocompatibili cat si rezistenti la infectii; In plus acoperirea implanturilor ortopedice cu fosfati
de calciu imbunatateste rata de succes a acestora.

Combinarea polimerilor naturali cu fosfati de calciu poate duce la obtinerea de noi
substituenti ososi ce imbina proprietatile acestor doud clase de materiale. O abordare in refacerea
defectelor osoase utilizdnd materiale natural-sintetice reprezinta un progres la ceea ce in prezent
este reprezentat de grefele osoase §i ingineria reparatorie a tesutului 0sos.

Teza de fatad isi propune obtinerea §i caracterizarea unor materiale compozite natural-
sintetice, care sd aiba atat structura chimica si morfologica cat si proprietatile mecanice similare

cu cele ale tesutului osos. Lucrarea este alcatuita din doud parti, una teoreticd si cealalta
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experimentald, structurata in sase capitole, In care: primul capitol reprezintd partea teoretica, iar
celelalte, partea originala, experimentala.

Capitolul I intitulat ,,Biomateriale cu aplicatii in ingineria tisulara a osului” prezinta
principalele caracteristici ale tesutului osos, precum structura, compozitia si functia acestuia,
impreuna cu stadiul actual al biomaterialelor natural-sintetice utilizate in ingineria regenerativa a
tesutului osos. Stadiul actual al materialelor utilizate pentru substitutia osoasd sunt prezentate
impreund cu dezavantajele acestora, subliniindu-se caracteristicie ideale ale unui material de
substitutie osoasd. Pentru obtinerea de noi substituienti ososi ce conferd proprietdti unice
structurale, morfologice si mecanice au fost analizati diferiti polimeri naturali si fosfati de calciu,
caracteristicile acestora, impreund cu aplicatiile biomedicale. In urma acestui studiu s-au
evidentiat principalele obiective de cercetare ale lucrarii si elementele de noutate ce pot fi
abordate.

In capitolul I, , Strategia experimentald”, este prezentat conceptul experimental al
lucrarii avand drept scop obtinerea de noi materiale pe baza de biopolimeri (chitosan, acid
hialuronic, chondroitin sulfat) si fosfati de calciu utilizand procedee biomimetice de procesare.
De asemenea sunt prezentate tehnicile de analiza, materialele si metodele utilizate in analiza
materialelor obtinute.

Capitolul II1, intitulat ,,Compozite pe baza de chitosan si fosfati de calciu” este dedicat
prezentdrii rezultatelor experimentale privind obtinerea si caracterizarea de compozite pe baza
de chitosan si fosfati de calciu, realizate prin metode biomimetice (temperaturd si pH
fiziologice;37°C si pH 7,2). Prin precipitarea fosfatilor de calciu pe fibra de chitosan se poate
regla caracteristicile de degradare ale compozitului final. Materialele obtinute au fost
caracterizate prin spectroscopie FTIR, analiza elementala, difractie de raze X, spectroscopie de
raze X prin dispersie de energie, s-a analizat comportamentul in solutii de interes biologic,
microscopie electronica de baleiaj, s-au efectuat studii de degradare in vitro si testarea mecanica.

In capitolul IV ,,.Compozite pe baza de chitosan, acid hialuronic si fosfati de calciu”, se
prezintd sinteza §i caracterizarea compozitelor pe bazad de chitosan, acid hialuronic si fosfati de
calciu pastrand aceleasi conditii biomimetice de lucru. Evaluarea influentei acidului hialuronic
asupra compozitelor Cs-CP a fost descrisd pentru fiecare metodd de caracterizare in parte.
Analiza proprietatilor fizico-chimice, morfologice, mecanice §i a comportametului in solutii de
interes biologic au fost efectuate cu scopul de a obtine cat mai multe informatii despre structura
si caracteristicile compozitelor.

Capitolul V intitulat ,,Comporzite pe baza de chitosan, chondroitin sulfat si fosfati de
calciv”> prezintd sinteza §i caracterizarea compozitelor in conditii fiziologice (pH-7,2
temperaturd 37°C). Influenta chondroitin sulfatului asupra proprietatilor fizico-chimice ale
compozitelor a fost detaliatd pentru fiecare metoda de caracterizare in parte.
rezultatele testelor de viabilitate/citotoxicitate celulard precum si a celor imunoenzimatice,

precum si determinarea factorului de crestere endotelial vascular cu rol in procesul de atasase si
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proliferare, celulara utilizand trei tipuri de celule diferite (MG63, HOS si HDMEC). Aceste
analize sunt necesare 1n evaluarea proprietatilor de biocompatibilitate a compozitelor Cs-CP.
Rezultatele obtinute pe parcursul acestei teze au fost valorificate prin publicarea si
trimiterea spre publicare a 6 lucrari, dintre care 3 articole in reviste cu factor de impact, precum
si comunicarea rezultatelor la 15 manifestari stiintifice interne si internationale.
Mentionez cad numerotarea capitolelor, figurilor, tabelelor, relatiilor matematice si

bibliografiei din prezentul rezumat este aceeasi cu cea din teza de doctorat.

II. Strategia experimentala

O mare varietate de biomateriale sunt utilizate astdzi In chirurgia plastica si
reconstructiva a tesutului osos si a cartilajului articular.

Materialele cu utilizari in ingineria tesutului osos trebuie sd prezinte o serie de
caracteristici legate de structura lor fizico-chimica si caracteristici mecanice (proprietdti chimice
si mecanice), de interactiunea cu mediului fiziologic in care vor fi utilizate (conditii fiziologice)
si de proprietatile acestora de a permite atasarea si proliferarea celulara. Datoritd proprietatilor
importante necesare, precum biocompatibilitatea, biodegradabilitatea, proprietati mecanice si
osteoconductivitatea, numarul de materiale ce se preteaza pentru astfel de aplicatii este restrans.

Un rol important in dezvoltarea de noi produse cu aplicatii biomedicale este reprezentat
astfel materialului final un potential ridicat de utilizare in ingineria tisulard. Pe de altd parte
combinarea cu diverse materiale anorganice ce si-au dovedit de-a lungul anilor
biocompatibilitatea, osteoconductivitatea face ca materialele compozite polimer-anorganice
obtinute sd cuprinda proprietati ale ambelor tipuri de materiale, completandu-se astfel reciproc.

Strategiile biomimetice de realizare a compozitelor care contin componenta anorganica
sunt inspirate din procesele naturale de mineralizare, unde mineralele sintetizate de catre
organism, sunt combinate de obicei sub forma de compozite cu proteine, polizaharide sau alte
forme de origine biologica, in conditii fiziologice de temperatura (37°C) si pH (7,2—7.,4).
Aceste conditii permit incorporarea de substante bioactive, fard compromiterea performantelor si
chiar pot imbunatati functionalitatea fazei anorganice.

In urma analizei stadiului actual al cercetirilor stiintifice realizate in directia materialelor
pentru substitutia tisulara a tesutului osos s-a optat pentru lucrarea de fatd la o strategie de

cercetare care a avut ca obiectiv central:

Obtinerea prin metode biomimetice de compozite pe baza de biopolimeri si

fosfati de calciu cu potentiale aplicatii in ingineria tesutului osos.
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In alegerea materialelor de bazi pentru obtinerea substituientilor ososi s-a urmdrit
utilizarea unui polimer biodegradabil care sd imite ECM a tesutului osos si care prin degradarea
acestuia sa nu influenteze procesele metabolice de la acest nivel, precum si o fazd anorganica
care sd mimeze Indeaproape forma, structura si compozitia cristalelor de Hap si CP de la nivelul
tesutului osos natural.

Datorita proprietatilor precum, biocompatibilitatea, biodegradabilitatea, aderarea
celulard, non-toxicitate, proliferarea diferitelor tipuri de celule, caracteristici atribuite datorita
densitatii ridicate de sarcini cationice si a interactiunilor electrostatice cu compusii anionici
precum factorii de crestere si ADN, biopolimerii Cs, Hya si ChS au fost alesi ca parte organica a
substituentul osos. Mai mult decat atat, prin degradarea enzimatica in vivo a acestor biopolimeri
se obtin reziduuri de glucozamind, similare cu structura componentelor din ECM.

Pentru partea anorganica a substituientului au fost alesi CP sintetici, deoarece prezinta o
structura similara cu cea a mineralului primar din componenta tesutului osos cat si pentru
proprietatile lor cum ar fi, osteoinductia, osteoconductia, osteointegrarea, demonstrate in diferite
studii in vitro si in vivo. Acestia au fost obtinuti prin precipitarea din precursorii: CaCl, si
NaH,PO,. Prin utilizarea proceselor biomimetice se urmareste formarea de CP cu structurd si
functionalitate asemanatoare apatitelor biologice din corpul uman, asigurand o refacere si
regenerare eficientd a tesutului osos afectat.

Pe langa obtinerea de noi materiale pentru substitutia ososa pe baza de biopolimeri si CP,
prin metode biomimetice de co-precipitare in sifu sub diferite forme, un obiectiv important al
lucrarii de fata il constituie evaluarea biocompatibilitatii compozitelor formate.

Compozitele biopolimeri-CP au fost analizate din punct de vedere al compozitiei fazei
organice/anorganice, a structurii $i morfologiei urmarindu-se interactiunile ce au loc intre
biopolimeri si CP. De asemenea s-a urmdrit §i comportamentul materialelor in solutii de interes
biologic, degradarea enzimatica in vitro, comportarea mecanica la solicitidri de compresiune
precum si biocompatibilitatea pentru compozitele ce au evidentiat proprietati mecanice adecvate.

Noutatea acestei lucrari consta in obtinerea compozitelor utilizdnd un proces biomimetic
de co-precipitare a CP in solutia de Cs. Strategia formarii cristalelor de CP prin precipitatea in
prezentd de Cs este similard cu procesul natural de formare a tesutului osos. Datorita
proprietatilor materialelor alese, se poate afirma ca biomaterialul propus a se realiza in aceasta
lucrare este un material compozit din a treia generatie de biomateriale.

Pentru realizarea obiectivelor s-a recurs la o strategie experimentala de tip multifactorial,
utilizandu-se programe experimentale cu doud variabile independente, prelucrarea datelor
experimentale cu modele matematice urmarind furnizarea unor informatii privind fenomenologii

existente, manifestarea efectelor sinergetice si stabilirea conditiilor de optimizare.
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III. Compozite pe baza de chitosan si fosfati de calciu

Datele existente in literatura de specialitate care abordeaza materialele pentru substitutie
osoasd evidentiaza dezavantajele utilizarii autogrefelor (limitarea cantitatii de tesut osos ce poate
fi prelevat de la acelasi pacient, posibilitatea aparitiei unor complicatii, resorbtia grefelor),
alogrefelor (proprietati mecanice scazute, resorbtie osoasd, reducerea proprietatilor osteogenice,
riscul de tramsmitere a unor boli), accentuand necesitatea dezvoltarii unor noi materiale natural-
sintetice care sa evite pe cat de mult posibil aceste inconveniente.

Diversitatea proprietitilor Cs cum ar fi biocompatibilitate, biodegradabilitatea in vivo,
chimice ale acestuia, contribuie la cresterea interesului fatd de implicarea acestui biopolimer in
formarea de noi compozite cu potentiale aplicatii in ingineria tisulara a tesutului osos. CP
sintetici precum Hap prezintd o structurd asemandtoare mineralului primar din componenta
tesutului osos. Datoritd proprietitilor acestora precum biocompatibilitate, bioactivitate,
osteoinductivitate ridicatd, ne-toxicitate, acestea sunt utilizate ca materiale de substitutie osoasa.
Utilizand metode biomimetice (temperatura si pH fiziologic) de co-precipitare a CP in solutia de
Cs, in lucrarea de fatd s-a urmarit formarea cristalelor de CP in conditii asemandtoare cu cele din
organismul uman. Compozitele Cs-CP au fost obtinute prin procedee de amestecare—uscare si
amestecare—liofilizare urmarindu-se influenta Cs cat si a raportului Ca/P asupra caracteristicilor

materialelor rezultate.

III.1. Obtinerea compozitelor pe baza de chitosan si fosfati de calciu

Compozitele s-au obtinut prin precipitarea CP din precursorii sdi, $i anume CaCl, si
NaH,PO, , intr-o solutie de Cs, in prezenta de NH,OH, procesul desfasurandu-se in conditii
fiziologice. Compozitele pe baza de Cs si CP au fost ulterior prelucrate prin procedee de
amestecare-uscare si amestecare-liofilizare.

Mecanismul de formare a CP, incluzand Hap sinteticd, cuprinde doud etape: (1)

formarea de brusit instabil si ACP, (2) formarea de Hap cristalind conform reactiei [229]:

10CaHPO, +120H" = Ca,,(PO,),(OH), +10H,0 + 4PO." (17)

PO} + ACP+ OH™ = Ca,(PO,),(OH), (18)

Datorita valorii pK, ~ 6,3 al Cs-ului, prin precipitarea CP la un pH ~ 7,2, lanturile
polimerice de Cs vor trece din starea de destindere in starea de aglomerare, In acest mod cristale

de CP formate sau in curs de formare vor fi cuprinse intre fibrele de polimer precipitate. Studiile
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de literatura au evidentiat cd axa ¢ a Hap si CP tind sa se alinieze de-a lungul fibrelor de Cs
[230].

In figura III.1 este exemplificat procesul de precipitare si formare a CP pe fibrele de Cs
astfel: (a) omogenizarea solutiilor de Cs cu CaCl, si NaH,PO,; (b) ionii de calciu si fosfat sunt
absorbiti de matricea polimericd; la pH = 5, ionii de calciu si fosfat sunt Incorporati Tn matricea
de Cs; (c) la pH 7 se formeazi nuclee apatitice, ca urmare a difuziei ionilor Ca®" si fosfat intre
fibrele de Cs in formare. in conditii alcaline, nucleele apatitice se transforma in cristale de
TTCP, DCPA, DCPD etc; (d) cristalele de Hap se formeazad pe fibrele de Cs; (e) formarea

compozitului Cs-CP.

Figura III.1. Schema de formare a CP pe fibrele de Cs in mediu alcalin; — Fibra de polimer-Cs;
-+ Tonii de Ca ** ,--ionii de PO;" ioni OH ~ ° nuclee apatitice, = DCPA, DCPD, TCP etc., =
2

cristale de Hap si CP.
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Schema interactiunilor electrostatice dintre gruparile polare hidroxil si amino ale Cs cu

ionii de Ca®" si PO4” ale CP sunt prezentate in figura II1.2.
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Figura II1.2. Interactiunile gruparilor polare dintre Cs si CP.

Pentru studiera influentei compozitiei initiale asupra materialelor obtinute a fost folosit
un program experimental cu doua variabile (Cs si raportul Ca/P).Valorile variabilelor investigate

din programul experimental impreuna cu raspunsurile observate sunt prezentate in tabelul I11.3.

Tablelul I11.3. Programul experimental impreuni cu valorile determinate pentru Cs, degradare si
retentie pentru compozitele Cs-CP.

Y, Yo, Ys,
Nr. Codat Cs Cs degradat Retentie
exp. (%) (mmol/mL) (%)
X4 X,
1 -1 -1 24,17 50,97 138
2 1 -1 58,61 54,05 184
3 -1 1 12,17 53,31 155
4 1 1 60,87 53,03 158
5 -1,414 0 19,82 52,07 136
6 1,414 0 65,73 53,48 167
7 0 -1,414 46,95 52,01 163
8 0 1,414 46,95 53,03 166
9 0 0 46,95 52,18 152
10 0 0 46,95 52,18 152
11 0 0 46,95 52,17 153
12 0 0 46,95 52,20 153
13 0 0 46,95 52,19 154
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Compozitele astfel obtinute au fost caracterizate din punct de vedere al structurii si
compozitiei utilizand spectroscopia IR cu transformata Fourier (FTIR), microscopia electronica
de baleiaj (SEM), difractia cu raze X (XRD), spectrometria de raze X cu dispersie de energie
(EDX). De asemenea s—a urmarit comportamentul compozitelor in solutii de interes biologic

precum si studii de degradare in vitro, s-au efectuat si teste de citotoxicitate.

I11.2. Analiza compozitelor obtinute prin procedeul amestecare-
uscare

III.2.1. Determinarea compozitiei—analiza elementala

CP au fost precipitati pe fibrele de Cs prin formarea de saruri dintre ionii de Ca ** si cei
PO}~ in conditii fiziologice de temperatura si pH. Ionii de Ca ** sunt raspunzitori de dislocarea

moleculelor de apa ce inconjoard lanturile de Cs respingandu-se reciproc, astfel permitdnd
reactia cu ionii PO, ceea ce duce la formarea unor structuri tridimensionale ce vor precipita
sub forma de CP pe fibrele de Cs.

Datorita structurii sale, Cs prezintd o afinitate ridicatd pentru CP, iar caracterul sau
hidrofil faciliteazd distributia omogena in solutia apoasa ce contine CP. Continutul final de Cs
pentru compozitele studiate este prezentat in figura I11.3 A si B.

In figura I11.3 A, se poate observa ca continutul de Cs din compozite creste odata
cu cresterea cantitatii de Cs din compozitia initiald. Pentru continutul de Cs de peste 35 %

(raportat la concentratia totala de saruri minerale de CaCl, si NaH,POs, concentratia finala de Cs
este usor peste 60 %.
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Figura II1.3. A-Concentratia finalia de CS in compozitele Cs-CP, corelati cu raportul initial de
Ca/P si cantitatea initiala de Cs, B-compozitia finalad a compozitelor functie de raportul Ca/P.
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Din rezultatele obtinute putem constata ca odata cu descresterea cantitatii de biopolimer,
precipitarea CP este Tmpiedicata datorita faptului cd o parte din ioni sunt implicati in reactii cu
Cs [243]. Variatia Cs din compozitia finald a compozitelor functie de raportul Ca/P este
prezentat in figura II1.3 B.

Se evidentiaza o influentd moderatd a acestui parametru asupra continutului
componentului organic; la concentratii de 25 % Cs utilizat In compozitia initiala, cantitatea de

biopolimer din compozit nu variaza cu raportul Ca/P.
I11.2.3. Analiza materialelor prin XRD si EDX

Pentru identificarea fazelor anorganice din compozitele obtinute s-au utilizat standardele
Centrului International pentru Difractie (JCPDS). Figura III.5 prezinta difractograma XRD si
picurile caracteristice pentru compozitele Cs-CP. Cristalinitatea acestor compozite scade la
cantitati ridicate de Cs din compozitie si, de asemenea, se observa aparitia a diferitelor forme de
CP (tabelul III.5). Toate aceste forme de CP sunt recunoscute ca fiind implicate in dezvoltarea
noului tesut osos [214]. In compozite se observi o agregare preferentiala a cristalelor de CP de-a
lungul axei c, fapt relatat si de diferite studii in domeniu [235, 236]. In timpul procesului
biomimetic de co-precipitare, s-a observat ca prin precipitarea matricei biopolimerice, cristalele
de CP sunt imobilizate printre fibrele de Cs [237].
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Figura IILS. Spectrul XRD pentru compozitele Cs-CP obtinute prin procedeul de amestecare-
uscare.
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Formarea CP in matricea biopolimerului poate limita migrarea cristalelor de CP, ceea ce
diminueaza dezintegrarea compozitului la momentul aplicarii acestuia ca substituent osos.
Rezultatele XRD indica faptul ca cristalele majoritare din compozitia acestor materiale

sunt atribuite Hap, careia ii corespund planele 002 si 112.

Tabelul II1.5. Diferite forme de CP prezente in compozitele Cs-CP conform JCPDS.

Unghi . Numar Formula chimica
Intensitate . *

20 index
23 121 09-0347 Ca(H,POy),* H,O
26 002 44-0778 Ca;y(POs)s * (OH),
28 210 44-0810 Ca;H,(P,05),* H,O
31 112 72-1243 Ca;y(POs)s * (OH),
49 213 72-1243 Cao(POy4)s * (OH),
53 004 02-1350 CaHPO,

*conform J.P.C.D.S.

Mai mult decat atit, conditiile biomimetice (temperatura si pH fiziologic) utilizate in
sinteza compozitelor pe baza de Cs-CP, conduc la formarea de cristale de CP cu dimensiuni
apropiate apatitelor biologice din tesutul osos al adultului [214] si, prin urmare, aceste compozite
pot fi un candidat pentru aplicatii in ingineria regenerativa a tesutului osos [243].

Raportul molar, dintre calciu si fosfor a fazei minerale din compozite, a fost calculat din
analizele EDX, prezentate in tabelul III.7. Datele EDX (figura II1.6), confirma formarea

diferitelor forme de CP in structura compozitelor, conform raportului Ca/P obtinut [243].

Table II1.7. Raportul Ca/P initial si final din compozitele Cs-CP.

Probe Raportul Calciu-EDX Fosfor-EDX Raportul

(Cs %) teoretic Ca/P (at.%) (at.%) real Ca/P
19,82 1,65 12,57 8,26 1,52
46,95 1,65 8,59 4,93 1,74
65,74 1,65 8,75 5,04 1,73
46,95 1,57 7,93 4,67 1,69
46,95 1,65 8,59 4,93 1,74
46,95 1,72 12,71 7,20 1,76

I11.2.4. Comportarea in solutii de inters biologic

O proprietate importantd a compozitelor Cs-Hap ce se doresc a fi utilizate ca substituent
osos este corelatd cu interactiunea cu solutii de interes biologic. Rezultatele obtinute pentru
aceste studii sunt evidentiate in figura II1.7 A si B. Retentia, de PBS a compozitelor Cs-CP,
creste cu cresterea continutului de Cs, pentru valori relativ mici ale rapotului Ca/P, subliniind

astfel ca o crestere a cantitdtii de Cs serveste la imbunatatirea retentiei solutiei de PBS deoarece
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Cs creste hidrofilia compozitelor, datoritd gruparilor polare, hidroxil si amino, din structura
biopolimerului (figura II1.7 A).
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Figura II1.7. Influenti A-cantitatii de Cs teoretic si B-raportului Ca/P, asupra retentiei de PBS.

In figura III.7 B se poate observa ca retentia de PBS a compozitelor Cs-CP, pentru
cantitati reduse de Cs (46,9 %), are o tendintd de scadere, apoi crestere cu cresterea raportului
Ca/P, in timp ce la un continut ridicat de Cs, gradul de retentie scade la valori mari ale raportului
Ca/P, creste odatd cu cresterea raportului Ca/P si implicit cresterea cantititii de Ca din

compozite [243].

In compozitele cu cantititi ridicate de Cs (65,7 %) cresterea raportului Ca/P are un efect
diferit asupra retentiei de PBS; astfel retentia scade odata cu cresterea continutui de Ca din
compozite fiind corelatd cu scaderea hidrofiliei compozitelor.

Toate aceste date indicad o importantd contributie adusd de interactiunile electrostatice
dintre grupdrile — NH,  si—OH ai Cs si ionii de PO}~ si Ca>* din structura CP, asupra
interactiunilor compozit-solutie.

Interactiunea compozitelor pe baza de Cs-CP cu solutia de PBS este strans legata de
compozitie: cresterea cantititii de Cs duce la cresterea absorbtiei/retentiei de PBS. Aceasta
proprietate de retinerea a solutiei PBS este atribuita proprietatilor hidrofile si structurii poroase
tridimensionale.

Prin adaugarea de albumina umana in PBS retentia solutiei nu depéseste valori de 200 %,
iar parametrii analizati (cantitatea de Cs si raportul Ca/P) au o influentd diferita asupra cantitatii
finale de lichid acumulat (figura III.8). Retentia solutiei de PBS-albumina a compozitelor Cs-CP,

descreste cu cresterea continutului de Cs pentru valori ridicate ale raportului Ca/P.
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La rapoarte Ca/P mai mici cresterea cantitatii de Cs din compozite, permite interactiunea
cu albumina umana Tmbundtdtind retentia; legaturile de hidrogen se formeaza prin intermediul
gruparilor polare hidroxil si amino ale Cs si grupdrile amino si carboxil ale albuminei umane.
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Figura IIL.8. Influenta A-cantititii de Cs teoretic si B-raportului Ca/P, asupra retentiei

compozitelor in PBS-albumina.

I11.2.5.Studii de degradare in vitro si morfologia compozitelor

Studiile de degradare si stabilitate structurald a compozitelor reprezintd o metoda fiabila
si adecvata pentru evaluarea materialelor cu aplicatii in ingineria tisulard [247]. Scopul principal
al acestor studii de degradare, folosind lizozim, este de a reproduce cat mai fidel conditiile
fiziologice. Studiile de degradare pentru diferite materiale cu aplicatii in ingineria tesutului osos,
au un rol crucial in evidentierea contributiei materialului la dezvoltarea pe termen lung a noului
tesut 0sos.

Degradarea in vitro a compozitelor Cs-CP, a fost studiatd in prezenta lizozimului (1200
pg/L), enzima principala responsabild de degradarea Cs in vivo[248], la concentratii similare cu
cele din serul uman (950-2450 pg/L) [249].

Rezultatele obtinute anterior de catre Freier si colab. [250] precum si de alti autori [251-
254], subliniaza faptul ca lizozimul este principala enzima ce degradeaza Cs si cd acest
biopolimer nu este degradat prin alte mecanisme de depolimerizare [247]. Prin degradarea Cs
produsii de reactie rezultati contin NAG, hetero si homo oligozaharide si Cs de masa moleculara
mica, iar gradul de deacetilare (DD) al Cs-ului este un factor important in ceea ce priveste aceste
studii; degradarea este diminuata la Cs cu DD ridicat [255].

Actiunea enzimei asupra degradarii compozitelor pe bazd de Cs-CP a fost studiata pe o

perioada de 14 zile.
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Din studiile de degradare in vitro s-a observat o viteza lenta de degradare, figura III.9,
fiind datoratd DD ridicat si cristalinitatii Cs. Un alt motiv il constituie faptul ca matricea de Cs
este strans legatd de CP datoritd procesului de co-precipitare, ingreunand astfel patrunderea
lizozimului in compusul polimeric, rezultand o degradare lenta a compozitului.

Datorita caracterului hidrofil al Cs-ului, difuzia solutiei de PBS in compozitele Cs-CP,
este mult mai rapidd decat degradarea acestora, iar compozitele suferd un proces de retentie

inainte de a fi degradate (figura I11.9).
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Figura II1.9. Degradarea in vitro pentru compozitele cu: A- raport Ca/P 1.65, B-46.95 % Cs.

Dupa cum se poate observa in figura I11.9 viteza de degradare a compozitelor Cs-CP cu
un continut ridicat de Cs, la acelasi raport Ca/P (1,65), este superioara fatd de restul
compozitelor. Pentru studiile unde s-a urmarit degradarea compozitelor Cs-CP mentinand acelasi
continut de Cs (25 %) si modificand raportul Ca/P, se pare ca vitezd de degradare a matricei
polimerice (Cs) creste cu cresterea continutului de Ca din compozitia finala a compozitelor.

Imaginile de microscopie electronica de baleiaj, ale compozitelor Cs-CP cu un continut
de 19,82 % Cs, inainte (A) si dupa (B) degradare sunt prezentate in figura I11.10.

In figura IT1.10 A se poate observa cum matricea polimerici (Cs) se comporti ca un liant
cuprinzand cristalele de CP inauntrul matricei. Dupa 14 zile, compozitele Cs-CP sunt degradate

de catre lizozim, iar cristalele de CP nu mai sunt cuprinse 1n reteaua polimerica, figura I11.10 B.
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Figura II1.10. Imagini microscopie SEM pentru compozitele Cs-CP (65,73 % Cs), A-inainte si B-
dupa degradare.

1I1.2.6. Analiza mecanica

Influenta cantitétii de biopolimer si a raportului Ca/P este reprezentata in figura I11.12. Se
poate observa o usoard modificare a modulului de elasticitate cu cresterea continutului de Cs
pentru compozitele cu un raport Ca/P=1,64 si o crestere a modulului lui Young cu cresterea
continutului de Cs, pentru compozitele cu un raport Ca/P=1,72.

Referitor la influenta raportului Ca/P in figura III.11 B, se poate observa cd odata cu
cresterea cantitatii de CP creste si modulul de elasticitate la compresiune; la un continut ridicat
de Ca din compozite, matricea polimerica (Cs) este acoperita, astfel realizandu-se o cresterea a
modulului de elasticitate [243].
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Figura II1.12. Influenta A-cantitatii de Cs si B-raportului Ca/P asupra modulului de elasticitate a
compozitelor.
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Modulul de elasticitate al compozitelor obtinute prin metode biomimetice de co-
precipitare, are valori cuprinse in intervalul proprietitilor mecanice ale tesutului osos natural
(tabelul II1.9), indicand astfel posibila aplicatie a acestor compozite in ingineria reparatorie a

tesutului osos.

Tabelul I11.9. Modulul de elaticitate la compresiune pentru compozitele Cs-CP in comparatie cu
modulul tesutului osos spongios.

Compozitie Raport Modulul Modulul
probe molar  Young-probe Young-tesut
(Cs %) Ca/P (MPa) 0sos (MPa)

19,82 1,52 140,44
46,95 1,74 62,79
65,73 69,41
’ L7 40-400
46,95 1,69 83,24
46,95 1,74 62,79
46,95 1,76 143,42

III.3.  Analiza compozitelor pe baza de chitosan si fosfati de calciu

obtinute prin procedeul amestecare-liofilizare

Dupa obtinerea amestecului Cs-CP si conditionarea acestuia, compozitul a fost congelat
la -52 °C, dupa care a fost supus procesului de liofilizare. Prin procedeul de sublimare s-a

indepartat faza apoasa din sistem obtinind in final compozite cu o porozitate ridicata.
I11.3.1. Analiza morfologica a compozitelor Cs-CP liofilizate

Structura morfologicd a compozitelor obtinute prin liofilizare este prezentata in figura
III.14 A si B. Microstructura compozitelor suferd modificari in ceea ce priveste porozitatea si
dimensiunea porilor. Din imaginile SEM se poate evidentia o porozitate ridicatd si pori
interconectati.

Porii din structura compozitelor se formeaza prin sublimarea apei prin intermediul
procesului de liofilizare, dimensiunea porilor fiind cuprinsd intre 50—200 pm. Datorita
hidrofiliei Cs, acesta incorporeazd o cantitate ridicatd de apa, ceea ce duce la obtinerea unei

porozitati ridicate dupa liofilizarea amestecului Cs-CP.
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Capitolul I1II. Compozite pe baza de chitosan si fosfati de calciu

— K

Figura II1.14. Morfologia compozitelor Cs-CP liofilizate cu: A— Cs-25 % .
I11.3.2. Analiza fazei anorganice din compozitelor Cs-CP liofilizate

Pentru identificarea diferitelor forme de fosfati de calciu din faza anorganica s-a utilizat
difractia de raze X si atribuirea picurilor utilizand standardele JCPDS (tabelul II1.10).

S-a comparat difractograma corespunzatoare CP cu cele obtinute pentru compozitele
liofilizate cu 89,14 % , 75 % si respectiv 60,86 % CP (figura II1.15).

Din datele obtinute se poate evidentia prezenta diferitelor forme de CP in structura

compozitelor, faza predominanta fiind reprezentata de Hap (002 si 112) [256].

Tabelul I11.10. Diferite forme de CP prezente in compozitele Cs-CP liofilizate conform

JCPDS.

Unghi Intensitate Numif Formula chimica
20 index
23 121 09-0347 Ca(H,PO,),* H,O
26 002 44-0778 Ca;o(PO4)s * (OH),
28 210 44-0810 Ca;H,(P,05),* H,O
31 112 72-1243 Ca;o(POy)s* (OH),
49 213 72-1243 Ca;o(PO4)s* (OH),
53 004 02-1350 CaHPO,4

*conform J.P.C.D.S.
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Capitolul III. Compozite pe baza de chitosan si fosfati de calciu
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Figura II1.15. Spectru XRD pentru compozitele Cs-CP obtinute prin procedeul de
amestecare-liofilizare.

I11.3.3. Analiza mecanica a compozitelor Cs-CP liofilizate

Valorile obtinute pentru modulul de elasticitate la compresiune, pentru compozitele
liofilizate Cs-CP, sunt reprezentate in figura II1.16. Rezultatele obtinute indica valori cuprinse
intre 10 MPa si 36 MPa, valori apropiate de limita inferioarda a modulului de elasticitate a
tesutului spongios [256]; aceste valori sunt Tn mare parte determinate de porozitatea ridicatd a

compozitelor obtinute prin procedeul de liofilizare.
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Figura II1.16. Modulul de elasticitate la compresiune pentru compozitele cu: A-acelasi raport Ca/P
(1,65) si continut diferit de faza organica, B-aceeasi cantitate de Cs (25 %) si raport diferit Ca/P.
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Capitolul III. Compozite pe baza de chitosan si fosfati de calciu

Porozitatea acestor compozite ar putea avea o influentd semnificativa asupra proliferarii

celulare in cazul culturilor celulare in vitro [257].
I11.4. Concluzii

1. S-au sintetizat compozite pe baza de Cs si CP prin procedee biomimetice in
scopul utilizarii lor in ingineria regenerativa a tesutului osos, utilizand metode de procesare a
compozitului prin amestecare—uscare si amestecare—Iliofilizare. Compozitele obtinute au fost
caracterizate prin: FT-IR, analizd elementald, XRD, EDX, retentia de solutiilor de interes
biologic, studii de degradare in vitro, SEM, determinarea modului de elasticitate la

compresiune.

2. Datele XRD evidentiazd formarea diferitelor forme de CP din precursorii sai
(CaCl, si NaH,PO,) si Hap, atat pentru compozitele obtinute prim procedeul amestecare-uscare
cat si pentru cele obtinute prin procedeul amestecare-liofilizare. Determinarea raportului molar
Ca/P prin analizele EDX confirma prezenta diferitelor forme de CP cu valori ale raportului Ca/P
cuprins intre 1,52—1,76. In cazul compozitelor obtinute prin amestecare—uscare dimensiunea

cristalelor si cristalinitatea CP este similara apatitelor biologice.

3.  Prin analiza comportamentul compozitelor in solutii de interes biologic s-a
constatat cd o crestere a continutului de Cs 1n amestec determind cresterea capacitatii de
absorbtie a solutiilor de interes biologic. Proprietatea compozitelor pe bazd de Cs-CP, de a retine
solutia de PBS sau PBS-albumina este atribuita atat hidrofiliei acestora, interactiunilor gruparilor

polare cat si structurii tridimensionale §i porozitatii.

4.  Din studiile de degradare enzimatica si din microscopia SEM se poate observa o
degradare partiald a compozitelor Cs-CP care este probabil cauzata de cristalinitatea probelor si
masa molara ridicatd a Cs. Fibra de Cs este stransa conectatd cu cristalele de CP, ceea ce
impiedicd patrunderea in profunzime a enzimei, rezultand astfel o actiune lentd a acesteia

asupra matricei polimerice si facilitdnd controlul degradarii in vitro al materialelor obtinute.

5. Analiza proprietatilor mecanice a evidentiat valori ale modului de elasticitate la
compresiune asemanatoare cu cele ale tesutului osos spongios (in special pentru compozitele
obtinute prin procedeul amestecare—uscare), indicand astfel potentialul de utilizare in ingineria

regenerativa a tesutului osos.
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Capitolul IV. Compozite pe baza de chitosan-acid hialuronic si fosfati de calciu

IV. Compozite pe baza de chitosan-acid hialuronic si fosfati de

calciu

Hya este un GAG ce se regaseste cu preponderentd in majoritatea componetelor ECM,
avand proprietati hidrofile ridicate, implicatii in procesul de formare a calusului de la nivelul
fracturilor tesutului osos si se regiseste la nivelul citoplasmei celulelor osteoprogenitoare. in
plus Hya este recunoscut de receptorii diferitelor tipuri de celule, regland activitatea celulara,
este implicat in angiogeneza si in procesul de vindecare si se comportd ca un strat protectiv in
jurul membranei celulare [258]. Astfel utilizdnd aceleasi conditii biomimetice, prezentate
anterior in cap. III, se va urmari influenta Hya si a raportului molar Ca/P asupra compozitelor
Cs-Hya-CP si caracteristicile acestora, materialele fiind obtinute prin doud procedee distincte:

amestecare—uscare si amestecare—liofilizare.

IV.1. Obtinerea compozitelor pe baza de chitosan-acid hialuronic si

fosfati de calciu

Pentru obtinerea de compozite pe baza de Cs-Hya-CP s-a utilizat o concentratie de Hya
de 10%, raportat la cantitatea totala de biopolimer introdusad in sinteza (tabelul IV.1 si tabelul
IV.2). Alegerea Hya este in primul rand bazatd pe abundanta in tesuturile moi, afinitatea chimica
ridicata pentru CP si capacitatea de a influenta cresterea anizotropica a CP [259].

Hya prezintd o valoare a pKa-ului cuprinsd intre 2,5—3,0 [260], iar cel al Cs are o
valorea de ~ 6,3 iar prin precipitarea solutiei de Cs, Hya si precursorii CP (CaCl, si NaH,P0O,) in
prezenta de NH,OH, Hya va precipita primul fard a cuprinde in timpul acestui proces nuclee

apatitice, ce sunt raspunzatoare de formarea ulterioara de CP.

Tabelul IV.2. Valorile teoretice din programul experimental impreuni cu valorile determinate
pentru degradare si retentie pentru compozitele Cs-Hya-CP.

Yla
Cs Yz,
X; Cs-Hya X, Ca/P d Retentie
egradat (%)
(mmol/mL) °
Nr.exp Codat Cs% Hya%  Codat Ca/P
1 -1,414 9,77 1,08 0 1,65 51,57 153,15
2 1,414 35,29 3,91 0 1,65 52,13 236,24
3 0 22,5 2,5 -1,414 1,579 52,92 187.,5
4 0 22,5 2,5 1,414 1,721 51,96 240,74
5 0 22,5 2,5 0 1,65 52,13 224,24

Experimentele s-au desfasurat utilizand un program experimental de ordinul II.
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Capitolul IV. Compozite pe baza de chitosan-acid hialuronic si fosfati de calciu

Hya precipitat va fi cuprins de lanturile de Cs ce vor precipita la un pKa ~ 6,3 valoare la
care procesul de nucleatie al nucleelor apatitice este 1n plina desfasurare. Datoritd procesului de
omogenizare ce are loc pe tot parcursul procesului de co-precipitare a fazei organice si a celei
anorganice, Hya este distribuit in toatd masa compozitului, avand astfel proprietati de stimulare a
celulelor endoteliale vasculare [261], migrarii celulare [262], sintezei de colagen [263] si

angiogenezei [264].

IV.2.2. Analiza probelor prin XRD si EDX

Figura IV.2 prezinta difractogramele pentru CP si pentru compozitele cu diferite cantitati
de CP: 100% respectiv 89 % si 60 %. Diferitele forme de CP au fost evidentiate utilizdnd
standardele JCPDS (tabelul 1V .4)

Se poate observa ca faza anorganica este compusa din diferite forme de CP. Raportul
molar al fazei minerale dintre calciu si fosfor din compozitele Cs-Hya-CP a fost obtinut in urma
analizelor EDX efectuate, tabelul IV.6. Datele EDX (figura IV.3) confirma formarea diferitelor

forme de CP 1n structura compozitelor, conform raportului Ca/P obtinut.

CP 100% wt — CP 89 % wt —CP 60 % wt
] o~
=
=
S 8
S =
'
IR
@ )
5 N
o
2 < = 3
N ~ o
S - ~ =]
£ -
' T ' I ' I T T T T T 1
10 20 30 40 50 60 70
Unghi 26

Figura IV.2. Difractogramele XRD pentru CP si compozitele Cs-Hya-CP cu diferite cantitati
teoretice de CP.
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Capitolul IV. Compozite pe baza de chitosan-acid hialuronic si fosfati de calciu

Tabelul IV.4 Diferite forme de CP prezente in compozitele Cs-Hya-CP conform JCPDS.

Unghi . Numar Formula chimica
Intensitate . %

20 index
23 121 09-0347 Ca(H,POy), * H,O
26 002 44-0778 Cayo(PO4)s * (OH)2
28 210 44-0810 Caz;H,(P,05),* H,O
31 112 72-1243 Cayy(POy)s * (OH),
49 213 72-1243 Ca o(POy4)s* (OH),
53 004 02-1350 CaHPO,

*conform J.P.C.D.S.

Table IV.6. Raportul Ca/P initial si final din compozitele Cs-CP.

Probe Raportul Raportul
(Cs+Hya %) teoretic Ca/P  real Ca/P

11 1,65 1,54

25 1,65 1,55

40 1,65 1,38

25 1,57 1,67

25 1,65 1,55

25 1,72 1,46

IV.2.4. Studii de degradare in vitro si morfologia compozitelor

Degradarea compozitelor Cs-Hya-CP a fost efectuata pe o perioada de 14 zile in solutii

PBS continand lizozim, figura IV.5.
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Figura IV.S. Gradul de degradare pentru compozitele cu: A- acelasi raport Ca/P (1,65), B-aceeasi
cantitate de biopolimer (25 %).
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Capitolul IV. Compozite pe baza de chitosan-acid hialuronic si fosfati de calciu

Datorita naturii hidrofile a Cs si Hya, difuzia solutiei de PBS, la nivelul compozitelor pe
baza de Cs-Hya-CP, este mai rapida decat degradarea acestora prin urmare compozitele incep sa
se umfle Tnainte sa se degradeze.

Pentru studiile in care s-a urmarit degradarea enzimaticd a compozitelor Cs-Hya-CP,
mentinandu-se un raport constant de faza organica (25 %) si modificand raportul Ca/P, se poate
observa ca viteza de degradare a matricei polimerice este invers proportionald cu cresterea
continutului de Ca din compozitia finald a materialelor. Se considera ca fenomenul este datorat
acoperirii cu fazd anorganica a lanturilor polimerice de Cs si Hya, nepermitdnd enzimei sa
patrunda in intreaga masa a compozitului pentru a-1 degrada.

In figura IV.6 este prezentatai morfologia SEM a compozitelor Cs-Hya-CP cu 89 %
respectiv 60 % CP. Se poate observa ca faza anorganica (CP) (figura IV.6 A) este predominanta
iar formarea cristalelor de CP acopera lanturile polimerice, pe cand in figura IV.6 B se
evidentiazd matricea polimerica iar cantitatea de CP este mult mai redusa.

Figura IV.6. Morfologia compozitelor Cs-Hya-CP, A- 89 % CP.

I1V.2.5. Analiza mecanica

Analiza mecanica (modulul de elasticitate) a compozitelor este un factor important ce trebuie
luat in considerare in cazul aplicatiilor clinice. De regula materiale de substitutie trebuie sa
prezinte un modul de elasticitate mai mic decat modulul de elasticitate a tesutului inconjurétor,
pentru a nu permite distributia fortelor direct pe materialul implantat avand ca rezultat fracturi la
nivelul acestuia.

Valorile modulului de elasticitate pentru compozitele Cs-Hya-CP, sunt prezentate in figura
IV.7. Se observa ca, pentru materialele in care se modificad cantitatea de Cs, modulul de
elasticitate cel mai ridicat il au probele cu 25% Cs. In ceea ce priveste modificarea raportului
Ca/P, se observa ca materialele cu un raport Ca/P-1,65 au un modul de elasticitate mai ridicat

decat restul compozitelor.
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Capitolul IV. Compozite pe baza de chitosan-acid hialuronic si fosfati de calciu
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Figura IV.7. Modulul de elasticitate pentru compozitele cu: A- acelasi raport Ca/P (1,65), B-
aceeasi cantitate de biopolimer (25 %).

Valorile modulului de elasticitate este cuprins intre 60—90 MPa, fiind mai mici decat
cele ale compozitelor Cs-CP, indicand un bun comportament ca substitut al tesutului osos cu

potentiale aplicatii in reconstructia defectelor osoase.

IV.3.  Analiza compozitelor obtinute prin procedeul amestecare-

liofilizare

IV.3.2. Analiza mecanica a compozitelor Cs-Hya-CP liofilizate

Analiza mecanica la care au fost supuse compozitele pe bazd de Cs-Hya-CP, pentru
obtinerea modulului de elasticitate la compresiune, au evidentiat valori cuprinse intre 16 MPa si
24 MPa (figura IV.9). Aceste valori sunt datorate in mare parte porozititii rezultate in urma

procesului de sublimare al apei prin procedeul de liofilizare.
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Capitolul IV. Compozite pe baza de chitosan-acid hialuronic si fosfati de calciu
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Figura IV.9. Modulul de elasticitate la compresiune pentru compozitele cu: A-acelasi raport Ca/P
(1,65), B-aceeasi cantitate de Cs-Hya (25 %).

IV4. Concluzii

1. S-au obtinut compozite pe baza de Cs-Hya-CP prin metode biomimetice de co-
precipitare si stabilizarea formei prin procedee amestecare—uscare si amestecare—Iliofilizare.
Compozitele astfel obtinute au fost caracterizate din punct de vedere structural, compozitional,
morfologic, evaluarea caracteristicilor de interactiune cu solutii de interes biologic, gradul de
degradare in vitro, proprietati mecanice. Alegerea Hya a fost bazata in primul rand de faptul ca
este un GAG cu o structurd asemanatoare Cs si a proprietatilor sale de stimulare a cresterii

celulelor endoteliale vasculare §i angiogenezei.

2. Interactiunea Hya cu Cs si CP este in mare parte datorat interactiunilor

electrostatice dintre grupdrile — NH, ale Cs-ului si grupdrile — COO~ ale Hya, precum si

interactiunile specifice dintre gruparile COO" ale Hya cu ionii de PO, si Ca** ai CP.

3. Gradul de retentie a solutiilor apoase in compozitele Cs-Hya-CP este dependenta
de compozitia finald a materialelor, adaugarea de Hya in sistem ducand la o crestere a hidrofiliei
compozitului, iar retentia compozitelor creste odatd cu cresterea cantitatii de biopolimeri si Ca
din compozitie. Influenta Hya asupra compozitelor Cs-CP are ca rezultat cresterea gradului de
retentie.

4. Din datele XRD obtinute pentru compozitelor Cs-Hya-CP se evidentiaza prezenta
diferitelor forme de CP fapt confirmat si de rezultatele din analizele EDX prin care s-a
determinat raportul molar Ca/P cu valori cuprinse intre 1,54 — 1,67. In cazul compozitelor
obtinute prin procedeul amestecare—uscare cu 89 % CP, cristalinitatea este asemanatoare cu cea

din apatitele biologice.
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Capitolul IV. Compozite pe baza de chitosan-acid hialuronic si fosfati de calciu

5. Proprietatile mecanice rezultate au valori mai mici decéat cele ale compozitelor pe
baza de Cs-CP, dar se incadreazad in intervalului 40 MPa — 400 MPa corespunzator tesutului
0sos spongios natural. Pentru materialele obtinute prin procedeul amestecare-liofilizare acestea

au valori scazute, datorat procesului de obtinere utilizat.
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Capitolul V. Compozite pe baza de chitosan-chondroitin sulfat si fosfati de calciu

V.Compozite pe baza de chitosan-chondroitin sulfat si fosfati de

calciu

ChS este un component important al ECM, avand un rol important in mentinerea functiei
celulare, regasindu-se la nivelul diferitelor componete ale tesutului osos. Gruparile functionale
precum SO4* si COO™ ii conferd o polaritate negativa si de asemenea aceste grupari sunt
implicate in interactiunea cu mineralele din tesutul osos si alte componete ale ECM. ChS este
implicat in procese biologice precum adeziunea si proliferarea celulard, are efect antiinflamator
si prezinta capacitatea de a imbunatati regenerarea tesutului osos vatamat.

In consecinta ChS a fost ales cu scopul de a urmari influenta sa asupra compozitelor Cs-
CP alaturi de studiul influentei raportului Ca/P asupra proprietatilor finale. Metoda biomimetica
utilizata (pH-7,2 temperatura 37°C) si procedeele de obtinere, amestecare—uscare §i
amestecare—liofilizare, au fost folosite in scopul de a putea urmari efectele ChS asupra

caracteristicilor finale ale compozitelor Cs-ChS-CP.

V.1. Obtinerea compozitelor pe baza de chitosan-chondroitin sulfat si

fosfati de calciu

ChS face parte din categoria GAG ce se regaseste la nivelul cartilajului precum si in
tesutul osos spongios si cortical [269]. ChS are capacitatea specifici de a se lega de
componentele ECM, de a media legatura dintre celulele tesutului osos (Ob s1 Oc) cu ECM si de a
lega moleculele solubile, precum factorii de crestere [270]. De asemenea, poate interactiona cu
ionii de Ca ** fiind un punct de plecare pentru procesul de mineralizare [270]. Prin urmare
adaugarea ChS la compozitele pe baza de Cs-CP cu aplicatii pentru substitutia osoasd, are ca
scop cresterea proprietdtilor osteoconductive.

ChS este omiprezent in structura ECM a tesutului osos si 1n cartilaj [269, 271]. Una din
monozaharidele din structura ChS este N-acetil-galactozamina ce contine o grupare sulfat iar
cealaltd monozaharidd este reprezentatd de acidul glucuronic ce contine gruparea carboxil.
Combinatia dintre aceste doua monozaharide oferda ChS o densitate mare a gruparilor negative,
permitand formarea zonelor de nucleatie prin interactiunea cu faza anorganicd, mai precis cu
ionii de Ca ** din structura CP [271].

Pentru obtinerea de compozite pe bazd de Cs-ChS-CP s-a utilizat o concentratie de ChS
de 10%, raportat la cantitatea totald de biopolimeri utilizata in sinteza.

Experientele s-au desfasurat dupda un program central de ordinul II. Codificarea

variabilelor este data 1n tabelul V.2.
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Capitolul V. Compozite pe baza de chitosan-chondroitin sulfat si fosfati de calciu

Tabelul V.2. Valorile teoretice din programul experimental impreunai cu valorile determinate
pentru degradare si retentie pentru compozitele Cs-ChS-CP.

Yl’
Cs Yo,
X; Cs-ChS X, Ca/P Retentie
degradat %% )’
(mmol/mL) °
Nr.exp Codat Cs% Codat Ca/P
1 -1,414 9,77 1,08 0 1,65 51,23 137,28
2 1,414 35,29 3,91 0 1,65 52,87 188,67
3 0 22,5 2,5 -1.414 1,579 52,47 105,88
4 0 22,5 2,5 1.414 1,721 51,57 157,89
5 0 22,5 2,5 0 1,65 51,68 139,53

V.2. Analiza compozitelor obtinute prin procedeul amestecare—

uscare
V.2.2. Analiza probelor prin XRD si EDX
Figura V.2 prezintd difractogramele pentru CP si pentru compozitele cu diferite rapoarte

de CP 100 % respectiv 89 % si 60 %. Diferitele forme de CP au fost stabilite utilizand
standardele JCPDS (tabelul V.3)

Tabelul V.3. Diferite forme de CP prezente in compozitele Cs-Hya-CP conform JCPDS.

Unghi Intensitate Numif Formula chimica
20 index
23 121 09-0347 Ca(H,PO,),* H,O
26 002 44-0778 Ca;o(POy)s * (OH),
28 210 44-0810 Ca3H2(P207)2 o Hzo
31 112 72-1243 Cay(POy)s * (OH),
49 213 72-1243 Ca o(POy4)s* (OH),
53 004 02-1350 CaHPO,

*conform J.P.C.D.S.

Raportul molar dintre calciu si fosfor al fazei minerale din compozitele Cs-Hya-CP a fost
obtinut din urma analizelor EDX efectuate, tabelul V.5. Datele EDX (figura V.3) confirma

existenta diferitelor forme de CP in structura compozitelor, conform raportului Ca/P obtinut.
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Table V.5. Raportul Ca/P initial si final din compozitele Cs-CP.

Probe Raportul Raportul
(Cs+ChS %) teoretic Ca/P  real Ca/P
11 1,65 1,63
25 1,65 1,75
40 1,65 1,60
25 1,57 1,62
25 1,65 1,75
25 1,72 1,35
CP100%  —CP89% —CP 60 %
b
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Figura V.2. Difractogramele XRD pentru Cp si compozitele Cs-ChS-CP.

V.2.4. Studii de degradare in vitro si morfologia compozitelor

Degradarea compozitelor Cs-ChS-CP a fost efectuatd pe o perioada de 14 zile in solutii
PBS continand lizozim, rezultatele fiind prezentate in figura V.5.

Datorita naturii hidrofile a Cs si ChS, difuzia solutiei de PBS la nivelul compozitelor pe
bazd de Cs-ChS-CP este mai rapida decat degradarea acestora; prin urmare compozitele Incep sa
se umfle Tnainte sa se degradeze.

Se poate observa ca pentru studiile de degradare enzimatica, in care s-a urmarit efectul

raportului de Cs, mentinand acelasi raport Ca/P (1,65) si ChS constant, asupra compozitelor Cs-
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ChS-CP se evidentiaza ca viteza de degradare a matricei polimerice (Cs si ChS) creste cu
cresterea cantitdtii de fazd organica de Cs din compozitia materialului final.

Pentru studiile in care s-a urmarit degradarea enzimaticd a compozitelor Cs-ChS-CP,
mentinandu-se un raport constant de Cs (25%) si modificand raportul Ca/P, se poate observa ca
viteza de degradare a matricei polimerice (Cs si ChS) scade cu cresterea continutului de Ca din
compozitia finala a materialelor deoarece acesta acopera fibrele de Cs si ChS, nepermitand

enzimei sd patrunda in intreaga masd a compozitului pentru a-1 degrada.
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g g 525
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Cs-Chs Cs-Chs Cs-Chs Ca/P1,57 Ca/P1,65 Ca/P1.72
11% 25% 40%

Figura V.5. Gradul de degradare in vitro: A-pentru compozitele cu acelasi raport Ca/P-1,65; B-
pentru compozitele cu acelasi continut de biopolimer - 25 %.

Din datele de microscopie SEM se observa faptul ca faza anorganica este prezenta intr-o
cantitate mai mare decat cea organica (figura V.6 A) pentru compozitele cu CP 89 % respectiv
60 %.

Figur V.6. Morfologia compozitelor Cs-ChS-CP, A- 89 % CP.
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V.2.5. Analiza mecanica

Modulele de elasticitate Young pentru compozitele Cs-Hap-ChS, sunt reprezentate in
figura V.7. Se observad ca, pentru materiale in care se variaza cantitatea de Cs, modulul de
elasticitate cel mai ridicat il au compozitele cu 40 % Cs. In ceea ce priveste influenta raportului
Ca/P se observa ca materialele cu un raport Ca/P-1,72 au un modul de elasticitate mai ridicat

decat celelalte compozite.
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Figura V.7. Modulul de elasticitate: A-pentru compozitele cu acelasi raport Ca/P-1,65;B-pentru
compozitele cu acelasi raport de biopolimer-25 %.

La fel ca si in sistemul Cs-Hap si Cs-Hap-Hya valorile modulului de elasticitate ale
compozitelor pe baza de Cs-ChS-CP obtinute prin metode biomimetice au valori apropiate de
cele intalnite 1n tesutul osos din organismul uman, recomandandu-le in reconstructia defectelor

0soasc.

V.a3. Analiza compozitelor obtinute prin procedeul amestecare-

liofilizare

V.3.2. Analiza mecanica a compozitelor Cs-CP liofilizate

Determinarea proprietdtilor mecanice ale compozitelor pe baza de Cs-ChS-CP au fost
efectuate pentru evaluarea modulului de elasticitate la compresiune, iar valorile obtinute sunt

prezentate in figura V.9.
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Figura V.9. Modulul de elasticitate la compresiune pentru compozitele cu: A-acelasi raport Ca/P
(1,65), B-aceeasi cantitate de Cs-ChS (25 %).

Comparativ cu compozitele Cs-ChS-CP obtinute prin amestecare—uscare acestea prezinta valori
ale modulului de elasticitate mult mai reduse, fapt datorat porozitatii ridicate obtinute dupa

liofilizarea probelor.
V4. Concluzii

1. Adaosul de ChS in compozitele Cs-CP influentatd de proprietatile acestuia, fiind
implicat in procesul de mineralizare aldturi de ionii de Ca ', poate interactiona cu
componentele ECM , iar adaugarea de ChS poate contribui la cresterea proprietatilor

osteoconductive.

2. Compozitele au fost obtinute prin procedee biomimetice de co-precipitare a CP
pe fibrele de Cs si ChS via amestecare—uscare si amestecare—Iliofilizare, urmarind formarea de

CP cat mai aproape de procesul ce are loc in vivo (temperatura si pH fiziologic).

3. Formelor de CP au fost evidentiate prin XRD si determinarea raportului molar
Ca/P s-a efectuat prin EDX. Datele obtinute la XRD au fost comparate cu standardele JCPDS,
evidentiind astfel formarea diferitelor forme de CP cu rapoarte Ca/P cuprinse intre 1,35—1,75.
Pentru compozitele cu 89 % CP, obtinute prin procedeul de amestecare—uscare dimensiunea

critalelor si cristalinitatea este similard cu cea a apatitelor biologice.

4. Datorita caracterului hidrofil al Cs si al ChS, retentia si viteza de degradare sunt
dependente de cantitatea de biopolimer precum si de cantitatea de Ca din materiale. Retentia de
solutie aposa in compozitele Cs-ChS-CP este asemandtoare cu cea a materialelor pe bazd de Cs-

CP, dar mai scazuta decat cea a celor pe baza de Cs-Hya-CP.
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5. Proprietatile mecanice ale compozitelor Cs-ChS-CP otinute prin metoda
amestecare—uscare sunt mai bune comparativ cu compozitele Cs-Hya-CP dar mai reduse decat
cele cu Cs-CP. Pentru materialele obtinute prin metoda amestecare—liofilizare, modulul de
elasticitate la compresiune este similar cu cele ale compozitelor Cs-Hya-CP si mai mici decat
cele cu Cs-CP. Toate valorile obtinute la testele mecanice sunt similare cu proprietatile tesutului

0S0S Spongios.
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VI. STUDII IN VITRO ASUPRA BIOCOMPATIBILITATII
MATERIALELOR

Unul dintre factorii cei mai des importanti care controleaza performanta generala a unui
produs in ingineria tisulara este biocompatibilitatea. Cea mai importanta caracteristica care
distinge un biomaterial de orice alt material este capacitatea sa de a exista In contact cu tesuturile
sau componente ale tesuturilor, din corpul uman, fara a provoca nicio reactie adversa.

,Biocompatibilitatea” este o notiune utilizatd pe scard largd In domeniul stiintei
biomaterialelor, dar exista Incd o mare incertitudine cu privire la ceea ce inseamna de fapt si
despre mecanismele care sunt subsumate 1n cadrul fenomenelor care constituie colectiv
biocompatibilitatea.

Este pe deplin acceptat faptul ca materialele biocompatibile trebuie sd prezinte proprietati
non-toxice, non-imonogenice, non-trombogenice, non-cancerigenice, non-iritante etc.
Cumularea acestor caracteristici intr-un material ii evidentiaza in mod implicit caracterul de
material biocompatibil.

De asemenea, biocompatibilitatea suporturilor tridimensionale pentru ingineria tisulara
poate fi definitd ca fiind: “capacitatea unui material de a se comporta ca un substrat, cu
proprietdti optime pentru activitatea celulara, cu scopul de a optimiza regenerarea tisulara, fara a
provoca nici un raspuns advers din partea tesutului gazda ™.

In vederea evaluirii testelor de biocompatibilitate, selectia materialelor a fost stréns
legata de compozitia fizico-chimicad si proprietdtile mecanice ale fiecarui tip de compozit in
parte.

Biomaterialele pe care s-au efectuat culturi celulare si ulterior viabilitate/citotoxicitate,
determinarea VEGF-ului si morfologia celulari, au fost cele pe bazi de Cs-CP. In cadrul
studiilor de biocomaptibilitate s-au utilizat din programul experimental, probele ce au in

componenta lor cea mai mare $i cea mai mica cantitate de Cs teoretic.

VI.1. Evaluarea citotoxicitatii celulare directe

.....

HDMEQC), o evaluare a citotoxicitatii directe poate furniza date extrem de importante cu privire
la eliberarea unor compusi citotoxici, inglobati in structura compozitelor in momentul sintezei
sau neindepartati, care pot influenta negativ atasarea si proliferarea celulara. In cazul in care
materialul supus testdrii elibereazd compusi citotoxici, viabilitatea celulara este rapid influentata
si se poate observa o scddere a acesteia in primele 24 h din momentul in care celulele au fost
puse in contact direct cu materialul.

Pentru evaluarea citotoxicitatii celulare directe, biomaterialele, care in prealabil au fost

sterilizate, au fost puse in contact direct cu osteoblaste de linie MG63 si HDMEC timp de 24 h
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dupa care celulele viabile au fost marcate cu ajutorul unui marker fluorescent (Calcein AM),
figura VI.1.Controlul este reprezentat de celule ce au fost cultivate pe godeuri 1n conditii identice
ca si probele studiate.

Dupa cum se poate observa in figura VI.1 viabilitatea, morfologia si structura celulelor
(MG63 respectiv HDMEC) este similard cu cea a controlului. S-a constatat ca dupa 24 ore
compozitele nu influenteaza negativ proliferarea si dezvoltarea celulard. Rezultatele astfel
obtinute evidentiazd faptul ca materialele utilizate nu sunt citotoxice sau nu elibereaza substante
citotoxice care sa influenteze negativ proliferarea celulara, astfel pot fi testate pe culturi celulare

in vitro pe termen lung.

HDMEC MG63

CONTROL

Csl11%

Cs 40 %

Figur VL.1. Structura si morfologia celulelor cultivate pe compozitele Cs-CP la 24h
(marcare Calcein AM).
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VI.2. Studierea viabilitatii celulare — teste MTS

Sarea de tetrazoliu (MTS) este redusa de catre celulele viabile intr-un produs colorat
numit formazan, care este solubil in mediul de culturd. Cantitatea de formazan produsa este
masuratd spectofotometric la 492 nm, iar aceastd valoare este direct proportionald cu numarul de
celule viabile din culturile de celule.

Rezultatele de la testul MTS pentru toate cele trei tipuri de celule utilizate (MG63, HOS
si HDMEC) sunt prezentate in figurile VI.2-VL.4.
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Figura VI.2. Viabilitatea celulari la diferite intervale de timp pentru compozitele Cs-CP in
culturi celulare—MG 63. Au fost efectuate trei determiniri pentru fiecare compozit, iar valoarea
medie a fost luata ca referinta * s.d.

BCs11% = Cs40%
100 -

Viabilitate celulara %
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Figura VL.3. Viabilitatea celulari la diferite intervale de timp pentru compozitele Cs-CP in
culturi celulare—HOS. Au fost efectuate trei determiniri pentru fiecare compozit, iar valoarea
medie a fost luati ca referinta + s.d.
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Se poate observa faptul cd pentru analizele in care s-au utilizat celule osteoblaste (de
linie—MG®63 si primare—HOS), viabilitatea celulara este putin mai ridicata pentru probele ce au
in componentd o cantitate redusd de Cs (11%), deoarece aceste tipuri de celule sunt direct
raspunzatoare de formarea tesutului osos. Acest fapt poate fi datorat continutului ridicat de CP
(89 %), ce este recunoscut de catre celulele osteoblaste ca fiind o structurd similard cu cea a
tesutului osos natural.

Din datele obtinute se poate afirma ca pentru fiecare tip de celule utilizat, in studiile de

.....

confirmand astfel posibilitatea utilizarii acestor compozite in ingineria tisulara a tesutului 0sos.

100 1 mcs11% Cs 40%

I I :
80 - I
60
40 -
20 -
O' T T T 1
24h 48h 72h

336h

Viabilitate celulara %

Figura VI4. Viabilitatea celulara la diferite intervale de timp pentru compozitele Cs-CP in
culturi celulare—HDMEC. Au fost efectuate trei determinari pentru fiecare compozit, iar valoarea
medie a fost luata ca referinta £ s.d.

Rezultatele testelor de viabilitate celulara confirma ca materialele compozite studiate nu
sunt citotoxice in comparatie cu controlul. Mai mult decét atat, viabilitatea celulard la 336 h
dupa culturile de celule, pentru cele trei tipuri de celule, este mai mare de 80 % ceea ce indica

faptul ca in timp celulele prolifereaza pe compozitele utilizate in aceste teste.
V1.3. Evaluarea activitatii LDH-ului

Aceastd analiza utilizeazd metoda colorimetricd ce se bazeaza pe masurarea cantitatii de
LDH (o enzima stabila citosolic) si eliberata in mediul de culturd de catre celulele ce prezinta
membrana celulard distrusa, rezultind In conversia sarii de tetrazoliu in formazan de culoare
rosie; intensitatea culorii formate este proportionald cu numarul de celule moarte. Rezultatele
obtinute pentru densitatea opticd la 490 nm, masura a eliberarii LDH la diferite intervale de

timp, sunt prezentate in figurile VI.5-VL.7.
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0.90 1 m(CS11% m CS 40% m Control
0.80

0.70
0.60
0.50
0.40
0.30
0.20

Densitate optica la 492 nm

0.10

0.00
72 h 144 h 216 h 336h

Figura VLS. Evaluarea eliberarii de LDH la diferite intervale de timp pentru compozitele
Cs-CP in culturi celulare—MG 63. Au fost efectuate trei determiniri pentru fiecare compozit, iar
valoarea medie a fost luata ca referinta <+ s.d.

Dupa cum se poate observa, valorile de LDH obtinute pentru compozitele Cs-CP, la
diferite intervale de timp, indiferent de tipul de celule utilizat, sunt usor mai ridicate in
comparatie cu controlul. Aceste date evidentiazd astfel o citotoxicitate minima exprimatd de
celule in culturile celulare pe compozitele Cs-CP, fiind in corelatie cu datele obtinute anterior la

determinarea viabilitatii celulare prin teste MTS.
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Figura V1.6. Evaluarea eliberarii de LDH la diferite intervale de timp pentru compozitele
Cs-CP in culturi celulare—HOS. Au fost efectuate trei determinari pentru fiecare compozit, iar
valoarea medie a fost luata ca referinta + s.d.
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Figura V1.7. Evaluarea eliberarii de LDH la diferite intervale de timp pentru compozitele
Cs-CP in culturi celulare—HDMEC. Au fost efectuate trei determinéri pentru fiecare compozit, iar
valoarea medie a fost luata ca referinta + s.d.

V1.4. Cuantificarea VEGF-ului

Analiza in timp a expresiei de VEGF in mediul de cultura pentru diferite tipuri de celule
(MG63, HOS si HDMEC) este prezentata in figura VI.8 si figura VI.9. VEGF este unul dintre
factorii de crestere cei mai importanti implicati in procesul de angiogeneza si, de asemenea, este
un factor pro-angiongenetic cu actiuni directe asupra functiilor osteoblastelor [276, 277].

Celulele MG63 cultivate pe compozitele Cs-CP prezinta valori similare de VEGF cu
controlul (Figura VI.8).

4500 1 —e—Cs11% Cs40% === Control
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Figura VL.8. Variatia de VEGF la diferite intervale de timp pentru compozitele Cs-CP in
culturi celulare—MG 63. Au fost efectuate trei determiniri pentru fiecare compozit in parte, iar
valoarea medie a fost luata ca referinta + s.d.
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Celulele HOS crescute pe acelasi tip de compozite evidentiaza valori ale VEGF-ului mult
mai ridicate decat cele din control (Figura VI.9). Concentratiile de VEGF din mediul de cultura a
MG63 este de 3-9 ori mai mare decat cele obtinute in culturile HOS; in culturile HDMEC nu s-a

determinat VEGF.

Datorita faptului ca Ob sunt sursa predominantd de VEGF [278], acest fapt explica
valorile crescute obtinute in culturile cu MG63. Din studiile in vivo efectuate [279-281] s-a
observat cd VEGF este un factor important in monitorizarea biologica si patologica a raspunsului

tesuturilor dupd implantare.
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Figura V1.9. Variatia de VEGF la diferite intervale de timp pentru compozitele Cs-CP in
culturi celulare—HOS. Au fost efectuate trei determiniri pentru fiecare compozit, iar valoarea
medie a fost luata ca referinta £ s.d.

Cresterea expresiei de VEGF actioneaza sinergetic in vivo cat si in vitro [282] sugerand
astfel ca eventualele teste in vivo pentru aceste compozite pe baza de Cs-CP ar putea avea ca
rezultat o crestere a vascularizarii. De altfel VEGF creste la modificari ale mediului extracelular
[283] si este un important factor in remodelarea si diferentierea osteoblastelor [284]. O cresterea

a expresiei de VEGF apare inainte de a se realiza o crestere a noului tesut osos format [285].
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VI.S. Vizualizarea compozitelor dupa culturi celulare

Morfologia, viabilitatea si distributia celulara pentru culturile cu MG63 a fost studiatd cu

ajutorul microscopiei confocale cu baleiaj laser (figura VI.10).

Cs 11% Cs 40%

168 h

336 h

Figura VI.10. Structura celulelor MG63 (microscopie confocala cu baleiaj laser) marcate cu
Calcein AM pentru compozitele Cs-CP; imaginile au fost efectuate la 168 h respectiv 336 h dupa
cultivarea celulelor MG63 pe compozite.

Aceastd metoda de evidentiere a structurii i morfologiei celulare este importantd pentru
a putea observa daca celulele proliferate sunt distribuite in Intreaga structura a biomaterialelor
sau doar in anumite regiuni. Dupd cum este prezentat in figura VI.10, celulele viabile din
structura compozitelor Cs-CP au fost evidentiate prin marcarea acestora cu Calcein AM dupa

168 h, respectiv 336 h de la cultivarea celulard. Se observa ca celulele sunt distribuite in toatd
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structura compozitelor Cs-CP, sunt intinse peste pori si au o morfologie similara cu a celulelor
normale.

Acelasi lucru este evidentiat si de marcarea nucleelor celulare. Marcarea nucleelor
celulelor MG63 cu DAPI (figura VI.11 A si B), un reactiv care se leaga specific de ADN-ul
regiunilor celulare bogate in tiamind, este evidentiatd la 336 h de culturd celulara. Nucleele
celulelor MG63 sunt marcate in albastru si din datele obtinute se poate afirma ca celulele
cuprind Intreaga structura a compozitelor Cs-CP. Rezultatele obtinute indica faptul ca aceste

compozite joacd un rol important in proliferarea si distributia celulara.

150' um 1’50 um

Figura VI.11. Structura nucleelor celulelor MG63 (microscopie confocala cu baleiaj laser)
marcate cu DAPI pentru compozitele: A—11% Cs si B—40% Cs; imaginile au fost efectuate la
336 h dupa cultivarea celulelor MG63 pe compozite.

V1.6. Concluzii

1. Efectuarea unor teste de biocompatibilitate cu diferite tipuri de celule specifice,
este necesard pentru materialele ce au ca potential de aplicabilitate ingineria tisulard. De aceea
realizarea unor teste de viabilitate/citotoxicitate celulara precum si a unor teste imunoenzimatice
pentru determinarea unor factori de crestere cu rol in procesul de atasare si proliferare celulara

este imperios necesara in evaluarea proprietatilor materialelor cu aplicatii biomedicale.

2. Testele de viabilitate celulara directa nu au evidentiat o scadere a acesteia, dupa
24 h de la punerea in contact a celulelor cu compozitele studiate, fapt ce demonstreaza ca
materialele nu sunt citotoxice sau nu elibereazd substante citotoxice care sd influenteze

morfologia si proliferarea celulara.

3. Rezulatele testelor MTS de viabilitate celulara sunt in corelatie cu analizele de
evaluare a eliberarii LDH-ului de catre celule si evidentiaza o viabilitate celulara crescutd pentru
celulele MG63 cat si HOS, respectiv HDMEC, utilizate la intervale de timp de pana la 336 h.

37



Capitolul VI. Studii in vitro asupra biocompatibilitatii materialelor

4. Din evaluarea expresiei genetice a VEGF-ului se remarca o tendintd de crestere in
timp atat pentru culturile celulare de MG63 cét si cu cele de HOS. Aceasta crestere este corelatd

cu procesul de angiogeneza si in cel de formare de nou tesut 0sos.

5. Evidentierea structurii celulare si a nucleelor acestora a fost realizata cu ajutorul
microscopiei electronice de baleiaj laser, prin marcarea specificd a acestor componente. Prin

aceasta tehnica a fost studiatd distributia celulara in toata structura compozitelor Cs-CP.

6. Datele rezultate in urma studiilor de biocompatibilitate a compozitelor Cs-CP
indica faptul ca acestea joacd un rol important in proliferarea si distributia celulard, indicand
astfel posibilitatea testdrii in vivo a acestor materiale pe animale de experienta. Rezultatele
obtinute confirma faptul ca materialele compozite au potential de aplicare in ingineria tisulara a

osului.
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VII. CONCLUZII GENERALE

Biomaterialele compozite care au in componenta biopolimeri si CP au cunoscut o atentie
deosebita 1n studile teoretice si aplicative care abordeazd fenomene si tehnologii de realizare a
substituentilor ososi, ca urmare a caracteristicilor de biocompatibilitate conferite de catre
macromoleculele naturale si CP. Se pot obtine noi compozite continand o fazad organica
(polimeri naturali) si o fazd anorganica (CP) ca alternativa pentru substituentii ososi traditionali.

Incadrandu-se in preocupdrile privind valorificarea superioara a caracteristicilor
polimerilor naturali si CP, lucrarea aduce noi contributii in domeniul obtinerii de noi
biomateriale compozite pe baza de biopolimeri (Cs, Hya, ChS) si CP cu aplicatii in ingineria

tesutului osos. Cercetarile efectuate si rezultatele obtinute pot fi concluzionate astfel:

. Stadiul actual al cercetarilor privind materiale clasice utilizate ca substituenti
ososi de autogrefe si alogrefe au relevat unele dezavantaje pe care le prezintd aceste
materiale (disponibilitatea limitatd a cantitatii de tesut osos ce poate fi prelevat de la
acelasi pacient, necesitatea unei alte interventie chirurgicale, dureri cronice post-
operatorii, risc de infectie, transmiterea diferitelor boli) incat s-a impus necesitatea

obtinerii de noi materiale natural-sintetice ca alternativa pentru substitutia osoasa actuala.

. Pand in prezent o varietate de materiale natural-sintetice au fost studiate ca
potentiale produse pentru ingineria tisulard a tesutului osos. Materialele polimerice
naturale simple sunt biocompatibile, interactioneaza bine cu diferite tipuri de celule dar
au dezavantajul de a avea proprietdti mecanice neadecvate. O combinatie dintre polimerii
naturali si CP duc la obtinerea in final a unui compozit ce Imbind proprietatile ambelor

tipuri de materiale.

. Strategiile biomimetice sunt inspirate din procesele naturale de mineralizare, unde
mineralele sintetizate de cdtre organism sunt combinate de obicei sub formad de
compozite cu proteine, polizaharide sau alte fome de minerale in conditii fiziologice de
temperatura (37 °C) si pH (7,2—7,4). Aceste conditii permit incorporarea de substante
bioactive fard compromiterea performantelor si imbunatatind functionalitatea fazei

anorganice.

. S-au obtinut compozite pe baza de biopolimeri (Cs, Hya, ChS) si CP prin metode
biomimetice, utilizand precursori ai hidroxiapatitei (CaCl, si NaH,POy), prin co-
precipitarea acestora in solutia de biopolimer in prezenta hidroxidului de amoniu, la

pH=7.2 si temperatura de 37 °C.
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. Gradul de deacetilare, hidrofilia si continutul de Cs sunt factori importanti ce
influenteazad proprietatile noilor materiale. Din comportamentul compozitelor in solutii
de interes biologic s-a constatat ca o crestere a continutului de Cs in amestec determina
cresterea capacitatii de absorbtie a solutiilor tampon.

Proprietatea materialelor poroase pe baza de biopolimeri-CP de a retine solutia de
PBS sau PBS-albumind umana este atribuitd atit hidrofiliei acestora, interactiunilor
chimice cat si structurii tridimensionale si porozitdtii. Cel mai ridicat grad de retentie este
observat la compozitele Cs-Hya-CP, fapt datorat Tn mare masura caracterului hidrofil al

Cs si Hya.

. Din studiile de degradare enzimaticd se poate observa o degradare lentd a
compozitelor biopolimeri-CP, fapt atribuit cristalinitdtii si masei molare ridicate a Cs.
Fibrele biopolimerice interactioneaza puternic cu cristalele de CP, ceea ce impiedica
actiunea in profunzime a enzimei, rezultand astfel o actiune lentd a acesteia asupra
matricei polimerice; efectul acestui comportament il reprezintd degradarea controlata in

vivo a noilor materiale compozite.

. Din analizele de compozitie a fazei anorganice prin XRD, se poate observa
obtinerea unui amestec de CP prin procedeul biomimetic folosit. Compozitele au in
componenta lor atat hidroxiapatita cat si diferiti CP: fosfatul dicalcic, brusitul, fosfatul de
calciu amorf, octofosfatul de calciu, trifosfatul de calciu, toti acestia fiind implicati in
formarea de nou tesut osos. Din analiza dimensiunilor cristalelor si a cristalinitatii CP s-a
observat cd valorile similare cu cele ale apatitelor biologice se regasesc pentru sistemul
Cs-CP, iar adaugarea de Hya si ChS in sistem duce la modificarea acestor caracteristici.
Datele obtinute la XRD sunt in concordantd cu rezultatele EDX care confirma prezenta

diferitelor forme de CP, cu un raport Ca/P ce variaza intre 1,35 si 1,76.

. Morfologia compozitelor pe baza de biopolimeri si fosfati de calciu este in primul
rand influentata de cantitatea de biopolimer din compozitia materialelor finale cat si de
procedeul de obtinere (amestecare-uscare, amestecare-liofilizare). Pentru compozitele
obtinute prin procedeul amestecare-liofilizare, acestea prezinta o porozitate ridicata cat si
o dimensiune a porilor mult mai mare decat pentru compozitele obtinute prin amestecare-

uscarc.

. Testarea din punct de vedere mecanic este necesara deoarece aceste materiale
configurate ca substituenti ai tesutului osos trebuie sd indeplineasca atat caracteristicile
fizico-chimice ale acestuia cat si proprietitile sale mecanice. Astfel testele mecanice au
evidentiat module de elasticitate la compresiune aseménatoare cu cele ale tesutului osos

spongios pentru compozitele Cs-CP. In ceea ce priveste influenta GAG asupra
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proprietdtilor mecanice, cele mai bune rezultate au fost obtinute pentru compozitele ce
contin ChS.

. Testele MTS de viabilitate celulard efectuate pe compozitele Cs-CP, sunt in
corelatie cu analizele de evaluare a eliberarii LDH-ului de catre celule si evidentiaza o
viabilitate celulara crescuta pentru toate tipurile de celule utilizate (MG63, HOS si
HDMEQC), la intervale de timp de pana la 336h.

. Din evaluarea expresiei genetice a VEGF-ului se remarca o tendinta de crestere in
timp atat pentru culturile celulare de MG63 cat si cu cele de HOS. Aceasta crestere este
corelatd cu procesul de angiogeneza si cu cel de formare a noului tesut osos. Testele de
citotoxicitate in vitro au ardtat faptul ca materialele compozite realizate nu sunt

citotoxice.

. Rezultatele obtinute indicd posibilitatea utilizarii compozitelor pe baza de
biopolimeri si CP realizate prin procedee biomimetice de co-precipitare, propus in

lucrare, in aplicatii legate de substitutia tesutului osos.
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