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INTRODUCERE

Pe parcursul ultimului deceniu, obtinerea de substraturi cito-prietenoase, apte a sustine
refacerea tisulara, impune utilizarea de biomateriale care poartd domenii de recunoastere
celulara, asa cum sunt scleroproteinele si unele dintre polizaharide. Membrana celulelor specifice
tesuturilor conjunctive dispune de mecanisme ce faciliteaza ancorarea la substraturi solide ori de
tip gel in care se regdsesc macromolecule ori fibrile de (atelo)colagen, asociate sau nu cu acid
hialuronic. Astfel de substraturi pot fi generate prin tehnici de reasamblare moleculara spontana
ordonata (ca 1n cazul restructurarii colagenului cvasi-nativ pentru a forma fibrile), ori indusa
fizico-chimic si apoi stabilizatd morfologic (ca in cazul prepardrii hidrogelurilor mixte,
atelocolagen — hialuronat de sodiu, divers reticulate si apoi transformate in crio- sau vitri-geluri).

In cadrul prezentei teze, s-a studiat ciile de obtinere si purificare a precursorilor bio-
macromoleculari necesari apoi obtinerii de substraturi cito-prietenoase, precum si modalitatile de
generare §i caracterizare a acestora. Metodele de restructurare la care se apeleaza sunt atat de
natura fizico-chimica (coprecipitarea controlatd in amestecuri binare si ternare de atelocolagen si
hialuronat de sodiu), cét si chimica (reticularea prin punti moleculare cu lungime minimala).

Urmand principiile mai sus citate, se vizeaza obtinerea si caracterizarea fizico-chimica a
substraturilor uzuale, in care bio-macromoleculele participa la formarea de retele semi-
interpenetrate, sunt asociate fizico-chimic (co-precipitate), sau reticulate chimic utilizand
compusi macromoleculari de sinteza. Speciile chimice implicate si procesele de reticulare la care
acestea participa sunt selectate astfel incat randamentele reactiilor sa fie cat se poate de ridicate,
iar cantitatile de produsi reziduali sa fie minimale, respectivii produsi fiind slab reactivi si usor
de neutralizat ori de indepartat.

Obiectivul principal al tezei de fatd constd in Realizarea de substituienti ai matricei
extracelulare pe baza de colagen §i polizaharide biologic active destinate ingineriei tisulare cu
caracter de hidrogel.

In vederea atingerii acestui obiectiv principal, cercetarile s-au desfisurat in mai multe
directii avand la baza urmatoarele obiective specifice:

- studiul modalitatilor de extractie si purificare a formelor colagenice minimal denaturate

si cu reactivitate controlata.

.....

polizaharide.
Elemente de originalitate al acestei teze constau in:
- abordarea inginereasca 1n formularea amestecurilor de atelocolagen si polizaharide, in

vederea obtinerii de sisteme coloidale cu compozitie si caracteristici reproductibile.



- tehnica de generare a blendurilor de atelocolagen si polizaharide, prin amestecarea
intimd a componentelor, simultan cu inducerea reticuldrii, in cursul curgerii turbulente prin
tuburi cu lumen redus.

- evaluarea fizico-chimicd §i reologicd prin tehnici avansate a caracteristicilor
amestecurilor de atelocolagen si polizaharide.

Lucrarea este structurata in 6 capitole, insumand un numar de 168 pagini, ce cuprind 110
figuri, 14 tabele, 16 relatii de calcul si formule, 341 indicatii bibliografice.

Prima parte a lucrdrii reprezintd o sintezd a datelor din literatura, desfasuratd pe
intinderea a doua capitole, utila pentru abordarea cercetarii experimentale. Astfel, primul capitol
al lucrarii are ca scop trecerea in revistd a aplicatiilor biomedicale ale sistemelor colagen-
polizaharide, insistind pe prezentarea componentei colagenice (organizare moleculara,
biosinteza, proprietati fizico-chimice), a celei polizaharidice (clasificare, prezentare succintd a
celor mai utilizate polizaharide in bioaplicatii), si incheindu-se cu discutarea modalitatilor de
asociere a colagenului cu polizaharidele. Cel de al doilea capitol trateaza obtinerea hidrogelurilor
de bazd de colagen si polizaharide, insistaind pe metodele de sintezd si de caracterizare,
proprietatile fizico-chimice si de biomaterial ale acestora, aplicatiile lor biomedicale. Studiul
bibliografic a fost Intocmit pe baza a 290 referinte bibliografice consultate.

Contributiile originale reprezintd a doua parte a tezei, fiind constituitd din 4 capitole.

In capitolul IIT sunt prezentate materialele, metodele de lucru si tehnicile de caracterizare
utilizate. O atentie deosebita este acordata descrierii extractiei, purificarii si caracterizarii solutiei
de atelocolagen obtinut din tendonul de bovine tinere. Tehnica utlizatd contine numeroase
elemente de originalitate, facand, de altfel, subiectul unei propuneri de inventie in curs de
evaluare la OSIM.

Capitolul IV raporteaza rezultatele obtinute prin studiul obtinerii amestecurilor, de dorit
reproductibile, de atelocolagen si polizaharide. Obiectivul pragmatic a fost de a obtine
amestecuri fluide stabile pe termen lung ale atelocolagenului cu doud polizaharide: hialuronatul
de sodiu si gelanul.

Capitolul V abordeaza studiul obtinerii unor hidrogeluri prin reticularea covalentd a
atelocolagenului, respectiv a unor amestecuri pe baza de atelocolagen si hialuronat de sodiu,
utilizdnd un reticulant netoxic, cu moleculd suficient de mare pentru a asigura formarea unei
retele laxe si relativ flexibile — 1,4-butandiol diglicidil eter si caracterizarea hidrogelurilor
formate din punct de vedere reologic, microscopic, termic, morfologic, capacitatii de umflare,
capacitatii de Incarcare si eliberare a Levofloxacinei.
dupa 24, respectiv 48 ore de incubare a hidrogelurilor cu fibroblaste de soarece.

Lucrarea se incheie cu concluziile generale si referintele bibliografice.

Rezumatul tezei de doctorat respectd denumirea capitolelor, numerotarea figurilor,

tabelelor si a referintelor bibliografice din teza.



Capitolul I. Aplicatiile biomedicale ale sistemelor colagen —

polizaharide

Colagenul a fost intotdeauna considerat a fi o proteind importantd [10—12], numita si
scleroproteina [13], datorita abundentei sale in organismul uman si aplicatiilor sale comerciale
[14, 15]. El reprezintd principalul component al tendoanelor [16] si ligamentelor [17], fiind
prezent 1n piele [18], artere, cartilaj [19], si in majoritatea matricelor extracelulare [20] in
proportie de aproximativ 25 — 30% din totalul masei proteice [21-23].

Existenta unei unitifi monomerice de constructie pentru fibre de colagen a fost acceptata
de Gross [5] fiind numita tropocolagen [26].

Aceastd unitate proteica (referindu-ne la o molecula de colagen), este alcatuitd din trei
lanturi polipeptidice a, doud lanturi identice, numite al(I) si un lant, numit o2(I) [27, 28], care
contin secvente repetate de (Glicina-X-Y), [29, 30], unde X este reprezentat de prolind si Y de
hidroxiprolina [31, 32] (figura 3). Repetarea acestei secvente de aminoacizi duce la formarea
triplului helix, care constituie caracteristica structurald a superfamiliei de colagen [33]. Fiecare
lant polipeptidic este compus din aproximativ 1050 resturi de aminoacizi, cu un continut de
aproximativ 33% glicina [34], 25% prolind si 25% hidroxiprolina [35].

Colagenul poate fi prelucrat intr-un numar mare de forme, cum ar fi foi, tuburi [79],
bureti [80], pulberi, solutii injectabile si dispersii [73]; toate acestea si-au gasit utilizarea 1n
domenii ca oftalmologie, leziuni si pansament pentru rani (imbunatiteste penetrarea celulara si
vindecarea plagilor) [72], inginerie tisulara [22, 69], industria alimentara [81], cosmetica, culturi
de celule [79], regenerarea oaselor si dezvoltarea de materiale de acoperire pentru grefe
vasculare sau valve cardiace [75].

Pe parcursul ultimului deceniu, membranele obtinute prin combinarea proteinelor (de
exemplu, proteine din soia, colagen, si gelatind), cu un biopolimer natural (de exemplu, celuloza,
chitosan) au fost dezvoltate in incercarea de a furniza noi materiale pentru repararea pielii ca
pansamente in tratamentul plagilor provocate de arsuri [171].

Datorita capacitatii ridicate de retinere a apei, acidul hialuronic este folosit cu succes in
aplicatiile medicale, cum ar fi in produsele cosmetice ca biomaterial vascoelastic, dar si in
sistemele de eliberare de medicamente datoritd biodegradabilitatii sale [10]. Acidul hialuronic
este implicat in migrarea si diferentierea celulelor, si este prima macromolecula care apare in
timpul regenerarii tesutului [200].

De asemenea, s-a demonstrat cd addugarea de acid hialuronic promoveaza diviziunea
celulard in fibroblastele umane, cd este un regulator critic al mai multor fenomene biologice,
inclusiv dezvoltarea embrionara, organizarea tesutului, vindecarea ranilor si angiogeneza; este
extrem de biocompatibil [203] si poate fi obtinut din mai multe surse, inclusiv fermentatie
bacteriana. In consecinti, este sintetizat in cantitati mari pentru utilizarea clinica [135, 204].

Lin si Liu [205] au constatat ca pentru un amestec de bureti care contin colagen si
hialuronan, rezistenta mecanicad si biostabilitatea sunt mai mari decat la componentele

amestecului luate individual.



De asemenea, Pietrucha a aratat ca, implantarea unei matrici compusa din colagen si
hialuronan in afectiuni craniene la sobolani, demonstreaza o buna biocompatibilitate si probeaza

un mai mare potential osteoconductiv [206].



Capitolul II. Obtinerea de hidrogeluri pe baza de colagen si

polizaharide

I1.1. Introducere

Inca de la inceputul anilor '50 [207], de la lucrarea de pionierat a lui Wichterle si Lim
[208] din 1960, hidrogelurile au fost un subiect de cercetare extins in ultimele decenii, iar
datorita proprietatilor cum ar fi controlul posibil asupra cineticii de umflare si continutul ridicat
de apa le face foarte atractive pentru aplicatii biomedicale [209, 210].

Hidrogelurile sunt retele homopolimere sau copolimere [209] hidrofile [211, 212] care au
capacitatea de a se absorbi cantitati considerabile de apa [213, 214] sau fluid biologic [213, 144]
de la 10-20% [215] pana la 80-90% fatd de masa lor uscata (figura 29), fara dizolvarea [150] sau
pierderea de structurd tridimensionald [216], ceea ce le oferd caracteristici fizice similare cu
tesuturilor moi [217, 218].

Hidrogelurile au fost intotdeauna considerate o clasd promitatoare de biomateriale,
datoritd capacitatii de a fi usor adaptate pentru a manifesta proprietatile mecanice si chimice
dorite care sunt asemandtoare cu cele ale matricei extracelulare native si pot prezenta
permeabilitate mare pentru nutrienti, oxigen si al{i metaboliti solubili in apa [222].

In general, hidrogelurile prezinti o buni biocompatibilitate, porozitate si elasticitate
[223], proprietati similare cu ale tesuturilor naturale [224]. Datorita acestui fapt, aceste materiale
sunt utilizate cu succes in domeniile biomedicale, biotehnologice si farmaceutice. De asemenea,
pot fi folosite ca matrici pentru sprijinirea $i promovarea regenerarii tesuturilor in domeniul
ingineriei tisulare [225].

Datoritd capacitatii lor de a retine o cantitate semnificativa de apa [270], hidrogelurile
sunt destul de asemanatoare cu tesuturile naturale vii, ceea ce le face utile pentru o gama larga de
aplicatii biomedicale [144],: sisteme de eliberare controlatd de medicamente [271], inginerie
tisulara [220], lentile de contact [227], implanturi corneene [218], acoperiri sintetice pentru
ingrijirea plagilor [234], biosenzori [272], materiale dentare, implanturi, sisteme injectabile
polimerice, organe de tip hibrid (incapsulare celule vii) [233].

Astfel de hidrogeluri au fost deja raportate folosind dextran, hialuronan, pululan sau alti
derivati de polizaharide. Gelurile care contin hialuronan pot fi folosite ca pansamente pentru
rani, proteze de acoperire, aplicatii ortopedice, sau agenti de hidratare in compozitia produselor
cosmetice [216]. O serie de studii clinice care folosesc chitosan au raportat utilizarea
hidrogelurilor sub forma de celule ,,scaffold” in cadrul ingineriei tisulare, si de asemenea, in
regenerarea cartilajului. Datorita activitatilor sale imunostimulatoare, actiunilor antimicrobiene si
antifungice, proprietatilor anticoagulante si datoritd actiunii sale ca promotor de vindecare a
ranilor, in domeniul chirurgiei, hidrogelurile pe baza de chitosan au fost folosite pe scara larga ca

un biomaterial [222].



Capitolul II1. Materiale si metode

II1.1. Materiale si reactivi utilizati
Materialele folosite pentu realizarea lucrarii de fata au fost achizifionate de la firme
specializate in producerea lor. In ceea ce urmeazi se vor prezenta cateva din cele mai importante

materiale folosite pentru atingerea scopurilor propuse.

Atelocolagenul — drept sursd tisulara in obtinerea solutiei de atelocolagen s-a utilizat

tendonul de bovine tinere.

Pentru a obtine solutia standard de atelocolagen cu un continut in substantd uscatd de 1
g/L, solutia coloidala initiald a fost supusa diafiltrarii cu unsprezece volume de HCI 0,001 N la
temperatura de 15 °C (pentru eliminarea completd a sarurilor) fiind apoi supusa liofilizarii.
Forma solida obtinuta a fost redizolvata in HCI 0,001 N si centrifugata timp de 30 de minute la
temperatura de 4 °C la o viteza de 3600 rotatii/minut. Supernatantul a fost recuperat si ultrafiltrat
printr-o membrana de 100 kDa, iar apoi diafiltrat impotriva a unsprezece volume de HC1 0,001 N
la 15 °C. In final, solutia coloidali de atelocolagen a fost concentrat la 1 g/L substanti uscata,

prin ultrafiltrare, printr-o membrana de 100 kDa.

1.4-butandiol diglicidil eter (C;oH 304, Masa moleculard=202,25052 g/mol) obtinut de la
firma Sigma, CAS 2425-79-8 (figura 38).

o o

/—\'—CH 2—0— (CH 2) 4— O—CH 2—/—\‘
Figura 38. Formula structurala a reticulantului.

Compusii epoxidici au fost utilizati pe scard larga in ultimul deceniu pentru stabilizarea
materialelor pe bazd de colagen. Reactia colagenului cu compusul dioxiranic se realizeaza in
principal prin intermediul grupdrilor amino, in mediu bazic, asa cum se arata in figura 39 (a)
[292]. In mediu acid colagenul reactioneaza cu reticulantul prin intermediul gruparilor carboxil
(figura 39 (b)) cu formarea de legéturi esterice, deoarece 1n aceste conditii de pH grupérile amino

sunt protonate [293].

Figura 39. Reprezentarea schematica a reactiei de reticulare dintre 1,4-butandiol diglicidileter cu

colagenul, in mediu bazic (a) si mediu acid (b).

Hialuronanul (acid hialuronic, HA)

Hialuronanul este o polizaharida liniara cu masa moleculara ridicata, unitatile repetitive
din structura macromoleculelor constand din acid D-glucuronic si N-acetil-D-glucozamina legate
alternativ prin punti B-(1—3) si B-(1—4) glicozidice (figura 40). Alte caracteristici importante

ale acidului hialuronic au fost prezentate in Capitolul 1.2.2.2.
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Figura 40. Formula structurald a hialuronanului de sodiu.

Acidul hialuronic a fost achizitionat de la firma Sigma (C;4H;0NNaO,;;, CAS: 9067-32-7,
masa moleculara: 403,31 g/mol) sub forma de sare de sodiu a acidului hialuronic.

Inainte de a fi utilizat, acesta a fost dizolvat lent in apa bidistilata la temperatura camerei,
iar solutia rezultata a fost supusa filtrarii printr-o membrana de ultrafiltrare de 0,2 microni, dupa
care a fost diafiltratd impotriva a cinci volume de apa bidistilatd. Solutia diluata a fost inghetata
si liofilizata, iar pulberea rezultatd a fost redizolvata in apa bidistilata, apoi supusa ultrafiltrarii
printr-o membranad de 100 kDa, urmata de o diafiltrare Tmpotriva a unsprezece volume de apa
bidistilatd. Solutia finald a fost centrifugatd timp de 30 de minute la 3600 rotatii/min, iar
supernantantul a fost concentrat pana la o concentratie de 1 g/L substatd uscata prin ultrafiltrare
printr-o membrand de 100 kDa. Masa moleculard echivalentd a hialuronatului in solutia finald a
fost determinata prin SEC (M, 1303 kg/mol, indice de polidispersitaate de 1,96).

Gelanul

Gelanul (figura 41) este o heteropolizaharida extracelulard produsd de Pseudomonas
elodea. Unitatea repetitivdi din structura macromoleculelor contine patru unitdti zaharidice
(glucoza - acid glucuronic - glucoza - ramnoza). Alte caracteristici importante ale gelanului au

fost prezentate In Capitolul 1.2.2.4.

H -]
N‘
_pny TR W
0
oH HO T-

Figura 41. Formula structurala a gelanului.

Achizitionarea gelanulului s-a facut de la firma Fluka, CAS 71010-52-1.
Inainte de utilizare, gelanul a fost dizolvat in apa bidistilata, pe baie de apa fierbinte, iar
solutia diluatd a fost racitd la 25 °C. Solutia rezultatd a fost filtratd printr-o membrana de

ultrafiltrare cu porozitate de 0,2 microni, dupa care a fost supusa diafiltrarii Tmpotriva a
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unsprezece volume de solutie de trietilamind in apa bidistilatd de 12,5% g/L. Solutia rezultata a
fost uscata prin liofilizare, iar forma solida obtinuta a fost dizolvata incet in apa bidistilata la
25°C, pentru a obtine un sistem coloidal. Dupa centrifugare timp de 30 de minute la 3600
rotatii/min, supernatantul a fost ultrafiltrat printr-o membrand de 100 kDa, si apoi diafiltrat
impotriva a unsprezece volume de apa bidistilata, la 25 °C. Solutia obtinutad a fost centrifugata
din nou 1n aceleasi conditii, iar supernatantul a fost in cele din urma concentrat la 1 g/L substanta
uscatd, prin ultrafiltrare printr-o membrana de 100 kDa. Masa moleculara echivalenta a gelanului
nativ in solutia finald a fost determinatd prin SEC (M,, 3428 kg/mol prin extrapolare, cu un
indice de polidispersitate de 1,79).

Procesele de ultrafiltrare si diafiltrare au fost efectuate prin regimul de curgere tangential,

folosind un sistem Vivaflow 200 (Sartorius).

II1.3. Obtinerea de hidrogeluri pe baza de colagen si colagen-polizaharide

In vederea obtinerii hidrogelurilor, solutia de atelocolagen cu concentratia de 6 mg/mL se
prepard din colagen liofilizat, prin dizolvarea acestuia in solutie 0,1 M NaOH, adaugatd in
picaturi, urmarindu-se ca pH-ul solutiei sd se situeze in jurul valorii de 10,2. Solutia de
atelocolagen se introduce apoi in sistemul de seringi S1-S2 si se pompeaza alternativ, energic, de
circa 20-30 de ori (instalatia utilizata se prezinta in figura 50). Prin intermediul seringii S3, in
sistem se introduce agentul de reticulare, format prin amestecarea 1,4-butandiol diglicidil
eterului cu un tensioactiv cationic, bromura de tetrabutil amoniu. Seringile transportoare sunt
legate prin intermediul unui tub care este imersat intr-o baie de apa cu gheata, pentru a proteja
gruparea oxiranica (epoxi), a carei reactivitate creste mult odatd cu temperatura. Lucrul la
temperaturi joase asigurd reactia lentd a ciclului oxiranic cu grupdrile aminici si acide laterale,
conducind la o mai bund uniformitate a hidrogelului obtinut. Amestecul format este apoi extras
din sistemul de pompare — dozare prin intermediul seringii S4 si este termostatat, timp de 90 de

minute, la temperatura de 32 °C, dupa care se mentine in frigider, peste noapte (circa 12 ore).

Injectarea
reticulantului
g
(s3) I
Seringa N Seringa
de transport 1 de transport 2

A
A

.f’m'\

® > &
TN
% \ .,; Microtubul de reactie

Extractia probei ‘-.
&

Baie de gheata

Figura 50. Sistemul de pompare — dozare utilizat pentru prepararea hidrogelurilor.
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In vederea obtinerii hidrogelurilor binare, atelocolagen si hialuronat de sodiu, s-a preparat
o solutie coloidala de atelocolagen cu aceleasi caracteristici ca si in cazul hidrogelurilor pe baza
de colagen. Peste solutia astfel preparata se presara o cantitate de hialuronat, iar sistemul se lasa
sd se umecteze uniform. Dupa completa umectare a hialuronatului, compozitia se amesteca lent,
evitand formarea bulelor de aer. Amestecul rezultat se lasd spre maturare timp de 3 ore, la 4 °C,
dupa care este introdus in sistemul de seringi S;-S; si se aplica apoi metodologia de amestecare

si reticulare descrisa pentru obtinerea hidrogelurilor atelocolagenice.

I11.4. Metode de caracterizare a hidrogelurilor obtinute
Hidrogelurile obtinute au fost caracterizate din punct de vedere fizico-chimic utilizand
urmatoarele metode:
[1.4.1. Gradul maxim de umflare - Qpax (%)
I11.4.2. Capacitatea de incarcare a hidrogelurilor cu medicament
I11.4.3. Capacitatea de eliberare a unui medicament
II1.4.4. Microscopia Electronica de baleaj (Scanning Electron Microscopy, SEM)
II1.4.5. Analiza termica
I11.4.5.1. Calorimetria cu scanare diferentiala
I11.4.5.2. Analiza termogravimetrica
II1.4.6. Teste de biocompatibilitate
I11.4.7. Spectroscopia RAMAN
I11.4.8. Rezonanta electromagneticd nucleard ('H-RMN)
I11.4.9. Studiul reologic al solutiilor de colagen si polizaharide si al hidrogelurilor
obtinute
I11.4.9.1. Studiul reologic al solutiilor diluate de colagen si polizaharide
I11.4.9.2. Studiul reologic al hidrogelurilor obtinute pe bazda de colagen si
polizaharide
[11.4.10. Studiul echilibrelor de faza in solutiile de colagen si polizaharide

111.4.10.2. Trasarea diagramelor de faza
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Capitolul IV. Obtinerea amestecurilor reproductibile de

atelocolagen si polizaharide

In scopul de a prepara amestecuri stabile si reproductibile pe termen lung, atat retetele cat
si procedurile de pregitire a amestecurilor diluate initiale trebuie sa fie studiate. In ceea ce
urmeaza voi prezenta cateva tehnici care sd furnizeze conditiile de formare a amestecurilor,
precum si parametrii de lucru ai acestor procese.

Reproductibilitatea reprezintd una dintre principalele probleme in inginerie. in cazul
special al biomaterialelor si ,,scaffold”, aceasta asigura reactivitatea reproductibila si morfologia
internda, detindnd un loc important in agenda cercetdtorilor. Biomateriale sintetice ofera
capacitatea de a proiecta in mod riguros si ex-vivo substraturi care sd prezinte proprietati
reproductibile fizico-chimice si structurale [306], dar asemanarile cu matricea extracelulara
naturala este inca modesta In comparatie cu materialele de origine biologica. Acesta este motivul
pentru care biopolimerii naturali care poartd domenii de celule de recunoastere sunt preferati
[307]; colagenul fibrilar fiind unul dintre ele [308]. Un important dezavantaj al biopolimerilor
naturali (in special proteine, polizaharide si conjugatii acestora), constd in compatibilitatea
reciproca limitatd in amestecurile apoase coloidale, peste o anumita concentratie. Fie separarea
termodinamice, sau a procesului de coacervare condusa electrostatic [178]. Ca o consecinta,
reproductibilitatea caracteristicilor de compozitie ale amestecurilor de biompolimeri naturali si
previzibilitatea acestor caracteristici trebuie sa fie investigatd, Tnainte de a efectua studii asupra
dispersiilor coloidale, amestecurilor sau compozitelor formate.

Scopul a fost descrierea unui set de tehnici simple, in masura sa furnizeze rapoartele de
greutate posibile de biopolimeri naturali care pot fi amestecati, impreund cu parametrii de
amestecare, pentru de a asigura un amestec intim si reproductibil, inainte de orice prelucrare
ulterioara a amestecurilor. Obiectivul pragmatic a fost obtinerea amestecurilor fluide stabile pe
termen lung ale unei scleroproteine cvasi-native, atelocolagenul (aK), impreuna cu doua tipuri de

polizaharide: sarea de sodiu a acidului hialuronic (NaHyal), si gelanul nativ (Gellan).

IV.1. Investigarea turbidimetrica a solutiilor coloidale de biopolimeri naturali

Primul pas in indeplinirea primului obiectiv propus a fost investigarea turbidimetrica a
solutiilor coloidale de biopolimeri naturali. In solutii coloidale apoase, biopolimerii
(atelocolagen, hialuronat de sodiu si gelan) prezinta atat auto-cit si inter-asocieri la nivel
molecular, datoritd modificarilor de temperatura, pH si compozitie chimica [131, 312, 313].
Atunci cand, ca o consecintd a asocierii, structurile supramoleculare precise sunt generate,
procesul poartd denumirea de auto-asamblare [314], in timp ce 1n cazul in care apar structuri
aleatorii, acest proces este numit complexare [314-316]. Procesele de agregare pot fi investigate

prin masuratori turbidimetrice, sau prin absorbtia luminii la lungimi de unda specifice [317].
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Aceste studii s-au realizat prin titrare turbidimetrica a solutiilor de atelocolagen,
hialuronat de sodiu si gelan standardizate. Toate determindrile s-au realizat la temperatura
camerei cu ajutorul unui titrator automat (DMS Titrino716, Metrohm) si un turbidimetru cu fibra
optica (PC 900, Brinkmann). Pentru procesul de titrare s-au folosit solutii de hidroxid de sodiu si
acid clorhidric 0,1N pornind de la pH-ul solutiei coloidale pana la pH 2 si respectiv 12.

In figura 62 sunt prezentate curbele de titrare turbidimetrica pentru biopolimerii studiati

atat in mediu acid cat si in cel bazic.
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Figura 62. Reprezentarea curbelor de titrare pentru atelocolagen, hialuronat de sodiu si gelan.

Liniile verticale reprezinta valoarea initiala a pH-ului fiecarei solutii.

Amplitudinea variatiilor de turbiditate difera in mod semnificativ intre cei trei
biopolimeri naturali studiati. O crestere importanta a fost inregistratd in cazul hialuronatului de
sodiu, in jurul valorii de pH=4. In schimb, atelocolagenul prezinti o evolutie asteptati de
turbiditate, cresterile fiind asociate cu domeniile de pH cu solubilitate scazutd (cum ar fi gama
izoelectricd). Surprinzator, trei domenii de crestere au fost puse in evidentd in evolutia
turbidimetrica a solutiei de gelan in timpul titrarii. Aceasta ultima observatie ar putea fi asociata
modurilor diferite de Impachetare a lanturilor de gelan nativ, in corelatie directd cu gradul de
hidratare a agregatelor.

In scopul de a asigura un amestec intim al atelocolagenului cu hialuronatul de sodiu
si/sau gelan, trebuie sa fie alese domeniile de pH care prezinta atat solubilitate individuald mare

cat si solubilitate reciproca corelata.
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Gelanul este componenta care impune cele mai mari constrangeri, avand In vedere
intervalul de solubilitate limitat (acesta este solubil la valori ale pH-ului mai mari de 5, in apa
bidistilatd sau in tampoane organice, dar nu in tampoane saline). Domeniile excesive de gelifiere
ale gelanului (deasupra valorii de pH 10) trebuie sa fie, de asemenea, evitate.

Comparand curbele de titrare reprezentate in figura 62, se constatd cd, gama de pH
cuprinsd intre 5 si 9 pare a fi cea mai fezabila. Datorita faptului ca in apropierea punctului
izoelectric al atelocolagenului procesul de auto—asociere poate fi promovat, domeniul de pH
cuprins intre 8 pana la 9 ramane a fi cel mai fezabil, daca se doreste ca in produsul final sa se

obtina o morfologie fibrilara.

IV.2. Studiul reologic asupra solutiilor diluate de biopolimeri naturali

Un al doilea pas a fost studiul reologic asupra solutiilor diluate de biopolimeri naturali, cu
scopul de a determina domeniul de concentratie fezabil amestecarii acestora.

Masuratorile vascozimetrice s-au efectuat utilizand vascozimetrul Ubbelohde (figura 59)
tipurile 0A, Ia, la si III (cu un volum de 7,7 + 0,1 mL si cu o lungime a capilarului de 90 mm),
plasat in baie de termostatare, la diferite temperaturi, mentinute constante pe toatd durata
masuratorii. Timpii de scurgere ai solutiilor au fost determinati, de fiecare datd, dupa 10 minute
de termostatare.

Pentru aceste determinari s-au preparat solutii stoc cu o concentratie de 0,40 g/dl pornind
de la solutiile standardizate de atelocolagen, hialuronat de sodiu si gelan, utilizandu-se pentru
aceste masuratori o serie de dilutii de 0,32, 0,26, 0,22, 0,18, 0,14, 0,10, 0,06, 0,02, 0,01 g/dl
preparate prin addugare de apa bidistilata. Toate solutiile diluate au fost supuse maturarii timp de
12 ore, la 2 °C, dupa care au fost separate si supuse termostatarii la temperatura de 15 °C.
Maisuratorile s-au realizat la temperaturile de 17, 20, 25, 30 si 35 °C. Pentru solutiile de
atelocolagen diluate, masuratorile au fost realizate si la 40 °C, pentru a pune in evidenta efectul
de denaturare termica.

Figurile 70 si 71 identificd si precizeaza intervalele de concentratii fezabile care asigura

amestecarea favorabild a atelocolagenului cu hialuronat de sodiu sau gelan.
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Figura 70. Domeniul de concentratie fezabil pentru amestecarea omogena a solutiilor de

atelocolagen si hialuronat de sodiu.
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Figura 71. Domeniul de concentratie fezabil pentru amestecarea omogena a solutiilor de

atelocolagen si gelan.
Din reprezentdrile grafice se poate observa cd cel mai reproductibil interval de

amestecare in cazul atelocolagenului cu hialuronatul de sodiu este cuprins intre 0,09-0,15 g/dl,

iar pentru atelocolagen si gelan de 0,05-0,07 d/dl.
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Tot prin studii reologice au fost estimate si conformatia lanfurilor macromoleculare si
rigiditatea acestora [319]. Figura 66 prezintd comparativ dependenta vascozitatii intrinseci in

functie de temperaturd. Sistemul de coordonate folosit (In [n] fatd de 1/T), permite estimarea

.....

3,8
3,6
3,4
3,2 - . 0.43
=
= 3,0 1
28 1 35°C
22.5°C
0.72 20.4°C
2,6
B Gelan, In[n] vs. 1/T
244 4°C . ® Atelocolagen, In[n] vs. 1/T
A Hialuronan. In[n] vs. 1/T
2,2 T T T T
0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07

1/1,% 1

Figura 66. Variatia In[n] pentru solutiile diluate de atelocolagen, hialuronat de sodiu si gelan in

functie de temperatura.

Panta liniilor poate fi corelatd cu flexibilitatea macromoleculelor de atelocolagen,
hialuronat de sodiu si gelan in solutiile coloidale diluate, la o temperaturd datd. Pantele mari
corespund lanfurilor mai flexibile. Doud domenii diferite de flexibilitate sunt evidente, pragul
mediu fiind diferit pentru cei trei biopolimeri investigati. Gelanul prezintd cea mai mare
discrepantd (pentru o pantd normatd de 0,33, la temperaturi sub 28 °C la una de 2,9 la
temperaturi deasupra pragului; o crestere de aproximativ noud ori). Hialuronatul de sodiu
aproximativ 1,7 ori, in jurul valorii de 20 °C), in timp ce atelocolagenul este plasat intr-o gama
intermediara de 2,4 ori, cu un prag in jurul valorii de 22 °C.

Pentru a obtine amestecuri intime in stare coloidala, flexibilitatea lanturilor
macromoleculelor componentelor trebuie sa fie cat mai asemanatoare cu putinta, si variatia in
functie de temperatura trebuie sa fie, de asemenea, similara. Acesta este motivul pentru care, in
cazul amestecurilor de atelocolagen cu hialuronat de sodiu si/sau gelan, temperatura de lucru ar

trebui sa fie mentinuta intr-un domeniu mai mic de 20 °C.

IV.3. Diagramele de faza binare dintre atelocolagen si hialuronat sau gelan
Plecand de la informatiile obtinute in studiile anterioare, unrmatorul pas important a fost
trasarea diagramelor de faza. Aceste diagrame de faza sunt utile pentru a descrie grafic "soarta"

amestecurilor, prin furnizarea gamei de concentratii a componentelor care genereaza sisteme
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stabile termodinamic si fizic omogene, sau, dimpotriva, prezinta separari, ca fazd sau compozitie.
Suplimentar, acestea ofera informatii valoroase cu privire la compozitiile specifice si raportul de
separare a componentelor din care rezulta sistemele eterogene.

In cazul studiului nostru, s-au efectruat trei tipuri de experimente, diferite din punct de
vedere a manipularii pH-ului 1n timpul pregétirii amestecurilor, astfel:

1. in lipsa unui reglator de pH (acesta fiind impus de disocierea atelocolagenului,
hialuronatului de sodiu si gelanului) si addugarea unei cantititi mica de sare (NaCl) pentru a
furniza contraioni;

2. prin ajustarea pH-ului solutiilor la valoarea apei bidistilate, inainte de a fi amestecate;

3. prin dizolvarea fiecarei componente a amestecului intr-o solutie tampon la o valoare a
pH-ului care asigurd un domeniu comun de solubilitate si cu o tendintd de aglomerare mica
(stabilit anterior prin turbidimetrie).

Amestecurile de atelocolagen si hialuronat de sodiu sau gelan au fost realizate in tuburi
de centrifugare cu o greutate totald a sistemului de 5 g. O solutie de 10 g/dl NaCl, sau apa
bidistilata, sau o solutie tampon (in functie de tipul de experiment), este addugatd intr-o suma
echivalenta cu 0,01% g/g, referitoare la greutatea totala a sistemului. Dupa amestecare adecvata,
sistemul obtinut este maturat timp de 18 ore (6 ore la temperatura camerei, si de 12 ore la 2 °C),
apoi supus centrifugarii (4000 rotatii/min, 30 min, 4 °C), recuperandu-se supernatantul.
Atelocolagenul si polizaharidele au fost determinate cantitativ.

Cantitatile biopolimerilor naturali au fost evaluate spectrofotometric, folosind kitul Sircol
(Biocolor Ltd.), in cazul atelocolagenului; prin metoda cu carbazol pentru hialuronaul de sodiu,
si folosind kitul Blyscan (Biocolor Ltd.) in cazul gelanului. in cazul atelocolagenului si al
gelanului lungimile de unda folosite au fost de 540 si respsctiv 656 nm. In cazul hialuronatului
de sodiu, deoarece metoda cu carbazol necesita solutii de acide, masuratorile au fost realizate cu
ajutorul unui spectrofotometru Boeco S22, in cuve de unicad folosintd, la lungimea de unda de
530 nm.

Regulile dupa care s-au preparat aceste amestecuri binare sunt prezentate in ecuatiile

urmatoare:
x Atelocolagen + y Polizaharide + 0,01 Sare =z + 0,01 Sare = max. 0,1 g/g substanta uscata (13)
q Atelocolagen + p Polizaharide + 0,01 Sare = z g/g substanta uscata (14)

x Atelocolagen + y Polizaharide + 0,01 Solvent =z + 0,01 Solvent =
max. 0,1 g/g substanta uscata (13”)

q Atelocolagen + p Polizaharide + 0,01 Solvent = z g/g substanta uscata (14°)

in figurile 74, 75 si 76 sunt prezentate diagramele de faza obtinute in abordarile

experimentale de succes. Pozitia punctelor de testare folosite pentru a trasa linii de legatura au
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fost stabilite ludnd in considerare curba binodald. Liniile de legaturd care definesc punctele
rezultd din analiza fazelelor separate din amestecuri preparate pe baza relatiilor (14) si (14°), ce

confirma curbele binodale trase pe baza regulilor generate de relatiile (13) si (13°).

Figura 74. Diagrama de faza a amestecului atelocolagen—hialuronat de sodiu, la pH de 3,4, in

Hialuronan, % g/g

Figura 75. Diagrama de faza a amestecului atelocolagen—hialuronat de sodiu, la pH de 5,5, in

lipsa sistemului tampon, cu pH-ul solutiei de atelocolagen corectat la valoarea de 5,5 Tnainte de

Atelocolagen, % g/g

lipsa sistemului tampon.
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Figura 76. Diagrama de faza a amestecului atelocolagen—gelan, la pH de 5,5, in lipsa sistemului

tampon, cu pH-ul solutiei de atelocolagen corectat la valoarea de 5,5 inainte de amestecare.

Asimetria binodald poate fi corelatd cu diferentele dintre hidrofilia componentelor
individuale [325]. Deosebirea perechii atelocolagen—gelan pare sa fie mai mare in comparatie cu
perechea atelocolagen—hialuronat de sodiu, gelanul fiind cel mai receptiv la apad. Maxima de co-
solubilitate a partenerilor amestecurilor poate fi stabilitd prin plasarea pragului de separare a
fazelor pe diagrama de faza [326], care corespunde concentratiei totale minime de parteneri
necesari pentru separarea fazelor. Coordonatele punctelor de prag de pe diagramele de faza ale
amestecurilor investigate au fost: 0,032% g/g atelocolagen / 0,025% g/g hialuronat de sodiu in
figura 74, 0,028% g/g atelocolagen / 0,025% g/g hialuronat de sodiu in figura 75, si 0,022% g/g
atelocolagen / 0,020% g/g gelan in figura 76.

Cele trei tipuri de experimente efectuate au ardtat ca valori mici nerestrictionate ale pH-
ului, precum si valori mari ale solutiilor tampon, sunt capabile sa inducd gelifierea in
amestecurile studiate, mai ales daca gelanul este una dintre componente. Potrivit referintei [327],
"echilibru dintre faze nu este realizabil atunci cand faza de separare este insotitd de gelifiere".
Acesta este motivul pentru care amblele retete (definirea rapoartelor initiale ale componentelor),
precum si procedurile de pregatire (constdnd in parametrii de amestecare), sunt critice in

pregétirea amestecurilor omogene si compozitional reproductibile de atelocolagen cu hialuronat

sau gelan.
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IV.4. Diagramele ternare ale amestecurilor de atelocolagen, hialuronat de
sodiu si gelan

Avand in vedere dificultatile Intdmpinate in caracterizarea amestecurilor binare, pentru
amestecurile de atelocolagen—hialuronat—gelan, au fost studiate diagrame ternare de compozitie

obignuite ale amestecurilor. Aceste diagrame au fost trasate pe baza ecuatiei 15:
x Atelocolagen + y Hialuronat + z Gelan + 0,02 Solvent = 0,/ g/g subtanta uscata (15)

unde, valoarea coeficientului x variaza intre 0,00 si 0,06% g/g substantd uscatd, si valorile
coeficientilor y si z Intre 0,01 s1 0,07 % g/g substanta uscata.
In figurile 78 si 79 sunt reprezantate diagramele ternare pentru amestecurile atelocolagen-

hialuronat-gelan.
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Figura 78. Diagrama ternara exprima consecintele separdrii fazelor in amestecurile de
biopolimer, la pH 5.5, in lipsa sistemului tampon, cu pH-ul solutiei de atelocolagen corectat la

5,5 Tnainte de amestecare.
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Figura 79. Diagrama ternara exprima consecintele separdrii fazelor in amestecurile de

biopolimer, la pH 9,0, in sistem tampon TRIS 0,2M.

Acestea au fost obtinute utilizdnd aplicatia software OriginPro 8.6 (OriginLab Co).
Limita de co-precipitare exprima valoarea totala a biopolimerilor naturali in faza densa, masurata
ca procente g/g. Compozitia izoliniilor a fost elaborata prin separarea cantitativd de proteina si
continutul total de polizaharide din supernatant, si prin calcularea sumelor corespunzatoare in co-
precipitat, ca diferenta fatd de valorile initiale exprimate ca procente g/g. Pe axele diagramelor
ternare, cantitatea componentelor a fost convertitd in g/dl, avand in vedere densitatea solutiilor
standardizate. Din cauza unor limitari in reprezentarile diagramelor ternare avand intervale cu
variatii ale componentelor, folosind experienta OriginPro 8,6 (avdnd in vedere valorile
coeficientilor x, y si z mai sus mentionati), un factor de corectie de 0,8 trebuie sa fie folosit
pentru a converti valorile grafice la cele reale pentru punctele care reprezintd cantitatile pe
diagrame.

Concluzia proeminenta rezultatd prin compararea celor doua diagrame ternare este faptul
ca valoarea pH-ului decide cantitatea de atelocolagen in co-precipitat, intr-o relatie cvasi-
independentd de raportul dintre polizaharide din amestecuri (limitele de precipitare sunt
implicate intr-o manierd cvasi-paraleld similard, dar pozitia in diagrame este schimbatd). La o
valoare de 5,5, limita de precipitare este plasatd aproximativ in mijlocul diagramei ternare,
indicand faptul ca in cazul in care pH-ul este controlat pentru a fi usor acid, o participare
uniforma a celor trei biopolimeri naturali in faza de separare este posibild. Prin urmare, daca este
necesar un amestec cu un conginut ridicat de atelocolagen, este obligatoriu sa se lucreze la pH

acid, in caz contrar polizaharidele vor domina (intr-un raport aproximativ uniform, cu cresterea
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de atelocolagen). Potrivit figurii 78, sisteme ternare pot fi obtinute pornind de la 0,032 g/dl
atelocolagen, asociat in amestecurile initiale, cu, de exemplu, 0,040 g/dl hialuronat de sodiu, si
0,008 g/dl gelan, pentru a ajunge la o concentratie de 0,08 g/dl substantd uscatd, asa cum se

prevede prin restrictia (15).
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Capitolul V. Hidrogeluri cu componenta colagenica reticulate

covalent

Desi tentant in termeni de disponibilitate, reproductibilitate, precum si a capacitatii de a fi
proiectate chimic, polimerii sintetici sunt inca limitati in aplicarea lor in domeniul “scaffold”. In
schimb, biomacromoleculele sunt tot mai preferate pentru a genera matrici extracelulare (MEC)
inlocuitoare [328], mai ales pentru ca sunt purtdtori nativi de domenii de recunoastere, care
ghideaza viata si evolutia celulelor.

Esential in ingineria tisulard este de a imita treptat chemo-, morfo-si bio-particularitatile
matricei extracelulare. Pentru a oferi un nivel ridicat de chemo-mimetism, este de dorit ca pentru
realizarea retelelor “scaffold” sa se utilizeze biomacromolecule native organotipic, precum si,
daca este cazul, utilizarea unor cantitati cat mai scazute de polimeri sintetici.

Scleroproteinele si glicanii sunt candidatele preferate in producerea de inlocuitori ai MEC
de tip conjugat [329], mai ales daca reticulantul este o molecula bifunctionald cu catend scurta.
Doud biomacromolecule precursoare, atelocolagenul (aK) si hialuronatul de sodiu (NaHyal),
ambele in stare cvasi-nativa, posed o serie de particularitati care le fac candidatele ideale pentru
mimarea MEC. Atelocolagenul prezintd domenii de recunoastere a celulelor, GFOGER [330,
331], si este singura forma colagenica disponibild in cantitati suficient de mari. Acidul hialuronic
este omniprezent in tesuturile conjunctive animale, este implicat in homeostazia apei la nivelul

MEC [332], si actioneaza atat in calitate de molecula structurala cat si de semnalizare [333].

V.2. Studiul reologic asupra hidrogelurilor pe baza de colagen si colagen-

hialuronat de sodiu reticulate covalent

Este bine cunoscut faptul ca, mediile pentru dezvoltarea tesuturilor vii sunt de tip
hidrogel, respectiv retele tridimensionale laxe cu ochiuri mari, motiv pentru care ne-am propus
reticularea hidrogelurilor pe baza de colagen si respectiv colagen si hialuronat de sodiu cu un
agent de reticulare cu catena suficient de lungd, biocompatibil, netoxic, respectiv 1,4-butandiol
diglicidir eter (BDDGE). Acesta este un reticulant bifunctional, capabil sa “lucreze” la rapoarte
molare mici [334] la temperaturi scazute sau ambiantd. Pentru a ajuta dispersarea BDDGE in
apa, la temperaturi scazute, tetra-n-butil bromura de amoniu (TBAB) poate fi folosit ca agent
tensioactiv.

Pentru realizarea acestor hidrogeluri s-a folosit metoda descrisd in Capitolul IIL.3.
Chimismul reactiei de obtinere a hidrogelurilor pe baza de colagen si colagen-hialuronat de sodiu

este prezentat in figura 81 si 82.
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Figura 81. Schema reactiei de formare a hidrogelurilor pe baza de colagen reticulate covalent.
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Figura 82. Schema reactiei de formare a hidrogelurilor pe baza de colagen si hialuronat de sodiu

reticulate covalent.

Planurile experimentale pentru obtinerea hidrogelurilor reticulate covalent pe baza de

colagen, colagen-hialuronat de sodiu raport 1:1 si colagen-hialuronat de sodiu raport 5:1 sunt

prezentate in tabelele 7, 8 si 9. Cantitatile prezentate in tabele sunt calculate pentru 5 mL solutie

de colagen de concentratic 6 mg/mL substantd uscatd si 0,70 £ 0,016 moli/g grupe aminice

libere. Pentru prepararea hidrogelurilor s-au folosit diferite rapoarte molare intre agentul de

reticulare si continutul de grupari a-aminice libere pentru fiecare proba in parte. Amestecul de

precursori si de reticulare a fost realizat pe baie de gheata (intre 4 si 8 °C). Pentru a facilita o

dispersie adecvata a BDDGE 1n amestecul vascos de precursori, acesta a fost in primul rand

dizolvat in 0,3 ml apa bidistilata, la 4°C, impreuna cu 1:0,3 v/w TBAB.
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Tabelul 7. Planul de lucru pentru obtinerea hidrogelurilor reticulate covalent pe baza de colagen.

. Raport molar mg colagen pL mg
Cod proba -
o-NH,:BDDGE liofilizat BDDGE TBAB
P1-0 1:0 30 0 0
P1-1 1:0,25 30 4,25 2
P1-2 1:1 30 17,75 8
P1-3 1:2,5 30 45 8
P14 1:5 30 85,5 8

Tabelul 8. Planul de lucru pentru obtinerea hidrogelurilor binare reticulate covalent pe baza de

colagen si hialuronat de sodiu, raport molar 1:1.

. Raport molar | mg colagen mg pL mg
Cod proba -
oa-NH,:BDDGE liofilizat NaHyal DDGE TBAB
P2-0 1:0 30 30 0 0
P2-1 1:0,25 30 30 6,5 3
P2-2 I:1 30 30 26,25 9
P2-3 1:2,5 30 30 66,25 9
P2-4 1:5 30 30 128 9

Tabelul 9. Planul de lucru pentru obtinerea hidrogelurilor binare reticulate covalent pe baza de

colagen si hialuronat de sodiu, raport molar 5:1.

. Raport molar | mg colagen mg pL mg
Cod proba -
a-NH,:BDDGE liofilizat NaHyal BDDGE TBAB
P3-0 1:0 30 6 0 0
P3-1 1:0,25 30 6 4,7 2
P3-2 I:1 30 6 19,5 8
P3-3 1:2,5 30 6 49,25 8
P3-4 1:5 30 6 94 8

Studiul reologic al hidrogelurilor a fost realizat cu ajutorul unui reometru modular Anton
Paar, Physica MCR 501 prevazut cu un sistem Peltier de reglare a temperaturii, care asigura
functionarea pe un domeniu de temperaturi cuprins intre -20 si 200 °C. Masuratorile s-au
efectuat cu o geometrie plan-plan. Atat placa superioara, cat si cea inferioard sunt confectionate
din otel inoxidabil si sunt rugoase pentru a impiedica alunecarea hidrogelurilor. S-au utilizat
placi cu diametrul de 50 mm. Distanta dintre placi a fost stabilita intre 1 si 3 mm.

Toate hidrogelurile obtinute au fost baleiate in amplitudine cu o frecventa constanta, de

20 rad/sec, si deformatii cuprinse intre 0,1 % - 100 %, pentru identificarea domeniul vascoelastic

27



liniar (LVE). Baleaiajele in frecventa s-au realizat pe un domeniu de viteze unghiulare cuprins
intre 0,1 si 100 rad/sec, la o amplitudine a deformatiei de 5%, in functie de limitele domeniului
de vascoelasticitate liniara stabilite pentru fiecare proba in parte. Temperatura la care s-a lucrat a
fost de 25 °C.

Caracteristicile vascoelastice ale materialelor pot fi eficient evaluate cu ajutorul testelor
oscilatorii, determindnd urmatoarele marimi reologice:

a) modulul de acumulare (G’), care este 0 masura a energiei de deformare acumulata in
proba in cursul procesului de forfecare; dupa indepartarea solicitdrii aceastd energie este
disponibild, actionand ca fortd motoare a procesului de revenire; asadar, G’ caracterizeaza
comportamentul elastic al materialului analizat;

b) modulul de pierderi (G’”), care este 0 masura a energiei de deformare disipata in proba,
in cursul procesului de forfecare, energie complet pierduta la indepartarea solicitarii; asadar, G’
caracterizeaza comportamentul vascos al materialului;

c) factorul de pierderi, tan(d) = G"/G', ce caracterizeaza raportul contributiilor elastice si
vascoase In comportamentul global al probei analizate; in general, pentru starea lichida, tan(d) >
1 (G” > @), pentru starea de gel (solidd), tan(d) < 1 (G’ > G’), iar pentru punctul de tranzitie
(de gelifiere), tan(d) =1 (G’=G’);

d) vascozitatea complexa, n*.

In figurile 83, 84 si 85 a si b sunt redate evolutiile modulelor G’ si G’*, precum si a
vascozitatilor complexe, in regim oscilatotiu, in functie de frecventa, la 25 °C, pentru

amestecurile preparate conform tabelelor 7, 8 §1 9.

P1-0
P1-0
P11
P11
P1-2
P1-2
P1-3
P1-3

100 +

PhEpEitt

G', G" [Pa]

Cercul reprezinta G'
Patratul reprezinta G"
1 T T T

0,1 1 10 100

Frecventa unghiulara, o [rad/s]

(a) — modulele de acumulare si de pierderi
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Figura 83. Caracteristicile reologice ale hidrogelurilor reticulate covalent pe baza de colagen,

determinate la 25 °C.
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Figura 84. Caracteristicile reologice ale hidrogelurilor reticulate covalent pe baza de colagen si
hialuronat de sodiu (raport 1:1 aK:NaHyal), determinate la 25 °C.
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Figura 85. Caracteristicile reologice ale hidrogelurilor reticulate covalent pe baza de colagen si
hialuronat de sodiu (raport 5:1 aK:NaHyal), determinate la 25 °C.

Figurile 83, 84, 85 a indica faptul ca pe inteaga gama de frecvente baleiate, modulul de
acumulare are valori mai mari decat modulul de pierderi, confirmadnd comportamentul reologic
de gel, pentru toate compozitiile studiate.

Pentru toate amestecurile binare, valorile modulelor G’ si G’ sunt inferioare celor
corespunzatoare hidrogelurilor atelocolagenice, probabil ca urmare a formarii de punti de
reticulare suplimentare, cu participarea gruparilor reactive ale hialuronatului.

Ca o particularitate remarcabild, parametrii reologici au valori descrescande odata cu
cresterea gradului de reticulare, pentru toate rapoartele de amestecare intre atelocolagen si
hialuronat. De asemenea, parametrii reologici scad, ca valoare, odatd cu cresterea fractiei de
polizaharid in amestec.

In figurile 83, 84 si 85 b se observi ci, vascozititile complexe scad odati cu cresterea
cantitatii de reticulant, si, de asemnea, scad ca valoare, odata cu cresterea cantitatii de hialuronat

de sodiu.

V.3. Determinarea gruparilor aminice libere din hidrogeluri

Pentru estimarea evolutiei procesului de reticulare, cantitatea de grupari a-aminice libere
de atelocolagen a fost determinatd. Gruparile o-NH; libere s-au realizat pe 5 mg hidrogel
liofilizat din seria hidrogelurilor pe baza de colagen si colagen-hialuronat de sodiu raport 5:1.
Asupra probelor cantarite s-a adaugat 1 mL NaHCO; 4%, dupa care amestecul se agitd usor si
lasat pentru 30 de minute in repaus. Peste proba obtinuta se adauga 1 mL solutie TNBS 0,5%.

Probele rezultate au fost supuse termostatarii timp de 2h la 40 °C. Dupa reactia cu TNBS,
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probele au fost scurse bine, iar hidrogelurile recuperate au fost spalate de trei ori cu dietil eter si

supuse apoi liofilizarii. In continuare, probele au fost supuse procesului de hidroliza utilizind
cate 3 mL HC1 6M, la 60°C timp de 90 de minute. Absorbanta solutiilor rezultate a fost masurata
spectrofotometric, la o lungime de unda de 345 nm, avand ca referinta HCl 6M [337, 338].

Variatia cantittilor de grupari o-NH; libere din hidrogelurile realizate sunt reprezentate in figura

92.
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Figura 92. Variatia grupdrilor aminice libere din hidrogelurile pe baza de colagen si colagen-

hialuronat de sodiu.

Din reprezentarile grafice se observa faptul ca, odata cu cresterea gradului de reticulare si

a cantitatii de hialuronat de sodiu, gruparile a-NHj libere scad, ceea ce era de asteptat.
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V.4. Analiza structurala a hidrogelurilor formate

V.4.1. Caracterizarea prin spectroscopie "H-RMN

Considerand ca standard extern acetatul de trimetilsilil propionat (TMS) (& = 0,0 ppm),
sau Inregistrat spectrele corespunzatoare colagenenului nemodificat, hialuronatului de sodiu, si a
hidrogelurilor realizate la temperatura de 25 °C, in solutie de apa deuterata (D,0O).

In figurile 93 si 94 sunt prezentate spectrele "H-RMN pentru colagenul pur si hialuronatul

de sodiu.
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Figura 93. Spectrul 'H-RMN 1inregistrat pentru colagenul pur.
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Figura 94. Spectrul '"H-RMN inregistrat pentru hialuronatul de sodiu.
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Din datele de literatura cunoastem faptul ca, protonii din aminele secundare apar in
intervalul 0,8-3 ppm, interval ce coincide §i cu aparitia protonilor alifatici. Acest lucru
ingreuneaza interpretarea spectrelor din cazul de fata. Din spectrele inregistrate in figura 93 si 94
se observa ca, gruparile caracteristice colagenului pur si a hialuronatului de sodiu se cam
suprapun.

Spectrul obtinut in urma analizei hidrogelului pe bazd de colagen (raport molar 1:1 a-
NH,:BDDGE) este prezentat in figura 95. Comparand cu spectrul inregistrat pentru colagenul
pur, se evidentiaza disparitia picului de la 6 = 0,793 ppm, iar amplitudinea picurilor de la & =
1,18-1,21 ppm este mult mai mare spre deosebire de picul caracteristic colagenului pur, ceea ce

ne demonstreaza faptul ca, reactia de reticulare a avut loc.

—4.828
—4.697

)

T
7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 40 3.5 3.0 25 20 1.5 1.0 0 ppm

Figura 95. Spectrul "H-RMN inregistrat pentru hidrogelul pe bazi de colagen (raport molar 1:1
a-NH,:BDDGE).

Ca si in cazului hidrogelurilor colagenice, acelasi lucru se Intampla si In cazul

hidrogelurilor binare (figura 96 si 97).
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Figura 96. Spectrul 'H-RMN 1inregistrat pentru hidrogelul pe bazi de colagen si hialuronat de
sodiu (raport aK:NaHyal 1:1).
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Figura 97. Spectrul "H-RMN inregistrat pentru hidrogelul pe bazi de colagen si hialuronat de
sodiu (raport aK:NaHyal 5:1).

Picurile care confirma faptului ca procesul de reticulare a avut loc in cazul hidrogelurilor

binare sunt de 6 = 1,04 pentru raportul aK:NaHyal 1:1 si & = 0,94-0,974 pentru raportul
aK:NaHyal 5:1.

V.5. Analiza termica

De asemenea, hidrogelurile au fost studiate din punct de vedere termic prin calorimetrie
cu scanare diferentiala (DSC).
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Tranzitiile de faza au fost studiate prin calorimetrie cu scanare diferentiald, utilizand un
echipanent TA Instrument Q100, in curent de azot (50 ml/min). Probele (cu masa de aproximativ
10 mg) au fost plasate in creuzete din aluminiu inchise ermetic, si incélzite pana la 120 °C, cu o
pantd de 10 °C/min. Rezultatele prelucrate cu aplicatia software Universal Analysis (TA

Instrument, v 4.4A) sunt prezentate in figurile 100 si 101.
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Figura 100. Curbele DSC pentru hidrogelurile slab reticulate.

Este evident faptul ca, valoarea temperaturii influenteaza in mod semnificativ structura
hidrogelurilor, iar cresterea cantitatii agentului de reticulare conduce la o scadere a temperaturii
de denaturare a colagenului, cu exceptia raportului de amestecare de 5 : 1. Pierderea de masa a
colagenului devine semnificativa la temperaturi de peste 30°C. Comparativ, hidrogelurile binare

reticulate sunt mai stabile termic decét hidrogelurile atelocolagenice reticulate.
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Figura 101. Curbele DSC pentru hidrogelurile puternic reticulate.
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In tabelele 12 si 13 sunt sumarizate cele mai importante caracteristici termogravimetrice
ale colagenului pur, hidrogelurilor realizate si a hialuronatului de sodiu.

Tabelul 12. Caracteristici termogravimetrice ale colagenului si hidrogelurilor obtinute.

Raport molar 1:1 a-NH; : BDDGE

Cod probi Touset (°C)" Tpeak (°C)° Tottser ('C)°
aK 61 91 100
1:1 aK:NaHyal 80 99 116
5:1 aK:NaHyal 86 105 110

“temperatura la care incepe degradarea termica;
®temperatura ce corespunde gradului maxim de degradare;

‘temperatura la care etapa de degradare ia sfarsit.

Tabelul 13. Caracteristici termogravimetrice ale colagenului si hidrogelurilor obtinute.

Raport molar 5:1 a-NH; : BDDGE

Cod probi Tonset (CC)? Tpear (°C)° Tottset ("C)*
aK 61 91 100
1:1 aK:NaHyal 63 94 107
5:1 aK:NaHyal 63 109 119

V.6. Caracterizarea morfologica a hidrogelurilor

Imaginile de microscopie electronica de baleiaj (SEM) permit caracterizarea morfologica
a hidrogelurilor obtinute. In vederea observarii microscopice, hidrogelurile au fost liofilizate si
sectionate in conditii identice, pentru a asigura reproductibilitatea probelor. Imaginile obtinute
sunt prezentate in figura 102.

Microscopia electronica de baleiaj releva faptul ca apar diferente semnificative intre
colagenul liofilizat (a), hidrogelurile colagenice reticulate (b) si cele care contin amestecuri
reticulate de colagen si hialuronan (c, d). Acestea din urma prezintd o structurd poroasa mai
uniforma, cu pori interconectati. In cazul hidrogelurilor mai puternic reticulate si in al celor cu
fractii masice de hialuronat mai mari, dimensiunea porilor este mai mica, probabil datorita

compactarii sporite a amestecului.
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col sectio0001 2012/01/13 1226 HL D7.1 x200 500 um

B-sect0002 2012/01/26 11:12 HL D6.8 x200 500 um

(a) — colagen liofilizat (b) — colagen reticulat

-

D section0004 2012001711 1040 H D66 x200 500 um H section001 201201110 1A% H

(c) — hidrogel 1:1 colagen : hialuronan (d) — hidrogel 5:1 colagen : hialuronan

Figura 102. Morfologia criogelurilor obtinute pornind de la hidrogelurile studiate.

V.7. Gradul maxim de umflare

Hidrogelurile au fost caracterizate din punct de vedere al unor proprietati specifice,
respectiv gradul maxim de umflare in medii fiziologice.

Studiul capacitatii de umflare a hidrogelurilor in mediu apos s-a realizat termogravimetric
asa cum s-a precizat in Capitolul II1.4.1. Pentru aceste determindri s-au folosit hidrogeluri pe
baza de colagen reticulate covalent cu diferite grade de reticulare.

Hidrogelurile cantarile in prealabil au fost imersate in solutie tampon fosfat de pH 7,4 si
la intervale de timp bine stabilite s-au realizat masuratori. Studiul cineticii de umflare a
hidrogelurilor este reprezentat in figura 103. Din reprezentarea grafica se poate observa ca
hidrogelurile se umfla foarte mult in primele minute datoritd structurii morfologice a acestora,
urmatd apoi de o crestere lenta pana la aproximativ 3-4 ore, dupa care instalandu-se un echilibru.
Se mai poate observa cd, hidrogelurile cu grad de reticulare mai mic se umfla mai mult fata de

cele cu grad de reticulare mare.
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Figura 103. Curbele cineticii de umflare a hidrogelurilor pe baza de colagen in tampon fosfat
(pH=7.4).
Gradul de umflare al hidrogelurilor se afla in intervalul de 150-3050 % observandu-se ca
este puternic influentat de gradul de reticulare.
In aceleasi conditii de lucru s-au realizat si studiile de umflare a hidrogelurilor pe bazi de

colagen si hialuronat de sodiu reticulare covalent, seria 5:1 aK:NaHyal (figura 104).
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Figura 104. Curbele cineticii de umflare a hidrogelurilor pe baza de colagen si hialuronat de

sodiu in tampon fosfat (pH=7,4).

Din reprezentarea grafica se observa cd, gradul de umflare al hidrogelurilor scade odata
cu cresterea gradului de reticulare, situdndu-se intre 185-2880 %.

Spre deosebire de hidrogelurile pe baza numai de colagen, hidrogelurilor pe bazd de
colagen si hialuronat de sodiu prezintda un grad de umflare un pic mai scdzut datorita

introducerea in sistem a polizaharidului.
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V.8. Capacitatea de incarcare a hidrogelurilor cu medicament
O alta aplicatie medicala pe langad suporturi ale matricei extracelulare ar fi ca

suporturi de medicamente. Acesta a fost motivul pentru care au fost realizate studiile de
incarcare si eliberare de medicamente.

Pentru efectuarea acestor studii s-au utilizat aceleasi set de probe ca si in cazul studiului
gradului maxim de umflare. Modul de lucru a fost prezentat in Capitolul 111.4.2.

Pentru aceste studii s-a ales ca medicament Levofloxacina (LVF - sare de sodiu). Probele
cantarire in prealabil au fost imersate in 10 ml solutie de levofloxacin in tampon acetat (50
mg/ml) si lasate 24 ore pentru definitivarea procesului de difuzie, sub agitare usoara. Atat pentru

studiile de incarcare si eliberare este necesara curba de calibrare (figura 105).
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Figura 105. Curba de etalonare a novofloxacinului in tampon acetat.

Cantitatea maxima de novofloxacina dupa 12 ore a fost calculatd spectrofotometric la
lungimea de unda de 294 nm.

Cantitatea de LVF incarcata in hidrogeluri pe baza de colagen scade odatd cu cresterea
gradului de reticulare, acesta corelandu-se cu gradul de umflare. Din tabelul 14 se poate observa
ca, hidrogelurile prezintd o capacitate crescutd de incarcare a medicamentului (raportul masic
medicament/hidrogel este mai mare decat 1, cu exceptia probei 4). Acelasi lucru se observa si in
cazul hidrogelurilor pe baza de colagen si hialuronat de sodiu.

Tabelul 14. Rezultatele procesului de incarcare a hidrogelurilor cu levofloxacina.

Cod proba LVF/hidrogel, mg/mg
P1-1 3,07
P1-2 1,84
pe baza de colagen
P1-3 1,50
P1-4 0,63
P3-1 bazi de col . 3,60
) pe. aza de co ageIT si 336
hialuronat de sodiu
P3-3 ) 2,52
(seria 5:1 aK:NaHyal)
P3-4 0,69
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V.9. Eliberarea in vitro a Levofloxacinei

Procesul de eliberare s-a realizat in solutie de tampon fosfat (pH=7,4) asa cum este
indicat in Capitolul I11.4.3. Studiile de eliberare ale LVF din hidrogeluri au fost monitorizate prin
masuratori spectroscopice UV-VIS. Fiecare proba incarcata cu LVF a fost introdusa in céte o
membrand de dializa, care a fost apoi plasatd intr-un mediu apos (100 ml de tampon fosfat).
Acest sistem a fost menginut la temperatura constanta de 37 °C sub agitare magnetica constana,
la 120 rpm. Eficienta de eliberare a LVF (E¢%) a fost calculatd dupa cum urmeaza:

mT
E.r% =—x 100

m,;
unde:

m, = cantitatea de LVF eliberata din hidrogeluri (mg);

m; = cantitatea de LVF Incarcatd in hidrogeluri (mg).

Curbele de eliberare ale LVF din hidrogelurile pe baza de colagen si pe baza de colagen
si hialuronat de sodiu (raport 5:1 aK:NaHyal) in mediu apos (pH = 7.4) sunt prezentate in
figurile 106 si 107. Eliberarea LVF din hidrogel este controlata de procesul de difuzie.

Rezultatele privind eliberarea LVF sunt in concordanta cu comportamentul observat la umflare.
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Figura 106. Curbele de eliberare in vitro a LVF din hidrogeluri in solutie de tampon fosfat
(pH=174).
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Figura 107. Curbele de eliberare in vitro a LVF din hidrogelurile binare in solutie de tampon
fosfat (pH = 7,4).

Rezultatele arata ca eficienta de eliberare a LVF 1n mediu alcalin este intre 19% si 64%
pentru hidrogeluri pe baza de colagen si intre 19% si 41% pentru cele binare. Este evident faptul
ca, gradul de reticulare are un rol foarte important in ceea ce priveste eliberarea medicamentului
din hidrogel. O altd observatie este cd, in primele ore are loc o eliberare rapida a LVF din
hidrogeluri (,,burst” effect) si apoi o eliberare lentad panad la echilibru.
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Capitolul VI. Studii in vitro asupra biocompatibilitatii

hidrogelurilor

VI.1. Caracterizarea hidrogelurilor din punct de vedere al activitatii

metabolice

Pentru a fi folosite cu succes in aplicatiile bimedicale, hidrogelurile trebuie sa nu induca
organismului o reactie adversa.

Standardele ASTM (ASTM F813-07 [339]) si ISO (ISO 10993-5) stipuleaza necesitatea
si orientdrile generale pentru a evalua in vitro potentialul citotoxic al tuturor substraturi, care vor
fi plasate in contact cu tesuturile, prin intermediul celulelor culturii de evaluare. in acest sens,
testele de viabilitate si de proliferare a fibroblastelor 3T3 au fost efectuate pe probe de conjugati,
prin tehnicile AlamarBlue [340] si PicoGreen [341], usor modificate pentru a se adapta la
probele poroase ca vitrigelurile. Metoda de lucru dupa care s-au realizat aceste studii a fost
prezentata in Capitolul 111.4.6.

Pentru aceste studii s-au folosit 3 tipuri de hidrogeluri: unul pe baza de colagen reticulat
covalent si 2 hidrogeluri pe bazd de colagen si hialuronat de sodiu in raport de 1:1 si respectiv
5:1.

Initial, probele au fost sterilizate cu alcool etilic 70 % timp de 15 min, dupa care spalate
de 4-5 ori 1n solutie HBSS sterild (Hank’s balansed salt solution — Sigma-Aldrich). Materialele
astfel pregitite au fost lasate la umflat in conditii de 37°C, 5 % CO, si 95 % umiditate pentru cel
putin 48 de ore, pana la obtinerea unui hidrogel uniform.

Pentru fiecare proba, probele foarte hidratate au fost scufundate intr-o suspensie de 3 ¢
10* fibroblastele 3T3 in mediu Dulbecco Eagle modificat (MDEM, Sigma-Aldrich), cu 0,584
mg/L L-glutamind §i 110 mg/L clorhidrat de piridoxind, suplimentat cu 10% ser fetal bovin
(BFS, Sigma-Aldrich) si cu 1% g/v amestec de penicilina si streptomicind (P/S, Sigma-Aldrich),
inainte de utilizare. Dupa hidratare, probele au fost incubate pentru 24 si, respectiv 48 de ore, la
37 °C, intr-o atmosferd de 95% umiditate si 5% CO,. Dupa perioada de incubare, mediul de
culturda cu celulele neviabile (in suspensie) din fiecare godeu, a fost inldturat prin aspirare.
Cultura celulara aderata de fundul fiecarui godeu, precum si cea de pe materialul testat, au fost
spalate de doud ori cu solutie sterila HBSS, iar apoi incubate cu un volum de 1 ml solutie 10%
reagent Alamar blue (Invitrogen) in HBSS, pentru 3 ore, la 37°C, 5% CO; si 95 % umiditate.
Dupa incubare, ciate 100 pl de solutie Alamar blue din fiecare godeu au fost transferati intr-o
placa de 96 godeuri, in care s-a citit fluorescenta emisa de solutie cu ajutorul spectrofotometrului
cititor de placi (Varioskan FLASH (Thermo Scientific) la o lungime de unda de excitatie de 560
nm. si cea de emisie egala cu 590 nm pentru a estima activitatea metabolica a celulelor 3T3.

Activitatea metabolicd a acestor celule este reprezentata in figura 108.
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Figura 108. Activitatea metabolica a hidrogelurilor la 24 si 48 de ore.

Din reprezentarea grafica se observa faptul cd, activitatea metabolica dupd 24 de ore de
incubare este aproximativ egald cu cea a controlului. La 48 ore se observa ca, activitatea
metabolicd a hidrogelului pe bazi numai de colagen este egald cu cea a controlului. In cazul
hidrogelului pe baza de colagen si hialuronat de sodiu (raport colagen:NaHyal de 5:1) activitatea
metabolica este de peste 90% fatd de control, iar pentru hidrogelul pe baza de colagen si
hialuronat de sodiu (raport colagen:NaHyal de 1:1) aceasta este de peste 70%. in concluzie,
putem spune ca hidrogelul pe baza de colagen si cel cel pe baza de colagen si hialuronat de sodiu
(raport colagen:NaHyal de 5:1) sunt netoxice. In urma experimentului, se constati ci, cantitatea
de colagen din amestecuri joacd un rol important. Cu cét cantitatea de colagen este mai mare,

creste si activitatea metabolica a produsilor.

VI.2. Studii de proliferare celulara asupra hidrogelurilor realizate

Aceasta se realizeaza utilizand reactivul PicoGreen (Quant-iT™ PicoGreen®™ dsDNA Reagent
and Kits, Invitrogen) pentru determinarea cantitativd a ADN-ului dublucatenar din solutie,
descris in Capitolul 111.4.6.

In mare, protocolul a constat in adiugarea unui volum de solutie PicoGreen 0,5% peste
un volum egal de solutie experimentala sau ADN standard, incubatd la temperatura camerei
pentru 3-5 min si apoi citirea spectrofotometrica in spectru UV, folosind A= 480 nm ca lungime
de unda de excitatie si A= 520 nm ca lungime de unda de emisie, utilizand cititorul de placi
Varioskan FLASH (Thermo Scientific). 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 109 sunt prezentate testele de proliferare celulard a hidrogelurilor la 24 si 48

ore.
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Figura 109. Proliferarea celulard a hidrogelurilor la 24 si 48 de ore.

Din reprezentarea grafica, se observa ca, spre deosebire de masuratorile de la 24h, gradul
de proliferare este mult mai mare la 48h, ceea ce semnifica faptul ca celulele adera si
prolifereaza in interiorul materialului. Ca si in cazul studiilor privind activitatea metabolica, se

observa faptul ca, cantitatea de colagen din sistem joaca un rol important in proliferarea celulara.

VIL.3. Metoda imunofluorescenta de colorare a materialelor populate

Dupa perioada de incubare de 48 de ore materialele au fost extrase din godeurile initiale
si transferate pe o altd placa de culturd, cu mediu de culturd proaspat. Astfel insamantate,
materialele au fost incubate pentru o perioada de inca 5 zile (in total 7 zile de incubare). La
finalul perioadei de incubare, materialele populate cu celule au fost spalate de 2 ori cu HBSS,
fixate, colorate si supuse analizei microscopice in fluorescentda, conform metodei descrise in
continuare.

Materialele populate cu celule timp de 7 zile au fost analizate prin metoda de microscopie
in fluorescenta. Astfel, ansamblul material + celule de culturd a fost fixat in solutie de para-
formaldehida 4% timp de 1 ord la temperatura camerei, apoi permiabilizat timp de 30 min la
+4°C cu ajutorul solutiei detergente Triton X-100, 10%. Dupéd tratamentele de fixare si
permeabilizare, materialele au fost colorate prin metoda imunofluorescenta, aplicand tehnica

dubla de colorare, descrisa pe larg in literatura de specialitate. Astfel, Phalloidin-Rhodamine a
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fost folosit pentru evidentierea filamentelor de actind (in rosu) si DAPI (4',6-diamidino-2-

phenylindole) — pentru evidentierea nucleilor celulari (in albastru) (figura 110).

100 ym_ -

Hidrogel pe baza de colagen

100 pm -

Hidrogel pe baza de colagen si hialuronat (raport 1:1)

-~ -

Hidrogel pe baza de colagen si hialuronat (raport 5:1)

Figura 110. Imaginile de microscopie celulard a hidrogelurilor.

Pe langa faptul cd, testele de activitate metabolicd si de proliferare celulara au fost

favorabile, din analiza imaginilor se observa ca, nucleii celulelor (colorati in albastru) au forma
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rotunda si sunt nealterati, iar filamentele de actind (coloratie rosie) s-au dezvoltat uniform pe
toata suprafata materialului.

In urma acestor teste se constata ca, hidrogelurile formate pot fi utilizate cu succes in
aplicatiile biomedicale, fiind biocompatibile si avand capacitatea de a sustine si favoriza

proliferarea celulara.
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Concluzii generale

Incadrandu-se in preocuparile privind valorificarea superioard a proprietatilor polimerilor
naturali, cercetarea intreprinsa si-a propus sd aduca contributii in domeniul realizarii de noi
biomateriale cu componentd colagenicd (colagen, hialuronat de sodiu, gelan) cu aplicatii

biomedicale, studiile efectuate permitdnd 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 ca substituient al matricei extracelulare. Principalele dezavantaje
ale utilizarii colagenelor in aplicatii biomedicale sunt reprezentate de gradul mare de
biodegradabilitate si stabilitatea mecanica scdzuta. Aceste neajunsuri pot fi depasite prin multiple
metode de procesare raportate 1n literatura de specialitate, cum sunt: reticularea fizica si chimica,

amestecarea cu alti polimeri naturali sau sintetici sau prin incorporarea unor compusi exogeni.

2. In scopul de a asigura un amestec intim al atelocolagenului cu hialuronatul de sodiu si/sau
gelan, trebuie sa fie alese domeniile de pH care prezinta atat solubilitate individuald mare cat si
solubilitate reciproca corelatd. Domeniul cel mai fezabil pare a fi cel cuprins intre 5 si 9, dar,
datorita faptului ca in apropierea punctului izoelectric al atelocolagenului procesul de auto—
asociere poate fi promovat, domeniul de pH cuprins intre 8 pana la 9 ramane a fi cel mai fezabil,

daca se doreste ca in produsul final sa se obtina o morfologie fibrilara.

3. Prin masurdtori reologice asupra solutiilor diluate de biopolimeri s-a constatat faptul ca,
concentratia totald maxima posibila pentru amestecuri binare dintre atelocolagen si polizaharide,
este de 0,150 g/dl, iar, flexibilitatea lanturilor macromoleculelor componentelor trebuie sa fie cat
mai asemandtoare cu putintd, si variagia In functie de temperatura trebuie sa fie, de asemenea,
similara. Acesta este motivul pentru care, in cazul amestecurilor de atelocolagen cu hialuronat de
sodiu si/sau gelan, temperatura de lucru ar trebui sa fie mentinutad intr-un domeniu mai mic de
20°C. Tot prin vascozimetrie s-a observat ca cel mai reproductibil interval de amestecare in cazul
atelocolagenului cu hialuronatul de sodiu este cuprins intre 0,09-0,15 g/dl, iar pentru
atelocolagen si gelan de 0,05-0,07 d/dl.

4. O importantd deosebitd in realizarea diagramelor de fazd binare o are hidrofilia
componentelor. Deosebirea perechii atelocolagen—gelan pare sa fie mai mare in comparatie cu
perechea atelocolagen—hialuronat de sodiu, gelanul fiind cel mai receptiv la apad. Maxima de co-
solubilitate a partenerilor amestecurilor poate fi stabilitd prin plasarea pragului de separare a
fazelor pe diagrama de faza. Coordonatele punctelor de prag de pe diagramele de faza ale

amestecurilor investigate au fost: 0,032% g/g atelocolagen / 0,025% g/g hialuronat de sodiu in
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figura 74, 0,028% g/g atelocolagen / 0,025% g/g hialuronat de sodiu in figura 75, si 0,022% g/g
atelocolagen / 0,020% g/g gelan.

5. Obtinerea diagramelor ternare este posibila prin folosirea componentelor cat mai aproape de
starea lor nativa si cu un continut de sare redus. Amestecarea celor trei biopolimeri studiati a fost
posibild doar in mediu usor acid si In cazul utilizarii unui sistem tampon organic usor alcalin.
Diagramele ternare pot fi obtinute pornind de la amestecuri initiale continand 0,032 g/dl
atelocolagen, asociat cu, de exemplu, 0,040 g/dl hialuronat de sodiu, si 0,008 g/dl gelan.

6. Un alt pas important in realizarea obiectivelor propuse a realizarea de hidrogeluri pe baza de
colagen si polizaharide (hialuronat de sodiu). Procesul de reticulare a avut loc cu un compus
diepoxi, netoxic, cu molecula suficient de mare pentru a asigura formarea unei retele laxe si

relativ flexibile.

7. Reactia de reticulare a fost confirmatid prin analize spectroscopice ('H-RMN). Gradul de
substitutie al colagenului a fost determiant prin calcularea gruparilor a-NH, libere din
hidrogeluri. Cantitatea de grupari aminice libere scade odata cu cresterea gradului de reticulare si

a cantitatii de polizaharid din sistem.

8. Studiile reologice au confirmat faptul ca pe toatd gama de frecvente baleiate (0,1-100 rad/sec),
valorile modul de acumulare sunt superioare valorilor modulului de pierderi, confirmand
comportamentul reologic de gel, pentru toate compozitiile studiate. De asemenea, valorile
acestor parametri scad odatd cu cresterea gradului de reticulare si a fractiei de polizaharid in
amestec (probabil ca urmare a formarii de punti de reticulare suplimentare, cu participarea

grupdrilor reactive ale hialuronatului).

9. Adaugarea in sistem a hialuronatului de sodiu conduce la o crestere a temperaturii de

denaturare spre deosebire de hidrogelurile pe baza numai de colagen (61 °C).

10. Microscopia electronicd de baleiaj relevd faptul cd apar diferente semnificative intre
colagenul liofilizat, hidrogelurile colagenice reticulate si cele care contin amestecuri reticulate de
colagen si hialuronan. Acestea din urma prezintd o structurd poroasd mai uniformd, cu pori
interconectati. In cazul hidrogelurilor mai puternic reticulate si in al celor cu fractii masice de
hialuronat mai mari, dimensiunea porilor este mai mica, probabil datoritd compactarii sporite a

amestecului.
11. Gradul de retentie a solutiilor tampon fosfat este dependent de compozitia hidrogelurilor:

cresterea cantitdtiic de BDDGE si implicit de NaHyal determind o scddere a hidrofiliei

hidrogelului. Acestea se umfla foarte mult in primele minute datoritd structurii morfologice,
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urmata apoi de o crestere lentd pana la aproximativ 3-4 ore, dupa care instalandu-se o stare de

echilibru.

12. S-a studiat capacitatea de incarcare si eliberare a Levofloxacinei (sare de sodiu) in/din
structura hidrogelurilor. Mecanismul de incorporare a fost unul fizic. Eliberarea LVF s-a realizat

pe o perioada de 24 ore, cinetica de eliberare fiind controlata de procesul de difuzie.

13. 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
proliferarea celulara. Rezultatele obtinute releva faptul ca celulele se dezvoltd in interiorul
materialelor fara a suferi modificari morfologice si structurale. In concluzie, cercetirile efectuate
au condus la rezultate ce permit afirmarea faptului ca hidrogelurile obtinute pe baza de colagen si

colagen-hialuronat de sodiu pot fi utilizate cu succes in aplicatii biomedicale.
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