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1. Introducere
Consecintele pe care le aduc rdnile acute sau cronice asupra organismului au efecte
nedorite atat pe termen scurt si mediu, cat si pe termen lung. Fie ca este vorba de
inlocuirea unei parti afectate, imbundtatirea anumitor functii, tratarea anomaliilor sau
remedierea unor aspecte estetice, ingineria tisulara are un rol fundamental in cercetarea
si dezvoltarea de noi aborddri necesare in gestionarea ranilor. Accentul se pune pe
materiale cu proprietati fizice, chimice si biologice care pot fi usor manipulate, astfel incat
s& se apropie cat mai mult de tesutul nativ. In contextul actual al cercetarii, biomaterialele
s-au remarcat printr-o interactiune material-tesut, avand avantajul de a stimula procesul

de regenerare in limita unei toxicitdti minime.

Multe dintre biomateriale, cum ar fi bioceramicele, sticlele bioactive, polimerii,
hidrogelurile si compozitele, au fost deja investigate cu succes in numeroase aplicatii care
implica vindecarea tesuturilor dure, in special a tesutului osos [1-3]. A existat un interes
si o provocare constantd in ceea ce priveste introducerea biomaterialelor pentru aplicatii
de reconstructie a tesuturilor moi. Studiile au ardtat ca polimerii, bioceramicele sau
nanoparticulele metalice au potential in aplicatii care implica regenerarea sau gestionarea
ranilor in tesuturile pielii, cardiace, pulmonare, musculare sau nervoase. Insd domeniul
este incd in plind dezvoltare, deoarece, in comparatie cu tesutul dur, tesuturile moi
necesita proprietdti biochimice si biomecanice diferite, ceea ce necesitd noi abordari in

sinteza si caracterizarea viitorilor inlocuitori de tesuturi.

Pierderea musculara volumetrica este o forma severa de traumatism muscular scheletic,
caracterizata prin pierderea unei cantitati semnificative de tesut muscular, care depdaseste
capacitatea naturald de regenerare a organismului. Acest tip de leziune nu poate fi reparat

eficient doar prin mecanisme fiziologice normale, deoarece afecteaza nu numai fibrele



musculare, ci si matricea extracelulard, reteaua vasculard si inervatia locald, ducand la
formarea de cicatrici extinse si pierderi functionale ireversibile. Progresele recente in
domeniul biomaterialelor pentru tratamentul pierderii musculare volumetrice au fost
evidentiate prin dezvoltarea de structuri biomimetice din materiale naturale sau sintetice

biodegradabile, bioprintare 3D sau introducerea factorilor de crestere [4-6].

Acest studiu ofera un model animal reproductibil pentru investigarea pierderii musculare
volumetrice si evidentiazd potentialul terapeutic al unei aborddri de medicina
regenerativda bazate pe structuri biopolimerice. Implantarea tintita a structurilor
compozite in interiorul defectului a fost asociata cu remodelarea constructiva a acestora,

inclusiv formarea de tesut muscular scheletic specific locului afectat.

1.1  Scopul tezei de doctorat

Scopul acestei teze a fost axat pe sinteza de compozite biopolimerice cu aplicatii in
regenerarea ingineriei tesuturilor moi. In acest sens, au fost selectati trei biopolimeri —
alginat de sodiu, guma arabica si celuloza microcriatalind. Pentru a obtine materiale
eficiente pentru aplicatii de inginerie regenerativa, sistemele biopolimerice au fost
modificate cu agenti anorganici, si anume, nanoparticule sferice de oxid de ceriu (CeO:
NPs), sticld bioactiva (Si02-CaO-P:0s (BG)) si sticla bioactiva dopata cu nanoparticule de
aur (BGAuSP). Caracteristicile structurale si morfologice ale materialelor sintetizate au

fost investigate in detaliu prin tehnici specifice.

1.2 Obiectivele tezei de doctorat
a. Utilizarea alginatului de sodiu si a gumei arabice ca materiale principale, in care ulterior
nanoparticulele de CeO: au fost introduse in matricea polimerica pentru a obtine

criogeluri poroase.
o optimizarea raportului dintre cele doua polizaharide

o sinteza solvotermald a nanoparticulelor de CeO:
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o prepararea gelurilor, utilizand trei concentratii de nanoparticule de CeO:
o obtinerea de structuri poroase prin procesul de liofilizare in doud etape
o reticulare externa a matricei in prezenta cationilor Ca?

o evaluare in vitro pentru certificarea bioactivitatii si eliminarea riscului de formare a

compusilor toxici

o caracterizarea proprietdtilor morfologice, structurale, termice, a porozitdtii, a

bioactivitatii in vitro, a biodegradarii si a raportului de umflare

b. Utilizarea alginatului de sodiu si a celulozei microcristaline ca materiale principale, in
care ulterior BG si BGAuUSP au fost introduse in matricea polimerica pentru a obtine

criogeluri poroase.

* optimizarea raportului dintre cei doi biopolimeri

* sinteza prin metoda sol-gel a BG si BGAuSP

* prepararea gelurilor, utilizand diferite concentratii de agenti anorganici

e reticulare internd a matricei in prezenta carbonatului de calciu (CaCO:s) si a acidului D-

(+)-gluconic d-lactonei (GDL)
* obtinerea de structuri poroase prin procesul de liofilizare

* evaluare in vitro pentru certificarea bioactivitatii si eliminarea riscului de formare a

compusilor toxici

* caracterizarea proprietatilor morfologice, structurale, termice, a porozitdtii, a

bioactivitdtii in vitro, a biodegradarii si a raportului de umflare



c. Evaluare in vivo pe model animal pentru a evalua eficacitatea si siguranta
biomaterialelor polimerice si pentru a investiga performanta compozitelor in promovarea

regenerdrii in cazul pierderii musculare volumetrice.

o alegerea modelului animal in functie de relevanta si compatibilitatea acestuia cu

materialele studiate

o evidentierea tuturor proprietatilor demonstrate la obiectivul nr. 1, in vivo prin

implantarea de structuri poroase

o evidentierea modificdrilor aduse modelului animal prin examindri histopatologice

1.3 Structura tezei de doctorat

Prezenta teza de doctorat, intitulata ,Compozite pe baza de biopolimeri pentru
regenerarea tesuturilor moi la sobolani cu boald indusa experimental”, abordeaza sinteza
si caracterizarea matricilor polimerice pe baza de biopolimeri (Alg, GA, MCC) in care au
fost Incorporate nanoparticule de oxid (CeO:) si constituenti bioactivi (BG si BGAu)
pentru a evalua comportamentul in vitro si in vivo, cu scopul utilizarii in aplicatii de
inginerie a tesuturilor moi. Teza de doctorat este structurata in 4 capitole, fiecare cu
subcapitole aferente si concluziile acestora, un capitol dedicat concluziilor generale si
perspectivelor viitoare de cercetare, referinte bibliografice, o lista de lucrari publicate,
diseminarea rezultatelor la evenimente stiintifice nationale si internationale si premiile

obtinute.

Capitolul 1 prezinta pe scurt anatomia muschilor, care sunt compusi din fibre musculare
multinucleate, celule satelit (responsabile de regenerare), matrice extracelulara si o retea
vasculard si neuronala complexa. Urmeaza o introducere in ingineria tesuturilor
musculare, cu accent pe biomaterialele utilizate care isi propun sa imite componente

structurale si functionale si sa ofere suport atat mecanic, cat si biologic pentru regenerare.



Capitolul 2 evidentiaza stadiul actual al cunostintelor in domeniul biopolimerilor si
compozitelor utilizate In regenerarea musculard, precum si obiectivele generale si

specifice ale acestei lucrari.

Capitolul 3 prezintd contributiile stiintifice, sub forma de articole stiintifice, impartite in 3
subcapitole, fiecare detaliind investigatiile in vitro si in vivo utilizate pentru investigarea

compozitelor propuse in capitolul anterior.

Capitolul 4 este adresat concluziilor finale si perspectivelor, precum si contributiei

personale la dezvoltarea tezei de doctorat.

2. Sinteaza si caracterizarea materialelor

2.1 Sinteza compozitelor Alg-xGA (x=0; 10; 16; 26%)
Criogelurile poroase au fost preparate in urma a doua cicluri de liofilizare, fiecare cu o
durata de 24 de ore. Liofilizarea a fost efectuatd la -55 °C utilizand un liofilizator in vid
(BK-FD seria 10, Biobase Biodustry, Shandong Co., Ltd., Jinan, China). Inainte de fiecare
ciclu de liofilizare, probele au fost congelate la =18 °C timp de 24 de ore. Procesul de
preparare a compozitelor s-a bazat in intregime pe metoda de reticulare ionica. Pe scurt,
o solutie de alginat de sodiu (g/v) a fost preparatd prin dizolvarea pulberii in 8 mL de apa
ultrapura timp de 1 ord sub agitare mecanica pentru a dizolva complet alginatul. Pentru
compozitele alginat-guma arabica, solutiile de guma arabica cu rapoarte de greutate 10
g/v, 16 g/v si 26 g/v (Alg-10GA, Alg-16GA si respectiv Alg-26GA) au fost addugate la
amestecul de alginat si agitate timp de 1 ora pand cand solutia a devenit vascoasa si
omogeni. Inainte de primul ciclu de liofilizare, compozitele obtinute au fost turnate usor
intr-o placa cu 96 de godeuri si refrigerate timp de 24 de ore. Ulterior, acestea au fost
imersate intr-o solutie de CaCly, care a fost utilizatd ca agent de reticulare, timp de 4 ore.
Dupa aceea, probele au fost cldtite usor cu apa ultrapurd si depozitate la congelator

inainte de repetarea procesului de liofilizare.
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2.2 Sinteza compozitelor AlgGA-xCeO: (x=0; 0.3; 0.65; 1%)
Formarea hidrogelului si includerea nanoparticulelor cu o concentratie de 0; 0,3; 0,65 si
1% g, abreviat ca AlgGA; AlgGA-0,3CeO2; AlgGA-0,65CeOz; AlgGA-1CeO:, a fost
obtinutd prin metoda reticuldrii ionice, in doud etape de liofilizare. Concentratia
compozitelor a fost de 3% g/g, raportul in greutate alginat:guma arabica fiind de 85:15.
Solutiile de alginat si guma arabica au fost preparate separat prin dizolvarea pulberilor in
apa ultrapura sub agitare magnetica timp de 1 ord la temperatura camerei. Simultan,
fiecare concentratie de CeO:NPs a fost preparata ca o solutie coloidald in 1 mL de apa
ultrapura si ultrasonicata timp de 1 ord. Dupa dizolvarea completd, cele doud
polizaharide au fost amestecate, apoi s-au adaugat CeO:NPs, iar agitarea magnetica a fost
mentinutd timp de incd 30 de minute pana la obtinerea unei solutii vascoase omogene.
Gelul rezultat a fost imediat turnat, prin pipetare, intr-o placa cu 96 de godeuri si
refrigerat timp de 24 de ore la -4 °C. Dupa congelarea completd, probele au fost liofilizate
timp de 24 de ore. Pentru a stabiliza matricea polimericd, criogelurile poroase au fost
indepartate de pe placa cu godeuri si reticulate ionic prin imersie in solutie de CaClz (4%)
timp de 4 ore. In etapa finala, probele au fost spalate usor cu apa Milli-Q, congelate si apoi

liofilizate a doua oara.

2.3 Sinteza compozitelor BG-Alg-MCC si BGAuSP-Alg-MCC
Sinteza compozitului s-a bazat pe metoda de reticulare ionica. Solutiile de alginat de sodiu
(Na-Alg) si polimer MCC 1,5% (g/v) au fost dizolvate in apa ultrapura (25 mL) sub agitare
continua. La solutia de alginat-celuloza s-au adaugat 5 mL de carbonat de calciu (CaCOs)
cu o concentratie de 112,5 mM. Amestecul a fost agitat continuu pand la omogenizare (30
min). Sticlele bioactive (BG si BGAuSP) au fost ultrasonicate timp de 1 ora pentru a obtine
o dimensiune uniforma a particulelor, apoi au fost addugate la solutia polimerica. Pentru
a initia ionizarea CaCQOs, s-au adaugat la amestec 5 mL de solutie de acid D-(+)-gluconic

O-lactona (GDL), iar solutia a fost turnata imediat in placa cu godeuri. Raportul de



greutate al compozitului Alg-MCC a fost de 1:0,15. Ca referintd, a fost preparata o proba
de alginat pur (Alg). Sticlele bioactive au fost addugate la amestecul polimeric intr-un
raport de greutate de 12% in greutate si prescurtate ca BG-Alg-MCC si BGAuSP-Alg-
MCC.

2.4 Spectroscopie in infrarosu cu transformatd Fourier (FT-IR)
Spectrele de absorbtie FT-IR au fost inregistrate in configuratie de reflexie cu un
spectrometru Jasco 6600 (Jasco, Tokyo, Japonia) utilizand binecunoscuta tehnica de pelete
KBr si urmatorii parametri: temperatura camerei, intervalul spectral 400-4000 cm™ si

rezolutia spectrald de 4 cm™.

2.5 Spectroscopie Raman
Spectrele Raman au fost inregistrate cu un spectrometru Raman confocal multilaser
Renishaw prin intermediul unui spectrometru Reflex Raman, echipat cu un detector CCD
RenCam si o retea de 1800 linii/mm. Spectrele Raman au fost colectate utilizand un
obiectiv de 0,9 NA cu marire de 100x. Ca sursa de excitatie, s-a utilizat laserul de 532 nm.

Rezolutia spectrala a fost de aproximativ 4 cm™.

2.6 Spectroscopie de Rezonantd Magnetica Nucleara (RMN) in Stare
Solida

Spectrele RMN 1H in stare solida au fost inregistrate in conditii de rotatie cu unghi magic
(MAS) cu un spectrometru Bruker Avance III 500 cu diametru mare (WB) la un camp
magnetic aplicat de 11,7 Tesla. Spectrele MAS 1H libere cu benzi laterale de rotatie ale
tranzitiei centrale au fost obtinute prin angajarea unui rotor/suport de proba cu diametrul
de 1,3 mm, rotit la o frecventa de 50 kHz. Deplasdrile chimice RMN 1H MAS au fost
raportate la adamantan in stare solida (1,8 ppm). S-a utilizat o secventa de impulsuri unice
si s-au acumulat un total de 8 scanari cu o intarziere de relaxare de 5 s. Impulsul de 90 de
grade a fost obtinut dupa o intensitate de 1,25 us si un nivel de putere de 31,62 W.

Domeniul temporal a fost setat la 2048.



2.7 Difractia de raze X (XRD)
Modelele XRD au fost obtinute din substante pure si compozite folosind radiatii CuKa (A
=1,54 A) si filtru Ni (difractometru Shimadzu XRD 6000, Kyoto, Japonia). Analizele XRD

au fost efectuate in intervalul 20=10°-80° cu o viteza de scanare de 2 °/min.

2.8 Analiza termogravimetrica (TGA) si analiza termica diferentiala
(DTA)
Analizele termogravimetrice au fost efectuate cu instrumentul Shimadzu DTG-60H
(Shimadzu, Japonia), care a inregistrat curbele DTA ca diferentda dintre temperatura
probei de analizat si proba standard de aluming, iar curbele TG ca o modificare a greutatii
probei in functie de aceasta. Toate masuratorile au fost inregistrate intr-o atmosfera de N
cu un debit de 70 mL-min™. Au fost adoptate viteze de incalzire de 10 °C min™, cu un
interval de temperaturd intre 25-600 °C, utilizand creuzete de alumina pentru probele cu

mase de aproximativ 9 mg.

2.9 Microscopie electronica de transmisie (TEM)
Forma si morfologia nanoparticulelor au fost observate cu TEM. Micrografiile au fost
analizate cu ajutorul unui microscop electronic de transmisie de inaltd rezolutie FEI
Technai G2 F20 (instrument Philips CM 10, Amsterdam, Olanda) echipat cu catod de 200

kV. Imaginile obtinute au fost interpretate cu software-ul Image].

2.10 Spectroscopie de Reflectanta Difuza UV-Vis (UV-Vis DRS)
Masurdtorile UV-Vis DRS au fost efectuate pe un spectrofotometru Jasco-V780 UV-Vis
(Tokyo, Japonia) echipat cu o sferd integrativa ILV-724, in intervalul de lungimi de unda

de la 190 la 800 nm.



2.11 Potentialul Zeta
Un analizor de particule Malvern Nano ZS90 Zetasizer echipat cu un laser Hesingle
bondNe (633 nm, 5 mW) a fost utilizat pentru a examina potentialul zeta al probelor intr-
o suspensie apoasd. Fiecare investigatie a constat in cinci seturi de 30 de masuratori, toate
efectuate la un unghi de imprastiere de 90 de grade si la o temperatura de 25 C°. Nivelul

de atenuare a laserului pentru fiecare masurare a fost ales automat de software.

2.12 Microscopie Electronica cu Scanare (SEM)
Topografia criogelurilor a fost examinata folosind SEM. Toate micrografiile au fost
analizate cu un microscop cu emisie in camp rece Hitachi S-4700 Tip II (Tokyo, Japonia)

care functioneaza la o tensiune de acceleratie de 10 kV.

2.13 Spectrometrie de emisie opticd cu plasma cuplatd inductiv (ICP-
OES)

Continutul de Ce, Ca si P a fost determinat utilizand un spectrometru de emisie opticd cu
plasma cuplata inductiv (ICP-OES) Optima 5300 DV (Perkin-Elmer, Woodbridge, ON,
Canada). Aproximativ 65 mg de proba utilizate in raport de (HCl 37%: HNOs 65%, 3:1,
v:v) Intr-un vas inchis de politetrafluoroetilena folosind un sistem de microunde
Speedwave Xpert (Berghof, Eningen, Germania). Probele au fost filtrate si diluate la 20

mL cu apa ultrapura (Elga PURELAB flex, Veolia, Wycombe, Marea Britanie).

2.14 Porozitate
Porozitatea probelor a fost calculata folosind teoria densitatii (Ecuatia 2.11.1) si metoda
deplasarii lichidelor (Ecuatia 2.11.2). Metoda teoriei densitatii implica calcularea a doua
valori pentru densitatea compozitelor, densitatea aparentd, fiind definitd ca raportul
dintre masa reala si volumul compozitelor, iar a doua reprezentand densitatea teoretica
(Ecuatia 2.11.3) a materiilor prime. Volumul a fost calculat ca dimensiunile medii ale celor

trei probe uscate.



P= (1 —M) x 100(%) (2.11.1)

Ptheoretic

Papparent = % (2.11.2)

1
Ptheoretic = @ (2.11.3)

PGA PAlg
unde valorile gca si palg au fost obtinute de la furnizor.

Pentru metoda de deplasare a lichidului [7] s-a utilizat etanol ca lichid de deplasare, iar

procentul de porozitate a fost calculat conform urmatoarei formule:

W, -W,
PEtoH*Vo

P(%) = | x 100 (2.11.4)

unde Wo este greutatea uscatd a compozitului, W1 este greutatea compozitului saturat cu

etanol, gewon este densitatea etanolului, iar Vo este volumul initial al compozitului.

2.15 Degradare si mineralizare in vitro
Experimentele controlate de degradare hidrolitica in vitro au fost efectuate prin imersarea
structurilor polimerice cilindrice (lungime =8 mm si diametru =5 mm) in 10 mL de solutie
SBF la pH 7,4 si o temperatura de 37 °C. La intervale regulate de timp (1, 3, 5, 7 si 14 zile),
probele au fost prelevate si cldtite cu apa ultrapurd. Dupa cantarire, acestea au fost uscate
timp de 48 de ore la 37 °C. Absorbtia de apa (Ecuatia 2.12.1) si pierderea in greutate

(Ecuatia 2.12.2) au fost calculate conform urmatoarelor formule:

Water uptake = (Wsw:yd) (2.12.1)
wo-wd

Weight loss = ( ) x 100 (2.12.2)

wo

Wo - greutate initiala; Ws - greutate dupa umflare; si Wa - greutate uscata
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2.16 Ingrijirea si etica animalelor
Acest studiu a fost realizat in conformitate cu Legea privind bunastarea animalelor, toate
procedurile fiind aprobate de catre Autoritatea Regionald Sanitara Veterinara si pentru
Siguranta Alimentelor (nr. 369/13.06.2023) si in conformitate cu principiile Ghidului
pentru ingrijirea si utilizarea animalelor de laborator. Liniile directoare ale Directivei
63/2010/UE au fost adaptate din Legea nationala 43/2014. Sobolani Wistar masculi adulti,
in varsta de un an (300 g greutate corporald), proveniti de la o unitate de crestere
autorizatd (Institutul Cantacuzino, Bucuresti Romania) au fost adapostiti In custi
individuale standard, intretinute cu un ciclu lumina/intuneric de 12 ore, in cadrul Unitatii
de Animale de Laborator autorizate (Universitatea de Stiinte Agricole si Medicina
Veterinard, Cluj-Napoca). Animalele au avut acces liber la hrana si apa standard pentru

rozatoare pe tot parcursul studiului.

2.17 Protocolul chirurgical
Locul operatiei (membrul posterior stang) a fost pregatit aseptic (Figura 2.17.1). Membrul
posterior drept a fost pastrat ca martor intern. O incizie laterald, chiar sub genunchi, a fost
efectuatda prin piele pentru a dezvalui muschiul tibial anterior (TA) (Figura 2.17.1A).
Leziunea muschiului TA a fost creatd printr-o biopsie cu punch de 6 mm (Kai Medical)
pentru a indeparta aproximativ ~20% din masa musculara (Figura 2.17.1B si C). Un grup
de animale ranite a fost tratat cu compozite BGAuSP-Alg-MCC (n = 10 per grup), in timp
ce grupul ramas a fost lasat netratat (n =10 per grup). Acest material a fost selectat pentru
combinatia sa unica de componente netoxice si bioactivitate sporita. A fost considerat cea
mai complexd sinteza, producand probabil efectele biologice dorite. Sangerarea a fost
controlata cu presiune usoard, iar fascia si pielea au fost inchise folosind suturi intrerupte
din vicryl (6-0) si prolene (6-0). Un bandaj compresiv a fost apoi infdsurat in jurul partii

inferioare a piciorului timp de 5-10 minute. Animalele au fost eutanasiate uman prin
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narcoza prelungita cu izofluran, urmata de dislocare cervicala, iar muschii TA au fost

recoltati la 14 si 30 de zile.
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Figura 2.17.1 Defect experimental standard pentru pierderea volumetricd de masa. Modelul
VML constd dintr-un defect chirurgical cu grosime completd de 6 mm la nivelul treimii medii
a muschiului TA la sobolani Wistar masculi (A-C). Tratamentul implicd aplicarea unui

biomaterial pentru regenerarea pierderii musculare volumetrice in leziunile musculare (D)

8].

3. Rezultate si discutii

3.1Criogeluri polizaharidice anionice: interactiunea si comportamentul

in vitro al compozitelor alginat-guma arabica
Lucrarea investigheaza criogeluri biopolimerice pe baza de alginat de sodiu si guma
arabicd, doua polizaharide anionice cu semnificatie biomedicald. Scopul a fost sintetizarea
si caracterizarea criogelurilor cu continut variat de guma arabicd pentru a explora
interactiunile lor structurale, proprietatile mecanice, bioactivitatea si potentialele aplicatii

biomedicale - inclusiv ingineria tisulara si gestionarea ranilor.
Reticularea compozitelor alginat-guma arabica

Investigatiile spectroscopice au ardtat ca reticularea ionica este mecanismul dominant

care leagad alginatul si guma arabicd in prezenta ionilor de Ca?. O deplasare si o
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modificare notabild a intensitatii benzilor de intindere simetrice si asimetrice -COO- in

FT-IR au confirmat interactiunile ionice dintre gruparile carboxil ale ambelor polizaharide

(Figura 3.1.1).

—— Sodium Alginate = —— Sodium Alginate
a) —— Gum Arabic b) 8 ~——— Gum Arabic
—— Alg- e —— Alg-16GA
S50 Alg-16GA g

>3 \(C-0)

Absorbtion (arb. unit.)
Raman intensity (arb. unit.)

T T T T T T T T T T T T
1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400

Wavenumber (cm™) Wavenumber (cm™)

Figura 3.1.1 Spectrele FT-IR (a) si Raman (b) ale Alg pur (linie neagra), GA pur (linie galbena) si
compozit Alg-16GA reticulat (linie verde) [9].

In plus, rezultatele furnizate de RMN-MAS (Figura 3.1.2) si spectroscopia Raman au sustinut

faptul cd cei doi polimeri formeaza un complex stabil, interconectat (Figura 3.1.3).

——Alg
—— Alg-16GA

— Al
—— Alg-16% GA|

"H chemical shift (ppm)

Figura 3.1.2 Spectrele 1TH-RMN ale compozitului Alg si Alg-16GA. Graficul inserat prezinta partea
maritd a spectrelor 1IH-RMN [9].
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i~ Chelate formation between the Alg-gum-arabic
\O//v\o\/\/\o/<o/\ i Lgg-box model of alginate

(@] — Ca™
PRV alginate

gum-arabic

Legend

Figura 3.1.3 Mecanism de reticulare propus pentru biopolimerii Alg-GA [9].
Rezultate morfologice

Imagistica SEM (Figura 3.1.3) a relevat ca toate criogelurile au prezentat o porozitate ridicata (=
80-90%) cu o retea interconectata - o arhitectura favorabild ingineriei tisulare datorita infiltrarii
celulare imbunadtatite si a transportului de nutrienti. Cresterea continutului de guma arabicd a dus
la pori mai mici si mai definiti, creAnd o structurd mai uniforma si mai organizata. In schimb,
probele cu continut scazut sau deloc de guma arabica au prezentat pori neregulati si mai largi.
Acest lucru indica faptul ca guma arabica nu numai cd influenteaza proprietdtile mecanice, dar

regleaza si microarhitectura esentiald pentru performanta biomaterialului.

Alg Alg-10GA Alg-16GA Alg-26GA

<165+ 15um =81+ 6 um =70 + 6 um =100 £ 6 um

Figura 3.1.3 Micrografii SEM ale compozitelor Alg-GA reticulate cu mdriri de 1 mm si 200 um [9].

14



Bioactivitate si mineralizare

Unul dintre rezultatele cheie a fost dezvoltarea unui strat de apatita pe suprafetele criogelului
dupa imersia prelungita in fluid corporal simulat. Morfologia stratului a evoluat ctre o structura
asemadnatoare conopidei - o caracteristica a comportamentului bioactiv. Analizele XRD si SEM au
indicat prezenta unor faze stabile de fosfat de calciu, cu urme de oxalat de calciu, reflectand

formarea de minerale similara cu mineralele osoase.

——Alg-26GA
P-O0 a) —Alg-16GA
i ——Alg-10GA

= Alg-26GA
HA
b) ——Alg-16GA

Alg-10GA
—Alg

SBF
days

42

Absorbtion (arb. unit.)
Intensity (arb. unit.)

"y 0
: M‘M“W‘ el e

S
1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Wavenumber (cm™) 2 theta (degrees)

Figura 3.1.4 Spectrele FT-IR (a) si difractogramele XRD (b) ale compozitelor Alg-xGA (x=0, 10, 16

si 26% greutate), inainte si dupa imersia in fluid biologic simulat timp de pana la 42 de zile [9].
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Alg-26GA

Figura 3.1.5 Micrografii SEM ale compozitelor Alg-GA reticulate, inainte si dupa imersia in fluid

biologic simulat timp de 7 si 42 de zile [9].

Interesant este ca gradul de cristalinitate a crescut odata cu continutul de guma arabica, in special
in probele cu proportii moderate de guma arabica comparativ cu alginatul singur. Acest lucru
sugereaza ca prezenta gumei arabice faciliteaza nucleatia si cresterea mineralelor, o proprietate

dorita pentru schelele destinate regenerdrii osoase sau tisulare.
Absorbtia si degradarea apei

Testele de absorbtie au ardtat ca criogelurile au absorbit rapid apa in primele zile de imersie,
atingand echilibrul in aproximativ 5 zile. Capacitatea de absorbtie a apei a fost influentatd de
continutul de guma arabica, rapoartele mai mari indicand o absorbtie mai mare si retele de pori

mai accesibile datorita grupdrilor hidrofile -OH si -COO-.
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Figura 3.1.6 Absorbtia de apa (a) si comportamentul degradarii (b) ale compozitelor Alg-xGA (x =
0, 10, 16 si 26% g/g) [9].

Citotoxicitate si compatibilitate in vitro

Testele pe celule fibroblaste au demonstrat ca toate compozitele alginat-guma arabica au fost
netoxice, mentinand o viabilitate celulara ridicatd dupda 24 de ore. Acest lucru sustine
biocompatibilitatea si sugereaza ca aceste materiale ar putea sustine in sigurantd atasarea si

proliferarea celulara in contexte de inginerie tisulara.
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Figura 3.1.7 Viabilitatea celulelor fibroblaste dupa 24 de ore in prezenta compozitelor Alg-xGA (x
=0, 10, 16 5i 26% g/g) [9].
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Concluzii

Alginatul si guma arabicd pot fi reticulate prin mecanisme ionice in prezenta Ca?* pentru a
produce criogeluri stabile. Guma arabica influenteaza semnificativ morfologia, flexibilitatea,
comportamentul la umflare si bioactivitatea criogelului. Criogelurile prezintd o bioactivitate
ridicatd, evidentiata de formarea de apatitd si mineralizarea favorabila in vitro. Testele de

biocompatibilitate confirma comportamentul netoxic si potentialul pentru utilizare biomedicala.

3.2 Efectul nanoceriei asupra mecanismului de reticulare
alginat-guma arabicd si comportamentului in vitro ca
pansament pentru rani

Cercetarea investigheaza modul in care nanoparticulele de oxid de ceriu (nanoceria)
afecteaza comportamentul de reticulare al unui pansament polimeric din alginat si guma
arabica si cum acesta influenteaza in vitro proprietdtile fizice, chimice si biologice
relevante pentru repararea tesuturilor. Lucrarea pozitioneaza criogelurile compozite ca
potentiale pansamente avansate pentru rdni, cu capacitati antioxidante si regenerative

imbunatatite in comparatie cu materialele conventionale.

Reticularea compozitelor

Analizele spectroscopice au relevat ca particulele de nanoceria au interactionat cu
lanturile de alginat si guma arabicd, prin formarea de legaturi ionice sau de coordonare
suplimentare, care au modificat configuratia retelei polimerice. Prin addugarea de
CeO:NP in compozit, banda datd de gruparea ionului carboxilat (COO-) la 1425 cm™ se
deplaseaza la 1418 cm™. Aceasta indica participarea gruparii hidroxil din nanoparticule
la formarea legaturilor in cadrul matricei polimerice. In plus, modificirile spectrale
identificate prin diferite raporturi ale intensitatilor si forma benzilor in intervalul 1000-
800 cm™ sugereaza ca sistemul matrice polimerica-nanoparticule prefera sa interactioneze

prin intermediul grupdrilor functionale O-H si —COOQ [10]. Benzile de CeO: nu au fost clar
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distinse in spectrele FT-IR si Raman ale compozitelor deoarece se suprapun cu benzile

polimerice.
a) ——CeO, b) % $ —CeO,
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Figura 3.2.1 Spectrele FT-IR (a) si Raman (b) ale CeO:NP (linie rosie), AlgGA reticulat (linie
neagra) si AlgGA-1CeO: (linie cyan inchis) [11].

Pentru a sustine aceste rezultate, au fost efectuate masuratori spectroscopice UV-Vis si XRD.
Figura 3.2.2a prezinta spectrele de absorbtie DRS-UV-Vis ale nanoparticulelor de CeO: si
criogelurilor poroase AlgGA-1CeOz. Nanoparticulele de CeO: sunt caracterizate printr-o banda
de absorbtie situatd la 362 nm. In mod evident, banda specifici criogelurilor poroase AlgGA-
1CeO: prezinta o absorbtie intensd in domeniul UV, in special in regiunea UVA (320-400 nm),

indicand faptul ca matricea polimerica a pastrat proprietatile optice ale nanoparticulelor [12].

a) o ——CeO, b) AlgGA-1Ce0,
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Figura 3.2.2 Spectrele DRS UV-Vis (a) si difractogramele XRD (b) CeO:NPs (linia rosie), AlgGA
reticulat (linia neagra) si AlgGA-1CeO:z (linia cyan inchis) [11].
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Diafractograma compozitului AlgGA a inregistrat un varf larg la 20 = 20-30°, caracteristic matricei
polimerice si indica natura amorfd a compozitului (Fig. 3.2.2b). Reflexiile de la 20 = =28° si ~47°

observate pentru proba AlgGA-1CeO: sunt atribuite planurilor cristalografice (111) si (220)

specifice nanoparticulelor de CeOs.

Ceriul ar putea juca rolul de agent de reticulare prin schimbul de cationi Ca?. Addugarea
cationului Ce* in sistem ar putea rezulta intr-o combinatie mult mai puternicd, cu un numar de

coordonare mai mare al cationilor de ceriu decat al cationilor de calciu.

Legend
/.~ — alginate
— gum-arabic
— Ca?*
Cross-linking between sodium- Cross-linking between gum sodium-
alginate and gum arabic alginate, gum arabic and CeO,
Ho_ ° HO HO o HO
;
Ho—— Yo7\ s Ho——/ o
[¢] \ 9 \ o} 5 1 S o
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HO >~
@~ c@
O —oH OH O5—oH OH
| 4 3 [ ( 5,
\ \_OH | ™o \ _oH | ~o
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Figura 3.2.3 Mecanismul de reticulare propus pentru nanoparticulele de CeO: din matricea Alg-

GA [11].
Caracterizarea morfologiei si structurii poroase

Compozitele de tip criogel au prezentat o structurd interconectata (macro- si micropori) extrem
de poroasa, favorabild schimbului de fluide si migratiei celulare. Prezenta nanoceriei a dus la o

distributie mai uniforma a porilor si la o grosime modificatd a peretelui in matricea polimerica.
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AlgGA AlgGA-0.3Ce0, AlgGA-0.65Ce0, AlgGA-1Ce0,
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Figura 3.2.4 Micrografiile SEM ale compozitelor AlgGA, AlgGA-0.3CeO:,, AlgGA-0.65CeO: si
AlgGA-1CeOs. Scara de méasurare: 200 um [11].

Conform metodei de deplasare a lichidului, rezultatele arata o valoare a porozitatii de 94% pentru
proba de control, urmatd de o usoard crestere pentru restul probelor AlgGA-0.3CeO: (98%),
AlgGA-0.65CeO2 (96%) si AlgGA-1CeOz (97%). Studiul urmator a subliniat cd o porozitate mai

mare de 80% este ideala atunci cand structurile spongioase sunt utilizate ca schele celulare [12].
Comportamentul in vitro al compozitelor

Analiza FT-IR a relevat o crestere progresiva a intensitatii benzii la 1044 cm™ fatd de banda de la
1618 cm™, impreund cu aparitia unui dublet caracteristic la 561-620 cm™. Aceste caracteristici
spectrale indica formarea hidroxiapatitei pe suprafata probei, asociatd cu precipitarea fosfatului.
Acest proces este atribuit ionilor de calciu utilizati ca agenti de reticulare, care promoveaza

nucleatia si cresterea apatitei, reducand in acelasi timp grupadrile functionale hidroxil si carboxil.

Analiza prin difractie de raze X a ardtat ca structura initiala amorfd a biopolimerului a evoluat
intr-o faza semicristalina dupa imersie, cu reflexii de apatita observate la aproximativ 26° si 33°
(20). Intensitatea moderata a acestor varfuri sugereaza o cristalinitate scdzuta a apatitei in stadii
incipiente. Imersia extinsad timp de pana la 42 de zile a confirmat o crestere sustinuta a apatitei

fara formarea de compusi toxici, validand astfel bioactivitatea si siguranta materialelor.
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Figura 3.2.5 Spectrele FT-IR (a, b) si difractograma XRD (c, d) ale compozitelor AlgGA (a, c) si
AlgGA-1CeOx: (b, d) Inainte (linia neagrd), dupa 14 (linia albastra) si 42 de zile de imersie (linia
verde). Spectrul FT-IR si difractograma XRD ale HA (linia rosie) au fost introduse in scop

comparativ [11].
Viabilitatea celulara in vitro

Keratinocitele (HaCaT) si fibroblastele (Hs) cultivate pe compozite au prezentat o viabilitate
ridicata, confirmand biocompatibilitatea in vitro (Figura 3.2.5). Eliberarea de nanocerie a fost
graduala si a coincis cu degradarea polimerului, sustinand activitatea biologica, fara citotoxicitate

acuta. Mediul antioxidant creat de nanoceria a favorizat atasarea si proliferarea celulara.
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Figura 3.2.5 Viabilitatea celulard a celulelor Hs si HaCaT dupa 24 de ore in contact cu compozitele.
Viabilitatea celulara medie obtinuta dupa testarea in triplicat a fost utilizata pentru a compara

rezultatele cu controlul (culturi celulare netratate). Rezultatele sunt exprimate ca medie + S.D. (n

= 3), P<0,05[11].

Testul de zgariere a fost efectuat pentru a evalua capacitatea de vindecare a ranilor in primele 24
de ore (Figura 3.2.6). Cea mai mare suprafatd neacoperita a fost obtinuta pentru compozitul
AlgGA. Prezenta nanoparticulelor de CeO: in compozite are ca rezultat o vindecare mai rapida a

ranilor, obtinandu-se o valoare mai buna pentru compozitul AlgGA-0.65CeO:..
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Figura 3.2.6 Vindecarea in vitro a plagii prin zgarieturi cu HaCaT (a) si evaluarea vindecarii plagii

prin zgarieturi in % din suprafata neacoperita (b) [11].
Concluzii

Rezultatele studiului sustin cu tarie faptul ca criogelurile de alginat-guma arabica imbunatatite
cu nanoceria sunt promitdtoare ca pansamente avansate pentru rani. Structura favorabila a porilor
si gestionarea umiditatii, corespund cerintelor cheie de vindecare a ranilor. Biocompatibilitatea si
suportul celular au ardtat rezultate excelente, cu eliberarea treptatd a nanoparticulelor, sugerand

implicarea activa in procesul de vindecare a ranilor.

3.3 Regenerarea muschilor scheletici folosind compozite
bioactive sticld-alginat-celuloza

Articolul investigheaza potentialul biomaterialelor compozite bioactive sticla-alginat-celuloza

pentru promovarea regenerarii muschilor scheletici, un domeniu de interes crescand datoritd

capacitatii limitate de autoreparare a tesutului muscular dupa leziunile prin pierdere volumetrica

a masei musculare. Sticlele bioactive sunt cunoscute pentru capacitatea lor de a elibera ioni
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terapeutici care pot stimula repararea tesuturilor si angiogeneza, in timp ce polimerii de alginat

si celuloza oferd o retea structurala biocompatibild si de sustinere mecanica.
Reticularea compozitelor bioactive sticla-alginat-celuloza

Spectroscopia In infrarosu cu transformare Fourier si difractia de raze X au confirmat integrarea
cu succes a tuturor componentelor si au indicat formarea de legaturi chimice intre faza anorganica

sticloasd si reteaua de biopolimeri.
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Figura 3.3.1 Spectrele FT-IR (a) si Raman (b) ale sticlei bioactive (linie albastra), Alg-MCC (linie
neagra), BG-Alg-MCC (linie verde) si BGAuSP-Alg-MCC (linie visinie) [8].

Pe baza mecanismului de reticulare care are loc intre MCC si Alg si prin aparitia vibratiei 5i-O-C
in compozite, se confirma si triplul compozit. Trebuie mentionat ca, deoarece reticularea nu are
loc pe gruparea COO-, compozitele obtinute sunt mai stabile deoarece legaturile au loc in locatii

diferite, utilizand alte grupari chimice.

O porozitate de 80% a fost obtinuta pentru Alg, 97% pentru compozitul Alg-MCC si 96% pentru
compozitele BG-Alg-MCC si BGAuSP-Alg-MCC. Astfel, odata cu addugarea de MCC, porozitatea
probelor creste. In micrografia SEM, aceste modificiri sunt evidente, in special cresterea
dimensiunii porilor odatd cu addugarea de MCC de la 23 + 2 la 53 + 8 um (Figura 3.3.2). Acest
lucru se poate datora mai multor factori: i) formarea cristalelor de gheatd in timpul procesului de

liofilizare; si ii) interactiunea dintre nanoparticulele de BGAuSP si agentul de reticulare, cationii
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de Ca¥, care intervin In reteaua polimerica si creeaza structuri mai deschise, distrugand
compactitatea; Cea mai mare dimensiune a porilor (97 + 7 um) a fost obtinuta pentru compozitul

cu BGAuUSP.
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Figura 3.3.2 Micrografiile SEM ale compozitelor Alg, Alg-MCC, BG-Alg-MCC si BGAuSP-Alg-

MCC. Bara de scald: 1 mm (primul rand) si 200 um (al doilea rand) [8].
Comportamentul in vitro, biodegradare si absorbtia apei

Atunci cand au fost imersate in fluid biologic simulat, compozitele au demonstrat un
comportament bioactiv, evidentiat prin formarea unui strat asemanator apatitei pe suprafata
acestora. Acest strat mineral indicd dizolvarea ionica din sticla bioactiva si precipitarea ulterioara
a fazelor de fosfat de calciu - o interactiune importanta care imbunatdteste atasarea celulara si
promoveaza regenerarea. lonii precum calciul si siliciul au fost eliberati constant din compozit pe

perioade lungi de timp.
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Figura 3.3.3 Difractograma XRD (a), spectrele FT-IR (b) si micrografiile SEM (c) ale Alg (linia
albastrd), Alg-MCC (linia neagra), BG-Alg-MCC (linia verde) si BGAuSP-Alg-MCC (linia visinie)
inainte si dupa imersia in fluid biologic simulat timp de 14 zile. Spectrul FT-IR al hidroxiapatitei

(HA, linia rosie) a fost introdus in scop comparativ. Bare de scala: 2 um [8].

Testele de citotoxicitate in vitro au confirmat un raspuns inflamator minim sau citotoxicitate
scazutd, sustinand In continuare caracterul adecvat al compozitului pentru implantare.
Degradarea treptatd si bioactivitatea sustinutd sugereaza cd matricea polimericd mentine un
echilibru Intre integritatea structurald si reactivitatea biologica, care este esential pentru succesul

regenerativ.
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Figura 3.3.4 Degradarea (a) si gradul de absorbtie al apei (b) ale compozitului Alg (linia albastra),
Alg-MCC (linia neagrd), BG-Alg-MCC (linia verde) si BGAuSP-Alg-MCC (linia visinie) in functie
de timpul de degradare. P < 0,05 [8].

B8 Alg-MCC Ea BG-Alg-MCC E3 BGAuSP-Alg-MCC
i
537
457
» 7
= 55555
[} 80- i
e 7
=73 7
7
Q = 55057
© i
o i)
S Q . 5%
= 55453
=T 5
5%
383 7
5 5%
o K
° %4
X 401 Vi
7
i
25545
7
i
5%
7557
204 S5
747
o
25
£
i
7%
55
0 7%

HaCaT CMs

Figura 3.3.5 Viabilitatea celulelor keratinocite (HaCaT) si cardiomiocite (CMs) dupd interactiunea
de 24 de ore cu compozitele Alg-MCC (coloana neagrd), BG-Alg-MCC (coloana verde) si BAuSP-

Alg-MCC (coloana rosie) la aceeasi concentratie [8].
Evaluarea histologica a biomaterialelor implantate in vivo

Comparativ cu compozitele MCC-Alg, compozitele cu sticla bioactiva au avut constant

performante superioare in ceea ce priveste proliferarea celulard, potentialul de diferentiere,
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profilurile de eliberare a ionilor si promovare pro-angiogenica. Aceste diferente evidentiaza
efectul sinergic al combinarii sticlei bioactive cu biopolimerii naturali - valorificind punctele forte
ale componentelor anorganice si organice pentru a crea o structurd care imitd mai bine aspectele

mediilor tisulare fiziologice.

Figura 3.3.6 Evaluarea histologicd a raspunsului tisular in cazul defectelor musculare la 2
saptamani dupa operatie la sobolanii din grupul de control negativ (a, b) si cei tratati (c, d). In
grupul de control, defectul muscular (D, zona marcata) a fost inlocuit cu tesut fibros compus din
fascicule de fibre groase de colagen (sageti verzi), fibroblaste (sdageata alba) si capilare sanguine
(sdgeata rosie); M indicd muschiul scheletic, colorare H&E (a, b); in grupul tratat, defectul
muscular (D, zona marcata) a fost ocupat de materialul implantat, continand celule
mezenchimale, canale sanguine (sageata rosie), putine fibre de colagen si celule inflamatorii
mononucleare. Cateva miofibre regenerante sunt observate la periferia materialului implantat
(sdgeti albastre); M indica muschiul scheletic, colorare H&E (c, d). Bara de scald este de 50 um

(pentru a si c) si respectiv 10 um (pentru b si d) [8].
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Figura 3.3.7 Evaluarea histologica a raspunsului tisular in defectele musculare la 4 saptdamani
dupa operatie la sobolanii de control negativ (a, b) si tratati (c, d). In grupul de control, defectul
muscular (D, zona marcatd) a fost inlocuit cu tesut fibro-adipos compus din grupuri de adipocite
(sdgeata galbend), fibre de colagen si fibroblaste (sageata alba); putine miotuburi multinucleate
(sdgeata albastrd) si capilare sanguine (sdgeata rosie) sunt prezente la periferia defectului
vindecat; M indica muschiul scheletic, colorare H&E (a, b); in grupul tratat, defectul muscular (D,
zona marcatd) este umplut cu fragmente de material implantat (asterisc negru), separate de celule
mezenchimale (sdgeatd alba), canale sanguine, cateva fibre de colagen si celule inflamatorii
mononucleare (siageatd neagrd). Un numdr semnificativ de miotuburi multinucleate sunt
observate la periferia materialului implantat (sdgeti rosii); M indica muschiul scheletic, colorare

H&E (c, d). Bara de scala este de 50 um (pentru a si ¢) si 10 um (pentru b si d) [8].
Concluzie

Noile compozite MCC-Alg imbunatatite cu BG/BGAuSP au fost preparate prin metoda de

reticulare ionicd cu carbonat de calciu. Experimentele in vitro au aratat un efect non-citotoxic
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asupra celulelor HaCaT si CMs, cu valori ale viabilitatii celulare cuprinse intre 96% si 98%.
Comportamentul in vitro al probelor a fost evaluat, iar toate probele au demonstrat capacitatea
de a dezvolta un strat de apatita care a acoperit complet si omogen suprafetele compozitului dupa
14 zile. Testele de biodegradare au relevat o constatare notabila: introducerea celulozei in matricea
Alg a crescut semnificativ rata de degradare a polimerului, rezultdind o pierdere de masa de
aproape 30% dupé o singura zi de imersie. In plus, evaluarea in vivo utilizind un model murin
pentru pierderea de masa volumetricd, de tibialis anterior a demonstrat ca biomaterialul s-a
integrat bine cu tesutul inconjurator, cu o depunere minima de colagen si a sustinut formarea de
noi miofibre in timpul unei implantdri de 4 saptdmani. Constatdrile noastre demonstreaza
potentialul compozitelor pentru pierderea de masa volumetricd, de a imbunatati regenerarea si
repararea musculaturii rdmase, subliniind relevanta lor clinica semnificativa. Succesul regenerarii
tesuturilor pe baza de structuri polimerice depinde de dezvoltarea de biomateriale care stabilesc
un micromediu biocompatibil si biomimetic, favorizand interactiunile esentiale celuld-material si

functiile celulare, cum ar fi proliferarea si diferentierea.

Concluzii finale si contributii personale

Capitolul 3.1 se concentreaza pe dezvoltarea, optimizarea si caracterizarea criogelurilor
obtinute din alginat de sodiu si guma arabica, cu potential biomedical. Studiul a aratat ca
interactiunile dintre cele doud polizaharide, stabilizate de cationi de calciu, duc la
formarea unor structuri poroase interconectate, a caror morfologie si proprietati fizico-
chimice depind de proportia de guma arabica. Structura interna este alcatuita din pori
interconectati (70-160 um), iar proportia de guma arabicd influenteazd semnificativ
dimensiunea si uniformitatea porilor. Compozitele au demonstrat o buna capacitate de
absorbtie, stabilitate structurald si bioactivitate, evidentiate prin formarea unui strat de
apatitd dupa imersia in solutie SBF. Testele de citotoxicitate au confirmat o buna

biocompatibilitate, cu o viabilitate celulara ridicata (peste 85-90%).

Contributii personale:
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* Optimizarea raportului de polizaharide

* Elaborarea unei scheme de interpretare a procesului de chelare a cationilor de calciu in

matrici mixte de polizaharide.

* Efectuarea unor teste preliminare de stabilitate si absorbtie In medii apoase pentru a

evalua comportamentul hidrofil al compozitelor.

* Efectuarea unei analize critice a rezultatelor, identificarea punctelor forte si a limitelor
studiului si formularea unor propuneri pentru directii de cercetare viitoare, cum ar fi

extinderea testelor biologice si integrarea agentilor anorganici in matricea criogelului.

Capitolul 3.2 investigheaza influenta nanoparticulelor de oxid de ceriu (nanoceria)
asupra procesului de formare, structurii si comportamentului biologic al criogelurilor
compozite obtinute din Na-Alg si GA. S-a demonstrat cd introducerea nanoceriei modifica
mecanismul de reticulare prin crearea de interactiuni suplimentare cu gruparile
functionale ale polizaharidelor, rezultand o retea mai stabila, poroasa si uniforma.
Analizele structurale (FT-IR, Raman, SEM) au confirmat formarea unei structuri omogene
si rezistente, iar testele de absorbtie au indicat o crestere a capacitdtii de retentie a
fluidelor, esentiala pentru gestionarea exudatului plagii. Experimentele in vitro au aratat
o buna biocompatibilitate si o activitate antioxidanta pronuntatd datorita nanoceriei, ceea
ce contribuie la reducerea stresului oxidativ si accelerarea procesului de vindecare. In
concluzie, includerea nanoparticulelor de oxid de ceriu a imbunatatit semnificativ
proprietatile fizico-chimice si biologice ale sistemului Alg-GA, confirmand potentialul
acestui compozit ca material inovator pentru pansamente bioactive si regenerarea

tesuturilor.

Contributii personale:
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* Studierea mecanismului de reticulare a matricei polizaharidice (Alg + GA) In urma
includerii nanoparticulelor de oxid de ceriu, pentru a evidentia efectul acestora asupra

structurii finale.

e Evaluarea comportamentului in vitro al compozitelor in contextul pansamentelor pentru
rdni: analiza capacitatii de absorbtie/biodegradare, eliberarea controlatd a nanocerii,
sustinerea cresterii celulare (HaCaTs, Hs) si potentialul antioxidant (reducerea stresului

oxidativ) in contextul vindecarii.

Capitolul 3.3 investigheazd dezvoltarea de biomateriale compozite pentru regenerarea
tesutului muscular, obtinute prin combinarea Na-Alg si MCC cu nanoparticule bioactive
de sticld/aur. Acestea au fost caracterizate structural si morfologic, rezultatele
demonstrand o retea poroasa uniformad, stabild si bioactiva, capabild sa formeze un strat
de apatita dupd imersia in SBF. Includerea sticlei bioactive a crescut semnificativ gradul
de mineralizare si bioactivitate, iar adaugarea de aur a imbunatatit raspunsul celular.
Testele in vitro au aratat o biodegradare semnificativd, un raspuns bioactiv bun si o
crestere a viabilitdtii celulare pentru celulele musculare cultivate pe suprafata
compozitelor. Studiile in vivo efectuate pe un model volumetric de pierdere a tesutului
muscular au confirmat integrarea biomaterialelor si stimularea regenerarii musculare
prin formarea miofibrelor si dezvoltarea retelei vasculare. Rezultatele indica faptul ca
aceste compozite au un potential semnificativ ca suporturi bioactive pentru ingineria
tesuturilor musculare scheletice. Per total, cercetarea demonstreaza ca aceste compozite
pe baza de Alg, celuloza si sticla bioactiva imbunatatite cu agenti anorganici reprezinta
materiale promitdtoare pentru aplicatii in ingineria tesuturilor musculare si tratamentul

defectelor musculare severe.

Contributii personale:
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* Analizarea mecanismului de formare si reticulare a compozitelor pe baza de Alg, MCC
si sticld bioactivd/Au, concentrandu-se pe interactiunea dintre matricea polizaharida si

componentele anorganice.

* Interpretarea datelor de caracterizare structurald si morfologica (FT-IR, SEM, XRD)
pentru a evidentia modul in care adaugarea de nanoparticule de sticld bioactiva si aur

influenteazd morfologia, porozitatea si stabilitatea compozitelor.

* Evaluarea corelatiei dintre structura compozitelor si comportamentul lor in vitro,

inclusiv degradarea.
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