Universitatea Titu Maiorescu

SCOALA DOCTORALA ——
DOMENIUL MEDICINA W
TEZA DE DOCTORAT

(Rezumatul tezei de doctorat)

Obtinerea unui bionanocompozit si
demonstrarea proprietatilor antimicrobiene,
antiinflamatoare, regeneratoare utile in
tratamentul plagilor tegumentare

Conducator de doctorat:

PROF. UNIV. DR. HABIL. Cristiana TANASE

Student-doctorand:

Stan Diana

Bucuresti, 2024



CUPRINS

Corespunde Lucrarii in-extenso

IIETOUUICEIE vrvsrrisrrsrensenrarsressrsessssrssssssnnsssesssrenssesssssessssssnsssssssrssssss s ssresesss sesessssssenssssssssssssssssssssssssssssssesssssranasens 10
L PARTEA GENERALA...icossiereeresseissssssssarnssssssssssssesssssssssssssssessssssssssssssssssnsssesssessssnssssssssssersessmnsssssresssenssnns 14

1. PERSPECTIVA INTEGRATA ASUPRA TEGUMENTULUIL: ANATOMIE, FIZIOLOGIE SI
MANAGEMENTUL RANTLOR ..cociucsissesussessisesssssesssssssisesssssessessesesssss ses sasas ssss sssssasss sasasssesssas stssusssssenssasssess 14

1.1. Anatomia si fiziologia tegumentulii ........ccooceiiiiiiiii e 1
1.2. Functiile te@umentuliii. ... s 1T
1.3. Metode penfrut @valuarea TANIIOT. ......cooviiiiii et sne e e eeieeeenes 1O
1.4, Clasificarea TAIIIOT .....ooiiviiiee ettt e et e et e se s eneeeneeenenereen e enaeenae e e nneenne D]
1.5. Fizio-patologia vindecArii TAMIIOT . .. ......ooi i e 23
1.6. Informatii esentiale in stabilirea planului terapeutic la pacientii cu rani tegumentare............c.ccceeeeee.. 26

2. POLIMERI UTILIZATI IN PRODUCTIA DE PANSAMENTE .....ccciminmmniinnnmmmmninnsssissssnmsiss 30

2.1. Polimeri naturali — alginatill ... ...t 3

2.2. Polimeri sintetici — alcoolul polivinilic ........ooo i e 33
3. TEHNICI DE RETICULARE A SUBSTANTELOR POLIMERICE RELEVENTE PENTRU
PRODUCTIA DE PANSAMENTE ....coiicsnininninsmsss s st ssssssssssss sassssssssssssasssssssssssssses s ss sassssasnsasssasssans 36

3.1. Metoda turnarea SOIVEIIIITL ...c.o.uiii ittt et eneennn e e e e ee 3 T

3.2. Metoda Inghet-desghel ... e 3
4. FORME DE PREZENTARE A PANSAMENTELOR SI INDICATIILE LOR IN FUNC TIE DE
TIPUL DE RANA....oiisiinistsssasesnssssssasssesesesssias sessssssssasssssasesas ssss sasssssss ssss sasse bass bess sasas siss sebesssss stsssesssensssasssssesas 40

T T4 (=05 L1 AT TSP TP U TP OO OO PP PP PRRUPPORPOY
5. SUBSTANTE BIOACTIVE INCORPORATE IN PANSAMENTE ....ooemverusmrsssnsnsssssssesssssesssesssessssses 46

th

.1. Substante bioactive ce sustin procesele de vindecare...............cccoiiiiiiiiii . 49
T O ) - - OSSP OSSPSR L

5.1.2. Acidul MIAIUTOIIIC ...ttt e e e e e ee e e ee e e e e e e e eee s s e e en e esnaensasnnanneensneenenn D ]

Lh

.2. Substante cu activitate antimicrobiand..........coviiiiiii i O
5,21 DOXICICHIIA 1ttt e bbb e e e D
5.2.2. Nanoparticule de arging .........ooiiiiie et ettt en e e e e e ea D ]

6. PANSAMENTE CE PERMIT MONITORIZAREA VINDECARII RANILOR.....ccoconeruramersasseassenes 60

6.1. Monitorizarea neinvaziva. in timp real. a pH-ului 180 oo, G0



COINCLUZIL ... et e oo e e e e oo oo oo a bt e 24 2o £ oa e sn e e e e e e e e eass s inneae e s eenins 62
II. CONTRIBUTII ORIGINALE ..ot eceneesecsrnecisssssnissnns st st e s re s e s e s e s e s e a s snansnan s s snsaan e s e e s 64

Scopul 51 0DIECTIVEIE TRZET.uuiiniininiiiririsi s s s e s e 04

CAPITOLUL 1. OBTINEREA UNOR MEMBRANE DE HIDROGEL VERSATILE CU APLICATII
IN VINDECAREA RANTILOR....cvumvuerusessessssssssssssesmsssssstesssessssssessssssesssessessssssssssesasssssassssssssssssssessesssssssesses 66

1.1.  Studiu comparativ al influentei tipului si concentratiei de plastifiant asupra comportamentului

membranelor de hidrogel pe bazi de alginat sau alcool POliVINIIIC .......oviiiiiii e 66
L1 L. SCOP $1 ODIECIIVE. ...t et et 66
1.1.2. Materiale si metode de ODIINETE ..ooviviiiiiii i 67
1.1.3. Metode de CArATIEITZATR. . ...iiiiiiieiet ettt ettt et e et e es et s £ e b £ e e ea e eas e st es e e et ent e et e enneeens 70

= ANAIIZA TNACTOSCOPICA - ivieeutiei et etite ettt e sttt et ae e rae e et e e e nt e es e e e e bt e e eae e eambe2esabaeen b e aeenneees e eeasneaanrenn 70
- Analiza variatiilor de grosimme ... 71
- Analiza variatiilor de reufate . ... 71
= ANANZA PHAUIIL oottt ea et e e e ettt nn e 71
= Confinutul de aPA ..o 71
= Gradul de UIETATE ..o e e 72
= Fractia de @el. .o 72
- Degradared DidroliTiCa. ... ..oooo ettt e e e 73
1,14, Analiza STATISTICA. ..o et et 73
1.1.5. Rezultate $1 DISCUILL ....coiiii i e bbb e 73

1.1.5.1. Influenta tipului si a concentratiei de plastifiant asupra obtinerii membranelor de hidrogel ...73

1.1.5.2. Influenta raportului polimer/glicerol asupra proprietitilor membranelor de hidrogel ............. 77

- Valoarea pH-ului Didrogelirilor ... ... 77

- ContInuiul de @PA ...ooiii i s 79

= Gradul de UIETATE ..o et 80

-Fractia de @el. .o 83

= Degradarea DIATOLITICA. . ...ocuiiiii ettt 85

116, COMEIUZIL Lot e et bbb et 37
1.2. Optimizarea stabilititii si absorbtiei de exudat in cazul membranelor de hidrogel hibride: studiu

comparativ al influentei raportului biopolimer/polimer sintetic............oooii e 90

12,1, SCOP $1 ODIECTIVE. ...ttt ettt ettt ettt ettt 90

1.2.2. Materiale si metode de ODHNETE ..o 91

1.2.3. Metode de CAIACTEIIZATR . ..eveieeei et eeteaseaseeee e e e ree et em e s e et e et s s et e et e Re e ameere e ere e maers e et anesseensnreens 91

1.2.4. Rezultate $1 DISCUMLL . ..iiviii i i s s s s 92

1.2.4.1. Influenta raportului PVA/alginat asupra proprietatilor fizico-chimice ...........ccooiiiiiiinnns 92

- Evaluarea macroSCOPICA ST PH .o viiieieiie ittt ettt et et et e e e ear e e s e et arenn 92



= ContimItul de DA ... b 93

- Gradul de WMFIAre ... ettt e en e 94

= Fractia de @Rl et e s 95

- Degradarea DidrolifiCa. ... ..cooiiiii et e e en e 96

1.2.5. COIECIUZIL 1ot e e e e et et 97
1.3, Concluzil de @TAPA ..o e 98

CAPITOLUL 2. OBTINEREA UNOR MEMBRANE DE HIDROGEL BIOHIBRIDE S$I
EVALUAREA IMPACTULUI CONCENTRATIEI DE SUBSTANTE BIOACTIVE ASUPRA

PROPRIETATILOR FIZICO-CHIMICE SI A BIOCOMPATIBILIATIL ....covuessisesssasessssusssassasssnaes 102
2.1, SC0P ST ODIECIIVE. ...t c e e et e e et et e 102
2.2. Materiale si metode de ODIHNETE ..o 103
2.3. Metode de CAIACTEIIZAIR. .....eiui i eree et e et es et ne et ae et s £ nn e 2 nm e et et nn st ene e 105

2.3.1. Caractere fIZICo-CIIIIICR. ... .ottt ettt et 105

- Captarea vaporilor de QP8 ... e e e e 105

= Degradarea @NZIMATICA .. .ocoviureri e iiee et ene e e e e e sse e ae e e s e srse e e ee s e sm e e e e e ne e eas e nreen e ennn e sneareean 105

- Viteza de transmitere a vaporilor de apa ..o e e e 106

- Morfologia de sSuprafatii............coooiii 106

= ANALZA TEOLOZICA. .ottt ettt et ettt e st e ettt et e st e et s et e et e e enn e e e e eeeenn 106

- Activitatea antiinflamatoare . .......ccco it 107

232, Studiul biocompatiDILITATIL ... .o e 107

2.3.2.1. Adsorbtia Proteinelor......ciiciiiie i 107

2.3.2.2. Evaluarea citotoxicitatii — testul LDH ......cooiiiiiiiiiiiiici s 108

24, Rezultate $i DISCUML ..o s 108
2.4.1. Influenta conceniratiei de colagen si acid hialuronic asupra proprietafilor fizico-chimice ale

membranelor de hidrogel DIoDiDIIAE ... 108

- Analiza macroscopicd $i PH ..o 109

- Confimutul de @PA ... e s e s 110

- Captarea vapOrilor de @D .......oooiiie e e e e e e ean 111

= Gradul de WMEIATE ... 112

- Degradarea NZIMATICA ... .ocoriueerieeeeeieeeereeeneeee e ees e eseesseeeeseeerseesseeas e ameeas e e snesean e nreen e esnnessneareean 114

=Fractia de gel ... 115

- Viteza de transmitere a vaporilor de apa ... ... e 116

- Morfologia de SUPTAfata..........ocoiii e e e e s 117

= ANALZA TEOLOZICA. 1ot eeit et e ettt e et et e e e e e eme et e s e ess e e s s e e s e e m e es e ne e eaneesneen e ennn e e s eneareean 119

2.4.2. Evaluarea influentei concentratiei de colagen si acid hialuronic asupra proprietitilor bioactive si a



- Activitatea antiinTlAMIATOATIE . ... it et et et e e et e e ee ettt e r it e e et e ee e e e nnnas 122

- AdsSorDIA de PIOTRITIE ...coi i e et et e 123
- Studiul citotoxicitatii — testul LDH ....ccoooiiiiiiii i s 124
2.5.ConcINZil de ETAPA ...ooiiii it e 125

CAPITOLUL 3. SISTEME PENTRU ELIBERAREA TOPICA A AGENTILOR CU ACTIVITATE
ANTIBACTERIANA: DEZVOLTAREA SI EVALUAREA UNOR NOI MEMBRANE DE

HIDROGEL BIOHIBRIDE COMPLEXE .....ccvinmnirimmsiiinmsismmsssimmssississmmmimss s st ssmssanssssssnes 128
3.1, SCOP $1 ODIECIIVE. 11 uesiiie it e b bbb bbb bbb e 128
3.2. Materiale si metode de ODTINETE .o 129
3.3. Metode de CATACTETIZATE ... o.eiiii ettt ettt et ettt ettt ettt et e e en e ese e e e s 131

3.3.1. Studii de 1201012 OSCIIATOIIR ... .o eei ettt ettt et e et em e e et en e e e neeeane 131
3.3.2. Activitatea antloXIdATA. ..o e 132
3.3.3. Studii de eliberare de doXICICINA .......cooiiiiii e 133
3.3.3.1. Eliberarea cumulativa de doxiciclind .........cccoiiiiiiii e 133
3.3.3.2. Cinetica de eliberare a doxiciclinei din membranele de hidrogel..........ccooooiiiiiiiiiiic 134
3.3.4. Studiul activitatii antibacteriene prin metoda disc-difuzimetrica..............ocoooiiiin i 135
3.3.5. Teste de biocompatibilitate si de evaluare a migrarii celulare ..., 136
3.3.5.1. Culturi Celulare si Evaluarea Migrarii Celulare.......cccvveiiiiiiiniiiiciin e 136
3.3.5.2. Evaluarea proliferarii CelULAre ... 137
3.4, Rezultate $1 DISCUML ..ot 137
3.4.1. Evaluarea proprietafilor fizico-chimiCe . .........ooooiiiiii e 137
- Evaluarea macroscopicd si @ PH-UIL ..o 137

= Gradul de WIMTIATE ...ttt et ettt 138

- Captarea vaporilor de @A . ... ettt 140
-Fractiade gel..o 141

- Degradarea DidrolitiCA. ... e e et a e e r e ene s 142

- Morfologia de SUprafatl....... ..o e e 143

- Studii de 12010gie OSCILATOIIE ... ittt n et r e 144

3.4.2. Explorarea efectului bioactiv: potentialul terapeutic. activitatea antimicrobiana si

biocompatibilitatea membranelor de Didro@el.........ooooo i 150
3.4.2.1. Activitatea antiinflamatoare. .. ... ..o e 150
3.4.2.2. Activitatea antloXIdANTA .......oiiiiiee e ee e et ee et rre e e e s e e r e ne e e s 151
3.4.2.3. Eliberarea cumulativa de doxiciclind ..o 152
3.4.2.4. Cinetica de eliberare a doxiCiClined ........oovriiiiiiie e 154
3.4.2.5. Studiul activitafii antibacteriene prin metoda disc-difuzimetrica.......covvvinniiinciiienicen 157

3.4.2.6. Adsorbtia de Proteifle. .. ..ot e 161



3.4.2.7. Studiu de proliferare celulard — teStul MTS. ... neeeeene e LG2

3.4.2.8. Evaluarea migrarii celulare — . scratch-wound a8Sa¥., .....eovieiirenieeseeeceeseeciesseessesneeeeene2. 103

3.5. Concluzii de etAPA c...ovviiieiiiiiiie e LOD
CAPITOLUL 4. DEZVOLTAREA UNOR NOI MEMBRANE DE HIDROGEL CU APLICATII N

MONITORIZAREA VINDECARII RANTLOR IN TIMP REAL ....ooeiuevierueciensemssssssssssensssssssessssassenes 168

4.1, SCOP S1 ODIECHVE. ..t s s s s s s seee s L OD
4.2. Materiale si metode de oDTINETe ... 169
4.3. Metode de caracteriZare. ............coooeiieiieeiiccies e LT

4.3.1. Analiza viabilittii celulare — live/dead assay ...........ccccooiviiiniiii i 1 T2
4.4, Rezultate $1 DISCUNL....cociiiiiiici i e s e L T2

4.4.1. Influenta aditiei de indicatori de pH asupra proprietatilor membranelor de hidrogel cu aplicatii in
monitorizarea VINAeCAril TAMIIOT ....vviveiiiiiiie e snseneres L T2

- Analiza caracterelor macroscopice sia pH-ului.............. e 172
- Continutul de apa ... L T3
- Captarea vaporilor de aPa ... e e e ennnee e e esneeenaes L T
= Gradul de WmILATE ... e L 1D
- Degradarea DidrolitiCa. .......ooiiiiieiieei ittt et een e e e aenaee L 1O
- Fractia de el e nres L 1O
4.4.2. Abilitatea de indicare a schimbarii valorii pH-ului medinlui ... 177

4.4.3. Explorarea potentialului terapuetic al membranelor de hidrogel cu aplicatii in monitorizarea
VINASCATIE TANIIOT ..ottt ettt ettt ettt ettt sttt ene e enaeeneaeneennennneee L O

- Activitatea antiinflamIaOArE .. veee e e et eee s e ean s e e e s sntsaeessssas b baeseesssrmsasesesssssssnsssssessnsiens ] T8
- Activitatea antiOXIAAIITA. ... ..oco e e e e e es s irr s e e s sbseeaassess s srnsbaeesssrrnranassennsnnnaans ] 1O

4.4.4. Analiza viabilitatii celulare - live/dead assay: selectarea membranelor de hidrogel performante cu
aplicafii in monitorizarea vindecaril TANIIOT ... 180

4.5, Concluzii de eTaAPA ... et ee e e te e neaeeeeesneneeeen s LD ]

CONCLUZII GENERALE ..ot sssns s sassssss s sssasisssssansssase s sassssssssaas sssasanssban e ssanasssssanansssassas 184
BIBLIOGRAFTE ....uiiiiiimininninssunisisiannsisissssssissssusssss vasssssss s sesassssss s anss basts sassssses sas iesss tanssbantsssssssssssnanssssassns 190

Lista publicatiilor si diseminarea reZultatelor ... 252



INTRODUCERE

Este estimat ci aproximativ 2% din populatia mondiala suferd de rani complicate. In SUA s-au raporat 10.5
milioane de cazuri in 2019, cu 2.3 milioane mai multe fatd de anul 2014 [1]. Impactul economic este urias,
numai in SUA fiind raportate sume de peste 20 bilioane de dolari anual [2].

Desi 1n antichitate se utilizau pansamente din materiale naturale care acopereau rana, o buna perioada de timp
din epoca moderni s-a crezut ci toate ranile se vindecd mai repede daca sunt lasite neacoperite. In anii 1960
cercetatorii Winter, Hinman si Maibach demonstreaza in studiile lor independente faptul cd mentinerea unui
mediu umed la nivelul ranii Imbunatateste semnificativ rata de vindecare, contrar credintei de pana atunci ca o
rand tinuta uscata si neacoperitd se vindeca mai repede [3—6].

Pentru a avea un rezultat terapeutic optim in procesul de vindecare al ranilor este important ca tratamentul si
implicit pansamentul utilizat sa fie adaptate atat tipului de rana cét si pacientului care suferd de acea rana.
Tratamentul personalizat al rénilor Incepe incéd din etapa de productie a pansamentului deoarece proprietatile
materialului si modalitatea de prelucrare influenteaza caracteristicile si indicatiile sale, de exemplu capacitatea
de absorbtie a exudatului, permeabilitatea pentru gaze sau rezistenta mecanica [7]. In plus, pansamentele pot
avea incorporate substante bioactive cu rol antimicrobian, de sporire a efectului de vindecare si reepitelizare
sau substante anestezice, cu scopul de a avea un produs performant [8—12]. Personalul medical trebuie sa aleaga
produsul cel mai eficient tinand cont de o serie de factori locali si externi, dintre care tipul de rand (de exemplu,
acuta, cronicd, statusul contaminarii) si etapa de vindecare in care se afla, starea pacientului (comorbiditati,
mobilitate), conditiile socio-economice sau accesul la serviciile medicale specializate [7].

Traditional, pentru tratamentul local al ranilor se foloseste un pansament, care intra in contact cu rana si un
bandaj, care fixeazd pansamentul [13,14]. Pansamentele pasive au rolul de a proteja rana contra factorilor
agresori externi Insa sunt adesea greu de indepartat si nu sustin procesele de vindecare. Pansamentele moderne
sunt realizate din materiale noi, performante, adesea produse prin prelucrarea polimerilor naturali sau sintetici.
Materialele polimerice prezinta caracteristici unice si revolutionare pentru tratamentul ranilor si permit, printre
altele, absorbtia unei cantitati mari de exudat, aderenta scazuta la patul ranii, se muleaza pe formele corpului,
au permeabilitate pentru gaze si protejeaza importiva contaminarii. in plus, permit livrarea de substante
bioactive la nivel local (antibiotice, antiinflamatoare sau analgezice). Recent, pansamentele moderne permit nu
doar sustinerea proceselor de vindecare dar si monitorizarea vindecirii ranilor. In literatura sunt descrise
dispozitive, integrate sau nu in pansamente, ce monitorizeaza parametrii ca pH [15,16], nivelul de oxigen
[17,18], nivelul de umezeala [19], biomarkeri [20,21], temperatura [22] sau statusul contaminarii [23]. Pe langa
aceste proprietiti revolutionare pansamentele moderne trebuie si fie accesibile si usor de utilizat. in plus, un
proces de productie cu impact negativ redus asupra mediului si utilizarea de substante cu toxicitate redusa devin
tot mai relevante in contextul discutiilor despre nivelul de poluare si impactul industriei asupra ecosistemului.

Hidrogelurile sunt materiale formate din retele tridimensionale de polimeri reticulati, cu un continut ridicat de
apa (pana la 99.5%). Hidrogelurile prezinta proprietati excelente pentru utilizarea ca pansamente [14,24-291:
(1) absorb cantitati moderate de exudat (in functie de polimerul folosit in fabricatie) ; (2) permeabile pentru
gaze ; (3) aplicare si indepartare nedureroasa ; (4) moduleaza granulatia ; (5) moduleaza temperatura locala;
(6) mentin mediu umed ; (7) recomandate atat ranilor sdnatoase cat si celor complicate ce necesita debridare
autolitica ; (8) suport excelent pentru substante bioactive.

Reticularea polimerilor cu scopul de a forma hidrogeluri se poate face prin metode fizice, chimice sau hibride.
Tehnicile de reticulare influenteazd caracteristicile hidrogelului, de exemplu capacitatea de umflare sau
activitatea biologica [30,31].

SCOPUL SI OBIECTIVELE LUCRARII

Avand 1n vedere necesitatea tot mai mare de dispozitive medicale performante destinate vindecarii ranilor care
in acelasi timp sa fie accesibile si ugor de utilizat, scopul acestei lucriri a fost dezvoltarea unor membrane de
hidrogel cu aplicatii in tratamentul si monitorizarea ranilor, obtinute printr-un proces de productie cu un impact
negativ redus asupra mediului, usor de utilizat si accesibil.



Avand in vedere scopul studiului am urmarit urméatoarele obiective :

Realizarea unei retele polimerice sub forma de membrane de hidrogel cu proprietiti superioare prin
analiza influentei tipului de plastifiant si a raportului polimer/plastifiant si polimer sintetic/polimer
natural asupra proprietatilor fizico-chimice ;

Evaluarea influentei aditiei de colagen si acid hialuronic asupra proprietatilor fizico-chimice a
membranelor de hidrogel ;

Evaluarea capacitatii membranelor de hidrogel biohibride de incorporare si eliberare a substantelor
cu efect antibacterian ;

Evaluarea capacitatii de indicare a schimbaérii valorii pH-ului mediului prin metoda colorimetrica ;
Analiza efectului citoroxic a membranelor de hidrogel formate ;

Analiza efectului membranelor de hidrogel asupra migrarii celulare.

Lucrarea a fost structurata astfel

Partea generala — sase capitole ;
Partea originald — patru capitole.



REZULTATE ORIGINALE

CAPITOLUL 1. OBTINEREA UNOR MEMBRANE DE HIDROGEL
VERSATILE CU APLICATII iN VINDECAREA RANILOR

1.1. Studiu comparativ al influentei tipului si concentratiei de plastifiant asupra
comportamentului membranelor de hidrogel pe baza de alginat sau alcool polivinilic

1.1.1. Scop si obiective

In cadrul acestui capitol am avut ca scop identificarea agentului plastifiant optim pentru a fi utilizat in cadrul
studiilor noastre. Obiectivele acestei etape au presupus explorarea a doud variante de agent plastifiant in diferite
concentratii (glicerol si PEG 200) pentru a determina substanta optima pentru realizarea unor membrane de
hidrogel pe baza de alginat (Alg) sau alcool polivinilic (PVA) cu caracteristici potrivite aplicatiilor intentionate.
Ulterior, dupa identificarea agentului plastifiant cel mai potrivit, am analizat influenta raportului
polimer/plastifiant asupra proprietitilor fizico-chimice ale membranelor de hidrogel pentru selectarea
formuldrii ideale. Un alt obiectiv al acestui capitol a fost optimizarea metodelor alese de prelucrare a
polimerilor. Metoda aleasa pentru productia membranelor de hidrogel pe bazad de biopolimer a fost turnarea
solventului. Pentru obtinerea membranelor de hidrogel pe baza de polimer sintetic s-a folosit tehnica de inghet-
desghet. Caracterizarea extensiva a fost facutd asupra membranelor de hidrogel care au demonstrat cel putin
caracteristicile minime esentiale, necesare pentru a fi considerate potrivite In contextul aplicatiilor destinate
sustinerii proceselor de vindecare a ranilor.

1.1.2. Materiale si metode de obtinere
Toti reactivii utilizati au fost de puritate analitica si au fost utilizati fara purificare suplimentara. Clorura de
calciu (CaCl,, puritate >99%, SUA), glicerolul (Gli, anhidru, puritate >99%) si PEG 200 (Germania) au fost
procurate de la Sigma Aldrich. Alginatul de sodiu (Alg, Belgia) a fost procurat de la VWR Chemicals. Alcoolul
polivinilic (PVA, Mw = 89.000 — 98.000, 99% hidrolizat, SUA) a fost procurat de la Sigma Aldich.

Lichidul de rana simulat (LRS) utilizat in cadrul acestei lucréri a fost realizat in laborator [32].

Pentru obtinerea membranelor de hidrogel pe baza de alginat s-a folosit tehnica de turnare a solventului iar
pentru obsinerea membranelor de hidrogel pe baza de alcool polivinilic s-a folosit tehnica inghet-dezghet,
folosind reactivii in concentratiile mentionate.

1.1.5. Rezultate si Discutii
1.1.5.1. Influenta tipului si a concentratiei de plastifiant asupra obtinerii membranelor
de hidrogel

Initial, au fost analizate caracteristici precum grosimea si greutatea probelor pe baza de alginat si glicerol sau
PEG 200. Membranele de hidrogel pe bazad de alginat si glicerol au prezentat cele mai bune caracteristici
macroscopice.

Membranele de hidrogel pe baza de PVA si glicerol sau PEG 200 au fost de asemenea analizate preliminar. La
examinarea macroscopicad membranele de hidrogel pe baza de polimer sintetic si glicerol au prezentat cele mai
bune caracteristici.

1.1.5.2. Influenta raportului polimer/glicerol asupra proprietatilor
membranelor de hidrogel
In continuare au fost analizate extensiv membranele de hidrogel pe baza de alginat sau alcool polivinilic
formulate cu glicerol ca agent plastifiant deoarece acestea au prezentat cele mai potrivite proprietati in urma
analizei preliminare descrise mai sus.



- Valoarea pH-ului hidrogelurilor

Raportul dintre Alg si Gli nu a afectat semnificativ valoarea pH-ului membranelor de hidrogel, acesta fiind
intre 7.46 £0.17 si 7.59 +0.11. S-a observat faptul ca membranele de hidrogel pe bazi de alcool polivinilic si
glicerol au un pH intre 6.19 £0.04 si 6.34 +0.05.

- Continutul de apa

Membranele de hidrogel pe baza de alginat si glicerol au prezentat un continut de apa intre 4.52 + 1.78% si
7.36 +0.94%. Nu au existat diferente semnificative statistic Intre probele analizate in ceea ce priveste continutul
de apa (p > 0.05).

In cazul membranelor de hidrogel pe bazi de polimer sintetic si glicerol s-a observat un continut de apa cuprins
intre 3.63 +2.42% si 7.55 £ 0.27%. Nu au fost identificate diferente semnificativ statistic intre probele analizate
in ceea ce priveste continutul de apa.

- Gradul de umflare

Comportamentul la umflare in solutie apoasd a membranelor de hidrogel a fost investigat in lichid de rana
simulat (pH 8.3) la 37°C pentru evaluarea capacititii acestora de absorbtie a lichidelor. S-a observat influenta
compozitiei formularilor asupra gradului de umflare al probelor de membrane de hidrogel obtinute (Figura 1).
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Figura 1. Gradul de umflare al membranelor de hidrogel pe baza de alginat. Datele sunt prezentate sub

forma de medie +D.S. (n=3).

In urma analizei datelor (Figura 2) s-a observat faptul ci membranele de hidrogel pe baza de PVA si Gli au avut
o abilitate relativ limitatd de umflare, nedepdsind un maxim de 67.88 + 2.62% la 60 min de la inceperea
studiului pentru proba SP1 (pH 8.3) 1a 37°C. Absorbtia exudatului in exces de la nivelul ranii este un paramentru
important deoarece aceasta proprietate a membranelor de hidrogel previne macerarea, infectia si cronicizarea
plagii [33].
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Figura 2. Gradul de umflare al membranelor de hidrogel pe baza de PVA. Datele sunt prezentate sub forma de
medie £D.S. (n=3).

- Fractia de gel

Fractia de gel a membranelor de hidrogel pe baza de Alg si Gli a fost cuprinsa intre 36.71 + 4.07% si 48.74 +
1.32%. Analiza rezultatelor a ardtat diferente semnificative statistic in ceea ce priveste fractia de gel intre
probele analizate, in functie de compozitie.

In cazul membranelor de hidrogel pe bazi de PVA si Gli s-a putut observa faptul ca atit concentratia ridicata
de PVA cét si concentratia scizutd de Gli au dus la cresterea valorii fractiei de gel a probelor analizate. Astfel,
proba SP1, a prezentat o valoare a fractiei de gel de de 37.58 + 2.1%, fiind semnificativ mai mare comparativ
cu celalte probe (p < 0.001).

- Degradarea hidrolitica

Rezultatele testului de degradare au indicat faptul ca degradarea diferd in functie de timp si de proba (p <
0.001). Astfel, degradarea probelor a fost semnificativ mai mare la 20 h comparativ cu cea de la 4 h pentru toate
probele analizate (Figura 3).
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Figura 3. Degradarea hidroliticd a membranelor de hidrogel pe baza de alginat la 4 h si la 20 h. # diferit
semnificativ de BH5 si BH6 (p<0.05). Unde t diferit semnificativ de BH7, BHS si BH9 (p<0.0001), ¥ diferit
semnificativde BH7 (p<0.0001), ¢ diferit semnificativ de BH8 si BH9 (p<0.01), & diferd semnificativ de BH7
(p<0.01), e diferda semnificativ de BH8 si BH9 (p<0.05), @ difera semnificativ de BH7 (p<0.0001), $ difera
semnificativ de BH8 si BH9 (p<0.01). Datele sunt prezentate sub forma de medie +D.S. (n=3).

Rezultatele obtinute au indicat ca nivelul de degradare a membranelor de hidrogel pe baza de polimer sintetic
si glicerol nu prezinta diferente semnificative intre 4 si 20 h pentru toate probele analizate (p > 0.05), dupa cum
este reprezentat in Figura 4.
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Figura 4. Degradarea hidroliticd a membranelor de hidrogel pe baza de PVA. Unde **** diferit semnificativ
fata de toate probele (p<0.0001), 7 diferit semnificativ fatd de SP3 si SP5 (p<0.01), ¥ diferit semnificativ fata
de SP6 (p<0.0001), ¢ diferit semnificativ fatd de SP4 (p<0.05), & diferit semnificativ fata de SP5 (p<0.05), @
diferit semnificativ fatd de SP6 (p<0.01). Datele sunt prezentate sub forma de medie +D.S. (n=3).
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1.1.6. Concluzii

In cadrul acestei etape s-au obtinut si testat 18 formuliri pe bazi de alginat si cele dous tipuri de plastifiant
si 18 formuléri pe baza de alcool polivinilic si cele doua tipuri de plastifiant.

In urma analizei membranelor de hidrogel pe bazi de alginat si glicerol au fost identificate formularile cu cele
mai bune performante, si anume BP6 si BP9. Pe baza rezultatelor obtinute aceste formulari prezinta un pH
potrivit aplicatiilor topice, permit absorbtia exudatului in exces si indepirtarea ataumatici. In acelasi
timp s-a observat, in urma analizarii tuturor probelor pe baza de alcool polivinilic si glicerol, faptul ca probele
SP1 si SP4 au prezentat cele mai potrivite proprietati pentru utilizarea ca pansamente pentru tratamentul ranilor
dermo-epidermice. Aceste formulari prezinta un pH potrivit pentru aplicatiile topice si desi permit absorbtia
unei cantititi minime de exudat prezintd o stabilitate ridicata ceea ce indica posibilitatea utilizarii in zonele
cu stres mecanic ridicat.

1.2. Optimizarea stabilitatii si absorbtiei de exudat in cazul membranelor de hidrogel
hibride: studiu comparativ al influentei raportului biopolimer/polimer sintetic

1.2.1. Scop si obiective

Scopul acestui capitol a fost obtinerea unor membrane de hidrogel hibride, pe bazd de polimer sintetic si
polimer natural, ce prezinta proprietati sinergice si superioare comparativ cu cele formulate dintr-un singur tip
de polimer. Obiectivele acestui capitol au fost realizarea unor formulari pentru membranele de hidrogel hibride
pe baza rezultatelor obtinute anterior, stabilirea raportului ideal polimer sintetic/polimer natural, selectarea
membranelor de hidrogel hibride care prezintd o retea polimericd potrivitd pentru studiile viitoare. Un alt
obiectiv al acestui capitol a fost optimizarea metodei de obtinere, astfel incat sa permita reticularea lanturilor
polimerice printr-un procedeu cu impact negativ redus asupra mediului si cu un cost eficientd optim, usor de
transferat catre productia la scara larga [34]. Astfel, s-a propus utilizarea unei metode de reticulare in doi pasi
ce presupune in primul rind formarea de legaturi ionice Intre lanturile polimerice de alginat, datoritd prezentei
ionilor de calciu [35]. Ulterior, prin supunerea probelor la cicluri repetate de inghet-desghet se asigura formarea
de legaturi de hidrogen intre lanturile polimerice de alcool polivinilic [36].

1.2.2. Materiale si metode de obtinere
Toti reactivii utilizati au fost mentionati in capitolul 1.
Pentru productia membranelor de hidrogel hibride a fost utilizata o tehnica de reticulare in doi pasi —
initial turnarea solventului si ulterior cicluri de inghet-desghet.

1.2.4. Rezultate si Discutii
1.2.4.1. Influenta raportului PVA/alginat asupra proprietatilor fizico-chimice

- Evaluarea macroscopica si pH

La finalizarea procesului de reticulare in doi pasi descris anterior toate formuldrile s-au format sub forma de
membrane de hidrogel. Astfel, s-a confirmat faptul cd metoda de reticulare aleasd a fost potrivita iar reteaua
polimerica s-a format cu succes prin stabilirea de legaturi fizice (in special legdturi de hidrogen si legaturi
ionice) intre lanturile polimerice. Grosimea, greutatea si pH-ul probelor obtinute au fost considerate
satisfacatoare pentru aplicatiile intentionate.

- Continutul de apa
In urma analizei rezultatelor au fost evidentiate diferente semnificative intre probe 1n ceea ce priveste continutul
de apa (p <0.05).

- Gradul de umflare

Probele H1 si H2 au prezentat cea mai buna stabilitate si in acelasi timp un grad de umflare satisfacitor, indicand
faptul ca aceste probe sunt potrivite pentru tratamentul ranilor exudative. Se poate observa din Figura 5. faptul
ca proba H1 a prezentat cel mai dezirabil comportament, atingdnd un grad de umflare maxim la 6 h de la
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inceperea studiului, de 407.96 + 2.43%. Proba H2, desi a prezentat o stabilitate excelenta, a atins echilibrul de
umflare la 5 min de la inceperea studiului.
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Figura 5. Gradul de umflare al membranelor de hidrogel hibride. Datele sunt prezentate sub forma de medie
+D.S. (n=3).

- Fractia de gel

In urma realizarii testului pentru stabilirea fractiei de gel s-au observat diferente semnificative intre probe (p <
0.0001).

- Degradarea hidrolitica

Rezultatele testului de degradare hidrolitica au evidentiat o crestere semnificativd a degradarii pe masura
trecerii timpului pentru fiecare dintre probele analizate (p < 0.0001). Nivelul de degradare intregistrat la 20 h a
fost semnificativ mai ridicat comparativ cu nivelul inregistrat la 4 h pentru toate probele analizate (Figura 6).
De asemenea, rezultatele experimentului au aratat ca degradarea a fost diferita intre cele trei probe.
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Figura 6. Degradarea hidroliticd a membranelor de hidrogel hibride 1a 4 h si 1a 20 h. Unde *** p<0.001 gi ****
p<0.0001. Datele sunt prezentate sub forma de medie £D.S. (n=3).

1.2.5. Concluzii
In aceasti etapa s-au obtinut si analizat 3 formuliri pe bazi de PVA/alginat/glicerol. in urma analizei
membranelor de hidrogel hibride s-a constatat faptul cé acestea prezinta caracteristici potrivite pentru utilizarea
ca pansamente pentru tratamentul ranilor dermo-epidermice, in special probele H1 si H2.

1.3. Concluzii de etapa

In acest capitol a fost realizat un studiu extensiv al carui scop a fost obtinerea si caracterizarea fizico-chimica
unor noi membrane de hidrogel cu proprietiti superioare, versatile, obtinute printr-o metoda de reticulare
optimizata, cu impact redus asupra mediului, fara utilizarea unor substante cu potential efect toxic. Au fost
analizate 18 formuléri pe baza de alginat si PEG 200 sau glicerol, 18 formuléri pe bazd de PVA si PEG 200
sau glicerol si 3 formulari pe baza de PVA si alginat utilizand glicerol ca plastifiant. Dintre toate formularile
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realizate doar cele la care s-a utilizat glicerol ca plastifiant au fost considerate conforme pentru aplicatiile
propuse si au fost analizate extensiv.

In ceea ce priveste gradul de umflare, fractia de gel si degradarea hidrolitici, se pot observa diferente notabile
intre cele trei tipuri de formulari - pe baza de alginat si glicerol, alcool polivinilic si glicerol, si alcool polivinilic,
alginat si glicerol, conform Figurii 7. Pentru realizarea acestor grafice, au fost incluse probele considerate cele
mai performante din cadrul fiecdrui experiment al acestui capitol, pentru a reprezenta vizual sinergismul si
performanta membranelor de hidrogel hibride. Astfel, se poate observa cd membranele de hidrogel hibride
prezintd o stabilitate crescutd si un grad de umflare superior celorlalte probe, in special pentru proba HI1.
Aceasta formulare a dus la formarea unor membrane de hidrogel cu un grad maxim de umflare de 408 +2.3%

la 6 h, o fractie de gel de 54.31 + 1.7% si o ratd de degradare hidrolitica de 52.23 +2.27% la 4 h si 68.13 +
1.44% la 20 h.
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Figura 7. Evaluarea comparativd a membranelor de hidrogel cu cele mai performante caracteristici din cadrul
fiecdrei etape. (A) gradul de umflare, (B) fractia de gel si (C) degradarea hidrolitica (dH20, pH 7.4). Testul
indicelui de umflare afiseaza SD mare datorita ratelor variabile de dezintegrare a probelor de hidrogel in timpul
studiului. Rezultatele sunt prezentate ca medie + D.S. (n=3).

Pe baza rezultatelor experimentale obtinute in cadrul acestui capitol, consideram cd membranele de hidrogel
hibride, bazate pe alcool polivinilic, alginat si glicerol, sunt cele mai performante. In urma analizei rezultatelor,
probele H1 si H2 pot fi selectate ca fiind cele mai potrivite sisteme 1n care se vor incorpora ulterior substante
cu efect bioactiv, pentru realizarea de membrane de hidrogel biohibride cu aplicatii in sustinerea proceselor de
vindecare a ranilor. Aceste formulari au un pH potrivit aplicatiilor topice, permit absorbtia excesului de
exudat, sunt confortabile si permit indepartarea cu usurinta, fara traumatizarea tesutului nou format.

Rezultatele prezentate in acest capitol au fost publicate partial in revista articolul Exploring the Impact of
Alginate—PVA Ratio and the Addition of Bioactive Substances on the Performance of Hybrid Hydrogel
Membranes as Potential Wound Dressings, revista Gels, Volumul 8, Nr. 6, din 2023,
https://doi.org/10.3390/gels9060476. IF 4.6.
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CAPITOLUL 2. OBTINEREA UNOR MEMBRANE DE HIDROGEL
BIOHIBRIDE SI EVALUAREA IMPACTULUI CONCENTRATIEI
DE SUBSTANTE BIOACTIVE ASUPRA PROPRIETATILOR
FIZICO-CHIMICE SI A BIOCOMPATIBILIATII

2.1. Scop si obiective

Scopul acestui capitol a fost obtinerea unor membrane de hidrogel biohibride cu aplicatii in tratamentul ranilor
dermo-epidermice. Obiectivele principale au fost realizarea wunor formulari pe bazd de
PVA/alginat/glicerol/colagen/acid hialuronic pe baza rezultatelor obtinute anterior, testarea fizico-chimica,

pentru aplicatiile intentionate.

2.2. Materiale si metode de obtinere

Pentru obtinerea membranelor de hidrogel biohibride s-a utilizat tehnica de obtinere mentionatd in capitolul
anterior cu mentiunea ca la final, dupa amestecarea celor doua solutii polimerice, s-au adaugat cantitatile
necesare de colagen (COL) si acid hialuronic (HA), cu omogenizarea riguroasd a solutiei finale obtinute.

2.4. Rezultate si Discutii

2.4.1. Influenta concentratiei de colagen si acid hialuronic asupra proprietatilor fizico-
chimice ale membranelor de hidrogel biohibride

- Analiza macroscopica si pH
Evaluarea initiald a membranelor de hidrogel biohibride a aratat faptul ca includerea de COL si HA nu a dus la
modificari semnificative in ceea ce priveste aspectul, greutatea, gorsimea sau pH-ul acestora comparativ cu cel
al membranelor de hidrogel hibride.

- Continutul de apa
Incorporarea substantelor bioactive, respectiv COL si HA, a condus la o crestere semnificativa a continutului
de apa al membranelor de hidrogel biohibride (p<0.0001).

- Captarea vaporilor de apa
Toate probele au prezentat o abilitate excelentd de absorbtie a umiditatii, atingdnd niveluri satisfacatoare de
hidratare. Aditia de substante bioactive, COL si HA, a crescut semnificativ abilitatea membranelor de hidrogel
biohibride de captare a vaporilor de apa, in comparatie cu cea a membranelor de hidrogel hibride (p<0.0001).

- Gradul de umflare
Adaugarea de COL si HA a afectat comportamentul de umflare in mod diferit in functie de raportul PVA/Alg,
asa cum este ilustrat in Figura 8. Dintre toate formularile, proba cu cea mai micé concentratie de acid hialuronic,
BH1.20, a prezentat cel mai mare grad de umflare cu o valoare maxima la 6 h.
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Figura 8. Gradul de umflare al membranelor de hidrogel biohibride comparativ cu membranele de hidrogel
hibride. Datele sunt prezentate sub forma de medie +D.S. (n=3).

- Degradarea enzimatica
Pentru a intelege comportamentul degradarii membranelor de hidrogel biohibride in conditii asemanatoare cu
conditiile in vivo, am realizat un test de degradare cu diferite solutii apoase care contineau enzime precum
hialuronidaza (HAasa, 10 U/mL), colagenaza (COLasa, 10 U/mL) si un amestec a celor doua (HAasa +
COLasa, 10 U/mL fiecare), comparativ cu apa distilatd (dH20, pH 7.4) si lichid de rana simulat (LRS, pH 8.3).
Dupa cum era de asteptat, addugarea enzimelor a dus la o rata crescuta de degradare a probelor, desi cresterea
nu a fost marcanta, ci mai degraba discreta (Figura 9).
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Figura 9. Degradarea enzimatica a membranelor de hidrogel biohibride comparativ cu membranele de hidrogel
hibride. Datele sunt prezentate sub forma de medie +D.S. (n=3).

- Fractia de gel
Membranele de hidrogel biohibride au prezentat valori semnificativ mai mici pentru fractia de gel in comparatie
cu membranele de hidrogel hibride corespunzatoare (p<0.0001), asa cum era de asteptat din testele anterioare.
Rezultatele a aratat ca variatia concentratiei de HA nu a avut un impact semnificativ asupra continutului de gel
a probelor analizate, si presupunem cé aditia de COL poate fi principalul responsabil pentru acest efect.

- Viteza de transmitere a vaporilor de apa
Am evaluat viteza de transmisie a vaporilor de apa (VTVA) la 24 si 48 h folosind metoda gravimetrica, in timp
ce hartia de filtru a servit drept control (Figura 10). Acest parametru a aratat faptul cd membranele hidrogel
biohibride care contin compusi bioactivi au potentialul de a facilita schimbul de gaze intre patul ranii si
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atmosfera, in timp ce servesc ca barierd impotriva infiltrarii agentilor patogeni si previn deshidratarea [37].
Este demn de remarcat faptul ca, pentru pielea intacta si sdndtoasd, VT VA este in mod tipic in intervalul 200
300 g/m? h, in timp ce pentru pielea ranitd poate creste de zece ori sau chiar mai mult, in functie de grosimea
ranii [38,39].
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Figura 10. Viteza de transmitere a vaporilor de apa a membranelor de hidrogel biohibride. Unde **** p <
0.0001 si * p<0.05. Datele sunt prezentate sub forma de medie £D.S. (n=3).

- Morfologia de suprafata
Imaginile de microscopie electronicd de baleiaj (SEM) au relevat cd membranele de hidrogel biohibride
prezintd o suprafatd predominant neteda, la nivelul céareia sunt prezenti pori de dimensiuni variabile, care pot
fi observati si In sectiunea transversala.

- Analiza reologica

Analiza noastra a relevat ca, intr-un interval de umiditate de 30-40%, modulul lui Young al probei BH1.80 a
depasit pe cel al lui H1. Peste un continut de umiditate de 45% aceasta diferenta s-a diminuat, dar proba BH1.80
a mentinut Tn mod constant un modul de elasticitate mai mare. Alungirea la rupere a aratat ca proba H1 a avut
o performanta mai buna, dar, din nou, rezultatele noastre au aratat ca acest comportament depinde de nivelurile
de umiditate a probelor. Rezistenta la tractiune pentru proba BH1.80 a depasit pe cea a probei H1 la niveluri de
umiditate sub 45%. Cand continutul de umiditate a variat intre 45 si 55%, H1 a manifestat o rezistenta
superioara la tractiune. Dincolo de 55% umiditate, diferenta in rezistenta la tractiune intre cele doud probe a
devenit minima.

2.4.2. Evaluarea influentei concentratiei de colagen si acid hialuronic asupra
proprietatilor bioactive si a compatibilitatii celulare pentru membranele de hidrogel
biohibride

- Activitatea antiinflamatoare
S-a putut observa o crestere semnificativa a activitatii de inhibare a denaturarii proteinlor la aditia de COL si

HA (p<0.0001) dar si cd activitatea de inhibare a denaturarii proteinelor este influentatd semnificativ de
concentratia de HA, atat pentru probele din categoria H1 cét si pentru probele din categoria H2 (Figura 11).
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Figura 11. Abilitatea membranelor de hidrogel biohibride de a inhiba denaturarea proteinelor, comparativ cu
membranele de hidrogel hibride. Unde # diferit semnificativ de BH1.20, BH1.40, BH1.80 (p<0.0001), T diferit
semnificativ de BH2.20, BH2.40, BH2.80 (p<0.0001), ¥ diferit semnificativ de BH1.80 (p<0.01), ¢ diferit
semnificativ de BH1.80 (p<0.01), = diferd semnificativ de BH2.40 (p<0.01), e difera semnificativ de BH2.80
(p<0.0001). Datele sunt prezentate sub forma de medie +£D.S. (n=3).

- Adsorbtia de proteine

Conform constatarilor noastre experimentale (Figura 12.), suprafata membranelor de hidrogel biohibride a
prezentat o adsorbtie minima de proteind. Membranele de hidrogel cu o cantitate ridicatd de HA au prezentat
cel mai redus nivel de adsorbtie.
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Figura 12. Adsorbtia de proteine a membranelor de hidrogel biohibride, comparativ cu membranele de
hidrogel hibride. Datele sunt prezentate sub forma de medie £D.S. (n=3).

- Studiul citotoxicitatii — testul LDH
In studiul nostru, rezultatele obtinute din testul LDH au relevat ci prezenta colagenului si a acidului hialuronic
au avut efecte distincte asupra raspunsului fibroblastelor umane la membranele de hidrogel biohibride (Figura
13.). In mod specific, celulele tratate cu proba H1 au prezentat o eliberare mai micd de LDH in comparatie cu
celulele tratate cu proba H2. Introducerea compusilor bioactivi a dus la o scédere a eliberarii de LDH pentru
probele BH2.20, BH2.40 si BH2.80 in comparatie cu proba H2. in mod surprinzitor, introducerea agentilor
bioactivi a dus la o crestere a eliberarii de LDH pentru celulele tratate cu probele BH1.20, BH1.40 si BH1.80.
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Figura 13. Citotoxicitatea membranelor de hidrogel determinata prin testul LDH. Fibroblastele umane normale
au fost incubate cu probele mentionate. Eliberarea LDH a fost masuratd spectrofotometric in supernatantul
celular. Citirile au fost normalizate la fundal pentru fiecare proba si exprimate ca raport fatd de controlul de liza
normalizat. Rezultatele sunt prezentate ca medie + S.D. (n=3).

2.5. Concluzii de etapa

In cadrul acestui capitol au fost obtinute si caracterizare extensiv 6 noi membrane de hidrogel pe bazi de
alcool polivinilic/alginat/colagen/acid hialuronic folosind o metodd de obtinere cu impact negativ scazut
asupra mediului si cu un cost-eficienta ridicat. Metoda de reticulare in doi pasi, turnarea solventului si cicluri
de inghet-desghet, a dus la formarea unor membrane de hidrogel stabile, usor de manipulat, translucide si cu o
textura placuta.

Aditia de COL si HA a dus la o cresere a abilititii de inhibare a denaturirii proteinelor in cazul tuturor
probelor iar efectul este dependent de doza pentru acidul hialuronic. S-a observat de asemenea ca aditia de
substante bioactive, in anumite concentratii, duce la sciderea adsorbtiei proteinelor la suprafata
membranelor de hidrogel biohibride sugerdnd un impact pozitiv asupra biocompatibilitatii acestora.
Interesant, prezenta unei cantitati mai mari de alginat a dus la sciderea citotoxicitatii probelor. Introducerea
agentilor bioactivi a avut efecte diferite asupra eliberdrii LDH in timpul studiilor celulare. Celulele tratate cu
formulidri BH2 (o concentratie mai mare de PVA) au demonstrat o eliberare mai micd de LDH, indicand o
scadere a citotoxicitéitii. Pe de alta parte, celulele tratate cu formulari BH1 (o concentratie mai mare de alginat)
au prezentat o crestere a eliberarii LDH. Sunt necesare cercetéri suplimentare pentru a intelege in mod
cuprinzator mecanismele de baza pentru a imbunatati biocompatibilitatea.

Rezultatele prezentate in acest capitol au fost publicate 1n articolul Exploring the Impact of Alginate—PVA
Ratio and the Addition of Bioactive Substances on the Performance of Hybrid Hydrogel Membranes as
Potential Wound Dressings, revista Gels, Volumul 8, Nr. 6, din 2023, https://doi.org/10.3390/gels9060476.
IF 4.6.

CAPITOLUL 3. SISTEME PENTRU ELIBERAREA TOPICA A
AGENTILOR CU ACTIVITATE ANTIBACTERIANA:
DEZVOLTAREA SI EVALUAREA UNOR NOI MEMBRANE DE
HIDROGEL BIOHIBRIDE COMPLEXE

3.1. Scop si obiective

Scopul acestui capitol a fost dezvoltarea de noi membrane de hidrogel biohibride ca sisteme de eliberarea locala
a agentilor cu activitate antimicrobiand. Obiectivele acestui capitol au fost realizarea de membrane de hidrogel
biohibride, pe baza rezultatelor anterioare, care contin doud concentratii diferite de doxiciclina si realizarea de
membrane de hidrogel biohibride care sd contind nanoparticule de argint de dimensiuni diferite. Un alt obiectiv
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Obtinerea unor astfel de membrane de hidrogel ridicd unele provocidri, in special In ceea ce priveste
incorporarea cu succes a agentilor terapeutici, cu pastrarea efectului clinic. Un alt aspect, la fel de important,
este capacitatea acestor sisteme de a elibera eficient substantele Incorporate. Desigur, in special pentru
nanoparitculele de argint, este foarte important sa fie adresat potentialul citotoxic.

3.2. Materiale si metode de obtinere

Membranele de hidrogel biohibride imbunatatite cu agenti cu activitate antibacteriana au fost realizate conform
protocoloului in doi pasi descris, cu mentiunea ca dupa adaugarea si omogenizarea colagenului (COL) si a

acidului hialuronic (HA) au fost adaugate cantitatile necesare de doxiciclind (DOXI) si nanoparticule de argint
(npAg) necesare.

3.4. Rezultate si Discutii

3.4.1. Evaluarea proprietatilor fizico-chimice

- Evaluarea macroscopica si a pH-ului
Dupa finalizarea protocolului de reticulare, toate formularile s-au format in membrane hidrogel. Toate mostrele
au prezentat un aspect uniform si omogen. Culoarea membranelor hidrogel a variat in functie de compusul

integrat. Greutatea si grosime probelor a fost conforma. Analiza valorii pH-ului a ardtat faptul cé aditia de
DOXI in cantitate mare (5Smg/ml) acidifiaza probele.

- Gradul de umflare

Adaugarea atat a nanoparticulelor de argint (npAg), cat si a DOXI a influentat comportamentul de umflare al
membranelor hidrogel in comparatie cu proba de control (Figura 14).
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Figura 14. Gradul de umflare a membranelor de hidrogel. Datele sunt prezentate sub forma de medie +D.S.
(n=3).

- Captarea vaporilor de apa
In ceea ce priveste capacitatea de absorbtie a vaporilor de apa analiza rezultatelor a aratat ca exista diferente

semnificative intre probe (p < 0.0001). Includerea substantelor cu efect antimicrobian a influentat capacitatea
de captare a vaporilor de apa.

- Fractia de gel
Rezultatele au aratat o diferentd semnificativa in ceea ce priveste fractia de gel a probelor analizate (p < 0.0001).
Includerea diferitelor substante cu efect antimicrobian a influentat semnificativ fractia de gel a probelor.
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- Degradarea hidrolitica
Rata de degradare a membranelor de hidrogel a variat intre 60.29 + 1.38 si 68.46 + 1.66% la 4 h si intre 70.88
+ 1.07 si 77.10 = 0.86% la 20 h (Figura 15). Analiza rezultatelor a aratat ca ratele de degradare au diferit
semnificativ intre membranele hidrogel analizate (p < 0.0001). Degradarea a crescut semnificativ de la 4 h la
20 h in cazul tuturor probelor (p < 0.0001).
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Figura 15. Degradarea hidrolitica a membranelor de hidrogel. Datele sunt prezentate sub forma de medie +D.S.
(n=3), unde **** p <0.0001.

- Morfologia de suprafata
Microstructura membranelor de hidrogel a fost evaluatd folosind microscopia electronica de baleiaj (SEM).
Morfologia suprafetei membranelor de hidrogel a diferit intre formulari.

- Studii de reologie oscilatorie

Testele de baleiaj de frecventd efectuate asupra membranelor de hidrogel investigate au ardtat proprietati
puternic asemanatoare gelului, cu valori ale G’ mai mari decat cele ale G” cu cel putin un ordin de marime pe
intregul interval de frecventa operationala de la 0.25 la 100 Hz. Prezenta npAg de 100 nm a péarut sa intareasca
caracterul de gel (probele HM100-Ag) in comparatie cu prezenta npAg de 20 nm (probele HM20-Ag). O
cantitate mica de doxiciclina (0.3 mg/mL) a condus la formarea unor membrane de hidrogel (HMO0.3-Dox) cu
aceeasi rigiditate ca a membranelor de hidrogel de control (HM-C), in timp ce o cantitate mult mai mare de
doxiciclind (5 mg/mL) a dus la o rigiditate crescuta pentru gelurile finale (HM5-Dox) in comparatie cu atat
HMO0.3-Dox, cat si probele etalon (HM-C).

3.4.2. Explorarea efectului bioactiv: potentialul terapeutic, activitatea antimicrobiana
si biocompatibilitatea membranelor de hidrogel
3.4.2.1. Activitatea antiinflamatoare
S-a observat ca toate formuldrile de hidrogel au prezentat activitate antiinflamatorie, protejand proteina serica

bovind (BSA) de denaturare (Figura 16). Rezultatele au indicat diferente semnificative In ceea ce priveste
inhibarea denaturarii BSA intre probele analizate (p < 0.0001).
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Figura 16. Efectul de prevenire a denaturarii proteinelor al membranelor de hidrogel (antiinflamator). Unde *
p<0.05. Datele sunt prezentate sub forma de medie +D.S. (n=3).

3.4.2.2. Activitatea antioxidanta
Rezultatele au indicat o diferentd semnificativa in nivelurile de activitate antioxidanta intre probele analizate
(p <0.0001). Includerea de npAg de 20 nm a influentat pozitiv activitatea antioxidantd a membranelor hidrogel
in comparatie cu adaugarea de npAg de 100 nm. Similar, membranele hidrogel care contin o doza mai mare de

DOXI au prezentat o activitate antioxidantd mai mare in comparatie cu cele cu o doza mica de DOXI. (Figura
17).
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Figura 17. A. Activitatea antioxidantd a membranelor de hidrogel dupa incubare timp de 45 min la intuneric.
B. Reprezentarea vizuald a modificarilor de culoare dupa incubarea probelor in intuneric timp de 45 min.
Probele au fost analizate in trei exemplare, iar rezultatele din panoul A sunt prezentate ca medie + D.S. Unde
*HE%p<0.0001, ***p<0.001, **p<0.01 si *p<0.05.

3.4.2.3. Eliberarea cumulativa de doxiciclina
Datele din Figura 18 evidentiaza tendintele de eliberare a DOXI din hidrogeluri. Pentru hidrogelurile incarcate
cu DOXI 1n doze mici (proba HM0.3-Dox), s-a observat o eliberare semnificativa, de 90%, in primele 12 h la
pH 7.4 si o eliberare usor redusi, dar inca semnificativa, de 80% dupi aceeasi durata de timp la pH 8.3. In cazul
hidrogelurilor cu o concentratie mai mare de DOXI (proba HM5-Dox), s-a observat o eliberare rapida, de 90%,

realizata in primele 6 h la pH 7.4. In plus, proba HM5-Dox a prezentat o eliberare maxima de 80% la 12 h, la
pH 8.3.
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Figura 18. Eliberarea cumulativa de doxiciclina in timp. Datele sunt prezentate sub forma de medie (n=3).

3.4.2.4. Cinetica de eliberare a doxiciclinei
Datele de eliberare analizate pe baza modelului cinetic Korsmeyer Peppas a oferit cei mai 1nalti coeficienti de
corelatie, indicand faptul cd amestecul de polimeri (PVA si alginat) este potrivit pentru formularea unei
membrane de hidrogel care poate fi utilizata ca sistem de livrare a medicamentelor. Pentru ambele probe,
valoarea lui 7 indicd un proces de dizolvare non-Fickininan guvernat de un mecanism de difuzie anormal sau
difuzie cuplata cu eroziune.
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3.4.2.5. Studiul activitatii antibacteriene prin metoda disc-difuzimetrica
Testarea activitatii antibacteriene pe sapte tulpini microbiene selectate ca fiind cele mai relevante in contextul
acestui studiu au aratat cd mambranele de hidrogel care contin doxiciclind prezinta o activtate antibacteriand
excelentd, zonele de inhibitie (Figura 19) fiind clare si de dimensiuni conform celor descrise in ghidul CLSI.

Bacterii Gram (+) Bacterii Gram (-)

_ qenm®

Figura 19. Zonele de inhibitie pentru tulpinile bacteriene selectate (duplicat).

3.4.2.6. Adsorbtia de proteine
Conform rezultatelor noastre, toate probele de hidrogel au prezentat o adsorbtie redusa a proteinelor la suprafata
(Figura 20.). Cu toate acestea, proba HM-C a prezentat cea mai mica capacitate de adsorbtie in comparatie cu
restul probelor. Comportamentul diferit s-a datorat cel mai probabil prezentei grupurilor ionizate polare de
DOXI din reteaua hidrogelului, care a permis o adsorbtie mai mare a BSA pe suprafata hidrogelurilor prin
interactiuni electrostatice.
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Figura 20. Adsorbtia de proteine la suprafata membranelor de hidrogel. Datele sunt prezentate sub forma de
medie £D.S. (n=3).

23



3.4.2.7. Studiu de proliferare celulara — testul MTS
Proba HMS5-Dox a demonstrat citotoxicitate, prezentdnd o viabilitate celulara de mai putin de 20% 1in
comparatie cu celulele netratate. In schimb, probele HM100-Ag, HM0.3-Dox si HM-C au fost necitotoxice, cu
o viabilitate celulara de peste 80%, in timp ce viabilitatea celulara in cazul probei HM20-Ag a fost putin sub
80% (78%). In studiul nostru, proba HMO0.3-Dox a aritat o biocompatibilitate excelenta, in timp ce introducerea
unei concentratii mai mari de DOXI (proba HM5-Dox) a avut un impact profund asupra proliferarii celulare
(Figura 21.).
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Figura 21. Studiul proliferarii celulare. Rezultatele sunt prezentate ca % fatd de control. S-au lucrat doua
experimente in triplicat. Sunt prezentate rezultatele sub forma de medie +D.S. (n=3, x2).

3.4.2.8. Evaluarea migrarii celulare — ,, scratch-wound assay,,

Migrarea celulara, evaluata prin testul de zgariere (scratch-wound assay) (Figura 4.22.), a aratat ca proba HM-
C s-a comportat similar cu grupul de control, iar spatiul liber de celule s-a inchis dupa 24 h de tratament.
Diferenta in suprafata acoperitd intre control si probele HM20-Ag, HM100-Ag si HMO0.3-Dox nu a atins
semnificatie statistica (Figura 4.23.). Cu toate acestea, testul de zgariere a aratat o crestere a suprafetei acoperite
la 24 h pentru celulele tratate cu aceste probe. Deoarece celulele tratate cu proba HMS5-Dox s-au desprins in
loc sa prolifereze si sa migreze (cum este vizibil in Figura 22.), suprafata totald acoperita a fost negativa si a
fost exclusa din analiza.

HM20-Ag ) 7 HMS5-Dox
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Figura 22. Testul ’scratch-wound assay”. Fibroblaste umane HS27 au fost crescute pana la confluenta in 96 de
godeuri, s-a practicat o zgarietura in fiecare godeu (T 0, imagini de sus) si s-au tratat cu probe de hidrogel timp
de 24 h (T 24, imagini de jos), in triplicat. Panoul A. Detalii privind acoperirea zonei dupa 24 h de tratament
(Evos XL, contrast de faza, 10x, scala 400 pm). Panoul B. Analiza acoperirii zonei a fost efectuata pe intreaga
suprafatd pentru fiecare godeu, imaginile fiind capturate prin scanare si compunerea a 20 de campuri/godeu.
Imaginea compozitd a fost adnotata si masuratd in programul ImagelJ. Imaginile fara marcaje (control T24 si
HM-C 24) au acoperit complet zona liberd de celule (Evos FL, scala 2 mm).
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Figura 23. Migrarea celulara. Datele sunt prezentate sub forma de medie +D.S. (n=3).

3.5. Concluzii de etapa

In cadrul acestui capitol au fost obtinute si analizate extensiv 4 noi membrane de hidrogel pe bazi de
PVA/alginat/colagen/acid hialuronic si doud conentratii de doxiciclind (0.3 mg/mL sau 5 mg/mL) sau
nanoparticule de argint de dimensiuni diferite (20 sau 100 nm). Dintre toate probele analizate, proba HMO0.3-
Dox ofera un echilibru ideal intre proprietétile fizico-chimice si biocompatibilitate.

Rezultatele acestui capitol au fost publicate in articolul Formulation and Comprehensive Evaluation of
Biohybrid Hydrogel Membranes Containing Doxycycline or Silver Nanoparticles, revista Pharmaceutics,
Volumul 15, Nr 12, 2023, https://doi.org/10.3390/pharmaceutics15122696. IF 5.4.

CAPITOLUL 4. DEZVOLTAREA UNOR NOI MEMBRANE DE
HIDROGEL CU APLICATII IN MONITORIZAREA VINDECARII
RANILOR iN TIMP REAL

4.1. Scop si obiective

Acest capitol are ca scop dezvoltarea de membrane de hidrogel hibride cu aplicatii in monitorizarea pH-ului
ranilor dermo-epidermice. Obiectivele acestui capitol sunt Incorporarea cu succes a diferiti indicatori de pH in
membranele de hidrogel hibride, studiul influentei indicatorilor de pH asupra proprietatilor fizico-chimice,
demonstrarea abilititii de indicare a schimbarii valorii pH-ului dar si studiul viabilitatii celulare pe culturi
celulare tratate cu aceste membrane de hidrogel. Studiile de viabilitate celulara sunt esentiale in cazul unor
materiale care intrd in contact cu tegumentul lezat, biocompatibilitatea fiind un aspect foarte important. Pentru
aceasta s-au utilizat patru indicatori de pH, dintre care doi sintetici (fenolftaleina si albastru de bromtimol) si
doi naturali (extract de curcumind si extract de varza rosie). Un alt obiectiv important a fost identificarea
indicatorului de pH care, Incorporat in membranele de hidrogel, sd permita indicarea vizuald a schimbarii
valorii pH-ului mediului la o valoarea optima pentru aplicatii in monitorizarea ranilor si care in acelasi timp sa
prezinte un impact negativ redus asupra viabilitatii celulare.
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4.2. Materiale si metode de obtinere

Materialele utilizate au fost descrise 1n capitolele anterioare cu mentiunea cé s-au utilizat si indicatorii de pH
necesari.

Pentru realizarea membranelor de hidrogel care contin indicatori de pH s-a folosit metoda de obtinere descrisa
anterior, cu addugarea i omogenizarea indicatorilor de pH la final.

4.4. Rezultate si Discutii

4.4.1. Influenta aditiei de indicatori de pH asupra proprietatilor membranelor de
hidrogel cu aplicatii Tn monitorizarea vindecarii ranilor

- Analiza caracterelor macroscopice si a pH-ului
La finalizarea procesului de reticulare in doi pasi toate formularile s-au format sub formd de membrana de
hidrogel. Acestea au prezentat suprafatd netedd si omogenitate, miros caracteristic componentelor si o culoare
specificd datd de prezenta indicatorului de pH. Greutatea, grosimea si pH-ul probelor analizate au fost
conforme.

- Continutul de apa
Continutul de apa al probelor a variat intre 75.11 £ 1.8 si 78.73 + 1.23%. Analiza statistica a rezultatelor nu a
evidentiat diferente semnificative intre probele analizate.

- Captarea vaporilor de apa
Capacitatea de captare a vaporilor de apa a fost cuprinsa intre 62.4 + 1.28 si 66.08 = 0.8%. Analiza rezultatelor
obtinute nu a evidentiat diferente semnificative intre probele analizate.

- Gradul de umflare
Proba BTB a prezentat cel mai performant grad de umflare, cu o valoare maxima de 80.2 + 16.7% la 24 h. De
remarcat faptul cd aceastd proba a prezentat si cel mai scazut continut de apa dintre toate probele analizate
(Figura 24).
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Figura 24. Gradul de umflare a probelor analizate. Datele sunt prezentate sub forma de medie +D.S. (n=3).

- Degradarea hidrolitica
Pentru toate probele analizate s-a putut observa ca existd o diferenta semnificativa a degradarii intre 4 h si 20
h (p<0.0001). Astfel, nivelul de degradare este semnificativ mai mare la 20 h comparativ cu nivelul de
degradare de la 4 h (Figura 25).
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Figura 25. Degradarea hidrolitica a probelor analizate. Datele sunt prezentate sub forma de medie £D.S. (n=3).
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- Fractia de gel

Fractia de gel a probelor analizate a variat intre 30.18 £+ 1.4 si 37.36 + 1.14%. Proba BTB a prezentat cea mai
performantd fractie de gel dintre toate probele analizate.

4.4.2. Abilitatea de indicare a schimbarii valorii pH-ului mediului
Pentru a confirma abilitatea de indicare a schimbadrii culorii in functie de valoarea pH-ului mediului
membranele de hidrogel taiate sub forma de cerc cu diametrul de 2 cm au fost imersate in lichid de rana simulat
cu diferite valori ale pH-ului si au fost lasate timp de 3 h. Dupa cum se poate vedea in Figura 26 toate probele
au prezentat schimbarea culorii la diferite valori ale pH-ului, conform indicatorului utilizat.
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Figura 26. Reprezentare vizuald cu schimbarea culorii membranelor de hidrogel dupa imersarea in lichid de
rand simulat cu diferite valori ale pH-ului. Cercul indica proba care a prezentat cea mai vizibild schimbare a
culorii si implicit valoarea pH-ului la care s-a observat aceasta schimbare.

4.4.3. Explorarea potentialului terapuetic al membranelor de hidrogel cu aplicatii in
monitorizarea vindecarii ranilor
- Activitatea antiinflamatoare

Dintre toate probele analizate BTB a prezentat cea mai bund abilitate de inhibare a denaturirii proteinelor, de
34.01 £ 1.2% (Figura 27).
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Figura 27. Activitatea antiinflamatoare a probelor analizate. Datele sunt prezentate sub forma de medie +D.S.
(n=3).

- Activitatea antioxidanta
Activitatea antioxidantd a fost evaluata cu ajutorul DPPH. Dintre toate probele analizate EVR a prezentat cea
mai buni activitate antioxidanta, de 92.7 £ 2.7% (Figura 28).
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Figura 28. Activitatea antioxidanta a probelor analizate. Datele sunt prezentate sub forma de medie +D.S. (n=3).

Activitate antioxidanta (%)

4.4 .4. Analiza viabilitatii celulare - live/dead assay: selectarea membranelor de

hidrogel performante cu aplicatii in monitorizarea vindecarii ranilor
Analiza viabilitatii celulare a fost realizata cu ajutorul testului “live/dead assay” ce presupune utilizarea unor
coloranti fluorescenti ce coloreaza celulele viabile cu verde iar celulele neviabile cu rosu [40]. Dintre toate
probele analizate, doar pentru probele BTB si CRC au fost observate celule viabile, cu morfologie tipica de
fibroblast (Figura 29). In cazul probei FLF desi s-au observat celule vii, morfologia nu a fost la fel de buna ca
in cazul celorlalte probe (Figura 29). Celulele tratate cu proba EVR au prezentat cea mai slaba viabilitate. In
literatura sunt raportate rezultate similare pentru pansamente care contin BTB ca indicator de pH [41].

28



Figura 29. Viabilitatea fibroblastelor din cadrul testului ”live/dead assay”. Celulele viabile sunt colorate in
verde. Maginificare 10 x. Scald 400 um.

4.5. Concluzii de etapa

In aceasti etapa au fost realizate 4 noi membrane de hidrogel ce contin substante naturale (extract de
curcumina si varza rosie) sau sintetice (fenolftaleind gi albastru de bromtimol) capabile s indice colorimetric
schimbarea valorii pH-ului mediului in timp real. Schimbarea culorii poate fi observatd vizual, la lumina
naturald sau la lumina artificiala de intensitate corespunzatoare, fara sa fie necesare echipamente auxiliare si
cu o instruire minima a personalului medical sau a pacientilor.

Studiile de viabilitate celulari au aritat ci probele BTB si CRC au cele mai bune performante. In cazul probei
FLF desi au fost prezente celule vii morfologia acestora nu a fost tipicad pentru fibroblaste. Celulele tratate cu
proba EVR au prezentat cea mai slaba viabilitate.

CONCLUZII GENERALE

Contributiile originale au fost structurate in patru capitole din care se pot formula urmétoarele concluzii
generale:

I.  Incadrul acestei lucriri au fost obtinute si analizate peste 50 de membrane de hidrogel cu aplicatii in
sustinerea proceselor de vindecare, tratamentul si monitorizarea ranilor dermo-epidermice;

II.  Au fost studiati doi agenti plastifianti, glicerol si PEG 200. Glicerolul este cel mai potrivit agent
plastifiant pentru metoda de reticulare in doi pasi utilizatd in cadrul acestei lucrari si contribuie la
formarea unor membrane de hidrogel cu o textura ideald pentru tratamentul ranilor dermo-epidermice
spre deosebire de PEG 200;

II.  Utilizarea glicerolului ca plastifiant duce la formarea de membrane de hidrogel flexibile, care se
adapteaza formelor corpului si care oferd o senzatie tactila placuta;

IV.  Membranele de hidrogel pe baza de alginat si glicerol prezinta caracteristici potrivite pentru utilizarea
ca pansamente insd au o rezistentd mecanica slaba;

V.  Membranele de hidrogel pe baza de alcool polivinilic si glicerol prezinta o rezistentd mecanica foarte
buna insd au o capacitate scazuta de umflare ceea ce sugereaza ca nu pot absorbi excesul de exudat;

VI.  Cresterea concentratiei de glicerol duce la scaderea rezistentei mecanice a membranelor de hidrogel pe
baza de alginat sau alcool polivinilic;
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XL
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XIII.
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XVIIL.

XVIIIL

XIX.

XX.

XXI.

XXII.

XXIII.

XXIV.

XXV.

pH-ul tuturor membranelor de hidrogel obtinute este potrivit aplicatiilor topice;

Membranele de hidrogel hibride, pe baza de alginat, alcool polivinilic si glicerol prezintd proprietati
sinergice si superioare celor formulate cu un singur polimer;

Membranele de hidrogel hibride au un grad de umflare superior ceea ce permite absorbtia exudatului
in exces 1nsa 1n acelasi timp au o ratd de degradare optima care sa permita indepatrarea atraumatica
a pansamentului si incorporarea de substante bioactive pentru a fi livrate local;

Adaugarea de substante bioactive, in special colagen (COL) si acid hialuronic (HA), a avut o influenta
semnificativa asupra continutului de umiditate, fractiei de gel, gradului de umflare sau a aspectului
morfologic a membranelor de hidrogel biohibride in comparatie cu membranele de hidrogel hibride;

Influenta prezentei acidului hialuronic asupra proprietatilor membranelor de hidrogel biohibride este
dependenta de doza;

Degradarea enzimaticd a membranelor de hidrogel biohibride nu a fost diferitd comparativ cu cea a
membranelor de hidrogel hibride ceea ce sugereaza ca acestea pot elibera substante terapuetice intr-
o maniera eficienta, neinfluentati de mediul local;

Permeabilitatea la vaporii de apa a membranelor de hidrogel biohibride a fost in limitele raportate in
literatura si a ramas stabila pe parcursul a 48 h;

Analiza caracteristicilor reologice a relevat cd, desi membranele de hidrogel biohibride poseda
proprietati mecanice adecvate pentru a fi utilizate ca pansamente, In anumite situatii se poate
impune necesitatea unui suport aditional;

Aditia de colagen si acid hialuronic a dus la o cresere a abilitatii de inhibare a denaturarii proteinelor
(efect antiinflamator) in cazul tuturor probelor;

Adaugarea unei concentratii ridicate de acid hialuronic duce la scaderea adsorbtiei de proteine la
suprafata membranelor de hidrogel biohibride ceea ce indicd o crestere a biocompatibilitatii;

O concentratie ridicatd de alginat duce la scaderea efectului citotoxic al membranelor de hidrogel
hibride;

Pentru probele cu o cantitate mai mare de alcool polivinilic aditia de colagen si acid hialuronic duce la
sciderea citotoxicitatii;

Pentru probele cu o cantitate mai mare de alginat aditia de colagen si acid hialuronic duce la cresterea
efectului citotoxic;

Aditia unei concentratii ridicate de doxiciclind (5 mg/mL) duce la sciderea capacitatii de absorbtie
a lichidelor a membranelor de hidrogel biohibride;

Valoarea pH-ului mediului de eliberare a prezentat o influentd minima asupra eliberarii cumulate
de doxiciclina in 24 h;

Profilul de eliberare a fost afectat mai mult de concentratia de doxiciclind, care a exercitat si o influenta
substantiala asupra proprietatilor fizico-chimice ale membranelor de hidrogel;

Incorporarea npAg 100 nm a dus la formarea unui hidrogel considerabil mai rigid in comparatie cu
introducerea de npAg 20 nm;

Doxiciclina in doza de 5 mg/mL a dus la cresterea rigiditatii membranelor de hidrogel biohibride in
comparatie cu dozele mai mici de doxiciclina (0.3 mg/mL);

Membranele de hidrogel care contin doxiciclind in doza mare au demonstrat proprietiti antioxidante
si antiinflamatorii superioare in comparatie cu toate celelalte probe;
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XXXV.
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Doxiciclina a oferit proprietati antibacteriene excelente membranelor de hidrogel biohibride pentru
toate cele sapte tulpini testate;

Dimensiunea zonelor de inhibitie din cadrul testelor de evaluare a activitatii antibacteriene a fost mai
mare in cazul probelor cu o doza mai mare de doxiciclina;

Membranele de hidrogel care incorporeazd npAg 100 nm sau doxiciclind in doza de 0.3 mg/mL au
demonstrat o biocompatibilitate exceptionald, dand rezultate bune in ceea ce priveste proliferarea si
migrarea celulelor;

Membranele de hidrogel hibride care incorporeaza substante care indicd vizual, colorimetric,
schimbarea vaolrii pH-ului mediului s-au format cu succes si sunt omogene, cu textura ideald pentru
utilizarea ca pansamente;

Interactiunea dintre reteaua polimerica si indicatorul de pH utilizat este prezenta si nu poate fi neglijata
deoarece influenteaza valoarea pH-ului la care se obtine virarea culorii;

Toate membranele de hidrogel isi schimba culoarea la valori ale pH-ului de peste 7.5 ceea ce le
face utile pentru monitorizarea vindecarii ranilor;

Membranele de hidrogel hibride care contin albastru de bromtimol si extract de varza rosie se remarca
prin faptul cd reusesc sa prezinte virarea culorii exact la valoarea pH-ului de 7.5 ceea ce sugereaza ca
acestea pot sa fie deosebit de utile 1n indicarea precoce a perturbarilor metabolice locale;

Membranele de hidrogel hibride care contin albastru de bromtimol prezinta un continut mai redus de
apa, o captare redusd a vaporilor de apé dar are performante superioare in ceea ce priveste gradul de
umflare, fractia de gel si activitatea antiinflamatoare comparativ cu celelalte probe;

Dintre toate probele analizate cele care contin extract de varza rosie au prezentat cea mai buna
activitate antioxidanta;

Studiile de viabilitate celulara au aratat ca probele care contin albastru de bromtimol si extract de
curcumind au cele mai bune performante;

In cazul membranelor de hidrogel hibride care contin fenolftealeind desi au fost prezente celule vii
morfologia acestora nu a fost tipica pentru fibroblaste;

Celulele tratate cu membrane de hidrogel hibride care contin extract de varza rosie au prezentat cea
mai slabd viabilitate.

In cadrul acestei lucrari au fost formulate, obtinute si analizate cu succes 50 de membrane de hidrogel care
incorporeazad compusi bioactivi, cu activitate antibacteriana sau substante care indica schimbarea valorii pH-
ului. Studiile realizate reprezintd o contributie importantd in domeniul dispozitivelor medicale destinate
tratamentului si monitorizarii proceselor de vindecare ale ranilor dermo-epidermice si demonstreaza eficienta
unor metode de obtinere accesibile si cu impact negativ redus asupra mediului.

Pe baza rezultatelor obtinute in cadrul acestei lucrari se pot identifica directii viitoare de cercetare:

Optimizarea formularilor cu cresterea proprietatilor mecanice pentru a putea fi utilizate si in zonele
anatomice supuse unui stres mecanic ridicat;

Testarea utilizarii unui suport pe care membranele de hidrogel sa fie fixate pentru o aplicare mai usoara
care sd nu necesite utilizarea unui bandaj;

Testarea riguroasd a caracterelor fizico-chimice prin metode ca difractie de raze X (XDR) sau
calorimetrie cu scanare diferentiala (DSC);

Analize suplimentare avansate atat preclinice cat si clinice pentru a evalua eficacitatea terapeutica in
vitro si in vivo.
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