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Abstract

The mechanical performances as bearing surface (high resistance to shocks, friction
and very low wear) of the articular cartilage are due to both: (1) organization of its structure
from the macro to the nano level, (2) chemical species composing the extracellular matrix
that imposes its highly hydrophilic character. However, many diseases affect the articular
cartilage leading to articular cartilage wear. In these conditions, the articular cartilage shows
its greatest shortcoming: its inability to self-repair. Attempts to repair in both natural and
surgical ways currently allow the regeneration of fibrous tissue with less resistance to shocks
and wear compared to the native articular cartilage. That is why current research is moving to
stimulate the repair of articular cartilage by developing tissue engineering techniques. The
goal of tissue engineering for articular cartilage is to obtain a material that is equivalent to the
healthy articular cartilage, both structurally and functionally, using cells and / or different
"biomaterials™ in vitro. For the work described in this thesis we chose HEMA (hydroxyethyl
methacrylate) type polymeric materials because of their structure similarities with articular
cartilage. However one of the disadvantages is the low hydrophilic character of HEMA
hydrogels(~21%) compared to the articular cartilage (~70%).

In this context, this thesis aims to develop new polymers of p (HEMA) that reproduce
the structure, the mechanical properties and the physico-chemical properties of healthy
cartilage in order to apply them in tissue engineering of articular cartilage.

To do so, new biomaterials - hydrogels p (HEMA) were obtained by controlling the
hydrophilic nature of hydrogels p (HEMA) in their chemical synthesis in the presence of
various co-monomers. Then, these new hydrogels were characterized from the point of view
of their physico-chemical, mechanical and tribological properties in order to select the
hydrogels with properties closest to the articular cartilage. For the hydrogels that were
selected the controlled release of medications that minimize inflammatory during their use in
tissue engineering to replace articular cartilage was verified.

Thus, this work has been performed in three main stages: (1) Obtaining new
types of HEMA hydrogels with controlled hydrophilicity, (2) Selecting the hydrogels that
show physico-chemical and mechanical properties similar to articular cartilage, (3)
Verification of controlled release properties of anti- inflammatory drugs in order to increase

their chances of being used in tissue engineering of articular cartilage.
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In the first stage novel p (HEMA) hydrogels were obtained by controlling the
hydrophilic character by using different co-monomer hydrophilicity Box (acrylic acid - AA,
acrylamide - AAM) or hydrophobic (ethyl acrylate - AE, butyl acrylate - AB) in the presence
of a bi-functional monomer with the role of crosslinker: tetraethylenglycol diacrylate
(TEGDA). The optimization of the synthesis of these biomaterials was performed using a
simple protocol requiring reduced cost and curing time (24 hours). The novel p (HEMA)
hydrogels thus obtained were characterized from the point of view of their chemical, thermal
stability, structure, surface energy.

In the second stage of this work a selection of new hydrogels obtained in the previous
step has been made to get as close as possible to the physicochemical and mechanical
properties of articular cartilage. This selection was carried out using physico-chemical,
mechanical and tribological properties that helped control the hydrophilicity, compressive
strength, tribological properties (friction coefficient).

The third stage of this work was to explore the controlled release properties of anti-
inflammatory drugs through the hydrogel selected as having properties similar to articular
cartilage, to verify their chance to resist implant procedure. The controlled release of active
(anti-inflammatory drugs: ibuprofen and ketoprofen) was tested for hydrogels based on
HEMA and AA that were subjected to tests for loading and release of these active
ingredients. These active ingredients reduce the risk of inflamation due to the implantation of
a biomaterial. In addition they are often used in the treatment of cartilage diseases, but their
effectiveness is limited due to systemic administration (oral or blood) which generates an
early drug metabolism and a reduction in the time of action (the half life of the drug is
approximately 2 hours), yet these drugs can not be administered in patients that suffer from
diseases of liver, kidney or gastrointestinal tract. Consequently this study aims to test the

inclusion and release of active principles through the implanted hydrogels.
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Contexte:

Cette these a été effectuée dans le cadre d’une co-tutelle entre le laboratoire de Chimie
Macromoléculaires de 1’Université Technique de Iasi, Roumanie et le Laboratoire de
Meécanique de Contacts et des Structures de I’Institut National des Science Appliquées de
Lyon, France. Cette thése a bénéficié d’un financement d’une année de 1’Ambassade de

France en Roumanie ce qui a permis le début de la collaboration entre les deux laboratoires.
Conformément a I’accorde de co-tutelle le manuscrit de cette these comporte :

1) un résumé étendu en francais de 48 pages

2) le manuscrit complet rédigé en roumain — 175 pages,
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INTRODUCTION

Les maladies ostéoarticulaires représentent environ 10% de 1’ensemble des
pathologies identifiées en France chaque année [Bulletin d’information en économie de la
santé 111(2006)]. Ces maladies inflammatoires et dégénératives des articulations sont la
plupart consécutives au vieillissement ou a un traumatisme et évoluent vers 1’usure des
cartilages, ce qui se traduit par un handicap sévere, de plus que aucun traitement actuel ne
permet pas la réparation totale du tissu cartilagineux.

Pour cela que la recherche médicale développe des techniques d’ingénierie tissulaire,
par lesquelles est possible de reconstruire la structure vivante du cartilage articulaire. Ces
techniques utilisent des substrats polymériques et des cellules souches, qui sont contraintes de
maniére biochimique a se développer dans un tissu cartilagineux. Mais, malgré leur
avancement, ces techniques ne peuvent pas étre utilisées a 1’échelle d’une articulation
compléte. Il est en effet impossible de reproduire ex vivo a grande échelle la structure du
cartilage articulaire : celle-ci est générée in vivo sous ’action de contraintes mécaniques, mal
connues, et qui ne sont donc pas actuellement reproductibles ex-vivo dans des cultures
cellulaires.

Dans ce contexte, les travaux de cette these visent a développer des matériaux
polymeres capables d’étre implantée a 1’échelle macroscopique dans [D’articulation
pathologique afin de combler I’usure des cartilages articulaires.

Actuellement, les matériaux polymeéres jouent un role important dans toutes les
sphéres de l'activité humaine, en prenant part de plus en plus a la vie gquotidienne. Parmi
ceux-ci, les biomatériaux polymeres sont de grande actualité étant donné la diversité des
besoins médicaux et pharmaceutiques. La principale préoccupation concernant ces
biomatériaux est d'améliorer leurs qualité pour arriver a avoir (1) le minimum d’intervention
chirurgicale, (2) une grande biocompatibilité, (3) une résistance mécanique comparable aux
tissus destinés a substituer, et (4) d’éviter les réactions inflammatoire a I’implantation par des
systemes de libération contrdlé des principes actifs anti-inflammatoire.

Bien qu'il soit disponible un grand nombre de matériaux polymériques, leur
biocompatibilité et leur propriétés mécaniques limitent le nombre réel de polymeéres qui
peuvent étre utilisés dans le domaine médical. Ainsi afin d’obtenir des biomatériaux bien
efficaces les matériaux polymeéres doivent répondre aux criteres précis relatifs a leurs

propriétés physicochimiques et mécaniques. Ces criteres vise a controler des parametres
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d'intérét biomedicaux comme: la géometrie de I’implant, le degré de gonflement a I'équilibre,
I'nomogeénéité du matériaux, les propriétés de résistance mécanique (module d’Young,
comportement viscoélastique ...) et les propriétés liées a libération contrdlée de principes
actifs. En outre, ces biomatériaux doivent étre stérilises sans altérer leurs propriétés et sans
agents de stérilisation permanente. De plus, ils ne doivent pas induire des réactions
inflammatoires quand ils entrent en contact avec des tissus naturels et ils ne doivent pas étre
dégradés dans les liquides biologiques sous actions enzymatiques naturelles.

Jusqu'a présent, une variété de matériaux (naturels ou synthétiques) ont été étudiés en
tant que produits potentiels pour 1’ingénierie tissulaire du cartilage articulaire. Les matériaux
naturels peuvent souvent interagir avec les cellules en facilitant 1’intégration du substitut,
mais ont également un certain nombre d'inconvénients liés a la réponse immunitaire et de
mauvaises propriétés mécaniques a celles du cartilage articulaire. C’est pour cela qu’on s’est
intéressé aux matériaux synthétiques comme candidats pour I'ingénierie tissulaire du cartilage
articulaire. De plus, la structure des matériaux synthétiques peut étre contrélée afin de prévoir
les propriétés physiques et chimiques et d'obtenir propriétés mécaniques comparables aux
tissus biologiques.

Ces biomatériaux peuvent étre synthétisés dans une variété de matrices (éponges,
réseaux ous hydrogels). Les réseaux et 1’éponges synthétiques sont des structures 2D qui ont
une porosité trés élevée (> 90%), qui peut servir comme moyen de transport des cellules ou
des différents principes actifs, mais ne peut pas assurer les fonctions mécaniques.

En ce qui concerne le cartilage articulaire, I'aspect le plus important réside dans sa
capacite a résister au cisaillement et a la compression. C’est pour cela que cette these
s’intéresse aux polymeres méthacrylates connus pour offrir des propriétés intéressantes en
terme de résistances mécanique. Parmi eux, des polymeres méthacrylates hydrophiles de type
hydrogel p(HEMA) sont largement utilisées dans les applications biomédicales en raison de
leurs propriétés remarquables de biocompatibilité étant souvent utilisé comme un produit
commercial (lentilles de contact). En outre, la synthéese de ces hydrogels a base de p (HEMA)
se fait en peu de temps sans nécessiter un appareillage complique, et un codt réduit.

Par ailleurs, il a été montré que le hydrogel p(HEMA) a une structure et un
comportement mécanique en compression similaires au cartilage articulaire, résistance a la
bio-dégradation (n'est pas absorbée par I’organisme), résistance a la stérilisation. Le grand
désavantage de ces hydrogels vient de son caractére hydrophile qui est bien inférieur a celui
du cartilage articulaire. Ainsi le hydrogel p(HEMA) est capable de retenir dans sa structure

seulement ~21% massique d’eau, tandis que le cartilage articulaire retient ~70% massiques
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en eau. C’est pour cela que cette thése vise a modifier le caractére hydrophile du hydrogel
p(HEMA) afin de s’approcher du cartilage articulaire et de retrouver ses proprietés
mécaniques et physicochimiques afin d’envisager leur utilisation dans la substitution du
cartilage articulaire.

Dans ce contexte, la thése se compose de deux parties, l'une théorique et
expérimental, structuré en six chapitres. Ainsi, la premiere partie présente le choix des
moyens expérimentaux et théorique utilisées (chapitre I et 1) tandis que dans la deuxieme
partie sont présenté les développements expérimentaux et les résultats.

Dans le chapitre | sont présenté la structure et les propriétés du cartilage articulaire
sain ainsi que 1’altération de ces propriétés dans les cas pathologiques. L'état actuel des
méthodes de traitement est décrit ainsi que leurs limitations. Une telle alternative pour
comble ses limitation est présentée : I'ingénierie tissulaire. Ainsi ce chapitre converge vers la
nécessité de développer des nouveaux matériaux afin de substituer le cartilage articulaire
pathologique.

Dans le chapitre Il est présenté le choix de la classe des matériaux polymériques
(hydrogel p(HEMA)) par rapport a I’ensemble des matériaux polymeres existants. Puis il sont
présenté les méthodes de caractérisation expérimentaux et théorique de ces hydrogel
p(HEMA).

Chapitre 11l présente la méthodologie développée pour la synthése et la
caractérisation chimique et physicochimique des hydrogels p(HEMA). Le caractere
hydrophile des hydrogels p(HEMA) est modifie avec des monomeres a fort caractere
hydrophile (acide acrylique - AA, I'acrylamide - AAM) ou hydrophobe (acrylate d'éthyle -
AE, acrylate de butyle - AB) en présence d'un monomere bi-fonctionnel avec le réle de
réticulation : tetraetilenglicol diacrylilate (TEGDA). La caractérisation des ces hydrogels est
présentée, pour vérifiée leur : structure, morphologie, propriétés thermique, propriétés de
surface, caractere hydrophile. Toutes ces caractérisations ont €té réalisées comparatifs aux
caractérisations du cartilage articulaire frais du poulet.

Dans le chapitre 1V est une sélection critique des hydrogels synthétisé a été réalisée
selon des caractérisation mécanique en compression et cisaillement des hydrogels p(HEMA).
Ainsi, ont été sélectionnés unigquement les hydrogels avec un comportement en compression,
cisaillement et un caractére hydrophile, similaire a celle du cartilage articulaire (hydrogels
HEMA, HEMA 5% AA, HEMA 25% AA). Des essais de compression supplémentaires ont
été réalisées a I'échelle nanométrique, afin de vérifier I’homogénéité des propriétés a
différents échelles.
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Dans le chapitre V les propriétés tribologiques de ces hydrogels ont été testées afin
de garantir leur résistance aux contraintes mécaniques in vivo. Des essais ont été effectués a
la fois au niveau macro et a micro afin de garantir leur possibilités des applications a
différents échelles.

Dans le chapitre VI une étude de la libération contrélée des principes actifs anti-
inflammatoires auprés de hydrogels p(HEMA). Les résultats confirme leur possible
utilisation dans la libération contr6lé des médicament ce qui minimise le risque d’une

réaction inflammatoire souvent observée dans le cas des implants orthopédiques.
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CHAPITRE 1
MATERIAUX POLYMERERES AVEC APPLICATIONS DANS
L'INGENIERIE TISSULAIRE DU CARTILAGE ARTICULAIRE

.3 Biomatériaux utilisés dans I'ingénierie tissulaire du

cartilage articulaire

L'ingénierie tissulaire a été défini dans une perspective tres générale comme «les
principes et les méthodes des sciences de 1’ingénierie de la vie pour comprendre les relations
fondamentales entre la structure et la fonction dans les tissus hormaux et pathologiques et a
développer des substituts biologiques afin de rétablir, maintenir ou améliorer leur
fonctionnalité "[1]. Langer et les Vacanti ont souligné le role de I'ingénierie tissulaire en
médecine régénérative. Ils ont remarquée que le génie tissulaire est un domaine qui nous
permet d'avoir une nouvelle vision de la médecine régénératrice. Grace a cette technologie, il
devient possible de remplacer ou de régénérer les tissus endommagés.

Le concept d'ingénierie tissulaire est de combiner ou utilisée individuellement, des
matrices /réseaux et des cellules et/ou des substances biologiquement actives pour former des
produits qui seront implantés in vivo, et de contribuer a la réparation et la régénération des

tissus (Figure 20).

/ ——Celluks isolée
Donateur .

Culture des cellukes/incorporation des substance
ou biologique active dans la matrice

Substances invitro
biologiques actiN \

biologique actives

Figure 20. Schéma du principe de ’ingénierie tissulaire

1. Skalak R. and Fox C. F., Tissue Engineering, Ed. Alan R. Liss(1988), New York, p.30.
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La matrice doit permettre la colonisation, la migration, la différenciation et la
croissance cellulaire, et de guider le développement du tissu ou de permettre la libération
contrélée de médicaments. L'objectif de I'ingénierie tissulaire est de réaliser une matrice d'un
matériau biocompatible, biodégradable ou non, en fonction de 1’application souhaitée.

Jusqu'a présent, une variété de matériaux (naturels ou synthétiques) a été étudiée en
tant que produits potentiels de 1’ingénierie tissulaire du cartilage articulaire. Les matériaux
naturels peuvent souvent interagir avec les cellules, mais aussi un certain nombre
d'inconvénients liés a la réponse immunitaire et de mauvaises propriétés mecaniques en
comparaison avec celles du cartilage articulaire.

Ainsi, les matiéres synthétiques ont été proposées comme candidats pour l'ingénierie
tissulaire du cartilage articulaire, parce que leur structure peut étre contrélée de sorte que
nous pouvons anticiper certaines propriétés physiques et chimiques, afin d'obtenir certaines

propriétés mécaniques.
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CHAPITRE 11
STRATEGIE EXPERIMENTAUX

Une variété de biomatériaux est aujourd'hui utilisée dans la chirurgie plastique et
reconstructive, la dentisterie et la restauration des muscles, des os et du cartilage.

Les candidats pour les polymeéres biomédicaux doivent avoir une série de
caractéristiques liées a leur structure, le caractére physico-chimique et mécanique et
I'interaction avec I'environnement physiologique ou ils seront utilisés (conditions
physiologiques). Bien qu'il soit disponible dans un grand nombre de matériaux polymeres, la
biocompatibilité et les propriétés mécaniques ont sérieusement limité le nombre réel de
polymeéres qui peuvent étre utilisés dans le domaine médical.

L'évaluation des performances de ces polymeéres est absolument nécessaire pour
effectuer des tests dans des conditions qui simulent les conditions physiologiques, de sorte
que les résultats vont aider a des prédictions du comportement du matériau in vivo.

Les biomatériaux doivent avoir un degré de pureté élevé, et aussi l'utilisation d'additifs
n'est pas recommandée. Pour une période plus courte ou plus long de temps, la migration de
ces composants aux tissus adjacents et les liquides biologiques n'est pas souhaitable, par
conséquent, composés n'ayant pas réagi doit étre retiré avant [l'utilisation.

Un certain nombre de propriétés des polymeéres peuvent étre obtenus, pas avec des
additifs, mais en faisant varier la structure chimique, par exemple en optant pour l'utilisation
des autres copolymeres.

Une fois synthétisés, les candidats doivent satisfaire a nombreuse exigences, décrites
comme les propriétés chimiques et mécaniques des polymeéres. Les paramétres d'intérét
comprennent : la géométrie de I'implant, le degré de gonflement a I'équilibre, les propriétés
élastiques, répondre aux demandes de comportement viscoélastique, la posibilitee de
libération contr6lée des principes actifs (médicaments).

L'analyse des résultats de la recherche scientifique sur les dispositifs médicaux utilisés
pour le remplacement du cartilage a été choisi pour ce travail a une stratégie de recherche qui
Vvis

L'ETUDE DE LA MODIFICATION DHYDROPHILIE DHYDROGELS A BASE DE P(HEMA)

SUR LES PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUE ET MECANIQUES
POUR L’UTILISATION COMME SUBSTITUE DU CARTILAGE ARTICULAIRE

Pour les modifications des propriétés des hydrogels a base de p (HEMA) a été

introduite dans la matrice tridimensionnelle de comonomeéres avec une fortement caractere
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hydrophile (acide acrylique-AA, l'acrylamide-AAM) ou hydrophobe (I'acrylate d'éthyle - AE,
acrylate de butyle - AB). Les monomeéres hydrophobes et ceux hydrophiles, ont une haute
résistance aux agents d'oxydation et de réduction. En plus, ces monomeéres ont une grande
résistance a la dégradation sous l'action d'un rayonnement laser UV et la dégradation
thermique.

Compte tenu du fait que le cartilage articulaire est fortement hydratés, nous avons
opté pour la fabrication de réseau tridimensionnel par copolymérisation de monomeres
HEMA avec un comonomére AA, AAM, AE ou AB et réticulée avec un monomere
bifonctionnel, le tetraetilenglicol diacrylate (TEGDA). Quant a la réaction du systeme
initiateur copolymeérisation a été utilisée un systeme redox : persulfate d'ammonium (APS) et
de diamine N, N, N ', N'-tetraemtiletilen (TEMED).

Le caractére hydrophile a été contr6lé en changeant la quantité de comonomere pris
en expérimentation, alors que la quantité d'agent de réticulation (TEGDA) a été maintenue
constante. L’initiateur du systeme a été utilis¢é dans une concentration de 1% en mole par
rapport au mélange total de monomeres.

L’évaluation des hydrogels analyse visant la composition et la structure des matériaux
synthétisés (tests de spectroscopie infrarouge, la dégradation thermique, et des études de
I'énergie de surface), I'analyse morphologique (MEB-microscopie électronique a balayage,
EMEB- microscopie électronique a balayage environnementale), I'évaluation de l'interaction
avec fluides d'intérét biologique.

Pour la sélection des hydrogels avec des propriétés mécaniques similaires au cartilage
articulaire ont été réalisées des tests mécaniques de compression et de cisaillement.

Mais pour les hydrogels obtenus les propriétés mécaniques ont été vérifiées a I'échelle
nanométrique, de maniére a sélectionner les hydrogels avec une structure homogene.  Une
des propriétés mécaniques les plus importantes du cartilage articulaire est un trés faible
coefficient de friction et une usure réduite, ce qui en fait un matériau trés performante du
point du vue tribologiques. Par conséquent, les hydrogels synthétisés ont été évaluées en
termes de propriétés tribologiques, le coefficient de frottement obtenues ont été analysées et
les valeurs obtenues ont été comparées avec celles du cartilage articulaire. Les études ont été
menées au moyen de I'évaluation a macro-échelle et aussi a nano-échelle.

Dans les hydrogels synthése ont été incorporés les principes actifs utilisés dans le
traitement de I'inflammation du cartilage, un mécanisme a été constituée par la diffusion, ne
change pas les propriétés mécaniques des hydrogels. Ainsi, les hydrogels ont été chargés avec

de l'ibuproféne et le kétoprofene. Il est étudié onc, la possibilité de libération des principes
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actifs des hydrogels synthétis¢ et 1’analys¢ du mécanisme de diffusion du composé
thérapeutique pour les matériaux avec des propriéteés mécaniques similaire du cartilage
articulaire. Tous les tests ont été menés dans des conditions qui simulent le milieu

physiologique le cartilage articulaire.
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CHAPITRE III

Syntheése et caractérisation des hydrogels

III.1. Synthése des hydrogels a base de HEMA et comonomeéres
hydrophile ou hydrophobe

Les hydrogels ont été synthétisés par la méethode de polymérisation radicalaire, le
processus étant celui de polymérisation en masse. La polymérisation radicalaire entre les
monomeres et le réticulant conduit a la formation de réseau plus ou moins dense d'hydrogel,
ce types de réticulation peut introduire hétérogéneité spatiale dans le réseau les hydrogels.

Dans la réticulation chimique, les chaines de polymeéres sont réticulées a différents
segments de différentes longueurs. Sous l'action de la compression, la déformation est
souvent localisée sur les chaines de polymeres plus courts, et donc, le réseau réticulé est
détruit. Ce probleme mécanique au niveau moléculaire est également pris en charge au niveau
macro, ainsi que les hydrogels classiques sont mécaniquement fragile. Pour améliorer les
propriétés physicochimiques et mécaniques des hydrogels p (HEMA), ils ont été
copolimerisee par réaction de polymérisation radicalaire de monomeéres présentant un
caractére hydrophile (AA, AAM), ou hydrophobes (AE, AB).

Pour obtenir la structure réticulée, 1’agent de réticulation utilisé est tetraetilenglicol
diacrylate (TEGDA). Comme initiateur nous avons utilisé un system redox. Ce system est
composee de APS et TEMED qui font un systeme redox d’initiation de la polymérisation,
utilisé pour la fabrication de gels chimiques par polymérisation radicalaire [2,3]. Ce systeme
est idéal pour déclencher l'initiation de la réaction de polymeérisation facilement dans un court
temps, et ce qui est important, sans aucune cytotoxicité (il permit de faire la réaction dans la
température ambiante, évitant comme ca [’utilisation de la chaleur ou des solvants

organiques, qui donnent la contamination toxique).

2. Feng X. D., Guo X. Q., Qiu K. Y., Study of the initiation mechanism of the vinyl polymerization with the
system persulfate/N, N,N’, N -tetramethylethylenediamine, Makromolecular Chemistry (1988), 189: 77-83.

3. Zhang X. Z., Zhuo R. X., Synthesis and properties of fast responsive, temperature sensitive p(NIPA-co-AA)
hydrogel, Chemical Journal of Chininese University (2000), 21(8): 1309-1311
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Duan et ses collégues [4] ont etudié le mécanisme d'initiation de I'APS / TEMED, et a
montré que ce systeme a une faible toxicité, la vitesse de polymérisation est augmentée en
diminuant donc la durée de synthése de I'nydrogel.

Le degré de gonflement dans des solutions d'intérét biologique a été contrdlé
en changeant la quantité de comonomere prises dans des expériences, la concentration
comprise entre 5 et 25% (mol/mol). Le montant d’agent de réticulation TEGDA était de 5%
mol / mol par rapport au mélange total de monomeres (HEMA + comonomere) et l'initiateur
était de 1% (mol/mol) du mélange en fonction de monomeére total (y compris agent de
réticulation). L’Initiateur des solutions ont été préparées a des concentrations de 5% (pour
cent de masse, dans l'eau distillée). Les composants ont été mélangés dans l'ordre présenté
dans le tableau 5 dans le flacon de pesage et mélanger délicatement avec une spatule pour
I'hnomogénéisation.

Tableaux 5. Exemple des quantités calculée pour la synthése des hydrogel HEMA 5%6AA

Substance Quantite (ml)
HEMA 8,85
AA 0,48
TEGDA 0,05
APS 3,65
TEMED 1,85

Aprés I’homogénéisation, le mélange est versé dans un moule en céramique

(Figure 62) pour obtenir des surfaces avec une rugosité faible. 1ls sont maintenus comme ca

/—tydrogel
%2» $ 3mm

Moule

pendant 24 heures.

~.

Figure 62. Représentation schématique du moule utilisée pour la synthese des hydrogels

Pour mieux contréler les parametres de la réaction (bulles dans la structure, la réponse

a grande vitesse en raison de ne pas laisser tout I'air de I'nydrogel), la polymérisation a eu lieu

4. Duan S., Zhu W., Yu L. and Ding J., Negative cooperative effect of cytotoxicity of a di-component initiating
system for a novel injectable tissue engineering hydrogel, Chinese Science Bulletin (2005), 50(11): 1093-1096.
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dans des conditions anaérobies. Les substances ont été degazéifie avant d'étre utilisée, et la
polymérisation a eu lieu sous vide pour éviter les bulles d'air dans les hydrogels.

Hydrogels obtenus ont été purifiés par lavage a l'eau distillée pendant 5 jours a
éliminer les produits n'ayant pas réagi, en changeant I'eau tous les jours. Cela a été révelé par
la mesure du pH et de I'eau distillée : I’ecau a été changée jusqu'a quand le pH de la solution
de lavage n'était pas différent de celui de I'eau distillée.

Les réactions chimiques de la polymérisation sont illustré dans la figure 63.
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Par copolymérisation du HEMA avec AA ou AAm en présence d’agent de réticulation
TEGDA sont obtenus des hydrogels tres hydrophiles, par lI'introduction des groupes-COOH
ou-NH2.

Par copolymerisation du HEMA avec AE ou AB, en présence d’agent de réticulation
TEGDA sont obtenus des hydrogels avec hydrophilie réduit par rapport a p(HEMA); les
caractéristiques de gonflement, dans ce cas, sont contrdlés par liaisons hydrogéne mais, aussi

par l'organisation des composants hydrophobes dans la matrice de polymere hydrophile.

I11.2. Caractérisation des hydrogels
II1.2.1. Analyse par spectroscopie FTIR

L’analyse spectroscopique par la transformée du Fourier (FTIR) a été basée sur
I'identification des bandes d'absorption correspondant a des vibrations des groupes
fonctionnels des molécules dans le domaine 400-4000 cm-1. La réaction de polymérisation
produit un écrasement de liaison C=C, qui a un pic d'absorption en FTIR & 1636 cm-1. Ce pic

ne figure pas dans l'une des spectres des hydrogels synthétisé, ce qui nous a confirmée que la
polymérisation a eu lieu.

Les spectres d'absorption des hydrogels synthétisés sont présentés dans la figure 64.
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§ 3 Figure 64. Les spectres FTIR pour les hydrogels
£ synthétisés:
C
E a) hydrogels a base de HEMA et AA
b) hydrogels a base de HEMA et AAm
¢) hydrogels a base de HEMA et AE, AB
4060 ‘ 3060 ‘ 2060 ‘ lOdO

Nombre d’onde (cm?)

c)

Pour tous les hydrogels synthétisé, les bandes d'absorption spécifiques pour HEMA et
les comonomeres utilisée, apparaissent: le pic caractéristiques a ~ 1730 cm-1 due a la
présence de liaison C-O du réticulant TEGDA, le pic a ~ 1640 cm-1 correspond a vibration
d'élongation la liaison C = O. Les groupes OH de HEMA sont représentés par le pic a ~ 3440
cm-1, et le pic a ~1458 cm-1 correspond a la liaison CH3. Les groupements méthyle et
méthylene ont été apparaitre a ~ 2960 cm-1. A 1458 cm-1 est représenté par la formation de
liaisons C-C de polymeres.

Le pic caractéristique observé a 650 cm-1 est due a des vibrations des groupes OH du
la liaison carboxyle de AA. Pour hydrogels avec I'acrylamide, des outre pics caractéristiques
ont été observée a 1261 cm-1 qui appartient a la liaison C-N.

Avec la croissance du pourcentage de comonomére on peut observer une
augmentation de l'intensité de la bande -OH (~ 3440 cm-1), la bande correspondant a liaison
C = O (~ 1640 cm-1) et la bande caractéristique du groupe méthyle, ce qui confirme que le
copolymeére est bien représentée dans la structure les hydrogels synthétisé.

Les spectres FTIR montre que la réaction de polymérisation a eu lieu.
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I11.2.2. L'analyse par dégradation thermique
I11.2.2.1. L'analyse thermogravimétrique

Pour caractériser la stabilité thermique a été déterminée la température laquelle a lieu
la dégradation thermique des polymeéres. Fondamentalement, avec [I’initiation de la
dégradation thermique des modifications de changements de poids moléculaire ont lieu [3]. Il
est considéré comme la température maximale pour la stabilité du polymeére, la température a
laguelle la poids de I'échantillon a perdu 1% de la masse initiale. On voit facilement (Figure
62) que la dégradation thermique des hydrogels avec une intensité maximale se produit
lorsque la pente est maximale, et la dérivée a une perte de poids maximum.

La flexibilité¢ des chaines est liée a la morphologie des systémes polymeéres, la
géométrie et l'activité chimique. Les thermogrammes enregistrés dans les conditions
mentionnées au chapitre 2, sont notamment les courbes thermogravimétrique (TG) des
hydrogels synthétisé (Figure 66) et indique que la dégradation a eu lieu en deux ou trois
étapes de la dégradation thermique. La décomposition thermique est enregistrée dans deux ou
trois zones distinctes. Dans le pourcentage de perte de phase, la premiére masse perdue est

inférieure a 10%. Les principales caractéristiques thermogravimétriques sont présentées dans

le tableau 6.
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Figure 65. Thermogrammes des hydrogels synthétisés:

Tableaux 6. Principales caractéristique thermogravimétrique
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Echantillon ETAPE | Tonse | Tpeak | Tendset | W% Résidu
t

HEMA I 71 89 188 4 2 6
] 294 335 381 18,2
Il 381 426 445 75,2

HEMA 5%AA I 54 72 138 5 0
] 331 419 450 95

HEMA 15%AA | 91 195 195 5,5 3,5
I 362 425 449 91

HEMA 25%AA | 62 123 164 4.4 3,3
I 251 285 392 11
I 392 423 443 81,3

HEMA 5%AAmM | 64 163 316 5,75 5.37
I 316 353 388 25,32
I 388 421 440 63,56

HEMA 15%AAmM | | 50 55 147 6,92 5,48
I 325 337 380 26,60
I 380 421 445 61

HEMA 25%AAmM | | 46 57 141 8 6
I 209 229 360 60
I 360 421 439 26

HEMA 5%AE I 44 62 120 7 2

28




I 322 414 440 91

HEMA 5%AB I 43 60 104 5 6
I 328 404 440 89

Tonset — température laquelle commence la dégradation dans chaque étape,
Tpeak — température laquelle la vitesse de dégradation est maximum,
Tendset — température laquelle se fini le processus de degradation,

W% — le pourcentage de perte massique dans chaque étape,

Résidu — la quantité d’échantillon qui reste nedégradée a une température plus de 700°.

D'apres les résultats, on peut voir que les hydrogels synthétisés ont une plus grande
stabilité thermique que I'nydrogel HEMA, et cette stabilité augmente généralement avec
l'augmentation de la pourcentage de co-monomere utilisé dans la synthése.

Ces résultats sont compatibles avec les spectres FTIR, ainsi que, l'intensité du champ
augmente avec augmentation des groupes-OH qui est lieu a I'augmentation du pourcentage de
comonomere.

Une évaluation correcte scientifiquement peut étre fait abordant le processus de
dégradation thermique en termes d’énergie cinétique qui, dans ce cas un processus cinétique
peut étre modélisée a l'aide Arrhenius équation. En utilisant ce modele, nous pouvons
déterminer les parametres spécifiques du processus de dégradation thermique et 1’ordre de la
réaction n (sur lequel des informations peuvent étre obtenues sur le mécanisme de

dégradation) et de I'énergie d'activation pour la décomposition thermique (tableau 7).

Tableaux 7. Valeurs d’énergie d’activation

Echantillon = "

(kJ/mol)
HEMA 144+0,77 0,44+4,41e-03
HEMA 5%AA 137+1,72 0,60+24,70e-03
HEMA 15%AA 252+1,19 1,06+1,09e-03
HEMA 25%AA 304+2,69 1,24+15,33e-03
HEMA 5%AAmM 134+2,05 0,47+12,66e-03
HEMA 15%AAmM 113+2,30 1,06+7,5e-03
HEMA 25%AAmM 240+1,42 0,36+13,16e-03
HEMA 5%AE 70+1,36 0,34+19,56e-03
HEMA 5%AB 88+22,6 0,55+22,6e-03
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L'énergie d'activation augmente généralement avec I'augmentation de la proportion de
copolymére ajouté, suggerant une amélioration de la stabilité thermique des hydrogels
synthétisée. L'ordre de réaction faible suggere que la décomposition thermique des hydrogels,

est liée a des processus physiques de transport.

I11.2.2.2. Analyse de la calorimétrie différentielle a balayage (DSC)

Les états de la température de transition révelent les conditions dans lesquelles ont
lieu les modifications des changements de la structure physique et chimique du polymeére,
avec des conséquences sur les propriétés physiques et mécaniques et ses performance [5]. Les
mesures de DSC ont déterminées la température de transition vitreuse (Tg). Tg est la
température a laquelle la matrice de polymeére passe aupres un état vitrée dans une I'élastique
de type caoutchouc. Pour obtenir la Tg, I'échantillon est chauffé, c’est pour ca que les
thérmogrammes DSC apparait comme une étape transitoire et comme un pic (Figure 66). Les
hydrogels avec une grande valeur Tg ont une stabilité thermique en temps et a des

températures trés elevées (Tableau 8).

5. Freeman E.S., Carrroll B., The application of thermoanalytical techniques to reaction kinetics. The
thermogravimetric evaluation of the kinetics of the decomposition of calcium oxalate monohydrate, Journal of
Physical Chemistry (1958), 62: 394.
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Figure 66. Les courbes DSC pour:

a) hydrogels a base de HEMA et AA

b) hydrogels a base de HEMA et AAm
¢) hydrogels a base de HEMA et AE, AB

Tableaux 8. Valeurs pour la température de transition

Echantillon Tg

HEMA 96

HEMA 5%AA 111
HEMA 15%AA 107
HEMA 25%AA 104
HEMA 5%AAmM 120
HEMA 15%AAmM 121
HEMA 25%AAmM 106
HEMA 5%AE 113
HEMA 5%AB 110
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La valeur de Tg augmente avec I’augmentation de comonomere, ce qui confirme que
les propriétés thermiques ont été d’améliorer avec 1’introduction de la quantité de monomere

hydrophile ou hydrophobe.

I11.3.1. L’analyse des hydrogels par EMEB

EMEB est une technique avancée de la MEB utilisée pour la caractérisation des
hydrogels. Bien que les technique MEB utilisent le vide pour éviter les interférences
atmosphériques avec des électrons secondaires, ESEM peut étre fait dans le condition de vide
prolongée (jusqu'a une pression de 10 Torr). L'avantage majeur de cette technique est que les
échantillons ne souffrent pas d'autres types de traitements (couchage, séchage), et sous
atmosphére contrdlée tiendra la structure stable de hydrogels hydraté. Pour assurer une bonne
résolution les micrographies, la résolution variait entre 2-5 Torr a une tension d'accélération
de 30kVA. Les hydrogels ont été maintenue a une température de 5° C en utilisant un pan de
refroidissement: cette procédure permet un environnement hydraté, ce qui empéche la
déshydratation des hydrogels.

Avec I'EMEB a été examiner la surface et la coupe en transversale des hydrogels
synthétisés. Un micrographie EMEB typique la surface et la coupe de I'hydrogel HEMA

synthétisés avec AA est présentée dans la figure 67.

Liquid qui
sort

2um, ~6Torr

2pm, ~3Torr

0) d)
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e)
Figure 67. Microgrphs EMEB de surface et coupe en transversale des hydrogels:

a) surface hydrogel a ~6Torr

b) surface hydrogel a ~3Torr

¢) coupe en transversale du hydroge IHEMA
d) coupe en transversale du hydrogel HEMA 5%AA
e) coupe en transversale du hydrogel HEMA 25%AA

Les micrographies EMEB en surface on peut observer une structure microporeuse
avec un diamétre de pores de ~ 2um. Bien que la résolution n'est pas tres bonne a une
pression de ~ 3 Torr, quand la pression augmente (~ 6 Torr) on peut voir comment le liquide
de ces pores sort, et on peut donc conclure que nous avons une structure microporeuse. Cela
est di au moule dans lequel la polymérisation a été réalisée, et qui nous va faciliter
I'interprétation des essais mécaniques (section V.2).

Les micrographies ESEM en coupe transversale montre que par la
copolymérisation on a obtenue une structure poreuse mieux représenté que dans les hydrogel
HEMA. La présence de comonomere conduit a la formation d'une structure plus lache avec
pores sphériques, sans zones compactification. La distribution des pores est relativement

homogene, et la taille des pores est d'environ 50 pum.

II1.3.2. L’analyse des hydrogels par MEB

Avec la micrographie MEB on peu mettre en évidence la morphologie de surface
d'hydrogels mais en état sec. La photomicrographie illustrée dans la figure 68 de la surface
des hydrogels avec un contenu différent de AA. Nous pouvons voir une structure dans

laquelle les pores sont fermés.
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a) b) ©)
Figure 68. Micrographie MEB de surfaces des hydrogels:
a) HEMA
b) HEMA 5%AA
c) HEMA 25%AA

Les hydrogels sont sensibles a un bombardement d'électrons, donc, il y a des artefacts
dans I’image hydrogel provoquée par le faisceau d'électrons. Mais néanmoins, nous pouvons

voir qu'en ajoutant le comonomeére AA la structure hydrogels est devenu plus lisse.

I11.4. Gonflement des solutions ayant des caractéristiques

semblables aux liquides biologiques

La propriété la plus importante des hydrogels est qu'il se gonfle en présence d'eau ou
de liquides similaires du corps et ils se rétrécissent en leur absence. Le degré de gonflement
est déterminé par la nature de la chaine polymérique et la densité de réticulation.

La teneur en eau influence les propriétés mécaniques, la diffusion et lI'adsorption des
hydrogels, en leur donnant la possibilit¢ de simuler les tissus vivants, en particulier
I'endothélium des vaisseaux sanguins. Il permettra également d'augmenter la fraction de
biomolécules lie a la surface, contrdlant les interactions hydrogel-biopolyméres.

Le degré de gonflement des hydrogels est influencée principalement par leur
composition chimique. Les hydrogels avec une teneur plus élevée de groupes hydrophiles
aura un plus haut degré de gonflement de ces contenant groupes hydrophobe.

En raison de la présence du groupe carboxyle, les hydrogels a base de p (HEMA)
présente une sensibilité accrue aux changements de pH.

Pour caractériser le degré de gonflement des hydrogels, les tests ont été effectués a
différentes valeurs de pH 3 et 9. Les solutions tampons de pH différents ont été préparées en

mélangeant des quantités différentes de TRIS, d'acide chlorhydrique et de I'eau pure. Le
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chlorure de sodium a été ajouté a établir une force ionique de 0,5 M, qui est sous la force
ionique physiologique.

Les hydrogels séchés ont été immergées dans des solutions tampons et en bain d'eau
thermostaté a 37 °C. Les hydrogels ont été retires a différents moments, et, avant
délicatement retirée I'exces de solution en utilisant un papier filtre, ils ont été et peses. Le
degré de gonflement a été calculé selon la formule présentée dans le chapitre II.

L’hydrogels se gonfle dans des solutions a différents pH; les graphiques sont
représenté sur les figures 70-72. Ce comportement est di a l'absorption de l'eau dans la
structure poreuse. La dissociation des liaisons hydrogene, combiné avec les forces de
répulsion électrostatique rendre le réseau hydrogel a se gonfler. P(HEMA) est un hydrogel

neutre, sans groupement ionisants sur la chaine, ¢’est pour ca que le degré de gonflement est

tres faible, indépendamment du pH.
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Dans tous les cas, le degré de gonflement des hydrogels augmente avec
augmentation du pH du milieu d’hydratation, due a la répulsion électrostatique entre

les groupes ionisé sous forme de carboxyle.
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Les différences dans le degré de gonflement peut s'expliquer en raison du pH: dans le
millieu acide, le groupes -COOH des copolymeéres sont non-dissocié et en milieu basique sont
disociee [6]. Dans I'état de dissociation, il y a une répulsion électrostatiques entre les groupes
anioniques carboxyle, provoquant
I’espacement et le volume occupé est augmentée qui va conduit a un plus grand degré de
gonflement.

Dans leurs applications en tant que substitut du cartilage articulaire, le pH
physiologique est de 7. Dans ce millieu d’hydratation, il ya un degré croissant de gonflement
avec l'augmentation de pourcentage de comonomere.

Pour les monomeres hydrophobes AE et AB, en raison de leur hidrofobicite
on peut voir une diminution du degré de gonflement.
on peut observer aussi que dans le cas des hydrogels HEMA 5%AA, HEMA 15%AA, et
HEMA 5%AAm, on as une comportement similaire avec le cartilage articulaire.

En conclusion, le protocole expérimental utilisé nous a permis de modifiee le caracter
hydrophile du hydrogels pHEMA afin qu'ils aient comportement hydrophile similaire a celle
du cartilage articulaire.

IIL.5. Détermination de I'énergie de surface

La capacitt de mouillage/la hydrophilie peut étre évalué lorsque une
goutte de liquide entre en contact avec une surface solide. Le degré de mouillage est
déterminé  par les  forces de  cohésion entre les  molécules  de
liquide utilisée et les forces d'adhérence résultant des interactions moléculaires
entre liquide et solide (Figure 73). Le degré de mouillage est mesuré
en utilisant la méthode de ’angle de contact.

L'angle de contact diminué, si le taux de mouillage augmente. Ainsi, lorsque
I'angle de contact atteint 180°, le degré de mouillage est
minimum. Le degré de mouillage peut étre expliqué par les forces de cohésion et
I'adhérence. Une force d'adhérence grande avec une force de cohésion est inférieure

c’est en cas des trés petits angles de contact. Du moments ou les interactions

6. Kurkuri M.D., Aminabhavi T.M., Poly(vinyl alcohol) and poly(acrylic acid) sequential interpenetrating
network pH-sensitive microspheres for the delivery of diclofenac sodium to the intestine, Journal of Controled
Release (2004), 96: 9-20.
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entre le solide et le liquide sont réduits, et la force de cohésion est augmentee, le taux de
mouillage baisse et I’angle du contact augmente.

Le travail de l'adhérence (Wa) peut étre calculée a partir de la relation
Young-Dupré (équation 25):
Wa=1v (1+cos) (25)
ou: y est la tension superficielle;

0 est I'angle de contact.
Le travail mécanique des valeurs d’adhérence obtenue pour différentes compositions

des hydrogels sont présentés dans la figure 74.

u Diiodomethane
m Eau distilé
m Ethylen glycole

© o
o o

Travaille mécanique
(=2}
o

d'adhésion (mMN/m),

Figure 74. Valeurs de travaille mécanique d’adhésion

Le travail de cohésion est définie comme la force requise pour séparer le fluide en
plusieurs parties, et pour la calculé est utiliser la formule de calcul (relation 26):
Wc =2y (26)
Les valeurs obtenues pour les hydrogels synthétisés sont répertoriés dans le tableau 9.

Tableaux 9. Valeurs de travaille de cohésion obtenues

Echantillon Travaille de cohésion
(mN/m)

HEMA 70

HEMA 5%AA 144

HEMA 15%AA 86
HEMA 25%AA 78
HEMA 5%AAmM 138
HEMA 15%AAmM 130
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HEMA 25%AAmM 46
HEMA 5%AE 34
HEMA 5%AB 132

Ainsi que entre I’angle de contact est le degree de mouillage est un rapport I’inverse

proportionnelle (Figure 75).
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Figure 75. Valeurs d’angle de contact pour différents liquides utilisé

Avec les valeurs d’angles de contact obtenues a été calculée 1’énergie de surface pour

les hydrogels synthétisée, valeurs présentée dans le tableau 10.

Tableaux 10. Valeurs d’énergie de surface

Echantillon Energie de surface
(mN/m)

HEMA 35

HEMA 5%AA 72

HEMA 15%AA 43
HEMA 25%AA 39
HEMA 5%AAmM 69
HEMA 15%AAmM 65
HEMA 25%AAmM 23
HEMA 5%AE 17
HEMA 5%AB 66
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L'énergie de surface est I'énergie nécessaire pour écraser les liaisons chimiques des
hydrogels, qui sont principalement liaison I'nydrogene [7]. Ainsi, l'ajout de comonomere
augmente la valeur de I'énergie de surface, si 1'énergie ainsi qu’il est nécessaire d’une énergie
de plus en plus grande pour écraser les liaisons d’hydrogel.

La mesure d’angle du contact nous donne des relations en ce qui concerne la texture
de surface, s’il est homogéne ou non-homogeéne. Une surface homogene lorsque le liquide
remplit toutes les rugosité de surface, on obtiens une grande hystérésis[8]. Les valeurs des
hystérésis obtenues pour les hydrogels testés sont présentées dans la figure 76.

35 -
—+-Diiodomethane
30 1 -&-Eau distilé

-+Ethylen glycole
25 4
20 1
15 4

10 1

Angle avancé/Angle de recesion

Figure 76. Valeurs d’hystérésis obtenue par mesure d’angle du contact dynamique

On peut observer une diminution des valeurs d'hystérésis avec I'ajout de comonomere,

par conséquent, I'accroitre de I'homogénéité de la surface d'hydrogels synthétisés en ce sens.

7. Schrader M.E., Loeb G.l.,.Modern Approaches to Wettability. Theory and Applications, New York: Plenum
Press. (1992), ISBN 0306439859.

8. Marmur A., Wetting of Hydrophobic Rough Surfaces: To be heterogeneous or not to be, Langmuir (2003),
19: 8343-8348.
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CHAPITRE IV
EVALUATION BIOMECANIQUE DES HYDROGELS

IV.1.1. Parametres expérimentaux
ECHANTILLONS: les hydrogels plan cylindriques d'un diamétre de 50mm et une épaisseur
de 2mm ~mesure hydraté dans solution du milieu d’hydratation. Pour tester le cartilage
articulaire, on a utilisee du cartilage de poulet avec une épaisseur de 2 mm et un diamétre de
3 mm dans la partie convexe.
Dans les expériences de compression on peut voir deux cas [9]:

* I’hydrogel a un frottement considérable a la paroi, qui ne peut pas étre négligeable. Dans ce
cas, pour évaluer la réponse mécanique du volume d'hydrogel, on doit essayez d'augmenter la
friction et d’immobilisée I’hydrogel a la paroi (figure 77a).

« la friction d’hydrogel est négligeable (~ 0). Dans ce cas, la réponse mécanique de I'hydrogel
a deux composantes: une partie coulissante et une de compression. Les problémes qui se
posent dans ce cas, des distorsions importantes sont favorisées par environ un glissement

maximum, ce qui peut causer des fissures dans la zone externe de I'nydrogel (figure 77b).

Fymaxim

b)

Figure 77. Condition limites a la paroi de plateaux de rhéomeétre:
a) glissement maximum

b) adhérence maximum

9. Margaron Y, Bostan L., Exposito J.-Y., Malbouyres M., Trunfio-Sfarghiu A.-M., Berthier Y., Lethias C.,
Tenascin-X increases the stiffness of collagen gels without affecting fibrillogenesis, Biophysical Chemistry
(2010), 147: 87-91.
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Pour éviter ces problemes qui résultent de la compression d'un hydrogel, on a choisi
d'utiliser du papier abrasif (grain de ~ 180um) collé sur les deux paroi de rhéométre, réalisant
ainsi une adhérence maximale a la paroi. Pour éviter les fissures de I'hydrogel, les
compressions ont été effectuées par 20% en une seule étape ou quatre compressions de 5%.
Chaque compression a été suivie par une période de relaxation de 600 s, le temps requis pour
une détente complete de I'hydrogel.

L’HYDRATATION ET LA PRE-CHARGE: Pour avoir les mémes conditions
physiologiques ainsi que le cartilage articulaire, tous les essais de compression ont été
effectuées en milieu hydraté, en utilisant la solution tamponnée pH 7. Bien que les plats ne
sont pas adaptés pour effectuer des tests environnementaux hydrate, un tourne-disque a été
improvisée pour permettre de tester I'environnement en milieu hydratée, en collant un
«manchon» en plastique (figure 78a).

Pour la rugosité de surface soit uniforme pour chaque essai de compression, une pré-
charge de 0,02 N a été exercée sur chaque hydrogel avant les mesures(ce qui correspond a hi,

de épaisseur initiale hO (figure 78b)).

L ho
Plateau en acier =
/' @=50mm) S - - o
g h L&
=== 3
> Papier £ . - Ej
abrasive s :/
| [T
T Milien |
d’hydratation Y s
a) b)

Figure 78. a) Dispositif finale pour le test en compression

b) La pré-charge

CALCUL DE LA SURFACE DE CONTACT (S): La zone de contact a été considéré
comme constant hydrogels, car I’hydrogels ont a eu un diameétre égal a celui des plateaux de
rhéometre, en utilisant du papier abrasif et adhérant fortement. Mais, en cas de la mesure du
surface du cartilage articulaire de contact a éte réalisée par compression de la surface du
cartilage avec une lame de verre (qui prévoit de pré-chargement de 0,02 N) et en utilisant un
microscope optique pourrait calculer la surface de contact.

LE PROTOCOLE DE COMPRESSION /RELAXATION: Apres le pré-charge,
a été appliquées dans une déformation seule étape (~ 20%), ou 4 étapes, 5% chaque
compression. La compression a été suivie d'une période de relaxation a I'équilibre (600 s). La

vitesse de compression a été choisie constante de 0,02 mm/s, cette vitesse est choisie en
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fonction de données bibliographiques afin d'affecter des valeurs dans les exigences
physiologiques des cartilages articulaires [10]. Ce protocole a été choisi afin de déterminer

les caractéristiques élastiques des hydrogels synthétisé par rapport a celle du cartilage
articulaire.

IV.1.2. Résultats et discussion

Les tests rhéologiques ont été effectuées sur hydrogels synthétisés et le cartilage
articulaire de poulets. Le graphique du force normale en fonction du temps nous permet de
comparer les essais de compression effectués dans une seule étape de 20% ou 4 tranches de
5% chacun (Figure 79).

4
—HEMAB5%AA -
25 35
—HEMAS5%AA
3 37
z =
= 25 ~ 25
< <L
© ©
24
E £
o
c
S 15 o 151
o (=]
- S
o (o]
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0 0
0 1000 2000 3000 0 200 400 600
Temps(s) Temps (s)
a) b)

Figure 79. Courbes de compression de 20% de I’épaisseur d’hydrogel:
a) compression en 5 pas de 4% chaque’un;

b) compression dans un seul pas de 20%.

De la figure 79 nous pouvons voir que la méme réponse a la compression, c'est qu'il
est cing étapes ou une étape. Ce résultat confirme que nous avons une reproductibilité des
résultats sur les propriétés du matériau, ce qui entraine la méme réponse, quelle que soit la
méthode d'application.

Pour quantifier le comportement de la compression d’hydrogels par rapport a celle du
cartilage articulaire a été calculé le module d'élasticité apparente, E*. Selon la loi de Hooke,
E* est calculée a partir de la pente de la partie droite de la courbe pression (c = F/ S) en

fonction de la déformation (g). Si les compressions en cing étapes, a été pris en compte les

10. Hayes W.C., Keer L.M., Herrmann G., Mockros L.F., A mathematical analysis for indentation tests of
articular cartilage, Journal of Biomechanics (1972), 5(5): 541-551.
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cing pics de compression maximale, tandis que pour la compression dans une seule étape a

été tenu compte de toutes les valeurs liées a la courbe de pression de compression (Figure
80).
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On peut remarquer que chaque réponse d’hydrogel en compression est différente
selon le comonomere utilisé. L’amplitude de pic de compression, donc, la réponse immédiate
a la compression, des hydrogels avec HEMA, HEMA 5%AA est similaire a celle du cartilage
articulaire. Avec l'augmentation du pourcentage du comonomere, la flexibilité des chaines de
polymére augmente, ainsi que 1’¢lasticité des hydrogels va augmente avec le pourcentage de

comonomere ajouté. Ainsi, le module d’elasticitee apparent va diminuer avec l'ajout de
comonomere.

Les résultats sont présentés dans le tableau 11.
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Tableaux 11. Les valeurs pour le module élastique apparent obtenue:

Echantillon E* (MPa)

HEMA 0,7+0,02

HEMA 5%AA 0,7+0,03

HEMA 15%AA 0,6+0,01

HEMA 25%AA 0,4+0,03
HEMA 5%AAmM 0,5+0,02

HEMA 15%AAm | 0,3+0,01

HEMA 25%AAm | 0,2+0,03

HEMA 5%AE 0,1+0,01
HEMA 5%AB 0,1+0,04
Cartilage

) i 0,9+0,05
articulaire

On peut observer que pour les hydrogels synthétisés avec le comonomeére AA ont un

comportement similaire a celui du cartilage articulaire.

IV.2. LA DETERMINATION DU CARACTERISTIQUES DE
VISCOELASTICITEE

PROTOCOLE EXPERIMENTAUX: Les essais pour évaluer les propriétés de viscoélasticité
ont été réalisée sur le méme rhéometre dans la méme conFiguretion que les test de
compression (Figure 78a). Elle a été imposée une déformation de 15% de I'épaisseur de
I'nydrogel et une fréquence de 0-15 Hz.

IV.2.2. Résultats et discussion

Les tests rhéologiques ont permis de analyser dans des conditions dynamique et
d'oscillation, mesurent en méme temps le module élastique et visqueux des matériaux
polymeres. Les deux modules ont augmenté avec la fréquence appliquée, G ' étant supérieur a
G ", indiquant que les hydrogels test¢é ont un comportement solide élastique dans les

fréquences étudiées. Cependant, a valeurs de la fréquence petits, on peut voir quelques petits
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changements dans G ', qui peut étre attribuée a la composante visqueuse des hydrogels

(Figure 82).
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Figure 82. Représentation du G' et G" pour les hydrogels obtenues

Le calcul du module de cisaillement dynamique, G* (Figure 83) on a permis les

représentations de son évolutions par rapport a les fréquences appliquée.
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Figure 83. Le module de cissaillemntobtenue pour les hydrogels synthestisee par rapport au cartilage articulaire:
a) hydrogels a base de HEMA et AA
b) hydrogels a base de HEMA et AAm
¢) hydrogels a base de HEMA et AE, AB

Les valeurs de tan () <1 indique la présence d'un réseau interne stable des forces, la
mesure de sa stabilité mécanique (Figure 84). La forte augmentation de la valeur de tan (d)

montre que les hydrogels ont une structure constituée d'un réseau permanent réticulé.
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Figure 84. Valeurs de tan (8) obtenues

En outre, les valeurs obtenues pour les hydrogels synthétisés avec des comonomeres,
tombe dans la gamme du cartilage articulaire normal, qui pour le tan (8) a des valeurs
comprises entre 0,15 et 0,36.

En conclusion, la copolymérisation a améliorées les propriétés de hydrogel HEMA ,

avec des résultats comparables a ceux obtenus a partir de -cartilage articulaire.

46

Cette thése est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/20111SAL0017/these.pdf
© [L.E. Bostan], [2011], INSA de Lyon, tous droits réservés



IV.3. L’ANALYSE CRITIQUE ET LA SELCETION DES MATERIAUX AVEC
DES POTENTIALLES APPLICATIONS DANS L’'INGENIERIE DE
CARTILAGE ARTICULAIRE

Le tableau 12 résume les principales propriétés obtenues pour des hydrogels et de synthése du

cartilage articulaire.

Grad de
G*
Echantillon umflare E* (MPa)
(MPa, la3Hz)
(%)
HEMA 26 +1 2,3+0,5 0,7+0,02
HEMA 5%AA 711 0,23 0,1 0,7£0,03
HEMA 15%AA 76x1 0,22+0,4 0,6%0,01
HEMA 25%AA 85 %1 0,24 £0.1 0,4%0,03
HEMA 5%AAmM 82+1 0,76%0,2 0,5+0,02
HEMA 15%AAmM | 120+1 7,7+0,3 0,3+0,01
HEMA 25%AAm | 160+1 3,87+0,1 0,2+0,03
HEMA 5%AE 52+1 0,71+0,4 0,1+0,01
HEMA 5%AB 55+1 1,61+0,5 0,1+0,04
Cartilage
o 75 %1 0,25 0.2 0,9+0,05
articulaire

Les valeurs proches de celles du cartilage articulaire sont indiquées en gras dans le tableau
12. On peut donc constater que les hydrogels synthétisé avec les comonomeres nous a permis
de controler les propriétés des hydrogels a base de HEMA. Cependant, I'addition de
comonomere AA a déterminé I’obtention des hydrogels qui se rapproche le plus le
comportement du cartilage articulaire. Par conséquent, d'autres tests suivants seront pris en
compte seulement trois échantillons : HEMA 5% AA car il présente une réponse similaire a
la compression du cartilage articulaire, HEMA 25% AA car il présente une réponse
mécanique en cisaillement similaire a cartilage articulaire et I’étalon représentée par

I’hydrogel HEMA et le cartilage articulaire, pour pouvoir comparer les valeurs obtenues. La
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valeurs obtenue pour le cartilage articulaire est reproductible avec des données

bibliographiques [11] .
IV.4. Analyse des hydrogels nanomécanique p (HEMA-co-AA)

IV.4.1. Tests de nanoindentation

PRINCIPE: pour mesurer les propriétés nanomécaniques du cartilage de poulet et
hydrogels synthétisés a été utilisee I'évaluation par le microscope a force atomique. Pour cette
application, I'échantillon entre en contact avec la pointe nanométrique du I'AFM d'une
maniére contrélée, en déplacant le tube piézoélectrique (z (nm)). Aprés contact, il ya un
déflexion du levier. Ce déflexion est mesuré par la réflexion du faisceau laser, qui est
proportionnelle a la force (Fn (N)) pris en charge par cantilever (figure 87).
Pour interpréter les résultats des courbes de force F ont été tracées en fonction du mouvement

dans la direction z.

Photodiode

Laser ,ZH
£l
Ftn Milieu d’hydratation
2

Levier \./

Pointe!
z
 S—
x L

Deplacement en Z piezo
(nm)

Figure 87. Représentation schématisée du AFM

PARAMETRES:

MODELE THEORIQUE DE CONTACT HERTZ: Le contact de Hertz se référe a des forces
qund deux surfaces sphériques sont en contact, et se déforme sous les forces appliquées. Dans
ce cas, la pointe nanométrique et la surfaces de I'échantillon sont considérés a I'échelle
nanomeétrique comme sphérique. La théorie de Hertz nous permet de mettre dans I'équation (F
=4/ 3+ * RE (dz) 1,5) la force dans la zone de contact en fonction de la force normale

appliquée (F (pN)), le rayon de la pointe nanométrique (R) et module apparent (E* (MPa)).

11. Mow V.C., Ratcliffe A., Structure and function of articular cartilage and meniscus, In: Basic orthopaedic
biomechanics, 2nd ed. Philadelphia, PA: Lippincott-Raven (1997), p. 113-177.
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IV.4.1.1Mise en place des parametres expérimentaux

PROTOCOLE EXPERIMENTAL
ECAHANTILLONS: Les hydrogels synthétisés et le cartilage de poulet frais, prise le méme
jour ont été fixés (collés avec une petite quantité de colle cyanoacrylate) en supports de
Teflon (Figure 88).

Milieu d’hydratation

Hydrogel
Support en Teflon

Figure 88. Schema suportului de teflon utilizat la testele de nanoidentare

L'utilisation de ce moule nous a permis la formation d'un ménisque, permettant la
réalisation des test en milieu hydratée, maintenues pendant les expériences.
Pour I'analyse ont été utilisés deux types de pointe (Figure 89):
» pointe de nitrure de silicium (Si3Ni4) rayon de 10 nm et constante
élastique de 1 N/ m (Veeco, DNP-S10) (figure 89a);
* pointe sphérique de rayon 20um en borosilicate avec une constante élastique de
2,8 N / m(NanoandMore, CP-FM-BSG) (Fig. 89b).

\

R=20pm

a) b)
Figure 89. Micrographies de sondes AFM utilise:
a) avec pointe sphérique

b) avec pointe aigue

Des essais ont été réalisés a une vitesse moyenne de 500 nm/ s.

IV.4.1.2. Résultats et discussion

Pour la mesure de la déflexion du levier qui soutien la pointe nanométrique, quand

I’échantillon s’approche, nous avons les situations suivantes (Figure 90):
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 Quand la pointe est en contact avec la surface de la déflexion du cantilever est nul, donc la

force sur la sonde est de zéro ;

« Quand la pointe est en contact avec une surface rigide (dans notre cas est la référence), la
zone de contact reste constante, car la surface n’est pas déformée, seront mesurés la
comportement élastique du cantilever, alors on obtient une ligne droite de pente

proportionnelle constante du ressort du levier: Kc;

« Quand la pointe est en contact avec une surface élastique (pour les hydrogels et de cartilage
articulaire) la déviation du cantilever sera composée de la déflexion du cantilever
+échantillon: kc + ks. Comment le contact est considéré a 1'échelle nanométrique I’aire de

contact varie avec la force normale, et nous obtenons une courbe parabolique.

Reference

E le (F )Surfacerigide
orce normale (Fn
P
(nN) 4

s

>
<  Cartilage/Hydrogel
zw  Surface élastique

Hors du
contact

e |

Déplacement en Z piezo
(nm)

Figure 90. Interprétation des courbes obtenues par indentation

Pour interprétée ces mesures on va tracée une courbe régression type puissance (Figure 91).

y =0.386x1%% =0 11151
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Figure 91. Représentation des courbes Fn/R en fonction de indentation et la courbe type puissance respective
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Dans la figure 90 les courbes peuvent étre observés pour les hydrogels synthétisé et du
cartilage articulaire obtenues dans les essais avec une pointe sphérique. Les résultats (mesure
statistique ~ 1000 points) montre que si les hydrogels sont testé avec une pointe sphérique et
le cartilage est testée avec une pointe aigue, une analyse de régression en utilisant une courbe
type puissance on obtiens une valeur du coefficient o del,5 (Figure 92A) . Toutefois,
lorsque le cartilage articulaire est testé avec la sonde sphérique on obtient un coefficient

d’une valeur de 1 (figure92b).

2000 — ; . . . . . 350 ,
Valeur moyenne 1,5 I
Devstd.013 300} i
[}
g 1500 2 2501
C [}
3 ) 200
3 3
& 1000 | I
LL 150
500 | 100
50+t
0 L L N ; ; ; : 0L L L L L L ; ;
08 1 12141618 2 22 08 1 12141618 2 22
o o
a) b)

Figure 92. Histogrammes obtenues pour:
a) hydrogels testée avec sonde sphérique et cartilage articulaire teste avec sonde aigue
b) cartilage articulaire teste avec sonde sphérique
L'explication de ce phénoméne peut étre mis sur la rugosité du cartilage articulaire. Le
cartilage articulaire a une rugosité de ~1000nm . Le méme ordre de grandeur du pointe, et est

possible d'avoir plusieurs contacts (Figure 93), qui se traduira par un coefficient d 'une valeur de 1.

——

a) b)
Figure 93. Schéma simplifiée du cartilage articulaire testé avec:

a) sonde sphérique
b) sonde aigue

Par conséquent, pour avoir des résultats pertinents a échelle nanométrique, les
parametres d'essai doit étre contr6lée afin d'éviter les malentendus. Par exemple, les courbes
obtenues quand on a utilisee la pointe sphérique avec un rayon de 20um, on obtient un
coefficient de régression de 1,5, car la rugosité est faible (pour des hydrogels), mais quand la
rugosité est du méme ordre de grandeur avec le rayon de pointe (pour le cartilage), les
résultats ne suivent pas la méme loi, plut6t avoir une loi linéaire, qui peut étre da a plusieurs

contacts a partir des zones de contact. Pour résoudre ce probléme, on a utilisee une pointe
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avec un rayon inférieur a la  rugosité

du articulaire cartilage

[12].

Donc, pour étre en mesure de lire les données de la théorie de Hertz, il faut choisir la

sonde propice a partir de la rugosité des échantillons.

Une autre condition d'application de la théorie d’Hertz est, qu’on ne doit pas avoir des

forces d'adhérence. On peut voir dans I'histogramme de la figure 94, seulement 40% des

courbes obtenues ont une adhérence de 0,7 nN, tandis que plus de la moitié d'entre eux étaient

sans adhérence.

150

100 L Sans adhésion 60%
Avec adhésion 40%
une valeur de 0,7nN

Fréguence

50

avec

0
0 02 04 06 08 1

12 14

Force d’adhésion (NN)

Figure 94. La histogramme obtenue pour les forces d’adhésion

Toutes ces résultats nous a permis d’appliquer la théorie du contact de Hertz, avec

laquelle on va calculer le module élastique apparent a 1’échelle nano (Figure 95).
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Figure 95. Histogramme obtenue pour le module élastique apparent:

Valeur moyenne 0,5MPa |
Std.Dev. 0,1

03 06 09 12 15 18 21

b) hydrogel HEMA 5%AA

Les valeurs obtenue sont présentée dans le tableau 11.

12. Bostan L., Sfarghiu-Trunfio A-M., Verestiuc L., Popa M.1., Munteanu F., Berthier Y., Macro and nano-

tribological characterisation of a new HEMA hydrogel for articular cartilage replacement, Computer Methods
in Biomechanics and Biomedical Engineering 92010), 13(1): 33-35, ISSN: 1025-5842.
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Tableaux 14. Valeurs du module élastique apparent obtenues a échelle nano

Echantillon E* (MPa)
HEMA 0,9+0,08
HEMA 5%AA 0,5+0,1
HEMA 25%AA 0,2+0,07
Cartilage articulaire 0,9+0,1

Le module d'élasticité apparent obtenue a I'échelle nano sont comparables a ceux

obtenus dans I'échelle macro, mais avec quelques différences. Ces différences augmentent

avec I’inhomogénéité d'hydrogels, comme le montrent les tests pour déterminer l'angle de

contact dynamique.
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CHAPITREV
ANALYSE TRIBOLOGIQUE DES HYDROGELS

V.1. Des etudes de frottement a echele macro

Les paramétres utilisés pour les essais tribologiques ont été établis en utilisant le
méme rhéométre ARES, que pour les teste de compression et en cisaillement.
Habituellement, les essais tribologiques ont éte faits avec un tribométre mais le rhéometre
nous permet en plus de contréler certains parametres comme la vitesse de déformation. En
outre, la géométrie hydrogels n'a pas d'importance, et la sensibilité dans la mesure pour les
faibles coefficients de frottement est supérieure a un tribometre [13]. Pour les tests on a
imposé sur une déformation (15% de I'épaisseur des hydrogels) et le couple de frottement a
été mesures, celui-la se compose de la force normale et tangentielle, qui nous a permis trace
le coefficient de frottement (COF) avec le temps. Pour éviter la superposition des lignes de
frottement des trois hydrogels un mouvement alternatif approprié a été fait un tiers de la
circonférence des plateaux (Figure 97). Les essais ont été fait dans un milieu hydraté, pH 7
solution a imiter I'environnement physiologique in vivo.

Force normale

Platan en acier
/ (p=50mm)

Deformatio

O
Millieu

d’hydratation Couple de frottement

Distance de
frottement
+/- (2nR)/3

Vitesse +0.5mm/s

Figure 97. Représentation schématique du dispositif pour le test de frottement

V.1.2. Résultats et discussion

Pour calculer le coefficient de frottement a été tracé sa valeur en fonction du temps
(Figure 98). Les valeurs du coefficient du frottement COF est en moyenne des valeurs aller

retour.

13. Gong J.P, Osada Y., Surface friction of polymer gels, Polymeric Science (2002), 27: 3-38.
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Les valeurs obtenue ont ete de ordere de 10-2, et ces valeurs ont ete constante pour une
periode de 30 minutes sans degradation (Tableau 15).

Tableaux 15. Valeur de COF obtenue

Echantillon COF

HEMA 0.02+0.002
HEMA 5%AA 0.05+0.004
HEMA 25%AA 0.03+0.003
Cartilage articulaire 0.01+0.005

V.2. Tests nanotribologique

Le PRINCIPE de la méthode utilisée c’est que, en plus des forces normales, le cantilever est
sensible et les forces de friction (Ff), qui crée un couple de torsion, et donc une variation du
signal sur la direction horizontale de la photodiode. Les tests de frottement ont été réalisés
dans le mode de la modulation latérale. Cette technique est basée sur le fait que la pointe est
en contact avec 1’échantillon et on impose une force normale constante, et une déplacement
de I’échantillon sur I’axe X, et il est mesure le réponse en torsion, ca veut dire, la force

latérale crée (Figure 102).

Forcenormale (Fn)=ct

Force laterale (Ft)

Milieu
d’hydratation

Levier

Deplacement en X piezo

Figure 102. Représentation schématique du dispositif pour les tests de frottement
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V.2.2. Résultats et discussion

A I'échelle nanométrique les valeurs de coefficient du frottement en fonction du temps
sont présentés dans la figure 103. Pour le cartilage articulaire, en raison de sa rugosité du
méme ordre que celle de la sonde AFM, les valeurs obtenues ce n’est pas réaliste.

—HEMA
—HEMAS5%AA

0,05

—HEMA25%AA

Figure 103. Graphique du COF obtenues en

1500 3000

MM
WM
VA VAR A1

COF
o

fonction du temps

-0,05
Temps (s)

Dans le tableau 16 sont présentées les valeurs obtenues.

Tableaux 16. Valeurs de COF obtenues

Echantillon COF
HEMA 0.03+0.005
HEMA 5%AA 0.05+0.007
HEMA 25%AA 0.02+0.003
Cartilage articulaire -

V.3. Les études topographiques

La méthode de mesure la topographie par AFM est de balayer avec la pointe la surface. Les
images sont générées par un signal issu du photodétecteur, qui est associé avec le
débattement du levier a partir de son interaction avec la surface. La force entre la pointe et la

surface, est la valeur de réference pour la déflexion du cantilever.

V.3.1. Parametres expérimentaux

Le protocole expérimental: a été optée pour un sonde AFM avec un constante

élastique de 0,2 N / m (VEECO, DNP-S-10) et les images ont été prise en mode contact, en
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millieu hydraté dans un tampon pH 7. La rugosité pic-a-pic a été mesurée, qui est la moyenne

entre le pic maximum et du pic minimum de la rugosité de surface.

V.3.2. Résultats et discussion

Les images topographiques sont présentees dans la figure 106.

Figure 106. Topographies AFM pour les hydrogels:
a) HEMA
b) HEMA 5%AA
c) HEMA 25%AA

Les valeurs de la rugosité pic-a-pic sont présentées au tableau 17. On voit que les

valeurs de rugosité sont faible a cause de I'utilisation de la moule en céramique.

Tableaux 17. Valeurs de rugosité pic-a-pic

Echantillon Rugosité pic-a-pic
(nm)

HEMA ~1542

HEMA 5%AA ~50 £5

HEMA 25%AA ~25 12

La valeur de la rugosité est modifiée par I'ajout comonomeéres AA sans une variation linéaire
avec l'augmentation de la concentration de AA dans I'hydrogel. L’ajout d'AA dans I'hydrogel
a permis, cependant, l'augmentation de la rugosité de matériel.
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CHAPITRE VI
DES ETUDES CINETIQUES DE CHARGEMENT ET DE
LIBERATION DES PRINCIPES ACTIFS DANS/DE HYDROGELS
P(HEMA-CO-AA)

VI.2.1.1. La chargement des hydrogels avec les principes actifs

Les hydrogels a base de HEMA et comonomere AA avec un poids sec de 0,5a 1 g ont
été immergés dans une solution du kétoprofene de ou de Il'ibuprofene, ou ils étaient gardés
48h. Passé ce délai, le médicament chargé dans 1’hydrogel ont été séches dans un four & 37 °©
C pendant 72 h. dans la figure 112 est représenté le schéma pour de processus de inclusion du

médicament dans les hydrogels.

T

Hydrogel en état sec Solution de médicament il *
Médicament liée au hydrogel
hydratée

—_—

Four, 37°C
180h

Médicament liée au hydrogel
sec

Figure 112. Schéma simplifie d’incorporation des médicaments dans des hydrogels

Le mécanisme de constitution fut un processus physique, qui ne change pas les
propriétés mécaniques des hydrogels en modifiant le degré de réticulation et des propriétés de
gonflement des changements essentiels. Ainsi, les hydrogels peuvent étre charges avec des
médicaments considérés en fonction de la solubilité des médicaments dans cet
environnement. Le degré de gonflement dans la solution de médicament a été dépendant de la
concentration des hydrogels d'acide acrylique, augmentant avec la concentration en acide
acrylique et le montant maximal de l'ibuproféne ou le kétoproféne incorporée a été

déterminée par la courbe standard (figures 113 et 114).

140

120

[
S
3

incorporée (mg)

Quantité de médicament

N
3

-

HEMA HEMAS5%AA HEMA25%AA

o

Figure 113. La quantité maximale de ketoproféne incorporée dans les hydrogels
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Figure 114. La quantité maximale d’ibuproféne incorporée dans les hydrogels

VI.3. Les études cinétiques sur la diffusion de substances
biologiquement actives synthétisées hydrogels. Modele théorique de

la diffusion

La schéma générale de la libération des médicaments auprés des hydrogels est illustré a la
figure 115.

L g /\/ *
—_— —_—
, T ®¥
ggrc():t/min ‘(
i
Meédicament incorporée = ;\HK

Le gonflement de la
réseau poreuse va
conduire la libération du
médicament incorporée

dans hydrogels sec Absorption du solvent

Figure 115. Schéma de libération contrélée du médicament aupreés des hydrogels

La cinétique de libération de principes actifs dépend de la proportion de comonomeére
AA, la quantité de la médecine et les caractéristiques moléculaires de la solubilité des
médicaments dans I'environnement de diffusion. Ainsi, les hydrogels avec une grande
quantité d'acide acrylique ont libérée une grande quantité de médicament. La quantité de
médicament libérée était la méme avec celui incorporée. Les courbes cinétiques de libération

de médicament sont présentées dans les figures 116 et 117.

59

Cette thése est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/20111SAL0017/these.pdf
© [L.E. Bostan], [2011], INSA de Lyon, tous droits réservés



140

--HEMA
120
#+HEMAS5%AA

100 W HEMA25%AA

80

60

libére (mg)

40

Quantité de médicament

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Temps (h)

Figure 116. Courbes cinétique de la libération du ketoprofene
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Figure 117. Courbes cinétique de la libération du ibuproféne

Dans le cas du kétoprofene la libération a été realisée en environ 14 heures pour
toutes les formulations. Pour Il'ibuprofene, la liberation a été fait en environ 45 heures pour

tous les hydrogels testées (tableau 20).

Tableaux 20. La quantité de médicament libere

Echantillon Quantité Temps (h) Quantité de | Temps (h)
d’ibuproféne ketoprofene
libéré libéré
(mg) (mg)
HEMA 2,5 ~45 26 ~15
HEMA 5%AA 7,6 ~45 118 ~15
HEMA 25%AA | 22,6 ~45 141 ~15

VI.3.1. Le modéele de la cinétique de diffusion

Pour analyser la libération in vitro des principes actifs (médicaments) sont utilisés

pour décrire certaines modeles mathématiques pour modéliser la cinétique de diffusion. Pour
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cette étude nous avons choisi le modele de Korsmeyer-Peppas, qui décrit la libération du
médicament a partir de systemes polymeres. Pour nous aider a trouver le mécanisme de
libération, les courbes de libération ont été appliqué ce modéle (I'équation décrite dans le
chapitre 1) (figures 116 et 117).

. 17 y =0.84x
T 0e P /. R2=0.98
@
- y=0.75x
= 08 Ve 31/12:0‘99
= 2
€ 07 v
o /
e 7 ¢
S 06 yoid
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T 05 £ R*=0.99
2 s/, a ’
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Q V4 - — Linear (HEMA)
O o1 P e X
a0 Z — Linear (HEMA 5%AA)
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Figure 116. Le modele mathématique Korsmeyer-Peppas pour la libération controlee du ketoproféne
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Figure 117. Le modele mathématique Korsmeyer-Peppas pour la libération controlee d’ibuproféne

Les indices de la libération obtenus sont utilisés pour caractériser le mécanisme de
libération de la  diffusion de médicaments  aupres de hydrogels.
Les indices ont été obtenus dans l'intervalle 0,39 <n <0,89, indiquant un type de diffusion
non-Fikian. La diffusion de la médicament de la matrice hydrogels était fortement liée au
taux de gonflement des hydrogels dans 1’environnement (tableau 22).

Tableaux 22. Coefficient de diffusion obtenue par application du modéle mathématique Korsmeyer-Peppas

Echantillon Ibuproféne Ketoproféne
HEMA 0,43; r2~0,99 0,39; r2~0,99
HEMA 5%AA 0,54; r2~0,99 0,75; r2~0,99
HEMA 25%AA 0,82; r2~0,98 0,84; r2~0,98
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CONCLUSIONS GENERALES

Les propriétés mécaniques remarquables (grande résistance au choques, coefficient de
frottement et usure tres faibles) du cartilage comme surface portante sont dues a la fois : (1) a
I’organisation de sa structure du niveau macro au niveau nano, (2) aux espéces chimiques
composant la matrice extracellulaire qui imposent son caractére tres hydrophile. Cependant,
de nombreuses maladies affectant le cartilage articulaire conduisant a son usure. Dans ces
conditions le cartilage articulaire montre sa plus grande déficience : son incapacité
d’autoréparation. Les tentatives de réparation a la fois naturelles et chirurgicales permettent
actuellement la régénération d’un tissu fibreux ayant une moins bonne résistance aux choque
et a 'usure que le cartilage. C’est pour cela que les recherches actuelles s’orientent a
stimuler la réparation du cartilage articulaire en développent des techniques d’ingénierie
tissulaire. Le but de l'ingénierie tissulaire du cartilage et en partant des cellules et/ou
différents « biomatériaux » d’obtenir in vitro un matériau qui est 1'équivalent au cartilage

articulaire sain, a la fois structurellement et fonctionnelle.

Dans ce contexte, cette these vise a développer des biomatériaux polymeres a base de
p(HEMA) afin de reproduire la structure et les propriétés mécaniques et physico-chimiques

du cartilage sain afin de les appliquer dans I’ingénierie tissulaire du cartilage articulaire.

Pour se faire, des nouveaux biomatériaux - hydrogels p(HEMA) ont été obtenu en
contr6lant le caractere hydrophile des hydrogels p(HEMA) au cours de leur synthése
chimiques en présence de différents co-monomeres. Ensuite, ces nouveaux hydrogels ont été
contréler de point de vu propriétés physicochimiques, mécaniques et tribologiques afin de
sélectionner les hydrogels ayant les propriétés plus rapprochées du cartilage articulaire. Pour
les hydrogels ainsi sélectionnés ont été vérifié leur propriétés de libération contr6lée des
médicament afin de minimiser les risques inflammatoire au cours de leur utilisation dans

I’ingénierie tissulaire afin de substituer le cartilage articulaire.

Ainsi, cette these comporte 3 étapes principales : (1) obtentions des hydrogels HEMA
avec hydrophile contrdlée, (2) sélection des hydrogels ayant les propriétés physicochimiques
et mécaniques semblables au cartilage articulaire, (3) vérification des propriétés de libération
contr6lée des médicaments anti-inflammatoires afin d’augmenter leur chance d’étre utilisées

dans I’ingénierie tissulaire du cartilage articulaire.
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Dans la premiére étape des nouveaux hydrogels p(HEMA) ont été obtenues en
contrélant le caractere hydrophile par utilisation des différents co-monomeres a caractere
hydrophile fort (acide acrylique - AA, l'acrylamide - AAM) ou hydrophobes (acrylate
d'éthyle - AE, acrylate de butyle - AB) en présence d'un monomere bi-fonctionnel avec le
réle de réticulation : tetractilenglicol diacrylilate (TEGDA). L’optimisation de la synthése de
ces biomatériaux a eté réalisée en utilisant un protocole simple nécessitant un co(t et un
temps de polymérisation réduit (24 heures). Les nouveaux hydrogels p(HEMA) ainsi
obtenues ont été vérifie de point de vu:

1. chimique (réaction de co-polymérisation). Cela a été realisé par des analyses en

spectroscopie infrarouge (spectres FTIR) qui montrent :

a. D’absence de pics d’adsorption correspondant a la liaison C = C (~ 1640
cm-1) présente dans les monomeres et absente dans les polymeres. Cela

signifie que la réaction de polymérisation a bien eu lieu,

b. la présence de pics d’adsorption d’intensité correspondant aux groupement
spéecifiques montrant que le co-monomeére est bien présent dans la structure
du polymere HEMA synthétisés : (1) ~ 3440 cm-1 montre la présence de
liaison —OH (groupement montrant le caractere hydrophile), (2) ~ 1640
cm-1 montre la présence de liaison C = O (groupement montrant la
réticulation), (3) ~ 2960 cm-1 montre la présence du groupe fonctionnel
méthyle (groupement identifiant la chaine polymérique principale
p(HEMA)).

2. stabilité thermique. Cela a été réalisé par 1’étude de la dégradation thermique
(TG/DSC) des ces hydrogels. Ces études montrent que I'énergie d'activation
augmente généralement avec l'augmentation de la proportion de co-monomere
ajouté ce qui suggere une amélioration de la stabilité thermique des hydrogels.
Ces résultats sont en corrélation avec les spectres FTIR ou on peut voir que
I'intensité du champ augmente avec le nombre des groupes -OH introduites par le
co-monomeére. D’autre part 1’obtention d’un ordre de réaction faible dans les
essais TG suggere que dans la décomposition thermique des ces hydrogels les
processus physiques de transport sont plus importantes que les processus

chimiques. Les résultats quantitatifs TG/DSC ont permis de calculer la
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température de transition des hydrogels (Tg). Cette température augmentée avec
I'ajout de co-monomere, ce qui confirme que la stabilité thermique est amélioré

avec I’augmentation en quantité de co-monomere.

structure. Cela a été réalisé par des analyses ESEM et AFM des surfaces et
coupes transversales des nouveaux hydrogels HEMA. Ces analyses montrent que
la copolymeérisation a permis de garder la structure poreuse des hydrogels en
augmentent la taille des pores par rapport au polymere obtenu sans co-monomere.
Aussi ces analyses montrent que la rugosité des surfaces de ces hydrogels a été

diminuée par I’augmentation du % de e co-monomére.

I’énergie de surface. Cela a été estimée a partir des mesures d’angles de contact
des 3 solvants différents (eau ultra pure, diiodométhane et ethyleneglycol) en
contact avec la surface des hydrogels. Les résultats montrent que 1’ajout du co-
monomeére augmenté 1’énergie de surface. Ces résultats confirment les analyses
thermiques et montrent que, avec l'ajout de co-monomére les liaisons covalentes
présentes dans le hydrogel sont plus difficiles a rompre. La mesure d’angle
dynamique (I’hystérésis de I’angle de contact), a révele des informations sur
I’homogénéité des surfaces de ces hydrogels. Ainsi ces mesures ont montré que
I'hnomogénéité de la surface d'hydrogels synthétisé diminue avec 1’augumentation

de la concentration en co-monomere.

Dans la deuxieme étape de ce travail une sélection des nouveaux hydrogels obtenus

dans 1’étape antérieure a été faite afin de se rapprocher le plus possible des proprietés

physicochimiques et mécaniques du cartilage articulaire. Cette sélection a été réalisée a partir

des analyses physico-chimiques, mécaniques et tribologiques qui ont permis de contréler :

1.

le caractére hydrophile. Cela a été réalisé par la mesure de la masse d’eau
retenue (degré de gonflement) dans chaque hydrogel en absence des contraintes
mécaniques mais en présences des contraintes physicochimiques (pression
osmotique et pH) propres au milieux biologique. Les résultats montrent que pour
les co-monomeres hydrophiles le degré de gonflement augmente avec le
pourcentage de co-monomere. Pour les co-monomeéres hydrophobes AE et AB, on
peut observer une diminution du degré de gonflement, due a leur hydrophobicité.

Ces mesures on permis de selectioner le HEMA 5¢%AA, HEMA 15%AA et
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HEMA 5¢%AAm qui ont un caractére hydrophile similaire a celui du cartilage

articulaire.

2. résistance mécanique en compression. Comme la grande résistance mecanique
du cartilage articulaire aux sollicitations mécaniques (hotamment en compression)
est due a son organisation structurelle du niveau macro au niveau nano, la
validation de la résistance mécanique et tribologique des hydrogels synthétisé ici a

été réalisée a deux échelles :

a. macroscopique : les propriétés mécanique (module d’élasticité — E* et
cisaillement G*) des hydrogels HEMA et du cartilage articulaire ont été
évalué a partir des essais de compression et cisaillement réalisées en adaptant
un conFiguretion plan/plan d’un rhéométre ARES afin de contrdler le
glissement a la paroi (glissement total dans le cas des essai de compression et
glissement 0 dans le cas des essai de cisaillement). Les résultats ont monté que
les hydrogels synthétisés avec co-monomere AA ont un comportement

mécanique macroscopique similaire a celui du cartilage articulaire.

b. Micro/nanométrique. Les propriétés mécanique (module d’élasticité) des
hydrogels HEMA et du cartilage articulaire ont été évalué dans des mesures de
nano-identation utilisant la microscopie a force atomique et des bille
borosilicate de 20um en rayon comme nanoidentor. Les résultats montrent que
le module d'élasticité obtenue a I'échelle nano est comparable a celui obtenus a
I'échelle macro pour des concentrations faibles de co-monomere (0%-5%
massique). Pour des concentrations de co-monomer plus grand on observe une
diminution de la valeur moyenne du module d’élasticité et un élargissement de
I’intervalle de variation des résultats. Cela pourra étre corrélée avec une
diminution de d'homogénéité des hydrogels contenant des concentrations plus
grands de co-monomer ; cela est en concordance avec les mesures dynamique
de I’angle de contact qui montre aussi une diminution de I’homogeneité des

hydrogels avec 1’augmentation du % de co-monomer.

3. les propriétés tribologiques (coefficient de frottement, usure). Une des
propriétés mécaniques les plus importantes du cartilage articulaire est un tres

faible coefficient de friction, ce qui fait un matériau tres performant du point du
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vue tribologiques. Il a donc fallu analyser les hydrogels en termes de propriétés
tribologiques. Cette analyse a été faite a la fois la échelle macro et I'échelle
micro/nano afin de valider ces hydrogels comme implants a différentes echelles.
Les coefficients de frottement obtenus sont de I'ordre 10-2, comparables avec le
coefficient de frottement du cartilage articulaire et comparables a la macro et le
niveau nano. La valeur du coefficient de frottement diminue avec 1’augmentation

du co-monomeére AA.

La troisieme étape de ce travail a consisté a sondé les propriétés de libération
contr6lée des médicaments anti-inflammatoires a travers les hydrogels sélectionnées comme
ayant des propriétés similaires au cartilage articulaire, afin de vérifier leur chance de résister
a D'implantation. La libération controlée de principes actives (médicaments anti-
inflammatoires : ketoproféne et ibuproféne) a été testé pour les hydrogels a base de HEMA et
AA qui ont été soumis aux tests de chargement et de libération de ces principes actifs. Ces
principes actifs réduisent considérablement le risque d’inflammation due a I’implantation
d’un biomatériaux. De plus elles sont souvent utilisés dans le traitement des maladies du
cartilage, mais leur efficacité est réduite a cause d’une administration systémique (voie orale
Ou sanguine) qui génere une métabolisation précoce du médicament et un réduction du temps
d’action (la demi-vie du médicament est d’environ 2h), de plus ces médicaments ne peut pas
étre administrée dans les maladies du foie, reines et gastro-intestinale. Par conséquence cette
étude vise & tester I’inclusion et la libération de ces principes actives a travers les hydrogels
implantés. Ainsi I’inclusion et la et la libération des principes actifs auprés des hydrogels
HEMA-AA a été testé en mesurant le temps de diffusion du principe actif du hydrogel dans
un solution tampon biologique et inverse. On a utilisé le modéle cinétique de libération décrit
par Korsmeyer-Peppas dans lequel on a Vérifié que indices dérivés correspond a un diffusion
type non-Fikian (0,39 <n <0,89) ce qui nous confirme que la libération contrélée des
principes actives a lieu a cause de diffusion a travers les hydrogels. Les résultats montrent

que la demi-vie a été¢ augmentée jusqu’a ~15 heures pour ketoproféne et ~45 pour ibuprofeéne.
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CAPITOLUL I | INGINERIA TISULARA A CARTILAJULUI ARTICULAR

INTRODUCERE

In prezent, materialele polimerice ocupi un loc foarte important in toate domeniile
activitatii umane, fiind parte din ce in ce mai mult din viata de zi cu zi. Dintre acestea,
biomaterialele polimerice constituie un subiect foarte actual si cu o dinamica deosebita, data
fiind diversitatea utilizarii in domeniul medical si farmaceutic. Principala preocupare o
reprezinta ameliorarea calitdtii implanturilor §i a dispozitivelor de analizd minim-invaziva ale
urmeaza sa intre in contact direct cu tesuturile biologice, punerea la punct a unor sisteme de
elibeare controlata, care sa duca la organul-tinta diferite principii biologic active.

Desi se afla la dispozitie un numar mare de materiale, biocompatibilitatea si
proprietatile mecanice, au restrans sever numarul actual de polimeri care pot fi folosifi in
domeniul medical. Candidatele la biomateriale trebuie sa indeplineascd cateva cerinte, legate
de proprietitile fizice si mecanice ale polimerilor. Acestea includ: geometria dispozitivului
sau implantului, gradul de umflare la echilibru, omogenitatea, proprietatile elastice, raspunsul
la tensiune, comportarea vascoelastica in timp, si posibilitatea eliberarii controlate de principii
active.

De asemenea, biomaterialele trebuie sa poata fi sterilizate, fara alterarea formei sau
proprietatilor si fara absorbtia permanenta a agentilor de sterilizare. Ele nu trebuie sa prezinte
reactii inflamatoare cand vin in contact cu tesuturile naturale si acestea nu trebuie sa fie
degradate in prezenta enzimelor naturale din fluidele biologice.

Panad in prezent, o varietate de materiale (naturale sau sintetice) au fost studiate ca
potentiale produse ale ingineriei tisulare a cartilajului articular. Materialele naturale pot
adesea interactiona cu celulele, dar, au, in acelasi timp o serie de dezavantaje legate de
raspunsul imun i proprietdtile mecanice necorespunzatoare cu cele ale cartilajului articular.

Astfel cd, materialele sintetice au fost propuse ca si candidate pentru ingineria tisulard
a cartilajului articular, pentru ca structura lor poate fi controlatd astfel incat sa putem anticipa
anumite proprietati chimice si fizice specifice, pentru a putea obtine anumite caracteristicCi
mecanice.

Aceste biomateriale pot fi sintetizate intr-o varietate de matrici (bureti, retele si
hidrogeluri). Retelele si buretii sintetici sunt matrici 2D care au o porozitate foarte mare
(>90%), si nu pot asigura functiile mecanice, insa pot servi ca 0 modalitate de transport ai
celulelor sau diferitelor principii active.

In cazul cartilajului articular, cel mai important aspect consta in abilitatea de a rezista

fortelor de forfecare si compresiune de la nivelul articulatiei. Din punct de vedere a
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proprietatilor mecanice, cei mai indicati sunt copolimerii metacrilici care se preteaza la astfel
de cerinte. Dintre acestia, un loc important ca si component al hidrogelurilor de uz biomedical
il ocupa p(hidroxietil metacrilatul) (p(HEMA)) datoritd proprietatilor sale remarcabile: lipsa
de toxicitate si biocompatibilitate fiind folosit ca produs comercial (lentile de contact). In
plus, sinteza acestor hidrogelurile pe baza de p(HEMA) se face intr-un timp scurt, farda a
necesita o aparaturd complicatd, precum si un cost redus. Hidrofilia lor poate fi usor
modificata utilizand diferiti co-monomeri.

Hidrogelurile pe bazd p(HEMA) au fost folosite pentru protezarea tesuturilor moi,
datorita caracteristicilor de biocompatibilitate, permeabilitate mare fata de moleculele mici,
hidrofilicitate mare si consistentd moale, in plus, p(HEMA) are un continut de apd similar
cartilajului articular, prezintd rezistentd la degradare, nu este absorbit de organism, suporta
sterilizarea prin incalzire fara afectarea structurii si se poate obtine intr-0 varietate mare de
forme.

Mergand dupa aceste principii, teza de fata isi propune sinteza si caracterizarea unor
materiale polimerice de tip hidrogel, care sa aiba proprietati atat de structurd cat si mecanice,
similare cu cele ale cartilajului articular.

Teza este alcatuita din doua parti, una teoretica si cealaltd experimentald, structurate
in sase capitole, in care: primul capitol reprezintd partea teoretica, iar celelalte, partea
originala, experimentala.

Tn capitolul I sunt prezentate structura si proprietatile cartilajului articular, precum si
patologia intalnitd la acest nivel de tesut. Stadiul actual al metodelor de tratament actuale sunt
subliniate impreund cu limitarii lor, pentru a evidentia problematica de la care s-a plecat n
cadrul acestui studiu. Astfel o altenativad este prezentatd prin prisma ingineriei tisulare a
cartilajului articular.

Odata stabilita clasa de materiale polimerice cu care se va lucra, in capitolul 11 sunt
prezentate metodele si analizele experimentale.

Capitolul 11, care reprezinta cea mai mare parte originala a tezei, consta in sinteza si
caracterizarea hidrogelurilor. La realizarea protocolul experimantal s-a incercat realizarea
testelor in aceleasi conditii ca cele fiziologice ale cartilajului articular (parametrii de testare si
mediul de hidratare tampon pH 7).

In capitolul 1V se face selectia critici a hidrogelurilor sintetizate, in functie de
rezultatele obtinute in urma testelor de compresiune si forfecare. Astfel, au fost alese doar

hidrogelurile cu un comportament la compresiune si forfecare, asemanator cu cel al

cartilajului articular (hidrogelurile cu HEMA, HEMA 5%AA, HEMA 25%AA). Tn continuare
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au fost realizate teste de comprimare la scard nano, pentru a verifica daca proprietatile sunt
aceleasi cu cele de la scara macro.

Datorita aplicatiei ca substituent de cartilaj articular, in capitolul V hidrogelurile au
fost testate pentru a le caracteriza din punct de vedere tribologic. Testele au fost realizate atat
la scara macro cat si nano.

Tn capitolul VI a fost realizat un studiu de eliberare controlati de principii active
in/din hidrogeluri, pentru a se preveni, in cazul implantarii, reactia de inflamare care apare in
urma acestei interventii.

Rezultate obtinute pe parcursul acestei teze au fost valorificate prin urmatoarele
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CAPITOLUL |

MATERIALE POLIMERICE CU APLICATIIIN INGINERIA TISULARA A
CARTILAJULUI ARTICULAR

" Dacd vom consulta Manuscrisele scriitorilor Chirurgi
de la Hipocrate pénd in zilele nostre, vom gdsi cd, un
cartilaj ulcerat este considerat a fi o boald (...); foarte
supdrdtoare i cd, atunci cind este distrus, nu este niciodatd
recuperat.”

William Hunter (1718 - 1783)

1.1. STRUCTURA $1 PROPRIETATILE CARTILAJULUI ARTICULAR

Articulatiile sinoviale sunt structuri complexe care sunt alcatuite din mai multe tipuri
de tesuturi specializate, incluzand cavitatea articulard, tendoane, meniscuri, 0os, membrana
sinoviala si cartilaj articular (Figura 1). Aceste tesuturi nu sunt inerte, avand capacitatea de a
se regenera parfial si asigurd stabilitatea articulatiei in repaus si in timpul miscarilor,
amplitudinea si gradele de mobilitate ale articulatiei, precum si un grad scazut de frecare la
nivelul articulatiei.

———> Muschiul cvadriceps femural

Cartilajarticular 2cm

Figura 1. Articulatia sinoviala (sectiune sagitala a genunchiului)

Cartilajul articular este tesutul care reprezinta cheia functionalda a articulatiilor
sinoviale. Acesta variazd in grosime, densitate celulard si compozitie a matricei atat intre
diferite articulatii cat si in cadrul aceleiasi articulatii. Oricum, toate articulatiile sinoviale
contin cartilaj articular alcatuit din aceleasi componente si care indeplineste acelasi rol.

Proprietatile care il fac remarcabil si unic sunt rezistenta sa deosebitd la deformare,
rezistentd mare la uzura (durabilitatea) si capacitatea de a repartiza presiunea atat pe suprafata

cat si, consecutiv, pe o mai mare arie a osului subcondral.
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1.1.1. Structura cartilajului articular

Macroscopic, cartilajul articular matur apare ca un tesut neted, alb, lucios, care rezista
deformatiilor la care este supus. Grosimea cartilajului articular este de aproximativ 2-5mm,
integritatea structurala a acestuia fiind mentinuta de condrocite. La microscopul optic (Figura
2) se evidentiaza o matrice extracelulara in care se observa un singur tip de celule (condrocite)

si lipsa vaselor sangvine sau a nervilor.

500um
Condrocite «=———
= Cartilajarticular
> - -
gt 18 s 0., "—vl»\‘ -
‘g ~¥ B y
Y a0 . 5 [ Osspongios
P, .-‘-‘j—" ‘;.- i -"h“ 4 ‘I, =~

Figura 2. Sectiune histologica a cartilajului articular (microscop optic x5; coloratie cu Hematoxilina-

Eozini) [115]

Comparat cu alte tesuturi (muschi, os), cartilajul articular prezintd o activitate metabolica
mai scazuta si raspunde mai lent la incarcare sau atunci cand este lezat. in ciuda acestui
fapt, studii recente au aratat cd acest fesut prezintd o structura ordonatd cu interactiuni
variate si complexe Intre condrocite §i matricea extracelulard, care fac posibild functia

normala a cartilajului §i mentin integritatea structurii acestuia [16].

1.1.2. Compozitia cartilajului articular

Cartilajul articular este compus din condrocite care se gdsesc intr-o structurda
organizatd de colagen, proteoglicani, alte proteine, ioni §i apa care formeazd matricea

extracelulard (Figura 3).

14

15. Baran D., Histologie generala si speciald, Ed. VIE, 2000 (Tipografia Editurii VIE) (2000), ISBN 973-
85074-0-5 Vol.2., p.208.

16. Buckwalter J.A., Mankin H.J., The Articular Cartilage — part I: Tissue Design and Condrocyte-Matrix
Interactions (An Instructional Course Lecture, The American Academy of Orthopaedic Surgeons), Journal of
Bone Joint Surgery (1997), 79-A: 600-11.
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Matrice extracelulara

Condraocit

Cartilaj articular

Os subcondral
Os spongios ,
0

Figura 3. Compozitia cartilajului articular

1.1.2.1. Condrocitele

In structura cartilajului articular existd un singur tip de celuld, si anume condrocitul.
Condrocitele sunt celule mezenchimale inalt specializate care contribuie la 5% din masa si la
10% din volumul cartilajului articular. Densitatea celulara este cea mai mare in stratul
profund si scade progresiv spre zona intremediard si superficiald la aproximativ 1/3 din

densitatea din zona profunda (Figura 4).

]

Figura 4. Structura cartilajul articular (imagine de microscopie electronica)

Condrocitele diferd in formd, marime, in diferite zone ale cartilajului, nsa toate contin
organitele celulare (reticul endoplasmatic, membrane Golgi) necesare sintezei matricii. De
asemenea, condrocitele contin filamente intracitoplasmatice, lipide, glicogen si vezicule
secretoare. Unele condrocite prezintd cili scurfi care se extind inspre matrice, cu rolul de a
receptiona modificarile mecanice care se produc. Condrocitele se gasesc intr-0 matrice
extracelulard [17] si nu intrd in contact direct unele cu altele.

Condrocitele sintetizeaza colagen de tip II, proteoglicani si proteine specifice

necolagenice care se regisesc in matricea extracelulara (Figura 5). Condrocitele sunt foarte

17. Antonescu D.M., Pop D.M., Elemente de patologie osteoarticulard, Ed. Teora (2000), ISBN 9732005580, p.
7-9.
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active metabolic, insd metabolismul total al tesutului cartilaginos este scazut datorita densitatii
mici de celule.
Condrocitele par sd ramand 1n aceeasi pozitie, nemodificate pentru perioade

indelungate de timp.

o 9 39 ———— ."':_*.. -‘ ‘,-‘.
> Proteoglican ’ .-j~' It 3 ¢ b % - :1 "-l‘.-'},
i) —p————— { L =
Condrocit JZ 1311 N A Y
Aci ‘.A i~ :t; 3 a 3 o
hialuronic Agregate de Matriceextracelulara

proteoglicani

Figura 5. Schema sintezei de proteoglicani si colagen de tip II a condrocitelor

1.1.2.2. Matricea extracelulara

Matricea cartilajului articular este alcatuita din doud componente: tesutul fluid si retele
macromoleculare care dau acestui tesut forma si stabilitate. Interactiunea dintre lichidul
matriceal si macromolecule conferd cartilajului articular rezistenta, duritate, elasticitate si

rezilienta [2, 18].

1.1.2.2.1. Componenta lichida

Din masa cartilajului articular pand la 80% este apa, care este distribuitd neuniform
(15% la suprafata si 65% in zona profundd). Interactiunea dintre aceasta si macromoleculele
matricei influenteaza proprietdtile mecanice ale cartilajului, presiunea hidrostatica mare a
tesutului, contribuind la rezistenta la solicitari a acestuia. Lichidul tisular contine pe langa apa
si gaze, proteine, metaboliti §i o mare cantitate de cationi pentru a contrabalansa sarcina

electrica negativa a proteoglicanilor.

11.2.2.2. Macromoleculele de structura

Macromoleculele din compozitia cartilajului contribuie cu 20-40% din masa tesutului.
Exista trei tipuri de macromolecule care difera in concentratie in interiorul tesutului si care
conferd proprietati specifice in diferite zone ale cartilajului. Colagenul contribuie cu
aproximativ 60% din greutatea uscatd a cartilajului, proteoglicanii 25-35% iar proteinele

necolagene si glicoproteinele 15-25%.

18. Bruckner P., Mendler M., Steinmann B., Huber S., and Winterhalter K.H., The structure of human collagen
type IX and its organization in fetal and infant cartilage fibrils, Journal of Biological Chemistry (1988),
263:16911-16917.
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Colagenul este distribuit relativ uniform in grosimea cartilajului, cu exceptia stratului
superficial bogat in acest tip de fibre. Reteaua fibrilara a colagenului confera cartilajului
forma si rezistenta la presiune. Proteoglicanii si proteinele necolagene leaga fibrele de colagen
si raman prinse in reteaua acestora. Unele proteine necolagenice ajuta la organizarea si
stabilizarea refelei colagene, in timp ce altele au rolul de a lega condrocitele de

macromoleculele matricei [2].

Colagenul

Cartilajul articular contine mai multe tipuri de colagen (Figura 6), si anume tipurile: II,
VI, IX, X, si XI. Tipurile II, IX si XI formeaza fibrile care se organizeaza intr-o retea ce
confera cartilajului rezistentd la presiune si duritate si contribuie la coeziunea tesutului prin

interactiuni cu proteinele din proteoglicani cu masa moleculard mare.

o) TipIsimn

Z W
e

L Tip 11, IX 51 X1

L Tip 1151 X1

t Tip Isi 111

50000000090 0000,
Figura 6. Tipuri de colagen din structura cartilajului articular

Colagenul de tip Il (Figura 7) este principalul tip din structura cartilajului articular

(90-95%) si reprezinta componenta primara a retelei de fibrile.

Acid hialuronic

Condroitin sulfat

Figura 7. Organizarea colagenului de tip 11
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Proteoglicanii
Proteoglicanii (PG) sunt formati dintr-un miez proteic si unul sau mai multe lanturi de
glicozaminoglicani, alcatuite la randul lor din lanturi lungi de polizaharide continand

molecule de dizaharide care se repeta in unitatea structurala (Figura 8).
N ' & Condroitin sulfat

=} Dermatan sulfat

Miez proteice— ol
Proteind de legaturi €mm—— ,//
Acid hialuronic

Figura 8. Structura proteoglicanilor

Fiecare unitate de dizaharide are cel putin o grupare sulfat sau carboxilica incarcata
negativ, astfel ca lanturile de glicozaminoglicani sunt incarcate negativ pe toatd lungimea lor.

Glicozaminoglicanii din compozitia cartilajului articular contin acid hialuronic,
condroitin sulfat, keratan sulfat si dermatan sulfat (Figura 9). Concentratia acestor molecule
variazd in diferitele zone ale cartilajului articular si, de asemenea, cu varsta sau diferite

afectiuni ale cartilajului (leziuni, boli).
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Dermatan sulfat
H CH,OH
‘0,80
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H
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L-Iduronat N-Acetil-D-glucozamin-4-sulfat

Figura 9. Structura chimica a glicozamininoglicanilor

Cartilajul articular contine doud clase majore de proteoglicani: agrecanii care sunt
monomeri mari de proteoglicani agregati si proteoglicanii mici care includ decorina,
biglicanul, fibromodulina si, posibil, si alti proteoglicani care nu au fost inca identificati.

Deoarece este posibil s aibd o componenta glicozaminoglicanica, colagenul de tip IX
poate fi considerat un proteoglican [19].

De asemenea, integritatea structurald a cartilajului depinde de interactiunea dintre
colagen si proteoglicanii agregati. Agrecanul este proteoglicanul caracteristic cartilajului.
Acesta are o masa moleculard de 250.000 daltoni si contine 90 % derivati de carbohidrati
formati 1n principal din lanturi de glicozaminoglicani: condroitin sulfat si keratin sulfat.

Datorita faptului ca acidul hialuronic este o polizaharida de dimensiune mare,
alcatuita din acid glucuronic si N-acetilglucozamina (Figura 8), neramificata, cu o greutate
moleculard de pana la cateva milioane de daltoni, fiecare moleculd de acid hialuronic este
capabila de a lega un numar mare de molecule de agrecani formand agregate de pana la cateva
sute de milioane de daltoni. Aceste molecule mari au un schelet central de hialuronan care

poate fi Intre cateva sute si pana la zece mii de nanometri lungime.

Proteinele necolagene i glicoproteinele

Rolul proteinelor necolagene si al glicoproteinelor este mai putin cunoscut decat cel al
colagenului si proteoglicanilor. Exista in structura cartilajului mai multe tipuri de astfel de
molecule (Figura 10). In general ele sunt alcituite in principal din proteine si au atasate cateva
mono si oligozaharide. Unele dintre aceste molecule participa la organizarea si mentinerea
structurii macromoleculare ale matricei. Integrina CII, o proteina de la suprafata condrocitelor
ajuta la ancorarea fibrilelor de colagen ale matricei. Proteina oligomerica a cartilajului, o

proteind cationica, este concentratd In principal in matricea pericondrocitard si pare sa fie

19. Conrad J.M., Stanitski C.L., Osteochondritis dissecans: Wilson’s sign revisited, Ameican Journal of Sports
Medicine (2003), 31:777-778.
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prezenta doar in cartilaj, cu rol in ancorarea condrocitelor, putand avea valoare ca marker al

turnoverului cartilajului [20].

hialuronic
Fibronectina

Integrina

3 8 ®

Biglican Condrocit

Decorinaé—%\lf/@% Cﬂ
Colagentip X Modulina
Colagentip 1l

Figura 10. Organizarea proteinelor necolagenice si glicoproteinelor

Fibronectina si tenascina, proteine necolagene ale matricii, au fost identificate si 1n alte
tesuturi. Aceste proteine par sa aiba rol in organizarea matricii, interactiunea dintre celule si
matrice, si in raspunsul tesutului cartilaginos in artritele inflamatorii si osteoartroza [21].
Sinteza, cantitatea, tipul proteinelor matriciale sintetizate de catre condrocite este reglata si cu
ajutorul unor factori locali: citokine si factori de crestere. Citokinele pot fi definite ca
molecule cu greutate moleculara mica, solubile, care afecteaza paracrin activitatea celulelor
din vecinatate. Acest tip de molecule pot actiona asupra celulelor de origine, sau, daca sunt
eliberate in circulatie, pot afecta celule la distanta, actionand ca agenti endocrini.

De asemenea, exista si alte mecanisme locale de control prin care factorii de crestere
produsi locali sau adusi din circulatie sunt incorporati Tn matricea mineralizata si sunt eliberati
prin activitatea osteoclastelor sau a condroblastelor. O productie anormala de citokine a fost
observatd in poliartrita reumatoida, osteoartrita si osteoporoza si poate fi cauza raspunsului
neadecvat al condrocitelor la agresiune. Printre factorii de crestere ai cartilajului au fost
identificati: factori de crestere ai insulinei (IGF): IGF-I si II; factori de crestere ai celulor
raspunzatoare de modificari fenotipice (TGF): TGFBs 1-3; factori de crestere ai fibroblastelor

de tip acid sau baza (aFGF si bFGF); interleukine (IL): IL-18; IL-6; IL-8; factori raspunzatori

20. Hedbom E., Antonsson P., Hjerpe A., Aeschlimann D., Paulsson M., Rosa-Pimentel E,; Sommarin Y.,
Wendel M., Oldberg A., and Heinegard D., Cartilage matrix proteins. An acidic oligomeric protein (COMP)
detected only in cartilage, Journal of Biological Chemistry (1992), 267:6132-6136.

21. Hayashi T., Abe E., and Jasin H. E., Fibronectin synthesis in superficial and deep layers of normal articular
cartilage, Arthritis and Rheumatology (1996), 39:567-573.

Cette thése est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/20111SAL0017/these.pdf I 14
© [L.E. Bostan], [2011], INSA de Lyon, tous droits réservés



CAPITOLUL I | INGINERIA TISULARA A CARTILAJULUI ARTICULAR

ai necrozei tumorale (TNF); factori de stimulare ai coloniilor (CSF): M-CSF; prostaglandine
PTH-RP; etc. [22].

1.1.3. Zonele structurale ale cartilajului articular

Condrocitele organizeaza colagenul, proteoglicanii si proteinele necolagene intr-0
structura complexa, ordonati. In structura tesutului cartilaginos morfologia condrocitelor,
structura proteinelor matriceale si compozitia, contribuie la proprietatile mecanice ale
matricei, care variaza de la suprafata spre interior. De asemenea, compozitia si organizarea
matricei variaza si functie de distanta fata de condrocite.

Modificarile structurale ale matricii i ale morfologiei condrocitare permit
diferentierea a patru zone diferite dinspre suprafata cartilajului spre osul subcondral, zone care
pe langa modificarile structurale prezinta si proprietati mecanice diferite. Acestea sunt: zona

superficiald, zona de tranzitie, zona radiala sau profunda si zona cartilajului calcificat (Figura

11).

: > Zona superficiala (fibre paralele cu suprafata)
- Zona detranzitie (fibre dispuse aleator )

0 1L Zona profunda (fibre paralelecusuprafata)

L Zona cartilajului calcificat
-
b Os subcondral

* P Osspongios

Figura 11. Zonele structurale ale cartilajului articular

Zona superficiald este cea mai subtire zona, alcatuitd din doua straturi. Stratul extern
este alcatuit din fibrile fine de polizaharide si este acelular. Aceastd zona, netedd, lucioasa,
identificata ca “lamina splendens”, poate fi uneori laminatd de pe suprafata cartilajului.
Imediat sub acest strat se gasesc condrocite de forma aplatizata, elipsoidald, aranjate cu axul

mare paralel cu suprafata cartilajului [23]. Matricea are o concentratie mare de colagen si

22. Guerne P. A., Blanco F., Kaelin A., Desgeorges A., and Lotz M., Growth factor responsiveness of human
articular chondrocytes in aging and development, Arthrities and Rheumatology (1995), 38:960-968.

23. Aydelotte M. B., Schumacher B.L., and Kuettner K. E., Heterogeneity of articular chondrocytes, Articular
Cartilage and Osteoarthritis,. Edited by K. E. Kuettner, R. Schleyerbach, J.G. Peyron, and V.C. Hascall, New
York, Raven Press, (1992), 237-249.
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fibronectind si o concentratie scazuta de proteoglicani comparativ cu celelalte zone ale
cartilajului ; de asemenea existd o cantitate mare de apa.

In zona de tranzitie (intermediard) morfologia celulelor si a compozitiei matricii este
intermediard (de trecere) intre zona superficiald si cea profunda a cartilajului. De obicei
aceasta zona are o grosime de cateva ori mai mare decat zona superficiala.

Grosimea zonei profunde (radiale) este variabila. Caracteristic acestei zone este forma
si asezarea condrocitelor. Celulele au forma sferica si sunt asezate in coloane perpendiculare
pe suprafata cartilajului. In aceastd zona se gisesc cele mai groase fibrile de colagen, cea mai
mare concentratie de proteoglicani si cea mai mica cantitate de apa. Aceste particularitati
conferd zonei o mare rezistenta la compresiune.

Zona fina de cartilaj calcificat separa zona profunda de osul subcondral. Condrocitele
din aceastd zona sunt mai mici decat cele din zona radiala, cu nuclei mari i contin putine
organite celulare. Tn unele regiuni aceste celule apar inconjurate complet de cartilaj calcifiat
ceea ce sugereazd cd au un metabolism foarte scdzut [24]. Aceastd zond este foarte
accidentatd, cu numeroase interdigitatii, ceea ce 1i conferd o considerabila rezistenta

mecanica.

1.1.4. Proprietatile cartilajului articular

Proprietatile unice mecanice si biologice ale cartilajului articular depind de structura
tesutului si de interactiunile dintre condrocite $i matricea cartilaginoasd. Condrocitele
formeaza reteaua proteicd ce asigurd integritatea structurala a matricei §i prin aceasta a
cartilajului. Colagenul de tip II, IX s1 XI formeazad o retea care conferd forma, rigiditatea si
rezistenta la solicitare mecanicd a cartilajului. Agrecanii contribuie la rezistenta tesutului si la
asigurarea integritatii structurale a acestuia aldturi de moleculele mici de proteoglicani prin
legarea proteinelor matricei, ajutand la stabilizarea acesteia. De asemenea, aceste molecule
influenteaza la randul lor activitatea condrocitelor si prin legarea citokinelor.

Matricea protejeazd condrocitele de agresiune in timpul utilizarii normale a
articulatiei, determind tipul si concentratia moleculelor care ajung la celule si ajutd la
mentinerea fenotipului celulelor.

Tesutul cartilaginos este supus unei remodelari continue in cursul vietii datorita

condrocitelor care Tnlocuiesc macromoleculele matriceale degradate. Turnoverul matricei

24. Gigante A., Bevilacqua C., Ricevuto A., Mattioli-Belmonte Monica, Francesco Greco, Membrane-seeded
autologous chondrocytes: cell viability and characterization at surgery, Knee Surgery and Sports Traumatology
Arthroscopy (2007), 15:88-92.
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depinde de abilitatea condrocitelor de a detecta modificari in compozitia macromoleculelor
matriceale, a macromoleculelor degradate si de a raspunde la sinteza tipului si cantitatii
adecvate de proteine.

Matricea functioneazd ca un traductor pentru condrocite. Incarcarea cartilajului
datorita solicitarilor mecanice ale articulatiei creeaza stimuli mecanici, electrici si chimici
care influenteaza direct activitatea de sinteza a condrocitelor.

Cresterea solicitarii functionale a articulatiei produce un raspuns din partea
condrocitelor in sensul cresterii anabolismului, care se manifesta prin remodelarea interna si
cresterea in volum a tesutului. O suprasolicitare de duratd a articulatiei genereaza alterari in
compozitia matricii cu o eventuald pierdere a integritdtii structurale $i mecanice a acesteia. De
asemenea, varsta aduce alterari In activitatea metabolicd a condrocitelor si deci, si in
compozitia matricii, determinand un raspuns inadecvat a tesutului la solicitare, ceea ce creste

posibilitatea degenerarii cartilajului [25].

1.1.4.1. Proprietatile hiologice
1.1.4.1.1. Mecanismul de compensare al uzurii

In cursul vietii, cartilajul articular sanitos isi pierde din grosime dar isi pastreaza
structura fibrilard. Aceasta este posibil datoritd metabolismului sau foarte activ care
reconstruieste structura fibrilara ori de cate ori aceasta este deteriorata. Deteriorarea suprafetei
cartilajului articular distruge integritatea arcelor colagenice care se afla pe aceasta suprafata.
Daca aceasta distructie nu este stopatd (cazul cartilajului artrozic), ea se va propaga rapid in
profunzimea cartilajului. Tn cartilajul sinitos, celulele cartilaginoase sintetizeaza noi fibre de
colagen care sunt dirijate de efectele fizico-chimice de difuziune spre regiunile distruse unde

vor reconstrui structura arcelor fibrilare de colagen (Figura 12).

25. Dorotka R., Bindreiter U., Macfelda K., Windberger U., Nehrer S., Marrow Stimulation and Chondrocyte
Transplantation Using a Collagen Matrix for Cartilage Repair, Osteoarthritis and Cartilage (2005), 13:655-664.
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Figura 12. Metabolismul fibrelor de colagen
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1.1.4.1.2. Mecanismul remodelarii osoase

Presiunea mecanica transmisd de miscarile articulare in zona de contact os, cartilaj
regleazd procesele de remodelare osoasd, care modificd proprietatile cartilajului articular.
Aceste procese sunt caracterizate de un echilibru intre formarea tesutului osos (osteogeneza
este osificarea cartilajului) si distructia tesutului osos (osteoliza). Acest proces este activ toata
viata dar dezvoltarea incepe in perioada embrionara cand tesutul cartilaginos (modelul de os
embrionar) este transformat in tesut osos. Aceastd transformare este legatd de invazia
capilarelor sangvine in tesutul cartilaginos (proces de osificare).

Osificarea este stopatd la nivel articular in zona de echilibru dintre presiunea mecanicd
datorata miscdrilor articulare, si presiunea de perfuzie a capilarelor sangvine. Aceasta zona de
echilibru a presiunilor marcheaza zona de contact intre os si cartilajul articular, si devine zona
de remodelare osoasa. Ea este specificd pentru fiecare persoana in parte si evolueaza in cursul
vietii In functie de intensitatea efortului mecanic transmis articulatiei (conditia fizica a
fiecarui individ). Astfel, lipsa miscarii diminueaza grosimea cartilajului articular favorizand
procesele de osteogenezd care creste rigiditatea cartilajului articular si-l transforma, incet-
incet n tesut osos. Dinpotriva, eforturile fizice sustinute cresc grosimea cartilajului si

stimuleaza sinteza de PG diminuand rigiditatea cartilajului articular.

1.1.4.2. Proprietétile fizico-chimice

Proprietatile fizico-chimice ale cartilajului sunt legate de prezenta ansamblurilor
glucidice (ansamblurilor PG), care, Tn mediul apos sunt poli-anionice: macromoleculele PG
sunt incarcate negativ datoritd grupelor ionice carboxilice si sulfat. Prezenta acestor grupe

negative genereaza forte de repulsie intre lanturile moleculare de PG. Lanturile moleculare
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PG se indeparteaza, creand astfel porozitati de ordinul catorva nanometrii in diametru, si
atrag n interiorul cartilajului ionii pozitivi de calciu si sodiu (efect osmotic).

Efectul fizico-chimic este datorat fortelor electrostatice care se opun diminuarii
diametrului porilor datoratd deformarii mecanice, si tind sa pastreze apa si ionii pozitivi in
interiorul cartilajului dupa descarcare.

Acest efect fizico-chimic este indispensabil vietii cartilajului; el asigura transportul
nutrientilor dizolvati in apa. Este caracterizat de doi parametri: presiunea osmoticd (m) si
potentialul electrocinetic ().

Valoarea presiunii osmotice este cuprinsa intre 0,1 si 0,2MPa. Potentialul
electrocinetic molecular genereaza o diferentd de potential electric intre cele doud fete ale
cartilajului articular supus unei diferente de presiune. Diferenta de presiune genereaza o
migrare a fazei fluide care antreneaza un flux de sarcini electrice si perturba echilibrul
potentialului la scara moleculara. Literatura de specialitate indicd o diferenta de potential de

aproximativ 0,03V pentru o diferenta de presiune de 0,05 MPa [26].

1.1.4.3. Proprietatile hiomecanice
1.1.4.3.1. Rezistenta la compresiune
Tntr-un mediu apos, proteoglicanii se comporti ca niste polianioni, adica, au sarcini
negative care provin de la gruparile sale de sulfat si carboxil. In solutie, repulsia reciproca a
acestor sarcini negative face ca aceasta molecula sa se destinda si sa ocupe un volum mare.
Insa, in matricea cartilajului articular, volumul ocupat va fi limitat de catre fibrele de

colagen (Figura 13).

Limitarea extinderii matricii H,O
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Figura 13. Schema comportirii intr-un mediu lichid al cartilajului articular

Proprietatile de compresiune ale cartilajului au fost examinate folosindu-se ca tehnici
identarea, comprimare confinitd sau neconfinita. Tehnicile de identarea au permis testarea in

vivo, fara a necesita pregatiri speciale ale specimenelor de cartilaj.

26. Mow C. Van, Rarcliffe Anthony, Structure and Function of Articular Cartilage and Meniscus, Ch 4. in :
Basic orthopaedic biomechanics, Philadelphia : Lippincott-Raven publishers (1997), p. 113-179.
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Literatura de specialitate relateaza doar cinci tipuri de experimente de compresiune in

vitro ale cartilajului (Figura 14):

4

Compresiunea confinitd: cartilajul nu se deformeaza liber, el este confinit intr-un
volum care lasa sa filtreze doar faza lichida prin intermediul unei placi poroase
(Figura 14a);

Compresiunea non-confinita: cartilajul se poate deforma liber, faza lichida poate

sa exudeze liber din volumul cartilajului (Figura 14b) ;

Compresiunea hidrostatica: cartilajul articular este imersat intr-un fluid prin

intermediul caruia se aplica o presiune hidrostatica (Figura 14c¢) ;

Compresiunea chimica, osmotica: cartilajul este imersat intr-o solutie
macromoleculard foarte concentratd (de obicei de natura polimerica, solutie de
polietilen glicol -PEG) care genereaza o compresiune prin efect osmotic (Figura
14d) ;

Compresiune prin identare: Incdrcatura este aplicatd pe un mic sector de cartilaj
prin intermediul unui mediu poros. Avantajul acestui tip de compresiune este dat

de faptul ca nu mai e necesara separarea cartilajului de os (Figura 14e).

Solutie PEG

c)

confinita neconfinita  hidrostatica

a)

€)

identare

d)
osmotica

Figura 14. Diferite tipuri de experimente de compresiune pentru cartilajul articular

Metoda experimentald cea mai utilizatd, si care constituie referinta, este metoda

compresiunii confinite. Un esantion de cartilaj cilindric este sustinut de o placa poroasa intr-0

camera umplutd cu fluid (Figura 15). O diferentd de presiune este aplicatd intre extremitatile

esantionului. Sunt prezentate doud metode de a realiza aceste experimente [27]:

Modul fluaj, Tn care o greutate constantd este aplicatd cartilajului prin placa

poroasa, si variatia de grosime a tesutului este masurata in functie de timp;

27. Boschetti F., Pennati G., Gervaso F., M. Peretti G.M. and Dubini G., Biomechanical properties of human
articular cartilage under compressive loads, Biorheology 41 (2004) 159-166.
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® Modul relaxare, in care o deformare este impusa tesutului, si este masurat efortul

necesar pentru mentinerea acesteia.
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Figura 15. Reprezentarea schematici a unui dispozitiv de compresiune confiniti care misoara

permeabilitatea cartilajului

Aceste experimente au permis punerea in evidentd a doud faze: una solida si alta
fluida, care confera cartilajului articular comportamentul in compresiune, similarad celui poros.
Structura poroasa permite fazei fluide sa traverseze cartilajul, cu o viteza proportionald cu
gradientul de presiune (constanta de proportionalitate fiind permeabilitatea cartilajului).

Figura 16 arata rezultatele unui experiment de compresiune, in mod fluaj. Remarcdm
ca deformarea initiala a cartilajului este analizata in functie de timp, pentru ca fluidul nu poate
sd iasd instantaneu din matrice. La inceputul experimentului, deformatia este rapida si liniara,
cu un debit curgere a fluidului este mare, in afara cartilajului. Apoi debitul cartilajului se

diminueaza, si deformarea atinge o valoare de echilibru, pentru care fluxul extern este nul

(0).
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Figura 16. Comportamentul compresiv al cartilajului Tn cursul fluajului:
A: faza compresiunii lineare Tn timp,
B: inceputul fazei deformarii constante,

C, D i E: faza de relaxare

Presiunea din cartilaj supus la fluaj prezinta doua faze:
e o fazd de compresiune in care presiunea creste pand la maxim care corespunde
momentului cand deformarea devine constanta (Figura 16, punctul B),

e faza de relaxare cand presiunea se diminueazd sub forma asimptotica spre 0

valoare de echilibru nenula.

Faza de compresiune corespunde exudarii fluidului la suprafata esantionului, astfel
incét relaxarea corespunde unei redistributii a fluidului in profunzimea esantionului. Valoarea
crescuta a presiunii la inceputul fazei de relaxare (punctul B din Figura 16) este explicatd prin
acumularea presiunilor in faza fluidd, care nu a avut timp sd exudeze.

Aceste Incercari permit determinarea a doud proprietdti globale ale cartilajului:
permeabilitatea si modulul de compresiune.

Permeabilitatea reprezintd rezistenta intdlnitd de fluid pentru a traversa matricea
cartilajului. Ea poate fi calculatd prin legea Darcy (relatia 1):

Q este kKAAP/h Q)
unde: Q, reprezinta debitul volumetric de fluid;

K, reprezinta permeabilitatea;

o
o
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A, reprezinta aria esantionului de cartilaj;
AP, reprezinta variatia de presiune;
h, reprezintd grosimea cartilajului.

In consecinta, materialul poate fi analizat din punct de vedere biomecanic ca un
material poroelastic. Studiile realizate in aceastd directie au considerat doua abordari: o
abordare prin prisma analizei in element finit (FE) si o abordare analiticd, cunoscutd sub
numele de  teoria  "bifazica", dezvoltata de Mow si  colab.  [28].

Teoria analitica s-a dovedit a fi deosebit de utild pentru prezicerea comportarii la
presiuni foarte mari mari, In cazul cartilajului si a altor tesuturi moi. Acesta a fost ulterior
extinsa la teoria "trifazica" [29], prin luarea in considerare a efectele date de ionii incarcati,
precum Na+, CI- si molecule de proteoglicani care sunt incarcate negativ. Teoria este in
esentd, una termodinamicd ce combina eccuatiile standard de miscare cu cerintele de

compatibilitate de faza si neutralitate.
1.1.4.3.2. Rezistenta la forfecare

Studiile de torsiune facute cu bucdti cilindrice de cartilaj articular aratd un
comportament vascoelastic a tesutului. Ele dau, in functie de profunzimea stratului testat, un
modul de forfecare global intre 0,3 si 3 MPa si un unghi de defazare intre componentele
elastice si cele vascoase de 9° pana la 20°.

Aceste experimente au pus in evidentd faptul ca, atunci cand cartilajul este
deformat datorita forfecdrii, nu existd exudarea fazei fluide (Figura 17). Comparatia intre
acest rezultat a proprietdtilor unei solutii de proteoglicani cu o concentratie echivalentd cu cea
a matricei extracelulare demonstreaza ca proteoglicanii nu joaca un rol important in rezistenta

cartilajului la forfecare [30].

Figura 17. Comportamentul la forfecare al cartilajului articular

28. Mow V.C., Roth V., Armstrong C.G., Biomechanics of joint cartilage, in Basic Biomechanics of the
Locomotor System, Eds. M.Nordin and V. Frankel (1980), Lea & Febiger, Philadelphia, p. 61-86.

29. Lai W.M., Hou J. S., Mow V.C., A triphasic theory for the swelling and deformation behaviours of articular
cartilage, Journal of Biomechanical Engineering (1991), 113:245-258.

30. Laasanen M.S., Toyrés J., Korhonen R.K., Rieppo J., Saarakkala S., Nieminen M.T., Hirvonen J., J.S.
Jurvelin J.S., Biomechanical properties of knee articular cartilage, Biorheology (2003), 40: 133-140.
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114.3.3. Rezistenta la tractiune

Studiile 1n ceea ce priveste tractiunea, prezente in literatura, aratd ca rezistenta la
tractiune a cartilajului articular este legatd de prezenta fibrelor de colagen. Astfel, curbele
efort/deformare prezinta initial o portiune care corespunde reorientarilor fibrelor dupa axa de

tractiune, apoi fibrele se deformeaza in regim elastic linear pana ce se rup (Figura 18).

Figura 18. Comportamentul la tractiune al cartilajului articular

Structura fibrilard a cartilajului variazd in functie de profunzimea prelevarii
esantionului. In consecintd, rezistenta sa la tractiune se diminueaza cu profunzimea stratului
cartilaginos testat. Plecand de la aceste rezultate, mai multi autori considera cartilajul articular
ca un material multistrat elastic, avand modulul lui Young variind de la 5 MPa (pentru

straturile situate in profunzime) pana la 30 MPa (pentru straturile situate la suprafata) [31].
1.1.4.3.4. Rezistenta lafisurare

In incercarile experimentale se studiazi fisurarea produsi la suprafata articulard
cartilaginoasa prin caderea unor bile de trei marimi diferite: diametru de 2, 4, si 8 mm, aratand
ca formarea fisurilor poate fi corelata cu forta de forfecare.

Alti cercetatori au studiat mai ales fisurarea la interfata cartilaj/os [32]. Sub actiunea
fortelor normale de impact, cartilajul prezintda o deplasare laterald relativ mare datoratd
coeficientului Poisson ridicat. Aceastd expansiune este rezervata osului subdiacent, mai rigid,
care cauzeaza un efort de forfecare ridicat la interfata os/cartilaj. In aceste conditii, fisurile se
dezvolta la limita cartilaj/os.

Comportamentul mecanic global al cartilajului articular rezulta deci din interactiunile
fizico-chimice si biologice impuse de structura sa ,gel-fibre-celule”. Gelul confera
proprietatile fizico-chimice prin care cartilajul articular este capabil sa atraga si sa retind apa
si 1onii pozitivi. Fibrele regleaza retinerea apei in cartilajul articular si 11 confera rezistenta

mecanica.

31. Nordin M. and Frankel H., Basic Biomechanics of the Musculoskeletal System, Third Edition, Philadelphia:
Lippincott Williams & Wilkins (1989), p .467.

32 . Purcell C., Lewis J.L., Fracture of articular cartilage, Journal of Biomechanical Engineering (1996), 118:
545-556.
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1.1.4.4. Lubrifierea cartilajului articular

Modul predominant de lubrifiere a cartilajului articular in timpul miscarilor articulatiei
este de tip elastohidrodinamic. Aceasta se realizeaza atunci cand presiunea transmisa prin
pelicula de lichid sinovial deformeaza suprafata cartilajului, crescand astfel marimea
suprafetei si reducand exudarea lichidului sinovial dintre suprafetele articulare in timpul
alunecarii acestora. Alte cai de lubrifiere sunt:

e lubrifierea marginald (de granitd) in care o glicoproteind impiedica contactul direct
dintre suprafetele articulare;

e lubrifierea prin presiune, in care solventul din lubrifiant patrunde in cartilajul articular
lasand astfel complecsii de acid hialuronic sa actioneze ca lubrifiant;

e lubrifierea prin umezire, care exprima capacitatea cartilajului de a adsorbi sau exuda
lichid in timpul miscarii suprafetelor articulare una fata de cealalta, realizand astfel o
autolubrifiere.

Eficienta acestor pocese face ca uzura cartilajului, prin incarcare in articulatiile

sinoviale, sa fie minima.

1.1.4.5. Nutritia condrocitelor

Deoarece cartilajul articular este avascular, atat oxigenarea cat si nutritia condrocitelor
se face din lichidul sinovial prin difuziune. Presiunea oxigenului Tn cartilaj este de 1-3% vol
comparativ cu 21% vol in atmosfera normala. Energia necesara condrocitelor este produsa in
principal prin glicoliza, proces in care glucoza este metabolizatd in conditii de anabolism in
lactat. Nutrientii trebuie sa strabatd doua straturi de difuziune: dinspre sinovie spre lichidul
sinovial si apoi dinspre lichidul sinovial spre matricea cartilaginoasd, pana la nivelul
condrocitului.

Datortid faptului cd@ matricea cartilaginoasa este restrictiva, condrocitele trdiesc intr-0
concentratie de oxigen scazutd fata de alte tesuturi, ceea ce face ca predominant si depinda de
un metabolism anaerob. Nutritia condrocitelor este favorizata de miscarea lichidului sinovial,
in timpul miscarii articulatiei.

Este pe deplin acceptat faptul cd nutritia condrocitelor este facilitatd de compresia si

relaxarea cartilajului n timpul solicitarilor mecanice, in stransd legaturd cu miscarea apei la
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nivelul tesutului, insa nutritia condrocitelor din starturile profunde pare a fi realizata si prin

capilarele de la nivelul osului subcondral [33].

Sintetizand datele din literatura de specialitate se poate spune ca proprietatile
mecanice unice ale cartilajului ca suprafatd portantd rezulta atat din proprietatile sale

structurale cat si din compozitia chimica a matricei extracelulare (Figura 19).
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1
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172
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Figura 19 Relatiile dintre structura si proprietatile cartilajului articular

Aceste proprietati au fost obiectul multor experimente [34, 35, 36, 37, 38, 39, 40] si care
permit stabilirea unei plaje a valorilor acestor trei principali parametri care caracterizeaza

comportamentul mecanic global al cartilajului articular:

33. Bachrach N.M., Valhmu W.B., Stazzone E., et al, Changes in proteoglycan synthesis of chondrocytes in
articular cartilage are associated with the time-dependent changes n their mechanical environment, Journal of
Biomechanics (1995), 28: 1561-1569.

34. Berthier Y., Systémes tribologiques, Chapitre 1. in Matériaux et contacts : une approche tribologique, Paris,
G. Zambelli et L. Vincent Presses Polytechniques et Universitaires Romandes (1998), p.4-12.

35. Osborne A.C., Lamb K.J., Lewthwaite J.C., et al., Short-term rigid and fleccid paralyses diminish growth of
embryonic chick limbs and abrogate joint cavity formation but differentially preserve pre-cavitated joints,
Journal of Musculoskeletal Neuron Interactions (2002), vol 2, 5: 448-456.

36. Mikic B., Johnson T.L., Chhabra A.B. et al., Differential effects of embryonic immobilization on the
development of fibrocartilaginous skeletal elements, Journal of Rehabilitation Research and Development (2000)
vol. 37, 2:30-37.

37. Hall K. B., Cartilage, Volume 1: Structure, Function and Biochemistry, London: Academic Press (1983),
p.385.
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e Modulul de elasticitate global (0,5-1 MPa) masurat in urma experimentelor de
compresiune dupa stabilizarea migratiei de apa si ioni in matricea cartilaginoasa,

e Coeficientul Poisson. Cartilajul este un material compus dintr-o faza solida si o faza
fluida. Cele doua faze, studiate separat, sunt considerate a fi incompresibile ceea ce
implica coeficienti Poisson apropiati de valoarea 0,5. In plus, migratia fazei fluide in
afara cartilajului Tn urma solicitarilor mecanice reduc coeficientul Poisson la 0,2, dar,
aceasta valoare depinde de permeabilitatea cartilajului care poate fi modificata de catre
ansamblurile moleculare ale sinoviei.

e Permeabilitatea. Valorile permeabilitatii sunt cuprinse intre 10-16 m4/N.s si 10-15
m4/N.s, pentru o grosime de Imm de cartilaj supus la o diferentd de presiune
hidrostatica de 2MPa. Aceastd permeabilitate pare micd pentru un material ca si
cartilajul, care are 80% apa. Aceasta se poate explica prin faptul cd aceastd
permeabilitate este data de efectele fizico-chimice (osmotice si electrice) si nu efectele

mecanice (poro-elasticitate).

1.2. Patologia cartilajului articular: metode curente de tratament

Degenerarea cartilajului articular cu pierderea structurii si functionalitatii acestuia
precum si modificarile articulatiei sinoviale care decurg din aceasta genereaza durere si
pierderea functiei normale a articulatiei. Durerea si scaderea mobilitatii articulare sunt printre
cauzele cele mai frecvente de morbiditate a populatiei adulte si varstnice.

De foarte multe ori, degenerarea cartilajului articular se manifesta ca urmare a uzurii,
aparent fard a fi precedata de vreun proces patologic (osteoartroza primara), dar poate fi si ca
urmare a traumatismelor sau a bolilor reumatismale inflamatorii care distrug suprafata
articulara, generand osteoartroza secundara.

Reactia de reparare si regenerare dupd degradarea post traumaticd sau degenerarea
cartilajului articular matur este minima, tesutul cartilaginos neavand capacitatea de a repara
prin “restitutio ad integrum” alterdrile structurale odata aparute. Aceste observatii au condus

la considerarea cartilajului articular ca fiind un tesut inert cu rezistenta la tensiune, similar cu

38. Antonescu D., Buga M., Constantinescu I., lliescu N., Metode de calcul §i tehnici experimentale de analiza
tensiunilor Tn biomecanica, Bucuresti : Editura Tehnica (1986), p. 256.

39. Mow C.V., Ratciffe A., Structure and Function of Articular Cartilage and Meniscus, Ch 4. in: Basic
orthopaedic biomechanics, Philadelphia :Lippincott-Raven publishers (1997), p. 113-179.

40. Liau J.J., Hu C.C., Cheng C.K., and all., The influence of inserting a Fuji pressure sensitive film between the
tiobiofemoral joint of the knee prosthesis on the actual contact characteristics, Clinical Biomechanics (2001),
Vol. 16, 2: 160-166.
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polietilena si metalele, si ca degenerarea cartilajului aparuta odata cu varsta este rezultatul
incarcdrii mecanice a acestuia cu pierderea ireversibild a integritdfii structurale si a
proprietatilor mecanice ale acestuia.

In consecinta, pentru a preveni degradarea cartilajului nu se poate face aproape nimic
in afard de a limita incarcarea mecanica a acestuia, i deci, cel mai adecvat tratament pentru
degradarea avansatd a cartilajului este artroplastia cu finlocuirea suprafetelor articulare
degradate. Un alt punct de vedere fata de cel prezentat mai sus este acela ca, tesutul
cartilaginos nefiind inert, este capabil intr-o oarecare masura de reparare si regenerare, astfel
incat Incarcarea articularda nu va duce inevitabil la artroza, si deci, existd posibilitatea
efectudrii unui tratament care s restaureze cel putin partial si in anumite cazuri integritatea
cartilajului articular [41].

Numeroase studii au fost efectuate pentru a intelege mai bine procesele care duc la
degradarea cartilajului cu alterarea compozitiei si structurii, si prin urmare cu pierderea
functiei tesutului, si relatia cu osteoartroza, precum si procesele care tin de repararea si

regenerarea cartilajului cu restabilirea functiei acestuia [42].

1.2.1. Raspunsul cartilajului articular la agresiune

Cartilajul articular suferd procese de degradare ca urmare a agresiunii a numerosi
factori: mecanici, metabolici, vasculari, genetici. Agresiunea mecanica poate fi urmarea unui
singur traumatism de intensitate mare sau a unor incarcari excesive repetate si prelungite ale
articulatiei. Aceste traume ale cartilajului produc trei tipuri de leziuni: microleziuni ale
condrocitelor si matricii fara leziuni vizibile ale suprafetei cartilajului, fracturi condrale cu
lezarea pe diferite adancimi a cartilajului pana la zona de cartilaj calcificat si fracturi
osteocondrale care se extind pana in osul subcondral. Fiecare dintre aceste tipuri de leziuni
prezinta o evolutie si un tip de reparare particular. De asemenea, alti factori importanti pentru
procesul de reparare a leziunilor cartilajului articular sunt marimea suprafetei leziunii, locul
acesteia, prezenta leziunilor “in oglinda”, modificarea axelor mecanice ale membrului, si

factori generali ca varsta, greutatea, nivelul de activitate.

1.2.1.1. Microleziunea
Lezarea condrocitelor si a matricii cartilaginoase datorate unei traume puternice sau

unor traumatisme repetate de intensitate mai micd nu produce initial leziuni macroscopice.

41. Hunziker E.B., and Rosenberg L.C., Repair of Partial-Thickness Defects in Articular Cartilage, The
Journal of Bone and Joint Surgery (1996), 78: 721-33.

42. Camps C., Passuti N., Guillo S., Reparation spontanee du cartilage, Annales 1999 de la SFA - Conferences
d’enseignement de la Societe Francaise d’ Arthroscopie.
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Leziunea caracteristica este microfractura unei regiuni a matricii. Unul dintre procesele
initiale este reprezentat de moartea programata a condrocitelor (apoptoza).

Stresul prelungit la nivelul cartilajului poate afecta zona cartilajului calcificat si osul
subcondral ceea ce duce la modificarea grosimii acestor zone cu Tngustarea cartilajului,

modificari observate 1n artroza.

1.2.1.2. Fractura condrala

O fracturd condrald este o leziune macroscopica a cartilajului care este limitata in
intregime la cartilaj si nu ajunge la nivelul osului subcondral. In consecinti, nu existi o lezare
a sistemului vascular (capilar) ceea ce determina lipsa unei reactii inflmatorii de reparare. La
fel ca alte celule bine diferentiate, si condrocitele prezinta o capacitate limitata de proliferare
si regenerare. Mai mult, spre deosebire de tesutul adipos sau muscular, tesutul cartilaginos nu
contine celule mezenchimale stem nediferentiate care sa genereze un proces de reparare local.

La fel ca in cazul leziunii precedente, si acest tip de leziune condrald genereaza rapid
moartea condrocitelor in regiunea lezata, atat prin apoptoza cat si prin necroza. Alte celule
integre din regiune initiazd un raspuns proliferativ de reparare a tesutului.

Desi colagenul de tip II si macromoleculele de sinteza ale matricii sunt crescute la
nivelul condrocitelor supravietuitoare care prolifereaza si formeaza clustere la periferia zonei
lezate, aceastd activitate mitoticd si metabolicad crescuta este de scurtd duratd dupa care
metabolismul tisular revine la valori bazale. Condrocitele proliferate nu migreaza in defect si

bresa condrala nu se inchide.

1.2.1.3. Fractura osteocondrala

Cea mai importanta leziune a cartilajului articular este reprezentatda de fractura
osteocondrald, care este caracterizata prin extinderea leziunii de la nivelul cartilajului la
nivelul osului subcondral si chiar dincolo, in osul spongios subdiacent. Penetrarea osului
subcondral genereaza o reactie inflamatorie de reparare similard cu cea observata in tesuturile
vascularizate. Imediat dupa producerea leziunii se formeaza un hematom. Ulterior acesta se
organizeaza intr-o retea de fibrind si se transforma intr-un tesut fibrovascular de reparatie
[43]. Celulele stem mezenchimale originare din osul subcondral prolifereaza si se diferentiaza
in condrocite sub influenta factorilor locali. In urmatoarele sdptimani tesutul nou fomat
contine un numar mare de condrocite care sintetizeaza colagen de tip II si proteoglicani care

vor organiza matricea tesutului. Celulele din straturile profunde ale defectului vor realiza un

43.Y00J.C., Ahn J.H., Lee S.H., Kim J.H., Suturing Complete Radial Tears of the Lateral Meniscus,
Arthroscopy (2007), 23: 1249.

Cette thése est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/20111SAL0017/these.pdf | 20
© [L.E. Bostan], [2011], INSA de Lyon, tous droits réservés



CAPITOLUL I | INGINERIA TISULARA A CARTILAJULUI ARTICULAR

proces de osificare endocondrala care vor repara defectul osos. Cu toate acestea, tesutul
cartilaginos de reparatie nu reconstituie structura cartilajului articular normal hialin, astfel
incat se produce o degradare a matricii cartilaginoase care va cuprinde un procent mai mare
de colagen de tip I, caracteristic fibrocartilajului, celulele avand aspectul de fibroblasti.
Modificarile degenerative debuteaza cu fibrilare superficiala, urmata de pierderea
proteoglicanilor matricii, pierderea de condrocite si cu aparitia de fisuri la nivelul suprafetei
cartilajului, care progreseazd, dezintegrand adesea tesutul nou format si dezvelind osul

subcondral [29].

1.2.2. Tratamentul leziunilor cartilajului articular
1.2.2.1. Tratamentul medicamentos al leziunilor cartilajului articular
1.2.2.1.1. Glucozamina si condroitin sulfatul

Glucozamina (2-amino-2-deoxi-a-D-glucoza) si condroitin sulfatul (polizaharid,
neramificat compus din reziduuri alterantive de acid glucuronic si N-acetilglucozamina),
prezintd proprietdti condroprotective [44]. Ambele substante sunt componente ale

complecsilor proteoglicanice din condrocite.

1.2.2.1.2. Rcidul Hialuronic

Acidul hialuronic este o polizaharida cu proprietati vascoelastice care imbunatateste
lubrifierea si mecanica articulatiei. Desi mecanismele de actiune ale acidului hialuronic nu

sunt pe deplin intelese, acesta moduleaza metabolismul celular si are efect condroprotector.

1.2.2.1.3. Glucocorticoizii

Glucocorticoizii injectabili sunt utilizati de mult timp in tratamentul osteoartritei. Desi
sunt eficienti in reducerea simptomatologiei, efectul lor este limitat la citeva saptamani [45].
Desi parea ca glucocorticoizii au efect protectiv, cele mai multe date experimentale sugereaza
ca au un efect negativ asupra biologiei cartilajului prin inhibarea proliferarii condrocitare,

scaderea sintezei matricii si a sintezei proteoglicanilor.

44. Brief A.A., Maurer S.G., Di Cesare P.E., Use of glucosamine and chondroitin sulfate in the management of
osteoarthritis, Journal of American Academy of Orthopedic Surgery (2001), 9: 71-78.

45. Crawford D.C, Safran M.R., Osteochondritis Dissecans of the Knee, Journal of American Academy of
Orthopedic Surgery (2006), 14: 90-100.
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1.2.2.14. Antiinflamatoare nesteroidiene

Acestea sunt impreund cu analgezicele mai prescrise medicamente 1n tratamentul
leziunilor cartilajului articular. Eficacitatea antiinflamatoarelor nesteroidiene se datoreaza, in
principal, efectului inhibitor asupra COX-2 [46]. Ciclooxigenaza-2 stimuleaza catabolismul
tisular, scazand totodata sinteza colagenului de tip II si a proteoglicanilor [47]. Cu toate

acestea, nu existd dovezi ca ar intarzia evolutia spre artroza.

1.2.2.2. Tratamentul chirurgical al leziunilor cartilajului articular

Mai multi factori trebuie luati in considerare pentru a se lua o decizie in vederea
tratarii leziunii cartilajului articular: suprafata, profunzimea, localizarea, istoricul, leziunile
asociate, stabilitatea genunchiului, leziuni meniscale, axele mecanice ale membrului, varsta
pacientului si, nu In ultimul rand, solicitarile functionale ale pacientului.

Procedurile de reparare a cartilajului pot fi impartite in primare — poceduri simple care
pot fi efectuate artroscopic, ca prima linie de tratament, si secundare — care sunt mai complexe
si au ca scop refacerea durabila a suprafetei cartilajului.

Procedurile primare sunt tehnici artroscopice (lavajul, debridarea, abraziunea) care s-
au dovedit utile pentru pacientii cu solicitari mecanice mici ale articulatiei si cu leziuni unice
si relativ reduse ca suprafata si care nu doresc sa urmeze un tratament recuperator de durata.
Rezultatele obtinute sunt relativ reduse prin folosirea izolata a acestei metode.

O alta tehnica primara, prin stimularea maduvei osoase s-a dovedit a fi o tehnica utila,
avand rezultate bune. Stimularea maduvei osoase include un grup de tehnici prin care se
produce sangerarea osului subcondral la nivelul leziunii cu aducerea de blasti care vor forma
fibrocartilaj. Avantajul acestor tehnici este legat de simplitatea efectudrii, instrumentatie
comuna (la indemana oricarui chirurg) si timpul redus necesar pentru efectuare.

Principalul dezavantaj este legat de repararea defectului cartilaginos prin fibrocartilaj,
ceea ce limiteazda 1n timp rezultatul obfinut datoritd proprietdtilor inferioare ale
fibrocartilajului fatd de a cartilajului hialin.

Tehnicile secundare de reparare a cartilajului articular au in vedere doua directii bazate

pe implantul:
e de cartilaj articular prelevat dintr-o zona neportanta;

e de condrocite.

46. Cannon G.W., Breedveld F.C., Efficacy of cyclooxygenase-2-specific inhibitors, Ameican Journal of
Medicine (2001), 110(suppl 3A): S6-S12.

47. Abramson S.B., The role of COX-2 produced by cartilage in arthritis, Osteoarthritis Cartilage (1999), 7:
380-381.

Cette thése est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/20111SAL0017/these.pdf | 31
© [L.E. Bostan], [2011], INSA de Lyon, tous droits réservés



CAPITOLUL I | INGINERIA TISULARA A CARTILAJULUI ARTICULAR

1.2.2.2.1. Transplantul osteocondral autoloy

Transplantul osteocondral autolog este o procedura prin care se preleva unul sau mai
multi cilindri osteocondrali dintr-o zond donoare si se implanteaza in zona defectului
cartilaginos. Tehnic, se recolteaza mai mulfi cilindri osteocondrali dintr-o zona neportanta a
genunchiului - un numar variabil si de dimensiuni variabile in asa fel incat sa se acopere
suprafata defectului cat mai bine — cu un instrumentar special (Figura 20).

In urmitorul timp operator se prelucreaza zona primitoare (a defectului condral) pana
la cartilajul peridiacent sanatos si, de asemenea, se prelucreaza suprafata osului subcondral si
se practicd gauri in osul subdiacent, in care se vor introduce cilindri osteocondrali recoltati
anterior [48]. Avantajele acestei tehnici constau in posibilitatea efectuarii intr-un singur timp
operator, posibilitatea efectudrii chiar daca exista leziuni ale osului subcondral (osteocondrita,
leziuni degenerative), costul redus, timp mai redus de recuperare comparativ cu implantul de
condrocite autologe.

Dezavantajele metodei constau, in principal, in efecte adverse legate de zona donoare
si de limitarea suprafetei care poate fi acoperita datoritd limitarii zonei de unde se pot recolta
cilindri.

Indicatia actuala principala a acestei tehnici este pentru defectele condrale de la
nivelul condililor femurali cu suprafata de 2-4 cm2, la pacientii activi, dar si la pacienti

varstnici activi n functie de starea cartilajului in restul articulatiei.

48. Hangody L., Kish G., Karpati Z., Udvarhelyi I., Arthroscopic autogenous osteochondral mosaicplasty for the
treatment of femoral condylar articular defects, Knee Surgery Sports and Traumatology Arthroscopy (1997), 3:
262-267.
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Figura 20. Transplant osteocondral efectuat artroscopic

1.2.2.2.2. Implantarea de condrocite autologe

Implantarea de condrocite autologe a fost descrisd pentru prima datd in 1994 de
Brittberg si colaboratorii [49]. Este o metoda prin care se realizeaza regenerarea cu cartilaj de
tip hialin, cu ajutorul unor condrocite cultivate n vitro, metoda din ce in ce mai mult utilizata
(Figura 21). Tehnica presupune o prima interventie prin care se recolteazd condrocite (200-
300 mg) pentru culturi si dupa dezvoltarea acestora in Vitro o noua interventie chirurgicala
prin care se umple defectul cartilaginos cu aceste celule, contentia lor in defect realizdndu-se
cu ajutorul unor membrane de periost sau colagen [50].

Rezultate pe termen lung inca nu exista, insd pe termen mediu studiile arata 80-85%
eficienta. Avantajul metodei consta in invazivitatea micd a tehnicii, fara efecte adverse la
locul de recoltare a codrocitelor, insa necesita un os subcondral de buna calitate, ceea ce i
reduce indicatiile. Principalul dezavantaj al metodei consta in pretul ridicat: 8.000-10.000
euro pentru un pacient. De asemenea, un mare dezavantaj al acestei tehnici il constituie faptul

ca presupune doud interventii chirurgicale.

49. Brittberg M., Lindahl A., Nilsson A., Ohlsson C., Isaksson O., Peterson L., Treatment of deep cartilage
defects in the knee with autologous chondrocyte transplantation, English Journal of Medicine (1994), 331: 889-
895.

50. Deryk G., Jones A., Peterson L., Autologous Chondrocyte Implantation , Journal of Bone Joint Surgery
(2006), 88: 2501-2520.
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Figura 21. Schema implantiri de condrocite autologe

O wvarianta mai noud a acestei tehnici este utilizarea unei matrice solide
tridimensionale de acid hialuronic sau colagen pe care aderd condrocitele cultivate,
reducandu-se astfel durata interventiei chirurgicale si eliminindu-se unele complicatii legate
de metodele de mentinere a culturilor de condrocite la locul defectului, matricea nu mai

necesita suturarea la nivelul defectului [51].

1.3. Biomateriale utilizate in ingineria tisulara a cartilajului articular

Ingineria tisulara a fost definita, dintr-o perspectiva foarte generala, ca fiind ,,aplicarea
principiilor si metodelor ingineriei si stiintelor vietii, pentru intelegerea fundamentala a
relatiilor dintre structurd si functie la tesuturile normale sau patologice, si sa dezvolte
substituenti biologici pentru a reintegra, mentine, sau sd imbunatatesca functionalitatea lor”
[52]. Langer si Vacanti [53] au subliniat rolul ingineriei tisulare in medicina regenerativa. Ei
au scos 1n evidentd faptul ca ingineria tisulara este un domeniu care ne permite sa avem o
noud viziune asupra medicinei regenerative. Folosind aceasta tehnologie, devine posibil sa
inlocuim sau sa regenerdm tesuturile lezate.

Conceptul comun reprezentativ al ingineriei tisulare este de a combina sau a folosi
individual, matrici/retele si celule vii si/sau substante biologic active, pentru a forma produse
care vor fi implantate in vivo, si care vor contribui la repararea si regenerarea tesuturilor

(Figura 22).

51. Gigante A., Bevilacqua C., Ricevuto A., Mattioli-Belmonte M., Greco F., Membrane-seeded autologous
chondrocytes: cell viability and characterization at surgery, Knee Surgery Sports and Traumatology
Arthroscopy (2007), 15: 88-92.

52. Skalak R. and Fox C. F., Tissue Engineering, Ed. Alan R. Liss(1988), New York, p.30.

53. Langer R. and Vacanti J. P., Tissue engineering, Science (1993), 260: 920-926.
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Figura 22. Schema reprezentativa a ingineriei tisulare

Matricea trebuie sa permitd colonizarea, migrarea, diferentierea si cresterea celulelor,
si sa induca si ghideze dezvoltarea tesutului respectiv, sau sa permita eliberarea controlata de
medicamente. Scopul ingineriei tisulare este de a realiza o matrice dintr-un material
biocompatibil, biodegradabil sau nu, in functie daca se doreste sau nu realizarea de culturi
celulare.

In cazul matricilor pentru culturi celulare, ele trebuie sa permita cresterea, proliferarea
si integrarea celulelor. Pentru astfel de aplicatii, alegerea unui astfel de material s-a realizat
astfel incat materialul respectiv sd aibad aceleasi proprietdti cu cele ale matricei cartilajului
articular.

Privite dintr-o viziune biologica, este clar faptul ca majoritatea tesuturilor au doua
tipuri de componente: una structurald si una biochimica. Ingineria tisulara ia Tn considerare
amandoua componentele, pentru realizarea implanturilor pentru regenerare tisulard si
facilitarea integrarii acestora.

Sinteza matricei suport determind, in mare parte, functionalitatea sa. Desi cerintele
finale depind de scopul specific al caracteristicilor matricilor, mai multe cerinte generale
trebuie sa fie luate in considerare pentru toate matricile [54, 55, 56, 57]. Matricile suport ar

trebui sa fie/aiba:

54. Hutmacher D.W., Scaffolds in tissue engineering bone and cartilage, Biomaterials (2000), 21(24): 2529-
2543.

55. Kretlow J.D., Mikos A.G., From material to tissue: Biomaterial development, scaffold fabrication, and
tissue engineering, AIChE Journal (2008), 54(12): 3048-3067.

56. Liu C., Xia Z., Czernuszka J.T., Design and Development of Three-Dimensional Scaffolds for Tissue
Engineering, Chemical Engineering Research and Design (2007), 85(7): 1051-1064.

57. Moroni L., De Wijn J.R., Van Blitterswijk C.A., Integrating novel technologies to fabricate smart scaffolds,
Journal of Biomaterials Science-Polymer Edition (2008), 19(5): 543-572.

Cette thése est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/20111SAL0017/these.pdf | 35
© [L.E. Bostan], [2011], INSA de Lyon, tous droits réservés



CAPITOLUL I | INGINERIA TISULARA A CARTILAJULUI ARTICULAR

® Dbiocompatibile; matricea trebuie sa determine un raspuns biologic corespunzator
aplicatiei si sa previna orice raspuns nefavorabil al tesutului inconjurator [58,59];
e biodegradabile; matricea trebuie sa se degradeze in acelas tinp cu regenerarea si
remodelarea matricei extracelulare, in substante netoxice fard sd intervind in

functionarea tesutului inconjurator [60];
® i faciliteze atasarea celulara, dispersarea si proliferarea [61];

® proprietdfi mecanice corespunzatoare aplicatiei pentru care sunt destinate -

rezistenta matricilor trebuie sa fie comparabila cu cea a tesutului in vivo [62];

® proprietati de transport al nutrientilor si de eliminare a produsilor de uzura -
matricea trebuie sa aiba o anumitd porozitate, dar in acelas timp, sa iti pastreze
proprietatile mecanice specifice [63, 64, 65, 66];

® i permitd vascularizatia dintre substitut la tesutul gazda [49, 67, 68];

e proprietati de suprafatd corespunzatoare aplicatiei; in afara proprietatilor fizico-
chimice, cercetdrile sugereaza ca topografia de suprafata joacd un rol important

in organizarea tisulard, imbunatatind functia substitutului [69, 70, 71, 72];

58. Babensee J.E., Anderson J.M., Mclintire L.V., Mikos A.G., Host response to tissue engineered devices,
Advanced Drug Delivery Reviews (1998), 33(1-2): 111-139.

59. Williams D.F., On the mechanisms of biocompatibility, Biomaterials (2008), 29(20): 2941-2953.

60. Hutmacher D.W., Scaffold design and fabrication technologies for engineering tissues state of the art and
future perspectives, Journal of Biomaterials Science, Polymer Edition (2001), 12: 107-124.

61. Ito Y., Zheng J., Imanishi Y., Enhancement of cell growth on a porous membrane coimmobilized with cell y-
growth and cell adhesion factors, Biomaterials (1997), 18(3): 197-202.

62. Mitragotri S., Lahann J., Physical approaches to biomaterial design, Natural Materials (2009), 8(1): 15-23.
63. Hutmacher D.W., Scaffolds in tissue engineering bone and cartilage, Biomaterials (2000), 21(24): 2529-
2543.

64. Agrawal C.M., Ray R.B., Biodegradable polymeric scaffolds for musculoskeletal tissue engineering, Journal
of Biomedical Materials Research (2001), 55(2): 141-150.

65. Karageorgiou V., Kaplan D., Porosity of 3D biomaterial scaffolds and osteogenesis, Biomaterials (2005),
26:5474-5491.

66. Karande T.S., Ong J.L., Agrawal C.M., Diffusion Tn musculoskeletal tissue engineering scaffolds: Design
issues related to porosity, permeability, architecture, and nutrient mixing, Annals of Biomedical Engineering
(2004), 32(12): 1728-1743.

67. Kannan R.Y., Salacinski H.J., Sales K., Butler P., Seifalian A.M., The roles of tissue engineering and
vascularisation in the development of microvascular networks: a review, Biomaterials (2005), 26(14): 1857-
1875.

68. Agrawal C.M., Ray R.B., Biodegradable polymeric scaffolds for musculoskeletal tissue engineering, Journal
of Biomedical Materials Research (2001), 55(2): 141-150.

69. Dunn G.A., Heath J.P., A new hypothesis of contact guidance in tissue cells, Experimental Cell Research
(1976), 101(1): 1-14.

70. Falconnet D., Csucs G., Grandin M.H., Textor M., Surface engineering approaches to micropattern surfaces
for cell-based assays, Biomaterials (2006), 27(16): 3044-3063.

71. Flemming R.G., Murphy C.J., Abrams G.A., Goodman S.L., Nealey P.F., Effects of synthetic microand
nano-structured surfaces on cell behavior, Biomaterials (1999), 20(6): 573-588.

72. Papenburg B.J., Vogelaar L., Bolhuis-Versteeg L.A., Lammertink R.G., Stamatialis D., Wessling M., One-
step fabrication of porous micropatterned scaffolds to control cell behavior, Biomaterials (2007), 28(11): 1998-
2009.
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In acest context, in ingineria tisulard a cartilajului articular se aplica cultura de celule
(de obicei condrocite) sau incorporarea de substante biologic active (principii active ale unor
medicamente folosite Tn tratarea unor boli osteoarticulare) sunt combinate cu o matrice, astfel
incat sa rezulte un substitut 3D, care sa fie asigurata regenerarea cartilajului articular.

Avand in vedere structura cartilajului articular (Capitolul 1.1) cel mai important aspect
care trebuie luat Tn considerare sunt proprietatile mecanice. De aceea, produsele rezultate prin
inginerie tisulard pentru cartilajul articular sunt proiectate pentru a putea adopta
comportamentul de functionare mecanica in Vivo a cartilajului articular si analizate prin
aplicarea unor solicitari fizice (ideal, similare celor din mediul fiziologic). Preconditionarea
mecanica a constructiilor ingineriei tisulare in vitro pot de asemenea sa imbunatateasca

viabilitatea lor si performantele post-transplantare.

1.3.1. Materiale polimerice sintetice utilizate ca hiomateriale in ortopedie

Pentru aplicatiile lor, biomateriale polimerice trebuie sa indeplineasca cateva criterii
printre care cele mai importante sunt performanta, stabilitatea si durabilitatea. Acest criteria
pot fi obtinute, In primul rand, prin selectarea cu atentie a materialului polimeric, cu
proprietati optime pentru aplicatia urmarita. Latura inovatoare si concurentiald a pietei de
biomateriale polimerice a creat o dinamica specifica de producere a acestora, deoarece fiecare
polimer ales trebuie s prezinte avantaje si caracteristici adecvate pentru a fi cat mai util unei
aplicatii medicale specifice.

Principalele utilizari ale biomaterialelor polimerice, in diferite domenii medicale sunt:

e in domeniul ordopediei: proteze interne permanente (de reconstructie), proteze
resorbabile (din polimeri bioresorbabili), diferite elemente de suturd si cimenturi
pentru fixarea protezelor, inlocuirea articulatiilor cartilaginoase, drenuri chirurgicale,
instrumentar chirurgical divers;

e in domeniul medicinei recuperatorii: membrane extracorporale, membrane bioactive

(cu eliberare controlata de principii active), celule artificiale, proteze externe;

e in domeniul oftalmologiei: lentile de contact, lentile intraoculare, cornee artificiala;

e in domeniul cardiologiei: valve mitrale pentru inima, grefe vasculara artificiald;

e in domeniul dentar: implanturi dentare, material de amprentare si cimenturi dentare,
instrumentar dentar;

e indomeniul chirurgiei estetice: implanturi, elemente de sutura bioresorbabile;

e alte aplicatii medicale: linii de perfuzie, dispozitive de cateterizare, dispozitive pentru

caile respiratorii, cdile digestive si cdile urinare;
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in domeniul farmaceutic: excipienti pentru diferite forme de administrare
medicamentoasa, sisteme cu eliberare controlatd de medicament, sisteme vectoare de
eliberare controlata a substantelor active, baza pentru emulsii, paste, recipiente diverse
de conditionare a medicamentelor;

in domeniul cosmetic: baza pentru emulsii si creme cosmetice, Sisteme complexe de

peeling chimic sau mecanic.

Datorita proprietatilor fizice, chimice si mecanice pe care le posedd, biomaterialele

polimerice sunt materiale care pot fi folosite pentru tratarea, regenerarea sau inlocuirea

oricarui tesut, organ sau functie a organismului.

Alegerea polimerilor sintetici, se face prin prisma utilizarii acestora in diferite domenii

biomedicale, dupa cum se subliniaza in cele ce urmeaza:

Polietilena are aplicatii in domeniul chirurgiei protetice cardio-vasculare,
cranioplastii, ortopediei, stomatologie, se foloseste ca fire de sutura, instrumente
medicale.

Polipropilena se utilizeaza in chirurgia cardio-vasculara, chirurgia reparatorie a
peretelui abdominal, stomatologie, ca fire de suturd, instrumente medicale.
Polistirenul se practicd pentru confectionarea diferitelor dispozitive folosite in
medicina, a rinichilor artificiali, pentru realizarea unor componente artificiale ale
aparatului auditiv, a unor proteze stomatologice.

Poli(metacrilatul de metil) se aplica in special in oftalmologie, ortopedie si in
stomatologie.

Poli(alcool vinilic) are aplicatii in chirurgia estetica, orala si maxilofaciald
preproteticd, ca inlocuitor de plasma sanguind, in farmacie (vehicule) si este folosit si
pentru realizarea firelor de sutura.

Poli(clorura de vinil) se intrebuinteaza in cadrul chirurgiei protetice maxilofaciale
externe, pentru dispozitive ce vin in contact direct cu sangele, dispozitive de unica
folosinta, rezervoare de medicamente, instrumente si alte dispozitive medicale.
Poli(tetrafluoretilena) se practica in cadrul chirurgiei cardio-vasculare, chirurgiei
maxilo-faciale, in ortopedie, chirurgia plastica, chirurgia aparatului respirator si in
domeniul farmaceutic, ca lubrifiant pentru comprimate.

Poli(vinil-pirolidona) se foloseste in domeniul farmaceutic (ca agent cu diferite
roluri), excipienti, ca inlocuitor de plasma sanguina.

Poliamidele au aplicatii in cadrul chirurgiei cardio-vasculare, ortopedie, pentru rinichi

artificiali, membrane pentru dializa, purtatori de medicamente, suturi chirurgicale.
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e Policarbonatii se utilizeaza ca fire de suturd chirurgicale resorbabile, transportul si
eliberarea medicamentelor, in stomatologie, aparatura medicald, ambalaje sterile.

e Poli(etilentereftalatul) are aplicatii in domeniul cardio-vascular, in chirurgia
defectelor peretelui abdominal antero-lateral ca protezd de restaurare si ca fire de
suturd chirurgicale.

e Poli(etilenglicolul) se practica in domeniul farmaceutic ca excipienti pentru diferite
substante active, vehicule pentru diferite medicamente, agent cu roluri multiple si,
totodata, este folosit n realizarea diferitelor preparate medicale.

e Poliuretanii se Iintrebuinteazd in stomatologie, chirurgie plastica, implanturi
ortopedice, membrane pentru dializa, ca adezivi tisulari, suturi in chirurgia vasculara
si in confectionarea unor componente ale inimii artificiale.

e Siliconii se utilizeazd ca substante auxiliare pentru preparate dermatologice,
medicamente in unele forme de gastrita si ulcer, excipienti, agenti de sterilizare a
instrumentelor si aparaturii medicale, proteze pentru operatii plastice, oftalmologie,
mamoplastii, stomatologie.

Cele mai folosite biomateriale in chirurgia ortopedica sunt:

1.3.1.1. Polietilenele
Polietilenele (PE) constituie o familie de polimeri termoplastici. Tn functie de
conditiile de polimerizare se obtin diferite sorturi :
e polietilena cu densitate joasd, ramificata (LDPE);
e polietilena cu densitate joasa, liniara (LLDPE);
e polietilena cu densitate inaltd (HDPE);
e polietilena cu masa moleculara ridicatda (UHMWPE).
Polietilenele prezinta rezistentd chimica, in general foarte buna: la acizi slabi si acizi

tari neoxidanti, la baze slabe si tari, la solventi organici sub 80°C, dar sunt permeabile.

Anlicatii medicale ale polietilenelor

In domeniul chirurgiei cardiovasculare, polietilena rigida se utilizeaza pentru fabricarea
valvelor cardiace, carcasei pompelor, elementelor de conectare cu tesuturile inconjuratoare, in
pofida unor dezavantaje ca: duritate mica, dificultati de prelucrare, fragilitate, prezenta
incluziunilor.

Polietilena se foloseste si pentru cranioplastii. Cranioplastia este indicata in repararea

defectelor craniene rezultate Tn urma tumorilor, deficitului osos, traumatismelor, anomaliilor
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congenitale sau infectiilor, si implica o corelare a notiunilor de neurochirurgie si a tehnicilor

de protezare. S-a constatat faptul ca HDPE poroasa Flexblock este un material adecvat pentru

..........

.....

cu materiale de suturd obisnuite, absentei acumularii de secretii sub scalp, absentei reactiei de
respingere, precum si nedegradarii si nedeformarii in timp.

Un alt domeniu de utilizare al polietilenei este ortopedia. Astfel, polietilena de masa
moleculara foarte mare (UHMWPE) este folosita ca material de electie pentru obginerea cupei
acetabulare, din cadrul implantului total de sold.

Recent, in chirurgia urechii, s-a introdus si a avut succes polietilena poroasa sub
denumire de Plastipore.

In cabinetul de stomatologie, ca materiale de protectie a plagilor parodontale se
folosesc o serie de polietilene, sub forma de pansamente. O fatd a acestor pansamente adezive
este acoperita de un film de polietilena, iar cealalta de o folie de hartie protectoare care poate
fi indepartata in timpul utilizarii. Pansamentele adezive sunt utilizate n protectia plagilor
rezultate prin aplicarea unor grefe epitelio-conjunctive sau unor grefe gingivale libere.

Copolimeri ai etenei si acetatului de vinil se utilizeaza in confectionarea gutierelor
totale, intrebuintate pentru profilaxia traumatismelor dento-maxilare.

Adeseori, in practica, stomatologul trebuie sa sutureze o serie de parti moi (endo- sau
exobucale). Sutura este ultimul timp operator al unei interventii chirurgicale care
conditioneaza cicatrizarea si rezultatul final. Printre materialele de sutura utilizate n
stomatologie se folosesc firele sintetice neresorbabile, printre care si fire de polietilena,
deoarece sunt considerate printre cele mai rezistente fire de suturd. Firele de polietilena
satisfac conditiile impuse firelor de sutura: sa fie suple, rezistente la tractiune, sa nu intretina
o reactie inflamatorie prin capilaritate, sd fie elastice si rezistente la elongatie. Polimerul
prezintd proprietdtile biologice impuse materialelor de sutura: sd fie bine tolerate si sa nu
provoace stari alergice sau reactii inflamatorii, sterilizarea lor sa nu le diminueze rezistenta
omogenitatea si supletea. Firele de PE sunt inerte, nu sufera procese de degradare hidrolitica
si se folosesc mai mult pentru suturi tegumentare.

Pe langa utilizérile amintite mai sus, polietilena se mai utilizeaza pentru: pungi/saci
pentru conditionarea sterild a implanturilor sau fluidelor biologice, pistoane pentru seringi,
protectori pentru ace pentru seringd, tuburi pentru catetere.

Principalele tehnologii de prelucraré: formarea prin injectie, extrudere,

termoformare, formare rotationala.
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1.3.1. 2. Polilclorura de vinil)

Policlorura de vinil (PVC) este un material cu buna rezistentd mecanica si chimica.
Este putin permeabild la gaze si uleiuri volatile, vapori de apa, dar, in acelasi timp, mai
permeabild decat polietilena. Din cauza rigiditatii este putin utilizata pentru conditionare; prin
adaos de plastifian{i se obtine o suplete superioard a materialului. Din punct de vedere

toxicologic, monomerul este cancerigen, dar policlorura de vinil nu prezinta nici un pericol.

Aplicatii medicale ale polilclorurii de vinil)

PVC, printre alte materiale polimerice, este folositd in chirurgia protetica
maxilofaciala externa, la reconstructii complexe, in urma unor fracturi multiple, cu pierderi
mari de tesut moale.

PVC plastifiata este utilizatd pentru constructia diverselor dispozitive care vin in
contact direct cu sangele: tuburi pentru circulatia extracorporald a sangelui; catetere, pungi si
tuburi pentru transfuzii. PVC-ul este polimerul cel mai folosit pentru confectionarca a
majoritatea dispozitivelor de unicd folosintd. O mare problema o poate ridica Insa alegerea
plastifiantului, care poate exuda din material, existand riscul de a fi preluat de lichide si
introdus Tn organism.

Un alt dezavantaj al PVC consta in faptul ca prezintd o compliantd mecanica diferita
de cea a vaselor de singe normale, iar la contactul dintre polimer si sidnge pot aparea
turbulente de curgere, care vor determina activarea hemolizei si agregarea plachetara, toate
acestea conducand la aparitia fenomenului de coagulare.

PVC plastifiatd se utilizeaza si in confectionarea rezervoarelor de medicamente. S-a
demonstrat ca infuzarea intravenoasa a unor medicamente anticancerigene (5-fluorouracil)
este mai avantajoasa decat injectiile intravenoase. Tehnologia avansatd a facut posibila
eliberarea unor cantitati calculate de medicament, intr-o perioada de timp impusa. Astfel, sacii
de PVC sunt foarte folositi ca pompe de infuzie portabile, cantitatea de medicament
inmagazinatd in aceste rezervoare trebuind sa fie stabila si compatibila.

Din PVC se mai confectioneaza: tuburi ale pompelor peristaltice, tuburi stomacale
flexibile si semiflexibile, pungi pentru perfuzii, componente ale instalatiilor pentru dializa.

Tehnologii de prelucrare: prin injectie, prin extrudere, prin termoformare, prin

formare mecanica, turnare.

1.3.1. 3. Politetrafluoretilena
Politetrafluoretilena (PTFE) face parte din clasa polimerilor fluorurati. Adesea

denumita teflon (care este una dintre denumirile sale comerciale), a fost descoperita in 1938 si
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este un material termoplastic dur si tenace, stabil la temperaturi intre —2800C si 3000C. Se
caracterizeaza printr-o foarte ridicatd vascozitate in stare topita. In consecintd, tehnologiile de
prelucrare difera total de ale celorlalte materiale termoplastice, dar se apropie de cele ale
metalelor si ale materialelor ceramice.

Politetrafluoretilena are o combinatie de proprietati de performantd unica intre
polimeri, fiind utilizatd in multe aplicatii critice. Proprietdtile mecanice nu sunt afectate
semnificativ la temperatura ridicata, pe un lung interval de timp. PTFE nu absoarbe radiatii
din spectrul vizibil si nici din cel ultraviolet. Este un material translucid pana la opac, din
cauza ca zonele cristaline difracta si reflecta lumina. Rezistenta chimica foarte buna la atacul

chimic determind aplicatiile majore. Este atacata de putine produse chimice.

Aplicatil medicale ale politetrafiuoretilena
flexibilitate, permeabilitate, adeziune, rezistenta la soc, tractiune, alungire, rupere, torsiune,
modul de elasticitate), coeficientului de frecare redus dintre comprimate si matrite (actioneaza
ca si coeficient de lubrifiere), PTFE a fost testat pentru diferite aplicatii in chirurgia cardio-
vasculara, ortopedie, cat si in chirurgia plastica.

Tn problematica complexi a chirurgiei cardio-vasculare se detaseazi doua domenii de
aplicare promitatoare a polimerilor: protezele vasculare si componentele inimii artificiale.
Chirurgia cardio-vasculara corecteaza o serie de defecte congenitale a inimii si contribuie la
restabilirea fluxului sangvin in ischemii miocardice, prin Tnlocuirea vaselor de sénge sau a
valvelor cardiace. Dificultatile sunt legate de inaccesibilitatea materialelor adecvate,
netrombogenice §i cu caracteristici mecanice superioare, precum si de nestiita principiilor si
tehnicilor adecvate de implantare.

In ce priveste hemocompatibilitatea, o solutie ar putea fi utilizarea microfibrelor din
PTFE capabile sa formeze un pseudoendoteliu, rezistent la actiunea fortelor de forfecare din
partea sangelui si la diferentele de presiune dintre contractia cardiaca si relaxare.

Dificultatile principale care apar la protezarea vaselor sanguine sunt determinate de
procesele ce decurg la suprafata de contact cu sangele. In general, inlocuirea vaselor de sange
de diametru mare are mai multe sanse de reusita decat cea a vaselor mici. Protezele vasculare
trebuie sd reproducd proprietitile mecanice (elasticitate, flexibilitate, porozitate) ale vaselor
sanguine, In conditiile evitdrii coagularii sdngelui.

Se descriu protezele vasculare din PTFE expandata, constituite din tuburi care se taie,

se cos si se manipuleaza usor. Protezele confectionate din acest material, modificat prin
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expunere la actiunea unui camp electric, reproduc structura peretilor interiori ai vaselor
sanguine, care prezinta la suprafatd sarcini negative.

Perfectarea unei inimi autonome presupune alegerea unei surse de energie de volum
mic, realizarea unui convertizor de energie, miniaturizarea unei pompe §i constructia
modulului cardiac propriu-zis. Realizarea modulului cardiac implica utilizarea unor materiale
si a unor forme constructive care sd elimine sau sa evite riscul trombozei. Problema majora a
acestui echipament protetic este evitarea trombozei si emboliei, care depind de factori ca:
tipul constructiv al pompei implantate, interfata material-sange, viteza de curgere a sangelui,
modificarea mecanismului de coagulare a sangelui. Hemodinamica, in cazul utilizarii clapelor
pentru inima, depinde de forma protezei si interactiunea dintre sange si suprafata polimerilor.
Caracteristicile suprafetei depind de duritatea polimerului, de natura §i sarcina electrica a
grupdrilor orientate la suprafatd. Suprafata clapelor cardiace trebuie sa fie netrombogena,
eventual heparinizata. Se utilizeaza clape din teflon cu polipropilena.

PTFE se utilizeaza pentru fabricarea valvelor cardiace, carcasei pompelor, elementelor
de conectare cu tesuturile inconjuratoare, in pofida unor dezavantaje ca: duritate mica,
dificultati de prelucrare, fragilitate, prezenta incluziunilor.

PTFE poroasa, grafitatd, se utilizeaza tot mai mult in cadrul chirurgiei maxilo-faciale
si ortopediei, ca material de acoperire, pentru atasare la os sau completarea tesutului osos
deficitar, precum si ca material de electie pentru implanturile ortopedice, ligamente pentru
genunchi.

PTFE mai are utilizari si in cadrul chirurgiei plastice ca grefe osoase ale urechii si, de
asemenea, este folosit ca membrand poroasd, avand permeabilitate mare pentru oxigen si
dioxid de carbon, selectatd pentru plamani artificiali (implica transport interfazic de gaze sau
lichide).

PTFE mai joaca rol de lubrifiant deoarece poseda o rezistentad la frecare foarte mica,
fapt ce faciliteaza compactarea sub presiune si reduce fortele de ejectie. Poli(tetrafluor-
etilena) conduce la comprimate cu timp de dezagregare mare si rezistentd la rupere
corespunzatoare.

Din combinarea PTFE cu fibre de carbon a rezultat Proplastul, utilizat n unele situatii
in cadrul chirurgiei defectelor peretelui abdominal antero-lateral. Printr-un proces de
expandare a Teflonului, s-a obtinut un material mult mai poros PTFE expandata, fabricata
actualmente in SUA sub denumirea de GoreTex. PTFE de baza fiind abandonat datorita

capacitatii sale mediocre de integrare parietala.
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Tehnologii de prelucrare: Vascozitatea mare in stare topitd face ca PTFE sd nu aiba
caracteristici reologice suficiente pentru a putea fi prelucratd prin injectie sau prin extrudere.

De aceea, tehnologia principala de prelucrare este sinterizarea.
1.3.1.4. Poli(alcoolul vinilic)

Este un polimer termoplastic cu numeroase utilizari biomedicale, in industria
farmaceutica si cosmetica, ca aditiv pentru materiale celulozice, acoperiri diverse, stabilizator
coloidal precum si in domeniul medical.

Proprietatile fizice si chimice ale poli(alcoolului vinilic) (PAV) depind, in cea mai
mare masurd, de conditiile in care a fost sintetizat poli(acetatul de vinil) de plecare, ca si
conditiile de hidroliza (procentul de grupe hidrolizate din polimerul final). Gradul de
polimerizare variaza de la 500 la 2500 daltoni pentru produsele comerciale. In functie de
gradul de hidroliza, continutul de apa si masa moleculard, PAV se poate prezenta sub forma
unor pulberi sau ca solutie.

Anlicatii medicale ale polilalcoolul vinilic)

PAV este folosit, in principal, pentru realizarea de suporturi pentru medicamente de uz
oftalmic cu efect prelungit. Datorita particularitatilor anatomice ale ochilor, administrarea
de substante medicamentoase este dificila prin metode conventionale, una dintre metode
fiind introducerea acestora in circulatia sangvina. Un dezavantaj al acestei metode este cel
datorat faptului cd intre umoarea apoasd, umoarea sticloasd si sange existd o barierd
datorata selectivititii membranelor epiteliale, barierd ce nu permite ajungerea in ochi a
tuturor substantelor administrate prin sange. Multe medicamente nu sunt capabile sa ajunga
in camera anterioara a ochiului, in concentratii terapeutice, deoarece se leaga de proteinele
plasmatice sau pentru ca nu sunt suficient de liposolubile.

Eforturile cercetatorilor au fost directionate, pe parcursul anilor, catre cresterea cantitatii de
medicament ce ajunge in camera anterioara si, in acelasi timp, catre reducerea efectelor
secundare asupra sistemului cardiovascular datorate pierderilor de medicament din timpul
circulatiei.

Una dintre metodele experimentate pentru a rezolva aceasta problema a fost realizarea
de sisteme cu vascozitate maritd, deoarece prin cresterea vascozitdtii s-a scontat marirea
duratei cand medicamentul raméne in zona ochiului, impiedicandu-se astfel drenarea lui prin
canalele nvecinate. Rezultatul nu a fost cel asteptat deoarece, desi drenat mai greu, cantitatea
de medicament primita de catre ochi nu a crescut. S-a cautat, in continuare, un sistem care sa

elibereze 1n cantitdfi mai mari medicamentul.
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Pentru aceasta s-a folosit PAV, pentru crearea de pelicule polimerice ce contin
medicamentul si care, introduse in vecinatatea globului ocular, se dizolva, eliberdnd principiul
activ. Ca rezultat s-a obtinut cresterea de opt ori a cantitatii eliberate de medicament,
comparativ cu efectul picaturilor oculare.

Tn domeniul farmaceutic, s-au studiat interactiunile poli(alcoolului vinilic) cu diferite
materiale active. Astfel, PAV exercitd un efect de stabilizare asupra unor medicamente,
printre care si tetraciclina clorhidrat, probabil datoritd formarii de complecsi stabili.

Conform cercetarilor lui Suss si colab., PAV prezinta proprietati de coloid de asociere,
cu o concentratie critica micelara de 0,05% [73]. Huttenrauch considera cd acest polimer
leagd moleculele medicamentelor in micele, prin forte fizice, in urma dizolvarii si
concentrarii. Principalele tipuri de legaturi implicate sunt cele de hidrogen [74].

PAV formeazd cu substantele tensioactive anionice complecsi cu caracter de
polielectrolit, neinteractionand cu substantele tensioactive cationice.

PAV se utilizeazd ca agent de aglutinare asigurdnd aderenta intre particulele de
pulberi, Tn granulate. Se utilizeaza in concentratii mici, sub forma de solutii sau geluri, in apa
sau alcool etilic. Dependent de vascozitate, se realizeaza durate de dezagregare diferite. De
asemenea, fiind un aglutinant bun, se caracterizeaza prin: indice de friabilitate mic, rezistenta
mare, absenta gustului si mirosului neplacut.

Totodata, PAV, este folosit ca baza pentru unguente datorita proprietatii de formare de
geluri in solutii apoase concentrate si ca vehicul, ce exercitd un efect prelungit al colirelor,
utilizat pentru picaturi nazale.

PAYV mai are functia de agent de ingrosare, utilizandu-se pentru marirea vascozitatii
colirelor, siropurilor, unguentelor, pastelor. Ca agent de suspensie, PAV asigura distribuirea
omogena a fazei solubile in mediul de dispersie, efectul de stabilizare a suspensiilor bazandu-
se pe marirea vascozitptii mediului sau fiind urmarea proprietatilor tensioactive §i a capacitatii
de ingrosare.

Poli(alcoolul vinilic) mai joacd rol si de agent pseudoemulgator (actioneaza prin marirea
vascozitatii mediului de dispersie, impiedicand aglomerarea particulelor dispersate), agent
de gelificare (ca substante utilizate n prelucrarea unguentelor hidrosolubile) si de agent de

acoperire gastrosolubili, utilizati ca substante solubile 1n sucul gastric, adaugate

73. D. Siss, Y. Cohen and Y. Talmon, The microstructure of the poly(ethylene oxide)/sodium dodecyl sulfate
system studied by cryogenic-temperature transmission electron microscopy and small-angle X-ray scattering,
Polymer (1995), 9 (36): 1809-1815.

74. Huttenrauch R., Fricke S., and Kéhler M., Experimental confirmation of the change of water structure in the
critical range of micelle formation: a new method of critical micelle concentration (CMC) determination,
Pharmaceutical Research (1988), 5(11): 726-7288.
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comprimatelor pentru protejarea principiilor active, mascarea gustului si mirosului
neplacut, cat si pentru dirijarea cedarii medicamentului.

Ca 1inlocuitor de plasma sangvind, desi se pare ca este contraindicat pentru aplicatii
clinice, specialistii au obtinut rezultate satisfacatoare in administrarea la oameni a
poli(alcoolului vinilic) cu masa molecularda de 10000, sub formad de solutie de concentratie
3%, pentru cazurile de soc si infectii post operatorii. Totodata este folosit pentru conservarea
plasmei sangvine.

Poli(alcoolul de vinil) are efect detoxifiant in tratarea insuficientei renale provocate de
transfuzia de sange incompatibil, prin influentarea microcirculatiei si prevenirea stazei si
agregarii.

Este consemnatad folosirea poli(alcoolului vinilic) in chirurgia esteticd si in terapia
arsurilor, precum si utilizarea suturilor de PAV 1in chirurgia vasculara, bronchiald, gastro-
intestinala, cu reactie tisulara scazuta.

Stabilitatea marita a fibrelor de PAV reticulate cu aldehida formica implica dificultati
de resorbtie, in timp ce poli(vinil butiralul) are o viteza de biodegradare comparabila cu cea a
catgutului.

O alta utilizare a PAV ar fi in chirurgia orala si maxilofaciala, preprotetica, cu scopul
de a mari creasta alveolarda mandibulara sau maxilara folosind un implant. Aceasta metoda se

foloseste la pacientii ce prezinta atrofii, unde protezele dentare clasice nu pot fi folosite.

1.3.1.9. Polimeri acrilici

Unul dintre cei mai importanti reprezentanti ai polimerilor acrilici cu aplicatii

biomedicale este poli(metacrilatul de metil).

1.3.1.5.1. Poli(metacrilatul de metil)

Poli(metacrilatul de metil (PMMA) este un polimer termoplastic amorf, dur, rigid,
casant. Principalele aplicatii ale polimerului si copolimerilor sdi sunt in oftalmologie. Dar
PMMA are si urmatoarele proprietati: claritate si transparentd foarte bune, indice de refractie
adecvat, excelenta stabilitate fatd de apa, excelentd stabilitate dimensionald, rigiditatea,
duritatea si tenacitatea foarte bune, nu se descompune in mediul biologic si nu produce iritaii.
Astfel, PMMA se utilizeaza la fabricarea lentilelor de contact dure si a lentilelor intraoculare.
Dezavantajele acestui polimer: permeabilitate micd pentru oxigen, umectabilitate redusa

datorita hidrofobicitatii. Din cauza umectabilitatii reduse, utilizatorii de lentile de contact din
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PMMA trebuie sa foloseasca si adjuvanti de umectare, pe suprafata internd a lentilei.
Poli(metacrilatul de metil) ajutd si la confectionarea keratoprotezelor (pentru protezarea
corneei). Se semnaleazd dificultdti 1n atasarea protezelor la tesutul corneal,
biocompatibilitatea fiind cerinfa majora.

Utilizarea cimenturilor acrilice (asa-numitele PMMA autopolimerizabile) in ortopedie
dateaza din perioada anilor *60 si a permis fizarea diferitelor proteze, printre care proteza
totald de sold. De remarcat ca cimenturile acrilice realizeaza doar o fixare mecanica atat fata
de os cat si fatd de implantul metalic/polimeric, fara a fi adezive in adevaratul sens al
cuvantului. Recent, se incearca utilizarea de cimenturi acrilice compozite, cu componente
ceramice, in dorinta de a obtine cimenturi bioactive, care sd permitd refacerea structurii
osoase §i 0 mai buna interfata cu osul.

PMMA cunoaste o gama larga de aplicatii in stomatologie. Dupa afirmarea PMMA ca
material protetic, urmatorul pas a fost facut prin introducerea acestuia in conditiile cavitatii

Conditiile unui polimer dentar bun sunt urmatoarele: densitate apropiatd de cea a
dintelui, rezistentd la abraziune egald cu cea a dintelui, elasticitate suficientd, fragilitate
redusa, transparenta, fabricare si prelucrare usoara, stabilitate la modificarile de temperatura,
absorbtie mica a apei si deformare redusa in contact cu aceasta, precum si absenta efectelor
toxice sau iritante asupra tesuturilor inconjuratoare. Dezavantajele acestui polimer:
comparativ cu tesuturile dentare dure, PMMA prezinta valori diferite ale duritatii, rezistentei
la compresiune, abrazivitatii si coeficientului de dilatare termica, la acestea se adauga
contractia de polimerizare si absorbtia de apa.

Un dezavantaj major al protezelor confectionate din polimeri este degradarea acestora
din cauza Tmbatranirii, care conduce la schimbarea culorii, opacifiere, marirea fragilitatii,
pierderea supletii, micsorarea rezistentei la tractiune, a alungirii la rupere si a rezistentei la
soc. Printre cauzele imbatranirii pot fi mentionate: modificarile coloido-chimice ale
polimerului, suprasolicitarile piesei protetice provocate de tractiune si de tensiunile interne,
datorita repartizarii neuniforme a fortelor masticatorii, precum si umflarea prin patrunderea
apei si salivei in porii compusului macromolecular. Este posibild eliminarea sau atenuarea
efectelor imbatranirii polimerului prin modificarea conditiilor de polimerizare si prelucrare.

Astfel, PMMA se foloseste pentru baze ale protezelor sau confectionarea dintilor
artificiali, precum §i ca materiale de restaurare.

PMMA a fost utilizat pentru amprentarea campurilor protetice edentate total, cu
intentia de a transforma amprenta prelucratd in lingura individuald, baza de sablon sau chiar

baza viitoarei proteze. Tehnica a fost parasita datorita multiplelor deficiente observate.
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PMMA (auto- sau termopolimerizabil) se mai utilizeaza si in confectionarea
portamprentelor (lingurilor de amprentd), care constituie un suport rigid in care se aplica
materialul de amprentd si cu ajutorul caruia acestea se inserd si se dezinsera de pe campul
protetic.

PMMA se utilizeaza pentru obtinerea materialelor compozite biodegradabile, care se
caracterizeaza prin capacitatea de a retine proprietatile tesuturilor suport destul timp pentru a
obtine o vindecare bund a fracturii §i, de asemenea, de a se degrada treptat in compusi
biocompatibili, care pot fi eliminati din corp fara sa provoace efecte secundare.

Rasinile acrilice autopolimerizabile se utilizeazd ca materiale pentru imobilizari
dentare. Mobilizarea dentard patologica insoteste o seric de afectiuni dento-parodontale:
traumatisme, parodontopatii marginale, disfunctii mandibulare, tumori etc. Rasinile acrilice
destinate reconstituirilor provizorii s-au diversificat mult in ultimele decenii. Cele mai multe
restaurdri provizorii se efectueaza din aceastd categorie de rasini. Spre deosebire de acrilatele
autopolimerizabile, cele termopolimerizabile se indica pentru restaurari provizorii de durata
mai lunga. Calitatile mecanice si cromatice sunt superioare celor autopolimerizabile.

Principalele tehnologii de prelucrare: formare prin turnare, injectie, extrudere,

termoformare, uzinare.

1.3.1.6. Poliamide

Poliamidele sunt cunoscute si sub denumirea de nylonuri, iar nomenclatura curenta a
acestor produse sugereaza natura si tipul substantelor initiale folosite in sinteza.

In general, poliamidele sunt caracterizate de urmatoarele proprietiti:

- rezistentd mecanica buna;

- stabilitate termica;

- excelenta rezistenta termica;

- proprietati dielectrice foarte bune;

- tenacitate buna la temperaturi joase.

Folosirea poliamidelor pentru prepararea matricilor biodegradabile reprezintd un
domeniu de interes pentru cercetarile din ultimul timp. Microcapsulele si microsferele
obtinute din poli(acid glutamic), polilizind sau copolimerii acestora cu al{i aminoacizi, au fost

folositi pentru administrarea controlata a medicamentelor.
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Cu multi ani in urma, Harrison arata ca structurile de nylon pierdeau in jur de 80% din
rezistenta lor in timpul unei perioade de implantare de 3 ani. Unele poliamide sunt atat de
hidrofile, incat devin hidrolizabile, cu toate ca gradul de absorbtie al apei este variabil [75].

Poliamidele sunt considerate materiale de baza pentru membrane si tuburi folosite in
dializa. Poli(hexametilen-adipamida) se degradeaza in mediul biologic, scazand rezistenta la
rupere. Se utilizeazd ca membrane semipermeabile pentru rinichiul artificial. Majoritatea
functiilor rinichiului artificial se asigurd prin dializd, folosind membrane de dializa
poliamidice, in absenta gradientului de presiune, desi functia normala a rinichiului presupune
ultrafiltrarea.

Tntr-o membrani poliamidica, ce prezinti pori de dimensiuni diferite pe cele doua fete,
se Inregistreazd coeficienti de permeabilitate diferiti pentru difuzia gazelor. Astfel,
membranele poliamidice anizotropice sunt utile pentru realizarea dispozitivelor medicale de
extractie diferentiala a unui gaz dintr-un sistem gaz-lichid.

Anizotropia membranei variaza in functie de parametrii fizico-chimici, cum sunt:
natura si masa moleculara a poliamidei, gradul de hidratare si grosimea membranei.

Din poliamida 6,6 se mai pot confectiona: ambalaje usoare, seringi hipodermice,
inhalator.

Ambalajele sterile, transparente, folosite pentru instrumente chirurgicale, sunt realizate
dintr-o combinatie de film termoformat si hartie sterild. Filmele compozite sterilizabile cu
abur, confectionate din Durethan PA si polietilena s-au dovedit foarte potrivite pentru aceste
aplicatii.

Poliamidele se folosesc si in cazul chirurgiei cardiovasculare, ca proteze arteriale
constituite din tuburi care se taie, se cos si se manipuleaza usor.

Poliamidele se utilizeaza si in contructia protezelor ortopedice. Laminatele din
polimeri porosi asigurd evaporarea secretiilor, fara blocarea porilor. Astfel de materiale se
fabrica prin impregnarea poliamidelor cu rasini epoxidice.

Nylonul se foloseste in suturi chirurgicale sub forma de fire neabsorbabile, sub forma
de monofilamente impletite (Surgilon, Nurolon) sau ca monofilament simplu (Ethilon,
Dermalon). Aceste tipuri de fire chirurgicale din nylon au o inaltd rezistenta la tractiune, mai
mare ca matasea naturald sau polipropilena. Datorita faptului ca firele de nylon sunt rigide
trebuie ca intinderea lor sa se realizeze cu grija, pentru a evita ruperea nodului si posibilitatea

ruperii firului in interiorul tesutului.

75. Harrison S.D., Chiu P., Maickel R.P., Polyamide_thin-layer chromatographic separation of DOPA
metabolites and related compounds , Journal of Chromatography A (1973), 85(1): 151-153.
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Incidenta infectiei in tesuturile care contin suturi din nylon este mai mica decat in
cazul altor suturi neabsorbabile.

Studiile in vitro au indicat ca produsele de degradare ale suturilor din nylon sunt
agenti antibacteriali potentiali, postulandu-se ca acestia pot distruge unele bacterii din plaga,
reducand reactia tesutului la sutura.

Gradul de asociere a filamentelor in firul de a sutura este de importanta minora in
dezvoltarea infectiilor, desi s-a remarcat o incidentda mai mare a infectarii la suturile
multifilamentoase.

Poliamida 6 (PA 6) se mai utilizeaza pentru: tuburi pentru catetere intracardiace, sonde
pentru aparatul urinar, pelicule pentru impachetari si componente pentru dializa, dispozitive
de dozare a picaturilor, seringi dozatoare, duze (PA 6 consolidata cu fibre de sticla).

Tehnologii de prelucrare: injectic , extrudere, filare.

1.3.1.1. Poliuretani

Compusii macromoleculari de tip poliuretanic reprezintd o clasd de polimeri cu

numeroase $i interesante aplicatii biomedicale.
In principal, toti poliuretanii (PU) contin in lantul principal grupa izocianat numai ca,
repetarea ei nu este regulatd, homopolimerii poliuretanici fiind mai putin comercializati. Cei
mai multi poliuretani rezultd din reactia diizocianatilor cu compusi di- sau polihidroxilici.
Biomaterialele PU convenabile sunt cele secventate, in care alterneaza portiuni flexibile si
rigide.

Aplicatiile medicale ale elastomerilor PU sunt variate si multiple, cerintele de PU sunt
in continua crestere, PU fiind acceptati ca biomateriale in majoritatea aplicatiilor care cer
compatibilitate cu tesuturi moi sau cardiovasculare.

Pentru aplicatii biomedicale, se cere ca rezultatele privitoare la proprietdtile mecanice
ale PU sa fie corelate cu testele in vivo si in vitro, incluzand raspunsul tisular si
compatibilitatea cu sngele a suprafetelor nemodificate sau heparinizate.

Studiul problemelor legate de acceptarea implantului PU de catre sistemul fiziologic a
fost condus prin urmarirea modificarilor in timp, in vivo, a biodegradarii, hidrolizei si texturii
suprafetei materialelor polimerice poliuretanice.

Biodegradarea PU, conditionatd de configuratia macromoleculard, este mai accentuata
in domeniile amorfe decat in cele cristaline, care prezintd o impachetare compacta si regulata,

datoritd geometriei moleculare si fortelor intermoleculare.
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Mediul biologic actioneaza asupra PU prin inmuierea si descompunerea in profunzime
si, respectiv, prin micgorarea rezistentei la rupere a acestuia.

Una dintre caracteristicile PU este adeziunea buna la tesuturi. Astfel, PU se utilizeaza
ca adezivi tisulari si in endoprotezare, bazandu-se pe absenta toxicitatii, inertiei chimice si
biologice, precum si pe stabilitatea fizico-mecanica.

Aplicatiille PU mai includ: tuburi endotraheale, suturi in chirurgia vasculara,
componente ale inimii artificiale (valve, artere, vene), membrane pentru dializd, adezivi
pentru tesutul nervos, materiale pentru reconstituire dentara, substituenfi de gips (PU
expandati in situ), substituenti de piele (pentru arsuri grave), proteze mamare, tuburi naso-
gastrice, peacemakere.

Elastomerii poliuretanici termoplastici se folosesc, dupd cum am mentionat mai sus, la
confectionarea cateterelor. Textin este materialul din care se confectioneaza tuburile flexibile,
cu pereti subtiri, folosite sub forma de catetere venoase. Textin nu contine plastifianti si nu
produce gaze corozive la incinerare.

Baydur este un material poliuretanic care se foloseste pentru confectionarea scaunelor
de spital multifunctionale, acestea fiind durabile, usor de manevrat si usor de curatat. Baydur
se foloseste, de asemenea, si pentru realizarea sistemului modular de dializa, fiind un material
transparent §i avand o rezisten{d mecanica buna.

Un alt domeniu de aplicare al PU este reprezentat de componentele inimii artificiale.
Toate componentele sistemului cardiovascular (artere, vene, valve) sunt materiale compozite,
care prezinta diferite caracteristici de deformare in directie transversald si longitudinala.
Aceastd anizotropie este esentiald pentru asigurarea functiilor fiziologice, cum ar fi
acomodarea vaselor de sange la modificarile sistolice si diastolice ale presiunii sanguine si
functionarea valvelor inimii.

Se pare ca introducerea acestei anizotropii a tesuturilor naturale asigurd succesul
poli(eter-uretanilor) in aplicatii de scurta durata.

Utilizati ca materiale in constructia peacemaker-elor (stimuleaza inima pentru a reveni
la ritmul normal), dispozitive din PU sunt implantate subcutanat si conectate la muschii inimii
cu ajutorul unor electrozi. Se prefera PU in acest scop datorita rezistentei mari la tractiune.

Un alt produs comercial poliuretanic, se utilizeaza sub denumirea de Medtronic si este
un material care permite realizarea de insertii chirurgicale facile si pentru cresterea elasticitatii
implanturilor obtinute.

In domeniul ortopedic, polimerii porosi sub forma spumei poliuretanice, sunt

materiale de electie pentru implanturi ortopedice. Astfel, spuma poliuretanica, preparata prin
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interactiunea unei rasini trihidroxilice cu exces de diizocianat, se aplica 1n ortopedie sub
denumirea de Ostamer, in amestec cu catalizator adaugat in timpul interventiei chirurgicale.

Testat pe animale si clinic, in fracturi acute si patologice, Ostamer realizeaza o fixare
imediata si sigura a osului, actionand ca un ax intramedular care asigura rezistenfd mecanica,
contribuie la reabilitarea rapida si regenerarea tesutului osos al gazdei, in conditiile unei
reactii tisulare rapide.

in stomatologie, ca materiale utilizate la sigilarea santurilor si fosetelor (ca procedeu in
cadrul profilaxiei dentare), s-au folosit materialele poliuretanice, constituienti ai lacurilor
fluorurate, ele asigurand doar rolul de bariera mecanica intre mediul bucal si zonele
retentive. Actualmente, se utilizeaza mai putin datoritd retentiei nesatisfacatoare.

PU ce intra in compozitia cimenturilor dentare, se aplicd in domeniul tehnicilor de
colaj, si anume ca punti si imobilizari adezive si, de asemenea, ca agregari adezive in
ortodontie.

Tehnologii de prelucrare: formarea prin injectie, extruderea, compresia, formarea prin

transfer.
1.3.2. Polimeri utilizati pentru inlocuirea cartilajului articular

Matricile suport au un rol foarte important in ingineria tisulard a cartilajului articular.
Aplicarea lor variaza de la substituirea partii periostale din tratamentul prin implantarea cu
condrocite pand la dispozitive cu eliberare controlatd, care sd imbunatateascd regenerarea
tisulara si sa reduca procesele inflamatorii, din osteoartrita.

Utilizarea matricelor 1n ingineria tisulara au deschis calea pentru utilizarea
materialelor de substitutie in tratarea patologiilor cartilajului articular. Astfel de matrici
trebuie sa respecte principiile de baza: sa fie biocompatibile, stabile din punct de vedere
structural si mecanic, sd permitd incorporarea de substante biologic active, si sd permita
diferentierea si maturarea celulara. Tuli si colab. [76] au impartit aceste materiale in doua
tipuri principale: naturale si sintetice.

Matricile din hialuronan si colagen au fost printre primele materiale naturale folosite
in substitutia cartilajului articular datoritd structurii asemanatoare cu cele ale cartilajului
articular nativ. Studii clinice preliminarii au fost realizate cu matrici bazate pe hialuronan

Hyalograft C™ [77]. S-a observat o reparare a tesutului cartilaginos de aproximativ 96,7%.

76. Tuli R., Li W.J., Tuan R.S., Current state of cartilage tissue engineering, Arthritis Research Therapy (2003),
5: 235-238.

77. Pavesio A., Abatangelo G., Borrione A., Brocchetta D., Hollander A.P., Kon E., Torasso F., Zanasi S.,
Marcacci M., Hyaluronan-based scaffolds (Hyalograft C) in the treatment of knee cartilage defects: preliminary
clinical findings, Novartis Found Symposium (2003), 249: 203-217.
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Insa, in ceea ce priveste celelalte matrici naturale folosite (fibrina, agaroza, alginatul,
colagenul) s-au observat efecte adverse [78, 79] si in plus, au avut si alte incoveniente legate
de imunogenitate, compatibilitate si nu au fost obtinute aceleasi caracteristici din punct de

vedere mecanic (Tabelul 1).

Tabelul 1. Polimeri naturali folositi in ingineria tisulara a cartilajului articular

Matrice naturala Avantaje Dezavantaje

Aspect histologic imbunatatit
o Proprtietati mecanice slabe
o Permite incorporarea de
Fibrina

[80, 81,82]

_ Poate provoca un raspuns
factori de crestere, cu bune ]
_ .. |imun
rezultate la testele prelimarii ‘
. Nu permite atasarea celulara
pe soareci

Injectabil O reactie celulara de corp

Agaroza, alginatul Dsitribuire uniforma a

[83, 84, 85, 86]

strain (agaroza)

celulelor Nu se resorb bine

Rezulate histoloigice bune la

testele preliminarii pe iepure

Proprietati biochimice

inferioare tesutului nativ

Colagenul

Intra 1n alcatuirea cartilajului

Repararea rapida a defectului

[87, 88, 89, 90, 91, 92] nativ articular poate sa cedeze n

78. Frenkel S.R., Di Cesare P.E., Scaffolds for articular cartilage repair, Annals of Biomedical Engineering
(2004), 32: 26-34.

79. Knudson W., Casey B., Nishida Y., et al., Hyaluronan oligosaccharides perturb cartilage matrix
homeostasis and induce chondrocytic chondrolysis, Arthritis Rheumathoide (2000), 43: 1165-1174.

80. Brittberg M., Sjogren-Jansson E., Lindahl A., and Peterson L., Influence of fibrin sealant (Tisseel) on
osteochondral defect repair in the rabbit knee, Biomaterials (1997), 18:235-242.

81. Hendrickson D.A., Nixon A.J., Grande D.A., Todhunter R.J., Minor R.M., Erb H., and Lust G.,
Chondrocyte-fibrin matrix transplants for resurfacing extensive articular cartilage defects, Journal of
Orthopedic Research (1994), 12:485-496.

82. van Susante J.L., Buma P., Schuman L., Homminga G., Van den Berg W., and Veth R., Resurfacing
potential of heterologous chondrocytes suspended in fibrin glue in large full-thickness defects of femoral
articular cartilage: An experimental study in the goat, Biomaterials (1999), 20:1167-1175.

83. Dausse Y., Grossin L., Miralles G., Pelletier S., Mainard D., Hubert P., Baptiste D., Gillet P., Dellacherie E.,
Netter P., Payan E., Cartilage repair using new polysaccharidic biomaterials: Macroscopic, histological and
biochemical approaches in a rat model of cartilage defect, Osteoarthritis Cartilage (2003), 11: 16-28.

84. Diduch D.R., , Jordan L., Mierisch C., and Balian G., Marrow stromal cells embedded in alginate for repair
of osteochondral defects, Arthroscopy (2000), 16: 571-577.

85. MarijnissenW. J., van Osch G., Aigner J., Verwoerd-Verhoef H., and Verhaar J., Tissue-engineered cartilage
using serially passaged articular chondrocytes. Chondrocytes Tn alginate, combined n vivo with a synthetic
(E210) or biologic biodegradable carrier (DBM), Biomaterials (2000), 21: 571-580.

86. Weisser J., Rahfoth B., Timmermann A., Aigner T., Brauer R., and von der Mark K., Role of growth factors
n rabbit articular cartilage repair by chondrocytes in agarose, Osteoarthritis Cartilage (2001), 9A:S48-S54.

87. Grande D. A., Halberstadt C., Naughton G., Schwartz R., and Manji R., Evaluation of matrix scaffolds for
tissue engineering of articular cartilage grafts, Journal of Biomedical Materials Research (1997), 34: 211-220.
88. Lee C. R., Grodzinsky A., Hsu H., and Spector M., Effects of a cultured autologous chondrocyte-seeded type
Il collagen scaffold on the healing of a chondral defect in a canine model, Journal of Orthopedic Research
(2003), 21:272-281.
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Rezultate histologice bune timp

Integrare incompletd in
tesutul gazda

Posibila transmitere a bolilor

prionice
] Intra 1n alcatuirea cartilajului ) ]
Hialuronan i Poate induce condroliza
nativ
[93, 94, 95, 96, 97] Cartilajul substituit este mai

O bund integrare in tesutul . )
subtire ca cel nativ
gazda

Datoritd posibilelor complicatii date de reactiile de antigenitate, resurselor insuficiente
de polimeri naturali, si faptul ca aproape nici un material natural nu indeplineste aceleasi
proprietati mecanice ca ale cartilajului articular, cercetatorii s-au orientat spre dezvoltarea
polimerilor sintetici. Tn cazul folosirii materialelor sintetice avantajul major este constituit de
faptul cd se poate asigura un control asupra compozitiei si consistentei, cu un risc scazut de
contaminare patogenicd. Majoritatea polimerilor sintetici formeaza hidrogeluri, ca poli(alcool
vinilic) (PVA), poli(etilen glicol) (PEO), si copolimerii de poli(etilen oxid) (PEO) si
poli(propilen oxid) (PPO).

89. Noguchi T., Oak M., Fujino M., Neo M., and Yamamuro T., Repair of osteochondral defects with grafts of
cultured chondrocytes: Comparison of allografts and isografts, Clinical Orthopedic Research (1994), 302: 251-
258.

90. Sams A.E., Minor R., Wootton J., Mohammed H., and Nixon A., Local and remote matrix responses to
chondrocyte-laden collagen scaffold implantation in extensive articular cartilage defects, Osteoarthritis
Cartilage (1995), 3: 61-70.

91. Samuel R. E., Lee C., Ghivizzani S., Evans C., Yannas I., Olsen B., and Spector M., Delivery of plasmid
DNA to articular chondrocytes via novel collagen-glycosaminoglycan matrices, Human Gene Therapy (2002),
13: 791-802.

92. Sellers R. S., Zhang R., Glasson S., Kim H., Peluso D., D’ Augusta D., Beckwith K., and Morris E., Repair of
articular cartilage defects one year after treatment with recombinant human bone morphogenetic protein-2
(rhBMP-2), Journal of Bone Joint Surgery (2000), 82: 151-160.

93. Gao J., Dennis J., Solchaga L., Goldberg V., Caplan A., Repair of osteochondral defect with tissue-
engineered two-phase composite material of injectable calcium phosphate and hyaluronan sponge, Tissue
Engineering (2002), 8:827-837.

94. Grigolo B., Roseti L., Fiorini M., Fini M., Giavaresi G., Aldini N., Giardino R., and Facchini A.,
Transplantation of chondrocytes seeded on a hyaluronan derivative (hyaff-11) into cartilage defects in rabbits,
Biomaterials (2001), 22: 2417-2424.

95. Knudson W., Casey B., Nishida Y., Eger W., Kuettner K., and Knudson C., Hyaluronan oligosaccharides
perturb cartilage matrix homeostasis and induce chondrocytic chondrolysis, Arthritis Rheumatism (2000), 43:
1165-1174.

96. Marcacci M., Zaffagnini S., Kon E., Visani A., lacono F., and Loreti I., Arthroscopic autologous
chondrocyte transplantation: Technical note, Knee Surgery Sports and Traumatology Arthroscopy (2002),
10:154-159.

97. Solchaga L. A., Gao J., Dennis J., Awadallah A., Lundberg M., Caplan A., and Goldberg V., Treatment of
osteochondral defects with autologous bone marrow in a hyaluronan-based delivery vehicle, Tissue Engineerin
(2002), 8: 333-347.
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Cele mai utilizate matrici suport pentru substitutia de cartilaj articular sunt polimerii
hidrofili in forma de bureti, retelele fibroase si hidrogeluri. Acestea includ: poli(o-hidroxi
esteri ) (exemplu: poli(acid lactic), poli( acid glicolic)), poli(caprolactona) (PCL), poli(etilen
glicol) (PEG) si copolimerii lor ca: poli(acid lactic-co-acid glicolic), poli(PEG-co-tereftalat) si
poli(PEG-co-acid fumaric), poli(alcool vinilic), poli(2-hidroxietil metacrilat) [98,99].

In cazul buretilor porosi (Figura 23), proprtietitile lor depind de marimea porilor,
porozitate §i interconectivitatea lor. Porozitatea influenteaza aria suprafetei pentru adeziunea
celulara [100], in timp ce marimea porilor si interconectivitatea lor influenteaza infiltrarea si
migrarea celulard, si transportul nutrientilor si a particulelor de uzurd. Ca metode de
sintetizare a acestor matrici se enumera: uscarea, expandarea si liofilizarea. Insa aceste

proceduri au un efect daunator arhitecturii buretelui, care impiedica astfel formarea tesutului.

Figura 23. Micrografie SEM specifica buretilor porosi

Retelele fibroase (Figura 24) pot fi intretesute sau nu, in care volumul de goluri,
diametrul fibrelor si directia acestora afecteaza comportamentul celulelor. Pentru a obtine
anumite modele cu structura controlata se foloseste tehnica depunerii 3D a fibrelor [101], iar
electrofilarea este o tehnica folositd pentru a obtine fibre la scard micro si nano, care sa fie
asemanatoare fibrelor de colagen din matricea extracelulara [102]. Fibrele sunt generate atunci
cand incarcarea de suprafatd a picaturii de polimer depdseste tensiunea sa de suprafatd in
conditiile aplicarii unui camp electric, ducand astfel la instabilitate, se va forma polimerul

care va fi recuperat odata cu evaporarea solventului. Matricile astfel formate au o suprafete

98. Frenkel S.R., Di Cesare P.E., Scaffolds for articular cartilage repair, Annals of Biomedical Engineering
(2004), 32: 26-34.

99. Temenoff J.S, Athanasiou K.A., LeBaron R.G., et al., Effect of poly(ethylene glycol) molecular weight on
tensile and swelling properties of oligo(poly(ethylene glycol) fumarate) hydrogels for cartilage tissue
engineering, Journal of Biomedical Materials Research (2002), 59:429-37.

100. Sontjens S.H.M., Nettles D.L., Carnahan M.A., Setton L.A., Grinstaff M.W., Biodendrimer-based hydrogel
scaffolds for cartilage tissue repair, Biomacromolecules (2006), 7(1): 310-316.

101. Woodfield T.B., Malda J., de Wijn J., Peters F., Riesle J., van Blitterswijk C.A., Design of porous scaffolds
for cartilage tissue engineering using a three-dimensional fiber-deposition technique, Biomaterials (2004),
25(18): 4149-61.

102. Li W.J., Danielson K.G., Alexander P.G., Tuan R.S., Biological response of chondrocytes cultured in three-
dimensional nanofibrous poly(epsilon-caprolactone) scaffolds, Journal of Biomedical Materials Research Part A
(2003), 67A(4): 1105-1114.
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mari Tn comparatie cu volumul lor, si pori total interconectati, iar pentru a obtine proprietati

heterogene, pot fi aliniati.

Figura 24. Micrografie SEM specifica retelelor fibroase

Hidrogelurile sunt matrici care se umfla in mediu apos, care acceptd culturi de
condrocite dar si incarcarea cu agenti bioactivi. Hidrogelurile injectabile pot acoperi orice
formd si marime a defectului de cartilaj, si pot fi implantate folosind o metodd minim
invaziva.

Din punct de vedere al compozitiei chimice materialele sub forma de hidrogeluri
sunt constituite din: material polimeric (2%-80%), apa (20%-98%), auxiliari (0,1%-5%).

Tn calitate de auxiliari, hidrogelurile pot contine:

e acizi sau baze solubile n apa;

e saruri solubile sau insolubile n apa;

e agenti activi de suprafata;

e compusi biologic activ: medicamente, proteine, enzime;
e coloranti.

Din punct de vedere fizico-chimic, hidrogelurile sunt sisteme macromoleculare
umflate cu solvent specific (apa sau solutii apoase). Pentru un sistem constituit din biopolimer
reticulat si apa cantitate de solvent continuta este alcatuita din doua componente: solventul
fixat de polimer prin legaturi de solvatare si solventul liber nelegat, inglobat in ochiurile
retelei tridimensionale.

Hidrogelurile sunt sisteme destul de subtile care se echilibreaza in mediu, suferind
astfel multe modificari. Proprietdtile unor asemenea geluri sunt puternic dependente de
densitatea de reticulare si de continutul de impuritati, iar in cazul celor din polimeri sintetici
de urmele de monomer, catalizator si stereospecificitatea polimerului.

Individualizarea hidrogelurilor de alte biomateriale se face pe baza urmatoarelor

aspecte :

e sunt in general medii transparente — incolore sau colorate ;
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® au volum si forma proprie ;

® sub actiunea caldurii (uscare) are loc o pierdere accentuata de masa insotitd de o

puternica contractie de volum,;

® la eforturi de comprimare de volum are loc contractia volumului s§i cresterea

densitatii;

® la solicitari mecanice reduse au un comportament elastic pronuntat.

Pentru a mentine structurile tridimensionale ale hidrogelului, literatura de
specialitate indica reticularea fizica sau chimica a lanturilor polimerice.
Prin natura lor hidratata, hidrogelurile au o structurd asematoare cartilajului articular. Unele
materiale de acest tip au o hidrofilie mare datorita gruparilor moleculare incarcate [103].

De asemenea, au un coeficient de frecare mic i un comportament vascoelastic, desi
rigiditatea este mica. De asemenea, acestea sustin fenotipul condrocitar mult mai bine decat
retelele 2D.

Pentru a preveni dizolvarea lantului polimeric hidrofilic in mediu apos, hidrogelurile
trebuie sa fie reticulate. Reticularea lor poate sa fie (Figura 25):

e chimica, prin legdturi covalente, rezultand asa-numitele hidrogeluri permanente.
Hidrogelurile fizice se obtin atunci cand se formeaza o retea intermoleculara,
prin intermediul fortelor ionice, de hidrogen sau hidrofobe. Hidrogelurile fizice
nu sunt omogene, deoarece asociatele de tip cluster sau cele ionice creeaza
dicontinuitati. Lanturile polimerice sunt conectate prin legaturi covalente si
astfel este dificild schimbarea formei acestor geluri

e fizicd, prin intermediul a diverse tipuri de legaturi moleculare si/sau forte
secundare, ca cele ionice sau legaturi de hidrogen sau interactiuni hidrofobe.
Hidrogelurile chimice sau permanente, sunt retele reticulate prin legaturi
covalente. Acestea pot fi obtinute prin reticularea polimerilor solubili in apd, sau
prin coversia polimerilor hidrofobi in polimeri hidrofili, care apoi sunt reticulati.
In stare reticuata, hidrogelurile ating o hidratare (umflare) de echilibru, in solutii
apoase, care depind in principal de densitatea reticuldrilor, estimatd prin masa
moleculard. Lanturile polimerice formeaza legaturi necovalente (Van der Waals,

legaturi ionice, legaturi de hidrogen sau interactiuni hidrofobe).

103. Vinatier C., Guicheux J., Daculsi G., et al., Cartilage and bone tissue engineering using hydrogels,
Biomedical Materials Engineering (2006), 16: S107-S113.
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a) b)
Figura 25. Reprezentarea schematic a hidrogelurilor:
a) reticulate chimic

b) reticulate fizic

Ca si hidrogelurile fizice, cele chimice nu sunt omogene, mai contin regiuni cu
grad de hidratare mai redus si cu densitati mari de reticulare, denumite clusteri. Aceste
domenii sunt dispersate in portiunile structurale puternic hidratate si cu densitate scazuta de
reticulare. Astfel, in timpul formarii pot aparea separari de faze sau pot aparea goluri sau
macropori care depind de compozitia hidrogelului, de solventul folosit §i de temperatura.

In gelurile chimice, lanturile terminale libere reprezinti defecte ale retelei
semisolide din care se formeaza, deoarece ele nu contribuie la proprietatile elastice ale
hidrogelului. In acelasi sens actioneza si alte defecte reprezentate de noduri si ghemuri ale
lanturilor terminale.

Din punct de vedere structural hidrogelurile fizice sau chimice pot avea

configuratii macromoleculare foarte variate, cum ar fi:

e retele reticulate din nanopolimeri liniari, copolimeri liniari, copolimeri bloc si
grefati;

® copolimeri legati prin legaturi de hidrogen etc.
Hidrogelurile pot avea si forme fizice diferite:

® solide matritate (lentile de contact);

e matrici din pulberi presate (tablete sau capsule pentru administrare orald);

e microparticule (bioadezivi, transporturi de medicamente);

® membrane sau filme (depozite pentru eliberarea tansdermica a medicamentelor)

sau geluri pentru electroforeza 2D;
e solide Tncapsulate (pompe osmotice);

® lichide ce formeaza geluri prin incalzire sau racire.
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Pentru obtinerea hidrogelurilor reticulate fizic, reticularea se poate realiza prin mai

multe metode:
® prin interactii ionice, in cazul polimerilor ionici;

® prin inducerea formarii de cristalite, ce joaca rolul nodurilor de retea in polimerul

hidrosolubil;

® prin formarea de stereocomplecsi;

® prin asocierea lanturilor hidrofobe in copolimerii bloc si grefati amfifilici,

e prin intermediul legaturilor de hidrogen;

® prin interactiunea cu proteinele;

® prin interactii antigen - anticorp.

in cazul hidrogelurile reticulate chimic, concentratia de monomer, metoda de
reticulare si densitatea reticulantului influenteaza proprietatile fizice si chimice ale

hidrogelurilor.

Hidrogelurile reticulate chimic se obtin prin:

e homo sau copolimerizarea, in marea majoritate a cazurilor prin mecanism
radicalic, a unor (macro)monomeri ce formeaza polimeri solubili in apa. Evident,
pentru obtinerea retelei, este necesara prezenta unui (co)monomer cu doud sau mai
multe grupéri polimerizabile. In multe cazuri, pentru evitarea utilizarii initiatorilor
sau activatorilor potential toxici, polimerizarea este inifiata prin iradiere cu radiatii

de energie mare (cel mai adesea radiatii y sau ).

e reactia de policondensare sau poliaditie ale unor compusi cu grupe functionale

antagoniste la capete, intre care existd si compusi cu functionalitate mai mare de 2.

® reactii polimer analoage, la grupele functionale ale unui polimer preformat, solubil

in apa (de exemplu reticularea alcoolului polivinilic cu aldehide).

e reticularea polimerilor preformati prin iradiere cu radiatii de energie ridicatd, cand

au loc ruperi de catene si recombinari ale macro radicalilor formati.

Hidrogelurile sunt flexibile/maleabile atat timp cat lanful polimeric are o mare
mobilitate datoratd prezentei apei. Proprietdtile mecanice ale hidrogelurilor sunt dependente
de continutul de apa. Modulul de elasticitate si limita de curgere descreste cu continutul de
apa, in timp ce elongatia tinde sa creasca. Hidrogelurile sunt lubrifiante datoritd caracterului
lor hidrofil. Hidrogelurile rezistd absorbtiei proteinelor si atacului microbian datoritd

caracterului hidrofil si structurii dinamice.
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Hidrogelurile joaca un rol important in eliberarea controlatd a medicamentelor: pot
elibera controlat agenti bioactivi, ca peptidele si proteinele. De asemenea hidrogelurile au fost
mentionate cd promoveaza repararea tisulard precum si regenerarea.

Au fost folosite mai multe metode de fabricare si modificare a suprafatei astfel incat sa
se obtina produsi in diverse formulari, cu scopul de a imbunatati comportamentul celular, de a
permite un mediu favorabil pentru integrarea tesutului.

De asemenea, matricile 3D au devenit din ce in ce mai folosite in acest scop, datorita
faptului cd au rezultate favorabile atasarii celulare si au stabilitate in ceea ce priveste
proprietatile mecanice.

Exemple de utilizari relativ curente ale hidrogelurilor pe baza de p(HEMA) in
medicina si farmacie sunt lentilele de contact, pansamentele pentru vindecarea arsurilor sau a
altor rani greu de vindecat, plasturi aplicabili pe piele pentru eliberarea controlatd a diverse
medicamente, etc. Alte potentiale aplicatii sunt: materiale pentru tendoane artificiale,
membrane pentru rinichi artificiali, cartilaje articulare, piele artificiald, materiale pentru
nlocuirea corzilor vocale.

Proprietatile hidrogelurilor sunt destul de apropiate de ale gelurilor biologice
naturale si ale tesuturilor. Adaugand si propritdtile de volum, acestea sunt foarte convenabile
pentru aplicatii medicale si farmaceutice. Astfel exista multe similitudini intre interfata

gel/apa si celule vii/solutii fizilogice.

Hidrogelurile sunt retele polimerice, alcatuite din polimeri hidrofili, ce absorb si retin
o mare cantitate de apa [104]. De la lucrarea de pionierat a lui Wichterle si Lim [105] din
1960 asupra hidrogelurilor pe baza de p(HEMA), domeniul s-a dezvoltat continuu si se
dezvoltda in continuare exploziv, datoritd aplicatiilor multiple si importante pe care

hidrogelurile le au, in special in medicina si farmacie [106, 107, 108].

104. Peppas N. A., Hydrogels, in Biomaterials Science: An Introduction to Materials Tnh Medicine, 2-nd edition,
ED: Ratner B. D., Hoffman A. S., Schoen F. J., Lemons J. E., Academic Press, New York (2004), p. 100.

105. Wichterle O., Lim D., Hydrophilic gels in biologic use, Nature (1960), 185: 117.

106. Hoffman A. S., Hydrogels for biomedical applications, Advance in Drug Delivery Research (2002), 43: 3.
107. Langer R., Peppas N. A., Advances in biomaterials, drug delivery and bionanotechnology, AIChE Journal
(2003), 49: 2990.

108. Kashyap N., Kumar N., Ravi Kumar M.N.V., Hydrogels for pharmaceutical and biomedical applications,
Critical Reviews Tn Therapeutic Drug Carrier Systems (2005), 22: 107.
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In medicina si farmacie, principalele utilizari ale hidrogelurilor in domeniul
biosenzorilor, eliberarii controlate a medicamentelor i regenerarii tesuturilor se datoreaza

proprietatilor remarcabile pe care acestea le au printre care: [109]:

e continutul lor de apa si elasticitatea le face similare cu tesutul natural din punct de

vedere al interactiunilor biologice la nivel molecular;

e furnizeazd suprafete inerte (pentru diversele dispozitive implantabile) care previn

adsorbtia nespecifica a proteinelor (antifouling);

e moleculele biologice pot fi legate covalent de hidrogeluri prin intermediul unor

reactii chimice bine controlate;

e proprietatile mecanice si gradul de umflare in apa ale hidrogelurilor pot fi reglate

relativ usor, de exemplu prin modificarea densitétii de reticulare;

e hidrogelurile pot fi proiectate sa-si modifice proprietatile sub actiunea unor stimuli

externi, cum ar fi temperatura, pH etc.

1.3.3.1 Structura p(HEMA)
Polimerii de p(HEMA) (Figura 26) si copolimerii sdi sunt materiale hidrofile care,
dupa imbibitia cu apa pana la o stare de echilibru, se comporti ca un gel elastic. In aceasta

forma sunt cunoscute sub numele de hidrogel [110].

Hzc_? n
C‘J=O
O—CH,—CH,-OH

Figura 26. Structura chimica a p(HEMA)

Atat monomerul HEMA cat si polimerii sdai p(HEMA) au fost descoperiti si patentati
in 1934, insa proprietatile acestora de absorbtie a apei au fost descoperite abia in 1951, cand
p(HEMA) a fost recunoscut ca un biomaterial polimeric promitator.

Prima §i cea mai de success aplicatie a hidrogelurilor pe bazd de HEMA au fost in
domeniul oftalmologic, pentru lentilele de contact hidrofile, cu rezultate clinice excelente.

Astazi hidrogelurile din polimeri de HEMA au multiple aplicatii biomedicale.

109. Ulijin R.V., Bibi N., Jayawarna V., Thornton P.D., Todd S. J., Mart R.J., Smith A. M., Gough J.E.,
Bioresponsive hydrogels, Materials Today (2007), 10: 40.

110. Peppas N.A., Moynihan H.J., Lucht L.M., The structure of highly crosslinked poly(2-hydroxyethyl
methacrylate) hydrogels, Journal of Biomedical Materials Research, Part A (1985), 19(4): 397-411.
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Hidrogelurile transparente de p(HEMA) permit difuziunea lichidelor, ceea ce
sugereaza existenta unei structuri poroase. Se impun insad cateva precizdri, si anume: in cazul
gelurilor produse prin polimerizare in absenta unui solvent - polimerizarea in masa -
difuziunea lichidelor este posibild doar prin spatiile dintre lanturile macromoleculare, de
aceea dimensiunea porilor este de fapt de ordin molecular. Trecerea lichidelor prin gelurile de
p(HEMA) astfel polimerizate se face prin mecanisme pur difuzionale, de aceea, de fapt, acest
tip de polimeri nu sunt considerati materiale poroase.

Cand p(HEMA) este produsa prin polimerizarea in prezenta unui diluant, neatingandu-
se 1nsa capacitatea maxima de imbibare a polimerilor rezultati, spatiile dintre lanturi vor
creste semnificativ pe masurd ce cantitatea de dilueant creste. Astfel, dimensiunea spatiilor
intermoleculare creste si acestea pot sa fie considerate cu adevarat pori.

Conventional, gelurile din p(HEMA) sunt clasificate in:

e microporoase, cu pori intre 10 - 50 nm;

e macroporoase, cu pori intre 100 nm - 1 micron.

Pe masurda ce dimensiunea porilor creste, mecanismul predominant de trecere a
lichidelor prin polimer devine convectia.

Hidrogelurile p(HEMA) neporoase si microporoase sunt intotdeauna transparente si
sunt denumite geluri omogene. Hidrogelurile macroporoase pot fi transparente sau
opalescente, in functie de dimensiunea si distribugia porilor. Cele macroporoase opalescente
au fost denumite materiale heterogene.

Existd si o altd posibilitate de polimerizare, si anume in prezenta unui diluant care
depaseste capacitatea maxima de imbibare a polimerului.

S-a studiat situatia in care apa a fost atat diluantul in timpul polimerizarii cat si agentul
de Tmbibare folosit dupa polimerizare. Deoarece apa nu este solvent pentru polimer, atunci
cand concentratia in amestecul polimeric depaseste o valoare critica, datorita interactiunilor
termodinamice dintre apa si reteaua polimericd, se va produce separarea fazelor ntr-un
anumit moment in timpul polimerizarii si, ca urmare, hidrogelurile vor fi opace. Concentratia
criticd a apei pentru aceasta este in jur de 45%.

Caracteristicile porilor hidrogelurilor pe bazd de p(HEMA) - marimea, morfologia si
contiguitatea - pot fi controlate prin cantitatea de apa din amestecul monomeric initial.
Hidrogelurile astfel obtinute, desi pot avea pori adecvati pentru a permite invazia i cresterea

tisulard, au o rezistenta mecanica scazuta [111]. S-a incercat imbunatatirea proprietatilor

111. Barnes A., Corkhill P.H., Tighe B.J., Synthetic hydrogels: 3. Hydroxyalkyl acrylate and methacrylate
copolymers: surface and mechanical properties, Polymer (1988), 29(12): 2191-2202.
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mecanice ale hidrogelurilor, si astfel s-a ajuns la necesitatea copolimerizarii sau a folosirii de
agenti specifici de polimerizare.

Modificarea proprietatilor mecanice s-a dovedit a fi dificild deoarece crescand
rezistenfa mecanica se pot influenfa negativ si caracteristicile porilor. Studierea
caracteristicilor mecanice ale hidrogelurilor de p(HEMA) a dus la concluzia ca separarea
fazelor si gelatia chimicd sunt cele care dicteazd marimea particulelor polimerice care
constituie hidrogelurile. Cei doi parametri, debutul separarii fazelor si punctul de gelifiere,
sunt influentate de conditiile de polimerizare: temperatura, concentratia si natura initiatorilor
polimerizarii si a agentilor de polimerizare mixta. In cazuri extreme, cand debutul separdrii
fazelor este mult diferit de punctul de gelifiere intr-un sistem de polimerizare dat, poate avea

loc un efect secundar care duce la obtinerea de hidrogeluri neuniforme.

1.3.3.2. Caracteristici fizico-chimice si mecanice

Hidrogelurile pe baza de p(HEMA) sunt termosensibile si nu se degradeaza sub
actiunea enzimelor sau a solutiilor acide sau bazice datorita legaturilor -C-C- din lanturile
macromoleculare. Sunt neutre din punct de vedere ionic pana la o concentratie in apa de 40%.

Hidrogelul p(HEMA) prezinta lanturi polimerice metacrilate reticulate cu lanturi
mici de hidroxietil, care sunt hidrofile datorita sarcinilor lor negative -O-. Aceastd structurad
comparabila cu cea a cartilajului care are fibre colagenice reticulate de ansamblurile de PG,
care sunt hidrofile datoritd sarcinilor negative SO3- si COO-.

Hidrogelurile pe baza de p(HEMA), in forma simpld, nu prezinta proprietati
mecanice adecvate solicitarilor la care sunt supuse. Din acest motiv, s-a introdus un element
hidrofil in reteaua polimerica, ceea ce a dus la obtinerea proprietatilor biomecanice necesare.
Au fost studiate materiale ca polimetacrilati, acrilati, celulozd modificatd sau poliuretani
pentru incorporarea in reteaua de polimer, in scopul obtinerii de hidrogeluri cu proprietati
biomecanice imbunatatite.

In stare uscata, p(HEMA) este un material dur si friabil. In urma umflarii, acesta
devine moale si flexibil, putand fi taiat usor cu bisturiul sau cu foarfecele.

Umflarea p(HEMA) este strict dependenta de temperatura si de mediul de umflare.
Gradul de umflare este determinat si de procentul grupdrilor hidrofile si a celor hidrofobe,
distanta dintre legaturi, precum si de dimensiunea si distributia matricei. Dupa cum sugereaza
si denumirea de ,hidrogel”, continutul de apa joacd un rol important in determinarea
proprietatilor p(HEMA). Continutul de apa poate fi marit prin copolimerizarea cu un
monomer ce are hidrofilie mai accentuatd si poate fi diminuat prin copolimerizare cu un

monomer hidrofob.
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Coeficientul de permeabilitate pentru oxigen are o crestere exponentiald, pe
masura ce creste continutul de apa.

Continutul mare de apa al p(HEMA) determind rezistentd mecanica scazuta, de
aceea se urmareste obtinerea unui hidrogel cu un cotinut optim de apa, astfel incat sa aiba
proprietati mecanice adecvate scopului in care va fi utilizat.

Datorita stabilitatii mecanice, indicelui de refractie ridicat si permeabilitatii pentru
oxigen, p(HEMA) a fost folosit cu succes in oftalmologie, pentru fabricarea de lentile de

contact moi, cristalin artificial sau cornee artificiala.

1.3.4. Proprietétile de volum ale hidrogelurilor

Proprietatile de volum, ca gradul de umflare fac posibila elucidarea mecanismelor
de umflare si osmotice din tesuturile biologice, precum si aplicarea hidrogelurilor p(HEMA)
ca implanturi care se umfla, pe cand permeabiliatea la substante cu masa moleculard mica,
solubile 1n apa, fac gelurile convenabile pentru eliberarea controlatd a medicamentelor sau
pentru transportul unor substante dizolvate imobilizate in gel, cum sunt enzimele.

Gradul de reticulare este unul dintre cei mai importanti factori care afecteaza
umflarea hidrogelurilor. Este definit ca raportul dintre numarul de moli de agent de reticulare
si numarul de moli de unitati ce se repteta in structura polimerului. Gradul de reticulare este
cu atat mai mare cu cat cantitatea de agent de reticulare Tn structura hidrogelului este mai
mare.

Hidrogelurile mai reticulate au o structurda mai densa si se umfld mai pufin,
comparativ cu aceleasi hidrogeluri cu grad mai mic de reticulare. Reticularea impiedica
mobilitatea lanfului polimeric, micsorand gradul de umflare.

De asemenea, structura chimicd a polimerului poate afecta gradul de umflare al
hidrogelului. Hidrogelurile cu continut mare de grupari hidrofile au un grad mare de umflare,
comparativ cu cele care confin grupari hidrofobe. Gruparile hidrofobe se rup in prezenta apei,
impiedicand accesul moleculelor de apa. Aceste hidrogeluri se vor umfla mai putin decat cele
care confin grupari hidrofile.

Cinetica de umflare a hidrogelurilor poate fi clasificata ca si umflarea prin difuzie
controlatd conform legii lui Fick si relaxare controlatda care nu respecta aceasta lege. Cand
difuzia apei in hidrogel are loc mai repede decat relaxarea lantului polimeric, cinetica de
umflare este controlata prin difuzie.

Umflarea hidrogelurilor sensibile la temperatura poate fi afectatd de schimbari ale

temperaturilor mediului de umflare. Taria ionicd si pH-ul afecteaza umflarea hidrogelurilor.
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1.3.9. Proprietatile mecanice ale hidrogelurilor

Proprietatile mecanice ale hidrogelurilor p(HEMA) sunt foarte importante pentru
aplicatiile medicale. Un sistem de cedare a medicamentelor destinat sa protejeze un agent
terapeutic sensibil, trebuie sd-si mentind integritatea, pentru a fi capabil sd protejeze
medicamentul pana aceasta este eliberat in afara sistemului.

Schimbarea gradului de reticulare a dus laobtinerea proprietatilor mecanice dorite
ale hidrogelurilor. Cresterea gradului de reticulare al sistemului va avea ca rezultat un gel mai
tare. Totusi, un grad mai mare de reticulare creeaza o structurd mai fragila. Existd un grad
optim de reticulare care realizeazd un hidrogel elastic si relativ rezistent. De asemenea, a fost
utilizata copolimerizarea pentru a realiza proprietatile mecanice dorite ale hidrogelurilor.
Incorporarea unui co-monomer care va contribui la formarea legaturilor de hidrogen, va mari
rezistenta hidrogelului.

Pentru a determina proprietatile mecanice ale hidrogelurilor sunt folosite mai

multe metode ca: extensiometria, teste de comprimare, teste de forfecare si identarea.

1.3.5.1. Extesiometria

In prezent cea mai utilizatd metoda pentru determinarea proprietatilor mecanice ale
hidrogelurilor sunt testele de tractiune sau extensiometria in banda. Aceste metode au fost
foarte mult folosite pentru determinarea proprietatilor mecanice ale hidrogelurilor [112].
Tehnica implicd aplicarea unei forte de tractiune asupra unui material fixat in doua cleme
(Figura 27a). De asemenea, forta de tractiune mai poate fi aplicata unui hidrogel cu forma de

inel, in locul unei benzi (Figura 27b).

/F s
F F° F

a) b)

Figura 27. Tehnici de caracterizare mecanica a hidrogelurilor:
a) extensiometria in banda;

b) extesiometria in inel.

112. Jeffrey L., Hinkley A., Morgret L.D., Gehrke S.H., Tensile properties of two responsive hydrogels, Polymer
(2004), 45: 8837-8843.
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Forta aplicata si alungirea sunt folosite pentru a obtine curbe de tensiune-deformare.
Metoda are cateva neajunsuri, printre care faptul cd se pot utiliza numai benzi si inele de
hidrogel, masuratorile se pot face doar o singura data pe fiecare hidrogel de testat,
neparalelismul clemelor, iar alungirea se face doar uniaxial. Prin natura destructiva a acestei
metode, este foarte dificil sa se urmareasca evolutia in timp a proprietatilor mecanice, care

este un parametru foarte important in ingineria tisulara.

1.3.9.2. Rezistenta la compresiune
Testele de compresiune sunt realizate pentru determinarea proprtietatilor mecanice ale
hidrogelurilor in compresiune [113, 114]. Aceastd tehnica presupune comprimarea

hidrogelului intre doua platane (Figura 28).

Figura 28. Tehnici de caracterizare mecanica a hidrogelurilor: test de compresiune

Forta aplicatd la suprafata hidrogelului si deformatia hidrogelului sunt folosite
pentru a calcula o caracteristica importantd a hidrogelurilor folosite in ingineria tisulard a
cartilajului articular: modulul de elasticitate. Unul din avantajele acestei metode fatd de
extesiometrie este cd nu limiteazd hidrogelul la o anumita geometrie (banda, inel), insd
suprafata hidrogelului trebuie sa fie plana. Un alt avanatj al acestei metode il constituie faptul

ca nu este distructiva si se poate urmari evolutia in timp a proprietatilor mecanice.

1.3.9.3. Testul de identare
Testul de identare a devenit o metodd foarte importantd pentru caracterizarea
proprietatilor mecanice ale hidrogelurilor. Aceasta tehnica consta in identarea intr-un singur

punct cu o anumita deformatie si masurarea fortei care cauzeaza identarea (Figura 29).

113. Svensson A., Nicklasson E., Harrah T., Panilaitis B., Kaplan D.L., Brittberg M., Gatenholm P., Bacterial
cellulose as a potential scaffold for tissue engineering of cartilage, Biomaterials (2005), 26: 419-431.

114. Awad H.A., Wickham Q.M., Leddy H.A., Gimble J.M., Guilak F., Chondrogenic differentiation of adipose-
derived adult stem cells Tn agarose, alginate and gelatin scaffolds, Biomaterials (2004), 25: 3211-3222.
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Figura 29. Tehnici de caracterizare mecanica a hidrogelurilor: test de identare

Cel mai des se foloseste un identor conectat la un traductor de forte care inregistreaza
forta necesara identdrii. Pentru a calcula modulul elastic al materialului se va trasa o curba
forta-deplasare. Tn acest tip de test geometria varfului identorului joacd un rol important in
determinarea rezistentei mecanice ale hidrogelurilor [115]. Recent, progresele tehnologice au
facut posibil identarea la scard nano [116]. Identarea are o serie de avantaje In comparatie cu
celelalte metode conventionale de caracterizare mecanica [117]. Identarea permite un timp de
masurare mic, poate fi folosit pentru a masura proprietatile mecanice in diferite zone ale
suprafetei materialului. Foloseste esantioane de dimensiuni mici, si este o metoda

nedistructiva.

1.4. Concluzii

1. Proprietdtile mecanice unice ale cartilajului ca suprafatd portantd rezulta atat din
proprietatile sale structurale cat si compozifia chimica a matricei extracelulare. Tesutul
cartilaginos este considerat Th general ca un sistem bifazic. Prima faza este solida: sunt
componentele macromoleculare ale matricei care formeaza un material poros si permeabil.
Acesta este compus din fibre de colagen, legate impreuna de proteine ne-colagenice si
proteoglicani legati necovalent. A doua faza este lichida: este compusa din lichid interstitial si
ioni. Se considera ca componentele solide rezista fortelor de intindere, forfecare si deformare,
in timp ce lichidul rezistd presiunilor hidrostatice ridicate. Principali parametri care

caracterizeaza comportamentul mecanic global al cartilajului articular sunt:

115. Mirshams R.A., Pothapragada R.M., Correlation of nanoindentation measurements of nickel made using
geometrically different indenter tips, Acta Materials (2006), 54: 1123-1134.

116. Whitehead A.J., Page T.F., Nanoindentation studies of thin film coated systems, Thin Solid Films (1992),
220: 277-283.

117. Merino J.C., Martin B., Pastor J.M., Mechanical indentation tester designed to control and measure in real-
time the microhardness process, Measurement Science Technology (1991), 2: 740-743.
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e Modulul de elasticitate global (0,5-1 MPa) masurat in urma experimentelor de
compresiune dupa stabilizarea migratiei de apa si ioni in matricea cartilaginoasa,

e Coeficientul de frecare. Cartilajul este un material compus dintr-o faza solida si o
faza fluida. Cele doua faze, studiate separat, sunt considerate a fi incompresibile ceea
ce implica coeficienti Poisson apropiati de valoarea 0,5. in plus, migratia fazei fluide
in afara cartilajului in urma solicitarilor mecanice reduc coeficientul Poisson la 0,2,
dar, aceasta valoare depinde de permeabilitatea cartilajului care poate fi modificata de
catre ansamblurile moleculare ale sinoviei.

e Permeabilitatea. Valorile permeabilitatii sunt cuprinse intre 10-16 m4/N.s si 10-15
m4/N.s, pentru o grosime de Imm de cartilaj supus la o diferentd de presiune
hidrostatica de 2MPa si este datd de efectele fizico-chimice (osmotice si electrice) si
nu efectele mecanice (poro-elasticitate).Atata timp cat metodele de tratament actuale
nu pot asigura reapararea cartilajului articular pe termen lung, cercetatorii au gasit ca
solutie ingineria tisulard. Scopul ingineriei tisulare a cartilajului articular este sd se
foloseasca celule, matrici, factori de semnal, singure sau in combinatie unele cu altele,
pentru a sintetiza in vitro un material care sa fie este echivalent cu cartilajul articular
sanatos, atat din punct de vedere structural cat i functional.

2. Pana in prezent, o varietate de materiale (naturale sau sintetice) au fost studiate ca
potentiale produse ale ingineriei tisulare a cartilajului articular. Materialele naturale pot adesea
interactiona cu celulele, dar, au, in acelasi timp o serie de dezavantaje legate de raspunsul
imun si proprietatile mecanice necorespunzatoare cu cele ale cartilajului articular. Astfel ca,
materialele sintetice au fost propuse ca si candidate pentru ingineria tisulard a cartilajului
articular, pentru ca structura lor poate fi controlatd astfel incat sa putem anticipa anumite
anumite proprietati chimice si fizice specifice, pentru a putea obfine anumite caracteristici
mecanice. Aceste biomateriale pot fi sintetizate intr-o varietate de matrici (bureti, retele si
hidrogeluri). Retelele si buretii sintetici sunt matrici 2D care au o porozitate foarte mare
(>90%), si nu pot asigura functiile mecanice, insda pot servi ca 0 modalitate de transport ai
celulelor sau diferitilor factori [118].

3. Din punct de vedere istoric, implanturile de biomateriale au fost desemnate sa
inlocuiasca o functie specificd, de obicei mecanica, si a fost considerat ca fiind ideal daca se
reuseste sa se obtind un raspuns favorabil in vivo. Din toate biomaterialele polimerice,

IR

de alte avantaje. Hidrogelurile sunt materiale care se umfld atunci cand sunt intr-un mediu

118. Li W.J,, Jiang Y.J., Tuan R.S., Chondrocyte phenotype in engineered fibrous matrix is regulated by fiber
size, Tissue Engineering (2006), 12:1775-1785.
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apos, dar 1si mentin forma totala. Hdrogelurile pot fi sintetizate prin reticularea oricarui
polimer solubil in apa.

4. Structura complexd a cartilajului articular a dus la cadutarea printre materialele
artificiale a unui substituent, care sa respecte cat mai mult posibil proprietatile sale mecanice
cat si fizico-chimice. Atentia a fost indreptata spre materialele polimerice foarte hidrofile de tip
hidrogel datorita volumului mare de apa a cartilajului articular. Aceste materiale sunt cele care
permit repararea leziunilor cartilajului articular. Cele mai des folosite sunt PAV si p(HEMA).

5. PVA este un material nonimunogenic si nontoxic. Gruparile hidroxil din PVA 1i
confera caracterul hidrofil cu o structura semicristalind data de legaturile de hidrogen. Cu toate
astea, PVA nu are rezistenta si rezilienfa necesard pentru un material de substitutie a
cartilajului articular.

6. In cazul cartilajului articular, cea mai important aspect constd in abilitatea de a
rezista fortelor de forfecare si compresiune de la nivelul articulatiei. Din punct de vedere a
proprietatilor mecanice, cei mai indicati sunt copolimerii metacrilati care se preteaza la astfel
de cerinte. Dintre acestia, un loc important ca si component al hidrogelurilor de uz biomedical
il ocupa p(HEMA) datorita proprietatilor sale remarcabile: lipsa de toxicitate si
biocompatibilitate fiind folosit ca produs comercial (lentile de contact). In plus, sinteza acestor
hidrogelurile pe bazd de p(HEMA) se face intr-un timp scurt, fard a necesita o aparaturad
complicata, precum si un cost redus. Hidrofilia lor poate fi usor modificata utilizand diferiti co-
monomeri.

7. Hidrogelurile pe baza p(HEMA) au fost folosite pentru protezarea tesuturilor moi,
datoritd caracteristicilor de biocompatibilitate, permeabilitate mare fatd de moleculele mici,
hidrofilicitate mare si consistentd moale. in plus, p(HEMA) are un continut de apa similar
cartilajului articular, prezinta rezistentd la degradare, nu este absorbit de organism, suporta
sterilizarea prin incélzire fara afectarea structurii si se poate obtine intr-0 varietate mare de
forme.

8. In cadrul tezei de doctorat alegerea s-a facut pentru hidrogelurile pe baza de
p(HEMA), a caror hidrofilie a fost modificata cu diferiti co-monomeri pentru a obtine un
comportament fizico-chimic si mecanic asemanator cu cel al cartilajului articular. Pentru a
evita necroza celulard dupa implantare, asa cum se intampld in cazul grefelor autologe si
alogrefelor, precum si in cazul unor polimeri naturali [119], in cadrul acestei teze de doctorat

alegerea s-a facut pentru hidrogelurile fara culturi de celule.

119. Ingram J.H., Korossis S., Howling G., Fisher J., Ingham E., The use of ultrasonication to aid
recellularization of acellular natural tissue scaffolds for use ih anterior cruciate ligament reconstruction, Tissue
Engineering (2007), 13(7): 1561-1572.
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CAPITOLULII
STRATEGIA EXPERIMENTALA

” Exjstd trei principale mijloace de obtinere a cunogtintelor:
observarea, meditarea, 5i experimentarea. Observarea colecteazd
fapte; meditatia le combind; experimentarea verificd
rezultatul acestei combinatii”

Claude Bernard (1813 - 1878)

11.1. CONCEPT EXPERIMENTAL

O mare varietate de biomateriale sunt utilizate astidzi in chirurgia plastica si
reconstructiva, stomatologie si refacerea muschilor, oaselor si cartilajului articular.

Polimerii candidati pentru utilizari biomedicale trebuie sa prezinte o serie de
caracteristici legate de structura lor fizico-chimicd si mecanica (proprietati chimice si
mecanice) si de interactiunea cu mediului fiziologic unde vor fi utilizati (conditii fiziologice).
Desi se afla la dispozitie un numar mare de materiale polimerice, biocompatibilitatea si
proprietdtile mecanice au restrans sever numdrul actual de polimeri ce pot fi folositi in
domeniul medical. Evaluarea performantelor acestor polimeri este imperios necesar a se
realiza in conditii de testare care sd imite conditiile fiziologice, astfel incat rezultatele
evaluarii sa descrie cat mai fidel comportarea in vivo a materialului.

Biomaterialele trebuie sd fie aiba un grad mare de puritate i de aceea precursorii si
materiile prime folosite trebuie sd aiba un grad mare de puritate, si, de asemenea, folosirea
unor aditivi nu este recomandatd. Pentru o perioada mai scurtd sau mai lunga de timp,
migrarea acestor componente la tesuturile adiacente si fluidele biologice este nedorita, de
aceea compusii nereactionati trebuie eliminati inainte de utilizare.

O serie de proprietati favorabile ale polimerilor pot fi obtinute nu prin utilizarea de
aditivi ci prin varierea structurii chimice, de exemplu prin alegerea utilizarii de de copolimeri
si polimeri reticulati adecvati, in locul homopolimerilor.

Odata sintetizate, biomaterialele trebuie sa indeplineasca numeroase cerinte, descrise
ca fiind proprietatile chimice si mecanice ale polimerilor. Parametrii de interes includ:

geometria dispozitivului implantului, gradul de umflare la echilibru, proprietatile elastice,
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raspunsul la solicitari de forfecare, comportarea vasco-elastica in timp, posibilitatea de a
ingloba si transporta principii active.

Analizand rezultatele stiintifice din domeniul dispozitivelor medicale utilizate pentru
substitutia cartilajului s-a optat pentru lucrarea de fata la o strategie de cercetare care a avut ca
obiectiv central:

STUDIUL M’ODIPICARII HIDROFILIEI HIDROGELURILOR PE BAZA DE P(HEMA)
ASUPRA PROPRIETATILOR FIZICO-CHIMICE, MECANICE $I DE UTILIZARE
CA SUBSTITUIENT DE CARTILAJ ARTICULAR

Mergand dupa aceste principii, s-a ales ca Tmbunatatirea proprietatilor hidrogelurilor
pe bazad de p(HEMA) sa se realizeze prin introducerea In matricea tridimensionald atat a unor
comonomeri cu caracter puternic hidrofil (acid acrilic-AA, acrilamida-AAm) sau hidrofob
(acrilat de etil - AE, acrilat de butil - AB). Atat monomerii hidrofili cat si cei hidrofobi au o
rezistentd mare la agenti de oxidare si reducere. De asemenea acesti monomeri au o rezistenta
mare la degradare sub actiunea radiatiei laser si UV, precum si la degradarea termica.

Avand Tn vedere caracterul foarte hidratat al cartilajului articular, s-a optat pentru
realizarea de retele tridimensionale prin copolimerizarea monomerilor HEMA cu unul dintre
monomerii AA, AAm, AE sau AB cu un monomer bifunctional cu rol de reticulant,
tetraetilenglicol diacrilat (TEGDA). Ca sistem de initiere pentru reactia de copolimerizare s-a
utilizat un sistem redox format din persulfat de amoniu (APS) si N,N,N’,N’-tetraemtiletilen
diamina (TEMED).

Caracterul hidrofil-hidrofob a fost controlat prin modificarea cantitatii de comonomer
luata in experimentare, In timp ce cantitatea de agent de reticulare (TEGDA) s-a pastrat
constantd. Sistemul de initiere s-a utilizat la o concentratie de 1 moli% fata de amestecul total
de monomer.

Caracterizarea hidrogelurilor a avut drept scop analiza compozitionala si structurala a
materialelor sintetizate (pectroscopie in infrarosu, degradare termicd, precum si determinarea
de tensiunii superficiale), analiza morfologica (microscopie electronica de baleiaj-SEM),
evaluarea proprietatilor de interactiune cu apa si fluide de interes biologic.

Pentru selectia hidrogelurilor cu caracteristici mecanice similare cu a cartilajului
articular au fost realizate teste la solicitare de compresiune si forfecare. Insi pentru verificarea
omogenitatii hidrogelurilor obfinute, testele mecanice realizate la scara macro s-au verificat si
la scara nano, astfel incat sa se selecteze hidrogeluri cu o structurd omogena si cu aceleasi
proprietati mecanice si in volum precum si la suprafata.

Una dintre cele mai importante caracteristici mecanice ale cartilajului articular o

reprezintd coeficientul de frecare foarte mic dar i uzura mica, ceea ce il face un material
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performant din punct de vedere tribologic. In biomecanica articulara, tribologia se ocupa cu
studiul fortelor care permit ca doua corpuri solide aldturate sa se deplaseze unul pe celdlalt,
deplasare ce se realizeaza prin intermediul fortelor tangentiale.

Prin urmare, hidrogelurile sintetizate au fost evaluate din punct de vedere al
proprietatilor tribologice, s-a analizat coeficientul de frecare obtinut si s-au comparat valorile
obtinute cu cele specifice cartilajului articular. Studiile au fost realizate prin metode de
evaluare la scard macro, cat si prin teste nanotribologice.

Tn hidrogelurile sintetizate s-au incorporat principii active utilizate in tratarea
inflamatiilor cartilajului articular, mecanismul de incorporare a fost unul prin difuzie, pentru a
nu modifica proprietatile mecanice ale hidrogelurilor. Astfel, hidrogelurile s-au incarcat cu
ibuprofen si ketoprofen, gradul de incédrcare fiind dependent de hidrofilia hidrogelului,
morfologia materialului si solubilitatea medicamentului in mediu de incarcare. Ulterior s-a
analizat posibilitatea eliberdrii principiilor active din hidrogelurile sintetizate si s-a analizat
mecanismul de difuzie a compusului terapeutic pentru materialele cu proprietati mecanice
apropiate de cele ale cartilajului articular.

Toate testele s-au efectuat in conditii care simuleaza pe cele fiziologice sau patolgice
ale cartilajului articular. Astfel testele au fost realizate in solutie tampon 7 sau, datorita
faptului ca hidrogelurile sunt pH-senzitive, s-a urmarit si comportamentul lor la diferite valori

de pH (pH 3 51 9).

I1.1.1. Materiale folosite

I1.1.1.1. Reactivi
Monomeri acrilici
2-Hidroxietil metacrilat (HEMA) (M =130,14 g/mol, p=1,071 g/cm3) — monomer

purificat prin trecere pe coloana cu agent de dezinhibare (HQ, Sigma Aldrich, CAS. NO. 868-
77-9) (Figura 30).

O—CH,—CH,—OH

Figura 30. Structura chimici a monomerului HEMA

Cette thése est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/20111SAL0017/these.pdf | 79
© [L.E. Bostan], [2011], INSA de Lyon, tous droits réservés



CAPITOLULII | STRATEGIA EXPERIMENTALA

Acidul acrilic (AA) (M=2,06 g/mol, p=1,051 g/cm3) - monomer purificat prin trecere
pe coloana cu dezinhibitor (Sigma Aldrich, CAS. NO. 79-10-7) (Figura 31).
H,C=CH
COOH

Figura 31. Structura chimicd a monomerului AA

Acrilamida (AAm) (M= 71,08 g/mol, p=1,3 g/cm3) - monomer purificat prin
recristalizare in amestec metanol-apa (1:1, vol:vol) (Sigma Aldrich, CAS. NO.79-06-1)
(Figura 32).

2 H (0]
NH,

Figura 32. Structura chimicd a monomerului AAm

Acrilatul de etil (AE) (M=100,12, p=0,918 g/cm3) - monomer purificat prin trecere pe
coloana cu dezinhibitor (Sigma Aldrich, CAS. NO.79-06-1) (Figura 33).

o)
H,C—C—C—O0—CH,
H

Figura 33. Structura chimica a monomerului AE

Acrilatul de butil (AB) (M=128,17, p=0,894) - monomer purificat prin trecere pe

coloand cu dezinhibitor (Sigma Aldrich, CAS. NO. 141-32-2) (Figura 34).

O
H, H, H,
H,C=C—C—0—C —C —C —CH,

Figura 34. Structura chimici a monomerului AB

Agentul de reticulare
Tetractilenglicol diacrilat TEGDA (M=286,32 g/mol, p=1,075 — 1,085 g/cm3) -
monomer bifunctional, agent de reticulare (Sigma Aldrich, CAS. NO. 109-16-0) (Figura 35).
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H,C—CH

H,C—CH
Figura 35. Structura reticulantului TEGDA
Initiatori
Persulfatul de amoniu (APS) (M= 228,18 g/mol, p=1,982 g/cm3) - initiator, purificat
prin recristalizare cu metanol:apa (1:1, vol:vol) (Sigma Aldrich, CAS. NO. 7727-54-0)
(Figura 36).

I I
NH,* -—s——o—o—ﬁ—o-NH4+
(o)

Figura 36. Structura initiatorului APS
N,N,N’,N’-Tetrametiletilen diamind (TEMED), (M=116,20 g/mol, p= 0,78 g/cm3) -
activator de initiere (Sigma Aldrich, CAS. NO. 110-18-9) (Figura 37).
CH, CH,

N N
H,¢c~ CH,—CH; > CH,

Figura 37. Structura activatorului TEMED

Principii active
Pentru studiile de incarcare si eliberare de medicamente s-au luat Tn considerare

aintiinflamatoarele nesteroidiene: ibuprofenul si ketoprofenul (Figura 38).

CH; o CH;
OH
CO,H
CH,
O O
H;C
a) b)
Figura 38. Structura principiilor active:

a) ibuprofen

b) ketoprofen
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Solutii tampon pe baza de TRIS

S-a preparat o solutie TRIS (TRIZMA® base Primary Standard and Buffer
(299,9% Sigma-Aldrich, T1503-100g)) 0,2M (24,2g TRIS in 1000ml apa ultrapura (pH ~5,5,
rezistivitatea 18,2 MQ)).
Solutia tampon TRIS 0,5M pH 7,2

50ml solutie TRIS 0,2M
44,2 ml solutie Hel 0,2M

105,8 ml apa ultrapura

Volum total TRIS 0,5M 200 ml
pH7,2

Solutie tampon TRIS 0,15M pH7,2
Solutie Cantitate
TRIS 0,5M pH7,2 300
Apa ultrapura 700ml
Volum total TRIS 0,15M pH7,2 1000 ml

Solutia tampon TRIS 0,5M pH 9

50ml solutie TRIS 0,2M
5 ml solutie Hel 0,2M

145 ml apa ultrapura
Volum total TRIS 0,5M pH 9 | 200 ml
Solutie tampon TRIS 0,15M pH 9

Solutie Cantitate
TRIS 0,5M pH 9 300
Apa ultrapura 700ml
Volum total TRIS 0,15M pH 9 1000 mi
Solutii tampon TRIS cu saruri (NaCl 0,15M)
Solutie Cantitate
TRIS 0,15 M pH7,2/9 1000 mi
Apa ultrapura 8,775¢9
Volum total TRIS 0,15M pH7,2/9+0,15 M 1000 ml
NaCl

Masa molara pentru TRIS: 121,14 g/mol
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Solutia tampon pH 3 pe baza de acid acetic
Se va prepara intai o solutie 0,2 M de acid acetic (11,55 ml in 1000ml apa ultrapura) si

0,2 solutie acetat de sodiu (16,4 g in 1000ml apa ultrapurd).

Solutie Cantitate (ml)
Solutie acid acetic 0,2M 46,3

Solutie acetat de sodiu 0,2M 3,7

Apa ultrapura 100

Volum total de solutie tampon pH 3 150 ml

Substante folosite la masurarea unghiului de contact

Masa Densitatea
Substanta CAS
(g/mol) (g/cm3)

Etilen glicol 99% (Acros
. 62,06 1,11 CAS 127-21-1
Organics)

Diiodometan (Acros Organics) 267,84 3,32 CAS 75-11-6

Prelevarea de cartilaj articular

Pentru testele facute pe cartilaj articular s-a folosit cartilaj de pui, proaspat. Din datele
bibliografice s-a raportat ca structura cartilajului de pui este asemanatoare cu cea a cartilajului
articular uman sanatos, si in plus, grosimea acestuia este de 3-4 cm, grosime asemanatoare cu
cea a cartilajului articular la un adult sanatos (20-30 ani).

Condilii mediani ai cartilajul de pui au fost prelevati in aceeasi zi a experimentului, si
de asemenea au fost proaspeti, pentru a evita procesele de conservare prin congelare,
demonstrat fiind faptul cd daca cartilajul este inghetat, celule mor, iar grosimea lui se

micsoreaza la jumatate din cea initiala [120].

120. Sfarghiu-Tunfio A.-M., Thése Modeéle bio-tribologique des articulations.R6le mécanique et
physicochimique des assemblages moléculaires du fluide synovial., Lyon, 2007.
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11.2. Metode de analiza
11.2.1. Analiza prin spectroscopie in infraresu cu transformati Fourier (FTIR)

Spectroscopia in infrarosu cu transformatd Fourier (Fourier Transform Infrared
Spectroscopy, FTIR) este o tehnica analitica (si cantitativa, in cazul in care aparatul este dotat
cu un soft specializat) folosita pentru a identifica materialele organice (in unele cazuri si pe
cele anorganice). Tehnica constd in masurarea absorbtiei radiatiei in infrarosu de catre
esantionul testat in functie de lungimea de unda. Termenul de transformata Fourier provine de
la faptul ca se foloseste o transformata Fourier (un algoritm matematic) pentru a converti
datele brute in spectrul real.

Aproape toti compusii care prezintd legaturi covalente, fie ele organice sau
anorganice, absorb diferitele frecvente ale radiatiei electromagnetice in regiunea infrarosu a
spectrului electromagnetic. Aceastd regiune se gaseste intre domeniul vizibil si cel al
microundelor. El se intinde intre 0,8 si 200 pum, fiind subdivizat in trei zone: IR apropiat, IR si
IR indepartat. Importanta deosebitd pentru chimia organica o prezintd domeniul cuprins intre
2,5 um si 25 pm, considerat ca domeniu infrarosu propriu-zis. in figura 39 este ilustrata relatia

dintre regiunea IR si alte regiuni ale spectrului electromagnetic.

MICRO-
ULTRAVIOLET RALI
INFRAROSU UNDE
Vibrag Rezonanta
ibratie ica
) . . Magnetica
Ultraviolet Vizibil infrarosu nucleara

| | 25um « 5 15um im 5m

200 nm <<— 400 nm —> 800 nm

Figura 39. Spectrul electromagnetic

Cand un material este iradiat cu radiatii infrarosii, moleculele pot suferi o tranzitie de
la starea initiald, la o stare excitatd. Pentru realizarea acestei tranzitii este necesara o anumitd
cantitate de energie, ce depinde de taria legaturii dintre atomi. Molecula va absorbi din fluxul
luminos numai radiatiile ce posedd o anumitd energie (deci o anumitd lungime de unda) si
care sunt capabile sd producd tranzifii la stari excitate. Consecinta acestor absorbtii este
aparitia benzilor spectrale ce pot oferi informatii despre aranjamentul atomilor in molecula.

Chiar si cele mai simple molecule vor da un spectru extrem de complex. Lungimile de unda la
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care sunt absorbite de catre esantioane sunt caracterisitice structurii lor moleculare (Figura

40).

O-H C-H C=N C=0 | C=N C-Cl
Benzi _ c-0
NoH c=C foarte c=C C-N
X=C=Y putine c-C
NzOIN=O *
4000 2500 2000 1800 1650 1550 650 (cm™)

*nitro are doua benzi

Figura 40. Regiuni tipice de absorbtie in IR a diferitelor legituri moleculare

In zonele in care nu se absoarbe energie, aparatul va integistra ,linia de zero” a
spectrului. Faptul ca fiecare modificare energeticd vibrationald este insotitd de modificari
energetice rotationale conduce aspectul de banda (si nu de linie) a spectrului. Din acest motiv,

spectrele IR se mai numesc spectre de rotatie-vibratie ale moleculelor.

Pregatirea probelor

Spectrele IR pot fi inregistrate in faza solida, lichida sau gazoasa. Utilizarea spectrelor
in faza gazoasa se utilizeaza relativ rar. Spectrele substantelor lichide pot fi inregistrate fie ca
atare, fie sub forma unor solutii. Spectrele substantelor solide pot fi obtinute in solutie sau in
stare solidd, sub formad de suspensii sau pastile de bromurd de potasiu (KBr). In cazul
hidrogelurilor, analiza realizdndu-se in starea lor uscata ( substante solide), cea mai frecvent

folosita metoda este cea prin pastilarea cu KBr.

Inregistrarea spectrelor in pastila de KBr

Spectrele substantelor solide se pot Inregistra sub forma unor ,,pastile” de KBr, pentru
ca aceasta este complet transparentd pe intreg domeniul IR, deci nu va influenta spectul IR.
Aceasta tehnica poate fi folositd atunci cand proba poate fi mojaratd. Pentru obfinerea
pastilelor, se mojareaza un amestec de proba (1+5 mg) cu aproximativ 200-300 mg KBr
pentru spectroscopie. Amestecul se mojareaza intr-un vibrator electromagnetic si se preseaza
sub forma unui disc foarte subtire cu ajutorul unei prese hidraulice (~ 109 N/m2). Ca etalon
se foloseste o pastila identica de KBr pura.

Deoarece KBr este higroscopica, spectrele inregistrate in pastila pot prezenta

absorbtiile tipice gruparii —OH.
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In stare solidi, fortele intermoleculare sunt mult mai puternice si afecteaza
semnificativ proprietatile vibrationale ale moleculei. Asemenea forte se manifesta deosebit de

intens in cazul compusilor ce formeaza legaturi de hidrogen.

Interpretarea spectrelor IR

Interpretarea spectrelor IR se face in functie de scopul pentru care a fost inregistrat
spectrul. Dacad structura compusului investigat este cunoscutd, interpretarea consta in
confirmarea prezentei picurilor caracteristice anumitor grupari functionale sau a absentei altor
functiuni. Intrucat fiecare compus organic prezintdi un spectru unic, interpretarea poate
Tnsemna compararea pic cu pic a spectrului inregistrat cu spectrul de catalog al compusului
respectiv.

In cazul in care structura nu este cunoscuti, spectrul trebuie investigat cu multa atentie
in scopul obtinerii maximului de informatii posibil. Tn general, numai examinarea spectrului
IR nu permite atribuirea structurald completa. Informatiile ce se pot obtine din spectru se
referd la identificarea anumitor tipuri de legdturi si grupari functionale, identificari care,
corelate cu datele furnizate de alte tehnici spectrale permite atribuirea structurala finala.

La analiza spectrelor IR este preferabil sa se aiba in vedere urmatoarele aspecte:

e cxaminarea spectrului sa inceapa de la domeniul frecventelor inalte (4000 cm-
1) spre cel al frecventelor joase, deoarece multe grupari funtionale absorb in
jumatatea frecventelor inalte ale domeniului IR;

e nu trebuie incercata identificarea fiecarui pic; picurile putin intense reprezinta
adesea armonice ale frecventelor fundamentale sau sunt determinate de
»Zgomotul aparatului”;

e 0 atentie deosebitd trebuie acordata picurilor intense, deoarece, de obicei, sunt
cele mai relevante;

e absenta anumitor picuri din zonele cheie ale spectrului poate fi uneori la fel de
importantd pentru atribuirea structurala ca si prezenta lor (de exemplu, absenta
picului caracteristic gruparii C=0O din spectrul unui produs, obtinut in urma
unei reactii de reducere, este o dovadd suplimentara a obtinerii produsului
dorit);

Interpretarea spectrelor IR este facilitata de existanta unei imense biblioteci de date
spectrale. Datele acumulate au fost sistematizate in tabele de corelatie ce prezintd domeniile
in care apar absorbtiile caracteristice diverselor grupari functionale organice.

Pentru analiza spectrelor IR cu ajutorul tabelelor de corelatie este indicata divizarea
domeniului spectral (4000-600 cm-1) in doua zone: 4000-1500 cm-1 si 1500-600 cm-1.
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Domeniul 1500-600 cm-1 este de obicei foarte complex si in consecintd, greu de
interpretat. Desi unele grupari functionale prezintd absorbtii caracteristice in acest domeniu,
majoritatea picurilor sunt determinate de vibratiile de schelet ale moleculei, privitd ca un tot
unitar.

Deoarece in aceastd zona aspectul spectrului este diferit pentru fiecare compus
organic, domeniul a primit numele de ,,zona amprentei digitale” a compusului.

Domeniul 4000-1500 cm-1 contine semnele caracteristice majoritatii gruparilor
functiunilor organice. Datorita acestui fapt se prefera divizarea sa formala in trei subdomenii:
4000-2500; 2500-1900; 1900-1500 cm-1, in functie de tipul gruparilor functionale ce
determind absorbtiile.

Atunci cand se analizeaza spectrul unui compus necunoscut, in primul rand trebuie
determinatd prezenta sau absenta gruparilor functionale. Astfel, picurile C=0, O-H, N-H, C-
O, C este C, C=C, C=C si NO2 se evidentiaza cel mai usor si ofera informatii structurale
importante. Nu este recomandata detalierea analizei absorbtiilor C-H la aproximativ 3000
cm-1; aproape toti compusii prezintd aceste absorbtii.

Tn cadrul tezei de doctorat analizele FTIR au fost realizate pentru a verifica reactia de
sinteza a hidrogelurilor. S-a folosit un aparat de tipul FTIR-BOMEM MB 104.

11.2.2 Metode de analizi termica (Termogravimetria-TG, Calorimetria cu
scanare diferentiali -DSC)

Analiza termicd reprezintd o suma de metode de investigare termoanaliticd, la care
proprietatile fizice sau chimice ale unei substante, ale unui amestec de substante sau/si a unor
produse de reactie sau amestecuri de produse de reactie sunt masurate ca o functie de
temperatura si/sau de timp. Pentru a realiza tehnic aceste determinari temperatura produsului
analizat este modificatd dupd un program bine stabilit si bine controlat. Pe tot parcursul
modificarii temperaturii este masurata continuu proprietatea fizica urmarita, rezultatul fiind de
obicei un grafic obtinut automat (termograma) ce contine pe ordonata modificarea proprietatii
fizice iar pe abscisd modificarea de temperaturd. Substantele chimice si materialele prezinta o
serie de puncte caracteristice de temperatura la care au loc transformari specifice prin care pot
fi caracterizate aceste substante (puncte de fierbere, de topire, de solidificare, schimbari
optice, etc.). Obiectul analizei termice instrumentale il reprezintd punerea in evidenta prin
mijloace tehnice a acestor transformari in functie de temperatura.

In cazul hidrogelurilor cele mai utile metode de analizi termicd sunt termogravimetria

(Thermogravimetric Analysis, TGA) pentru analiza stabilitafii termice si a degradarii, si
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calorimetria cu scanare diferentiala (Differential Scanning Calorimetry, DSC) pentru studiul
tranzitiilor termice.

Termogravimetria

Majoritatea fenomenelor fizice, chimice si fizico-chimice se caracterizeaza prin
variatia masei esantioanelor in timp ce acestea sunt supuse unor conditii de mediu diferite,
cum ar fi, de exemplu, modificarea temperaturii. Termogravimetria masoara deci variatia
masei unei probe cand aceasta este expusd unui regim de temperatura. Aceasta variatie se
realizeaza experimental cu termobalante. Aceste termobalante sunt formate dintr-o balanta, un

minicuptor de incdlzire, un sistem de inundare si spalare cu gaz si un sistem microprocesor.

Calorimetria cu scanare diferentiala

Calorimetria de scanare diferentiald este tehnica termoanaliticd in care diferenta
cantitatii de caldurd necesard pentru a creste temperatura unei probe si unei referinte este
masuratd in functie de temperaturd. Atat proba cat si referinta sunt mentinute la aproape
aceeasi temperaturd pe parcursul experimentului. In general, programul de temperatura pentru
analiza DSC este proiectat astfel incat temperatura initiald a probei creste liniar ca o functie de
timp. Proba de referintd ar trebui sa aibad o capacitate calorica bine definita pe intervalul de
temperatura in care urmeaza sa fie scanate.

Aplicatia principald a DSC este cea de a studia tranzitiile de faza, cum ar fi cele de
topire, tranzitiile vitroase sau descompunerile exotermice. Aceste tranzitii implicd modificari
ale energiei sau ale capacitatii calorice care pot fi detectate de catre DSC cu o sensibilitate
mare.

Proba, incapsulata intr-o capsuld de aluminiu, este plasatd aldturi de referintd (o
capsula goald) intr-un ,,cuptor”, care se incalzeste dupa un program de temperaturd bine
stabilit. In urma unui experiment DSC se obtine o curbi a fluxului de cdldura in functie de
temperaturd sau de timp. Reactiile exoterme din proba sunt reprezentate ca un varf pozitiv
ceea ce implica o diminuare a caldurii furnizate probei, in timp ce un fenomen endoterm, este

reprezentat ca un varf negativ, deci, necesita o cantitate de caldura crescuta (Figura 41).
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Flux de
Flux de Y cildurd
caldura T :

iTc

L Tm

Temperatura Temperatura —=

a) b)
Figura 41. Exemplu de termograma DSC pentru o transformare:
a) endoterma

b) exoterma

Analiza termica s-a efectuat la un derivatograf de tip Mettler Toledo TGA-SDTA851e,
in atmosfera de N2 cu un debit de 20ml/min, cu o viteza de incalzire de 10°C/min in intervalul
de temperatura 25-900°C si greutatea probei intre 2-5 mg. S-au pastrat parametrii operationali
constanti pentru toate probele in vederea obtinerii unor date comparabile.

Celula de analiza termica oferita de Mettler Toledo, TGA-SDTA85le se
caracterizeaza prin performante tehnice foarte bune si anume o precizie de cantarire mai mica
de 1 mcrogram. Aceastd precizie deosebitd permite utilizarea unor cantitdti foarte mici de
probd (1-5 mg), aspect de importantd majora in sinteza de noi materiale. Cuptorul
functioneaza in intervalul 20-1100 oC, avand o precizie de reglare a temperaturii de 0,010C,
la o viteza de incalzire mare, de pana la 200 oC/min. Celula de analiza termica este controlata
prin intermediul calculatorului, fiind posibila generarea unor programe de analiza de mare
complexitate. Softul (STAR) aferent celulei de analizd termicd permite §i prelucrarea

matematicd a curbelor de pierdere in greutate.

11.2.3. Determinarea tensiunii superficiale

Tensiunea superficiala este proprietatea generald a lichidelor sau solutiilor de a lua o
forma geometrica, de arie minima, in lipsa fortelor exterioare, la contactul cu o suprafatd
solida, datorita actiunii fortelor de coeziune dintre moleculele lichidului.

Tensiunea superficiald a polimerilor este data de mai multe componente. Acestea sunt
reprezentate de :

» interactiunile de tip Liftshitz - Van der Waals,

« interactiunile de tip acid Lewis - acceptor de electroni,

* interactiunile de tip baza Lewis - donor de electroni.
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Cel mai frecvent pentru determinarea tensiunii superficiale a polimerilor se utilizeaza
metoda determindrii unghiului de contact. Aceasta metodd se bazeazd pe determinarea
gradului de udare a suprafetei. Determinarea unghiului de contact se realizeaza prin metoda
picaturii asezate pe o suprafata orizontala, prin utilizarea unui microscop orizontal cu camera
video, aparat numit si goniometru (Figura 42). In cazul hidrogelurilor, ele sunt pozitionate pe
0 masuta, iar o picatura de lichid este depusa pe suprafatd prin intermediul unei microseringi,
care poate fi actionatd automat sau manual. Imaginii profilului picaturii este captat cu ajutorul

camerei video.

Sistem de
dozaj automat
Sursa
! de lumina
Camera

Mésu;&“ﬂﬁ(—’ Proba

Figura 42. Schema unui goniometru

Unghiul de contact este apoi masurat in urma interactiunii cu suprafata solida a

picaturii si este dat de panta tangentei de la interfata lichid-solid (Figura 43).

Unghi de contact
Tangenta

Picatura

\

Figura 43. Masurarea unghiului de contact (0)

> Suprafati solidi

In urma masurdrii unghiului de contact, se pot studia proprietitile fizice ale
interactiunilor dintre un solid si un lichid, precum: gradul de udare a suprafetei, afinitatea,

adeziunea, hidrofilia (Figura 44).

O L

unghi de contact
adeziune
grad de udare
energia de suprafata

Figura 44. Situatii tipice ale evaluirii unghiului de contact
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11.2.3.1. Teoriile tensiunii superficiale
11.2.3.1.1. Teoria lui Youny

Young a considerat contactul dintre un lichid si o suprafata solida, omogena,
nedeformabild si izotropd. La interfata de separare apar trei componente ale tensiunii
superficiale (Figura 45): yS, yL, ySL, care reprezintd tensiunea superficialda solid/aer,
lichid/aer respectiv solid/lichid. Lucrul mecanic de adeziune (Wa) efectuat pentru a separa o
suprafatd de arie unitara a doua faze in contact este definit conform relatiei 2:
Wa=yS +yL —ySL

)

TL

Ts TsL

Figura 45. Modelul lui Young

Din aceastd ecuatie numai yL poate fi masurat, in timp ce tensiunea superficiald
solidului poate fi determinata experimental folosind diferite lichide cunoscute.

Young [121] a descris cantitativ relatia dintre tensiuni, care poate fi exprimata
algebric cu (ecuatia 3):

yL cos 6=yS —ySL 3)

Aceastid ecuatie poartd numele de ecuatia lui Young. in 1869, Dupré [122] defineste
lucrul mecanic de adeziune (Wa) conform ecuatiei 4:

Wa =yL(1 + cos 0) 4)

Aceasta ecuatie deriva din substitutia ecuatiilor 1 si 2.

Adamson scoate in evidentd originea si relatia dintre aceste ecuatii si stabileste ca
ecuatiile 2 si 3 se refera la ecuatia Young-Dupré [123]. Ecuatia 3 este o simpla formula a Wa
in ceea ce priveste unghiul de contact masurat si tensiunea superficiald a lichidului care este

cunoscuta.

121. Young T., Miscellaneous works of the late, Thomas Young, London: John Murray (1855).
122. Dupré A., Théorie mécanique de la chaleur, Paris: Gauthier-Villars (1869).
123. Adamson A.W., Physical chemistry of surfaces, 3rd ed. John Wiley & Sons (1976).
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11.2.3.1.2. Teoria lui Fowkes

Accasta teroie a fost introdusa in 1962 de catre Fowkes, foarte mult discutata in
literatura [124, 125, 126, 127, 128, 129, 130]. Fowkes a divizat tensiunea libera superficiala
in doud componente, una dispersiva continand toate fortele London ca dispersia (London-van
der Waals), orientare (Keesom-van der Waals), inductie (Debye-va der Waals) si fortele
Lifshitz- van der Waals (LW), si o component polara alcatuitda din legaturile de hidrogen
(acid/baza). Astfel, tensiunea superficiald este definita ca (5):
ytoti =ydi+ ypi
()
unde ydi este componenta dispersa,

Ypi este componenta polara.

Fowkes considera la interfata solid/lichid numai fortele dispersive astfel incat ecuatia
4 devine (6):
Vs = }’5+}’L—2\Ufﬁ
(6)
Facand inlocuirile in ecuatia Young, ecuatia Fowkes devine (7):
yi(l+cos #) = 2\;%
()
Limitarile acestei ecuatii constau in faptul ca la calcularea tensiunii superficiale se iau
in considerare doar interactiunile dispersive. Totusi, poate fi folosita pentru sisteme simple.
Astfel aceasta ecuatie a fost extinsa, prin includerea componentei polare (legaturile de
hidrogen). Aceastd teorie se numeste teoria OWRK dupa numele celor care au enuntat-o
(Owens, Wendt, Rabel si Kaeble). Ei folosesc functia radicalicd pentru a combina amundoua
componenetele: dispersiva si polara (8):
V5L=?s+J’L—2\fﬁ_2\fﬁ ®)

Combinand aceasta ecuatie cu cea a lui Young rezultd ecuatia 9:

124. Zhao Q, Liu Y., Abel E.W., Effect of temperature on the surface free energy of amorphous carbon films,
Journal of Colloidal Interface Science (2004), 280(1):174-183.

125. Georges F., An overview of the basic aspects of polymer adhesion. Part |: Fundamentals, Polymer
Engineering & Science (1995), 35(12): 957-67.

126. Della Volpe C., Maniglio D., Brugnara M., Siboni S., Morra M., The solid surface free energy calculation.
I. In defense of the multicomponent approach, Journal of Colloid and Interface Science (2004), 271(2): 434-453.
127. Vasconcellos A.S., Oliveira J.A.P., Baumhardt-Neto R., Adhesion of polypropylene treated with nitric and
sulfuric acid, European Polymer Journal (1997), 33(10-12):1731-1734.

128. Bhowmik S., Jana P., Chaki T.K., Ray S., Surface modification of PP under different electrodes of DC glow
discharge and its physicochemical characteristics, Surface and Coatings Technology (2004), 185(1): 81-91.
129. Oss C.J., Ju L., Chaudhury M.K., Good R.J., Estimation of the polar parameters of the surface tension of
liquidsby contact angle measurements on gels, Journal of Colloid and Interface Science (1989), 128(2): 313-3109.
130. Blum F., Metin B., Vohra R., Sitton O., Surface Segmental Mobility and Adhesion - Effects of Filler and
Molecular Mass, The Journal of Adhesion (2006), 82(9): 903-917.
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]/Ll:l + COS 9] = 2\}.’ }’g}/f + 2\!.' };£yf

9)
Datorita prezentei termenului polar, este necesar un numar minim de doua lichide care
trebuie folosite pentru a putea calcula tensiunea superficiala [131].
11.2.3.1.3. Teoria acid-haza
Mai multi cercetatori (Oss, Chaudhury si Good) au explicat tensiunea superficiala
facand referire la natura chimici. In locul energiei polare (componenta legaturii de hidrogen)
descrisd de termenul ypi a fost introdus un alt termen yAB, in care AB se refera la
interactiunile de tip acid-baza. Termenul non polar (dispersiv) descris de termenul ydi a fost

inlocuit cu YLW, in care termenul LW inglobeaza toate fortele London-van der Waals (ecuatia
10).
y=yW+y*
(10)
Termenul polar YAB este o combinatie intre electronii donori y- si cei acceptori y+.

Suma componentelor acid-baza este definita ca (11):

B_ 9 JSyr—

Yo =2/y*y (1)

Astfel, energia de la interfata dintre un lichid si un solid poate fi definita prin ecuatia 12:
/ T -
ysu=Ystn=2¢/ sV 2w -2V ve vt
Vs VVish Vs (12)

Combinand aceasta ecuatie cu cea a lui Young (ecuatia 13):

yL(1+cosH)=2\;y_$wyfw+2V}f5+yL‘+2v VsV, 13)

In aceastd ecuatie finald, sunt trei termeni legati de suprafata solidului, de aceea
trebuie folosite trei solventi diferifi pentru masurarea unghiului de contact, dintre care doi
dintre solventi trebuie fie polari [132, 133, 134].

Cel mai uzual se utilizeaza apa, diiodometan si etilenglicol pentru determinarea
unghiurilor de contact (Tabelul 2).

Tabelul 2 Valorile din literatura ale componentelor tensiunii superficiale pentru solventii uzuali

131. Clint J.H., Adhesion and components of solid surface energies, Current Opinion in Colloids and Interface
Science (2001), 6(1): 28-33.

132. Delrio F.W., Boer M.P., Knapp J.A., Clews P.J., Dunn M.L., The role of van der Waals forces in adhesion
of micromachined surfaces, Nature Materials (2005), 4(8): 629-634.

133. Nie H.Y., Walzak M.J., Berno B., Mcintyre N.S., Atomic force microscopy study of olypropylene surfaces
treated by UV and ozone exposure: modification of morphology and adhesion force, Applied Surface Science
(1999), 144-145:627-632.

134. Johnson K.L., Kendall K., Roberts A. D., Surface energy and the contact of elastic solids, Proceedings of
the Royal Society of London, Series A: Mathematical, Physical and Engineering Sciences (1971), 324: 301-313.
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Solvent v(mJ/m2) yLLW(mJ/ | yLAB(MI/m2 | yL+(mJ/m2) | yL-(mJ/m2)
m2) )

Apa 72,80 21,80 51,00 25,50 25,50
Di-iodometan 50,80 50,80 0,00 0,00 0,00
Etilenglicol 48,00 29,00 48,92 1,92 47,00
Glicerina 64,00 34,00 30,00 3,92 57,40
Formamida 58,00 39,00 19,00 2,28 39,60
Dimetil sulfoxid | 44,00 19,00 8,00 0,50 32,00

Pentru a evalua rugozitatea suprafetei respective, se mai poate masura un unghi de
contact avansat si unul recesie. Diferenta dintre ele dau histerezisul unghiului de contact. Sunt
trei metode prin care se poate masura unghiul de contact dinamic si de recesie: prin inclinarea
masutei ce fine proba (Figura 46a), prin observarea evaporarii in timp a lichidului (Figura

46b) sau prin adaugarea/inlaturarea de lichid (Figura 46c¢).

g A A T o e
a)

Unghi avansat Unghi de recesie
c)

b)
Figura 46. Metode de masurare a unghiului de contact avansat si de recesie
a) prin inclinare
b) prin evaporare

¢) prin adaugare/inlaturare de lichid

In lucrarea de fati determinarea unghiului de contact s-a realizat cu ajutorul unui

goniometru OCA (Optical Contact Angle-Instrument de Masurare a Unghiului de contact)

S20 (Data Physics). Unghiurile de contact au fost exprimate prin Valoaréa medie obtinuta

in urma a 3 MASUrAOMN diferite. Histerezisul a fost obtinut prin metoda de

adaugare/inlaturarea de lichid.

11.2.4. Studii de umfiare

Atunci cand un hidrogel uscat este introdus intr-o solutie apoasa, moleculele de apa
vor patrunde in reteau hidrogelului. Aceste molecule de apa vor ocupa un anumit spatiu, si ca

rezultat, lanturile polimerice se vor extinde, permitand patrunderea altor molecule de apa.
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Insa, umflarea nu este un proces continuu, elasticitatea retelei de hidrogel fie covalenta
sau fizicd va contrabalansa extinderea la nesfarsit a retelei, pentru a preveni descompunerea
hidrogelului. Comportamentul apei in hidrogeluri poate determina permeatia globald a
nutrientilor in gel si a produsilor celulari din gel. Atunci cand un hidrogel uscat incepe sa
absoarba apa, primele molecule de apa ce intrda in matricea polimerica vor hidrata cele mai
polare grupari hidrofilice, realizand ,,legaturile primare de apa”. Odata ce grupele polare au
fost hidratate, reteaua polimerica incepe sa se umfle si expune gruparile hidrofobice care vor
incepe si ele sa interactioneze cu apa, rezultand ,,legaturile secundare de apa”. Legaturile
primare si secundare sunt adesea combinate si de aceea se numesc ,,legaturi totale de apa”
[135].

Pentru evaluarea interactiunii materialelor cu apa si fluidele de interes biologic se pot
folosi metode gravimetrice si volumetrice, optdndu-se pentru una sau cealaltd metoda in
functie de forma de prezentare a materialelor, astfel incat sa se elimine erorile experimentale.

In cazul hidrogelurilor sintetizate in cadrul lucrarii s-a ales ca mod de lucru pentru
studiul umflarii, procedeul gravimetric. Principiul metodei constd in cantarirea la balanta
analitica, aproximativ 0,5g proba, care se imerseaza in solutia de studiat. La diferite intervale
de timp stabilite, probele se vor scoate din solutie si se vor cantari.

Umflarea polimerilor intr-un solvent se caracterizeaza prin gradul de umflare Q,
ecuatia de calcul fiind urmatoarea (ecuatia 14):

Q= —0900 = ™ 100 (%) (14)
0 mO
in care : Qm este gradul de umflare masic,
mO0 este masa probei Thainte de umflare,
m este masa probei dupa umflare,
M1 este masa solventului absorbit de proba.

Gradul de umflare masic se defineste, deci, ca fiind cantitatea de lichid, exprimata in
grame, absorbita de 100 g de polimer.

Determinand gradul de umflare al probei la diferite intervale de timp se pot trasa

curbele care caracterizeaza cinetica umflarii unui polimer (Figura 47).

135. Beruto D. T., Botter R., Role of the water matric potential (¥M) and of equilibrium water content (EWC)
on the water self-diffusion coefficient and on the oxygen permeability in hydrogel contact lenses, Biomaterials
(2004), 25(14): 2877-2883.
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Figura 47. Curba cinetici a umflarii limitate (Qmax este gradul de umflare maxim)

T

11.2.4.1. Cinetica umflarii

Studiile bibliografice arata ca procesele de sorbtie polimer-solvent, nu se supun teoriei
clasice a difuziei [136]. Orientarea lenta a lanturilor polimerice produce o difuzie anormala.
Sunt trei cazuri principale de transport.

Cazul 1 sau de transport Fickian, caracterizat de coeficientul de difuzie. Aceasta
difuzie se intalneste in cazul polimerilor cu o consistentd asemanatoare cauciucului si a celor
vitrosi, relaxarea moleculard are loc mai repede decat difuzia (peste temperatura de tranzitie,
Tg), ori mai lent astfel incat nu este observata in timp (in jurul valorii de Tg). Cazul I de
difuzie se caracterizeaza printr-o crestere lineara a masei polimerului cu radacina patrata a
timpului de sorptie.

Cazul 1l de difuzie, este caracterizat de viteza de umflare. Difuzia se face mult mai
rapid decat relaxarea. In acest caz, absorbtia este direct proportionali cu timpul.

Comportamentul de difuzie, intermediar cazului I si II de difuzie, se numeste difuzia
non-Fickiana. In acest tip de transport,viteza de difuzie si relaxare sunt comparabile.

Tn cadrul acestei teze, gradul maxim de umflare a hidrogelurilor a fost determinat prin
metoda gravimetrica. Pentru fiecare hidrogel s-a efectuat trei experimente in paralel, valoarea

finala fiind reprezentata de media acestora.

11.2.5. Microscopie electronica de haleiaj (SEM, ESEM)

Cele mai folosite tehnici pentru investigarea, cu o rezolutie foarte buna, a morfologiei in
suprafatd si in sectiune a materialelor sunt microscopia electronicd de baleiaj (Scanning
Electron Microscopy, SEM) si varianta de testare in conditii de hidratare (Environmental
Scanning Electron Microscopy, ESEM). Particularitatea caracteristica a imaginilor obtinute cu
ajutorul SEM-ului, in comparatie cu cele optice, este marea adancime a claritatii: aproximativ

cu doud ordine de marime mai mare decit intr-un microscop optic obisnuit. Acest efect

136. Park G.S., The glassy state and slow process anomalies, In: Diffusion Polymers, Crank J, Park GS, (Eds)
Academic, London (1968).
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"pozitiv" este conditionat de cel "negativ”, reprezentat de marea aberatic sferica a lentilelor
electromagnetice, care micsoreaza apertura unghiularda a fasciculului electronic.Suprafata
materialelelor se analizeazd cu o rezolutie avansatd prin microscopia electronica de baleiaj i
microscopia de forta atomica (Atomic Force Microscopy, AFM).

Desi SEM-ul si AFM-ul au rezolutii laterale similare, exista situatii in care una din
aceste tehnici poate oferii o reprezentare mai detaliata a suprafetei probei. Aceasta diferentiere
este data de felul in care cele doud tehnici analizeaza modificérile verticale In topografia
probei. De aceea, un avantaj cheie al SEM-ului este addncimea de patrundere a campului
relativ mare. Aceasta caracteristica face posibila obtinerea unor imagini clare, cu milimetrii de
informatie verticald a unor suprafete foarte rugoase. Scaner-ul AFM poate masura inal{imi de
pana la 6pm insa, pentru suprafete cu variatii de indltime mai mari decat 5-10 um metoda de
investigatie cea mai potrivitd este SEM.

Pentru analizele de microscopie electronici de scanare in mediu ambiant
(Environmental Scanning Electron Microscopy, ESEM) probele au fost imersate in apa pana
la atingerea gradului maxim de umflare dupd care au fost sectionate si observate direct la
microscop. Aceastd metoda este interesanta din punct de vedere al prepararii esantioanelor: nu
necesitd metalizarea suprafetei de analizat, nu necesita liofilizarea sau congelarea probei,
conducand la o diminuare a timpului de pregdtire si analizd a hidrogelurilor. Probele pot fi
deci vizualizate in stare umflata si proprietatile lor originale pot fi pastrate in timpul si dupa
terminarea analizelor.

Ca si principiu de functionare, fluxul electronilor secundari ating proba ceea ce face ca
proba sa emita electroni secundari. Electronii sunt atrasi de electrodul detector incércat
electric pozitiv. In drumul lor prin mediul gazos, au loc ciocniri intre electroni si particulele
de gaz, avand ca rezultat emisia de mai multi electroni si ionizarea moleculelor de gaz.

Aceasta creste cantitatea de electroni efectivi amplificind semnalul initial dat de
electronii secundari. Ionii pozitivi de gaz sunt atrasi de electrodul negativ diminudnd efectul
de incarcare electrica.

Pentru obtinerea unor imagini corecte este foarte important sa se gdseasca combinatia
perfectd intre voltajul de accelerare, intensitatea spotului, presiunea vaporilor, distanta de
lucru cat si de a lucra cu probe care nu prezinta suprafete neconductoare mari.

In lucrarea de fata SEM-ul si ESEM-ul au fost utilizate pentru studiul morfologiei
hidrogelurilor sintetizate. Aparatele folosite au fost:

e SEM : Quanta Scanning Electron Microscope, SEM QUANTA 600 FEI;
e ESEM: XL30 FEI, cu ajutorul unui detector GSED, la o presiune de ~3 si 6 Torr.
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11.2.6. Teste mecanice si trihologice la scara macro $i nano (reometrie,
microscopie de fortd atomica)

11.2.6.1. Teste de reometrie

Reologia este o ramura a fizicii, a carui caracter fundamental este studiul fenomenelor
de deformare si curgere ( rheos (gr.)=curgere, logos(gr.)=stiinta corpurilor), sub actiunea unor
forte exterioare sau interioare. Este o stiintd care releva proprietatile fizico-mccanice ale
corpurilor, supuse unor forte izotrope sau anizotrope de deformare, sub forma unor tensiuni
de forfecare, a caror influenta este 1n stransa corelatie cu particularitatile de microstructura si
conformatie moleculara.

Insa defintia reologiei s-a extins in timp, a fost dati cea mai recenti si mai
cuprinzatoare definitie:

"Reologia este stiinta ce studiaza interdependenta intre solicitarile mecanice, raspunsul
corpurilor si proprietatile acestora". Aceastd stiintd stabileste modelele matematice care
formeaza functia raspuns a unui corp supus la solicitari. O forta sau un sistem de forte aplicat
unui corp conduce la miscarea acestuia. Migcarea corpului poate consta in deplasari sau/si
deformari. In general, deplasarea nu modifici pozitia relativi a elementelor ce formeazi
corpul, dar modifica pozitia acestuia, in raport cu un sistem de referinta exterior. Ea consta in
translatia si/sau rotatia corpului.

In alte conditii, prin aplicarea unei forte sau a unui sistem de forte, corpul poate fi
deformat, ceea ce determind modificarea pozitiei relative a elementelor constituiente. Un corp
este deformat atunci cand sub actiunea solicitarilor se modifica forma si/sau volumul.

Deformarea, in cazul solidelor, are loc pana la atingerea echilibrului intre fortele
interne §i externe, in timp ce fluidele, prin aplicarea unei forte anizotrope si neomogene, nu
ajung la o deformatie de echilibru. Gradul de deformare se schimba continuu in timp.

Deformatia a cdrei valoare creste continuu §i nu se mai recupereazd dupa indepartarea
fortei se numeste curgere.

Marimile de bazad care dau informatii cantitative asupra efectelor provocate de forte
sunt deformatia specifica si viteza de deformare.

Sub actiunea unei tensiuni un corp se deformeaza. Deformatia poate modifica volumul
sau forma corpului. De asemenea, deformatia poate fi elastica si se recupereaza la descarcarea
corpului, sau poate fi curgere si ramane nerecuperata.

In cazul studierii proprietitilor reologice ale hidrogelurilor, ca si instrumente se

folosesc reometrele cu platane paralele (Figura 48).
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Cuplu de torsiune
(masurarea fortei)

Senzor
deforta

Platan mobil
(aplicarea deformatiei)

Platan fix
(aplicarea forfecarii)

Figura 48. Schema unui reometru cu geometrie plan/plan

11.2.6.1.1. Teste de compresiune

Avantajul major al realizarii de teste de compresiune cu ajutorul unui reometru este ca
asigurd aplicare unei viteze de deformare constante, astfel putdnd controla parametrii de
compresiune. Tn urma unui test de compresiune se pot trasa grafice tensiune-deformare.
Aplicand legea lui Hooke, conform careia, in regiunea liniara deformarea este proportionala
cu presiunea aplicatd, putem calcula astfel modulul de elasticitate (Figura 49).

Comprimare Relaxare
N I
I

E=o/¢e

Tensiunea (MPa), ¢

Deformarea (mm/lmm), €
Figura 49. Curbi tip tensiune-deformare
11.2.6.1.2. Teste de forfecare
Reometrul permite realizarea de teste dinamice, cum sunt testele de forfecare. Astfel,
se poate determina natura elastica, plasticd sau vascoelastica a hidrogelurilor. Principiul de
baza a acestor tipuri de teste consta in faptul ca platanul inferior este fix, iar platanul superior,

este antrenat in miscare oscilatorie cu forta de forfecare (Figura 50).

Formainitiala ~ Forma finala

x ]\ de ;élrg‘?che

Figura 50. Schema principala a unui test de forfecare

Cette thése est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/20111SAL0017/these.pdf | 992
© [L.E. Bostan], [2011], INSA de Lyon, tous droits réservés



CAPITOLULII | STRATEGIA EXPERIMENTALA

Marimile caracteristice determinate Tn urma testelor reologice oscilatorii sunt:

e Modulul de acumulari (G’) care este o masurd a energiei de deformatie
acumulatd in proba in cursul procesului de forfecare. Dupd indepartarea
solicitarii aceastd energie este disponibild, actiondnd ca fortd motoare a
procesului de reformare. Deci, G’ caracterizeaza comportarea elastica a
materialului analizat.

e Modulul de pierderi (G’’) este o masurd a energiei de deformatie utilizata de
proba in cursul procesului de forfecare si, de aceea, este complet pierduta la
indepartarea solicitarii. G’ caracterizeaza comportarea vascoasa a materialului.

e Factorul de pierderi, tan(d) este G"/G' caracterizeaza contributiile portiunilor
elastice si viscoase in comportarea globald a probei analizate. In general, pentru
starea de gel (solidd) tan(6) <1 (G” > G”).

Astfel, se poate determina modulul de elasticitate complex (G*), care este

modulul de elasticitate la forfecare (ecuatia 15):

|G*|=G"+G” (15)

11.2.6.2. Microscopia de forta atomica

Microscopia de scanare (Scanning Probe Microscopy, SPM) este o familie de tehnici
de masura ce implicd scanarea unei suprafete cu un varf foarte ascutit si monitorizarea
interactiei varf-suprafatd pentru a creea o imagine de inaltd rezolutie a materialului studiat.

Multe alte tehnici SPM au fost dezvoltate pentru a da informatii despre forta de
frecare, aderenta, elasticitate, duritate, camp electric, camp magnetic, concentratia de
purtdtori, distributia de temperatura, rezistenta si conductivitate. Astfel, accesul la
caracteristicile fizice ale suprafetelor este unul rapid.

Microscopia de forta atomica (Atomic Force Microscopy, AFM) a devenit cea mai
folosita tehnica a SPM-ului. Un mare avantaj al AFM-ului este ca poate opera in aer, vid si
solvent la diferite temperaturi. Acest aparat este utilizat atat in cercetarea fundamentald cat si
la scara mai mare, in industrie AFM-ul avand un rol deosebit de important in dezvoltarea

nanotehnologiei.

Mod de lucru AFM
Nivelul ridicat de localizare spatiald in masurarea proprietatiilor fizice este datorat
dimensiunii foarte mici a senzorului si de apropierea acestuia de suprafata studiata. In cazul

AFM-ului, senzorul este constituit dintr-un cantilever echipat cu un varf ce interactioneaza cu
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suprafata. Un fascicul laser este reflectat de cantilever, modificarile fizice ale suprafetei fiind

asociate cu schimbarea semnalului din fotodetector (Figura 51).

N

Fotodioda

Oglinzi

L > ajustabil

4

_—> Directia laserului

STRATEGIA EXPERIMENTALA

Circuit de feed-back

Cantilever _: ;varf
Proba =

> > Imaginea

N~/
Tub piezoelectric
y

Z

X

Figura 51. Schema functionala a AFM-ului

Semnalului laser ce ajunge la un fotodetector este divizat in patru cadrane, fiecare

indicand deflexia si/sau torsiunea cantilever-ului (Figura 52).

T T
A Compresiune/Adeziune B A Frecare B
|

T .

Figura 52. Schema de baza a fotodiodei

Semnalul de deflectie este (A+C)-(B+D), este numit si semnal de indltime. Semnalul
de torsiune este (A+B)-(C+D), semnalul de torsiune este asociat fortei de frecare dintre varf

si suprafata (Figura 53).

Cette thése est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/20111SAL0017/these.pdf

| 94
© [L.E. Bostan], [2011], INSA de Lyon, tous droits réservés



CAPITOLULII | STRATEGIA EXPERIMENTALA

Deflexia

Directia de scanare N .
datorata topografiei

=) P
Torsiunea

(forte laterale)

Figura 53. Reprezentarea schematica a celor doua tipuri de semnale

Modificarile de semnal sunt preluate apoi, prin feedback, de un tub piezoelectric cu
ajutorul caruia proba studiata este deplasata pe directiile X, Y si Z, senzorul ramanand mereu
in pozitie fixa.

Senzorul (varful) are in general ~2um lungime si o razd intre 10nm-20pum iar
cantilevar-ul are 100-200pm lungime, si se caracterizeaza printr-o constanta elastica.

Rezolutia spatiald de scanare este puternic influentatd de dimensiunile varfului.
Procesele de microfabricare dezvoltate pentru microelectronica sunt folosite pentru producere
acestor varfuri cu dimensiuni nano. Senzorii ce sunt folositi in aplicatii a caror scop este
analiza morfologiei suprafetelor sunt, in general, fabricati din siliciu sau nitrat de siliciu. Sunt
folosite diverse tipuri de cantilevére (triunghiulare sau in forma de punte) in functie de modul
de operare AFM. Acestea pot fi acoperite cu filme subtiri conductive, magnetice, etc.

Toate sistemele SPM folosesc traductori piezoelectrici. Dilatarea sau compresia
acestor materiale poate fi generata prin aplicarea unui camp electric asupra unui material
piezoelectric.

Prin circuitul de feedback se mentine forta de interactiune dintre varf si proba la o
anumitd valoare (setpoint) pentru a evita distrugerea varfului pe suprafatd. Microscopul poate
opera in doua moduri: la indltime constantd (fara feedback) si la curent constant (cu
feedback). In modul curent constant, circuitul de feedback variazi inaltimea pentru a mentine
curentul la o valoare constanta. Scopul feedback-ului este de a aduce valoarea masurata cat
mai aproape de valoarea de referinta.

Modul de functionare se rezuma la trei pasi principali (Figura 54):

e Pasul 1: contactul cu suprafata (Figura 54a);
e Pasul 2: deplasarea in lateral a scaner-ului;deflexia cantilever-ului (Figura
54b);
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e Pasul 3: miscarea pe verticald a scaner-ului pentru a a aduce cantilever-ul in

starea initiala (Figura 54c).

Lase Fotodioda

X&' : Avpiezo
Tub piezoelectric ;

a) b) c)
Figura 54. Pasii principali ai modului de functionare a AFM-ului:

a) contactul cu suprafata

b) deflexia cantilevarului

¢) miscarea pe verticali a scaner-ului

11.6.2.2.1 Tipuri de masuratori AFM

Microscopia de forta laterala

AFM-ul masoara topografia probelor prin trecerea varfului nanometricpe o suprafatd
atat in aer cat si in lichid. Microscopia de fortd latrala (Lateral Force Microscopy, LFM)
masoara fortele de frecare dintre varf si suprafata studiatd. Imaginile sunt generate cu ajutorul
unui semnal ce vine de la fotodetector, acesta fiind asociatd cu deflectiile cantilever-ului in

urma interactiei acestuia cu suprafata.

Nanoidentarea

Identarea presupune apdsarea unui varf in proba. Adancimea si suprafata identarii sunt
corelate cu duritarea suprafetei. Alte proprietati precum elasticitatea, vascozitatea si aderenta
pot fi de asemenea calculate din datele de identare. Curbele corespunzatoare apasarii si
ridicarii varfului n timpul nanoindentarii sunt prezentate in figura 55. Rigiditatea probei este
calculata facand raportul dintre forta aplicata si suprafata reziduala a indentarii. Modulul de
elasticitate (modulul lui Young) se calculeaza din panta curbei corespunzatoare ridicarii

(retragerii) varfului.
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Semnal A-B

Forta de
— repulsie
A

Distanta
varf-esation

Fortade
atractie

Figura 55. Reprezentarea unei curbe tip de apropiere-retragere a varfului fati de o proba

Departe de suprafata, nici o fortd nu actioneaza asupra cantilever-ului care va ramane
imobil (A). Atunci cand varful se apropie de suprafata, fortele van der Waals vor duce la
deflexia cantilever-ului (B) la punctul C, unde se produce o instabilitate a sa. In acest
moment, gradientul de fortd de atractie devine mai mare decat constanta elasticd a cantilever-
ului si acesta din urma este atras brusc la suprafata probei. Punctul D corespunde fortei
maxime de atractie.

In cazul in care varful continui si penetreze proba, fortele de respingere vor creste
pana la punctul E, caz in care va avea loc compensarea fortelelor de atractie, iar cantileverul
va fi in repaus ca in punctul A. In plus, interactiunea repulsivd domini si cantileverul isi va
schimba curbura. In sensul invers, forta aplicatd scade pana la intoarcerea in regim de atractie
st in punctul F va apdrea o instabilitate care va readuce cantileverul la starea de repaus:
indltimea este forta de adeziune maxima.

Curbele dus si intors nu se suprapun din cauza fenomenului de deformare plastica,
care poate provoca o variatie in raspunsul cantileverului.

Pentru interpretarea acestor curbe de forta, in functie de caz, se foloseste una din cele
trei teorii de contact propuse: teoria lui Hertz [137], teroria lui JKR [138] si teoria Iui DMT
[139]. Selectia teoriei se face in functie de sarcina aplicata si proprietatile de suprafata,

caracteristici cum ar fi zona de contact, distributia fortei sau valoarea de identare (Tabelul 3).

137 Hertz H., On the contact of elastic solids, Journal flr die reine und angewandte, Mathematik (1881), 92:
156.

138. Johnson K.L., Kendall K., Roberts A.D., Surface energy and the contact of elastic solid, Proceedings of the
Royal Society A (1971), 301-313.

139. Derjaguin B.V, Muller V.M., Toporov Z.P., Effect of contact deformation on the adhesion of particles,
Journal of Colloidal Interface Science (1975), 53: 314-326.

Cette thése est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2011I1SAL0017/these.pdf I 97
© [L.E. Bostan], [2011], INSA de Lyon, tous droits réservés



CAPITOLUL IT

STRATEGIA EXPERIMENTALA

Tabelul 3 Teorii folosite la interpretarea curbelor de forta

Varf / \
—_—

>
¥}

Proba ) L
Hertz JKR DMT
R 13 R 1/3 R 1/3
Raza de contact a= [EFJJ ] a= (E (V Fn + Fad + v Fad )‘} a= [E(Fn + Fad)]
Forta deadeziune F,=0 F,==mwR E,, = 2nwR
Raza de contact sub 6rwR? ) SR )
actinea unei forte nule 3, =0 T TR T T
L \1/3
Raza de contact dupi a, =0 q | 3R a, =0
indepirtarea varfului ’ 2K
Identarea elastica 8= a =2 4 |k s
R R 3VRK R
3/2
- l(a_oJ
Rigiditatea contactului k, :iKa Ky :1Ka 2\ a 3/1 K, :iKa
2 1(a - 2
-2
6\ a

In functie de materialul testat se va opta pentru una din aceste teorii (Tabelul 4).

Tabelul 4. Conditii pentru alegerea teoriilor de interpretare a curbelor de forta

Teoria lui Hertz

Teoria lui JIKR

Teoria lui DMT

Nu se poate folosi in
cazul in care fortele
sunt mici, sau daca
exista forte de
adeziune

Se aplica pentru :
-materiale rigide
pentru care
deformarile elastice
sunt foarte mici
-lipsa adeziunii

-deformarea varfului

Acesta teorie

-Forte de atractie pe
distante mici
-Fortele de suprafata
actioneaza in
interiorul zonei de
contact

Se aplica la:

-forte de adeziune
puternice

-materiale flexibile
-pentru raze de
curburd mari
-varfuri de forma

parabolica parabolice

- Fortele de atractie
sunt pe distante lungi
-l-a 1n cinsiderare si
fortele de atractie in

afara zonei de contact

Se aplica la:
- forte de aderenta
mici

-raze de contact mici
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reprezintd modelul de

contact dintre o sfera | Dezavantaje: Dezavantaje:
de raza R siun plan | -subestimarea fortei | - subestimarea razei
(proba) in suprafata de contact

-prezenta unor

deformari infinite

Pentru materialele Intre extremitatile celor doua teorii (JKR si
vascoelastice existd o | DMT) se mai poate aplica o alta teorie,
extindere a teoriei lui | numita teoria Maugis-Dugdale.

Hertz, metoda
Sheddon

Testele mecanice la scard macro au fost realizate cu ajutorul unui reometru tip ARES
(Advanced Rheometric Expansion System- Sistem Avansat de Reometrie Expansionala,
ARES), cu viteza de deformare si viteza de forfecare controlate. Celula de Incarcare este de
maxim 20N si este alcdtuitd din doua platane de metal cu diametrul de 50mm, in configuratia
plan/paraleld. Aparatul este dotat de asemenea cu un program de lansare si prelucrare a
datelor (TA Orchestrator).

AFM-ul utilizat la testele mecanice la scara nano a fost de tipul Veeco Nanoscope llI,
(Digital Instruments, Santa Barbara, CA). Au fost folosite trei tipuri de varfuri nanometrice:

e varf conic, din nitrurd de siliciu (Si3Ni4) (Micromasch NSC21) cu raza de 10nm si
constanta elastica de 0,12 N/m (Veeco, DNP-S10),

e varf ascutit, din nitrura de siliciu (Si3Ni4) cu raza de 10nm si constanta elastica de 1N/m,

e varf de forma sferica din borosilicat cu raza de 20um si constanta elasticd de 2,8 N/m

(NanoandMore, CP-FM-BSG).

11.2.1. Teste /n vitro de incarcare si eliberare de principii active in/din
hidrogeluri

Tehnica de spectroscopie in ultaviolet-vizibil (UV-VIS) este una dintre cele mai
frecvent utilizate in analiza principiilor active. Aceasta implica masurarea cantitatii de radiatii

ultraviolete si vizibile (190-600 nm), radiatii absorbite de o substantd in solutie.

Cette these est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2011ISAL0017/these.pdf I 99
© [L.E. Bostan], [2011], INSA de Lyon, tous droits réservés



CAPITOLULII | STRATEGIA EXPERIMENTALA

Instrumentele care masoara raportul, sau o functie a raportului intensitdfii a doua
fascicule de radiatii in regiunea UV-VIS sunt numite spectrofotometre UV-VIS. Absorbtia
radiatiilor atdt in domeniul ultraviolet cat si vizibil ale spectrului electromagnetic are loc
atunci cand energia radiagiei se potriveste cu cea necesara pentru a induce in moleculd o
tranzitie electronica, tranzitii vibrationale si de rotatie. Prin urmare, este convenabil sa se ia Th

considerare tehnicile de spectrofotometrie cu raze ultraviolete si vizibile.

Principiile spectroscopiei de absorhtie UV-VIS

Cand un fascicul de radiatie este trecut printr-o cuva transparentd care contine o
solutie a unei substantei absorbite, poate sd apard o reducere a intensitatii radiatiei.
Reducerea se datoreaza in parte datoritd reflectiilor suprafetelor si oricarei particule
suspendate 1n lichid, dar in lichidele clare (cazul solutiilor de medicament in solutii tampon),
este in primul rand reprezentata de absorbtia radiatiei de catre lichid [140].

Adesea experimentele sunt limitate la un tip de solvent special sau o clasa de solventi
in care substanta cercetata este solubila. O alta restrictie o constituie atunci cand se lucreaza in

gama de ultraviolete, in care absorb majoritatea solventilor.

Curha de etalonare

Liniaritatea curbei de etalonare este determinata in functie de concentratia solutiei intr-
o0 regiune prevazuta, in care liniaritatea este acceptabila ca precizie si acuratete [141].

Liniaritatea este, in general, raportatd la variatia pantei liniei de regresie. Gama este
reprezentatd de intervalul dintre concentratiile superioare si inferioare de solutii care au fost

initial stabilite folosindu-se metoda liniaritatii (Figura 56).

140. Davidson A.G., Ultraviolet-visible absorption spectrophotometry, In Practical Pharmaceutical Chemistry
4th Edition Part Two, A. H. Beckett, J. B. Stenlake (eds.), The Atlone Press, London, UK (1988), p. 275-337.
141. McGonigle E., Assay validation and inter-laboratory transfer. In Development and Validation of

Analytical Methods, C. M. Riley, T. W. Rosanske (eds.), Elsevier Science Ltd., Oxford, UK (1996), p. 3 — 13.
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Figura 56. Reprezentarea unei curbe etalon:
a) pentru ketoprofen
b) pentru ibuprofen

Aparatura folosita

Pentru obtinerea unor rezultate fezabile cel mai indicat pentru realizarea analizelor
spectofotometrice este utilizarea unei bai de testare a dizolvarii. Pentru a controla cat mai bine
parametrii, este de preferat ca acesta sa fie echipat cu un Incarcator automat de probe, pompa

peristaltica de prelevare a probelor, spectofotometru, un calculator si un software adecvat.

11.2.1.1. Modele matematice care descriu eliberarea controlata de principii hiologic active
Eliberarea controlatd de agenti biologic activi poate fi realizatd prin incorporarea
acestora n stare dizolvatd sau dispersa in polimeri. Comportarmentul de eliberare, poate fi
interpretat si cu ajutorul unor metode matematice, pentru a descrie eliberarea. Cu toate ca
aceste modele matematice sunt bazate pe ecuatiile de transport (difuzie), ele sunt cunoscute in
industria farmaceutica ca expresii cinetice sau modele, pentru cd descriu un comportament in
functie de timp, al medicamentului eliberat. Din punct de vedere al unui model matematic,
sistemele de eliberare controlata pot fi clasificate in functie de mecanismul fizic de eliberare
al medicamentului Incorporat. Ele pot fi clasificate in functie de mecanismul de transport in:
difuzie controlata, umflare controlata, control osmotic, si control chimic.
Aceste modele matematice pot fi utile n:
e prezicerea vitezei de eliberare si comportamentul de difuzie al medicamentului
din polimeri, pentru a evita repetarea succesiva a experimentelor,
e pentru a clarifica mecanismul fizic de transport al medicamentului prin

compararea cu modele matematice de eliberare.
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Modelul care se potriveste cineticii de eliberare va fi ales in functie de coeficientul de

corelare. Modelul cu coeficientul de corelare cel mai mare este considerat ca fiind cel mai

potrivit pentru datele de eliberare.

Modelele matematice sunt:

cinetica de ordin zero - model de difuzie;
cinetica de ordin 1 - model de difuzie;
modelul Hixson-Crowel;

modelul Higuchi;

modelul Korsmeyer-Peppas - model de umflare controlata.

Cinetica de ordin zero

Descrie sistemele in care viteza de eliberare a medicamentului este dependentd de

concentratia substantei eliberate.

Ecuatia pentru eliberarea de ordin zero este descrisa de relatia (16):

Qt =Q0+KO0t

(16)

unde: QO este cantitatea initiala a medicamentului,

Qt este cantitatea de medicament eliberata la timpul ‘t’,

t este timpul,

KO este constanta vitezei reactiei de eliberare de ordin zero.

Se va trasa graficul procentului de medicament eliberat in functie de timp (Figura 57),

rezultand o linie dreapta.

§ 60
E 50
5 _
58 w0
Es
% g 30
o
E 3 10
o o 1 2 3 a 5 6
Timp (h)
Figura 57. Cinetica de ordin zero
Cinetica de ordin unu
Ecuatia cineticii de ordin unu este descrisa de relatia 17:
Log Qt=Log Q0+K1t/2,303 17

Unde: QO este cantitatea inifiala a medicamentului,

Qt este cantitatea de medicement eliberata la timpul ‘t’,
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t este timpul,

KO este constanta vitezei reactiei de eliberare de ordin unu.
Viteza de eliberare a medicamentului depinde de concentratia sa.

Se va trasa graficul care are pe abscisa timpul iar pe ordonata logaritmul procentului

masei de medicament care a ramas neeliberata(Figura 58), rezultand o linie dreapta.

Log% medicament
eliberat

o 1 2 3 4 5 6

Timp (h)

Figura 58. Cinetica de ordin unu

Modelul Higuki

Modelul matematic de eliberare controlata Higuchi [142] descrie eliberarea de
medicamente ca fiind un proces de difuzie pe baza legii lui Fick, dependente de radacina
patrata a timpului. Aceasta relatie poate fi folosita pentru a descrie dizolvarea medicamentelor
din mai multe forme de dozare, ca in cazul unor sisteme de eliberare transdermice si matrici
inglobate cu principii active solubile in apa [143]. Pentru eliberarea de medicamente, in care

principiul activ este initial uniform dizolvat este decsris de ecuatia (18) si (19):

bt | =

0- 2@{ = (18)
7 )
p -
R-= 200{ Dr |2 (19)
\ T~

unde: Q este cantitatea de medicament eliberata,
h este grosimea comprimatului respectiv,
CO0 este concentratia initiala de medicament,
D este coeficientul de difuzie a medicamentului,
t este timpul,

R este procentul de medicament eliberat.

142. Higuchi W.1., Analysis of data on the medicament release from ointments, Journal of Pharmaceutical
Sciences (1962), 51: 802 — 804.

143. Costa P., Lobo J.M.S., Modelling and comparison of dissolution profiles, European Journal of
Pharmaceutical Sciences (2001), 13: 123 - 133.
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n cazul in care cinetica de eliberare de medicamente se supune acestei legi, cantitatea
de medicament eliberat este o functie liniard a t 2 si D (Figura 59), si poate fi calculata din
panta curbei. Ipoteza acestui model matematic consta in faptul ca, medicamentul este singura
componenta care difuzeaza din suport, iar D ramane constanta in timp.

90
80
70
60
50
40

30

% medicament eliberat

0 1 2 3 4 5 6
[t ()

Figura 59. Modelul matematic de eliberare Higuchi

Ecuatia (20) modelului Hixson - Crowell este :

3,00 -3,/0t =K, .t (20)

unde: QO este masa initiala de medicament,

Qt este masa cumulata de eliberare de medicament la momentul "t",

KHC este constanta de eliberare Hixson Crowell,

t este timpul.

Acest model matematic descrie eliberarea de medicamente prin dizolvare, cu
schimbari 1n suprafata si diametru comprimatelor. Un grafic este trasat in functie de diferenta
dintre radicina patratd a concentrafiei inifiale si radacina patraticd a procentului de

medicament ramas in functie de timp (Figura 60), in conformitate cu ecuatia Hixson-Crowell.

300-3/0r

Timp (h)

Figura 60. Modelul matematic de eliberare Hixson-Crowell
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Modelul KORSMEYER-PEPPAS
Ecuatia Korsmeyer - Peppas este descrisa de ecuatia 21:
F=(Mt/M)=Kmtn (21)

unde: F este fractia de medicament eliberata la momentul "t",

Mt este cantitatea de medicament eliberata la momentul "t",

M este cantitatea totala de medicament din formula farmaceutica,

km este constanta de viteza,

n este exponentul de difuzie sau eliberare,

t este timpul.

"n" este estimat din regresie liniard a log (Mt /M) functie de log t (Figura 61).

Dacd n este 0,45 indica o difuzie de tip Fickian; daca 0,45 <n <0,89 indicd o difuzie

neregulatd sau de difuzie non-Fickiana.

Log(%omedicament eliberat)
5 88 8 &8 38 3 8 8

o

0 1 2 3 4 5 6

Log(t), h
Figura 61. Modelul matematic de eliberare Korshmeyer-Peppas

Dacan este 0,89, indica un fenomen de relaxare tip 2.

Difuzia non-Fickiand se referd la combinatie a celor doua tipuri de difuzie si de
eroziune controlata.

n cadrul acestei teze, eliberarea medicamentului a fost realizati cu ajutorul unei bai
de testare a dizolvarii (Dissolution Tester, DT 706/100LH, Erweka ) echipat cu un incarcator
automat de probe (Erweka), pompa peristalticd de prelevare probe cu 8 canale (Erweka),
spectofotometru (UV-VIS 1700 ), un calculator si un soft adecvat (Erweka). Probele au fost
masurate in cuve de cuart identice 10 mm. Lagimea fantei a fost stabilitd la 2 nm, cu un timp

de integrare de 1s.
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CAPITOLUL N
SINTEZA §1 CARACTERIZAREA NIDROGELURILOR

” Inventia este o combinatie intre intelect §i materiale.
Cu cat ifi folosegti mai mult intelectul cu atdt

0 sd folosesti mai pugine materiale.”

” Un inventator esueazd de 999 oni, §i dacd reuseste
o singurd datd, continud. EL isi priveste esecurile pur
§i simplu ca pe niste incercir. ”

Charles F. Kettering (1876-1958)

Hidrogelul este o entitate materiala cu o structura tridimensionald formata din: polimeri
hidrofili, insolubili in apa, dar care au capacitatea de a retine o mare cantitate de apa prin
umflare, avand o consistenfa moale si elasticd si o tensiune superficiala redusa, si o
importantd cantitate de apd, cu proprietati intermediare lichidelor si solidelor. In general,
cantitatea de apa depaseste 20% din greutatea hidrogelului. Cea mai importanta caracteristica
a hidrogelurilor este umflarea sau contractia lor in prezenta sau absenta apei.

Individualizarea hidrogelurilor de alte materiale polimerice se face tinand cont de
urmatoarele caracteristici:

e au volum si forma proprie;

e sunt, in general, medii transparente (incolore sau colorate); pot fi si opace;

e sub actiunea caldurii (uscare) are loc o pierdere accentuatd de masa insotitd de o

puternica contractie a volumului;

e la solicitdri mecanice reduse au un comportament elastic pronuntat;

e laeforturi de comprimare are loc contractia volumului si cresterea densitatii.

Continutul ridicat in apa determind proprietdtile mecanice, de difuziune si de absorbtie
ale hidrogelurilor, conferindu-le capacitatea de a mima tesuturile vii. Permite, de asemenea,
marirea fractiunii de biomolecule legate la suprafata, controland interactiunile hidrogel-mediu
biologic. Modificarea continutului de apa afecteaza permeabilitatea pentru electroliti,
substante cu greutate moleculard mica si gaze.

Posibilitatea obtinerii hidrogelului in forme geometrice variate si schimbarea relativ

usoard a formei fizice permite ajustarea proprietatilor fizice in functie de aplicatie. In general,
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caracteristicile fizice ale hidrogelurilor sunt determinate de metoda de sinteza si de parametrii
de reactie.

Modul de structurare al apei, dependent de compozitia hidrogelului influenteaza
interactiunile biologice. Astfel, apa din hidrogeluri poate fi polarizatd in jurul sarcinilor
ionice, orientata spre dipoli, structurata in vecinatatea grupelor hidrofobe sau imbibata in pori.
Prezenta sarcinilor negative pe suprafata hidrogelurilor nu este esentiald pentru
compatibilitatea sangvina, desi este favorizanta.

Pentru menginerea structurilor tridimensionale ale hidrogelurilor literatura de
specialitate indica reticularea fizica si chimica a lanturilor polimerice. In gelurile chimice,
lanturile polimerice sunt conectate prin legaturi covalente fiind astfel dificila schimbarea
formei acestor geluri. In cazul gelurilor fizice, lanturile polimerice formeaza legaturi
necovalente: legaturi Van der Waals, legaturi neionice, legaturi de hidrogen sau interactiuni
hidrofobe [144,145, 146].

Performantele biomedicale ale hidrogelurilor sunt corelate cu continutul de apa,
compozitia chimica si puritatea polimerului, densitatea de reticulare, porozitatea, structura
cvasiorganizatd a apei §i parametrii termodinamici de interactiune dintre componentii
mediului biologic si gel [147, 148].

Adecvarea unei anumite structuri polimerice la un scop precis, in cazul de fata la
rigorile si functiile cartilajului, implicd o bunad cunoastere a modului in care proprietatile
polimerului pot fi dirijate inca din timpul procesului de polimerizare. Parametrii de influenta
asupra proprietdtilor hidrogelului rezultat prin polimerizare sunt: natura, concentratia si
puritatea monomerilor utilizati, cantitatea de agent de reticulare, puritatea initiatorului si a
activatorului de initiator, tehnica de polimerizare utilizata, parametrii tehnologici ai procesului
de polimerizare.

Fata de aceste aspecte lucrarea isi propune realizarea de hidrogeluri pe bazd de
p(HEMA) si comonomeri cu caracter puternic hidrofil (acid acrilic-AA, acrilamida-AAm) sau

hidrofob (acrilat de etil - AE, acrilat de butil - AB), in prezenta unui monomer bifunctional cu

144, Stathopoulos A., Klonos P., Kyritsis A., Pissis P., Christodoulides C., Rodriguez Hernandez J.C., Monle6n
Pradas M., Gémez Ribelles J.L., Water sorption and polymer dynamics in hybrid poly(2-hydroxyethyl-co-ethyl
acrylate)/silica hydrogels, European Polymer Journal (2010), 46(1): 101-111.

145. Singh T.R.R, McCarron P.A., Woolfson A.D., Donnelly R.F., Investigation of swelling and network
parameters of poly(ethylene glycol)-crosslinked poly(methyl vinyl ether-co-maleic acid) hydrogels, European
Polymer Journal (2009), 45(4): 1239-1249.

146. Tomi¢ S.Lj., Mi¢i¢ M.M., Filipovi¢ J.M., Suljovruji¢ E.H., Swelling and drug release behavior of poly(2-
hydroxyethyl methacrylate/itaconic acid) copolymeric hydrogels obtained by gamma irradiation, Radiation
Physics and Chemistry (2007), 76(5): 801-810.

147. Van Tomme S.R., Storm G., Hennink W.E., In situ gelling hydrogels for pharmaceutical and biomedical
applications, International Journal of Pharmaceutics (2008), 35(1-2): 1-18.

148. Annabi N., Mithieux S.M., Boughton E.A, Ruys A.J., Weiss A.S, Dehghani F., Synthesis of highly porous
crosslinked elastin hydrogels and their interaction with fibroblasts in vitro, Biomaterials (2009), 30(27): 4550-
4557,
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rol de reticulant, tetraetilenglicol diacrilat (TEGDA) in scopul utilizarii lor in ingineria tisulara
a cartilajului. Din punct de vedere chimic p(HEMA) prezinta legaturi covalente ce nu pot fi
degradate enzimatic sau hidrolizate de acizi sau baze, are un continut crescut in apa, de
aproximativ 40%, ce poate fi controlat prin adaosul de monomeri cu caracter puternic hidrofil

sau hidrofob, controland, in acelasi timp si proprietatile mecanice ale materialului.

lI1.1. Sinteza hidrogelurilor pe haza de HEMA si comonoemeri cu
caracter hidrofil sau hidrofob

Hidrogelurile au fost sintetizate prin metoda de polimerizare radicalica, procedeul
adoptat fiind de polimerizare in masa. Polimerizarea radicalica intre monomeri si reticulant
duce la formarea de zone reticulate mai mult sau mai putin dense, in reteaua de hidrogel;
aceste tipuri diferite de reticulare poate sa introducd neomogenitatii spatiale in reteaua
hidrogelurilor.

In reticularea chimica, lanturile de polimer sunt reticulate la diferite segmente, cu
diferite lungimi. Sub actiunea de comprimare, deformarea este localizata cel mai adesea pe
cele mai scurte lanturi polimer, si, ca urmare, refeaua reticulatd este distrusid. Aceast
comportament mecanic la nivel molecular este, de asemenea, sustinut la nivel macro; astfel,
hidrogelurile conventionale sunt fragile din punct de vedere mecanic. Pentru Tmbunétatirea
proprietatilor fizico-chimice si mecanice ale hidrogelurilor p(HEMA), ele au fost
copolimerizate printr-o reactie de polimerizare radicalica cu monomeri avand caracter hidrofil
(AA, AAm), sau hidrofob (AE, AB).

Pentru a obtine structura reticulata, ca agent de reticulare s-a folosit tetraetilenglicol
diacrilat. TEGDA

Ca initiator s-a utilizat un sistem redox, din initiator solubil in a pasi s-a optat pentru
procedeul in masa, la temperatura mediului ambiant, nefiind recomandata pentru aplicatia
consideratd folosirea agentului termic sau a solventilor organici (care dau contamindri toxice).

Sistemul de initiere redox utilizat pentru fabricarea gelurilor chimice prin polimerizare
radicalica este constituit din APS si TEMED [149,150]. Un sistem ideal de initiere trebuie sa
declanseze reactia de polimerizare usor, intr-un timp scurt, si fard sa initieze producerea de

produsi citotoxici.

149. Feng X. D., Guo X. Q., Qiu K. Y., Study of the initiation mechanism of the vinyl polymerization with the
system persulfate/N, N,N’, N -tetramethylethylenediamine, Makromolecular Chemistry (1988), 189: 77-83.

150. Zhang X. Z., Zhuo R. X., Synthesis and properties of fast responsive, temperature sensitive p(NIPA-co-AA)
hydrogel, Chemical Journal of Chininese University (2000), 21(8): 1309-1311.
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Duan si colaboratorii [151] au studiat mecanismul de initiere APS/TEMED, si au
aratat ca acest sistem are o toxicitate mica. Viteza de polimerizare este marita, prin urmare
scade durata procesului de snteza a hidrogelului.

Gradul de umflare in solutii de interes biologic a fost controlat prin modificarea
cantitatii de comonomer luatd in experimente, variindu-se concentratia intre 5 si 25 %
(mol/mol). Cantitatea de reticulant TEGDA a fost de 5 % molar/molar) fatad de amestecul
total de monomeri (HEMA+comonomer), iar initiatorul a reprezentat 1 % (molar/molar) fata
de amestecul total de monomeri (incluzand agentul de reticulare). Solutiile de initiatori au fost
preparate in concentratii de 5%(procente masice, in apa distilatd). Componentele s-au
amestecat in ordinea prezentatd in tabelul 5 1n fiold de cantdrire si s-a amestecat usor cu o

spatuld pentru omogenizarea amestecului.

Tabelul 5. Exemplu de cantititi calculate pentru sinteza de hidrogelurilor HEMA 5%AA

Substanta Cantitatea (ml)
HEMA 8,85
AA 0,48
TEGDA 0,05
APS 3,65
TEMED 1,85

Dupa omogenizare, amestecul s-a turnat intr-o matrita din ceramica emailata (Figura
62) pentru obtinerea de suprafete cat mai putin rugoase. Amestecurile turnate In matritad au

fost mentinute timp de 24h la temperatura camerei, pentru definitivarea formadrii

/Hidrogel

%3 ¢ 3mm
~.
\Matrita

Figura 62. Reprezentarea schematica a matritei de sinteza a hidrogelurilor

hidrogelurilor.

Pentru a controla cat mai bine parametrii de reactie (aparitia de bule in structura,

datorita unei viteze mari de reactie care nu lasa sa iasa tot aerul din hidrogel), polimerizarea a

151. Duan S., Zhu W., Yu L. and Ding J., Negative cooperative effect of cytotoxicity of a di-component
initiating system for a novel injectable tissue engineering hydrogel, Chinese Science Bulletin (2005), 50(11):
1093-1096.
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avut loc 1n conditii anaerobe. Substantele au fost degazeificate Tnainte de a fi folosite, iar
polimerizarea a vut loc sub vid, pentru a evita formarea bulelor de aer in hidrogeluri.
Hidrogelurile obtinute au fost purificate prin spalare cu apa distilata, timp de 5 zile,
pentru a se indeparta restul de produsi nereactionati, schimband zilnic apa. Acest lucru a fost
evidentiat prin masurarea valorii pH-ului, iar apa distilata a fost schimbata pana cand valoarea

pH-ului solutiei de spalare nu a fost diferita de a apei distilate.

Schema reactiilor de polimerizare radicalica este prezentata in figura 63.
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Figura 63. Reprezentarea simplificati a reactiilor de polimerizare
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Prin copolimerizarea HEMA cu AA sau AAm, in prezentd de reticulant TEGDA se
obtin hidrogeluri cu hidrofilie crescuta, prin introducerea in structura materialelui a grupelor —
COOH sau —-NH2, materialele obtinute fiind sensible la variatia pH-ului mediului.

Prin copolimerizarea HEMA cu AE sau AB, in prezenta de reticulant TEGDA se ob{in
hidrogeluri cu hidrofilie redusa fatad de a hidrogelurilor p(HEMA); caracteristicile de umflare,
n acest caz, sunt controlate atat de interactiuni prin legaturi de hidrogen, cat si ca urmare a

organizarii componentului hidrofob in matricea polimerica hidrofila.

lll.2. Caracterizarea hidrogelurilor

111.2.1. Analiza prin spectroscopie FTIR

Analiza spectrala FTIR s-a bazat pe identificarea benzilor de absorbtie care corespund
vibratiilor grupelor functionale din molecule, in domeniul 400-4000 cm-1. In urma reactiei
de polimerizare se produce o scindare a legaturii duble C este C, care are un pic de absorbtie
in FTIR la 1636 cm-1. Acest pic nu apare in nici unul din spectrele hidrogelurilor sintetizate,
ca rezultat cd polimerizarea a avut loc.

Spectrele de absorbtie ale hidrogelurilor sintetizate sunt prezentate in figura 64.
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Figura 64. Spectrele FTIR pentru hidrogelurile sintetizate:
a) hidrogeluri pe baza de HEMA si AA
b) hidrogeluri pe baza de HEMA si AAm
¢) hidrogeluri pe baza de HEMA si AE, AB

Pentru toate hidrogelurile sintetizate, apar benzi de absobtie specifice pentru HEMA si
comonomerii folositi: picul caracterisitic la ~1730 cm-1 este datorat prezentei vibratiei de
intindere C-O din TEGDA, iar picul de cel de la ~1640 cm-1 corespunde legaturii C este O.

Gruparilor OH ale HEMA sunt reprezentate de picul ~3440 cm-1 iar CH3 corespund
picului 1458 cm-1. Gruparea metil si metilen au pic caracteristic la ~2960 cm-1. La 1458 cm-
1 este reprezentata formarea legaturii C-C dintre monomeri.

Picul caracteristic observat la 650 cm-1 este datorat vibratiei in plan a legaturii -OH a
grupirilor carboxilice ale AA. In cazul hidrogelurile cu acrilamidi, pe langa picurile
caracteristice HEMA aparare banda de absorbtie de la 1261 cm-1 care apartine legaturii C-N.

Odata cu cresterea procentului de comonomer, se poate observa o crestere a intensitatii

benzii —OH (~3440 cm-1), benzii corespunzatoare legaturii C=0O (~1640 cm-1) si a benzii
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caracterisitice gruparii metil, ceea ce confirma faptul ca copolimerul este prezent in structura
hidrogelurile sintetizate.

Din spectrele FTIR rezulta faptul ca reactia de polimerizare a avut loc cu succes.

11l.2.2. Analize termice

111.2.2.1. Analiza termogravimetrica

Pentru caracterizarea stabilitafii termice se determind temperatura la care Incepe
degradarea termicd a polimerului. Practic, odatd cu initierea degradarii termice se modifica
masa moleculard a acestuia [3]. Se considera valori maxime ale temperaturilor pentru
stabilitatea polimerului respectiv, temperatura la care masa probei a pierdut 1% din masa
initiala. Se poate observa cu usurintd (Figura 62) ca procesul de degradare termicda a
hidrogelurilor se manifestd cu intensitate maximd atunci cand panta este maxima, deci
derivata pierderii de masa are un maxim.

Flexibilitatea sistemelor polimerice este legatd de morfologia, geometria si activitatea
chimica. Termogramele inregistrate in conditiile mentionate in capitolul 2, cuprind curbele
TG ale hidrogelurilor sintetizate (Figura 66) si indica existenta a doud sau trei etape de
degradare termici. Descompunerea termici are loc in doud sau trei domenii distincte. Tn prima
etapd pierderile procentuale de masa sunt mai mici de 10%. Principalele caracteristici

termogravimetrice sunt prezentate in tabelul 6.

100 1

90 A
90 A
80 4 80 A
70 701
< X
3 < 60
S 601 —HEMA 5
& | —HEMAS5%AA 3 50 A —HEMA
g % —HEMA15%AA = —HEMA5%AAM
0 1 —HEMA25%AA 40 —HEMA15%AAM
—HEMA25%AAM
30 1 30 1
20 4 20 4
10 4 10 1
0 T T T T T T T T 3 0 T T T T T T T T d
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 0 100 200 300 400 500 600 700 800 900
Temperatura (°C) Temperatura (°C)
a) b)
Cette thése est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2011I1SAL0017/these.pdf I 115

© [L.E. Bostan], [2011], INSA de Lyon, tous droits réservés



CAPITOLUL IIT | SINTEZA SI CARACTERIZAREA HIDROGELURILOR

100 4 -
90
80
70

60
—HEMA

50 —HEMAS5%AE
—HEMAGS5%AB

Masa (%)

40

30

20

10

0

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900
Temperatura (°C)

c)
Figura 65. Termogramele hidrogelurilor sintetizate:
a) hidrogeluri pe baza de HEMA si AA
b) hidrogeluri pe baza de HEMA si AAm
¢) hidrogeluri pe baza de HEMA si AE, AB

Tabelul 6. Principalele caracteristici termogravimetrice

PROBA ETAPA | Tonse | Tpeak | Tendset W% Reziduu
t

H MA I 71 89 188 4 2,6
] 294 335 381 18,2
Il 381 426 445 75,2

HEMA 5%AA I 54 72 138 5 0
] 331 419 450 95

HEMA 15%AA I 91 195 195 5,5 3,5
I 362 425 449 91

HEMA 25%AA I 62 123 164 4.4 3,3
I 251 285 392 11
Il 392 423 443 81,3

HEMA 5%AAmM I 64 163 316 5,75 5.37
I 316 353 388 25,32
Il 388 421 440 63,56

HEMA 15%AAmM I 50 55 147 6,92 5,48
I 325 337 380 26,60
Il 380 421 445 61

HEMA 25%AAmM I 46 57 141 8 6
I 209 229 360 60
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Il 360 421 439 26

HEMA 5%AE I 44 62 120 7 2
I 322 414 440 91

HEMA 5%AB I 43 60 104 5 6
I 328 404 440 89

Tonset — temperatura la care incepe degradarea termica in fiecare etapa,
Tpeak — temperatura la care viteza de degradare din fiecare etapa este maxima,
Tendset — temperatura la care se termina degradarea termica in fiecare etapa,
W% pierderea procentuald de masa din fiecare etapa, reziduu — cantitatea de proba degradata

ce ramane la temperaturd mai mare de 700°.

Din rezultatele obtinute se poate observa ca hidrogelurile sintetizate au o stabilitate
termica mai mare decat ale hidrogelului HEMA, iar aceasta stabilitate in general creste odatd
cu cresterea procentului de comonomer folosit la sinteza. Aceste rezultate sunt in concordanta
cu rezultatele obtinute din spectrele FTIR.

Odata ce sunt create premisele degradarii termice a unui material polimeric, acesta
sufera pierderi de masa care pot fi puse pe seama diferitelor mecanisme de degradare ce au
loc la temperaturi diferite sau simultan in material, mecanisme care sunt specifice unor reactii

chimice inverse celor care au determinat formarea legaturilor chimice [152]:
e scindari in lantul principal (depolimerizare);
e scindari ale grupelor laterale;
® ciclizari;
e reticulari.

O evaluare corectd se poate face abordand procesul de degradare termica din punctul
de vedere al cineticii sale care, fiind in spetd un proces cinetic, poate fi modelat cu ajutorul
ecuatiei lui Arhenius. Utilizand acest model se pot determina parametrii specifici ai
procesului de degradare termicd precum ordinul de reactie n (pe baza caruia se pot obtinute
informatii privind mecanismul de degradare) si energia de activare a procesului de
descompunere termica Ea. Astfel, datele au fostprelucrate pe baza diferitelor modele.

Aplicarea metodei Freemann-Caroll (ecuatia 22), este folosita la determinarea caracteristicilor

cinetice prezentate in tabelul 7.

152. Mark J.E., Eisenberg A., Physisical Properties of Polymers, Sec.Ed., American Chemical Society (1993).
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da 1
habhad Al —
Aln dT _n Ea (TJ

- = _ X —
Aln(l-a) R Aln(l-a)
unde: Ea este energia de activare

o este gradul de conversie

T este temperatura

n este ordinul de reactie

R reprezinta constanta universala a gazelor.

Trasand graficul dependentei Aln(do/dT)/Aln(1-a) functie de A(1/T)/Aln(1-a) din

panta dreptei se poate calcula energia de activare Ea si din interceptul la origine se obtine

ordinul de reactie n. Factorul preexponential se calculeaza in baza ecuatiei 23:

da 1

—Ea
P E Ae)@(w) f(a)

(22)

(23)

n care B3 este dT/dt reprezinta viteza de incalzire. Gradul deconversie se calculeaza cu relatia

24, Tn care mi este masa initiala a probei, m(t) este masa probei la un moment oarecare t gi mf

este masa finala.

m. —m(t
a
Tabelul 7. Valorile energieie de activare
PROBA =2 "
(kJ/mol)

HEMA 144+0,77 0,44+4,41e-03
HEMA 5%AA 137+1,72 0,60+24,70e-03

HEMA 15%AA 252+1,19 1,06+1,09e-03
HEMA 25%AA 304+2,69 1,24+15,33e-03
HEMA 5%AAmM 134+2,05 0,47+12,66e-03

HEMA 15%AAmM 113+2,30 1,06+7,5e-03
HEMA 25%AAmM 240+1,42 0,36+13,16e-03
HEMA 5%AE 70+1,36 0,34+19,56e-03

HEMA 5%AB 88+22,6 0,55+22,6e-03

(24)

Energia de activare in general creste odata cu cresterea procentului de comonomer

adaugat, sugerand o Tmbunatatire a stabilitdfii termice a hidrogelurilor. Valoarea mica a
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ordinului de reactie sugereaza faptul ca la descompunerea termica a hidrogelurilor, procesele

fizice de transport sunt mai importante decat cele chimice.

111.2.2.1.2. Analize de calorimetrie diferentiala-DSC

Starile de tranzitie releva conditiile In care se modifica structura fizica si chimica a

polimerului, cu consecinte asupra proprietatilor fizico-mecanice si a performantelor acestuia

[153]. Din masuratorile DSC au fost determinate temperaturile de tranzitie sticloasa (Tg). Tg

reprezintd temperatura la care matricea polimerului trece de la starea vitroasa la cea de

elastica asemanatoare cu cea din cauciuc. Pentru a putea obtine valoarea Tg, proba trebuie

incélzita, de aceea Tg apare in termogramele DSC ca o etapa de tranzitie si nu ca un pic

(Figura 66). Hidrogelurile cu valoarea Tg mare au si o stabilitate termica in timp si la

temperaturi ridicate (Tabelul 8).

1
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Figura 66. Curbele DSC pentru:

a) hidrogeluri pe baza de HEMA si AA

b) hidrogeluri pe baza de HEMA si AAm

¢) hidrogeluri pe baza de HEMA si AE, AB

153. Freeman E.S., Carrroll B., The application of thermoanalytical techniques to reaction Kinetics. The

thermogravimetric evaluation of the kinetics of the decomposition of calcium oxalate monohydrate, Journal of

Physical Chemistry (1958), 62: 394.
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Tabelul 8. Valorile temperaturilor de tranzitie

PROBA Tg (°C)

HEMA 96
HEMA 5%AA 111
HEMA 15%AA 107
HEMA 25%AA 104
HEMA 5%AAM 120
HEMA 15%AAM 121
HEMA 25%AAM 106
HEMA 5%AE 113
HEMA 5%AB 110

Valoarea Tg a crescut cu adaugarea de comonomer, ceea ce ne confirma mbunatatirea

proprietatilor termice odata cu cresterea cantitdtii de monomer hidrofil sau hidrofob.

lI1.3. Analiza morfologica a hidrogelurilor: ESEM, SEM
111.3.1. Analiza hidrogelurilor prin ESEM

ESEM este o tehnici avansata a SEM-ului pentru caracterizarea a hidrogelurilor. Tn
timp ce tehnica SEM utilizeazd un vid inaintat pentru prevenirea interferentei aerului cu
electronii secundari, ESEM-ul poate fi realizat intr-un vid inaintat (pana la o presiune de 10
Torr). Avantajul major al acestei tehnici consta in faptul cd probele nu sufera alte tipuri de
tratamente (acoperiri, deshidratare), iar atmosfera controlatd va mentine structura stabila
hidratatd a hidrogelurilor. Pentru a asigura o rezolutie adecvata a micrografiilor, presiunea a
variat intre 2-5 Torr, la 0 tensiune de accelerare de 30kV. Hidrogelurile au fost metinute la o
temperaturda de 5°C folosind un platan de récire: aceastd procedurd a asigurat un mediu
hidratat, prevenind astfel deshidrarea hidrogelurilor.

Cu ajutorul ESEM s-a putut examina suprafata si sectiunea transversald a
hidrogelurilor sintetizate. Un exemplu tipic de micrografie ESEM 1n suprafata si in sectiune

transversald pentru hidrogelul HEMA si cele sintetizate cu AA este prezentat in figura 67.
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Lichid care
iese din pori

2um, ~6Torr

2um, ~3Torr

€)

Figura 67. Micrografii ESEM ale suprafetelor si sectiunilor transversale ale hidrogelurilor:

a) suprafata hidrogel la ~6Torr

b) suprafata hidrogel la ~3Torr

c) sectiune transversali hidrogel HEMA

d) sectiune transversala hidrogeluri HEMA 5%AA
e) sectiune transversala hidrogel HEMA 25%AA

Din micrografiile ESEM de suprafatd se poate observa o structurd microporoasa, cu
pori de diametrul ~2pm. Cu toate ca rezolutia nu este foarte buna la o presiune de ~3 Torr,
atunci cand presiunea creste (~6 Torr) se poate observa cum lichidul iese din acesti pori,
putand astfel concluziona, ca avem de-a face cu o structura microporoasa. Acest fapt se
datoreaza matritei in care a fost realizata polimerizarea, si ne va usura interpretarea testelor
mecanice (capitolul V.2).

Din micrografiile ESEM 1in sectiune transversald se poate observa cd prin

copolimerizare se obtine o structurd poroasd mai bine definitd fatd de hidrogelul HEMA.
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Prezenta comonomerului determina formarea unei structuri mai laxe, cu pori sferici, fara zone
de compacte. Distributia porilor este relativ omogend in sectiune, porii avand dimensiuni

situate in jurul valorii de 50pm.

111.3.2. Analiza hidrogelurilor prin SEM

Cu ajutorul SEM s-a putut evidentia morfologia suprafatei hidrogelurilor in stare
uscatd. In figura 68 este prezentati microfotografia hidrogelurilor sintetizate cu continut

diferit de AA. Se poate observa o structura in care porii sunt inchisi.

a) b) c)
Figura 68. Micrografie SEM a suprafetei hidrogelurilor
a) HEMA
b) HEMA 5%AA
c) HEMA 25%AA

Hidrogelurile sunt sensibile la bombardarea cu electroni, de aceea, imaginea
hidrogelului HEMA are artefacte cauzate de fascicolul de electroni. Insd cu toate astea se
poate observa ca, prin adaugarea de comonomer AA morfologia structurii hidrogelurilor a

devenit mai neteda.

111.4. Umflarea in solutii cu caracteristici similare cu lichidele
hiologice

Proprietatea cea mai importanta a hidrogelurilor este aceea ca se umfld in prezenta
apei sau a lichidelor similare cu cele din organism, si se contracta in lipsa acestora. Gradul de
umflare este determinat de natura lantului polimeric si de densitatea de reticulare.

Continutul ridicat In apa determind proprietatile mecanice, de difuzie si adsorbtie ale

hidrogelurilor, conferindu-le capacitatea de a simula tesuturile vii, in special endoteliul
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vaselor sanguine. In plus, permite marirea fractiunii de biomolecule legate la suprafata,
controland interactiunile hidrogel - biopolimeri.

Gradul de umflare al hidrogelurilor este influentat, in principal, de compozitia chimica
a acestora. Hidrogelurile cu un continut mai mare de grupe hidrofile vor avea un grad de
umflare mult mai mare decat cele care contin mai multe grupari hidrofobe.

Fizico-chimia umflarii [154] are urmatoarele etape (Figura 69):

1. ionizarea gruparilor carboxil, cu eliberarea de H+;

2. H+ se recombina cu OH- formand apa;

3. sarcina este compensata prin difuzia cationilor (Na+) si a OH- Tn hidrogel;

4. fluxul de noi ioni genereaza o presiune osmotica care duce la umflarea hidrogelului.

Figura 69. Etapele umflirii unui hidrogel ionic

Datorita prezentei gruparii carboxil, hidrogelurile pe bazd de p(HEMA) manifestd o
sensibilitate crescuta la variatii de pH.

Pentru a caracteriza gradul de umflare al hidrogelurilor, testele de umflare au fost
realizate la diferite valori de pH de la 3,6 la 9. Solutiile tampon cu diferite valori de pH au
fost preparate pin amestecul de diferitelor cantitati de TRIS cu acid clorhidric si apa pura.
Clorura de sodiu a fost adaugata pentru a stabili o tarie ionica de 0,5M, care este taria ionica
in conditii fiziologice.

Hidrogelurile au fost uscate si imersate in solutiile tampon si termostatate in baie de
apa, la temperatura de 37°C. Hidrogelurile au fost scoase la timpi diferiti, prestabiliti, excesul
de solutie a fost indepartat usor cu ajutorul unei hartii de filtru, si cantarite.

Comportamentul la umflare al hidrogelurilor Tn diferite pH-uri este prezentat in
figurile 70-72.

154. De S. K. et al., Equilibrium swelling and kinetics of pH-responsive hydrogels: Models, experiments, and
simulations, Journal of Microelectromechanical Systems (2002), 11: 544-555.
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Hidrogelurile se umfla in toate conditiile de pH testate datoritd absorbtiei apei in
structura poroasd. Disocierea legaturilor de hidrogen, combinatd cu fortele de repulsie
electrostatice fac ca reteua de hidrogel sa se umfle. p(HEMA) este un hidrogel neutru, cu

putine grupari ionizabile pe catenele secundare, de aceea gradul de umflare este foarte mic

indiferent de pH.
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Figura 70. Cinetica de umflare a hidrogelurilor sintetizate, in mediu de pH 3,6:
a) hidrogeluri pe baza de HEMA si AA;
b) hidrogeluri pe bazi de HEMA si Aam;
¢) hidrogeluri pe baza de HEMA si AE, AB.
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Figura 71. Cinetica de umflare a hidrogelurilor sintetizate Tn mediu de pH7:
a) hidrogeluri pe baza de HEMA si AA;
b) hidrogeluri pe bazi de HEMA si Aam;
¢) hidrogeluri pe bazd de HEMA si AE, AB.
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Figura 72. Cinetica de umflare a hidrogelurilor sintetizate in mediu de pH9:
a) hidrogeluri pe bazi de HEMA si AA;
b) hidrogeluri pe bazi de HEMA si AAm;
¢) hidrogeluri pe baza de HEMA si AE, AB.

In cazul continutului de grupe carboxilice din copolimeri, gradul de umflare al
hidrogelurilor creste cu cresterea pH-ului mediului, datorita repulsiilor electrostatice dintre
formele ionizate ale grupelor carboxilice.

Diferentele in gradul de umflare pot fi explicate pe seama pH-ului: in mediu acid
gruparile -COOH ale copolimerilor sunt nedisociate iar in mediu bazic sunt disociate. [155].

In stare disociatd, au loc repulsii electrostatice intre grupele carboxilice anionice,
determinand distantarea acestora si cresterea volumului ocupat de moleculele de apa,
fenomenul conduce la un grad de umflare mai mare.

In cazul aplicatiilor lor ca substitut de cartilaj articular, pH-ul este 7. Se observi o
crestere a gradului de umflare odaté cu cresterea procentului de comonomer.

In cazul monomerilor hidrofobi AE si AB, datorita hidrofobicititii lor, se poate
observa o scadere a gradului de umflare.

Se observd, de asemenea, cd hidrogelurile pHEMA 5%AA, pHEMA 15%AA si
pPHEMA 5%AAm au un comportament asemanator cu cel al cartilajului articular, in procesul
de umflare.

Tn concluzie, protocolul experimental folosit ne-a permis imbunitatirea si controlarea
hidrofiliei hidrogelurilor pHEMA astfel incat ele sa aiba un comportament hidrofilic

asemanator cu cel al cartilajului articular.

155 Kurkuri M.D., Aminabhavi T.M., Poly(vinyl alcohol) and poly(acrylic acid) sequential interpenetrating
network pH-sensitive microspheres for the delivery of diclofenac sodium to the intestine, Journal of Controled
Release (2004), 96: 9-20.
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lIL.5. Determinarea tensiunii superficiale

Capacitatea de umezire/hidrofilia poate fi evaluatd atunci cand o picatura de lichid
vine Tn contact cu o suprafata solidd. Gradul de umectare este determinat de fortele de
coeziune dintre moleculele de lichid si fortele de adeziune care rezulta din interactiunile
moleculare dintre lichid si solid (Figura 73). Gradul de umectare este masurat cu ajutorul

unghiului de contact.
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<>
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== Forte de coeziune
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Figura 73. Fortele care intervin in mésurarea unghiului de contact

Cu scdderea unghiul de contact, gradul de umectare creste. Astfel, atunci cand unghiul
de contact atinge valoare de 180°, gradul de umectare este minim. Gradul de umectare poate
fi explicat prin fortele de coeziune si cele de adeziune. O fortd de adeziune mare in care
coeziunea e mica va da unghiuri de contact foarte mici. Din momentul in care interactiunile
dintre solid si lichid se diminueaza, iar forta de coeziune creste, gradul de umecatre scade iar
unghiul de contact creste.

Lucrul mecanic de adeziune (Wa) se poate calcula cu ajutorul relatiei Young-Dupree
(relatia 25):

Wa = y(1+cosb) (25)
unde: y este tensiunea superficiala;
0 este unghiul de contact.
Valorile lucrului mecanic de adeziune obtinut in diferite medii pentru hidrogelurile de

compozitie diferita, sunt prezentate in figura 74.
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ucrului mecanic de adeziune

Lucrul mecanic de coeziune este definit ca forta necesara pentru a separa lichidul in
mai multe parti, iar pentru calcul se foloseste formula 26:
Wc =2y (26)
Valorile obtinute pentru hidrogelurile sintetizate sunt trecute in tabelul 9.

Tabelul 9. Valorile lucurlui mecanic de coeziune pentru hidrogelurile sintetizate

Proba Lucrul mecanic de coeziune
(mN/m)

HEMA 70
HEMA 5%AA 144
HEMA 15%AA 86
HEMA 25%AA 78
HEMA 5%AAmM 138
HEMA 15%AAmM 130
HEMA 25%AAmM 46
HEMA 5%AE 34
HEMA 5%AB 132

Deci unghiul de contact este invers proportional cu gradul de umectare (Figura 75).
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Figura 75. Valorile unghiului de contact pentru diferite lichide utilizate

Din valorile de unghi de contact s-a calculat tensiunea superficiala pentru hidrogelurile

sintetizate, prezentate n tabelul 10.

Tabelul 10. Valorile tensiunii superficiale

Proba Tensiunea superficiala
(mN/m)

HEMA 35
HEMA 5%AA 72
HEMA 15%AA 43
HEMA 25%AA 39
HEMA 5%AAmM 69
HEMA 15%AAmM 65
HEMA 25%AAm 23
HEMA 5%AE 17
HEMA 5%AB 66

Tensiunea superficiald este determinata de prezenta legaturilor de hidrogen [156].
Astfel, addugarea de comonomer duce la cresterea valorii tensiunii superficiale, deci este
necesard o energie din ce In ce mai mare pentru a rupe legaturile din hidrogel.

Valorile unghiului dinamic, ne da relatii cu privire la textura suprafetei testate, daca

este omogend sau neomogd. O suprafatd omogend este atunci cand lichidul va umple toate

156. Schrader M.E., Loeb G.I.,.Modern Approaches to Wettability. Theory and Applications, New York: Plenum
Press. (1992), ISBN 0306439859.
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rugozitatile de suprafatd, deci va avea un histerezis mare [157]. Valorile obtinute pentru

hidrogelurile testate sunt prezentate n figura 76.
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Figura 76. Valorile histerezisului obtinut la misurarea unghiului dinamic

Putem obseva ca valorile histerezisulului scad cu addugarea de comonomer, deci, va

creste omogenitatea de suprafata a hidrogelurilor sintetizate.

1. S-au sintetizat hidrogeluri pe baza de p(HEMA) si comonomeri cu caracter puternic
hidrofil (AA, AAm) sau hidrofob (AE, AB), in prezenta unui monomer bifunctional cu rol de
reticulant (TEGDA), in scopul utilizarii lor in ingineria tisulara a cartilajului.

Sinteza hidrogelurilor a fost realizatd conform unui protocol care a luat in considerare
folosirea unui reticulant propice pentru a obtine hidrogeluri cu hidrofilie controlata, iar
complexul redox de initiere folosit, netoxic, a facilitat polimerizarea, la temperatura camerei.
Astfel, protocolul stabilit este simplu si reproductibil.

2. Din analiza datelor de spectroscopie in infrarosu (spectrele FTIR) rezultd faptul ca
reactia de polimerizare s-a produs intre componentele considerate pentru sinteza. Odata cu
cresterea procentului de comonomer, se poate observa o crestere a intensitatii benzii —OH
(~3440 cm-1), benzii corespunzatoare legaturii C este O (~1640 cm-1) si a benzii
caracterisitice gruparii metil, ceea ce confirma faptul ca procesul de copolimerizare a avut loc.

3. Din datele TG obtinute se poate observa ca hidrogelurile sintetizate au o stabilitate

termica mai mare decat ale hidrogelului HEMA, iar aceasta stabilitate in general creste odata

157. Marmur A., Wetting of Hydrophobic Rough Surfaces: To be heterogeneous or not to be, Langmuir (2003),
19: 8343-8348.

Cette thése est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/20111SAL0017/these.pdf | 130
© [L.E. Bostan], [2011], INSA de Lyon, tous droits réservés



CAPITOLUL IIT | SINTEZA SI CARACTERIZAREA HIDROGELURILOR

cu cresterea procentului de comonomer folosit la sinteza, identificat de asemnea si n spectrele
FTIR. Energia de activare in general creste odatd cu cresterea procentului de copolimer
adaugat, sugerand o Tmbunatatire a stabilitatii termice a hidrogelurilor. Valoarea mica a
ordinului de reactie sugereaza faptul ca la descompunerea termica, procesele fizice de
transport sunt mai importante decat cele chimice. Din alaiza DSC s-a putut calcula valoarea
Tg a hidrogelurilor. Aceasta a crescut cu adaugarea de comonomer, ceea ce ne confirma
imbunatatirea proprietatilor termice odatad cu cresterea cantititii de comonomer.

4. Din micrografiile ESEM se poate observa cd prin copolimerizare se obtine o
structurd poroasd mai bine definitd fatd de hidrogelul HEMA. Din micrografiile SEM se
poate observa o structura mai neteda odatd cu adaugarea de comonomer, insa, hidrogelurile
sunt sensibile la fascicolul de electroni.

5. In toate cazurile, gradul de umflare al hidrogelurilor creste cu cresterea pH-ului
mediului, datoritd repulsiilor electrostatice dintre formele ionizate ale grupelor carboxilice. Tn
cazul aplicatiilor lor ca substitut de cartilaj articular, pH-ul este 7. Se observa o crestere a
gradului de umflare odati cu cresterea procentului de comonomer. In cazul monomerilor
hidrofobi AE si AB, datoritd hidrofobicitatii lor, se poate observa o scadere a gradului de
umflare.Se observa de asemenea cad hidrogelurile HEMA 5%AA, HEMA 15%AA si HEMA
5%AAm au un comportament asemanator cu cel al cartilajului articular.

6. Adaugarea de comonomer a dus la cresterea valorii tensiunii superrficiale, datorata
legaturilor de hidrogel din hidrogel. Marimea unghiului dinamic, dd informatii cu privire la
textura suprafetei testate, dacd este omogend sau neomoga. Valorile histerezisulului au scazut
cu adaugarea de comonomer, deci, omogenitatea de suprafatd a hidrogelurilor sintetizate

descreste in acest sens.

Cette thése est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/20111SAL0017/these.pdf | 131
© [L.E. Bostan], [2011], INSA de Lyon, tous droits réservés



CAPITOLUL IV | STUDIT PRIVIND EVALUAREA BIOMECANICA A HIDROGELURILOR

CAPITOLUL IV
STUDII PRIVIND EVALUAREA BIOMECANICA A HIDROGELURILOR

"Lucrul cel mai important in ceea ce priveste stiinta
nu se referd atdt la cum ajungi la not fapte, ci, cum
sd descoperi cd te gandegti la ele.”

William Henry Bragg (1862-1942)

Cele mai importante cerinte pe care trebuie sa le indeplineasca biomaterialele folosite
in ingineria tisulard a cartilajului articular sunt legate de proprietatile mecanice. Prin
modificarea raportului dintre comonomerii folositi la sinteza hidrogelurilor este posibila
controlarea proprietatilor mecanice.

Proprietatile mecanice depind de mai multi factori printre care: compozitia, gradul de
umflare si conditiile de mediu. Teoriile elasticitatii si vascoelasticitatii sunt folosite pentru
interpretarea comportamentului mecanic al hidrogelurilor. Aceste teorii au la baza teste care
urmaresc evolutia In timp a hidrogelurilor in urma aplicarii unui stimul.

Pentru obtinerea unor date pertinente, conditiile de testere a hidrogelurilor sintetizate
au fost realizate Tn conditii fiziologice similare cu cele ale cartilajului articular (mediu de

hidratare, viteza de compresiune, viteza de forfecare).

IV.1. Determinarea caracteristicilor mecanice la compresiune

PRINCIPIU: Cu ajutorul reometrului descris Tn capitolul 11, au fost realizate testele de
compresiune; reometrul permite nregistrarea deformatiei sub efectul unei forte aplicate. In
acest caz se va studia raspunsul la o compresiune uniaxiald a hidrogelurilor. Geometria aleasa
a fost plan/plan. Platanele folosite au fost din otel inoxidabil. Hidrogelurile cilindrice au fost
comprimate cu 0 viteza de deformare constanta. Deformarea (Ah) cu care este comprimata
proba este cunoscutd pentru cd deformatia (g¢) impusd este cunoscutd. Prin intermediul
captorului de la nivelul platanului superior este masuratd forta normala (F) exercitatd de catre
esantion ca raspuns la deformarea aplicata, care depinde de proprietatile reologice ale
materialului. Pentru interpretarea rezultatelor a fost trasata curba tensiune (o) in functie de

deformare (g).
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PARAMETRII:

Deformarea (€): daca hO este grosimea initiald a esantionului inifial, atunci
deformarea € este calculata cu ajutorul relatiei 23:

e este Ah/h0 (23)
Tensiunea (o): Forta exercitata asupra esantionului reprezentata de forta F,
exprimata in Newton (N). Pentru a detrmina proprietatile de material, tensiunea
este definita ca fiind:

o este F/S (24)
unde S este suprafata asupra careia se exercita forta F.

Modulul de elasticitate aparent (modulul lui Young): dacd sunt considerate
deformari exercitate asupra unui material, modulul de elasticitate aparent notat
E*, este calculat cu ajutorul formulei:

E este o/ ¢ (legea lui Hooke) (25)

Un material al carui modul E* este ridicat, este considerat rigid.

V.11 Stablirea parametrilor experimentall

PROTOCOLUL EXPERIMENTAL

PROBELE: Hidrogeluri cu formi cilindricd, cu diametrul de 50mm, si o grosime de

~2mm, in stare hidratata in solutie tampon pH este 7. Pentru testarea cartilajului articular de

pui au fost folosite esantioane cu o grosime de 2mm si un diametru a partii bombate de 3

mm.

Tn cadrul experimentelor de compresiune pot aparea doua situatii [158]:

Hidrogelul are o frecare considerabild, care nu poate fi neglijabila la peretele
platanului. In acest caz, pentru a putea evalua raspunsul mecanic din volumul
hidrogelului, se va incerca sd se mareasca aceasta frecare si sa se imobilizeze

hidrogelul la peretele platanului (Figura 77a).

e Hidrogelul are o frecare neglijabild (~ 0). In acest caz, raspunsul mecanic al

hidrogelului are doud componente: o parte de alunecare, si una de

compresiune. Problemele care apar in acest caz, sunt legate de deformarile

158. Margaron Y, Bostan L., Exposito J.-Y., Malbouyres M., Trunfio-Sfarghiu A.-M., Berthier Y., Lethias C.,
Tenascin-X increases the stiffness of collagen gels without affecting fibrillogenesis, Biophysical Chemistry
(2010), 147: 87-91.
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mari favorizate de o alunecare maxima, care poate induce fisuri in zona externa

a hidrogelului (Figura 77Db).

Fi~0

F¢maxim

b)

Figura 77. Conditiile limita la peretele platanelor reometrului:
a) alunecare maxima

b) aderenta maxima

Pentru a preveni aceste probeleme care apar la compresiunea unui hidrogel, s-a ales
folosirea de hartie abraziva (cu granulatie de ~180um) lipite pe cele doud platane ale
reometrului, obtinandu-se astfel o aderentd maxima la perete. Pentru a preveni fisurarea
hidrogelului, au fost realizate comprimari de 20% din grosimea probei, intr-un singur pas sau
4 comprimari de cate 5%.

Fiecare compresiune a fost urmatd de o perioada de relaxare de 600s, timp necesar
pentru relaxarea completa a hidrogelului.

HIDRATARER $1 PRE-INCARCAREA: Pentru a fi in aceleasi conditii fiziologice ca si
cartilajul articular, toate testele de compresiune au fost realizate Tn mediu hidratat, folosindu-
se ca mediu de hidratre solutie tampon pH 7. Cu toate ca platanele nu sunt propice pentru a
realiza teste Tn mediu hidratat, a fost improvizat un platan astfel incat sd permita efectuarea
testelor in mediu hidratat, prin lipirea unui 'manson' din plastic (Figura 78a).

Pentru uniformizarea rugozitatilor de suprafatd, pentru fiecare test de compresiune, o
pre-incarcare de 0,02N a fost exercitatd asupra fiecarui hidrogel inainte de masurtori (ceea ce

corespunde lui hi, fata de hO care reprezinta grosimea initiala (Figura 78Db)).
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Figura 78. a)Dispozitivul final de testare Tn compresiune

b)Pre-incarcarea inainte de compresiune

CALCULUL SUPRAFETEI DE CONTACT ([S): Aria de contact Tn cazul hidrogelurilor a fost
considerata constantd, hidrogelurile avand un diametru egal cu cel al platanelor, iar cu ajutorul
hartiei abrazive au aderat puternic la peretele platanelor. Tn cazul cartilajului articular,
masurarea suprafetei de contact a fost realizatd prin comprimarea suprafetei cartilajului cu o
lama de sticla (care asigurd o pre-incarcare de 0,02N), iar cu ajutorul unui microscop optic s-a
putut calcula aria de contact.

PROTOCOLUL DE COMPRESIUNE/RELANARE: Dupi pre-incircare, au fost aplicate
deformari intr-un singur pas (~20%), sau in 4 pasi, compresiune de 5% fiecare. Compresiunea
a fost urmata de o perioada de relaxare pana la echilibru (600 s). Viteza de compresiune a fost
aleasa constantd de 0,02 mm/s; aceasta viteza este aleasa conform datelor bibliografice astfel
incat sa fie Incadratd in intervalul de valori fiziologice ale solicitarilor cartilajului articular
[159]. Acest protocol a fost ales pentru a determina caracteristicile de elasticitate ale
hidrogelurilor sintetizate, in comparatie cu cel al cartilajului articular.

INTERPRETAREA STATISTICA: Ficcare test a fost repetat de trei ori, si cu ajutorul
programului de statistica Student t (Kelida Graph) a fost determinatd deviatia standard, ca
indicator statistic al gradului in care o valoare individuala dintr-o distributie de valori, tinde sa

varieze fata de media distributiei.

IV.1.2. Rezultate $i discutii

Testele reologice au fost realizate pe hidrogelurile sintetizate si pe cartilajul articular
de pui. Graficul fortei normale in functie de timp ne permite sd comparam testele de

comprimare realizate intr-un singur pas de 20% sau in 4 pasi de 5% fiecare (Figura 79).

159. Hayes W.C., Keer L.M., Herrmann G., Mockros L.F., A mathematical analysis for indentation tests of
articular cartilage, Journal of Biomechanics (1972), 5(5): 541-551.
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Figura 79. Curbe de compresiune de 20% fati de grosimea hidrogelului:
a) compresiune in 5 pasi de 4% fiecare din grosimea hidrogelului;

b) compresiune intr-un singur pas de 20% din grosimea hidrogelului.

Din figura 77 se poate observa ca avem acelasi raspuns la comprimare fie ca este in 5
pasi sau un singur pas. Acest rezultat confirma faptul cd avem o reproductibilitate a
rezultatelor referitoare la proprietatile de material, obtinandu-se acelasi raspuns, indiferent de
modul de aplicare a solicitarii.

Pentru a cuantifica comportamentul la compresiune a hidrogelurilor in comparatie cu
cel al cartilajului articular, a fost calculat modulul elastic aparent, E*. Conform legii lui
Hooke, E* este calculat din panta partii liniare a curbei tensiune (¢ este F/S) in functie de
deformare (g). In cazul compresiunilor in 5 pasi, s-a luat in considerare cele 5 picuri maxime
de compresiune, in timp ce pentru compresiunea intr-un singur pas, s-au luat in considerare

toate valorile presiunilor corespunzatoare partii de compresiune a curbei (Figura 80).
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Figura 80. Curbele de compresiune pentru hidrogelurile sintetizate in comparatie cu cartilajul articular, cu linia de

regresie corespunzitoare:
a) hidrogeluri pe bazia de HEMA si comonomer AA
b) hidrogeluri pe bazid de HEMA si comonomer AAm
¢) hidrogel HEMA, hidrogeluri pe bazi de HEMA si comonomeri AE, AB

Se poate observa cd raspunsul fiecdrui hidrogel la compresiune este diferit in functie
de comonomerul folosit. Amplitudinea picurilor de compresiune, deci raspunsul imediat la
compresiune, al hidrogelurilor cu HEMA, HEMA 5%AA este asemanator cu cel al cartilajului
articular. Odata cu cresterea continutului de comonomer, flexibilitatea lanturilor polimerice
creste, astfel incat, elasticitatea hidrogelurilor va creste cu cresterea procentului de

comonomer addugat. Astfel, modulul de elasticitate va scadea cu adaugarea de comonomer.
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Rezultatele obtinute sunt prezentate in tabelul 11.

Tabelul 11. Valorile modulului de elasticitate apparent, E* pentru hidrogelurile sintetizate si cartilajul articular

Proba E* (MPa)
HEMA 0,7+0,02
HEMA 5%AA 0,7+0,03
HEMA 15%AA 0,6+0,01
HEMA 25%AA 0,4+0,03
HEMA 5%AAmM 0,5+0,02
HEMA 15%AAmM 0,3+0,01
HEMA 25%AAmM 0,2+0,03
HEMA 5%AE 0,1+0,01
HEMA 5%AB 0,1+0,04
Cartilaj articular 0,940,05

Se poate observa ca hidrogelurile HEMA si cele cu comonomerul AA au un

comportament asemanator cu cel al cartilajului articular.

Influenta mediului de hidratare
Hidrogelurile pe bazda de HEMA sunt hidrogeluri sensibile la variatia pH-ului. De
aceea, pentru a caracteriza comportamentul la compresiune, testele de comprimare au fost

realizate atat la pH 3,6, pH 7 s1 9 (Figura 81).
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Figura 81. Teste de comprimare la diferite valori de pH
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Tn figura 81 este prezentatd o curba tip a comportirii hidrogelurilor la comprimare la
diferite valori de pH. Se observa cd odatd cu cresterea pH-ului avem o crestere a fortei
normale. Deci, in concordanta cu testele de umflare, cu cat hidrogelul are un grad de umflare
mare, cu atat el va fi mai putin "rigid".

Acest comportament se datoreaza ionizarii grupelor carboxil. Hidrogeluri sintetizate
contin in structura lor grupe ionizabile (carboxilice), iar in mediul apos, cu pH mare, grupele
ionizeaza generand, dezvoltand sarcini electrice fixate pe hidrogel. Ca urmare, are loc o
respingere electrostatica si o posibilitate mare de hidratare. Cu cresterea gradului de ionizare,
numarul de sarcini electrice care se fixeaza pe gel creste, rezultind o crestere a respingerii
electrostatice intre lanturile macromoleculelor; fenomenul este mai accentuat cu cat pH este
mai mare. Prin urmare, intensitatea raspunsului hidrogelurilor la compresiune creste cu

cresterea pH-ului.

IV.2. Determinarea caracteristicilor de vascoelasticitate

PRINCIPIU: Aparatul folosit in acest caz a fost tot reometrul, folosit in aceeasi
configuratie ca in testele de compresiune (Figura 78a). insd, in cazul testelor de baleiaj de
frecventd (FS) se pastreazd constantd amplitudinea §i se urmdreste variatia modulelor de
forfecare si a tangentei unghiului de pierderi pe un domeniu larg de frecvente. Baleiajul de
frecventa ofera informatii utile legate de structura internd a hidrogelului polimeric.

Conditiile de baza pentru efectuarea corectd a unei astfel de analize sunt:
e Proba adera la ambele placi si nu apar alunecari sau deplasari locale;

e Proba este deformata omogen in intreg spatiul de forfecare.

PARAMETRII: in cazul diagramelor obtinute in cazul baleiajului de frecventa modulul de
acumulare (G") descrie comportarea elastica a probei, obtinandu-se informatii cu privire la
stabilitatea si rezistenta structurala a probei (“rigiditate”), in timp ce modulul de pierderi (G")
ofera informatii cu privire la comportarea vascoasa (“flexibilitatea’). Tangenta unghiului de
pierderi, tan(d), se calculeaza ca raport al celor doud module: tan(d) este G"/G'.

Pentru toate probele determinarea a fost realizata la o deformatie y este 0,5%, pentru a
ne plasa in domeniului de vascoelasticitate liniara, si la o comprimare de ~15% din grosimea

initiald a hidrogelului.
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Domniul de frecventa ales a fost intre 0-15 Hz, care corespunde domeniului fiziologic al
cartilajului articular [160, 161].

IV.2.1. Stahilirea parametrilor experimentali

PROBELE: Hidrogeluri cu forma cilindricd, cu diametrul de 0,5 m, si o grosime de
~2mm 1in stare hidratata, in solugie tampon pH 7. Pentru testarea cartilajului articular de pui au
fost folosite esantioane cu o grosime de 2mm si un diametru a partii bombate de 3 mm.

INTERPRETARER STATISTICA: Ficcare test a fost repetat de trei ori, si cu ajutorul
programului de statistica Student t (Kelida Graph) a fost determinatd deviatia standard, ca
indicator statistic al gradului in care o valoare individuala dintr-o distributie de valori, tinde sa

varieze fata de media distributiei.

IV.2.2. Rezultate $i discutii

Testele reologice au permis analiza in condifii dinamice si oscilatorii, determinand
astfel, in acelasi timp modulul elastic si vascos al materialelor polimerice.

Amandoua modulele au crescut odata cu frecventa aplicata, G’ fiind mai mare ca G”,
indicand faptul ca hidrogelurile testate au un comportament elastic solid la frecventele
studiate. Totodata, la ® mici, se pot observa cateva mici modificari ale G”, si acestea pot fi

atribuite componentei vascoase ale hidrogelurilor (Figura 82).

160 Park M.S., Hung C.T., Athesian G.A, Mechanical reponse of bovine articular cartilage under dynamic
uncofined compression loading and physiological stress levels, OsteoArthritis and Cartilage (2004), 12: 65-73.
161. Buckley M.R., Gleghorn J.P., Bonassar L.J., Cohen I., Mapping the depth dependence of shear properties
in articular cartilage, Journal of Biomechanics (2008), 41: 2430-2437.
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Figura 82. Reprezentarea lui G' si G" pentru hidrogelurile obtinute

Calcularea modulului de forfecare dinamic, G* (Figura 83) a permis reprezentarea

evolutiei sale n functie de frecventa aplicata.
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Figura 83. Modulul de forfecare aparent pentru hidrogelurile sintetizate in comparatie cu cartilajul articular:
a) hidrogeluri pe baza de HEMA si comonomer AA;
b) hidrogeluri pe bazi de HEMA si comonomer AAm;
¢) hidrogel HEMA, hidrogeluri pe bazi de HEMA si comonomeri AE, AB.

Valorile tan (6)<1 indica prezenta unei retele interne stabile de forte in proba, masura a
stabilitatii mecanice a acesteia (Figura 82). Cresterea brusca a valorii tan (8) releva faptul ca

hidrogelurile au o structura formata dintr-o retea permanenta reticulata.
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Figura 84. Valorile tan(3) obtinute pentru hidrogelurile sintetizate in comparatie cu cartilajul articular

De asemenea, valorile obfinute pentru hidrogelurile sintetizate cu comonomeri, se
incadreaza in plaja de valori normale ale cartilajului articular, in care tan (3) are valori

cuprinse intre 0,15 si 0,36.
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In concluzie, copolimerizarea a dus la imbunatitirea proprietatilor hidrogelului pe

baza de HEMA, cu rezultate comparabile cu cele obtinute pentru cartilajul articular.

Influenta mediului de hidratare

In conditii de pH alcalin se creeazi o rezistenti mare la curgere, datoriti cresterii
repulsiilor electrostatice dintre gruparile negative (COO-). La pH acid si bazic, rezultatele
obtinute in ceea ce priveste valorile modulului de forfecare (G*) sunt in concordantd cu
gradul de umflare al hidrogelurilor: creste cu cresterea pH-ului si cu concentratia de

comonomer (Figura 85).
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Figura 85. Valorile G* obtinute la variatia de pH pentru:

a) hidrogeluri pe baza de HEMA si comonomer AA

b) hidrogeluri pe bazid de HEMA si comonomer AAm

¢) hidrogel HEMA, hidrogeluri pe bazd de HEMA si comonomeri AE, AB

In cazul tan(8), se observa o crestere cu pH-ul si cu procentul de monomer adiugat

(Figura 86). La toate hidrogelurile sintetizate, in afard de cele HEMA, valoarea tan(d) este

mai mica ca 0,5, ceea ce semnifica o predominare a componentei elastice a hidrogelurilor.
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Figura 86. Valorile tan(d) obtinute in functie de pH pentru hidrogelurile sintetizate:
a) hidrogeluri HEMA
b) hidrogeluri pe baza de HEMA si comonomer AA
c) hidrogeluri pe bazid de HEMA si comonomer AAm
d) hidrogeluri pe bazi de HEMA si comonomer AE
e) hidrogeluri pe bazi de HEMA si comonomer AB

IV.3. Analiza critica a materialelor si selectia sistemelor cu
potentiale aplicatii hiomedicale

Tn tabelul 12 sunt sintetizate principalele valori obtinute pentru hidrogelurile

sintetizate si cartilajul articular.
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Tabelul 12. Sinteza rezultatelor preliminarii obtinute

Grad de -
Proba umflare E* (MPa)
) (MPa, la3Hz)

HEMA 26 1 2,310,5 0,7+0,02
HEMA 5%AA 711 0,23 10,1 0,7+0,03
HEMA 15%AA 76x1 0,22+0,4 0,6+0,01
HEMA 25%AA 85 £1 0,24 £0.1 0,4+0,03
HEMA 5%AAmM 8211 0,76+0,2 0,5+0,02
HEMA 15%AAm | 120+1 7,71£0,3 0,3+0,01
HEMA 25%AAm | 160+1 3,8740,1 0,2+0,03
HEMA 5%AE 52+1 0,71+0,4 0,1+0,01
HEMA 5%AB 55+1 1,61+0,5 0,1+0,04
Cartilaj articular 751 0,25 £0.2 0,9+0,05

Valorile care se apropie de cele ale cartilajului articular sunt prezentate ingrosat in
tabelul 12. Se poate astfel observa ca prin folosirea comonomerilor pentru hidrogelurile
sintetizate s-au putut controla proprietatile hidrogelurilor pe baza de HEMA. Insi, adaosul
comonomerului AA determind obtinerea de hidrogeluri care se apropie cel mai mult de
comportarea cartilajului articular. De aceea, in continuare, pentru testele urmatoare, se va lua
in considerare doar trei formulari: HEMA 5%AA care are un raspuns mecanic la compresiune
asemandtor cu al cartilajului articular, HEMA 25%AA care are un rdaspuns mecanic la
forfecare asemadnator cu al cartilajului articular, precum si hidrogelul HEMA care este
etalonul si cartilajul articular, pentru a putea compara valorile obtinute. Valoarea obtinuta

pentru cartilajul articular corespunde cu datele bibliografice [162].

IV.4. Analiza nanomecanica a hidrogelurilor p{HEMA-co-AR)

Pentru hidrogelurile selectate, datorita faptului ca sinteza a fost realizata prin
polimerizare radicalica, s-a pus problema omogenitatii de suprafata. Pentru aceasta, au fost
realizate teste la scard nano, folosind microscopia de forta atomica. Testele de nanoidentare au

fost realizate in aceleasi conditii ca si cele la scard macro.

162. Mow V.C., Ratcliffe A., Structure and function of articular cartilage and meniscus, In: Basic orthopaedic
biomechanics, 2nd ed. Philadelphia, PA: Lippincott-Raven (1997), p. 113-177.
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Tn tabelul 10 sunt prezentate valorile tipice comparative pentru a putea realiza teste la

scara nano, in aceleasi conditii ca cele de la scara macro.

Tabelul 13. Comparatie intre parametrii pentru testele nano si macro [163]

Nano Macro
Aria de contact 10-16 m2 10-5m2
Forta 0-200x10-9 N 1-10N
Tensiunea 0-2 GPa 0,1-1 MPa
Viteza 0,05-10 pm/s 10 um/s -260 mm/s

Dupa cum se poate observa, pentru a avea o corespondenta intre testele de la scara
macro si nano, forta normala este de sapte ordine de marime mai mica in testele nano decat in

cele macro.
IV.4.1.Teste de nanoidentare

PRINCIPIU: pentru misurarea proprietitilor nano-macanice ale cartilajului de pui si
hidrogelurilor sintetizate s-au utilizat masuratori in AFM. Pentru aceasta aplicatie, esantionul
vine in contact cu varful nanometric al AFM-ului intr-o manierd controlata, prin deplasarca
tubului piezoelectric [Z (nm)]. In urma contactului, are loc o deflexiune staticd a cantilever-
ului. Aceasta deviatie este masurata prin intermediul reflexiei fascicolului laser, care este
proportionald cu forta [Fn(pN)] suportatd de cantilever (Figura 87).

Pentru interpretarea rezultatelor au fost trasate curbe de forta de apropiere, F in functie de

deplasarea pe directia z.

Fotodioda

ple]
/)

Laser

Fn

Cantilever

Deplasare
peZ
(nm)

Figura 87. Reprezentarea schemei simplificate a AFM-ului

163. Feldman K., Fritz M., Hahner G., Marti A., Spencer N.D., Surface forces, surface chemistry and tribology,
Tribology International (1998), 31(1-3): 99-105.
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PARAMETRI:

MODELUL TEORETIC CONTACTUL LUI HERTZ: Contactul lui Hertz se referd la fortele
localizate atunci cand doua suprafete sferice vin in contact, si se deformeaza usor sub actiunea
fortelor aplicate. In acest caz, cele doud suprafete sunt varful nanometric si esantioanele,
considerate sferice la scara nanometrica. Teoriei lui Hertz ne permite sd punem in ecuatie (F
este 4/3 YR E* (dz)1,5) forta din zona de contact in functie de forta normald aplicatd [F

(pN)], raza varfului nanometric (R) si modulul de elasticitate aparent [E*(MPa)].

1V.4.1.1 Stabilirea parametrilor experimentali

PROTOCOL EXPERIMENTAL

PROBELE: Hidrogelurile sintetizate si cartilajul de pui proaspat, prelevat in aceeasi zi au
fost fixate (prin lipire cu ajutorul unei cantitati mici de cianoacrilat) in suporti de teflon

(Figura 88).

Mediu de hidratare
13mm

2,5mm"

5mm

~
&
<

32mm .
Hidrogel
Suport de teflon

Figura 88. Schema suportului de teflon utilizat la testele de nanoidentare

Utilizarea acestor suporti in teflon a permis formarea unui menisc la adaugarea
mediului de hidratarea, asigurand astfel mentinerea condifiilor de hidratare pe parcursul
experimentelor.

Pentru analize au fost utilizate doua tipuri de nanosenori (Figura 89):

e cu varf ascutit, din nitrura de siliciu (Si3Ni4) cu raza de 10nm si constanta
elastic de IN/m (Veeco, DNP-S10) (Figura 89a);
e cu varf sferic, din borosilicat cu raza de 20pum si constanta elastica de 2,8

N/m (NanoandMore, CP-FM-BSG) (Figura 89b).

R=20pm

a) b)
Figura 89. Micrografii ale nanosenzorilor folositi:
a) varf sferic

b) varf ascutit
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Testele au fost facute la o viteza medie de 500nm/s .

INTERPRETARER STATISTICA: Fiecare test a fost repetat de trei ori, i cu ajutorul

programului de statisticd Student t (Kelida Graph) a fost determinatd deviatia standard, ca

indicator statistic al gradului in care o valoare individuala dintr-o distributie de valori, tinde sa

varieze fata de media distributiei.

IV.4.1.2. Rezultate si discutii

Pentru masurarea deflexiunii cantilevierului care sustine varful nanometric, la

aporpierea esantionului, avem urmatoarele situatii (Figura 90):

cand varful nu este in contact cu suprafata nivelul deflexiunii cantilever-ului
este zero, deci forta exercitata asupra sondei este zero;

cand varful este In contact cu o suprafasa rigida (in cazul nostru este referinta),
cum aria de contact ramane constantd pentru ca suprafata nu se deformeaza,
deflexiunea masuratd va fi comportarea elastica a cantilevierului, deci, vom
obtine o dreaptd cu panta proportionald cu constanta elastica a cantilever-ului:
kc;

cand varful este in contact cu o suprafata elastica (cazul hidrogelurilor si a
cartilajului articular) deflexiunea cantilever-ului va fi reprezenta de deformarea
cantilever-ului+deformarea probei: kc+ks. Cum contactul este considerat la

scara nano sferd-plan, aria de contact variaza cu forta normald, si vom obtine o

curba parabolica.
Referinta
Forta normala(Fn) Sup/;afa;a rigida
nN
(nN) $
??W, Cartilaj/Hidrogel
/"' Suprafata elastica
]
Fara contact ke /g/é
Deplasare pe Z
(nm)

Figura 90. Interpretarea curbelor obtinute prin nanoidentare

Pentru a interpreta aceste masuri vom fita curba parabolica printr-0 regresie de tip

putere (Figura 91).
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Figura 91. Reprezentarea curbelor Fn/R in functie de identare si curbele de fitare tip putere

Tn figura 90 se poate observa curbele de identare pentru hidrogelurile sintetizate si
cartilajul articular obtinute in cazul testelor cu varful sferic. Rezultatele (statistica pe ~1000
puncte de masura) ne aratd cd, in cazul hidrogelurilor testate cu varf sferic si cartilajului
articular testat cu varf ascutit, analiza regresiei cu ajutorul unei curbe tip putere ne da un
coeficient a de 1,5 (Figura 92a). Insa, in cazul cartilajului articular, pentru testele in care este

folosit nanosenzorul cu varf sferic obtinem coeficient 1 (Figura 92b).
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Figura 92. Histogramele obtinute pentru:
a) hidrogelurile sintetizate testate cu varf sferic si cartilajul articular
testat cu varf ascutit

b) cartilajul articular testat cu varf sferic

Explicatia acestui comportament se poate pune pe baza rugozitdtii cartilajului

articular. Cartilajul articular are o rugozitate de ~1000nm. Avand acelasi ordin de mérime cu
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cel al varfului de nanoidentare, este posibil sa avem contacte multiple (Figura 93), ceea ce va

duce la obtinerea unui coeficient cu valoarea 1.

a) b)
Figura 93. Schema simplificata a cartilajului articular testat cu:
a) varf sferic

b) varf ascutit

In consecinti, pentru a avea rezultate verosimile la scari nanometrici, trebuie
controlati parametrii de testare, pentru a putea minimiza interpretarile gresite. De exemplu,
curbele AFM arata ca pentru testele in care s-a folosit varful sferic, cu raza de 20um, se
obtine o curba de regresie cu coeficientul de 1,5, In cazul in care rugozitatea este mica (cazul
hidrogelurilor), insa, cand rugozitatea este de acelasi ordin de mérime cu raza varfului (cazul
cartilajului articular), rezultatele nu urmeaza aceeasi lege, avand mai degraba o lege liniara,
aceasta putand fi datoratd punctelor multiple de arii de contact. Pentru a solutiona aceasta
problemad, s-a ales folosirea unui varf cu o razd mai micd decat rugozitatea cartilajului
articular [164].

Deci, pentru a putea avea date interpretate de teoria lui Hertz, trebuie sa alegem varful
nanosenzorului in functie de rugozitatea probelor.

O altd conditie pentru a putea aplica teoria lui Hertz, este sd nu existe forte de
adeziune. Se poate observa din histograma din figura 94 ca doar 40% din curbele obtinute au

avut o adeziune de 0,7nN, in timp ce mai mult de jumadtate din ele nu prezinta adeziune.
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=
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8 de0,7nN
S
=~ s50L ]
0

0O 02 04 06 08 1 12 14
Forta de adeziune (nN)

Figura 94. Histograma pentru fortele de adeziune

164. Bostan L., Sfarghiu-Trunfio A-M., Verestiuc L., Popa M.I., Munteanu F., Berthier Y., Macro and nano-
tribological characterisation of a new HEMA hydrogel for articular cartilage replacement, Computer Methods
in Biomechanics and Biomedical Engineering 92010), 13(1): 33-35, ISSN: 1025-5842.
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Toate aceste rezultate, ne permite aplicarea modelului teoretic al contactului lui Hertz,

cu ajutorul cdruia va fi posibila calcularea modulului elastic aparent la scara nano (Figura 95).
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Figura 95. Histograme obtinute pentru valorile modului elastic aparent:
a) cartilajul articular
b) hidrogelul HEMA 5%AA

Valorile obtinute pentru modulul elastic aparent sunt prezentate in tabelul 14.

Tabelul 14. Valorile modulului de elasticitate aparent obtinute la scara nano

Proba E* (MPa)
HEMA 0,9+0,08
HEMA 5%AA 0,5+0,1
HEMA 25%AA 0,2+0,07
Cartilaj articular 0,9+0,1

Valorile modulului de elasticitate aparent obtinut la scara nano sunt comparabile cu
cele obtinute la scard macro, Tnsa cu mici diferente. Aceste diferente cresc cu addugarea
comonomerului de AA si se datoreaza neomogenitatii hidrogelurilor, asa cum au aratat si

testele de determinare a unghiului de contact dinamic.

Influenta variatiei de viteza

Viteza medie la care au fost realizate testele a fost variatad, de la 10um/s la 0.05um/s.
Se poate observa din rezulatele obtinute (Figura 96) ca modulul elastic aparent scade odata cu
cresterea vitezei, ceea ce confirmd, inca o data, caracterul vascoelastic al hidrogelurilor

sintetizate asemanator cu cel al cartilajului articular.
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EHEMA
2 1 B HEMAS5%AA
BHEMA25%AA
m Cartilaj articular

10um/s lum/s 0.5um/s 0.05um/s

Figura 96. Modulul de elasticitate aparent la scard nano in functe de viteza

V5. GONCLUZII

1. Testele de compresiune au fost realizate pentru a evalua proprietatile hidrogelurilor
sintetizate comparativ cu cele ale cartilajului articular. Hidrogelurile HEMA si HEMA cu
comonomerul AA au avut un comportament asemanator cu cel al cartilajului articular, in ceea
ce priveste modulul elastic aparent(E*).

2. Testele de forfecare pe hidrogelurile sintetizate si pe cartilajul articular au permis
determinarea modulului de forfecare global (G*). Valorile obtinute confirma proprietatile de
vascoelasticitate a hidrogelurile sintetizate cu comonomerul AA, comportarea acestora fiind
asemanatoarea cu cea a cartilajului articular.

3. Pe baza rezultatelor obtinte, s-aiu selectata trei formulari pentru urmatoarele teste:

e hidrogelul HEMA, etalonul, pentru a vedea comparativ comportamentul
hidrogelurilor obtinute prin modificarea acestui hidrogel;

e hidrogelul HEMA 5%AA care are un rdaspuns mecanic la compresiune
asemanator cu al cartilajului articular;

e Hidrogelul HEMA 25%AA are un raspuns mecanic la forfecare asemandtor cu
al cartilajului articular.

4. Omogenitatea suprafetei hidrogelurilor sintetizate a fost testatda la scara nano cu
ajutorul AFM-ului, in aceleasi conditii ca cele realizate la scara macro. Valorile modulului de
elasticitate aparent obtinut la scard nano sunt comparabile cu cele obtinute la scard macro, cu

mici diferente datorate neomogenitatilor care cresc odatd cu adaugarea de comonomer AA.
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CAPITOLULVY
ANALIZA TRIBOLOGICA A HIDROGELURILOR

"Dintre toate variabilele asociate cu
miscarea de rostogolire, cel mai important factor este
frecarea. Frecarea in miscarea de rostogolire, ca si
alte procese mecanice, poate fi un prieten bun sau un
dusman de moarte, iar controlul siu intr-un interval
maxim de valori este esential pentru fiecare proces.”
Eduard Williams Roberts (1997)

Una din cele mai importante caracteristici mecanice ale cartilajului articular o
reprezintd coeficientul de frecare foarte mic dar si uzura mica, ceea ce il face un material
performant din punct de vedere tribologic.

In biomecanica articulara, tribologia se ocupa cu studiul fortelor care permit ca doua
corpuri solide alaturate sa se deplaseze unul pe celalalt, deplasare ce se realizeaza ca forte
tangentiale, intensitatea de frecare depinzand de:

e masa corpurilor ce se deplaseaza: determind presiunea unitard, care este forta de
presiune a masei pe unitatea de suprafata (ce va favoriza uzura mai rapidd sau mai
lenta a suprafetelor de contact);

e forma spatiald a suprafetelor de contact de care depinde congruenta acestora;

e natura chimica a suprafetelor de contact, ce realizeaza “coeficientul de frecare”;

e viteza de deplasare relativa, care pe masurd ce creste determind scaderea fortei de
frecare, ajungéndu-se la “frecarea de alunecare”;

e cexistenta unui lichid intermediar intre suprafetele articulare, care influenteaza
intensitatea fortelor de frecare, lichidul sinovial, lichid non-newtonian (vascozitatea
lui scade pe masura ce viteza de deplasare si sarcina de incarcare se maresc).
Lubrefierea specificd a cartilajului (de suprafatd, prin absorbtia lubricinului din

structura sa, peste care “adera” o peliculd de lichid format din amestecul
condromucoproteinelor secretate de condrocite si acidul hialuronic al lichidului sinovial) Ti

asigura un coeficient de frecare foarte mic, cu valori de 0,005-0,01 [165].

165. Mow V. C., Proctor S. C., Kelly A. M., Biomechanics of Articular Cartilage, in Basic Biomechanics of the
Musculoskeletal System, Nordin M. and Frankel V. H. eds., Lea & Ferbinger, Philadelphia, London (1998).
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Datorita modului de unire al capetelor articulare, miscarile fiziologice ale articulatiilor
n jurul unor axe biomecanice, sunt de tip special, care permit variate tipuri de mobilizari ale
segmentelor capetelor articulare:
e pendular, ce realizeazd miscarile clasice de flexie, extensie, abductie, adductie,
circumductie ale segmentelor;
e oscilator, care implicd mobilizarile polivalente, oscilante ale segmentelor cat si miscari
intracapsulare ale capetelor osoase: alunecarea (glisarea)
e rularea, o suprafatd articulard se rasuceste, descriind un arc de cerc, in jurul axului
longitudinal al osului;
e sinovia, membrana conjunctivo-histiocitard ce inveleste spatiul articular si creeaza
intraarticular vilozitatile sinoviale, secretd lichidul sinovial (lubrifiantul perfect) care
alaturi de structura speciald a sinovialei favorizeaza miscarea articularda cu o
opozabilitate cat mai mica.
Avand aceste proprietati tribologice importante, cu un coeficient de frecare foarte mic,
si este necesar ca materialele pentru ingineria tisulard a cartilajului articular sd reconstruiasca
toate aceste proprietati. Astfel, hidrogelurile sintetizate au fost analizate din punct de vedere al

proprietatilor tribologice, atat la scara macro cat si la scara nanometrica.

\.1. Studii de frecare la scara macroscopica

PRINCIPIUL METODEI consti in frecarea suprafetei esantioanelor pe o suprafata de sticla.
Avantajul folosirii platanului din sticla consta in faptul ca se poate vizualiza contactul dintre
cele doua suprafete, si degradarea probelor, acolo unde este cazul.

PARAMETRI folositi pentru testele tribologice au fost stabiliti pe acelasi reometru ARES
folosit la testele de comprimare si forfecare. De obicei, testele tribologice se realizau cu un
tribometru, insd folosirea reometrului ne permite controlarea unor parametri, ca viteza de
deformare si frecventa de oscilare. De asemenea, geometria hidrogelurilor nu are importanta,
iar sensibilitatea Tn masurarea de coeficienti de frecare mici este mai mare decat in cazul unui
tribometru [166]. A fost impusd o deformare normald constantd (15% din grosimea
hidrogelurilor) si s-a masurat cuplul de frecare alcatuit din forta normald si tangentiald, ceea
ce ne-a permis sa reprezentdm coeficientul de frecare in functie de timp. Pentru a evita

suprapunerea liniilor de frecare ale celor trei hidrogeluri am realizat deplasari alternative

166. Gong J.P, Osada Y., Surface friction of polymer gels, Polymeric Science (2002), 27: 3-38.
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corespunzatoare unei treimi din circumferinta platanului reometrului (Figura 97). Testele au

fost relizate in mediu hidratat, solutie pH 7, pentru a imita mediul fiziologic in vivo.

Fn

|_» Platan din

metal
u T Platandin

Mediu de C sticla

uplul
hidratatre P
de frecare

Distanta de frecare
+/- (2=nR)/3

Viteza 0.5mml/s

Figura 97. Reprezentarea schematica a dispozitivului de frecare la scara macro

COEFICIENTUL DE FRECARE [COF), pcrmite caracterizarea contractiei perpendiculard la
directia efortului aplicat. La o intindere, este raportul dintre contractia transversala si alungire
axiala. Este Tntotdeauna mai micad sau egala cu 0,5, o valoare limita care corespunde unei

material incompresibil, cum ar fi de exemplu un lichid sau cauciuc (material solid).

V.1.1. Stablirea parametrilor experimentali

PROTOCOL EXPERIMENTAL pentru testele realizate a fost folositd o vitezd de 0,5mm/s,
valoare ce reprezintd media intervalului fiziologic [167]. Forta tangentiald inregistrata in
timpul testelor a fost divizata la forta normala, obtinandu-se astfel coeficientul de frecare
(COF).

PROBELE folosite au fost trei hidrogeluri plan convexe care au fost simetric lipite pe
platanul superior din metal iar cel pe care au fost frecate hidrogelurile din sticla. Hidrogelurile
au fost 1n stare hidratata in solutie tampon pH 7.

INTERPRETAREA STATISTICA: Ficcare test a fost repetat de trei ori, si cu ajutorul
programului de statistica Student t (Kaleida Graph) a fost determinatd deviatia standard, ca
indicator statistic al gradului in care o valoare individula dintr-o distributie de valori, tinde sa

varieze fata de media distributiei.

167. Macirowski T., Tepic S. and Mann R.W., Cartilage stresses in the human hip joint, ASME (1994), 116: 10-
18.
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V.1.2. Rezultate si discutii
Penrtru a calcula coeficientul de frecare s-a determinat valoarea acestuia la dus si
intors in functie de timp (Figura 98). Valoarea COF este media valorilor obtinute care are

semnul plus la dus si semnul minus atunci cand a fost schimbat sensul de frecare.
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e
L
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Figura 98. Graficul COF la scara macro in functie de timp
Valorile obtinute si cu deviatia standard respectiva sunt prezentate in tabelul 15.

Tabelul 15. Valorile coeficientilor de frecare pentru hidrogelurile sintetizate

Proba COF
HEMA 0,02+0,002
HEMA 5%AA 0,05+0,004
HEMA 25%AA 0,03+0,003
Cartilaj articular 0,01+0,005

Rezultatele au aratat un coeficient de frecare mic, de ordinul 10-2, si constant pentru o

perioada de 30 minute fara degradarea mecanica a probelor.

Influenta variatiei de viteza

Reteaua polimerica retine lichidul in hidrogel, datorita fortelor de interactiune, astfel
hidrogelul are o anumita rigiditate, insa, in acelas timp hidrogelul are o consistentd moale,
deformandu-se sub actiunea unei forte externe. Comportamentul hidrogelurilor la frecare este
diferit de cel al solidelor, astfel, se poate observa o variatie a coeficientului de frecare n
functie de forta normala, viteza de frecare, si in functie de compozitie.

Coeficientul de frecare scade cu cresterea deformatiei aplicate si a vitezei de frecare
(Figurile 99 si 100).
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Figura 99. Variatia COF in functie de deformare
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Figura 100. Variatia COF in functie de viteza de frecare

Acest comportament se datoreaza rugozitatilor probelor, astfel incat, in cazul unei
deformari mici, sau unei viteze de frecare mici, rugozitatile nu sunt complet comprimate, si
aderi la suprafata de frecare. In cazul unei comprimiri mai mari, rugotitatile sunt complet
compriate, iar mediul hidratat asigurd un film de lubrefiere continuu astfel incat, valoarea

coeficientului de frecare scade.

V.2. Teste nanotrihologice

AFM-ul permite inregistrarea fortelor laterale care apar in urma intractiunilor dintre
virf si suprafatd. Exista doud forte laterale care au o componenta orizontala: forta de frecare si

forta normala, care deriva din verticald datorita asperitatilor de suprafata (Figura 101).
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Figura 101. Natura fortelor laterale

Forta normala este determinata de rugozitatile de suprafata. De aceea, fortele laterale
dau informatii in ceea ce priveste topografia de suprafati. Insa, studiul fortelor de frecare ne
pot da alte informatii importante referitoare la proprietatile de suprafata. Astfel, AFM este o
tehnica foarte importanta pentru tribologie.

Masurarea fortelor laterale este influentata de fortele de frecare dar si normale. De
aceea nu este posibild masurarea lor intr-un singur pas. Pentru separarea efectului tribologic,
este de ajuns sa se inverseze directia de scanare. In acest caz, forta de frecare iti va schimba
semnul, in timp ce fota normala va ramane constanta.

PRINCIPIUI METODEI constd in faptul ca, in afara forfelor normale, cantileverul este
sensibil si la fortele de frecare (Ff) care creeaza un cuplu de torsiune, si deci o variatie pe
orizontald a semnalului fotodiodei. Experimenetele de frecare au fost realizate In modul de
modulare lateral. Aceasta tehnica consta in aplicarea unei deplasari laterale contactului dintre
varf si suprafatd si masurarea raspunsului de torsiune, adicd a fortei laterale create, in

conditiile 1n care forta normala este constanta (Figura 102).

Fotodioda
Laser

Cantilever

X Deplasare pe X
(nm)

Figura 102. Reprezentarea schematica a dispozitivului de frecare la scara nano
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V.2.1. Stablirea parametrilor experimentali
Pentru PROTOGOLUL EXPERIMENTAL in cazul masuritorile tribologice la scard nano s-a

folosit tot microscopul de forte atomice. Esantionul este in contact cu sonda, si se impune 0
deplasare a esantionului mentinand forta normald constantd. Masurand torsiunea
cantilevarului putem determina forta laterald cunoscand constanta elasticd de torsiune a
levierului. Testele au fost realizate in mediu hidratat, iar pentru a avea aceleasi conditii
experimentale ca cele de la scara macro, s-a folosit un senzor nanometric sferic din borosilicat
(sticld), cu o constanta de torsiune de 150N/m si o raza de 20um. Distanta de frecare a fost de
~ 20 pm, iar viteza de 0,5 pum/s ceea ce corespunde la 3Hz, valoare corespunzatoare
conditiilor fiziologice [168]. Forta normala a fost de 500 nN.

PROBELE folosite au constat in hidrogeluri hidratate in solutie tampon pH 7 si cartilaj
articular de pui.

INTERPRETAREA STATISTICA: Fiecare test a fost repetat de trei ori, si cu ajutorul
programului de statistica Student t (Kaleida Graph) a fost determinatd deviatia standard, ca
indicator statistic al gradului in care o valoare individula dintr-o distributie de valori, tinde sa

varieze fata de media distributiei.

V.2.2. Rezultate si discutii
Valorile COF la scari nano in functie de timp sunt reprezentate in figura 103. in cazul
carilajului articular, datorita rugozitatilor sale de acelasi ordin cu cel al senzorului AFM, nu s-

a putu interpreta valorile obtinute.
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Figura 103. Graficul COF la scara nano in functie de timp

Valorile obtinute si cu deviatia standard respectiva sunt trecute in tabelul 16.

168. Stolz M., Raiteri R., Daniels A.U., VanLandingham M.R., Baschong W., and Aebi U., Dynamic Elastic
Modulus of Porcine Articular Cartilage Determined at Two Different Levels of Tissue Organization by
Indentation-Type Atomic Force Microscopy, Biophysical Journal (2004), 86: 3269-3283.
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Tabelul 16. Valorile coeficientilor de frecare obtinuti

Proba COF
HEMA 0.03+0.005
HEMA 5%AA 0.05+0.007
HEMA 25%AA 0.02+0.003
Cartilaj articular -

Valorile obtinute sunt mici, de ordinul 10-2, cu mici diferente fata de valorile obtinute

la scara macro.

Influenta variatiei vitezei
S-a studiat comportamentul hidrogelurilor la variatiei fortei normale aplicate si a
vitezei de frecare. Influenta variatiei coeficientului de fecare in functie de forta aplicatd si

viteza sunt reprezentate 1n figura 104, respectiv figura 105.
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Figura 104. Variatia COF in functie de forta aplicata
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Figura 105. Variatia COF in functie de viteza de frecare
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Se poate observa aceeasi tendintd de variatie a coeficientului de frecare, si anume o
scadere a valorii sale 1n functie de forta aplicata si viteza, datoratd comprimarii rugozitatilor si

regimului de lubrefiere respectiv.

Tehnica AFM oferd un contrast extrem de mare pe suprafete netede la scarad
nanometrica. Microscoapele optice si electronice nu pot sd determine textura suprafetei care
este usor masuratd cu AFM. Aplicatiile includ vizualizarea topografiei suprafetei atit in
perspectiva 2D cat si 3D, masurarea rugozitatii de suprafata si a ariei acesteia. Toti parametrii

pot fi calculati dupa ce imaginea este achizitionata.

PRINCIPIUL METODEI AFM consti in misurarea topografiei probelor prin scanarea unui
varf pe o suprafatd atat in aer cét si in lichid. Imaginile sunt generate cu ajutorul unui semnal
ce vine de la fotodetector, acesta fiind asociat cu deflectiile cantilever-ului In urma interactiei
acestuia cu suprafata. Forta dintre varf i suprafata, este valoarea de referintd pentru deflexia

cantilever-ului.

\.3.1. Stahlirea parametrilor experimentali

Pentru PROTOCOLUL EXPERIMENTAL s-a ales un senzor AFM cu o constantd elasticd
mica de 0,2 N/m (VEECO, DNP-S-10), in modul contact. A fost masurata rugozitatea pic-la-
pic, care reprezintd valoarea medie dintre picul maxim si minim de rugozitate.

PROBELE folosite au constat in hidrogeluri hidratate in solutie tampon pH 7.

INTERPRETAREA STATISTICA: Ficcare test a fost repetat de trei ori, si cu ajutorul
programului de statistica Student t (Kaleida Graph) a fost determinatd deviatia standard, ca
indicator statistic al gradului in care o valoare individula dintr-o distributie de valori, tinde sa
varieze fata de media distributiei.

V.3.2. Rezultate i discuti

Imaginile topografice sunt prezentate in figura 106.

Cette thése est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/20111SAL0017/these.pdf | 162
© [L.E. Bostan], [2011], INSA de Lyon, tous droits réservés



CAPITOLUL V | STUDII PRIVIND EVALUAREA BIOMECANICA A HIDROGELURILOR

Figura 106. Topografia AFM pentru hidrogelurle:
a) HEMA
b) HEMA 5%AA
c) HEMA 25%AA

Valorile rugozitatilor pic-la pic sunt prezentate in tabelul 17. Se poate observa cd valorile

rugozitatilor pic-la-pic sunt mici, ca si consecinta a folosirii matritei din ceramica.

Tabelul 17. Valorile rugozititii pic-la-pic

Rugozitate pic-la-pic
Proba
(nm)
HEMA ~15+2
HEMA 5%AA ~50 5
HEMA 25%AA ~25+2

Valoarea rugozitatii a variat la adaugarea comonomerului de AA, nesemnalandu-se 0
dependenta liniara a caracteristicii odata cu cresterea concentratiei de AA in hidrogel; adaosul

de AA in hidrogel a determinat, totusi, o crestere a rugozitatii materialului.

\.4. CONCLUZII

1. Caracteristica mecanica principala a cartilajului articular, coeficientul de frecare, a
fost determinata pentru hidrogelurile sintetizate, atat la scra macro, cat si nano.

2. Valorile coeficientilor de frecare determinati, atat la scra macro cat si nano, pentru
hidrogelurile sintetizate, au valori mici de ordinul 10-2, de acels ordin de marime cu valoarea

cartilajului articular.
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3. Coeficientului de frecare a variat in functie de structura hidrogelurilor, astfel,
valoarea sa a scazut cu cresterea gradului de umflare, deci cu adaugarea de comonomer AA.
De asemenea, asa cum era de asteptat, coeficientul de frecare a fost mai mic in cazul

hidrogelurilor cu rugozitate mai mare.
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CAPITOLUL VI
STUDII CINETICE DE INCARCARE $1 ELIBERARE DE PRINCIPII
ACTIVE IN/DIN HIDROGELURI PCLHEMA-CO-AR)

"Pentru a raspunde la noi intrebdri, pentru
a crea noi posibilitdti, in ceea ce priveste problemele
vechi, dintr-o perspectivd noud, avem nevoie de
imaginatia creatoare i rezultate progresiste din
domeniul stiingei. "

Albert Einstein (1879-1955)

"Existd trei mijloace principale de obtinere a
cunogtingelor. . . observarea, meditarea, §i
experimentare. Observare colecteazd fapte; meditatia
le combind; experimentarea verificd rezultatul acestei
combinati."

Claude Bernard (1813 - 1878)

Ingineria tisulara a cartilajului articular presupune, pe de o parte, sinteza de matrici cu
proprietdfi asemandtoare cu cele ale cartilajului articular, iar pe de alta parte, datorita faptului
ca terapia medicamentoasa orald a condroplastiilor are multe efecte secundare, eliberarea unor
principii active din aceste matrici sintetizate.

In terapia medicamentoasi, adesea sunt necesare doze repetate care si mentini
nivelele de medicament in domeniu terapeutic, o risipa uneori de medicament, in cazul celor
costisitoare. Pentru a garanta existenta unei cantitati suficiente de medicament la organul
destinat, sunt necesare uneori doze crescute. Mai mult, metodele specifice de administrare
(de exemplu injectiile) pot fi neplacute.

Cu ajutorul unor sisteme de eliberare controlatd de medicament, se poate administra
"tintit" un principiu activ (medicament), sau elibera controlat. Ca si suport, s-au folosit
hidrogeluri pe bazd de HEMA si comonomer AA, datorita biocompatibilitatii lor, precum si
comportamentului mecanic asemandtor cu cel al cartilajului articular, facandu-le candidate

ideale pentru implantul de cartilaj articular.
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\IL.1. Eliberarea controlati de principii active: Generalitati

Termenul de eliberare controlata se refera la sistemele de eliberare a medicamentelor
care poseda un caracter efectiv, stabil si predictibil de eliberare, ce evolueaza in functic de
variabilele ce guverneaza sistemul receptor.

Sistemele cu eliberare controlatd au aparut ca o necesitate, in obfinerea unui anumit
profil cinetic, la administrarea unui principiu activ (medicament) in organism sau intr-un alt
mediu. Metodele de preparare au la baza procese fizice simple sau reactii chimice in principal
intre un principiu activ si un suport polimeric, care pot fi de tip ionic sau covalent.

Realizarea unor sisteme de dozare controlatd s-a dovedit a fi o necesitate evidentd a
medicinii moderne, ca urmare a faptului ca utilizarea medicamentelor traditionale prezinta o
serie de dezavantaje (Figura 107):

e doza clasica realizeaza doza terapeutica pentru o scurtd perioada de
timp, necesitdnd pentru realizarea tratamentului administrari
repetate;

e concentratia in sange a principiului activ nu poate fi constanta,
depasind nivelul toxic al acestuia;

e resorbtia neuniforma si incompleta a principiului activ;

e obisnuinta la agentii patogeni.

Administrare Administrare
conventionald controlata

Nivel terapeutic toxic

Nivelul terapeutic minim

]
I
I

J Nivelul terapeutic dorit

Concentratia de medicament

Timp
Figura 107. Tipuri de administrare a medicamentului
In timp ce majoritatea eforturilor de pand acum s-au concentrat pe dezvoltarea de
tratamente sistemice, aceste principii active au un risc considerabil de efecte sistemice
adverse, cum ar fi efectele cardio-vasculare si efectele secundare gastrointestinale, identificate
la majoritatea medicamentelor antiinflamatorii nesteroidiene (AINS) si inhibitorilor
ciclooxigenazei 2 (COX-2) utilizati in tratarea durerii articulare din etapele de desfasurare a

procesului inflamator (Figura 108).
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. Traume
Virsta . Uzura

Inflamatie Inflamatie

Celula/Tesut  *

Acid arahidonic

Mecanism dual de actiune

4 | | |

— 3 T
Ulceratii gastrice  Ulceratii gastrice Eliberare de citokine
Agregare plachetar Atac de cord Hiperalgie

Disfuctii renale

Figura 108. Etapele reactiilor inflamatorii

Mecanismele de eliberare sunt complexe dar, pe baza modelelor cinetice simple, se
pot stabili relatii intre viteza de eliberare si timp. Administrarea acestor sisteme se poate
realiza pe aceleasi cai ca si in cazul princpiului activ sub forma simpla, in schimb, fata de
administrarea asa-zis traditionala, poate prezenta unele avantaje semnificative.

Astfel se pot evita:

e unele bariere avand ca efect reducerea toxicitatii;
e marirea intervalelor de administrare (reducerea dozelor);
e cliberare la tinta;
e alte cai de administrare decat cele cunoscute.
Biotehnologia poate utiliza cu succes avantajele oferite de sistemele cu eliberare
controlata in cele mai diverse domenii: farmaceutic, medical etc.

In medicina si farmacie, principalele utilizari ale hidrogelurilor sunt in domeniul
biosenzorilor, eliberarii controlate a medicamentelor si regenerarii tesuturilor si se datoreaza
proprietatilor remarcabile pe care acestea le au:

e continutul lor de apa si elasticitatea le face similare cu tesutul natural
din punct de vedere al interactiunilor biologice la nivel molecular;

e multe hidrogeluri furnizeaza suprafete inerte (pentru diversele
dispozitive implantabile) care previn adsorbtia nespecifica a proteinelor (antifouling);

e moleculele biologice pot fi legate covalent de hidrogeluri prin

intermediul unor reactii chimice bine controlate;
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e proprietatile mecanice si gradul de umflare in apa ale hidrogelurilor pot
fi reglate relativ usor, de exemplu prin modificarea densitatii de reticulare;

e hidrogelurile pot fi sintetizate sa-si modifice proprietatile sub actiunea
unor stimuli externi, cum ar fi temperatura, pH, etc.

Datorita diverselor materiale utilizate in obtinerea sistemelor de eliberare controlata si
a diferitelor cai de actiune ale acestora, este dificila clasificarea pe baza unei singure variabile,
precum: structura chimica, mecanismul de actiune, modul de actiune.

Din punct de vedere terapeutic, sistemele de eliberare controlatd a substantelor
biologic active prezintd urmatoarele avantaje:

e localizarea eliberarii medicamentului intr-o anumitd regiune a
organismului, fapt ce contribuie la scaderea nivelului concentratiei terapeutice;

e potentarea activitatii prin cuplarea mai multor unitati de principiu activ,
identice sau diferite, pe acelasi polimer purtator;

e asigurarea tratamentului continuu, chiar si In timpul somnului;

o factorul economic este favorabil.

Dintre dezavantajele sistemelor de eliberare controlata :

e dificultatea de a modifica sau de a regla dozarea la perioade scurte de
timp. De aceea, In majoritatea cazurilor practice, se fac observatii ale raspunsului
organismului la doze singulare de principiu activ dupa care se administreaza
medicamentele cu eliberare prelungita;

e cfecte secundare: produsele cu eliberare prelungitd nu prezintd doar
efectul benefic de durata extinsa a medicamentului ci si in cazuri de hipersensibilitate
a pacientului pentru o anumita medicatie, efecte secundare nedorite;

e risc de toxicitate in cazul in care suportul este degradat si se produce
eliberarea cvasitotald a principiului activ.

Biomaterialele/hidrogelurile care intrd in structura unui sistem de eliberare controlata
trebuie sa Tndeplineasca anumite condifii:
e sa fie inert din punct de vedere chimic;
e sd nu contind impuritdti toxice pentru organism;
e sd aiba o structura fizica adecvata;
e sa fie usor de prelucrat;
e sa fie degradabil sau nedegradabil in functie de destinatie si scop;

e metabolitii unui biomaterial degradabil sa fie netoxici.
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Pentru a analiza caracteristicile de suport pentru eliberare controlatd de medicamente,
hidrogelurile pe bazd de HEMA si AA s-au supus testelor de incarcare si eliberare de principii

biologic active utilizate in tratamentul afectiunilor cartilajului.

Vi.1.1. Alegerea principiului activ

Antiinflamatoriile nonsteroidiene (AINS) sunt folosite eficient in combaterea
durerii, administrate pe cale generald sau topice locale. Toleranta digestiva, prezenta unor
afectiuni simultane, prezenta unor contraindicatii §i, nu in ultimul rand, experienta personala a

practicianului vor determina alegerea preparatului. Dintre acestea mentionam (Tabel 18):

Tabelul 18. Tipuri de AINS folosite in tratarea patologiilor articulare

Medicament Indicatii Contraindicatii
1.Diclofenac Aurtrite si osteoartrite e uneori greata, diaree,
acute si cronice si epigastralgii (mai ales la
degenerescente Tnceputul tratamentului)
articulare sangerari digestive minore,
Inflamatie dureroasa cefalee, ameteli
posttraumatica, rareori afectarea ficatului cu
postchirurgicala. cresterea transaminazelor,
afectarea rinichiului
foarte rar reactii anafilactoide
(comune pentru toate
antiinflamatoriile
nesteroidiene)
supozitoarele provoaca uneori
iritatie locala - prurit, senzatie
de arsura
2.Ibuprofen Artropatii inflamatorii ulcer gastric si duodenal,
cronice (artrita hepatite, angioedem
reumatoida,
spondilartrita
anchilozanta, artrita
psoriazica)
3.Naproxen Osteoartrite, guta ulcer gastric si duodenal
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artritica, artrite
reumatoide, spondilite
anchilozante,
reumatism articular
acut si alte forme de
boli reumatismale,
articulare si musculare.
Traumatisme Tn
sistemul osteoarticular,

sciatica

(contraindicatie relativa),
predispozitii hemoragice,
hipersensibilitate la
medicament (mai rar)
preparatul nu se
administreaza copiilor sub
varsta de 5 ani. In cazul
cirozelor medicamentul

trebuie administrat cu

precautiune
4.Meloxicam Analgezic sangerare si toxicitate la nivel
Reduce febra gastrointestinal

Antiinflamator

cefalee

linsolubil Tn apa

lusor solubil in acetona,
etanol si methanol

isolubil Tn dimetilformamida

6.Ketoprofen

Antiinflamator
nonsteroidian
Analgezic
Antipiretic

Inhiba sinteza
prostaglandinelor si

agregarea plachetara

Ulcer gastroduodenal n
evolutie
Insuficientd hepatica severa

Insuficienta renala severa

7.Indometacin

Antiinflamatoar
Antipiretic
Analgezic

leziuni ulcerative
gastrointestinale (ulcer
gastroduodenal, colita
ulceroasa, enteritd regionald),
alergie sau intoleranta la
indometacina, alte
inflamatorii nesteroidiene,
salicilati;

prudenta in insuficienta
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renald si hepatica, insuficienta
cardiaca, hipertensiunea
arteriala, la bolnavii cu
tulburari de coagulare, la
psihotici, epileptici,
parkinsonieni si in prezenta
infectiilor

e supozitoarele sunt
contraindicate in caz de
proctita sau antecedente de

proctita si de sangerari rectale

recente.
8. Acetaminofen | Analgezic e prudenti in cazul insuficientei
(paracetamol) Antipiretic hepatice sau renale si in
hepatite

Dintre toate aceste medicamente, s-a ales ibuprofenul si ketoprofenul datorita
utilizarii lor frecvente in tratarea patologiilor articulare si datorita unei reactivitdti ridicate in

tratatare, insa cu cele mai numeroase efecte adverse la nivelul tubului digestiv.

Vi11.1. Ibuprofenul
STRUCTURA

Ibuprofenul este un antiinflamator nesteroidian, derivat al acidului fenilpropionic.
Manifestd actiune antiinflamatoare, analgezica si antipiretica. Ibuprofenul, acid 2-(4'-
izobutilfenil)-propionic, cunoscut si sub denumirea de Nurofen, sintetizat in 1961, reprezinta
un caz interesant de medicament care foloseste amestecul racemic. Enantiomerul (S) este,
insd, responsabil de efectele analgezice si antiinflamatoare. 50% din ibuprofenul racemic, care
este enantiomerul (R) nu este complet pierdut din cauza reactiilor enzimatice produse in
organism care il transforma in enantiomer (S).

Acetilcoenzima-A sintetaza transforma (R)-ibuprofenul in coenzima-A, tioesterul
corespunzator. Urmeaza racemizarea si hidroliza cu formarea (S)-ibuprofenului.

Stabilirea activitatii specifice a enantiomerilor din compusii medicamentosi a fost
posibild dupa dezvoltarea metodelor de separare si identificare a enantiomerilor. Cea mai
potrivita metodda de analizd este cromatografia de lichide din cauza instabilitatii
enantiomerilor si a riscului de racemizare la temperaturile ridicate necesare in cromatografia

de gaze.
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Solubilitatea ibuprofenului creste odata cu pH-ul (Figura 109) [169].
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Figura 109. Curba de solubilitate a ibuprofenului in functie de pH

Mecanismul de actiune

Mecanismul de actiune este determinat de blocarea ciclooxigenazei I si II — enzima de
baza a metabolismului acidului arahidonic, fiind un precursor al prostaglandinelor, care joaca
un rol important in patogeneza inflamatiei, durerii si febrei. Actiunea analgezicd este
determinatd de mecanismul atat periferic, cat si central. Ca si toate antiinflamatoare
nesteroidiene, ibuprofenul manifesta actiune antiagreganta.

La administrarea internd ibuprofenul practic complet se absoarbe din tractul
gastrointestinal. Consumul concomitent al alimentelor incetineste viteza de absorbtie al
ibuprofenului. Concentratia plasmaticd maxima se realizeaza dupa 45 min - 1 ord dupd
administrarea internd. Se metabolizeaza in ficat (99%). Se elimind sub formad nemodificata
prin urind. Ibuprofenul complet se elimind din organism timp de 24 ore. O cantitate
neinsemnata se eliminad cu masele fecale. Timpul de injumatatire din plasma este de 1,5-2,5
ore. 80% din doza se elimind pe cale renala, preponderent sub forma de metaboliti (70%),

10% - sub forma nemodificata; 20% se elimina pe cale intestinala sub forma de metaboliti.

Utilizarea terapeutica
Se utilizeaza in afectiunile degenerative si inflamatorii ale articulatiilor si coloanei
vertebrale (inclusiv artrita reumatica si reumatoida, spondilita anchilozanta, osteoartroza),

sindromul articular in acutizarea gutei, artrita psoriazicd, tendinite, bursite, radiculite,

169. Avdeef A., Berger C.M., Correlation between the acid-base titration and the saturation shake-flask
solubility-pH profile methods, Current Pharmaceutical Reseach (2000), 17: 85-89.
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inflamatia traumatica a tesuturilor moi si sistemului locomotor, nevralgii, mialgii, sindromul
algic in infectiile organelor ORL, anexita, algodismenoree, cefalee, odontalgii, febra in
diverse infectii.

Farmacologia

Doze si mod de administrare: adultilor cate 400-800 mg de 3-4 ori pe zi. Doza maxima
pentru adulti este de 2,4 g.

Contraindicatii: Afectiuni eroziv-ulceroase ale tractului gastrointestinal in acutizare,
maladii ale nervului optic, tulburari ale hematopoezei, afectarea severa a functiei hepatice
si/sau renale. Hipersensibilitate la ibuprofen.

Reactii adverse:

e Din partea tractului gastrointestinal: frecvent — greata, anorexie, voma, senzatic de
discomfort n epigastru, diaree.

e Din partea sistemului nervos central: frecvent — cefalee, vertij, tulburari ale somnului,
excitatie, tulburari de vedere.

e Din partea sistemului hematopoetic: la administrare 1indelungata — anemie,
trombocitopenie, agranulocitoza.

e Din partea sistemului urinar: la administrare indelungata — tulburarea functiei renale.

Reactii alergice: frecvent - eruptii cutanate; rar — sindrom bronhospastic.

V1.1.1.2. Ketoprofen

Structura

Ketoprofen [2-(3-benzoylphenyl)propionic acid] este un antiinflamator nesteroidian
utilizat foarte frecvent 1n ameliorarea durerii, inflamatiei cauzate de diferite cauze ca
osteoartrita, artrita reumatoida, spondiloza anchilozanta sau crampe abdominale associate
menstruatiei.

Mecanismul de actiune al ketoprofenului este in principal asociat cu blocarea formarii
unor substante ca prostaglandinele, mediatorii chimici necesari dezvoltarii inflamatiei.
Ketoprofenul este administrat sub formd de amestec racemic enantiomeri R si S, care sunt
echivalenti. Prezinta selectivitate enantiomerica, numai enantiomerul S avand activitate
farmacologica. Formula moleculara este C16H1403, cu o masa moleculara de 254,29 g/mol.

Are un pKa de 5,94, solubil in metanol:apa (3:1) si un coefficient de partitie in n-
octanol:apa de 0,97 (buffer pH 7,4). Ketoprofenul se prezintd ca fiind o pudrd alba, fara

miros, nehigroscopica, sub forma fin granulata, cu punctual de topire la 95°C. Este foarte
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solubild in etanol, cloroform, acetond, eter si solubil in benzen si solutii foarte alcaline, dar
practic insolubil in apa la 20°C [170, 171].

Forma conventionald de dozaj al acestui medicament, administrat oral, este rapid si
aproape complet absorbita in tractul gastro intestinal, atingandu-se, in acelasi timp, nivelul
plasmatic dorit intr-un interval de 1-3 ore [172].

Ketoprofenul reprezinta un medicament propice pentru eliberarea controlata datorita
timpului de injumatatire al eliminarii plasmatice foarte mic, si o solubilitate mica in apa, in
forma neionizata care ii afecteaza biodisponibilitatea [173].

In consecinti, pentru a mentine nivelul plasmatic terapeutic, formele de dozare
modficate ar fi foarte benefice, permitind administrarea o singura data a medicamentului cu
consecinte imbunititite asupra conditiei pacientului [174]. Tn ultimele decenii, folosirea
polimerilor hidrofili, a atras o mare atentie In tehnologia eliberarii controlate a produselor
farmaceutice, datorita abilitatii de a forma retele in mediul apos [175].

Ketoprofenul este un analgezic folosit la reducerea inflamatiei articulatiilor si tesutului
muscular. Este un acid slab, fiind protonat la valori mici de pH, facandu-I foarte hidrofobic si
insolubil in solutiile tampon apoase, si este ionizat la valori mari ale pH-ului, facandu-I astfel
solubil in solutiile tampon apoase. Solubilitatea in forma neutrd, in apa, este de 0,014%
masice [176].

Curba de solubilitate a ketoprofenului este prezentata in figura 110 [177].

170. Jamali F., Brocks D.R., Clinical pharmacokinetics of ketoprofen and its enantiomers, Clinical
Pharmacokinetic (1990), 19(3): 197-217.

171. Solimi’s M.A., De la Cruz Y., Hernandez R.M., Gascon A.R., Calvo B., Pedraz J.L., Release of ketoprofen
nantiomers from HPMC K100M matrices—diffusion studies, International Journal of Pharmaceutics (2002),
239: 61-68.

172. Parfitt K. (Eds.), Martindale: The Complete Drug Reference, 32th Edition., The Pharmaceutical Press,
London (1999), p. 48-49.

173. Palmieri G.F., Bonacucina G., Di Martino P., Martelli S., Microencapsulation of semisolid
Ketoprofen/polymer microspheres, International Journal of Pharmaceutics (2002), 242: 175-178.

174. Roda A., Sabatini L., Mirasoli M., Baraldini M., Roda E., Bioavailability of a new ketoprofen formulation
for once-daily oral administration, International Journal of Pharmaceutics (2002), 241: 165-172.

175. Vueba M.L., Batista de Carvalho L.A.E., Veiga F., Sousa J.J., Pina M.E., Influence of cellulose ether
polymers on ketoprofen release from hydrophilic matrix tablets, European Journal of Pharmaceutics and
Biopharmaceutics (2004), 58: 51-59.

176. Lynch M.L., Ofori-Boateng A., Hippe A., Kochvar K., Spicer P.T., Enhanced loading of water-soluble
actives into bicontinuous cubic phase liquid crystals using cationic surfactants, Journal of Colloid and Interface
Science (2003), 260: 404-413.

177. Avdeef A., Berger C.M., Correlation between the acid-base titration and the saturation shake-flask
solubility-pH profile methods, Current Pharmarmaceutical Resesearch (2000), 17: 85-89.
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Figura 110. Curba de solubilitatea ketoprofenului in functie de pH

Mecanismul de actiune

Ca toate AINS, baza fiziologica a activitatilor farmacodinamice a ketoprofen se
presupune a fi corelata cu metabolismul acidului arahidonic [178]. Acidul arahidonic este cel
mai abundent si, probabil, cel mai important dintre precursorii eicosanoidelor. Este
un acid gras cu 20 atomi de carbon, acid care contine patru legaturi duble. Eliberarea de acid
arahidonic de catre fosfolipidele membranare este catalizatd de activare enzimatica a
fosfolipidei A2.

Acesta este apoi transformata in diverse forme de prostaglandine, inclusiv tromboxan
A2 (TXA2), prostaglandina D2 (PGD2), prostaglandina E2 (PGE2), prostaglandina F2a
(PGF2a) si prostaglandina 12 (PGI2) prin activitatea enzimei ciclooxigenaza COX.
Prostaglandinele intervin Th mai multe procese, controland contractilitatea musculaturii
netede, mediaza durerea si febra, reglarea tensiunii arteriale §i agregarea plachetara [179,
180].

Ciclooxigenaza (COX), o prostaglandine-endoperoxide sintetaza (PTGS), catalizeaza
formarea de prostaglandine din acid arahidonic [181]. COX este o enzima functie dubla, atat
de ciclooxigenaza cat si de peroxidaza [166]. Exista in principal doua izoenzimele COX,
COX-1 (izoenzima constitutiva) si COX-2 (izoenzima inductibile). Aceste izoenzime au
roluri fiziologice si fiziopatologice diverse, cu diferente importante in structura farmacologica

si a profilurilor de inhibitie. Izoenzima COX-1 este esentiald pentru mentinerea starii

178. Kantor T.G., Ketoprofen: a review of its pharmacologic and clinical properties, Pharmacotherapy (1986),
6: 693-703.

179. Lee J.L., Mukhtar H., Bickers D.R., Kopelovich L., Athar M., Cyclooxygenases in the skin:
pharmacological and toxicological implications, Toxicology and Applied Pharmacology (2003), 192: 294 - 306.
180. Vane J.R., Botting R.M., Mechanism of action of anti-inflammatory drugs, Scandinavian Journal of
Rheumatology (1996), 25(102): 9 - 21.

181. Howard P.A., Delafontaine P., Nonsteroidal anti-inflammatory drugs and cardiovascular risk, Journal of
the American College of Cardiology (2004), 43: 519 - 525.
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fiziologice normale n multe tesuturi, inclusiv rinichii, tractul gastro-intestinal si trombocite.
I1zoenzima COX-2 este indusa de diferiti stimuli inflamatori, inclusiv citokine, endotoxine si
factori de crestere.

Ketoprofenul este unul dintre cei mai puternici inhibitori ai ciclooxigenazei n
concentratii apropiate de intervalul concentratiei plasmatice terapeutice (EC50 2 micrograme /
1) (136). Inhiba reversibil COX actionand in competitie cu substratul, acidul arahidonic,
pentru a activa complexul substrat-enzima. Aceasta inhibare are ca rezultat reducerea
producerii de citre tesut a unor prostaglandine, cum ar fi PGE2 si PGF2a. In plus, fata de
efectele sale asupra ciclooxigenazei, ketoprofenul inhibd reactia lipoxigenazei din etapele de
reactii a acidului arahidonic. Aceaste etape de reactii produce acizi monohidroxil ne-ciclici
(HETE) si leucotriene. Dintre acestea, numai leucotriene (B4, C4, si D4) sunt considerate a
creste permeabilitatea vasculard, cu toate acestea, ambele HETE si leucotriene sintetizate in
cadrul leucocitelor sunt active in promovarea migratiei si de activarea de leucocite. Sa
considerat cd inhibitorii lipoxigenazei pot duce la atenuarea inflamatiei mediatd celular si
intarzie astfel progresia in distrugerea tesutului inflamat la nivelul articulatiilor. Ketoprofen
este, de asemenea, un inhibitor puternic de bradikinind, un mediator chimic important in
durere si inflamatie. Stabilizeaza, de asemenea, membranele lizozomale si previne eliberarea
enzimelor lizozomale care mediaza distrugerea tesutului in reactiile inflamatorii.

Utilizarea terapeutica

Ketoprofen este utilizat pentru afectiunile articulare si musculo-scheletale, cum ar fi
spondilita anchilozanta, osteoartrita, artrita reumatoida si, in tulburari peri-articulare, cum ar fi
bursita si tendinita. Este, de asemenea, folosit pentru dureri postoperatorii, afectiuni dureroase
si inflamatorii, cum ar fi gutd acutd sau in tulburari ale tesuturilor moi si pentru a reduce
febra. Este, de asemenea indicat in sindromul dureros acut al umarului si artrita reumatoida
juvenila.

Ketoprofen este contraindicat In urmatoarele conditii medicale:

e Bronhospasm
e Ulceratii gastro-duodenale

e Insuficienta renala severa

Farmacologie
Ketoprofen este in prezent comercializat Tn intreaga lume intr-o varietate de forme:

capsule, comprimate, solutii injectabile, supozitoare si geluri (Tabelul 19) [166].
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Tabel 19. Formulatii de ketoprofen

Calea de administrare Forma de dozaj Cantitatea
Orala Tablete 50mg
Drajeuri filmate 100mg
Capsule 100mg
75mg
50mg
Cu eliberare controlata 100mg
200mg
Parenterala Intramuscular 100mg/2ml
Rectal Supozitoare 100mg
Topica Gel 2,50/100g

In tratamentul tulburarilor reumatice doza zilnica de ketoprofen pe cale orali este de
100 - 200 mg, in 2-4 doze divizate, formulari cu eliberare controlata, o singura data. Unii
producatori sugereazd doze initiale orale de 75 mg de trei ori pe zi sau 50 mg de patru ori pe
zi, apoi este crescut dupd cum este necesar la un maxim de 300 mg pe zi in doze divizate.

Ketoprofenul poate fi administrat, de asemenea, pe cale rectala, ca supozitoare, intr-0
doza de 100 mg pe timp de noapte. Uneori sunt recomandate doze zilnice combinate (pe cale
orald si rectala) sa nu depaseasca 200 mg. Ketoprofenul poate fi administrat prin injectare
intramusculara in muschiul gluteal, in cazul patologiilor acute musculoscheletale, articulare
si periarticulare, dar si post operator, in urma unei interventii chirurgicale ortopedice. Dozele
de 50-100 mg pot fi administrate la fiecare 4 ore, pana la o doza maxima de 200 mg in 24 de
ore, timp de pana la 3 zile. Ketoprofen poate fi aplicat ca gel de 2,5% (m/m) pentru
ameliorarea durerii locale. Dozele variaza usor intre preparate; un regim terapeutic tipic

constd in administrarea de 2 sau 3 ori pe zi timp de pana la 10 zile.

VI1.2. Studii cinetice privind difuzia unor substante hiologic active in
hidrogeluri
VI.2.1. Caracterizarea hidrogelurilor incarcate cu principii active

Stahilirea curbelor de etalonare
S-a preparat o solutie de 2% ibuprofen sau ketoprofen in apa:etanol (1:1 v/v), atat
pentru incarcarea cu medicament a hidrogelurilor cét si pentru trasarea curbei de etalonare

pentru a stabili cantitatea de medicament incarcata. Ca mediu de eliberare s-a folosit solutia
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tampon, TRIS 15mM pH 7,4+150 mM NaCl. Pentru curba de etalonare a ketoprofenului sau
ibuprofenului in mediu de eliberare au fost preparate solutii cu concentratii intre 0,8-10
ug/ml, prin dilutii succesive pornind de la 0,8 ug/ml pentru ketoprofen, respectiv 0-40 ug/ml
pentru ibuprofen, pornind de la o concentratie de 5 ng/ml (Figura 111). Curba de etalonare

sunt prezentate in figura 109 si au fost liniare pentru intervalul de concentratii studiat, cu r?
este 0,99.

Ecuatia liniei de regresie este, pentru ibuprofen, y este 0,039x si pentru ketoprofen, y
este 0,03x.
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Figura 111. Curbele de etalonare pentru:
a) ketoprfen
b) ibuprofen

Optimizarea conditiilor de masurare

Solventul

Alegerea de solvent este legatad de solubilitatea substantei si de absorbtia solventului la
lungimea de unda analiticd. Desi apa este un solvent ideal, pentru ca este transparenta la toate
lungimile de unda in regiunile spectrului vizibil si ultraviolet, nu poate fi folosita ca solvent
pentru motivul ca atat ketoprofenul cat si ibuprofenul nu sunt solubili in apa. Solventii
organici pe de altd parte sunt limitati la anumite lungimi de unda, in cazul in care solventii
sunt destul de transparenti. Alegerea solventului s-a bazat pe solubilitatea ketoprofonelui sau
ibuprofenului in solutii de apa:etanol (1 :1 v/v). In acest solvent maximul absorbantei este la

lungimea de unda de 255 nm pentru ketoprofen si respectiv 226 nm pentru ibuprofen.
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V1.2.1.1. Incarcarea medicamentului in hiodrogelurile pe haza de p(HEMA)

Hidrogelurile pe baza de HEMA si comonomer AA 1in stare uscata cu o masa intre 0,5-
1 g au fost imersate intr-o solutie de medicament ketoprofen sau ibuprofen unde au fost
mentinute 48h. Dupa acest interval de timp, hidrogelurile incarcate cu medicament au fost
uscate, la etuva, la 37°C, timp de 72 h. Tn figura 112 este prezentat schematizat procesul de

incorporare a medicamentului in hidrogeluri.

)@ 72h /\ Etuva37 C )@
+ £l

180h
. D : * 2 . «
Hidrogel Solufie Medicament inciarecat Medicament inciircat
in stare uscata die: maediicannent in hidrogelul hidratat in hidrogelul uscat

Figura 112. Schema simplificata de incorporare a medicamentului in hidrogeluri

Mecanismul de incorporare a fost unul fizic, pentru a nu schimba proprietatile
mecanice ale hidrogelurilor prin modificarea gradului de reticulare sau schimbari esentiate ale
proprietatilor de umflare. Astfel, hidrogelurile pot fi incarcate cu medicamentele considerate,
gradul de incarcare fiind dependent de solubilitatea medicamentului in mediu respectiv.

Gradul de umflare in solutia de medicament a fost dependent de concentratia de acid
acrilic din hidrogeluri, crescand odata cu cresterea concentratiei de acid acrilic iar cantitatea
maxima de ibuprofen sau ketoprofen incorporata a fost determinata pe baza curbei de

etalonare (Figurile 113 s1 114).
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Figura 113. Gradul de Incircare maxim cu ketoprofen
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Figura 114. Gradul de Tncircare maxim cu ibuprofen

V1.3. Studii cinetice privind difuzia unor substante hiologic active din
hidrogelurile sintetizate. Model teoretic de difuzie

Schema generala de eliberare a medicamentelor incorporate in hidrogeluri este

prezentata Tn figura 115.

37c, i ‘( ®¥

80rot/min

Umflarea hidrogelului duce la

Medicamentincorporat  Absorbtia solventului marirea retelei poroase
in hidrogel uscat cu eliberarea medicamentului
incorporat

Figura 115. Schema de eliberare a medicamentului din hidrogeluri

Cinetica de eliberare a principiilor active depinde de procentul de comonomer AA din
hidrogeluri, volumul molecular al medicamentului si caracteristicile de solubilitate a
medicamentului Tn mediul de difuzie. Astfel, hidrogeluri cu o cantitate mare de AA au eliberat o
cantitate mai mare de medicament. Cantitatea de medicament eliberatd a fost in concordanta cu

cea inglobata. Curbele cinetice de eliberare a medicamentului sunt prezentate in figurile 116 si
117.
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Figura 116. Curbele cinetice de eliberare a medicamentului eliberat in cazul ketoprofenului
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Figura 117. Curbele cinetice de eliberare a medicamentului eliberat in cazul ibuprofenului

Tn cazul ketoprofenului eliberarea s-a realizat in aproximativ 15 ore pentru HEMA
25%AA si 25 de ore pentru HEMA 5%AA. In cazul ibuprofenului, eliberarea s-a realizat in
aproximativ 45 de ore, pentru toate hidrogelurile testate (tabelul 20).

Tabelul 20. Cantitatea de ibuprofen sau ketoprofen eliberata

Esantion Cantitatea de Timpul (h) Cantitatea de Timpul (h)
ibuprofen ketoprofen
eliberata eliberata
(mg) (mg)
HEMA 2,5 ~45 26 ~25
HEMA 5%AA 7,6 ~45 118 ~25
HEMA 25%AA 22,6 ~45 141 ~15
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Hidrogelurile care contin o cantitate mai mare de AA elibereaza o cantitate mai mare de

medicament. Eliberarea este corelata cu gradul de umflare la echilibru.

V1.3.1. Modelul teoretic de difuzie

Pentru analiza eliberarii in vitro de principii active (medicamente), se folosesc anumite
modele matetice utilizate la descrierea cineticii de eliberare. Pentru acest studiu s-a ales
aplicarea modelului Korsmeyer-Peppas, care, descrie eliberarea de medicamente din sistemele
polimerice. Alte modele matematice ca, cinetica de ordin zero, cinetica de ordin unu, modelul
Higuchi si Hixon Crowell, descriu de obicei sistemele de eliberare in care viteza de eliberare
depinde de concentratia medicamentului, descrierea eliberarii din matrici insolubile bazate pe
un transport tip Fikian, sau, eliberarea ca rezultat al unei modificari de suprafatd si a
diamterului tabletelor sau particulelor [182, 183, 184, 185].

Pentru a putea afla mecanismul de eliberare, curbelor de eliberare li s-a aplicat acest

model (conform ecuatiei descrise in capitolul IT)(Figurile 116 si 117).
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Figura 116. Modelul matematic Korsmeyer-Peppas pentru eliberarea de ketoprofen

182. Hadjiioannou T.P, Christian G.D, Koupparis M.A. and Macheras P.E., Quantitative Calculations in
Pharmaceutical Practice and Research, VCH Publishers Inc., New York(1993), p. 345-348.

183. Bourne D.W.A., Pharmacokinetics, In: Banker GS, Rhodes CT, Modern Pharmaceutics, 4th ed., Marcel
Dekker Inc., New York (2002), p. 67-92.

184. Higuchi T., Mechanism of sustained action medication. Theoretical analysis of rate of release of solid
drugs dispersed in solid matrices, Journal of Pharmarmaceutical Science (1963), 52: 1145-1149.

185. Hixson A.W. and Crowell J.H., Dependence of reaction velocity upon surface and agitation (1) theoretical
consideration, Industrial Engineering Chemistry (1931), 23: 923-931.
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Figura 117. Modelul matematic Korsmeyer-Peppas pentru eliberarea de ibuprofen

Coeficientii (n) obtinuti sunt folositi pentru caracterizarea mecanismului de difuzie al

medicamentului din hidrogeluri, astfel:

Tabel 21. Interpretarea tipului de difuzie functie de coeficientii de difuzie

Valoarea coeficientului (n) | Tipul de difuzie al medicamentului

0,45 Difuzie de tip Fikian-atunci cand difuzia de medicament are
loc printr-un porces de difuzie molecular al medicamentului

datoritd unui gradient de potential chimic.

0,45<n<0,89 Difuzie de tip non-Fikian atunci cand rata de eliberare este
dependentd de umflarea hidrogelului respectiv, si difuzia

medicamentului in mediu de eliberare.

0,89 Cazul de transport Il este asociat cu un mecanism de de

transport bazat pe relaxarea lanfurilor in cazul polimerilor

hidrofili.

n>0,89 Cazul de super-transport Il este un sistem complex de

eliberare.

Au fost obtinuti indici 1n intervalul 0,39 <n <0,89, ceea ce indica o difuzie de tip non-
Fikian. Difuzia medicamentului din matricea hidrogelurilor a fost in stransd relatie cu

umflarea hidrogelurilor in mediul de eliberare (Tabelul 22).

Cette thése est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/20111SAL0017/these.pdf | 183
© [L.E. Bostan], [2011], INSA de Lyon, tous droits réservés




CAPITOLUL VI | STUDII CINETICE DE INCARCARE Sl ELIBERARE DE PRINCIPII ACTIVE IN/DIN
HIDROGELURI PCHEMA-CO-AA)

Tabelul 22. Coeficientii obtinuti Tn urma aplicarii modelului matematic Korsmeyer-Peppas

Proba Ibuprofen Ketoprofen

HEMA 0,43; r2~0,99 0,39; r2~0,99
HEMA 5%AA 0,54; r2~0,99 0,75; r2~0,99
HEMA 25%AA 0,82; r2~0,98 0,84; r2~0,98

Vi.4. CONCLUZII

1. Pentru a analiza caracteristicile de suport pentru eliberare controlata de
medicamente, hidrogelurile pe baza de HEMA si AA s-au supus testelor de incarcare si
eliberare de principii biologic active utilizate n tratamentul afectiunilor cartilajului. Au fost
realizate sisteme de eliberare controlata cu ketoprofen si ibuprofen din hidrogeluri pe baza de
HEMA si comonomer AA.

2. Caracteristicile de solubilitate a ketoprofenului si ibuprofenului a determinat
adoptarea unei strategii pentru incarcarea cu medicament din amestec apa-etanol, gradul de
incarcare obtinut fiind in concordanta cu recomandarile de concentratii descrise in
specificatiile de tratament al afectiunilor cartilajului.

3. Alegerea modelului de eliberare s-a realizat in functie de tipul de material folosit, si
anume materiale de tip polimeric, curbelor de eliberare fitdindu-se modelului tip putere, cu o
eroare patraticd de ~0,99.

4. Difuzia medicamentului din hidrogeluri a fost datoratd umflarii acestora Tn mediul
de eliberare, solutie tampon, pH 7. Eliberarea a fost dependentd de procentul de AA din
hidrogeluri, iar modelul propus pentru cinetica de eliberare a fost cel descris de Korsmeyer-

Peppas. Indicii obtinuti, 0,39 <n <0,89, descriu o difuzie de tip non-Fikian.
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Proprietatile mecanice unice ale cartilajului ca suprafatd portantd rezulta atat din
proprietatile sale structurale cit si compozitia chimici a matricei extracelulare. Insa,
numeroase patologii osteoarticulare afecteaza cartilajul articular, ducand la uzura acestuia.
Metodele de tratament actuale (medicamente, implanturi) nu pot asigura reapararea
cartilajului articular pe termen lung. Astfel, cercetatorii au gasit ca solutie ingineria tisulara.
Scopul ingineriei tisulare a cartilajului articular este sa se foloseasca celule, matrici, principii
biologic active, singure sau in combinatie unele cu altele, pentru a sintetiza in vitro un
material care sa fie este echivalent cu cartilajul articular sanatos, atat din punct de vedere
structural cat si functional.

Tncadrandu-se in contextul prezentat, lucrarea si-a propus si aduci contributii in
domeniul realizarii de noi materiale polimerice pe baza de p(HEMA) cu aplicatii in ingineria
tisulard a cartilajului articular, cercetdrile efectuate permitand sistematizarea urmatoarelor

concluzii generale:

1. Sinteza de noi hidrogelurile pe baza de p(HEMA) s-a realizat intr-o singura etapa de
polimerizare radicalicd, intr-un timp scurt, fara a necesita o aparaturd complicata, precum si
un cost redus. Hidrofilia a fost modificata utilizand diferiti co-monomeri cu caracter puternic
hidrofil (acid acrilic-AA, acrilamida-AAm) sau hidrofob (acrilat de etil - AE, acrilat de butil -
AB), 1n prezenta unui monomer bifunctional cu rol de reticulant, tetraetilenglicol diacrilat

(TEGDA).

2. Din analiza datelor de spectroscopie in infrarosu (spectrele FTIR) rezulta faptul ca
reactia de polimerizare s-a produs intre componentele considerate pentru sintezd. Odata cu
cresterea procentului de comonomer, se poate observa o crestere a intensitatii benzii —OH
(~3440 cm-1), benzii corespunzatoare legaturii C este O (~1640) si a benzii caracterisitice
gruparii metil, ceea ce confirma faptul cd copolimerul este bine prezent in structura

hidrogelurile sintetizate.

3. Din rezultatele TG obtinute se poate observa cd hidrogelurile sintetizate au o
stabilitate termicd mai mare decat pentru hidrogelului p(HEMA), iar aceastd stabilitate in
general creste odata cu cresterea procentului de comonomer folosit la sinteza. Aceste rezultate
sunt in concordanta cu spectrele FTIR, Tn care intensitatea domeniului grupelor -OH creste
odata cu cresterea procentului de comonomer. Energia de activare in general creste odatda cu

cresterea procentului de copolimer addugat, sugerand o imbunatatire a stabilitdtii termice a
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hidrogelurilor. Valoarea mica a ordinului de reactie sugereaza faptul ca la descompunerea
termica este un proces dominant fizic. Din datele de DSC s-a putut calcula valoarea Tg a
hidrogelurilor. Aceasta a crescut cu addugarea de comonomer, ceea ce ne confirma

imbunatatirea proprietatilor termice odatad cu cresterea cantitdfii de comonomer.

4. Din micrografiile ESEM se poate observa cd prin copolimerizare se obtine o
structurda poroasa bine definita fatd de hidrogelul HEMA. Din micrografiile SEM se poate
observa o structura mai netedd odatd cu adaugarea de comonomer, insa, hidrogelurile sunt

sensibile la fascicolul de electroni.

5. In toate cazurile, gradul de umflare al hidrogelurilor creste cu cresterea pH-ului
mediului, datorita repulsiilor electrostatice dintre formele ionizate ale grupelor carboxilice. Tn
cazul aplicatiilor lor ca substitut de cartilaj articular, pH-ul este 7. Se observad o crestere a
gradului de umflare odatd cu cresterea procentului de comonomer. In cazul monomerilor
hidrofobi AE si AB, datoritd hidrofobicitétii lor, se poate observa o scadere a gradului de
umflare. Se observa de asemenea ca hidrogelurile HEMA 5%AA, HEMA 15%AA si HEMA
5%AAm au un comportament asemandtor cu cel al cartilajului articular, In ceea ce priveste

aceasta proprietate.

6. Adaugarea de comonomer a dus la cresterea valorii tensiunii superficiale, deci a fost
necesard o energie din ce in ce mai mare pentru a rupe legaturile din hidrogel. Acest lucru
confirma faptul cd, cu adaugarea de comonomer, legaturile de hidrogen cresc n intensitate.

Valorile unghiului dinamic, dau informatii cu privire la textura suprafetei testate, daca
este omogend sau neomogd. O suprafatd omogena este atunci cand lichidul va umple toate
rugozitatile de suprafata, deci va avea un histerezis mare. Valorile histerezisulului au scazut cu
adaugarea de comonomer, deci, omogenitatea de suprafatd a hidrogelurilor sintetizate descreste

Tn acest sens.

7. Testele de compresiune au fost realizate pentru a evalua proprietatile hidrogelurilor
sintetizate comparativ cu cele ale cartilajului articular. Hidrogelurile HEMA si HEMA cu
comonomerul AA au avut un comportament asemanator cu cel al cartilajului articular, in ceea
ce priveste modulul elastic aparent(E*).

O altd caracteristicd importantd a cartilajului articular o constituie proprietatile de
vascoelasticitate. Hidrogelurile sintetizate si cartilajul articular au fost testate la forfecare,

deteminandu-se astfel modulul de forfecare (G*).
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8. Hidrogelurile sintetizate cu comonomerul AA au avut un comportament asemanator
cu cel al cartilajului articular. De aceea, in continuare, au fost selectate pentru testele
urmatoare, pentru trei formulari:

e hidrogelul HEMA, etalonul, pentru a vedea comparativ comportamentul
hidrogelurilor obtinute prin modificarea acestui hidrogel;

e hidrogelul HEMA 5%AA care are un raspuns mecanic la compresiune
asemandtor cu al cartilajului articular;

e Hidrogelul HEMA 25%AA care are un raspuns mecanic la forfecare

asemanadtor cu al cartilajului articular.

9. Pentru hidrogelurile selectate, datorita faptului ca sinteza a fost realizatd prin
polimerizare radicalicd, s-a pus problema omogenitatii de suprafatd. Pentru aceasta, au fost
realizate teste la scara nano, folosind microscopia de forta atomica, in aceleasi conditii ca cele
realizate la sacrd macro. Din rezultatele obtinute se poate sublinia faptul ca valorile modulului
de elasticitate aparent obtinut la scara nano sunt comparabile cu cele obtinute la scara macro,

cu mici diferente datorate neomogenitatilor care cresc odata cu adaugarea de comonomer AA.

10. Una din cele mai importante caracteristici mecanice ale cartilajului articular o
reprezinta coeficientul de frecare foarte mic dar si uzura mica, ceea ce il face un material
performant din punct de vedere tribologic. Aceasta a facut necesara analiza hidrogelurile
sintetizate si din punct de vedere al proprietatilor tribologice, optandu-se pentru o evaluare
atat la scara macro cat si la scard nanometrica.

Coeficientii de frecare obtinuti au avut valori mici de ordinul 10-2, comparabili cu
valoarea coeficientului de frecare al cartilajului articular. Valorile obfinute au fost
comparabile la cele doud nivele testate, macro si nano. Coeficientului de frecare a variat in
functie de structura hidrogelurilor, astfel, valoarea sa a scazut cu cresterea gradului de
umflare, deci cu adaugarea de comonomer AA. De asemenea, asa cum era de asteptat,

coeficientul de frecare a fost mai mic in cazul hidrogelurilor cu rugozitate mai mare.

11. Pentru a analiza caracteristicile de suport pentru eliberare controlatda de
medicamente, hidrogelurile pe bazd de HEMA si AA au fost incarcate si eliberare de principii
biologic active utilizate in tratamentul afectiunilor cartilajului. Au fost realizate sisteme de
eliberare controlatd cu ketoprofen si ibuprofen din hidrogeluri pe baza de HEMA si

comonomer AA.
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Caracteristicile de solubilitate a ketoprofenului si ibuprofenului a determinat adoptarea
unei strategii pentru incarcarea cu medicament din amestec apa-etanol, gradul de incarcare
obtinut fiind In concordantd cu recomandarile de concentratii descrise in specificatiile de
tratament al afectiunilor cartilajului.

Difuzia medicamentului din hidrogeluri a fost datorata umflarii acestora in mediul de
eliberare, solutie tampon, pH 7. Eliberarea a fost dependenta de procentul de acid acrilic din
hidrogeluri, iar modelul propus pentru cinetica de eliberare a fost cel descris de Korsmeyer-

Peppas. Indicii obtinuti, 0,39 <n <0,89, descriu o difuzie de tip non-Fikian.
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