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Date din literaturda — Introducere

Corpul uman este acoperit de piele, aceasta avand un rol foarte special, fiind
primul strat de contact cu mediul inconjurdtor si reprezentand aproximativ 16% din
greutatea totald a corpului [1,2]. Vascularizarea sangelui reprezintd o componenta foarte
important a corpului uman, care are o multime de functii. In ceea ce priveste pielea,
vasele furnizeaza nutrienti, livreaza oxigen, controleaza temperatura, sunt implicate in
homeostazia fluidelor si regleaza de asemenea seria de actiuni imunologice [3].

Orice defect care apare la nivelul pielii si care are un efect de Intrerupere a
continuitatii straturilor cutanate este definit ca rana. O plaga poate apdrea din cauza mai
multor factori, cum ar fi leziuni, interventii chirurgicale, accidente mecanice - presiune,
tdieturi, arsuri, sau din cauza problemelor patologice ale pacientului, cele mai frecvente
fiind diabetul sau afectiuni ale circulatiei. In urma aparitiei unei plagi, aceasta poate fi
clasificata ca fiind acuta sau cronicd in functie de anumite criterii specifice. Analizand
dimensiunile, profunzimea si gradul plagilor, clasificarea acestora se poate face in prima
faza. In functie de aceste rezultate, rénile se pot vindeca intr-un timp normal si necesar
pentru o rana acutd, sau se pot extinde pe perioade lungi de timp, devenind cronice.
Ranile cronice nu reusesc sa se vindece din cauza patologiei perpetue a plagii, a
traumatismelor cu efect ridicat, a bolilor vasculare sau din cauza aparitiei unor conditii
suplimentare datorate ineficientei actiunii naturale si anatomice de vindecare, cum ar fi
infectiile sau nivelul scdzut de oxigen (ischemie) transportat prin vasele de sange [4-11].

Infectia ranii reprezinta un raspuns inflamator al gazdei atunci cand zona afectata
interfereaza cu microorganismele si impiedicd vindecarea plagii. Inflamatia apare ca
raspuns vascular natural al organismului atunci cand tesutul este nociv din punct de
vedere fizic, biologic sau chimic si este prima incercare de a evita infectarea plagii. Orice
modificare a integritatii pielii cauzata de rani, injectii cu ace, interventii chirurgicale,
laceratii, arsuri si zgarieturi este o ,usa deschisa” pentru ca microbiomul normal care se
gaseste la suprafata pielii sd exacerbeze rana si sa dezvolte infectie a tesuturilor moi. Daca
infectiile pot apdrea din cauza microbiomului normal gasit la suprafata pielii, atunci in
cazul unei rani cronice care nu reuseste sa se vindece, apar complicatii mult mai grave.
In cazul ranilor cronice, zona afectata este expusa la numerosi agenti patogeni care sustin
colonizarea microbiana si dezvoltarea de biofilme. De asemenea, conditiile ranilor
cronice, cum ar fi oxigenarea scdzutd, tesutul necrotic si rdspunsul imun al gazdei

deficitar, permit dezvoltarea bacteriana. Cronicitatea plagii este de asemenea, influentata



de nivelul colonizdrii microbiene, care face ca infectia sa persiste pentru anumite perioade
[12-15].

Rolul principal si principiul pansamentelor sunt de a oferi asistentd mediului
plagii prin sprijinirea debriddrii, formarea tesutului de granulatie, reglarea nivelului de
exudat, de a oferi un strat protector, mentinand un mediu umed si oferind sustinere
pentru actiunea organismului impotriva microorganismelor si un scut opus celor care s-
ar putea dezvolta suplimentar, de asemenea. Toate aceste functii ale pansamentelor
faciliteaza procesul de vindecare a plagilor pentru a restabili in cele din urma
caracteristicile naturale ale pielii [16]. La fel ca in cazul tipului de rand, acute sau cronice,
pansamentele sunt clasificate de asemenea foarte detaliat fiind disponibile in variatii mari
de tipuri de pansamente, in functie de necesitatile de vindecare a ranilor. Avand in vedere
faptul cd mecanismul de vindecare a plagilor este cunoscut in detaliu indiferent de tipul
plagii si ca varietatea de pansamente este nelimitatd, este extrem de important ca alegerea
pansamentului sa fie adecvatd dupa evaluarea caracteristicilor plagii. Aceasta discutie se
bazeaza in special pe vindecarea plagilor cronice datorita duratei lungi a procesului de
vindecare care vine impreund cu o multitudine de alte probleme dependente de acesta.
In cazul réanilor acute, organismul reuseste s gestioneze aceast situatie mult mai elegant
in comparatie cu ranile cronice, iar alegerea unui pansament optim nu este tocmai o
provocare [17-20].

Nanotehnologia include intensificarea interesului pentru studiul sintezei,
structurii, dezvoltdrii si evolutiei dominante si impundtoare a nanoparticulelor atomice
si moleculare. Prin utilizarea nanoparticulelor intr-un context specific, se dezvolta
nanoproduse care sunt considerate, in prezent, sisteme inteligente utilizate in numeroase
aplicatii medicale datoritd caracteristicilor lor fizico-chimice bazate pe suprafetele
particulelor care cresc exponential in timp ce volumul lor scade. Cu toate acestea,
nanoparticulele de argint au fost, sunt si vor fi cele care sunt fidele activitatii lor, dar
inselatoare pentru o gama variatd de microorganisme [1, 21-23]. O altd caracteristica a
nanoparticulelor de argint este rolul lor antiinflamator atunci cand sunt utilizate intr-un
pansament. Proprietatile antiinflamatorii ale nanoparticulelor de argint le fac eficiente in
vindecarea ranilor atunci cand sunt aplicate topic ca 0 componenta a pansamentului. Prin
reducerea eliberdrii de citokine si limfocite si prin inhibarea infiltrarii mastocitelor,
nanoparticulele de argint contribuie la vindecarea ranilor, imbunatatind aspectul si
dimensiunea cicatricilor. In plus, in cazul ulcerelor diabetice, s-a demonstrat ca

nanoparticulele de argint accelereaza procesul de vindecare prin stimularea proliferdrii



si migrarii keratinocitelor, promovand in acelasi timp diferentierea fibroblastelor in
miofibroblaste, ceea ce duce la contractia pldgii si la vindecarea mai rapida a acestora [24-
27].

Ranile cronice, care nu reusesc sa se vindece in intervalul de timp obisnuit,
prezinta adesea o afectiune debilitanta cunoscuta sub numele de hipoxie. Aceasta apare
atunci cand rdnile nu primesc suficient oxigen, impiedicand procesul natural de
vindecare al organismului. O serie de factori de baza pot contribui la aparitia ranilor
cronice, inclusiv: Circulatia sanguind afectatd, care reduce aportul de oxigen si substante
nutritive catre tesutul plagii; Inflamatia care poate duce la cresterea permeabilitatii
vaselor de sange, provocand scurgerea fluidelor si reducerea fluxului sanguin cdtre zona
pldgii; Ranile mari sau adanci pot avea acces limitat la oxigen, ceea ce face dificila
vindecarea tesutului plagii; Tesutul insusi nu poate extrage oxigen din sange din cauza
deteriorarii capilarelor sau a microvasculaturii; Modificdrile hormonale, cum ar fi cele
observate in diabet, pot afecta fluxul sanguin si pot reduce aportul de oxigen la nivelul
plagii; Deteriorarea nervilor poate intrerupe fluxul sanguin si reduce senzatia, facand
dificild detectarea semnelor de hipoxie. In plus, existd consecinte puternice ale hipoxiei
in ranile cronice, inclusiv vindecarea intarziatd, riscul crescut de infectie, deteriorarea
tesuturilor, riscul crescut de amputare, durere si disconfort, impactul asupra sanatatii
mintale [28-32]. Asadar, nevoia de a incorpora diferite sisteme care pot facilita vindecarea
ranilor prin eliberarea de oxigen pentru a depasi hipoxia, este in atentia cercetatorilor din
domeniu. Diferite metode pot fi abordate in acest sens, insa in ceea ce priveste domeniul
nanotehnologiei, recunoscute pentru activitatea lor sunt nanoparticulele de peroxid de
calciu. Atunci cand sunt expuse la umiditate, reprezentata de lichidul plagii,
nanoparticulele de peroxid de calciu elibereaza oxigen, care are multiple beneficii in
procesul de vindecare a plagilor. In plus, aceste nanoparticule au o activitate crescuta in
conditii acide, ceea ce este extrem de potrivit pentru vindecarea ranilor cronice, avand in
vedere mediul lor acid [33-36].

Contributii personale

Obiectivele si originalitatea tezei de doctorat

Stadiul actual al cercetarii privind materialele de tip pansament pentru tratarea
ranilor cronice se caracterizeaza prin usurinta accesului, accesibilitate si navigabilitate.
Aceasta inseamnd ca informatiile relevante privind dezvoltarea de noi pansamente

pentru rani sunt usor disponibile, permitand o explorare fara intreruperi a cercetarilor



existente In domeniu. Aceasta constientizare aduce un dublu avantaj cercetatorilor: (1)
Recunoasterea faptului cd informatiile pe care le detinem nu sunt niciodata complete
referitor la domeniul cercetdrii pansamentelor, recunoscand limitdrile inerente. De la (1)
tiind corelat cu al doilea fapt, si anume ca: (2) Aceasta constientizare poate declansa
stimularea mentald, incurajand cercetdtorii sa gandeasca creativ si sa dezvolte solutii
inovatoare pentru a depdsi provocdrile care raman nerezolvate.

In urma aprofundirii intensive a literaturii de specialitate cu privire la
procesele biologice care au loc atunci cand apare un defect pe piele si care nu poate fi
tratat prin autovindecarea automata a organismului din cauza cronicitatii, au fost
identificate doua abordari principale care s-au dovedit a avea capacitatea de a imbunatati
considerabil procesul de vindecare a ranilor. Aceste solutii sunt inradacinate in procesele
fiziologice naturale ale organismului care au loc in timpul vindecarii ranilor, dar in
cazurile cronice grave, incercarea de a restabili functiile pielii prezinta un risc semnificativ
de esec, ducand la rezultate nedorite pentru pacienti. Solutiile propuse se concentreaza
pe furnizarea a doud elemente esentiale: furnizarea de oxigen suplimentar la locul pldgii
si asigurarea unei protectii specializate impotriva microorganismelor patogene. In acest

sens, au fost urmarite trei obiective fundamentale:

1. Testarea capacitdtii unui pansament de tip hidrogel de a elibera oxigen in
contextul unei rani cronice care nu are capacitatea de a se vindeca. A fost
conceptualizat, sintetizat si testat un hidrogel pe baza de alginat, ce
incorporeaza microsfere PLA care incapsuleaza peroxid de hidrogen ce au
fost distribuite uniform in matricea polimerica. Aceasta a fost prima
incercare de a efectua o eliberare controlata de oxigen datorita
permeabilitatii PLA la oxigen.

2. Testarea capacitdtii unui pansament de tip hidrogel de a proteja impotriva
bacteriilor, precum si a capacitatii de a reduce infectia care a fost
experimentata anterior in cazurile de rani cronice. Folosind un cip in forma
de cruce si o tehnica microfluidica, a fost produsa o serie de nanoparticule
de argint, avand control asupra proprietdtilor lor finale datorita metodei
moderne de sinteza. Eficacitatea antibacteriana a argintului a fost evaluata
in contextul unui hidrogel compozit pe baza de alginat si acid hialuronic
pentru a evalua performanta sa in aceastd formuld specifica.

3. Investigarea capacitdtii unui pansament de tip hidrogel de a elibera oxigen

in mod sustinut si de a preveni formarea de biofilme bacteriene, asigurand



vindecarea optima a plagilor si controlul infectiilor. A fost proiectat si
evaluat un nou hidrogel pe baza de alginat cu dubla functionalitate.
Incorporarea de nanoparticule de peroxid de calciu, sintetizate prin metoda
precipitarii, a permis eliberarea controlatd de oxigen. In plus, incorporarea
de nanoparticule de argint, sintetizate prin tehnologia microfluidica, a

oferit proprietdti antimicrobiene pentru a controla infectiile.

Pentru a obtine rezultatele dorite, au fost elaborate planuri si viziuni detaliate
pentru procesele de sinteza in vederea optimizarii proprietdtilor materialelor de tip
pansament. Controlul precis al caracteristicilor finale ale materialelor a fost posibil prin
utilizarea aparatelor de laborator, cum ar fi platformele microfluidice, bdile, pompele
peristaltice si sondele cu ultrasunete. Aceste tehnici avansate sunt caracteristice
dezvoltdrii moderne a materialelor, in special in domeniul nanomaterialelor. Factori
cruciali precum uniformitatea dimensiunii particulelor, morfologia, sarcina, stabilitatea
si alte proprietatile au fost luate In considerare cu atentie pentru a asigura materiale de
inalta performanta si eficiente pentru aplicatiile in ceea ce priveste terapia ranilor cronice.
Chiar daca un material are o lunga istorie de utilizare intr-un anumit domeniu, nu este
neapdrat o garantie cd acesta si-a epuizat potentialul de inovare. Aparitia constantd a unor
noi metode si tehnici de sintezd poate duce la modificarea materialelor existente,
permitandu-le sa fie imbundtatite sau optimizate. Aceastd evolutie continua asigura ca si
materialele aparent bine stabilite pot continua sa fie inovatoare si originale. Incorporarea
peroxidului de calciu in hidrogeluri este o evolutie relativ noud, iar utilizarea metodelor
de sintezd microfluidicd reprezintd o tehnica de ultima ora in ingineria moderna. Din
cunostintele noastre, cu toate acestea, nu existd nicio inregistrare publicata privind
combinarea nanoparticulelor de peroxid de calciu cu nanoparticulele de argint in aceeasi
formuld pentru un material de tip pansament, ceea ce face ca aceasta sa fie o abordare

noua si fara precedent.
Concluzii generale

Domeniul ingineresc al dezvoltdrii de noi materiale de tip pansament cu
proprietati optimizate si avansate este inca un domeniu proeminent de cercetare
stiintifica, determinat de necesitatea de a aborda provocdrile complexe asociate
procesului de vindecare a ranilor. Datorita disponibilitdtii unei tehnologii avansate si a
unei cantitdti mari de informatii, a fost posibil sa se desluseasca procesele si factorii

complicati care apar atunci cand se produce o rand cutanata si raspunsul ulterior de



vindecare al organismului de la Inceput, progresie si sfarsit. Ca urmare, s-a stabilit ca
pansamentele ideale trebuie sd posede proprietati specifice care sa sustind si sd
imbunatdteasca capacitdtile naturale de vindecare a ranilor ale organismului, facilitand
astfel mecanismul implicit de vindecare. Urmatoarele calitdti sunt esentiale pentru
pansamentul ideal: biocompatibilitate, mentinerea unui mediu umed, absorbtia
lichidelor in exces, protectie antimicrobiand, biodegradabilitate, promovarea vindecarii
tesuturilor, permeabilitate si aport de oxigen, efecte secundare diminuate, cicatrici mai
putine, reducerea durerii, frecventa minima de schimbare a pansamentului, usurinta
aplicdrii si Indepdrtarii, confort, rentabilitate.

In ceea ce priveste aceste cerinte specifice, obiectivul tezei de doctorat a fost de
a proiecta si de a crea noi pansamente care sd indeplineascd indeaproape cerintele pentru
vindecarea optima si cu succes a ranilor cronice.

Primul studiu de inginerie stiintifica s-a axat pe dezvoltarea si evaluarea unui
pansament experimental nou, care constd intr-un hidrogel pe baza de alginat complexat
cu Matrigel si microsfere polimerice care incapsuleaza peroxid de hidrogen. Aceste
microsfere sunt concepute pentru a elibera oxigen la locul ulceratiei, favorizand un mediu
de vindecare.

Microsferele au fost sintetizate prin prepararea unei microemulsii pe baza de
acid polilactic (PLA) - componenta hidrofoba, si alcool polivinilic (PVA) - partea hidrofila,
cu addugarea de peroxid de hidrogen (H:0:). Microemulsia care contine H:0: a fost
supusa sondei cu ultrasunete pentru crearea microsferelor. Solutiei sonicate i s-au aplicat
o procedurd de spalare si un proces de centrifugare, obtinandu-se un precipitat denumit
OMs. Formularile hidrogelului se bazeaza pe alginat ca matrice principald, constand intr-
o solutie de 5 mg/mL. Aceastd formulad serveste drept control si este denumita HG.
Hidrogelul control (HG) este incorporat cu OMs, rezultand formarea hidrogelului
HG_OMs. Un protocol similar a fost utilizat pentru a produce hidrogelul HG_OMs_MG,
singura distinctie fiind includerea Matrigelului in aceasta proba. Toate formularile de
hidrogel au fost reticulate cu solutie de clorura de calciu. Pentru identificarea si stabilirea
proprietatilor fizico-chimice ale pansamentelor obtinute au fost utilizate urmatoarele
tehnici de investigare: FTIR, SEM, FT-ICR si estimarea ratei de gonflare si degradare.
Evaluarea biologica a implicat testarea in vivo a pansamentelor pe modele animale
murine. Modelele animale diabetice au fost create prin administrarea de streptozotocina,
permitand evaluarea eficacitatii hidrogelurilor in tratarea ranilor cu vindecare afectata,

cum ar fi ulcerele diabetice, care sunt cunoscute pentru vindecarea deficitara. Analiza



FTIR a fost efectuatd si pe HG, OMs si HG_OMs, pentru a include sau exclude prezenta
grupelor functionale corespunzdtoare benzilor vibrationale specifice. Datoritd
3400 cm-1. In plus, caracteristicile gruparii chimice C=O pentru PLA si ale gruparii COO-
din alginat sunt identificate la benzile de absorbtie de la 1500 si, respectiv, 1750 cm-1.
Integrarea OM-urilor prin matricea HG a fost confirmata de rezultatele spectrelor FTIR.
Rezultatele investigatiilor SEM au confirmat ca formarea OM-urilor a fost un succes,
evidentiind sfere rotunde clare cu dimensiuni cuprinse intre 1 si 3 pum. Micrografiile
inregistrate pentru hidrogeluri stabilesc structura macroporoasd a acestora, cu
dimensiuni ale porilor care variaza intre 79 (pentru proba de control HG) si 110 (pentru
proba HG_OMs) um. Se observa diferente distincte intre formularile HG si HG_OMs din
cauza existentei OMs pe suprafata si prin intreaga matrice de alginat care prezinta o
distributie uniforma. Pentru a cuantifica cantitatea de H20O, care prin eliberare, procesul
de vindecare, este imbunatatit datorita influentei asupra functiei celulare si a stimuldrii
proliferdrii, a fost utilizata analiza FT-ICR. Prin referire la curba de calibrare, a fost
determinatd o valoare de aproximativ 1,97 ppm. Cantitatea de H20: in procesul de
vindecare ar trebui sa fie scazutd, dar suficientd pentru restabilirea procesului de
angiogenezad, care este oprit de hipoxia cronica observata, in special in ulcerele diabetice.
Capacitatea hidrogelurilor de absorbtie a lichidelor a fost evaluata in conditii de
concentratii ionice similare plasmei sanguine, utilizand SBF preparat prin protocolul lui
Kokubo. Probele HG si HG_OMs demonstreaza o capacitate adecvata de a retine fluidele
incd din primele minute de contact cu solutia SBF, iar dupa 24 de ore de imersie, s-a
inregistrat un comportament maxim de aproximativ 200% pentru HG_OMs si 160%
pentru HG. Ulterior, s-a observat o scddere a ratei de gonflare datorita declansarii
procesului de degradare, care a fost evaluat dupa 24 si 48 de ore. S-a observat un
comportament de degradare redus pentru esantionul HG_OMs datorita stabilitatii oferite
de prezenta OMs in matricea de alginat. Cu toate acestea, pansamentele prezinta o
capacitate sporitd de absorbtie si retentie a fluidelor si o ratda de degradare moderata
datoritd materialelor utilizate si structurii poroase. Proprietatea de vindecare a
pansamentelor obtinute a fost evaluata pe pldgi dermice pe modele murine cu afectiuni
induse de diabet. Tratamentul cu actiune dependenta de timp a fost stabilit pentru 3 si 7
zile, urmat de analiza histopatologicd. Rezultatele histopatologice si discutiile au fost
realizate prin compararea plagii fara pansament cu celelalte plagi tratate cu formularile

propuse. In decurs de 3 zile, aplicarea pansamentului HG a dus la o scidere semnificativa



a umflaturilor localizate si a prezentei celulelor asociate cu inflamatia. In plus, dupa 7
zile, s-a format un nou strat exterior de piele si a fost observat un numar mai mare de
vase de sange. Dupad aplicarea pansamentului din hidrogel HG_OMs, rana nu a prezentat
semne de edem si a avut o scddere notabild a inflamatiei pe o perioada de 3 zile. Dupa un
contact mult mai lung (7 zile) al plagii cu hidrogelul care inglobeaza microsfere H202-
PLA, rezultatul histopatologic indica formarea si distribuirea uniforma a capilarelor,
precum si prezenta fibrelor de colagen. Rezultatele superioare obtinute In acest grup
(plagi tratate cu HG_OMSs) sugereaza ca oxigenul eliberat de microsfere a jucat un rol
semnificativ in promovarea acestor efecte benefice, avand in vedere activitatile eficiente
ale oxigenului in promovarea angiogenezei si a sintezei colagenului. In plus, incorporarea
Matrigelului in pansamentul HG_OMs faciliteaza formarea de tesut de granulatie distinct
si de noi capilare intr-un interval de 3 zile. Acest lucru se datoreaza consolidarii
structurale si introducerii de biomolecule furnizate de Matrigel. Dupa 7 zile de tratament,
au fost observate un strat epidermic normal si complet si o retea de colagen mai densa.
In plus, procesul de keratinizare a avut loc exclusiv in epiderma care a fost conectat cu
rana tratata cu HG_OMs_MG.

A doua metodologie utilizatd in teza de doctorat implicd crearea de
pansamente pentru rani prin utilizarea unei tehnici microfluidice care utilizeaza un cip
in forma de cruce pentru a produce nanoparticule de argint incorporate in materiale de
alginat-acid hialuronic. Aceste tipuri de pansamente sunt utilizate in special pe rdnile
cronice infectate datorita eficacitatii semnificative a nanoparticulelor de argint. Cu toate
acestea, impactul nanoparticulelor de argint asupra procesului de vindecare este
imbunatatit de caracteristicile lor fizico-chimice, inclusiv dimensiunea, forma, sarcina de
suprafata si diametrul hidrodinamic. In acest sens, 0 metodd noud de sintetizare a
nanoparticulelor de argint este reprezentatd de platforma microfluidicd, care ofera
parametri controlabili si, ulterior, caracteristici controlabile ale particulelor.

Procesul de sinteza implica utilizarea unei pompe peristaltice, care permite
manipularea precisa a variabilelor de intrare, cum ar fi volumul solutiilor necesare pentru
formarea nanoparticulelor, prin setarea valorilor rotatiilor pe minut (RPM); o platforma
microfluidica din PMMA, proiectata si obtinuta cu un echipament de taiere cu laser CNC,
care reprezinta nucleul sintezei nanoparticulelor de argint; furtune de circulatie conectate
la pompa si la cip care furnizeaza solutia de precursor metalic si solutia de reducere
organicd. Au fost stabilite patru intrari RPM pentru sinteza nanoparticulelor de argint

exprimate si pentru solutia AgNO:s si pentru solutia reducatoare (15 - 15, 15 - 30, 30 - 15,



10 - 15; AgNO:s - 2 x solutie organicd). Intrdrile laterale (x2 datorita formei de cruce) au
fost destinate solutiei organice reducatoare, iar intrarea centrala a fost destinatd solutiei
AgNO3. Au fost sintetizate doud serii distincte de nanoparticule de argint, care difera
doar prin concentratia precursorului de argint - AgNOs. Seria initiala a fost obtinuta
utilizand o solutie cu o concentratie de AgNO:s de 0,5 % masic, Insd seria ulterioara a fost
obtinutd utilizand o solutie cu o concentratie de AgNOs de 0,25 % masic. Proprietatile
fizico-chimice ale tuturor probelor de argint au fost analizate (XRD, SEM, DLS, TEM), iar
evaluarea ulterioara a rezultatelor a condus la identificarea celei mai optime probe, care
a fost considerata din punct de vedere al proprietatilor fizico-chimice. Aceasta proba
(Ag(0.25_15)) a fost ulterior incorporata intr-un pansament pe bazd de alginat-acid
hialuronic si a fost supusa unei evaludri suplimentare, atat din punct de vedere fizico-
chimic, cat si biologic (FTIR, SEM, TG-DSC, rata de umflare si degradare, evaluarea
antimicrobiana, precum si evaluarea biologica). Pentru compararea proprietdtilor
pansamentelor, au fost obtinute patru probe: Alg - hidrogelul control din alginat; Alg_ HA
- hidrogelul compozit din alginat si acid hialuronic; Alg S — hidrogelul control cu
incorporare de nanoparticule de argint; Alg HA_S - constituentii similari cu a doua
probd, dar cu adaugarea nanoparticulelor de argint.

Datele XRD obtinute pentru cele 8 probe de nanoparticule de argint indica in
mod clar argintul ca faza unicd cu un sistem cristalografic cubic si proprietdti bine
cristalizate. Dimensiunea cristalitelor a fost calculata si au fost identificate diferente intre
probe, concluzionandu-se ca utilizarea unei concentratii mai mici de AgNOs a indus o
dimensiune mai mica a cristalitelor. Micrografiile SEM obtinute pentru toate probele de
argint aratd diferente intre morfologie si uniformitatea dimensiunii in functie de solutia
de concentratie a precursorului. Seria 2 (0.25% AgNOs) prezinta o scddere a dimensiunii
nanoparticulelor, un aspect mai sferic al morfologiei si uniformitate in ceea ce priveste
dimensiunea. In plus, micrografiile TEM au coroborat datele privind modul in care
concentratia de AgNOs afecteaza forma si dimensiunile nanoparticulelor de argint,
precum si structura cristalind a probelor (asa cum reiese din modelul SAED), dupa cum
se observa in rezultatele XRD. Rezultatele obtinute prin imprastierea dinamica a luminii
(DLS) au indicat prezenta unei sarcini negative si stabilitatea solutiei de nanoparticule pe
baza masuratorilor potentialului zeta. Valorile razei hidrodinamice au fost in intervalul
103 — 184 nanometri pentru seria 1, si intre 58 — 148 nanometri pentru seria 2, evidentiind
din nou influenta concentratiei precursorului si corelarea cu dimensiunile fizice masurate

din imaginile de microscopie electronica. Conform rezultatelor, proba cu cele mai



favorabile proprietati fizico-chimice face parte din seria 2, unde a fost utilizatd o
concentratie mai mica a solutiei de precursor de argint. Etapa ulterioara a implicat
incorporarea probei de nanoparticule de argint selectata intr-un hidrogel pe baza de
alginat-acid hialuronic si efectuarea analizei amdnuntite pentru a evalua potentialul
acesteia ca solutie de tratament pentru combaterea infectiilor si promovarea vindecarii
ranilor. Formarea de materiale compozite, caracterul hidrofil si prezenta gruparilor
chimice caracteristice se confirmd prin rezultatele analizei FTIR. Gruparea O — H este
observata in toate probele in jurul a 3200 cm-1, iar banda de vibratie C — H la 2907 cm’!,
precum si gruparea amidicd N-H este identificatd ca o confirmare pentru formare
hidrogelului compozit alginat-acid hialuronic. Micrografiile SEM confirma proprietdtile
poroase ale pansamentelor care au fost obtinute si indica diferente intre probele Alg si
Alg_HA 1in ceea ce priveste dimensiunea si aspectul porilor. Adaosul de acid hialuronic
oferd o prezentd intensificatd a porilor si forme mai alungite. In plus, probele Alg_S si
Alg_HA_S prezinta diferente perceptibile in uniformitatea dispersiei nanoparticulelor de
argint datorita prezentei acidului hialuronic. Includerea acidului hialuronic are un efect
benefic atat asupra pielii, cat si asupra procesului de vindecare, precum si asupra
caracteristicilor fizice si chimice generale ale pansamentelor. Rezultatele analizei TG-DSC
evidentiaza procesul de descompunere care apare la 0 anumita temperaturd, iar in final,
masa reziduala a fost utilizatd pentru a indica continutul de argint din fiecare proba
(1,27% pentru Alg_S, 0,36% pentru Alg_HA_S). S-a evaluat capacitatea de gonflare a
hidrogelurilor si a fost observat faptul ca inca din primele minute de imersare s-a
inregistrat o ratd semnificativa de absorbtie, iar aceste valori s-au mentinut aproximativ
72 de ore. Ulterior a fost inregistrata o scadere a ratei de gonflare, fapt corelat inceperii
procesului de degradare. Caracteristicile antibacteriene ale pansamentelor sintetizate au
fost evaluate pe baza capacitatii lor de a inhiba formarea de biofilme. Activitatea
antibacteriand a nanoparticulelor de argint a fost evaluatd prin incubarea in contact cu
doua tulpini bacteriene, S. aureus si E. coli, timp de 24, 48 si 72 de ore. Pansamentele Alg_S
si Alg_HA_S induc o scadere a formadrii de biofilm, in special pe tulpina Gram-pozitiva,
si sunt mentinute in orice moment de testare. Mai mult, au fost observate si implicatiile
acidului hialuronic, datorita efectului sau bacteriostatic, proba Alg_HA_S prezinta unitati
formatoare de colonii mult mai mici comparativ cu proba Alg_S pe ambele tipuri de
bacterii. Biocompatibilitatea probelor a fost evaluata atat calitativ, cat si cantitativ in
prezenta liniei celulare de keratinocite HaCaT, care au fost incubate cu materialele timp

de 24 de ore. Microscopia de fluorescenta confirma faptul ca in cazul contactului cu



materialele, celulele 1si mentin morfologia citoscheletului de actind sdandtoasa, indicand
biocompatibilitatea. De asemenea, a fost evidentiata capacitatea de a stimula procesul de
proliferare celulara, iar nivelurile de lactat dehidrogenaza (LDH) au fost minime,
indicand integritatea membranelor celulare. Acest lucru indica faptul cd aceste materiale
prezinta multiple caracteristici ideale pentru un pansament, fiind un remediu prosper
pentru tratarea ranilor cu rate lente de vindecare si infectii bacteriene.

Ultima rezolutie a cercetdrii doctorale implica crearea unui pansament inedit
care combina doud caracteristici esentiale: proprietati antimicrobiene pentru prevenirea
sau combaterea infectiei si eliberarea controlata de oxigen, care oferd in mod colectiv cel
mai favorabil mediu pentru promovarea vindecdrii rdnilor cronice. Proprietatile
antibacteriene ale pansamentului sunt oferite prin utilizarea nanoparticulelor de argint,
care au fost sintetizate folosind o metodd microfluidicd ce implicad utilizarea unui cip in
forma de cruce cu trei canale de intrare. Pe baza constatarilor studiului anterior, a fost
utilizata aceeasi configuratie de sintezd, cu aceiasi parametri ai pompei exprimati in
rotatii pe minut (RPM). Diferenta in acest studiu a fost utilizarea acidului ascorbic ca
agent reducdtor si addugarea de polivinilpirolidona (PVP) in solutia precursoare de
argint pentru a Imbunatati stabilitatea si eficienta nanoparticulelor. Au fost obtinute si
analizate patru probe de nanoparticule de argint prin urmadtoarele tehnici: XRD, SEM,
TEM, DLS. Similar studiului anterior, o singura proba (S(15_15)) de nanoparticule de
argint a fost selectata dintre cele patru optiuni disponibile, demonstrand caracteristicile
optime pentru aplicatia specificd In cauza. Functia de eliberare a oxigenului a
pansamentului este asociata cu utilizarea nanoparticulelor de peroxid de calciu (CaOz2) cu
acid tanic (TA). In acest sens, a fost efectuatd o metoda de sintez prin precipitare pentru
a obtine nanoparticule de CaO-@TA pornind de la o solutie de etanol cu aditie de CaClz x
2H20 si TA, urmatad de adaugarea de NHssi procedura de picurare a solutiei de H20
(35%). Un proces de sonicare a fost aplicat solutiei finale, iar apoi reactia completa a fost
lasata s& aibd loc in timpul noptii la temperatura ambianta. In plus, materialul a fost
supus spalarii cu etanol prin centrifugare consecutivd, iar apoi nanoparticulele au fost
uscate la 60 °C si caracterizate prin analiza XRD, FTIR, SEM, TEM, DLS. Urmatorul pas a
fost obtinerea formularilor de tip hidrogel pe baza de alginat pornind de la hidrogelul
control (Alg) pentru a compara fiecare caracteristicd individuala a pansamentelor.
Nanoparticulele au fost incorporate separat in matricea de alginat, rezultand doua
pansamente distincte: unul care contine nanoparticule de argint, proiectat ca

Alg_5(15_15), si altul care contine nanoparticule de peroxid de calciu tanilat, notat ca



Alg_Ca0O2@TA. Formula finald de pansament, care depdseste functiile de baza, integreaza
nanoparticulele de argint si peroxid de calciu tanilat in matricea de alginat, oferind un
pansament dublu functional care combina beneficiile ambelor tipuri de nanoparticule.
Hidrogelurile au fost analizate folosind diferite tehnici, inclusiv SEM, FTIR, spectroscopie
UV-Vis si investigarea ratelor de gonflare si degradare. In plus, au fost efectuate evaluari
microbiologice si biologice pentru a confirma aspectele cheie ale proprietatilor si
comportamentului hidrogelurilor. Rezultatele datelor din difractia de raze X pentru
probele de nanoparticule de argint confirma argintul ca singura faza obtinutd, conform
bazei de date PDF-ICDD, precum si caracterul intens cristalin. Dimensiunea medie
determinatd a cristalitului a fost de aproximativ 21 nm pentru fiecare dintre cele patru
probe de nanoparticule de argint. Imaginile de microscopie electronica de baleiaj (SEM)
indica influenta acidului ascorbic fiind obtinute nanoparticule de argint (cu dimensiuni
cuprinse intre 27 si 49 de nanometri) cu un aranjament particular al acestora, agregate
sub forma de sfere micronice (diametre cuprinse intre 168 si 235 nanometri). Morfologia
nanoparticulelor este influentata atat de acidul ascorbic cat si de PVP in timpul procesului
de reducere a argintului. Microscopia TEM sustine informatiile obtinute prin analiza
SEM, evidentiind aranjarea nanoparticulelor mici in sfere individuale de dimensiuni
micronice. Proba S(15_15) prezintd sfere bine definite cu uniformitate dimensionala,
comparativ cu celelalte probe analizate care prezintd mici defecte conformationale.
Potentialul zeta a fost masurat prin tehnica DLS si, astfel, a fost stabilitd sarcina negativa
a nanoparticulelor ce prezintd stabilitate moderata in lichid. Diametrul hidrodinamic
exprimat in nanometri a fost in concordanta cu tendinta de aglomerare a nanoparticulelor
si rezultatele microscopiei electronice. Prin comparatia rezultatelor obtinute pe cele patru
probe de argint, a fost nominalizata proba S(15_15) pentru a fi utilizata in dezvoltarea de
pansamente cu proprietdti antimicrobiene. In continuare sunt prezentate rezultatele in
urma caracterizdrii nanoparticulelor de CaO:@TA, incepand cu identificarea fazei prin
analiza XRD si a grupurilor functionale prin metoda FTIR. Ambele rezultate ale analizei
au demonstrat obtinerea cu succes a CaO:@TA prin difractograma asociatd cu faza unica
de peroxid de calciu, conform bazei de date PDF-ICDD si caracteristica benzii
vibrationale pentru O-Ca-O la ~517 cm-1. Datele SEM indica faptul cad particulele au o
morfologie sfericd cu o dimensiune medie de 153,11 + 3,36 nanometri si identificarea
elementara a calciului si oxigenului prin modulul EDS. In plus, structura policristalina si
forma sferica a nanoparticulelor CaO:@TA distribuite uniform intr-o faza de acid tanic,

sunt confirmate de datele microscopiei TEM. De asemenea, au fost efectuate masuratori



ale nanoparticulelor, avind in vedere rezolutia mai bund a microscopiei TEM, fiind
obtinutd o dimensiune medie de particule de 122 nm. Madsuratorile diametrului
hidrodinamic si potentialul zeta ale particulelor indica faptul ca acestea au o sarcina
negativa si o valoare medie a potentialului zeta de aproximativ -16,48 milivolti. Diametrul
hidrodinamic mediu a particulelor este de aproximativ 393,2 nanometri. Timp de cinci
zile, a fost observata vizual activitatea de oxigenare a nanoparticulelor CaO2@TA din PBS
la doua valori distincte ale pH-ului: 6 si 7,4. Bulele de oxigen au fost identificate in ambele
conditii de pH din primele 10 minute, sugerand capacitatea de eliberare a oxigenului.
Analiza FTIR a fost utilizatd pentru a examina toate hidrogelurile, alginatul servind ca
matrice principald ce include nanoparticule de argint si nanoparticule de peroxid de
calciu tanilat atat individual cat si in aceeasi formulare. Spectrele rezultate prezinta un
aspect in mare parte similar datoritd compozitiei pe baza de alginat asociat gruparilor
carbonil si carboxil, dar si prezenta nanoparticulelor de CaO:@TA prin identificarea
gruparii O — Ca - O. Microscopia SEM pune in evidentda structura poroasd a
hidrogelurilor si indicd uniformitatea distribuirii nanoparticulelor individuale de
S(15_15) si CaO:@TA 1in matricea de alginat. Aceasta constatare a fost observata in mod
constant si in esantionul Alg_S_O. Folosind modulul EDS, a fost examinata compozitia
elementald, remarcata prin prezenta argintului, calciului, oxigenului si sodiului. In urma
evaludrii estimative a capacitatii de gonflare a hidrogelurilor in interactiunea cu solutia
de SBF, a fost concluzionat faptul ca toate probele au prezentat rata de gonflare
dependentd de timp, cu valori peste 100% Inregistrare pentru toate probele in timpul fazei
de testare. Metoda Fenton a fost aplicata pentru a evalua cantitatea de eliberare cinetica
de H202 in conditii acide (pH 6) folosind o arhitectura stratificata de discuri de PMMA
acoperite cu un strat subtire de hidrogel Alg_S_O. Rezultatele spectroscopiei UV-Vis au
fost obtinute din minut in minut timp de 8,5 ore. In primele minute a fost inregistrat o
concentratie initiala de aproximativ 3,5 mg/L , iar dupa doud ore, concentratia a ramas
stabild in intervalul 5 — 5,5 mg/L, fara variatii semnificative pe toata durata. Urmatoarele
rezultete se bazeaza pe evaluarea din punct de vedere antimicrobian al pansamentelor in
ceea ce priveste capacitatea lor de a inhiba formarea de biofilme monospecifice.
Rezultatele indica in mod clar o scddere drastica a biofilmului bacterian oferit de
hidrogelul Alg_S_O, in comparatie cu alginatul control si cu fiecare tip hidrogel cu
nanoparticule, de asemenea. Dupa 48 de ore, a fost inregistrata o eradicare totala a
biofilmului stafilococic, in timp ce inhibarea semnificativad a dezvoltarii biofilmului a fost

mentinutd pe tulpina de Ps. aeruginosa. Rezultatele indica in mod clar ca efectul ambelor



tipuri de nanoparticule simultan duce la o imbundtatire semnificativa a activitatii
antimicrobiene, evidentiind beneficiile sinergice ale utilizdrii acestor doua tipuri de
nanoparticule impreund. Biocompatibilitatea hidrogelurilor si capacitate de stimullare a
proliferdrii celulara au fost testate in contact cu linia de keratinocite HaCaT dupa 24 si 48
de ore. Microscopia de fluorescentd confirma faptul ca dupad 24 si 72 de ore celulele in
contact cu hidrogelurile obtinute prezinta morfologii sanatoase si densitate celulard mai
ridicata in cazul probelor ce contin nanoparticule, comparativ cu proba control.
Biocompeatibilitatea probelor este confirmata si de rezultatul testului MTT, unde dupa 24
si 72 de ore se observa o crestere a viabilitatii celulare in special pentru proba Alg_S_O.
De asemenea, a fost evaluata citotoxicitatea probelor prin masurarea eliberdrii de LDH
din keratinocite, asadar probele nu induc dezechilibre ale integritatii membranei celulare
fiind identificate niveluri scazute de LDH, in special pentru proba Alg_S_O. Rezultate
favorabile au fost obtinute si in ceea ce priveste analiza stresului oxidativ, cantitdtile
minime de productie de NO sugereaza cd materialele testate sunt necitotoxice, ceea ce
indica faptul ca nu dauneaza celulelor keratinocite umane. Mai exact, formularea
Alg_S O nu prezintd semne de inducere a stresului celular in culturile de celule de
keratinocite umane, demonstrand natura sa sigura si netoxica.

In concluzie, rezultatele cercetirii tezei de doctorat au validat dezvoltarea si
eficienta conceptelor initiale, demonstrand faptul ca prin combinarea materialelor
comune, dar sintetizate prin metode avansate precum si atentia asupra alegerii unor
sisteme performante este posibil sd se creeze noi pansamente avansate si inteligente, cu
proprietdti imbunatatite. Rezultatele aratd ca sinergia dintre aceste materiale este cruciala
precum si metoda de sinteza, deoarece permite atingerea echilibrului si eficacitatii

produsului final.

Cadre de cercetare stabilite pentru a facilita investigatiile ulterioare

— Perspective

O perspectiva unificatd asupra progresului cercetdrii in domeniu este sa
imbratiseze o abordare holisticd care se bazeaza pe punctele forte ale metodologiilor
interdisciplinare, inclusiv ingineria chimicd, biologia, matematica si electronica.
Expertiza in inginerie chimica este esentiald pentru intelegerea proprietdtilor subiacente
ale materialelor, inclusiv a caracteristicilor lor fizice si chimice, si pentru dezvoltarea

ideilor inovatoare care depasesc standardele actuale. Prin integrarea perspectivelor din



biologie si biologie moleculara, cercetdtorii pot dezvolta o intelegere mai profunda a
interactiunilor si mecanismului celulelor pielii, permitand identificarea declansatorilor
cheie care pot fi exploatati pentru a induce schimbadri ca raspuns la conditiile severe
experimentate la nivelul pielii. Precizia matematicii, similara cu cea a chimiei, permite
cercetdtorilor sa obtina rezultate precise si fiabile, chiar daca se intalnesc erori minore.
Oamenii de stiinta pot obtine o intelegere aprofundata a procesului de sinteza si a
mecanismelor chimice implicate utilizand un cadru matematic, care le va oferi in cele din
urma o imagine cuprinzatoare a concluziei experimentului. Prin intersectia dintre
electronicd, chimie si biologie, cercetatorii pot crea senzori care pot fi inserati in pielea
artificiala, permitandu-i sa imite functiile senzoriale ale pielii umane. Aceasta include
capacitatea de a detecta schimbadrile de temperatura, senzatiile de atingere si semnalele
de durere, permitand dezvoltarea unor proteze si dispozitive medicale mai sofisticate.
Cercetarea efectuata pentru teza de doctorat a oferit o baza solida pentru
conceptualizarea directiilor viitoare realizabile, permitand o abordare mai informata si
strategica a dezvoltarii viitoare. Cercetarea noastra isi propune sa valorifice proprietdtile
de eliberare de oxigen ale hidrogelurilor prin dezvoltarea si testarea pansamentelor care
contin nanoparticule de MnO, MgO si CeO:. In plus, vom investiga doud alternative
ecologice care utilizeaza alge marine cu capacitdti inerente de eliberare de oxigen si celule
rosii din sange, care au o capacitate dovedita de a elibera oxigen si sunt deja utilizate in
medii medicale. Avand in vedere importanta activitatii antimicrobiene in Incurajarea
vindecarii cronice a ranilor, nanoparticulele de argint raman cea mai promitdtoare
alegere dintr-o perspectivd multidisciplinard. Vom folosi platforme microfluidice cu
design diferit si variabil, cu parametri de curgere reglabili, compozitii diverse ale solutiei
precursoare si diferiti agenti reducatori si metode. De asemenea, se vor explora efectele
diferitelor dimensiuni ale particulelor, agentilor reducatori si metodelor asupra activitatii

antimicrobiene a nanoparticulelor de argint.
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