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INTRODUCERE

Terapia defectelor osoase si cutanate la animalele de companie reprezinta o
reala provocare in activitatea uzuald a medicilor veterinari. La ora actuala exista o
varietate de biomateriale cu diverse calitati, dar care inca nu intrunesc toate cerintele
unui produs plenipotentiar. Descoperirea unui biomaterial multipotent care sa ajute
vindecarea si sa Incurajeze regenerarea mai multor tipuri de tesuturilor reprezinta un
subiect de mare interes. Chiar dacd medicina umana beneficiaza de mai multe cercetari
in domeniu, este important sa implementam aceste practice si in medicina veterinara.

Scopul acestei lucrari este acela de a evalua eficacitatea unor biomateriale pe
mai multe tipuri de tesuturi, aviand in vedere ca studiile de acest fel sunt relativ limitate.
Biomaterialele de tip compozit sunt adesea folosite in practica dentard, dar nu si in
vindecarea osoasd sau mai ales cutanatd. Prezenta biocompatibilitati si absenta
citotoxicitatii sunt elemente de valoare care ofera calitate unui biomaterial.

Asadar, cercetarea si integrarea acestor bioprodese 1n strategiile de vindecare ar

putea duce la imbunatatiri considerabile ale medicinii regenerative si ar putea incuraja
dezvoltarea de biomateriale fezabile pentru mai multe tipuri de tesuturi.

STRUCTURA TEZEI DE DOCTORAT

Teza de doctorat intitulata “Evaluarea potentialului de stimulare a vindecdrii a
unor biomateriale de tip compozit” este structurata in doua parti principale, si anume:
Partea I - Stadiul actual al cunoasterii, respectiv Partea a II-a - Contributia
personala.

STADIUL ACTUAL AL CUNOASTERII

Partea I este formata din 3 capitole si reda o sinteza a informatiilor generale cu
privire la biomateriale, tesutul cutanat si tesutul osos. In capitolul 1 sunt prezentate
biomaterialele si sunt furnizate notiuni legate de tipurile biomaterialelor,
biocompatibilitatea acestora, clasificarea lor, aplicatiile medicale in care sunt utilizate si
proprietitile acestora. In capitolul 2 si 3 sunt descrise notiuni generale de anatomie ale
pielii si ale osului, functiile acestora si tipurile de defecte care pot sa apara la nivelul lor.

CONTRIBUTIA PERSONALA

Partea a II-a contine 6 capitole. Aici sunt descrise obiectivele urmadrite,
materialele si metodele folosite, rezultatele obtinute, discutiile, concluziile si
recomandarile, precum si elementele de originalitate ale tezei.



STUDII DE CERCETARE

1. Obtinerea si caracterizarea prin metode microscopice a
biomaterialelor de tip compozit

Crearea unor bioproduse prin eliberarea controlata a umpluturii minerale in
matricea polimerica este atat o provocare, cat si o cerinta semnificativa. Astfel, in acest
studiu au fost create doua compozite pe baza unei matrici complexe care contine
Bisfenol A-glicidil Metacrilat, Dimetacrilat de Uretan, Metacrilat de hidroxietil si
Trietilen Glicol-Dimetacrilat (BisGMA, UDMA, HEMA si TEGDMA) si un material de
umplere mineral format din sticla de Oxid de Bariu (BaO), Florura de Bariu (BaF2),
Nanohidroxiapatita (nHA) si Cuart, Silica si Flouroaluminosilicat.

Aceste biomateriale au fost inglobate in microcapsule de policaprolactona (PCL)
pentru a distribui umplutura minerala. PCL contine particule de umplutura asistate de
zer de bivolitd ca agent antiaglomerat si promotor bioactiv, care elibereaza filler-ul
treptat in timpul polimerizirii matricei. In timpul polimerizirii C1, microcapsulele au
fost complet distruse. In schimb, biomaterialul C2 a pastrat cateva parti de microcapsule
bine Incorporate in matrice langa particulele de umplutura de BaO. Acest lucru a fost
confirmat prin Spectroscopia cu Dispersie Energetica (EDS).

Reducerea continutului mineral din proba C2 impiedica descompunerea totald a
policaprolactonei in timpul polimerizarii compozitelor. Acest lucru permite particulelor
minerale sa se Incorporate Intr-o structura foarte bine amestecatad, fara segregari locale
sau fisuri superficiale.

Potrivit microscopiei SEM, microstructura compozitului este influentata
semnificativ de cantitatea si tipul de umpluturi. invelisul miezului de policaprolactona
se descompune relativ usor, iar particulele sunt distribuite mai bine in matricea
polimerica datorita cantitatilor si compozitiei diferite de continut mineral din proba C1.

Incorporarea eficientd a umpluturii minerale in ambele probe C1 si C2 a fost
evidentiata de spectrele FTIR, care au aratat stabilizarea Bis-GMA ca urmare a prezentei
monomerilor UDMA. Acest lucru stabilizeaza legdturile carboxilice din matricea
polimerica, controldnd vascozitatea in timpul polimerizarii pentru a asigura o
distributie uniforma si optima a particulelor de umpluturd in compozit. Aspectul
uniform al detaliilor microstructurale sustine acest fapt.

2. Evaluarea “in vitro” a compozitelor C1 si C2 de tip ciment pe
celule stem mesenchimale de origine palatinala
Un mediu ideal pentru testarea biocompatibilitatii biomaterialelor este celula

stem mezenchimala (MSC) de origine palatinala (HAN si colab., 2014; KAWAI si colab.,
2022; XU si colab., 2019). Astfel, pentru a evalua biocompatibilitatea si prezenta



efectelor citotoxice, compozitele care au fost create anterior au fost cultivate. in
conformitate cu literatura de specialitate, se aminteste despre comportamentul biologic
diferit al compozitelor care ar putea fi influentat semnificativ de diferentele minore in
raportul si tipul de agent de umplere mineral (LAWRENCE si colab., 2023; ZHAO si
colab., 2023).

Cultivarea celulelor stem mezenchimale de origine palatinala (MSC) s-a realizat
la 1, 3,5si 7 zile. Dupa 3, 5 si 7 zile de cocultur3, nivelurile de fosfataza alcalina (ALP)
au fost masurate la fiecare interval de timp, iar citotoxicitatea a fost evaluata pe probele
compozite. Ambele compozite au permis o proliferare puternica a celulelor, conform
studiului SEM. In 1 si 3, s-a observat un stadiu de pluripotenti a celulei stem
mesenchimale, cu niveluri medii de ALP de 209,2 u/L pentru C1 si 193,0 u/L pentru C2,
precum si o morfologie a celulei fusiforme.

Dupa 7 zile de cultur3, s-a observat diferentierea celulara, care a fost demonstrata
prin SEM. Modificarile morfologice, cum ar fi forme aplatizate, stelate si rotunjite, au fost
asociate cu un nivel crescut de ALP (279,4 u/L pentru C1 si 284,3 u/L pentru C2). Dupa
sapte zile de co-cultur3, spectroscopia de raze X cu dispersie de energie (EDX) a aratat
niveluri crescute de fosfor (P) si calciu (Ca) aproape de stoichiometria hidroxiapatitei.
Acest lucru sugereaza ca MSC-urile C1 si C2 Incep sa aiba un comportament
osteoinductiv.

Dupa trei zile, testul colorimetric bazat pe scindarea sarii galbene de tetrazolium
ca indicator al viabilitatii celulare (MTT) a aratat o viabilitate celulara de 98,08% pentru
C1side 97,33% pentru C2, ceea ce sugereaza ca probele compozite sunt biocompatibile.
Desi viabilitatea celulara a scazut usor la 5 si 7 zile, rezultatele au fost remarcabile: C1 a
avut 89,5% si C2 a avut 87,3%. Prin urmare, atat C1, cit si C2 sunt adecvate pentru
testarea ,in vivo” ulterioara.

Cantitatea si tipul de material de umplere bioactiv este foarte importanta pentru
viabilitatea celulara. Rezultatele mai bune ale testului MTT indica faptul ca C1 are o
valoare mai mare a viabilitatii MSC. Dar atat C1, cat si C2 sunt candidati viabili pentru
teste in vivo ulterioare.

In plus, a existat o corelatie intre cantitatea si tipul de material de umplere
bioactiv si nivelul de fosfataza alcalina (ALP).

3. Evaluarea biocompatibilitatii a doua tipuri de compozit prin
implantarea subcutanta si intramusculara la sobolan

Evaluarea biocompatibilitatii produselor care vin direct in contact cu tesuturile
normale este esentiald pentru determinarea gradului de toleranta gazda-grefa. Testele
de toxicitate sunt esentiale pentru evaluarea produselor care urmeaza sa fie utilizate pe
animale sau pe oameni. Pentru a intelege fonomenul, sunt necesare atat experimente in
vitro, cat si in vivo (PATROI, 2013, EMOKE PALL, 2015). Exista posibilitatea ca anumite
materiale sa provoace toxicitate acutd prin acumularea In celulele renale sau hepatice.



Desi cimenturile pot prezenta o toxicitate relativ mica, aceasta scade considerabil
pe masura ce trece timpul (SCHMID-SCHWAP, 2009). Aceasta reducere a toxicitatii este
atribuita partilor nepolimerizate din stratul inhibat de aer (DARMANI, 2007).
Interactiunile complexe care au loc Intre material si sistemul biologic sunt posibile prin
utilizarea unui organism viu, deoarece studiile ,in vitro” nu pot replica aceste
interactiuni (GOCIU, 2013).

Acest studiu a urmarit sa evalueze biocompatibilitatea a doua cimenturi
compozite pe o perioada de noudzeci de zile, examinadnd comportamentul sobolanilor si
efectuand examinari clinice, histologice si scanari CT.

Materialele au fost implantate subcutanat si peri/intramuscular pentru a fi
testate pentru toxicitate si biocompatibilitate. Zilele treizeci si nouazeci au fost esentiale
pentru studiu, deoarece au fost recoltatate implanturile impreuna cu tesutul adiacent,
rinichii si ficatul pentru a identifica orice depuneri toxice potentiale. In ciuda faptului ci
biomaterialul a fost in contact intim cu tesutul, forma, culoarea sau textura acestuia au
ramas neschimbate.

A existat o relatie pozitiva intre material si zona de insertie, in ciuda unui usor
raspuns inflamator la nivelul locatiei de implantare. Ficatul si rinichii nu au prezentat
modificari de forma sau functie. Rezultatele au demonstrat ca biomaterialele sunt
compatibile cu tesuturile biologice, deoarece nu au provocat modificari clinice sau
iritatii specifice.

Nu au fost observate modificari in dimensiune ale ambelor cimenturi, conform
scandrilor computerizate de tomografie.

Fara consecinte negative, citotoxicitate sau de respingere, observatiile
histopatologice confirma biocompatibilitate biomaterialelor.

in studiile noastre, modelul de implantare in vivo folosit a confirmat rezultatele
in vitro, si anume o biocompatibilitatea fezabila.

4. Evaluarea comparativa a compozitelor C1 si C2 in stimularea
vindecarii plagilor cutanate la sobolan

Compozitele de tip ciment din acest studiu au fost dezvoltate ca urmare a
cercetdrilor actuale in medicina regenerativi. Intr-un model experimental folosit la
sobolani, scopul principal al acestei cercetari a fost de a evalua capacitatea cimenturilor
composite C1 si C2 de a stimula vindecare ranilor. Biomaterialele nepolimerizate au fost
folosite pentru a acoperi ranile dupa ce au fost create defecte de piele cu o grosime de
cinci milimetri.

O serie de protocoale microscopice si macroscopice au fost utilizate pentru a
evalua evolutia defectului. Aceste protocoale au inclus analiza histopatologic3, rata de
inchidere a plagii si fotografierea ranilor.

Toti indivizii luati In studiu au fost sanatosi si nu a fost afectata capacitatea pielii
de a se vindeca, conform analizelor paraclinice.



Evaluarile macroscopice au ardtat ca biomaterialul C1 a facilitat vindecarea
incepand cu a treia zi si a avut calitati superioare in comparatie cu biomaterialul C2, care
a determinat micsorarea plagii incepand cu ziua a sasea.

Analiza histologica a evaluat ca bioprodusul C1 a avut calitati superioare:
biomaterialul nu a determinat reactii de respingere, necroza sau apoptozd, a fost
observata neoangiogeneza iar cimentul compozit C1 a fost absorbit in intregime.

Dupa aplicarea topicad a biomaterialelor, investigatiile histologice ale organelor au
demonstrat ca nu existd hepatotoxicitate sau nefrotoxicitate. Acest lucru confirm din
nou biocompatibilitatea si fiabilitatea ambelor cimenturi compozite.

5. Evaluarea comparativa a compozitelor C1 si C2 in stimularea
vindecarii defectelor osoase induse la sobolan

Repararea sau reconstruirea defectele osoase reprezinta o provocare in domeniul
ortopedic. In acest studiu, au fost implantate doud cimenturi compozite intr-un defect
femural subcritic la sobolani. Pentru a compara rezultatele, au fost utilizate trei grupuri,
un grup de control, si doua grupuri experimentale.

Cercetarea a vizat posibila capacitate osteogena si toleranta toxicologica a
bioproduselor prin histopatologie si analize imagistice computerizate efectuate la 14,
28, 56 si 90 de zile. Descoperirile initiale ale acestei cercetari sunt pozitive, deoarece
aratd o mica diferentd intre grupurile tratate cu biomateriale. Utilizarea acestor
bioproduse poate fi un mijloc eficient in tratarea anomaliilor osoase.

in comparatie cu materialul C2, biomaterialul C1 a permis vindecarea zonelor de
defect osos intr-un termen mai scurt, in jurul implantului. La unii sobolani au fost
observate aparitiile unor zone de fractura osoasa. Nu este clar daca fracturile au fost
cauzate de prezenta sau compozitia biomaterialul C2 sau au existat alti factori.

Pana la sfarsitul celor nouazeci de zile de studiu, biomaterialele au ramas
neschimbate la nivelul tesutului osos, fara a crea consecinte negative, fenomene de
respingere, apoptoza sau necroza celulara.

Ambele biomateriale au demonstrat o usoara activitatea osteoinductiva, dar
biomaterialul C1 a fost mai eficient decat bioprodusul C2.

Proprietatile fizico-chimice ale bioproduselor se potrivesc cu cerintele tesutului
0so0s, iar durabilitatea si rezistenta mecanica sunt confirmate de scanarile CT. Acesta ar
putea servi drept baza pentru un proiect de cercetare care examineaza utilizarea
biomaterialelor dentare in fabricarea de implanturi pentru defecte osoase.



CONCLUZII FINALE ST RECOMANDARI

In urma cercetarilor efectuate, rezultatele stau la baza formularii unor concluzii

precum urmeaza:

Biomaterialelor de tip compozit sintetizate au dovedit o buna toleranta in vitro
cu o biocompatibilitate crescuta si absenta citotoxicitatii;

Cercetarile efectuate au validat ca utilizarea biomaterialelor nu a modificat
valorile analizele de sange iar functionarea rinichilor si ficatului nu a fost
afectat3;

Biomaterialele nepolimerizate au ajutat la vindecarea cutanata si au crescut
biodegradabilitatea produselor fara a produce consecinte negative la nivelul
altor tesuturi sau organe;

Implantarea biomaterialelor la nivel subcutanat si peri/intramuscular nu a
indus un raspuns inflamator local sau sistemic;

Utilizarea bioprodusele in defectele osoase nu a interferat negativ cu procesul
de vindecare osoasa;

Aditia compozitelor cu diverse tipuri de nanoparticule induc o eficienta
terapeutica crescuta;

Cercetarea bioproduselor in defectele osoase a validat faptul ca acestea sunt
adecvate pentru fabricarea diverselor tipuri de proteze, datorita
biocompatibilitatii ridicate si toxicitatii scazute, precum si proprietatilor
mecanice excelente, avand o rezistenta mecanica mare.

Avand in vedere cele de mai sus, recomandarile pot fi formulate astfel: ca

biomaterialele sa fie utilizate in ingineria tisulara si medicina regenerativa. Datorita

biocompatibilitatii crescute, se deschid posibilitati pentru dezvoltarea si integrarea

ulterioara a unor produse specifice In aceste cimenturi (spre exemplu: microcipuri). Cu
toate acestea, aprofundarea materialelor este necesara pentru aplicatii in fabricarea
protezelor de diverse tipuri.



ELEMENTELE DE ORIGINALITATE ALE TEZEI

Cercetarea de fata aduce cateva elemente inovative in studiul biomaterialelor:

1. Sinteza unor biomateriale de tip compozit ciment noi care nu au mai

fost produse pana in prezent;

2. Obtinerea unor materiale cu biocompatibilitate crescuta si toxicitate
scazuta;

3. Eliberarea controlata a umpluturii minerale In matricea polimerica in
timpul procesului de polimerizare care determina cresterea uniformitatii
bioprodusului;

4. Utilizarea biomaterialelor nepolimerizate de tip ciment in procesul de
vindecare a pielii;

5. Utilizarea unei seringi de microcipare ca modalitate de implantare a
bioproduselor la nivel subcutanat si peri/intramuscular.






