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1. Scopul si obiectivele studiului

1. Problema fundamentala a cercetarii:

Defectele osteocondrale ale genunchiului, care implicd concomitent cartilajul
articular si osul subcondral, constituie o provocare complexa in ortopedie si medicina
sportiva, avand un impact semnificativ asupra functionalitatii articulare si calitatii vietii
pacientilor(1,2). Aceste leziuni se pot dezvolta ca urmare a traumelor, proceselor
degenerative (precum osteoartrita) sau a malformatiilor congenitale si pot evolua rapid
catre degenerare articulara severd, in special in cazul articulatiilor portante(3,4). Lipsa unor
solutii biomateriale eficiente si clinic translabile impune necesitatea unor noi strategii

regenerative care sa vizeze refacerea sinergica a cartilajului si a osului subcondral(5,6).

2. Ipoteza de cercetare:

Se presupune cad dezvoltarea unor compozite biomimetice inovatoare, bazate pe
colagen (COL), hidroxiapatitd (HA) si cheratind (CHER/K), poate duce la obtinerea unor
materiale capabile sd sustind eficient regenerarea tridimensionald a unitatii
osteocondrale(7,8). Prin imbinarea proprietdtilor osteoconductive ale hidroxiapatitei,

.....

capacitatii structurale si imunomodulatoare ale cheratinei, si biocompatibilitatii

colagenului, ipoteza centrala este cd aceste compozite pot stimula diferentierea celulard,

integrarea tisulara si regenerarea osteo-cartilaginoasa eficientd(9,10).

3. Obiectivele cercetarii:

Obiectivele cercetdrii au vizat obtinerea unor compozite biomimetice pe baza de
colagen, hidroxiapatita si cheratind (COL:HA:K), utilizand metode reproductibile de
sinteza prin reticulare chimica si liofilizare, adaptate procesdrii materialelor naturale.
Compozitele rezultate au fost supuse unei caracterizari fizico-chimice riguroase prin
microscopie electronica de baleiaj (SEM), spectroscopie FTIR si Raman, precum si prin
teste de absorbtie si biodegradabilitate, pentru a evalua stabilitatea si comportamentul lor
in mediu biologic. In etapa in vitro, a fost testati biocompatibilitatea si capacitatea
osteoinductiva folosind celule stem mezenchimale umane (MSC)(11,12), prin teste de

viabilitate celulard (XTT) si colorari imunofluorescente pentru markeri specifici. Pe baza
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rezultatelor, cele mai promititoare formuldri au fost selectate pentru testare in vivo pe
model animal (sobolan Wistar), in vederea validdrii performantei biologice In conditii
fiziologice. Monitorizarea postoperatorie a inclus evaluari imagistice (radiografii, micro-
CT)(13), analize histologice si determinari serologice ale citokinelor (IL-6, IL-8, IL-10,
TNF-a)(14) si markerilor osteogenici (ALP, CRP)(15), pentru a analiza integrarea tisulara
si profilul imunologic al compozitelor testate.- Identificarea unei formulari optime (ex. F6)
cu proprietati regenerative si imunologice superioare, care sa ofere potential de translatie

clinica in tratamentul defectelor osteocondrale.

4. Metodologia de cercetare:
Cercetarea a fost structuratd in trei etape majore, urmarind o abordare progresiva si
integrativa, de la sinteza materialelor pana la testarea lor in vivo.
Etapa I — Sinteza si caracterizarea compozitelor
Formularile biomimetice au fost obtinute prin reticulare chimica cu glutaraldehida,
urmatd de liofilizare, pentru a genera structuri poroase, stabile si adecvate pentru
regenerarea tisulard. Caracterizarea fizico-chimica a inclus:
— Microscopie electronica de scanare (SEM), utilizata pentru analiza morfologiei si
porozitatii structurii;
— Spectroscopie FTIR si Raman, pentru identificarea compozitiei chimice si a
interactiunilor moleculare dintre componente;
— Teste functionale privind absorbtia de apa, stabilitatea in medii enzimatice
(colagenazd) si biodegradabilitatea scaffoldurilor.
Etapa II — Studii in vitro
Biocompatibilitatea compozitelor a fost testatd utilizdnd celule stem mezenchimale
umane (MSC), evaluate prin:
— Testul XTT, pentru determinarea viabilitatii celulare;
— Colorari Eozind-Hoechst si imunofluorescentd, cu evidentierea markerilor
specifici vimentind (citoschelet) si fibronectina (matrice extracelulard);
— Analiza aderentei si proliferdrii celulare, urmarita prin examinarea
comportamentului celulelor pe suprafata scaffoldurilor.
Etapa III — Studii in vivo (model animal)
Doua experimente preclinice au fost desfasurate pe sobolani Wistar pentru evaluarea

functionalitatii regenerative a compozitelor selectate (F1, F2, F5, F6). Etapa a inclus:



— Implantare bilaterala femurald si urmarire a integrarii tisulare;

— Monitorizare imagistica prin radiografii standardizate si micro-CT pentru analiza
morfologica tridimensionald a regenerarii osoase;

— Analize histologice si imunohistochimice, pentru evaluarea calitativd a
regenerarii;

— Analize serologice la 30 si 60 de zile post-implantare (IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a,
CRP, ALP), pentru caracterizarea raspunsului inflamator si osteogenic;

Analiza integrativa

Datele obtinute din caracterizarea fizico-chimica, testdrile in vitro si evaludrile in
vivo au fost corelate statistic, pentru a valida formularea cea mai performanta — F6. O
corelatie puternica a fost identificata intre scorurile histologice si media intensitatii
pixelilor din radiografii (coeficient Pearson r = 0.94), confirmand validitatea metodologica
si potentialul translational al compozitului F6.

In figura de mai jos este ilustrati sinteza conceptuald a etapelor desfisurate in cadrul
studiului, care evidentiaza abordarea translationala de la dezvoltarea scaffoldului compozit
pand la testirile in vitro, in vivo si aplicatiile clinice vizate: In etapa de documentare
desfasuratd in cadrul partii generale a tezei, am urmarit o analizd sistematicd si critica a
literaturii de specialitate privind defectele osteocondrale ale genunchiului — o patologie
complexd si inca insuficient rezolvatd din punct de vedere terapeutic. Studiind surse
bibliografice recente si relevante, inclusiv articole din jurnale internationale de ortopedie,
bioinginerie si medicind regenerativa, am aprofundat aspectele legate de anatomia si
fiziologia unitatii osteo-cartilaginoase, precum si evolutia tratamentelor regenerative, de la
tehnici celulare la biomateriale compozite. In acest context, am identificat nevoia unei
abordari noi, care sa combine proprietdti osteoconductive, biocompatibilitate structurala si
un control eficient al raspunsului inflamator local.

Astfel, pe fondul unei documentdri riguroase privind potentialul materialelor
naturale, am remarcat cd, desi este mai putin utilizatd in regenerarea osteocondrald,
cheratina prezinta valente importante prin capacitatea sa imunomodulatoare, proangiogena
si de sustinere a organizarii tisulare. In consecinti, alegerea de a valorifica mai bine
potentialul cheratinei in cadrul unor compozite biomimetice a reprezentat un demers cu
justificare stiintifica solida si caracter inovator, deschizand perspective promitdtoare pentru
dezvoltarea unor noi solutii terapeutice. Aceastd etapa de documentare a fost esentiala

pentru definirea temei, formularea ipotezei si proiectarea ulterioard a experimentelor,
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contribuind semnificativ la intelegerea integratd a problematicii osteocondrale si a

solutiilor regenerative emergente.

Concept de scaffold biocompozit

Testéri clinice pe om

Testare in vitro

2. Capitolele tezei

Premergator, in etapa de documentare desfasuratd in cadrul Partii generale a tezei,
am urmarit o analiza critica, sistematica si extensiva a surselor bibliografice de specialitate
privind etiopatogenia, diagnosticul si optiunile terapeutice actuale in tratamentul defectelor
osteocondrale ale genunchiului. Studiind literatura de specialitate recentd si relevanta,
inclusiv articole publicate in jurnale internationale consacrate din domeniile ortopediei,
bioingineriei si medicinei regenerative, am aprofundat aspecte legate de anatomia si
fiziologia unitdtii osteo-cartilaginoase, precum si de stadiul actual al tratamentelor
regenerative — de la tehnicile celulare pana la utilizarea biomaterialelor compozite.

Am identificat potentialul unui nou compozit biomimetic, care sa combine proprietati
osteoconductive, osteoinductivitatea structurald si un control eficient al raspunsului
inflamator local. Alegerea de a valorifica mai bine potentialul cheratinei in acest context, s-
a conturat ca un demers justificat stiintific si inovator, sustinut de datele si concluziile din
literatura de specialitate. Aceasta etapd initiald a fost importantd pentru definirea temei,

formularea ipotezei si proiectarea ulterioard a experimentelor.
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I. PARTEA SPECIALA - CONTRIBUTII PERSONALE

1. Dezvoltarea Noilor Materiale Compozite pe baza de Colagen,
Hidroxiapatita si Cheratina

Acest capitol descrie procesul de dezvoltare, caracterizare si validare in vitro a unor
noi biocompozite pe bazd de colagen, cheratind si hidroxiapatita (COL:K:HA), destinate
regenerarii  osteocondrale. Pe fondul progreselor recente in ingineria tisulard si
nanotehnologie, materialele propuse au fost concepute pentru a oferi proprietati
biomecanice si biologice superioare, raspunzand nevoilor regenerative ale defectelor osteo-
cartilaginoase. In aceastd lucrare, termenii ‘compozite’,‘biocompozite’ si ‘schele
(scaffolduri)’ se refera la aceleasi structuri tridimensionale cu aplicabilitate In regenerarea
osteocondrala.

Biocompozitele au fost obtinute prin reticulare chimicd cu glutaraldehida si
liofilizare, iar caracterizarea fizico-chimica a inclus analiza morfologicd (SEM), absorbtia
de apd, stabilitatea enzimatica, spectroscopia FT-IR si Raman. Analizele SEM si
morfometrice au demonstrat o structurd poroasa optima (50-200 um) pentru aplicabilitate
ca scaffold, cu dispersie eficientd a componentelor. Formularea F6, contindnd 1% colagen,
0,5% cheratina si 1% hidroxiapatita, s-a remarcat printr-un echilibru optim intre stabilitate,
porozitate si integrare fizico-chimica a fazelor.

Testarile biologice in vitro, folosind celule stem mezenchimale umane (MSC), au
evidentiat o viabilitate crescutd si o buna colonizare celulard pentru formularile F5 si F6,
insotite de expresia fibronectinei si vimentinei, markeri ai unei activitdti regenerative
solide. Aceste rezultate indicd potentialul compozitelor dezvoltate de a fi utilizate in
medicina regenerativa ortopedica, in special pentru reconstructia defectelor osteocondrale.
Concluziile sustin superioritatea formularii F6 si rolul sinergic al celor trei componente in
stimularea regenerarii tisulare.

Concluziile generale ale studiului evidentiaza potentialul promititor al compozitelor
pe bazd de colagen, hidroxiapatitd si cheratind in optimizarea procesului de regenerare
osteo-cartilaginoasi. In acelasi timp, ele subliniazi importanta continuarii efortului de
cercetarer In domeniul biomaterialelor personalizate si a dezvoltarii unor strategii
terapeutice inovatoare, capabile sd accelereze vindecarea, sa reduca riscurile postoperatorii

si sa contribuie la scaderea costurilor asociate tratamentelor ortopedice moderne.
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2. Evaluarea in vivo a compozitelor obtinute din colagen,

hidroxiapatita si cheratina, pe modelul experimental animal

Capitolul II al lucrarii prezintd evaluarea in vivo a biocompozitelor pe baza de
colagen (COL), hidroxiapatitd (HA) si cheratina (K) utilizand modelul animal preclinic cu
sobolani Wistar. Scopul principal al acestui studiu a fost testarea performantelor biologice
ale patru compozitii biomateriale: F1 (colagen simplu — control), F2 (colagen + cheratina),
F5 (colagen + hidroxiapatitd) si F6 (colagen + hidroxiapatitd + cheratind), in contextul
regenerarii defectelor osteocondrale.

Introducerea subliniazd provocarile majore in tratamentul leziunilor osteo-
cartilaginoase si importanta dezvoltarii unor biomateriale biomimetice capabile sa induca
regenerarea osului si cartilajului. Colagenul, hidroxiapatita si cheratina au fost deja
investigate in vitro pentru proprietatile lor osteoinductive si biocompatibile. Combinarea
acestor trei componente intr-un compozit reprezintd o abordare inovatoare pentru
substitutia oso-cartilaginoasa.

In ceea ce priveste metodologia, studiul a implicat 32 de sobolani Wistar masculi,
fiecare animal primind implantul intr-un singur femur, in timp ce femurul contralateral a
fost pastrat ca martor intern. Implanturile au fost evaluate la 30 si 60 de zile dupd operatie
prin analize radiologice si histologice. Compozitiile au fost selectate pe baza
performantelor in vitro, iar interventiile chirurgicale au urmat protocoale riguroase de
anestezie, implantare si Ingrijire postoperatorie.

Rezultatele au evidentiat diferente semnificative intre compozitii. Monitorizarea
greutatii corporale a aratat o tolerantd sistemica bund pentru toate formularile, fara pierderi
semnificative in greutate sau mortalitate. Grupurile F5 si F6 au prezentat o crestere
sustinutd a greutatii corporale, sugerand o interactiune favorabild intre biomateriale si
organism.

Analizele radiologice au utilizat parametri cantitativi precum media intensitatii
pixelilor, deviatia standard, asimetria (skewness) si kurtoza, obtinuti cu software-ul
ImageJ. Compozitia F6 s-a remarcat printr-o distributie omogena a densitatii osoase, o
deviatie standard scdzuta si valori ridicate ale kurtozei, indicand o regenerare osoasa
organizatd si avansatd. Grupul F5 a avut rezultate bune, dar inferioare comparativ cu F6, in

timp ce F1 si F2 au prezentat o regenerare osoasa limitata.
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Evaluarea histologica a confirmat aceste diferente. Grupul F6 a prezentat trabecule
groase si bine organizate, o densitate celulard ridicatd, o vascularizatie extinsd si o
integrare excelenta cu tesutul gazda, in timp ce inflamatia reziduala a fost minima. F5 a
evidentiat o regenerare moderatd cu trabecule bine formate si o vascularizatie adecvata. F2
a aratat depuneri colagenice abundente si o mineralizare partiala, iar F1 a avut cea mai
slaba performanta, cu formare osoasa limitata.

Corelatiile intre datele imagistice si cele histologice au fost semnificative, cu un
coeficient Pearson r = 0.94 intre media intensitatii pixelilor si scorurile histologice totale.
Aceasta sugereaza ca analiza radiologicd poate fi un instrument fiabil pentru evaluarea
semiquantitativa a regenerarii osoase in vivo.

Discutiile au evidentiat superioritatea compozitiei F6, care combind beneficiile
hidroxiapatitei (osteoconductie) cu cele ale cheratinei (biocompatibilitate, organizare
celulard). Aceasta formulare a demonstrat cea mai buna performanta in regenerarea osoasa
si integrarea in tesutul gazda. F2 si F5 au avut rezultate intermediare, iar F1, ca formulare
de control, a aratat o capacitate limitata de inducere a regenerarii.

In concluzie, studiul a demonstrat ci integrarea hidroxiapatitei si cheratinei intr-o
matrice colagenicd duce la obtinerea unui biomaterial compozit (F6) cu performante
regenerative superioare. Rezultatele radiologice si histologice au fost convergente si sustin
continuarea cercetdrii asupra compozitiilor F5 si F6, in modele animale mai mari si cu
metode de evaluare mai avansate, precum microCT si teste biomecanice. Formularea F6 se
contureaza astfel drept un candidat promitator pentru aplicatii clinice in tratarea defectelor

osteocondrale.
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3. Evaluarea convergenta imunologica, histologica si imagistica in vivo a
compozitelor

Capitolul III prezintd o evaluare detaliatd in vivo a trei compozite biomateriale — F1
(colagen simplu), F5 (colagen + hidroxiapatitd) si F6 (colagen + hidroxiapatita + cheratind)
— utilizand un model preclinic pe sobolani Wistar, avand ca scop investigarea capacitatii
acestora de a regenera defectele osteocondrale. Selectia acestor formulari se bazeazd pe
concluziile studiului in vivo din Capitolul II, unde au fost analizate initial patru compozitii,
iar F1, F5 si F6 s-au remarcat prin performante superioare. Alegerea lor pentru analiza
aprofundatd reflecta o decizie fundamentata stiintific, cu relevantd directa pentru
dezvoltarea unor biomateriale eficiente si clinic aplicabile. Introducerea acestui capitol
sustine necesitatea unor abordari regenerative inovatoare, subliniind rolul colagenului ca
suport structural, al hidroxiapatitei pentru osteoconductivitate si al cheratinei pentru
efectele sale imunomodulatoare si proangiogenice.

Studiul a fost realizat pe 15 sobolani Wistar, organizati in trei grupuri experimentale.
Evaluarea a fost efectuata pe o perioadd de 60 de zile si a inclus teste preoperatorii
(hemoliza, spectroscopie FTIR si Raman), monitorizarea greutdtii corporale, analize
serologice (citokine, CRP, ALP), radiografii, scanari micro-CT si examinari histologice.

Rezultatele au ardtat ca toate compozitele au fost bine tolerate sistemic, fara pierderi
semnificative 1n greutate sau efecte adverse. F6 a demonstrat cel mai bun profil de
biocompatibilitate si integrare, evidentiind o crestere constantd a greutdtii corporale
concomitent cu niveluri crescute ale fosfatazei alcaline, indicand o activitate osteogenica
sporitd. Radiografiile si analiza imagistica digitald au aratat o mineralizare mai avansata si
o distributie osoasd mai uniforma in grupul F6, in timp ce micro-CT a confirmat o

arhitectura trabeculara mai densa si mai organizata.

Histologic, compozitul F6 a prezentat densitate celulara ridicata, depuneri extinse de
colagen, mineralizare avansatd si vascularizatie intensd, cu inflamatie reziduald minima.
Scorurile histologice si graficele radar au confirmat superioritatea acestui compozit fatd de
F1 si F5. Spectroscopia Raman si FTIR au indicat stabilitatea chimica a materialelor si o

interactiune favorabila cu mediul biologic.
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Profilul citokinic al compozitului F6 a fost caracterizat prin scaderi semnificative ale
IL-6, 1L-8 si TNF-a, concomitent cu o crestere a IL-10, evidentiind un raspuns imun
antiinflamator favorabil regenerarii tisulare. Nivelurile scdzute de CRP si cresterea
activitdtii ALP au intarit aceasta concluzie.

Corelatiile dintre parametrii radiologici, histologici si cei obtinuti prin micro-CT au
fost puternic pozitive, sugerand coerenta intre metodele de evaluare. Compozitul F6 a fost
evidentiat ca avand cel mai mare potential translational pentru aplicatii clinice in
reconstructia defectelor osteocondrale, prin combinarea eficientd a suportului structural,

capacitatii de integrare biologica si modulatiei raspunsului imun.
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Concluzii si contributii personale
In concluzie, studiul sustine continuarea cercetirii asupra compozitului F6 in modele
animale de ordin superior, validarea biomecanica si extinderea aplicatiilor in medicina

regenerativa ortopedica.

(i) Eficacitatea materialelor dezvoltate in cadrul studiului

Lucrarea a vizat dezvoltarea si testarea unor biocompozite inovatoare pe baza de
colagen, hidroxiapatita (HA) si cheratind, cu potential biomimetic pentru refacerea unitatii
osteo-cartilaginoase. Aceste materiale, obtinute prin omogenizare, reticulare chimica si
liofilizare, au demonstrat o structurd poroasd stabild, compatibild cu infiltrarea celulara si
difuzia nutrientilor. Testarile in vitro si in vivo au ardtat o capacitate osteoconductiva si
osteoinductivd superioard in cazul compozitelor colagen-hidroxiapatita-cheratina,
confirmand un efect sinergic favorabil regenerarii osoase si cartilaginoase. Astfel, lucrarea

contribuie la dezvoltarea biomaterialelor ortopedice cu potential clinic real.

(ii) Evaluarea in vivo a biocompozitelor COL:HA:K pe model animal preclinic

Evaluarea compozitiilor F1, F2, F5 si F6 pe modelul sobolan Wistar a indicat
superioritatea formularii F6 in ceea ce priveste regenerarea oso-cartilaginoasa si integrarea
implantului. Asocierea celor trei componente a favorizat osteointegrarea si a redus
raspunsul inflamator. Rezultatele subliniaza importanta selectiei adecvate a biomaterialului

si a tehnicii de implantare Tn succesul reconstructiei osteocondrale.

(iii) Rolul compozitelor COL:HA:K in regenerare si biocompatibilitate

Compozitele COL:HA:K s-au dovedit eficiente 1n stimularea diferentierii
osteoblastice si condroblastice, avand o structurd poroasa favorabild regenerarii. Cheratina
contribuie prin proprietdti imunomodulatoare si proangiogenice, colagenul sustine
adeziunea celulard, iar hidroxiapatita ofera osteoconductivitate. Aceastd combinatie asigura

un suport biologic robust, accelerand vindecarea si reducind riscul de complicatii.
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(iv) Importanta studiului si perspective de cercetare

Studiul oferd o baza stiintifica solidd pentru utilizarea compozitelor COL:HA:K ca
solutii regenerative avansate. Ele pot fi aplicate In ortopedie, implantologie dentard si
ortoprotezare. Cercetdrile viitoare ar trebui sd vizeze integrarea de agenti terapeutici activi
si utilizarea tehnologiilor precum imprimarea 3D pentru personalizarea implanturilor.
Validarea clinica, optimizarea structurii si stabilirea de protocoale standardizate sunt
esentiale pentru tranzitia catre practica medicala. Colaborarea intre cercetatori, clinicieni si
industrie este cruciald pentru implementarea acestor solutii inovatoare In beneficiul

pacientului.
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