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Introducere 
Leziunile de cartilaj articular au un potențial redus de regenerare și reparare intrinsecă. 

Deoarece este un țesut lipsit de vascularizare acesta se nutrește în mare parte doar prin difuzie din 
lichidul sinovial [1]. Totodată, organizarea structurală a cartilajului articular hialin și fixarea 
condrocitelor în acesta fără posibilitatea de a se deplasa la locul de leziune, împiedică dramatic 
procesul de regenerare a cartilajului [2, 3]. Leziunile cartilajului articular adesea sunt 
asimptomatice, dar pot fi cauza durerii, tumefierii și blocajului articular [4]. A fost determinată 
prezența defectelor cartilajului articular de diferit grad la 60-66% dintre pacienții ce au suportat 
un examen artroscopic legat de alte cauze [5, 6]. Ca urmare clinicianul este pus în situația de a 
examina minuțios fiecare pacient ce prezintă dureri sau un oarecare disconfort ce au apărut la nivel 
de articulație.  

Alterarea biomecanicii ce a apărut ca urmare a unei leziuni suportate la nivel de articulație 
va duce la degradarea artrozică progresivă a articulației. Circa 12% din toate cazurile de artroză 
au fost de origine posttraumatică [7]. De asemenea, a fost dovedit că chiar și după stabilizarea 
articulației traumatizate prin metode chirurgicale, oprirea degradării articulare nu va fi stopată. 
Aceast proces de degradare artrozică a articulațiilor se datorează leziunilor survenite la nivel 
molecular și celular ca urmare a traumatismului suportat, ceea de duce la acumularea de enzime 
degradante şi citokine, soldat cu alterarea structurii colagenului, hidratare excesivă a matricii şi 
fisurarea suprafeţei articulare. De asemenea, a fost constatat că circa 50% din pacienți după o 
leziune severă a genunchiului au dezvoltat gonartroză până la 20 de ani, iar dacă era prezentă și o 
fractură intraarticulară riscul artrozei creștea până la 75% [7, 8]. 

Există o ipoteză, că din cauza lipsei vaselor sangvine, nervilor și vaselor limfatice în structura 
cartilajului articular, răspunsul inflamator la o oarecare leziune a acestuia este predominant 
condrocitar, acesta la rândul lui fiind exagerat. A fost presupus că atenuarea precoce a acestui 
răspuns la leziune ar putea opri degradarea ireversibilă la nivel molecular a condrocitelor și 
țesuturilor articulare [8]. Până la momentul actual au fost descrise diverse modalități 
experimentale, non-chirurgicale de tratament a defectelor de cartilaj articular, ca utilizarea unor 
compuși biologic activi de tip p188 și rotenona [8]. Fiind membranostabilizatori, aceștia inhibă 
sau blochează proteina p38 activată de stress, inhibă activarea glicogen sintazei kinaza-3 și 
procesul inflamator legat de interleukina-6 [9]. De asemenea, a fost testată utilizarea inhibitorilor 
citokinelor proinflamatorii ca antagoniștii receptorilor interleukinei-1 (IL-1RA) și a factorului de 
necroză tumorală-α1 (TNF-α1). Testele pe model animal au arătat că utilizarea antagoniștilor 
receptorilor IL-1RA a redus edemul osului subcondral, fibrilarea suprafeței articulare și necroza 
condrocitelor. De asemenea, utilizarea antagonistului receptorilor TNF-α1, s-a soldat cu 
diminuarea expresiei genelor metaloproteinazelor (MP) MP-1, MP-3 si MP-13 ceea ce a redus 
sinteza prostaglandinelor și a crescut sinteza de lubricină [10]. Un alt grup de substanțe cercetate, 
cu potențial de inhibiție a procesului degradării cartilajului după o leziune la nivel de articulație, 
au fost agenții pentru protecția matricii cartilaginoase. Din aceste substanțe fac parte captatorii de 
specii reactive de oxigen, inhibitorii de oxid nitric, inhibitorii de citokine inflamatorii și inhibitorii 
specifici de MP [11]. În testele ce au fost efectuate in vitro și pe model animal, au fost obținute 
rezultate promițătoare în utilizarea factorilor de creștere cu scop de a stimula regenerarea 
cartilajului lezat prin activarea procesului anabolic al cartilajului [12]. Rezultate bune au fost 
obținute și la utilizarea proteinelor morfogenetice osoase BMP-7 și BMP-2, datorită efectelor sale 
anabolice și anticatabolice asupra cartilajului [13], printre care se enumră stimularea regenerării și 
reparării cartilajului articular și asigurarea integrării eficiente a cartilajului nou format cu cel din 
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jur [14]. Efecte similare au fost obținute și la utilizarea de Insulin-like growth factor-1 în defectele 
de cartilaj cauzate de artroză [15]. Având în vedere că metodele non-chirurgicale de tratament ale 
defectelor de cartilaj nu au obținut o răspândire vastă și rămân doar la nivel de laborator și centre 
de cercetare, regenerarea defectelor de cartilaj articular a devenit în exclusivitate povara chirurgiei 
ortopedice și medicinei regenerative.  

Tratamentul chirurgical al defectelor de cartilaj articular la nivelul articulațiilor mari în mare 
parte a depins de accesul către acestea. La compararea accesibilității către articulațiile șoldului, 
genunchiului, gleznei și umărului, tratamentul cartilajului articular la nivel de șold a fost mult mai 
complicat în realizare, iar cazurile ce ar necesita regenerarea cartilajului articular la nivel de umăr 
și gleznă au fost mult mai rare comparativ cu articulația genunchiului. Pentru a evita degradarea 
artrozică a articulației, tacticile contemporane de tratament, tind să repare chirugical și defectele 
mici de cartilaj articular, care în cazul genunchiului reprezintă <4 cm2 [4]. De regulă, scopul 
tratamentului leziunilor de cartilaj a fost reducerea sindromului algic, creșterea amplitudei 
mișcărilor în articulație și prevenirea sau întârzierea degradării artrozice a articulațiilor, ce se 
soldau cu invalidizarea pacientului, unde ca ultima ieșire din situație era efectuarea artroplastiei 
totale [16]. La ziua de azi au fost descrise numeroase modalități de tratament ale defectelor de 
cartilaj, din acestea fac parte diverse tehnici chirurgicale prin implicarea măduvei osoase [2], 
transplantarea de țesut osteocondral (OC) alogen [17] sau autolog [18], implantarea de condrocite 
autologe și celule stem mezenchimale (CSM) într-un defect combinate, sau nu, cu un suport 
tridimensional [19]. Necătând la numeroase metode de tratament, obținerea în final a unui țesut 
cartilaginos hialin articular nu a fost posibilă [20]. Totodată, utilizarea în regenerarea cartilajului 
articular a grefelor combinate cu celule cu potențial condroprogenitor rămâne una de perspectivă 
[21]. A fost constatat că grefele combinate obținute pentru regenerarea cartilajului articular trebuie 
să consiste din structuri ce mimează cartilajul articular și trebuie să fie populate cu celule ce au 
potențial condroprogenitor [13]. 

Scopul: Restabilirea defectului experimental de cartilaj în articulația genunchiului prin 
utilizarea grefelor osteocondrale combinate obținute prin inginerie tisulară. 

Obiectivele cercetării: 
1. Elaborarea și optimizarea metodelor de izolare și cultivare a celulelor cu potențial 
condroprogenitor din ţesuturi autologe - cartilaj hialin și măduvă osoasă;  
2. Conceperea unei grefe osteocondrale pentru recuperarea defectelor de cartilaj articular; 
3. Transplantarea grefelor combinate cu celule cu potențial condroprogenitor în defectele 
experimentale;  
4. Determinarea potențialului de regenerare a defectelor critice experimentale de cartilaj articular 
create la nivelul suprafeței portante a articulației prin utilizarea grefelor combinate, comparativ cu 
lotul martor. 

Noutatea științifică a cercetării. În premieră au fost elaborate și implementate în practica 
de laborator mai multe tehnici de lucru inovaționale, metode de procesare și dispozitive: 
1. Implementarea unei tehnici inovaționale de prelevare a măduvei osoase din care au fost izolate 
celule stem pentru realizarea testelor in vivo cu celule autologe; 
2. Elaborarea unui procedeu de cultivare a CSM ce a constat în înlăturarea completă a celulelor 
de contaminare când CSM ajungeau la o confluență de 40-50%, ceea ce a permis obținerea în 
primul pasaj a unei purități înalte a CSM transplantate; 
3. Reducerea semnificativă a duratei izolării unei cantități mari de condrocite cu o viabilitate 
înaltă; 
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4. Elaborarea unei modalități noi de izolare a celulelor prin utilizarea explantelor;  
5. Au fost obținute și testate diverse tipuri de grefe osteocondrale obținute prin tehnici de inginerie 
tisulară din țesut alogen pentru combinare cu celule autologe; 
6. A fost elaborat și aplicat în practică un dispozitiv nou special îndreptat spre combinarea grefelor 
de dimensiuni mici cu celule; 
7. A fost realizată în premieră stabilirea cantității reale și a viabilității celulelor la momentul 
transplantării; 
8. A fost elaborat un scor histologic special pentru evaluarea obiectivă a rezultatelor obținute; 
9. A fost simplificată modalitatea de identificare a celulelor izolate prin cultivarea acestora în 
supraconfluență urmată de colorarea histochimică specifică pentru țesutul cercetat. 

Importanţa teoretică. Rezultatele cercetării vor servi drept dovezi științifice în procesul de 
obținere și utilizare a grefelor combinate, constituite din celule autologe cu potențial 
condroprogenitor – condrocite și celulele stem mezenchimale din măduva osoasă, cu o grefă 
obținută prin demineralizarea și decelularizarea țesutului osteocondral alogen.  

Valoarea aplicativă a lucrării. Experiența dobândită în procesul obținerii de celule cu 
potențial condroprogenitor, de grefe ierarhic bifazice ce au fost testate in vitro, dar și a grefelor 
combinate cu ulterioara lor testare in vivo, este utilizată ca bază în executarea lucrărilor similare 
în cadrul laboratorului. De asemenea lucrarea poate fi utilă în ghidarea clinicienilor în pregătirea 
și transplantarea grefelor similare.  

Implementarea rezultatelor științifice. Rezultatele obţinute în cadrul studiului 
experimental au fost implementate în cadrul Laboratorului de Inginerie tisulară și culturi celulare, 
în procesul de efectuare a altor teze de doctorat și de instruire a studenţilor, rezidenţilor şi medicilor 
la Catedra de anatomie și anatomie clinică, la cursul de Medicină Regenerativă în cadrul USMF 
“Nicolae Testemițanu”. 

 
1. METODOLOGIE GENERALĂ 

Studiul realizat a fost aprobat de Comitetul de Etică a Cercetării USMF „Nicolae 
Testemițanu”, fiind examinat la ședința din 14 decembrie 2016, cu emiterea avizului favorabil nr. 
31 din 14.12.2016. 

1.1 Prezentarea generală a studiului efectuat  
În cercetarea efectuată m-am condus de primul din conceptele “celor trei R”, adoptat de 

Congresul Internaţional de Standardizare Biologică (San Antonio, SUA, 1979) [33]. Ca urmare, 
în cercetare au fost utilizați 55 iepuri de casă, cu vârsta de 5 ±0.5 luni, masa corpului de 3.51 ±0.49 
kg, 30 femele și 25 masculi. Din aceștia în calitate de donatori de celule și țesuturi pentru 
efectuarea cercetărilor au fost 13 iepuri. Celulele obținute au fost CSM din măduva osoasă și 
condrocitele izolate din cartilajul articular hialin, iar de la femurele distale a fost colectat țesutul 
osteocondral pentru pregătirea grefelor osteocondrale demineralizate și decelularizate (OCDD). 
Animalele donatoare de țesuturi au fost sacrificate în camera cu CO2 în conformitate cu protocolul 
operaţional standardizat. Pentru testele in vivo au fost create 3 loturi a câte 12 iepuri: primul lot 
era constituit din iepurii defectele defectele experimentale osteocondrale ale cărora au fost tratate 
cu grefe OCDD combinate cu condrocite, în al doilea lot defectele experimentale au fost tratate cu 
grefe OCDD combinate cu CSM și lotul martor consta din iepurii defectele de cartilaj a cărora au 
fost tratate prin transfer de țesut osteocondral autolog. Au fost înregistrate 7 cazuri de eșec, dintre 
care 2 fracturi intraoperatorii și 5 decese la termeni diferiți. Cazurile de eșec au fost înlocuite cu 
alți iepuri. Doar un iepure cu fractură a fost utilizat ulterior în calitate de donator de țesuturi.  
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Teza are o structurare tradițională complexă, iar studiile prezentate în cadrul acesteia au fost 
realizate în 3 etape, ce sunt prezentate în tabelul 1.1. 

Tabelul 1.1. Designul studiului. 
Nr. etapei Denumirea etapei 

Etapa I 
Izolarea și cultivarea celulelor cu potențial condroprogenitor și obținerea din țesut 
osteocondral alogen, prin tehnici de inginerie tisulară, a unei grefe ierarhic bifazice 
demineralizate și decelularizate potrivite, pentru regenerarea defectului experimental. 

Etapa II 
Studiul experimental in vivo. Plastia defectului experimental critic de țesut 
osteocondral cu grefe alogene obținute, combinate cu celule stem mezenchimale din 
măduva osoasă autologe și condrocite autologe. 

Etapa III Evaluarea rezultatelor testelor in vivo comparativ cu lotul martor. 

1.2 Prepararea și păstrarea reactivilor 
Pentru realizarea cercetărilor cu celule au fost pregătite următoarele soluții și medii de 

cultură: mediu de cultură pentru condrocite, mediul pentru izolarea și cultivarea CSM, mediul 
pentru diferențierea condrocitară, mediu pentru cultura CSM, soluție colagenază 0.6%, soluție 
Tripsină-EDTA 0.25%, mediu pentru conservarea celulelor. 

Pregătirea reactivilor pentru testul de citotoxicitate cu Bromură de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazoliu (MTT): soluția stock MTT de 0.5% m/v în Soluție salină echilibrată Hanks 
(HBSS) fără roșu de fenol și soluția de lucru MTT 0.5% v/v în mediu de cultură celulară. 

Pentru examinarea probelor la microscopia fluorescentă cu Diclorhidrat de 4′,6-diamidino-
2-fenilindol (DAPI) au fost pregătite următoarele reactive: soluția de 4% paraformaldehidă, soluția 
stock de 1mM DAPI în DMSO; soluția de lucru DAPI în Dulbeco bufer fosfat salin (DPBS) și 
soluția de permeabilizare membranară. 

Pentru efectuarea testului de degradare enzimatică au fost pregătite următoarele reactive: 
reactivul de ninhidrină și soluția de colagenază 0.01% în bufer fosfat salin (PBS). 

Pentru examinarea histologică au fost pregătite următoarele reactive: soluția de 10% 
Formaldehidă buferizată, soluția de 0.4% Albastru de Toluidină, soluția de 0.1M Bufer acetat de 
natriu; soluții de 0.001% și 0.02% de Fast Green, soluția de 0.1% Safranin O și soluție de 1% acid 
acetic. 

1.3 Anestezia animalelor 
La nivelul șoldului sau spatelui au fost injectate soluțiile de xylla 5 mg/kg (De Adelaar, 

Olanda), soluție diazepeks 0.5% – 2 mg/kg (Grindex, Letonia) și soluție ketamin 35 mg/kg 
(Farmako, Moldova). La fiecare 30 de minute s-a adăugat câte o jumătate din dozele inițiale de 
preparate pentru prelungirea anesteziei.  

Analiza statistică a fost realizată cu ajutorul programelor Excel din Microsoft Office 
versiunea 2020 și SPSS (Statistical Package for the Social Sciences. Versiunea 18.0, Inc. Chicago, 
IL, SUA). 

 
2. IZOLAREA, CULTIVAREA ȘI IDENTIFICAREA CELULELOR STEM 

MEZENCHIMALE DIN MĂDUVA OSOASĂ. 
2.1 Metode 
În experiment au fost utilizați 9 iepuri. După efectuarea anesteziei și înlăturarea blănii de la 

nivelul bazinului, în condiții sterile, utilizând o seringă de 5 ml cu 1250-2000 U heparină măduva 
osoasă (MO) a fost colectată din aripa osului iliac după o tehnică proprie. În laborator seringa cu 
MO prelevată a fost procesată în condiții sterile. Prin centrifugare pe gradient de concetrație HiSep 
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LSM 1077 (HiMedia, India), au fost separate celulele nucleate și apoi incubate la 37°C cu 5% CO2 
(Smart Cell, Heal Force) în flacon pentru culturi celulare de 25cm2, în mediu pentru izolarea și 
cultivarea CSM - HiMeso XL (HiMedia, India). CSM izolate au fost cultivate pe parcursul a două 
pasaje. Celulele izolate au fost identificate drept CSM prin diferențiere pe linie condrocitară [25].  

2.2 Rezultate 
Durata procesului de prelevare a MO de la începutul anesteziei a durat în mediu 36 ±3 

minute, fără înregistrarea cărorva complicații la animalele experimentale. În mediu au fost 
prelevate 3.39 ±1.27 ml de MO. Durata medie de cultivare a celulelor în primul pasaj până la 
confluența de 70-80% a fost de 7±1 zile. 

 
Figura 2.1. Diferențierea celulară pe linie condrocitară în eprubete de 15 ml din 

polipropilen. Aspect a 1x106 CSM la începutul diferențierei pe linie condrocitară (a) și 
formarea agregatelor condrocitare (b). 

A fost determinată o corelație puternică între volumul de MO prelevată și numărul de zile 
necesare pentru a obține o confluență celulară (p ˂0.001). Cu cât volumul de MO era mai mare cu 
atât viteză de confluență a celulelor era mai rapidă și invers. Cu toate acestea, nu a fost determinată 
nici o corelație dintre numărul de celule obținute în primul pasaj și volumul de MO prelevat (p 
˃0.5), aceasta poate fi explicat prin faptul că durata de cultivare a celulelor pentru a obține 
confluența celulară necesară era diferită, numărul de CSM era diferit de la caz la caz, iar nivelul 
de confluență stabilit vizual nu este o apreciere obiectivă. Deci, în urma cultivării celulelor în 
primul pasaj au fost obținute circa 7.47 x105 ±6.9 x104 de celule per flacon, iar după 5 zile de 
cultivare în pasajul II în flacoane de 75 cm2, până la o confluență celulară de 80-90% au fost 
obținute 4.12 x106 ±4.64 x105 celule per flacon.  

 
Figura 2.2. Colorarea cu Hematoxilină-Eozină a agregatelor condrocitare x60 (MT-2, 
Olympus). A fost determinată prezența unei densități mari de nuclee (verde), dar și 

formarea de MEC (galben). 
Ținând cont de faptul că în pasajul II durata de cultivare a CSM era aceeași, a fost determinat 

că numărul de celule obținute în pasajul II depinde în mod direct de numărul celulelor viabile 
obținute în pasajul I (p ˂0.001). Ca urmare, durata medie de cultivare a celulelor pe parcursul 
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primelor 2 pasaje a fost de 12±1 zile, viabilitatea celulară fiind de 100% în toate cazurile. 
 În procesul de diferențiere condrocitară sa fost determinată formarea de agregate celulare 
care erau de formă sferică neregulată, atașate de fundul eprubetei [25]. De asemenea, în primele 
zile de diferențiere, celulele puteau fi ușor dispersare prin pipetare, iar după ce au devenit agregate 
cu aspect de ou, acest lucru nu mai era posibil [25]. Chiar dacă agregatele celulare erau constituite 
din același număr de celule, acestea puteau fi de dimensiuni diferite, aproximativ 1.5-3 mm în 
diametru (figura 2.1). 

 
Figura 2.3. Colorarea cu Albastru de Toluidină și Fast Green a agregatelor formate x40 

(MT-2, Olympus). Prezența unei colorări în albastru-violet închis demonstrează prezența 
în MEC a unui conținut înalt de GAG. 

La examenul histologic cu Hematoxilină-Eozină a fost determinată o celularizare bogată a 
agregatelor obținute, evidențiată printr-o densitate mare de nuclee, dar și formarea de matrice 
extracelulară (MEC) (figura 2.2). La colorarea cu Albastru de Toluidină și Fast Green, structura 
obținută a fost colorată intens în culoare violetă și albastră, ceea ce este specific pentru 
glicozoaminoglicani (GAG) ce sunt prezenți în MEC a țesutului cartilaginos (figura 2.3). La 
colorarea cu Safranin O a fost determinat un număr mare de nuclee de culoare întunecată, iar MEC 
sintetizată de către celule, bogată în GAG, a fost colorată în roșu, ceea ce este specific pentru 
țesutul cartilaginos (figura 2.4).  

 
Figura 2.4. Colorarea cu Safranin O a agregatelor formate x60 (MT-2, Olympus). A fost 

determină colorarea MEC în roșu (galben) datorită prezenței de GAG, și o densitate mare 
de nuclee (verde). 

 
3. IZOLAREA ȘI CULTIVAREA CONDROCITELOR DIN CARTILAJUL ARTICULAR 

DE IEPURE. 
3.1 Metode 
Cu anestezie generală, după înlăturarea blănii, în condiții sterile, prin abord parapatelar 

medial, de aproximativ 1-1.5 cm lungime, a fost deschisă articulația genunchiului [26, 27]. Apoi, 
de pe suprafața neportantă a condilului femural de la nivelul șanțului trohlear, au fost prelevate 
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bucăți mici de cartilaj articular, ce au fost introduse într-o eprubetă de 15 ml cu mediu de cultură 
pentru condrocite. În hota cu flux laminar (LN 090, Nuve), cartilajul prelevat a fost spălat cu PBS 
(HiMedia, India) și mărunțit cu un bisturiu până la fragmente de 1-2 mm3, după care fragmentele 
au fost introduse într-o eprubetă sterilă de 15 ml cu 5 ml de tripsină-EDTA 0.25% pentru 
predigestie [22]. Bucățile de cartilaj au fost agitate timp de 10 minute la un agitator orbital (ES-
20, Biosan) la 150 rpm, 37°C. Apoi, bucățile de cartilaj au fost resuspendate în câte 2 ml de soluție 
colagenază 0.6%. În dependență de modalitatea de dogestie în colagenază au fost formate 2 
grupuri, în fiecare câte 9 cazuri. În grupul I bucățile de cartilaj cu soluția de colagenază au fost 
introduse în eprubete de 15 ml, iar în grupul II în flacoane pentru cultură celulară de 25 cm2 (Nunc, 
Suedia). Vasele din ambele grupe au fost introduse în incubator (Heal Force, Start Cell) la 37°C 
cu 5% CO2 și amplasate pe agitator tip rocker (MR-1, Biosan). Pe agitator eprubeta a fost pusă în 
poziție orizontală, iar flaconul a fost plasat pe una din suprafețele sale laterale [26]. Vasele din 
ambele grupe au fost agitate la 20-25 oscilații/minut. Durata de digestie enzimatică în grupul I a 
fost fixă, de 360 minute, iar în grupul II a variat în dependență de cantitatea de celule prezente în 
câmpul de vedere. Astfel, după 120 minute de digestie, procesul a fost monitorizat sub microscop 
fiecare 10-20 de minute, cu întreruperea procesului de digestie enzimatică a cartilajului când 
condrocitele eliberate din țesut ocupau aproximativ 50-60% din câmpul de vedere, chiar dacă 
cartilajul nu era complet digerat. Condrocitele obținute în fiecare caz au fost introduse în câte un 
flacon de cultură celulară de 25 cm2 (Nunc, Suedia) și incubate la 37°C, 5% CO2.  

Celulele izolate au fost identificate drept condrocite în urma cultivării în supraconfluență pe 
parcursul a 16 zile, în calitate de martor paralel au fost cultivate CSM. MEC sintetizată de celulele 
respective a fost identificată drept cartilaginoasă prin utilizarea colorărilor specifice pentru GAG 
– Albastru de toluidină cu Fast Green și Safranin O. 

3.2 Rezultate 
Ca urmare a implementării noii metode de izolare a condrocitelor, numărul acestora a crescut 

semnificativ. Durata de expunere la colagenază în grupul I - control, a fost fix 360 minute, atunci 
când durata de expunere în grupul II - experimental, a variat, fiind în mediu 140 ±10 minute.  

 
Figura 3.1. Reprezentarea comparativă a numărului de condrocite izolate (stânga) și 

numărul total de condrocite obținut în primul pasaj (dreapta). 
Astfel, în grupul control în mediu au fost izolate 9.2x104 ±3.1x104 condrocite [26], atunci 

când în grupul experimental, prin monitorizare continuă, au fost izolate aproape de 2 ori mai multe 
– 1.6x105 ±3.4x104 celule (p =0.001) (figura 3.1). De asemenea, durata îndelungată de expunere 
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la colagenază a influențat negativ numărul celulelor izolate în grupul control comparativ cu cel 
experimental (p ˂0.001) (figura 3.2).  

 
Figura 3.2. Confluența condrocitelor pe parcursul primului pasaj.  

 La compararea valorilor procentuale, după numărarea celulelor în hemocitometru prin 
excludere cu 0.4% tripan albastru, în grupul de controla fost obţinută o rată a viabilității celulare 
de 85.36% (95% IÎ:72.73-97.97), iar în grupul experimental de 98.09% (95% IÎ:93.10-101.49). O 
diferență necritică (p =0.055), însă care în caz de izolare a unui număr mic de celule, din motiv că 
celelalte au fost distruse de colagenază, orice reducere a numărului și viabilității celulare poate 
avea efecte negative asupra potențialului de cultivare a acestora [25, 26]. Având în vedere că 
numărul de celule viabile, din grupul control, cultivate în primul pasaj au fost de 7.5x104 ±2.1x104 

celule, iar în grupul experimental de 1.6x105 ±3.5x104 celule (p=0.001), durata de cultivare a 
condrocitelor pînă la confluența până la 70-80%, în ambele grupe a fost diferită. În grupul control 
durata de cultivare a primului pasaj a fost de 17±2 zile, iar în grupul experimental de 11±3 zile (p 
=0.001) (figura 3.2). Ca urmare, numărul de celule obținute în primul pasaj a grupului control a 
fost de 1.2x106 ±4,3x105 celule, iar în grupul experimental de 2.92x106 ±3.6x105 celule, cu 
viabilitatea de 100% în ambele grupe, ceea ce reprezintă o diferență semnificativă (p<0.001). 

Utilizarea tehnicelor histochimice cu scop de colorare a MEC secretate de condrocite pe 
parcursul a 16 zile de cultivare în supraconfluență, ne-a permis colorarea în roșu-oranj a acesteia 
cu Safranin O, pe când în lotul martor – CSM colorarea specifică lipsea sau era foarte slab 
exprimată. Același lucru este caracteristic și pentru colorarea cu Albastru de Toluidină și Fast 
Green, unde MEC a fost colorată în albastru-violet. Astfel, a fost demonstrat că celulele izolate 
din cartilajul articular hialin au secretat matrice extracelulară specifică cartilajului și deci erau 
condrocite.  
 

4. OBȚINEREA GREFEI BIFAZICE DIN ȚESUT OSTEOCONDRAL PRIN TEHNICI 
DE INGINERIE TISULARĂ. 

4.1 Metode 
Condilii femurali ai iepurilor eutanasiați au fost demineralizați în soluție 0.6M HCl Sigma, 

SUA) care a fost schimbată zilnic până la demineralizarea osului. Apoi, bucățile de țesut 
osteocondral demineralizat (OCD) au fost degresate, spălate și tratate cu soluții bufer pentru 
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normalizarea pH-ului. După demineralizare și spălare, au fost create 6 grupe experimentale de 
țesut OCD. În dependență de agentul de decelularizare utilizat și doza acestuia au fost create 
grupele decelularizate cu diverse concentrații de Dodecil sulfat de sodiu (Sigma, Marea Britanie) 
- SDS 2%, SDS 1% și SDS 0.5%; și grupele decelularizate cu diverse concentrații de Triton X-
100 (HiMedia, India) - TrX 2%, TrX 1% și TrX 0.5%. Lotul martor era reprezentat de țesutul OCD 
și țesutul osteocondral normal (OCN). Decelularizarea a fost efectuată pe agitator cu incubator 
(ES-20, Biosan) la 200 rpm temperatura camerei timp de 24 ore.  

Cu scop de a selecta o grefă potrivită pentru combinare cu celule autologe cu potential 
condroprogenitor au fost realizate mai multe teste: a fost determinată cantitatea de ADN restantă 
în probe paralel cu depistarea nucleelor la examenul histologic prin colorare cu Hematoxilină-
Eozină; a fost evaluată biocompatibilitatea probelor prin realizarea testelor de viabilitate celulară 
cu CSM și condrocite, utilizând MTT și a populării probelor cu același tip de celule; au fost 
analizate proprietățile fizico-chimice ale probelor prin realizarea testului de umflare, determinarea 
modulului de elasticitate și a vitezei de degradare enzimatică. 

4.2 Rezultate 
Cuantificarea ADN-ului 

La utilizarea kit-ului de purificare a ADN-ului genomic Thermo Scientific GeneJET 
(Thermo Scientific, Lituania) și a protocolului de lucru furnizat de producător, a fost determinat 
că țesutul OC normal conține 40.65 ±15.25 ng/µl de ADN [28].  

 
Figura 4.1. Concentrația de ADN în țesutul OC normal, demineralizat și demineralizat-

decelularizat. 
Ca urmare a utilizării HCl de 0.6M pentru demineralizarea osului din complexul tisular 

osteocondral a fost determinat că acesta, de asemenea, a contribuit la eliminarea semnificativă a 
ADN-ului din țesuturi, cu aproximativ 78% (p ˂0.001). Decelularizarea țesutului OC 
demineralizat cu diverse concentrații de surfactanți timp de 24 ore de asemenea a redus și mai 
semnificativ conținutul ADN-ului din probe. Iar înlăturarea ADN-ului până la un conținut sub 5% 
a fost realizată cu soluții de SDS cu concentrația de 1% și 2%, dar și soluție de TrX cu concentrația 
de 1% (figura 4.1). La compararea concentraței de ADN în lotul martor – țesut OCD, cu cea a 
probelor experimentale, de asemenea, a fost determinată o diferență semnificativă (p ˂0.01). 
Diferenţa dintre cantitatea de ADN restant în grupul martor şi în grupurile experimentale 
comparativ cu ţesutul OC normal este reprezentată în Tabelul 4.1. 
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Tabelul 4.1. Cantitatea de ADN restant în țesuturile OC după demineralizare și 

decelularizare raportate la țesutul OC normal. 

Tip probă 
Cantitatea de 
ADN (ng/µl) 

X ±DS 
p 

Concentrația 
de ADN (%) 

95% IÎ: 

OC demineralizat 8.93 ±1.93 p <0.001 21.96% 16.97-26.97 
SDS 0.5% 3.37 ±1.37 p <0.001 8.29% 4.73-11.82 
SDS 1% 1.2 ±1.01 p <0.001 2.95% 0.34-5.55 
SDS 2% 1.95 ±0.46 p <0.001 4.79% 3.60-5.98 
TrX 0.5% 3.42 ±1.29 p <0.001 8.41% 5.06-11.74 
TrX 1% 1.95 ±0.49 p <0.001 4.79% 3.53-6.06 
TrX 2% 4.23 ±1.39 p <0.001 10.40% 6.81-14.01 

A fost determinat că concentrația și tipul de surfactant influențează viteza decelularizării 
țesutului osteocondral. La compararea eficacității decelularizării prin utilizarea acelorași 
concentrații de surfactanți, a fost determinat că la concentrațiile de 0.5% și 1% de SDS și TrX 
nivelul de decelularizare nu prezintă diferențe majore (p> 0.1), iar la utilizarea acestor surfactanți 
cu concentrația de 2% a fost obținută o diferență semnificativă a concentrației de ADN (p= 0.003), 
în cazul utilizării de 2% TrX conținutul de ADN a fost mult mai mare, tabelul 4.1. 
Examenul histologic 

La examenul histologic a fost reconfirmat faptul că decelularizarea țesutului OC depinde de 
tipul și concentrația surfactantului utilizat. A fost determinată prezența nucleelor sau fragmentelor 
de nucleu predominant în țesuturile OC decelularizate cu TrX. De asemenea, a fost determinată o 
intensitate diferită a colorării specifice cu Albastru de Toluidină și Fast Green pentru identificarea 
de GAG în cartilajul decelularizat. La decelularizarea țesutului OC demineralizat cu SDS, 
intensitatea colorării era mai înaltă comparativ cu utilizarea de TrX, ceea ce denotă o concentrație 
mai înaltă de GAG în probele tratate cu SDS, dar cu mult mai joasă comparativ cu proba martor 
sau cartilajul normal [28].  
Testul de viabilitate celulară cu MTT 

În urma efectuării testului de viabilitate celulară cu MTT la 24, 48 și 72 ore a fost determinată 
o activitate metabolică celulară înaltă, în special la contactul probelor cu condrocitele (figura 4.2). 
Aceste rezultate indică prezența a diverși factori de creștere în probele OCD și OCDD testate, 
aceștia fiind favorabili activității condrocitare, cea mai înaltă activitate fiind înregistrată la termen 
de 72  ore cu peste 140% (95% IÎ: 121.98-165.88), ca urmare a contactului condrocitelor cu proba 
de țesut OC demineralizat (p ˂0.05), aceasta nefiind tratată cu surfactanți. De asemenea, cea mai 
mică activitate de 116.34% (95% IÎ:114.02-118.66) a fost a probei de țesut OC demineralizat și 
apoi decelularizat cu TrX de 1%. Comparativ cu condrocitele activitatea metabolică a CSM a fost 
mai restrânsă, dar bună. În primele 24 ore viabilitatea CSM a variat în mediu între 90% și 100%, 
iar la 48 și 72 ore între 80-90%, fără vre-o diferență statistică între grupe (p ˃0.5) (figura 4.2). 
Testul de populare celulară 

După cultivarea CSM și condrocitelor pe probele de țesut OCD și OCDD cu diverse 
concentrații de surfactanți, a fost determinat că multiplicarea celulară a fost mai abundentă în cazul 
condrocitelor la 7 zile de cultivare. La ziua a 14-a de cultură celulară, gradul de populare a probelor 
a fost uniform de abundent atât cu condrocite cât și cu CSM (figura 4.3) 
Scanarea electronomicroscopică (SEM) 

Rezultatele SEM a probelor de cartilaj articular populate cu CSM și condrocite. La SEM a 
fost determinată prezența diferenței între țesuturile populate cu celule și cele nepopulate. În cazul 
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probelor populate cu celule a fost determinată prezență de celule unice, dar și a celulelor ce 
formează o peliculă pe suprafața secțiunii de cartilaj, pe alocuri cu îngroșări. Pe probele nepolulate 
cu celule a fost vizualizată ultrastructura țesutului osteocondral și prezența lacunelor în care s-au 
aflat condrocite. 

 

 

 
Figura 4.2. Rezultatele evaluării citotoxicității probelor prin testul MTT, la contact cu 

condrocite și CSM la termen de 24, 48 și 72 ore. 
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Figura 4.3. Rezultatele populării probelor de țesut osteocondral cu condrocite și CSM, 

colorate cu DAPI și vizualizate prin microscopie cu fluorescență (DM IL, Leica). 
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Degradarea enzimatică 
Conform rezultatelor obținute a fost determinată o diferență statistic semnificativă între 

grupurile de cercetare în perioade diferite ale degradării enzimatice. A fost determinat că cel mai 
repede au degradat probele de țesut OC demineralizat (martor) și cele decelularizate cu TrX 0.5% 
(p >0.5), atingând vârful concentrației maxime de aminoacizi depistați la ziua a 7-a. Următoarele 
probe, cu o viteză înaltă de degradare au fost cele decelularizate cu TrX de 1% și 2% (p >0.1), 
comparativ cu lotul martor acestea nu și-au atins valorile maxime până la ziua a 14-a a 
experimentului (p >0.1). A fost determinat că probele de țesut OCD ce au fost decelularizate cu 
SDS aveau o viteză de degradare enzimatică mult mai lentă comparativ cu lotul martor și probele 
decelularizate cu TrX, aceasta a fost clar observat începând cu perioada de 24 ore de la începutul 
testului (p <0.01). De asemenea, a fost constatat că cu cât concentrația de SDS utilizată pentru 
decelularizare a fost mai mare, cu atât viteza de degradare enzimatică a fost mai mică (figura 4.4). 
Cea mai mică viteză de degradare a fost în grupul țesuturilor OC demineralizate și decelularizate 
cu SDS de 2% (p <0.01). 

 
Figura 4.4. Reprezentarea grafică a rezultatelor degradării enzimatice a probelor cu 

colagenază. 
Testul de umflare  

Rezultatele obținute la măsurarea capacității de umflare a probelor de țesut OC demineralizat 
și probelor OC demineralizate și decelularizate cu SDS și TrX nu prezintă diferență statistic 
semnificativă (p >0.05).  
Modulul de elasticitate 

După aprecierea modulului de elasticitate a fost determinată o diferență statistic 
semnificativă între țesutul OC normal și grupele de țesut OC demineralizate și OC demineralizate 
și decelularizate (p =0.001). De asemenea, a fost determinată o diferență statistic semnificativă 
între modulul lui Young al grupului de țesut OC demineralizat și cel al probelor din grupul OCD 
demineralizat cu SDS de 0.5% (p =0.009), pe când în celelalte cazuri între grupul control și 
celelalte grupuri experimentale, diferență statistic semnificativă nu a fost depistată (p >0.1). Acest 
fapt poate fi explicat prin neomogenitatea structurii complexelor de țesut osteocondrale comparate, 
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deoarece provin de la animale diferite, se caracterizează printr-un grad diferit de mineralizare a 
osului subcondral, grosime a cartilajului și gradul de compactare a țesutului osos demineralizat.  

 
5. TESTAREA IN VIVO A GREFELOR COMBINATE ÎN REGENERAREA 

CARTILAJULUI ARTICULAR. 
5.1 Metode 

Pregătirea grefelor pentru transplantare 
De la iepurii eutanasiați în cadrul experimentului, au fost prelevate femurele distale și 

păstrate la -84°C (ULUF 450-2M, Arctiko). Pentru obținerea grefelor, după înlăturarea țesuturilor 
moi, femurele prelevate au fost demineralizate în HCl de 0.6 M, apoi, cu un cuțit circular de pe 
suprafața portantă a fiecărui condil au fost secționate 31 bucăți de țesut OCD cu diametrul de 3.61 
±0.1mm, înălțimea de 4.33 ±0.11mm și volumul mediu de 44.05 ±1.15mm3. Bucățile de țesut OCD 
au fost perforate longitudinal cu un ac de seringă calibrul 23G și degresate cu H2O2 de 3% timp de 
24 ore și cu alcool de 70% timp de 6 ore prin agitare pe șeicher-incubator la 200 rpm. Probele de 
țesut OCD obținute au fost spălate cu apă distilată, după care au fost decelularizate în soluție SDS 
de 1% pe parcursul a 24 ore, și iar spălate în apă distilată pe parcursul a 3 zile, schimbând apa de 
2-3 ori pe zi. În hota cu flux laminar (LN 090, Nuve) grefele OCDD și perforate longitudinal au 
fost sterilizate în soluție alcool de 70% timp de 2 ore. Grefele sterilizate au fost spălate cu HBSS 
(Lonza, Belgia) timp de 24 ore cu schimbarea soluției de 3 ori. Ziua următoare grefele au fost 
desicate prin centrifugare pe meșe din tifon steril în eprubete sterile de 15 ml la 4000 rpm timp de 
20 minute (Universal 32R, Hettich Zentrifugen), după care au fost congelate la -84°C (ULUF 450-
2M, Arctiko) până la utilizare (figura 5.1). 

 
Figura 5.1. Obținerea și păstrarea grefelor OCDD: (a) procesarea grefelor, (b) țesut OCD 

neperforate, (c) grefă OCDD perforată longitudinal, (d) grefele OCDD conservate la -84°C. 
Obținerea celulelor cu potențial condroprogenitor și combinarea acestora cu grefe OCDD 

Celulele cu potențial condroprogenitor necesare pentru obținerea grefelor combinate au fost 
obținute conform metodelor expuse în capitolele precedente. Grefele OCDD perforate longitudinal 
au fost combinate cu celule autologe – CSM (n =12) și condrocite (n =12). Cu scop de transplantare 
au fost utilizate doar celulele din primul pasaj. CSM au fost cultivate după modalitate descrisă în 
capitolul precedent, în flacon de cultură celulară de 25 cm2 utilizînd mediul de cultură compus din 
DMEM/F-12 Ham (Sigma, Marea Britanie), 10% Ser fetal bovin (SFB) (Lonza, Belgia) și 1% 
soluție antibiotic cu antimicotic. În ziua când CSM și condrocitele au ajuns la o confluență de 80-
90%, grefele OCDD pregătite pentru transplantare au fost decongelate și încălzite până la 37°C în 
șeicher-incubator (ES-20, Biosan), iar celulele detașate de suprafața de cultură a flaconului 
utilizând soluție 0.25% tripsină-EDTA. După centrifugarea celulelor detașate, acestea au fost 
resuspendate într-un ml mediu de nutriție specific tipului de celule. Suspensia celulară după 
pipetare a fost transferată în tuburi Eppendorf de 1.5 ml, ce a fost centrifugată la 3500 rpm timp 
de 3 minute (Combi-Spin FVL-2400N, Boeco). Ulterior, mediul din tuburi a fost extras parțial, 
lăsând un volum de 50-60 μl la fund. Eprubete de 15 ml cu grefele OCDD și dispozitivul pentru 
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fixarea și celularizarea grefelor de dimensiuni mici (DFCGDM) sterile [27, 28] au fost introduse 
în hota cu flux laminar de aer (LN 090, Nuve). DFCGDM este un dispozitiv ce a fost elaborat cu 
scopul dea celulariza grefele prin metoda gravitațională, iar utilizarea acestuia a fost descrisă în 
lucrările anterioare [27]. Dispozitivul a fost introdus într-un stativ și înlăturat capacul. Grefa cu o 
pincetă a fost extrasă din eprubetă și introdusă în containerul dispozitivului de fixare [32]. Cu o 
micropipetă (LightDrop 10-100 μl, ThermoFisher) au fost pipetate celulele din tubul Eppendorf în 
cele 50-60 μl restante, după care suspensia celulară a fost transferată pe grefa OCDD amplasată în 
containerul DFCGDM. Pe dispozitiv sa fost aplicat capacul, după care acesta a fost introdus într-
o eprubetă de 15 ml (figura 5.2) ce apoi a fost introdusă în incubator cu capacul întredeschis la 
37°C, 5% CO2 (SmartCell, HealForce). După transplantarea grefelor combinate, c uscop de a 
determina câte celule au fost în realitate transplantate, eprubetele de 15 ml, tuburile Eppendorf și 
containerile DFCGDM au fost spălate cu mediu de nutriție specific tipului de celule. Apoi celulele 
au fost numărate în hemacitometru prin excluderea celor moarte cu soluția de 0.4% albastru de 
tripan [26, 32].  
Transplantarea grefelor combinate în defectele critice experimentale 

După finisarea etapei de pregătire a grefelor combinate cu celule cu potențial 
condroprogenitor, a fost realizată pregătirea animalelor experimentale pentru efectuarea 
transplatării. Astfel, în ziua intervenței chirurgicale toți iepurii au fost pe nemâncate cântăriți și 
anesteziați. A fost pregătit câmpul operator la nivelul articulației unui genunchi, apoi prin abord 
parapatelar medial, de aproximativ 4-5 cm, a fost realizată deschiderea articulației genunchiului. 

 
Figura 5.2. Procesul de populare a grefelor OCDD cu celule: (a) DFCGDM steril, (b) 

introducerea grefei OCDD în suportul dispozitivului, (c) transferul celulelor pe grefă, cu 
săgeată albă este indicat nivelul suspensiei celulare situate deasupra grefei, (d) 

introducerea DFCGDM într-o eprubetă de 15 ml. 
După hemostază patela a fost luxată lateral, iar genunchiul maximal flectat. Apoi, pe 

suprafața portantă a condilului femural medial, consecutiv, cu burghie de diametrul 1.5, 2, 3, 3.5 
și 3.7 mm au fost efectuate cu precauție [27], la turații mici, fără a deschide canalul medular, câte 
un defect critic de aproximativ 3.7 mm în diametru și 4-4.5 mm adâncime [24]. În acel moment 
grefele combinate au fost scoase din incubator și aduse în sala de operație, unde containerile cu 
grefele combinate cu CSM (n =12) sau condrocite (n =12) au fost puse pe masa de operație. 
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Suporturile cu grefe combinate au fost secționate la bază cu o foarfecă, iar grefele au fost cu 
precauție împinse în defecte cu o broșă, fără a le deteriora sau stoarce de celulele. 

 
Figura 5.3. Transplantarea grefelor OCDD combinate cu CSM și condrocite autologe, (a) 

cântărirea animalelor și anestezia generală, (b) pregătirea câmpului operator, (c) 
artrotomie parapatelară medială cu luxarea laterală a patelei, (d) crearea defectului 
experimental, (e, f) grefa combinată cu celule autologe și (g, h) implantarea grefei în 

defectul experimental. 
Toate grefele au fost transplantate cu partea sa cartilaginoasă orientată în sus (figura 5.3). 

După implantarea grefelor a fost redusă luxația de patelă, cu genunchiul în extensie plagile au fost 
suturate și aplicat pansament cu soluție de 10% povidon-iod (EGIS, Ungaria). Menținând 
genunchiul în extensie, de partea laterală a membrului inferior operat s-a aplicat o scândurică 
subțire, mai lată ca membrul și cu lungimea corespunzătoare cu distanța de la șold până la gleznă, 
care a fost fixată de membrul operat cu bandaj gipsat, lăsând o fereastră la nivelul plăgii 
posteopratorii pentru pansamente.  

 
Figura 5.4. Transferul de țesut osteocondral autolog, (a, b) anestezia animalului și 

pregătirea câmpului operator, (c, d) crearea defectului de cartilaj, (e, f, g) prelevarea de 
grefe osteocondrale autologe de pe suprafața neportantă a suprafeței articulare femurale și 

transplantarea lor. 
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Transferul de țesut osteocondral autolog 
Metoda de tratare a defectelor critice experimentale prin transfer de țesut autolog a fost 

selectată ca metodă de tratare a defectelor cartilaginoase în grupul de control, deoarece este o 
tehnică de regenerare a țesutului cartilaginos care utilizează țesuturile proprii în procesul de 
tratament [16]. Lotul de iepuri (n=12) la care defectele experimentale de cartilaj au fost tratate prin 
transferul de țesut OC autolog au fost pregătiți pentru intervenția chirurgicală la fel ca și cei din 
grupele experimentale. După artrotomie, luxarea laterală a patelei și flectarea genunchiului, cu un 
bisturiu a fost creat un defect circular prin înlăturarea cartilajului pe o suprafață cu diametrul de 
3.7 mm la nivelul suprafeții portante a condilului femural medial, la același nivel unde au fost 
implantate și grefele combinate în grupele experimentale. În defectul experimental de cartilaj, cu 
burghie de diametru mic, au fost efectuate câte 3 găuri de 1.7 mm în diametru, amplasate sub formă 
de triunghi, cu o adâncime de 4-4.5 mm [27].  

 
Scorul histologic unificat al cartilajului regenerat (SHUCR) 
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Cu o un ac pentru piercing de calibrul 12 G, cu diametrul intern de 1.7 mm, atașat la un 
aparat de găurit, cu rotații lente pentru a evita supraîncălzirea țesutului, din șanțul trohlear au fost 
prelevate bucăți de țesut osteocondral autolog [27], care au fost implantate în defectele proaspăt 
create la aceeași înălțime sau cu până la 1 mm mai sus față de cartilajul adiacent normal (figura 
5.4). După reducerea luxației de patelă, ținând genunchiul în extensie a fost suturată plaga, aplicat 
pansament aseptic, iar mai apoi și imobilizare gipsată fără a compresa țesuturile moi. 
Evaluarea rezultatelor testelor in vivo pe iepuri 

Iepurii operați au fost scoși din experiment prin eutanasiere în camera cu CO2 la termen de 
6 săptămâni, câte 3 animale din fiecare lot și 12 saptămâni ceilalți 9 rămași din fiecare grup. 
Femurele distale au fost introduse în formaldehidă buferizată de 10%, pH =7.4. După decalcifierea 
osului și încorporare în parafină, probele au fost secționate cu microtomul la grosimea de 5µm și 
aplicate pe lamele. Preparatele au fost colorate cu Hematoxilină-Eozină, Safranin O și Albastru de 
Toluidină cu Fast Green. 

Evaluarea obiectivă a rezultatelor a fost efectuată conform Scorului histologic unificat al 
cartilajului regenerat (SHUCR), care a fost alcătuit prin combinarea a 3 scoruri larg utilizate în 
evaluarea cartilajului regenerat la animale. Autori a acestor scoruri au fost Sellers și coaut. (1997) 
[27, 29], Wakitani și coaut. (1994) [30] și O'Driscoll și coaut. (1986) [31]. SHUCR a fost constituit 
din 13 criterii [27]. Fiecărui criteriu i-a fost atribuită o scară personală, iar fiecare valoare numerică 
din acest scor are caracterstica sa specifică. Valoarea sumară maximală a tuturor criteriilor este de 
43 puncte, iar cea minimală – 0 puncte. Rezultatul evaluării calității țesutului regenerat depinde de 
punctajul acumulat, cu cât calitatea țesutului regenerat este mai înaltă cu atât punctajul va fi mai 
mic și invers, cu cât punctajul obținut va fi mai mare cu atât calitatea țesutului regenerat va fi mai 
joasă. 

5.2 Rezultate 
Cu scop de a combina grefele OCDD cu celule cu potențial condroprogenitor au fost izolate 

din cartilaj articular hialin 1.8x105 ±5.4x104 condrocite cu o viabilitate de 96.79% (95% IÎ:93.02-
100.54), din care în primul pasaj după 10 ±3 zile de cultivare au fost obținute 2.94x106 ±3.77x105 
condrocite cu o viabilitate de 99.89% (95% IÎ:99.64-100.13). De asemenea, din 4 ±1.2 ml de 
măduvă osoasă după 11±3 zile de cultivare au fost obținute 1.55x106 ±3.76x105 CSM cu o 
viabilitate de 98.03% (95% IÎ:95.35-100.71). Nu a fost determinată nici o diferență statistic 
semnificativă între grupe în ce privește durata de cultivare celulară (p >0.3) și viabilitatea celulelor 
(p >0.1). 

Tabelul 5.1. Diferența dintre numărul de celule obținte în cultura primară și a celor 
transplantate cu grefe din cadrul loturilor experimentale. 

 Număr total de celule 
obținut 
X ±DS 

Număr real de celule 
transplantat  

X ±DS 
p 

Condrocite 2.94x106 ±3.77x105 2.54x106 ±2.73x105 p <0.001 
CSM 1.55x106 ±3.76x105 1.37x106 ±3.57x105 p <0.001 

După transplantarea grefelor combinate, ca urmare a spălării tuburilor Eppendorf, 
eprubetelor de 15 ml în care au fost centrifugate celulele, dar și a suportului DFCGDM, a fost 
determinat numărul real de celule transplantate. Astfel, numărul real de condrocite transplantate a 
fost de 2.54x106 ±2.73x105 celule cu o viabilitate de 87.59% (95% IÎ:84.51-90.67), ceea ce 
reprezintă 86.97% (95% IÎ:84.09-89.84) din totalul condrocitelor obținute prin cultivare. De 
asemenea, numărul real de CSM transplantate a fost de 1.37x106 ±3.57x105 celule, cu o viabilitate 
de 90.91% (95% IÎ:88.9560-92.8590), ce reprezintă 88.32% (95% IÎ:86.45-90.17) din totalul de 
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CSM obținute. Aceasta fiind în ambele cazuri o diferență statistic semnificativă comparativ cu 
numărul inițial de celule obținute din primul pasaj (p <0.001). Așadar, a fost determinat că 
viabilitatea totală a celulelor la momentul transplantării a fost în mediu de 89.25% (95% IÎ:87.42-
91.07), ceea ce reprezintă o diferență semnificativă dacă comparăm cu viabilitatea celulară imediat 
după detașarea celulelor în cultura primară (p <0.05), însă fără diferență semnificativă între ratele 
de celule viabile transplantate pe grupe (p >0.5). De asemenea, nu există diferență statistic 
semnificativă între durată perioadelor de la detașarea celulelor și până la transplantarea acestora 
în cadrul grupelor experimentale (p >0.5). Astfel, în cazul grefelor combinate cu condrocite această 
perioadă a fost de 73 ±12 minute, iar în cazul grefelor combinate cu CSM aceasta a fost de 69 ±14 
minute. Diferența între cantitatea de celule obținute și cele transplantate, dar și viabilitatea lor este 
prezentată în tabelele 5.1 și 5.2. Ca urmare a utilizării dispozitivului de fixare și celularizare a 
grefelor de dimensiuni mici rata totală de celule transplantate a fost de 87.64% (95% IÎ:86.04-
89.24), ce reprezintă un rezultat foarte bun. 

Animalele scoase din experiment la 6 saptămâni, conform SHUCR în toate cazurile aveau 
un scor histologic aproape similar. În cazul primei evaluări lotul martor a obținut un scor de 26.33 
±1.53 puncte, lotul tratat cu grefe OCDD combinate cu condrocite a primit 28.33 ±1.53 puncte (p 
>0.1) și lotul tratat cu grefe combinate cu CSM a primit 27.67 ±2.08 puncte (p >0.2). 

Tabelul 5.2. Diferența între viabilitatea celulelor obținte în cultura primară și a celor 
transplanate cu grefe din cadrul loturilor experimentale. 

 Viabilitatea 
celulelor la 

detașare 
95% IÎ: 

Viabilitatea 
celulelor la 

transplantare 
95% IÎ: p 

Condrocite 99.89% 99.64-100.13 87.59% 84.51-90.67 p <0.001 
CSM 98.03% 95.35-100.71 90.91% 88.95-92.85 p =0.001 
În cazul celei de-a doua evaluări lotul martor a obținut 28 ±1 puncte, lotul tratat cu grefe 

OCDD combinate cu condrocite a obținut 30±3.61 puncte (p >0.4) și lotul tratat cu grefe combinate 
cu CSM a obținut 28 ±2.65 puncte (p =1). Ca urmare, nu a fost determinată vre-o diferență statistic 
semnificativă între lotul martor și loturile experimentale (figura 5.5).  

 
Figura 5.5. Reprezentarea grafică a ambelor evaluări, a loturilor experimentale și martor,  

la 6 și 12 săptămâni postoperator. 
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La analiza rezultatelor SHUCR la animalele scoase din experiment la 12 săptămâni, la prima 
evaluare pentru lotul martor a fost obținut un scor de 17.22 ±4.84 puncte, pentru lotul tratat cu 
grefe OCDD combinate cu condrocite 18.68 ±5 puncte (p >0.5) și pentru cel tratat cu CSM au fost 
obținute 14.89±3.76 puncte (p >0.2). În cazul celei de-a doua evaluări lotul martor a obținut un 
scor de 17.67±2.60 puncte, cel tratat cu grefe combinate cu condrocite a obținut 19.22±2.44 puncte 
(p >0.2) și lotul tratat cu grefe combinate cu CSM a obținut un scor de 14.33±1.5 puncte (p =0.004). 
Drept urmare, în cazul primei evaluări nu a fost determinată vre-o diferență statistic semnificativă 
între lotul martor și cele experimentale, pe când la a doua evaluare a fost obținută o diferență 
semnificativă între lotul martor și cel tratat cu grefe OCDD combinate cu CSM (figura 5.5), 
necătând la faptul că între rezultatele ambelor evaluări ale defectelor tratate cu grefe OCDD și 
CSM diferență semnificativă nu este (p =0.745), tabelul 5.3. 

Tabelul 5.3. Compararea statistică a rezultatelor SHUCR realizat de 2 experți (p). 

Grup Evaluare 1 
p1* față de 

martor 
Evaluare 2 

p2* față de 
martor 

p1/p2* 

Martor 6 săpt 26.33 ±1.53  28 ±1  p =0.189 
OCDD și condrocite 6 săpt 28.33 ±1.53 p >0.1 30 ±3.61 p >0.4 p =0.502 
OCDD și CSM 6 săpt 27.67 ±2.08 p >0.2 28 ±2.65 p =1 p =0.759 
Martor 12 săpt 17.22 ±4.84  17.67 ±2.60  p =0.811 
OCDD și condrocite 12 săpt 18.68 ±5 p >0.5 19.22 ±2.44 p >0.2 p =0.768 
OCDD și CSM 12 săpt 14.89 ±3.76 p >0.2 14.33±1.5 p =0.004 p =0.745 
*p1 – semnificația statistică față de lotul martor la Evaluarea 1; 
*p2 – semnificația statistică față de lotul martor la Evaluarea 2; 
*p1/p2 – semnificația diferenței între Evaluarea 1 și Evaluarea 2. 

La compararea rezultatelor obținute în cadrul aceluiași lot, la animalele ce au fost scoase din 
experiment la termen de 6 si 12 săptămâni, a fost determinată o diferență semnificativă între 
rezultatele obținute (p ˂0.05). De asemenea, a fost evaluat gradul de asociere între numărul de 
celule real transplantate și calitatea regenerării cartilajului articular. A fost determiat că numărul 
de condrocite sau CSM utilizate în combinare cu grefa OCDD nu a influențat calitatea de 
regenerare a țesutului cartilaginos (p >0.1). Evaluarea independentă a rezultatelor histologice de 
către 2 experți au fost redate în figura 5.5 și tabelul 5.3. 
 

SINTEZA REZULTATELOR OBȚINUTE 
 

Medicina regenerativă ca domeniu nou al medicinei moderne se confruntă cu numeroase 
provocări printre care și regenerarea cartilajului articular. Baza medicinii regenerative este 
obținerea și cultivarea de celule ce au potențial de regenerare a țesuturilor și organelor afectate. 
Regenerarea cartilajului articular este un proces anevoios din cauza particularităților sale 
anatomice și modului de nutriție, cauzele leziunilor fiind variate, ce duc în final la degradarea 
artrozică a articulației. 

În cadrul studiului efectuat au fost elaborate și implementate în practica de laborator noi 
metode: de prelevare a MO pentru izolarea CSM fără sacrificarea animalului, ceea ce a dat 
posibilitatea de utilizat în tratamentul leziunilor de cartilaj articular a CSM autologe; a fost redusă 
semnificativ durata de izolare a condrocitelor, dar și crescut semnificativ numărul de condrocite 
izolate din cartilajul articular de iepure, fapt ce a redus riscul degradării fibroblastice excesive a 
condrocitelor pe parcursul cultivării, de asemenea, tehnica utilizată poate fi implementată fără 
probleme în procesul de izolare a condrocitelor pentru transplatarea de condrocite autologe la 
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oameni; au fost elaborate și testate mai multe metode de obținere a grefelor prin tehnici de inginerie 
tisulară; pentru combinarea grefelor obținute cu celule autologe – CSM și condrocite, pentru 
transplantare a fost elaborat un dispozitiv special pentru fixarea și popularea cu celule a grefelor 
de dimensiuni mici; în cadrul studiului, în premieră a fost stabilită cantitatea reală de celule 
transplantate și viabilitatea lor la momentul transplantării; de asemenea, cu scop de a evalua 
obiectiv rezultatele testelor in vivo a fost elaborat un scor histologic – Scorul histologic unificat al 
cartilajului regenerat. 

Procesul de elaborare și testare a grefelor combinate cu celule autologe cu potențial 
condroprogenitor în cadrul studiului efectuat este unul complet, deoarece acesta include etapele de 
obținere și testare in vitro a grefelor, dar și testarea in vivo pe animale, înainte de a putea fi utilizată 
în clinică. 
  

CONCLUZII 
 
1. Metoda de colectare a măduvei osoase din osul iliac elaborată, fără sacrificarea animalului, 
a permis micșorarea numărului de animale utilizate în cercetare, dar și utilizarea de CSM autologe 
la efectuarea testelor in vivo.  
2. Metoda de monitorizarea continuă a procesului de digestie enzimatică a cartilajului 
articular a crescut semnificativ numărul de condrocite izolate și redus durata procesului de izolare, 
iar elaborarea metodei de izolare a celulelor prin explant utilizând cicluri de reglare volumetrică a 
permis izolarea mai rapidă a unui număr mare nu doar de condrocite, dar și a altor celule de origine 
mezenchimală. 
3. În procesul de pregătire a grefei OCDD pentru combinarea cu celule condroprogenitoare, 
utilizarea HCl a redus semnificativ conținutul de ADN în țesutul osteocondral, ce a permis la o 
expunere scurtă, de 24 ore, o reducere semnificativă a ADN-ului restant prin utilizarea soluției de 
1% SDS. De asemenea, utilizarea SDS în procesul pregătirii grefelor a redus semnificativ viteza 
de degradare enzimatică a acestora față de lotul martor. 
4. DFCGDM utilizat în transplantarea grefelor combinate, a crescut semnificativ rata de 
populare a grefelor cu celulele, doar că nu a fost găsită nici o asociere între numărul de celule 
transplantat și calitatea țesutului regenerat. 
5. SHUCR a permis evaluarea obiectivă a țesutului regenerat după transplantarea grefelor 
combinate. Rezultatele evaluării la termen de 6 și 12 săptămâni diferă atât în loturile experimentale 
cât și în cel martor, iar la compararea rezultatelor loturilor experimentale cu cele a lotului martor 
la termen de 6 săptămâni nu a fost determinată nici o diferență statistic semnificativă între acestea. 
La termen de 12 săptămâni a fost determinat că lotul în care defectele OC au fost tratate cu grefe 
combinate cu CSM prezintă rezultate puțin mai bune. Cu toate acestea, la termen de 12 săptămâni 
a fost obținută o umplere completă sau aproape completă a defetelor cu țesut de tip 
fibrocartilaginos sau fibros, cu aspect și structură microscopică dezorganizată, nespecifică 
cartilajului articular hialin. 
 

RECOMANDĂRI PRACTICE 
 
1. Etapa testării in vivo, pe animale de laborator, a materialelor biologice create cu scop de 
regenerare a cartilajului articular, este necesar de realizat prin implantare în defecte critice atât la 
nivelul suprafețelor articulare portante, cât și a celor neportante.  
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2. Defectele critice executate pe o suprafață articulară portantă la iepure cu scop de a testa 
potențialul de regenerare a cartilajului articular, este necesar să nu depășească diametrul critic 
minimal de 3 mm, deoarece defectele de dimensiuni mai mari prezintă risc de fractură 
intraoperatorie a condilului femoral, reduc semnificativ suprafața portantă a condilului femoral, 
dar și potențialul de regenerare prin tehnici de inginerie tisulară. 
3. Evaluarea eficacității decelularizării unui țesut este necesar de efectuat prin determinarea: 
concentraței de ADN raportat la ng/mg; a prezenței celulelor la examinarea histologică prin 
colorarea cu Hematoxilină-Eozină; a rămășițelor de ADN prin examinarea fluorescentă cu DAPI; 
și după caz, determinarea concentraței de GAG și a hidroxiprolinei. 
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