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ADNOTARE 
  

Cobzac Vitalie: „Grefe combinate în restabilirea defectului experimental  
de cartilaj articular”, teză de doctor în științe medicale. 

Chișinău, 2023. 
 

Lucrarea este expusă pe 170 pagini de text electronic și include: introducere, 6 capitole, 
concluzii generale și recomandări practice. Indicele bibliografic citează 255 surse literare. 
Materialul ilustrativ este reprezentat în 12 tabele și 59 figuri. Rezultatele obținute sunt publicate 
în 62 lucrări științifice. 

Cuvinte-cheie: celule stem, condrocite, grefe combinate, grefe ierarhic bifazice, țesut 
osteocondral, demineralizare, decelularizare, transplantare, cartilaj hialin, populare celulară. 

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

Obiectivele cercetării: elaborarea și optimizarea metodelor de izolare și cultivare a 
celulelor cu potențial condroprogenitor din ţesuturi autologe - cartilaj hialin și măduvă osoasă; 
conceperea unei grefe osteocondrale pentru recuperarea defectelor de cartilaj articular; 
transplantarea grefelor combinate cu celule cu potențial condroprogenitor în defectele 
experimentale; 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 și originalitatea cercetării: în premieră au fost elaborate și implementate în 
practica de laborator mai multe tehnici de lucru inovaționale, metode de procesare și dispozitive 
ca: tehnica de prelevare a măduvei osoase pentru izolarea de celule stem, pentru realizarea 
testelor in vivo cu celule autologe; metoda de cultivare a CSM, ce a permis obținerea în primul 
pasaj a unei culturi de CSM cu o puritate înaltă, pentru transplantare; reducerea semnificativă a 
duratei izolării unui număr mare de condrocite cu o viabilitate înaltă și elaborarea unei noi 
modalități de izolare a celulelor prin utilizarea de explante; elaborarea şi testarea a diverse tipuri 
de grefe osteocondrale obţinute prin tehnici de inginerie tisulară din ţesut alogen pentru 
combinare cu celule autologe; elaborarea și aplicarea unui dispozitiv pentru combinarea grefelor 
de dimensiuni mici cu celule; stabilirea cantității reale și viabilității celulelor la momentul 
transplantării; elaborarea unui scor histologic special pentru evaluarea obiectivă a rezultatelor 
obținute; simplificarea modalității de identificare a celulelor izolate prin colorarea histochimică 
specifică pentru țesutul cercetat. 

Problema științifică soluționată în teză: constă în elucidarea potențialului de regenerare 
a grefelor combinate obținute din țesut osteocondral alogen procesat prin tehnici de inginerie 
tisulară și celule condroprogenitoare, dar și toate măsurile suplimentare necesare pentru 
realizare. 

Semnificația 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, poate fi utilă în ghidarea clinicienilor în pregătirea și 
transplantarea grefelor similare.  

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

Кобзак Виталий: «Комбинированные трансплантаты для восстановления 
экспериментального дефекта суставного хряща», диссертация на соискание ученой 

степени кандидата медицинских наук. Chișinău, 2023.  
 
Работа изложена на 170 страницах электронного текста и содержит: введение, 6 глав, 

общие выводы и практические рекомендации. Библиографический указатель ссылается на 
255 литературных источника. Диссертация дополнена иллюстративным материалом в 
виде 12 таблиц и 59 графиков. Полученные результаты представлены в 62 научных 
публикациях.  

Ключевые слова: стволовые клетки, хондроциты, комбинированные 
трансплантаты, двухфазные иерархические трансплантаты, костно-хрящевая ткань, 
деминерализация, децеллюляризация, трансплантация, гиалиновый хрящ, 
тканеинженерный хрящ. 

Цель исследования: восстановление экспериментального дефекта хряща коленного 
сустава комбинированными костно-хрящевыми трансплантатами, полученными методом 
тканевой инженерии. 

Задачи исследования: разработка и оптимизация методов выделения и 
культивирования клеток с хондропрогениторным потенциалом; разработка костно-
хрящевого трансплантата; трансплантация комбинированных трансплантатов в 
экспериментальные дефекты; определение потенциала регенерации экспериментальных 
критических дефектов суставного хряща, с помощью комбинированных трансплантатов. 

Новизна и научная оригинальность: впервые были разработаны и внедрены в 
лабораторную практику инновации как новый метод забора костного мозга для выделения 
стволовых клеток и процедура их очищения от контаминационных клеток; значительно 
сократилось время выделения большого количества хондроцитов и разработан новый 
способ выделения клеток с использованием эксплантатов; разработка различных типов 
костно-хрящевых трансплантатов, полученных методами тканевой инженерии; разработка 
и применение устройства для целлюляризации малоразмерных трансплантатов; 
установление реального количества и жизнеспособности клеток на момент 
трансплантации; разработка гистологической шкалы для объективной оценки полученных 
результатов; упрощение идентификации изолированных клеток путем специфического 
гистохимического окрашивания исследуемой ткани в ёмкостях для культивацйи клеток.  

Научная задача, решаемая в диссертации: заключается в выявлении 
регенеративного потенциала комбинированных трансплантатов, полученных из 
аллогенной костно-хрящевой ткани, обработанной методами тканевой инженерии и 
хондропрогениторных клеток, а также всех дополнительных мероприятий, необходимых 
для их реализации. 

Теоретическая значимость: результаты исследований послужат научным 
доказательством в процессе получения и применения комбинированных трансплантатов  
клинических условиях. 

Прикладное значение работы: опыт полученный в процессе получения клеток с 
хондропрогениторным потенциалом, иерархических двухфазных трансплантатов, 
испытанных in vitro, но и комбинированых трансплантатов с их последующим 
тестированием in vivo, используется в качестве основы для выполнения аналогичной 
работы в лаборатории, а также может быть полезен в качестве руководствo для 
клиницистов при подготовке и трансплантации подобных трансплантатов. 

Внедрение результатов: полученные результаты внедряются в процессе 
выполнения других докторских диссертаций, в процес обучения студентов, ординаторов и 
врачей на кафедре анатомии и клинической анатомии, в курсе по Регенеративной 
медицины ГУМФ «Николае Тестемицану».  
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SUMMARY 
 

Cobzac Vitalie: “Combined grafts in the restoration of the articular cartilage 
experimental defect”, PhD thesis in medical sciences. Chisinau, 2023. 

 
The thesis is presented on 170 pages of typed electronic text and includes: introduction, 6 

chapters, general conclusions and practical recommendations. Bibliographic index quotes 255 
published articles. The thesis contains illustrative materials, represented in 12 tables and 59 
figures. The results of the study are published in 62 scientific works.  

Key words: stem cells, chondrocytes, combined grafts, biphasic hierarchical grafts, 
osteochondral tissue, demineralization, decellularization, transplantation, hyaline cartilage, 
regeneration, cellular population. 

Aim of the study: restoration of experimental cartilage defect in the knee joint using 
combined osteochondral grafts obtained by tissue engineering. 

Objectives: development and optimization of methods necessary for isolation and 
cultivation of cells with chondroprogenitor potential from autologous tissues - hyaline cartilage 
and bone marrow; development of an osteochondral graft for regeneration of articular cartilage 
defects; transplantation of grafts combined with cells with chondroprogenitor potential in 
experimental defects; determination of the regeneration potential of experimental critical 
articular cartilage defects created at the load-bearing surface of the joint by using combined 
grafts, compared to the control group. 

The scientific novelty and originality: for the first time, several innovative techniques 
were developed and implemented, like processing methods and devices like the bone marrow 
sampling technique for isolation of stem cells for performing in vivo tests with autologous cells; 
stem cell cultivation procedure that allowed obtaining for transplantation a high purity stem cells 
culture; significant reduction of chondrocytes isolation period in large amounts with high 
viability, and development of a new way of cellular isolation using explants; development and 
testing of various types of osteochondral grafts obtained through tissue engineering techniques; 
development of a device for combining small-sized grafts with cells; establishing of the real 
amount and viability of cells at the time of transplantation; development of a histological score 
for objective evaluation of the regenerated cartilage; simplification of cells isolated cells 
identification through specific histochemical staining for the researched tissue. 

The important scientific problem solved in the thesis consists in elucidating the 
regeneration potential of combined grafts obtained from allogeneic osteochondral tissue 
processed by tissue engineering techniques and chondroprogenitor cells, and all the additional 
measures necessary to implement them. 

The theoretical importance: the research results will serve as scientific evidence in the 
process of obtaining and using combined grafts, consisting of autologous cells with 
chondroprogenitor potential - chondrocytes and mesenchymal stem cells from the bone marrow, 
with a graft obtained by demineralization and decellularization of allogeneic osteochondral 
tissue. 

The applicable value of the work: the experience gained in the process of obtaining cells 
with chondroprogenitor potential, of biphasic hierarchical grafts that have been tested in vitro, 
but also of grafts combined with their subsequent in vivo testing, can be used as basis for 
performing similar work in the laboratory, it can also be useful in guiding clinicians in the 
preparation and transplantation of similar grafts. 

Practical implementation: the obtained results of the experimental study are implemented 
in the Tissue Engineering and Cell Culture Laboratory, in the process of carrying out other 
doctoral theses, in the training process of students, residents and doctors at the Department of 
Anatomy and Clinical Anatomy, at the course of Regenerative medicine within SUMPh "Nicolae 
Testemițanu". 
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INTRODUCERE 
 

Actualitatea și importanța problemei abordate 

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, 2, 3, 58]. 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, 4, 5, 6, 58]. Leziunile cartilajului articular 

adesea sunt asimptomatice, dar pot fi cauza durerii, tumefierii și blocajului articular [8]. 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 [9, 10, 11, 12, 13]. Ca urmare, clinicianul 

este pus în situația de a examina minuțios fiecare pacient ce prezintă dureri și un oarecare 

disconfort ce au apărut la nivel de articulație. Astfel, leziunile de cartilaj devenind o povară atât 

pentru pacient, cât și pentru întreg sistemul medical [2, 5] (figura 1.1).  

 
Figura 1.1. Aspectul normal al cartilajului articular de iepure. Colorare (a) Hematoxilină-

Eozină, (b) Albastru de Toluidină cu Fast Green și (c) Safranin O. Imagini realizate cu 

microscop Optika, IM-3F la amplificarea x100. 

 

Alterarea biomecanicii ce a apărut ca urmare a unei leziuni suportate la nivel de articulație 

va duce la degradarea artrozică progresivă a articulației [17, 20, 22]. Circa 12% din toate cazurile 

de artroză au fost de origine posttraumatică [18]. De asemenea, a fost dovedit că chiar și după 

stabilizarea articulației traumatizate prin metode chirurgicale, oprirea degradării articulare nu va 

fi stopată [19]. Aceast proces de degradare artrozică a articulațiilor se datorează leziunilor 

survenite la nivel molecular și celular ca urmare a traumatismului suportat [20], ceea de duce la 

acumularea de enzime degradante şi citokine, soldat cu alterarea structurii colagenului, hidratare 

excesivă a matricii şi fisurarea suprafeţei articulare [18, 20]. 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% [18, 

21, 22]. 

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 
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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 [21]. 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 [21]. Fiind membranostabilizatori, 

aceștia inhibă sau blochează proteina p38 activată de stress, inhibă activarea glicogen sintazei 

kinaza-3 și procesul inflamator legat de IL-6 [23, 24]. 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-1, MP-3 si MP-13 ceea ce a 

redus sinteza prostaglandinelor și a crescut sinteza de lubricină [25, 26]. 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 [27]. 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 [28]. 

Rezultate bune au fost obținute și la utilizarea proteinelor morfogenetice osoase BMP-7 și BMP-

2, datorită efectelor sale anabolice și anticatabolice asupra cartilajului [29, 30, 172], printre care 

se enumeră stimularea regenerării și reparării cartilajului articular și asigurarea integrării 

eficiente a cartilajului nou format cu cel din jur [31]. Efecte similare au fost obținute și la 

utilizarea de Insulin-like growth factor-1 în defectele de cartilaj cauzate de artroză [227]. 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 [10], 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 
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cm2 [8]. 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 [32]. 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 [4, 35], transplantarea de țesut osteocondral alogen [36, 37] sau 

autolog [38, 39, 40], implantarea de condrocite autologe și CSM într-un defect combinate sau nu 

cu un suport tridimensional [41, 42, 43, 44]. Necătând la numeroase metode de tratament, 

obținerea în final a unui țesut cartilaginos hialin nu a fost posibilă [44, 45]. Totodată, utilizarea în 

regenerarea cartilajului articular a grefelor combinate cu celule cu potențial condroprogenitor 

rămâne una de perspectivă [43, 44, 46]. 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 [47, 172, 230]. 

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; 

4. Elaborarea unei modalități noi de izolare a celulelor prin utilizarea explantelor;  



18 
 

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”. 

Aprobarea rezultatelor cercetării. Rezultatele studiului au fost prezentate la: 

1. Al VIII-lea congres național de ortopedie și traumatologie cu participare internațională. 

Chișinău, Republica Moldova, 26-27 august 2016. 

2. Conferința Probleme actuale în traumatologie și osteosinteză. Cernăuți, Ucraina, 27-28 

martie 2017. 

3. Simpozionul de Medicină regenerativă - știință practică și interdisciplinaritate. Iași, 

România, 18-20 octombrie 2017. 

4. Al 26-lea Congres anual al Asociației Europene a Băncilor de Țesuturi și Celule. Treviso, 

Italia, 18-20 octombrie 2017 

5. Al II-lea Congres Internațional de Biomedicină. Sofia, Bulgaria, 17-19 noiembrie 2017. 

6. Congresul Mondial al Societății Internaționale de Inginerie Tisulară și Medicină 

Regenerativă, TERMIS 2018. Kyoto, Japonia, 4-7 septembrie 2018. 
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7. Expoziţia Internaţională Specializată „Infoinvent”. Ediţiile a XV-a și a XVI-a. Chișinău, 

2017 și 2019. 

8. Congresul Medical Internațional pentru Studenți și Medici tineri, MedEspera 2018.  

9. Expoziția internațională de inovare și cercetare științifică a studenților „Cadet INOVA” 

Edițiile a 18-a, a 19-a și a 20-a. Sibiu, România, 2018, 2019 și 2020. 

10. Expoziția europeană de creativitate și inovație EUROINVENT Edițiile a 10-a, a 11-a, a 12-a 

și a 13-a și Conferința Internațională de Cercetare Inovatoare-ICIR EUROINVENT Edițiile 

a 11-a și a 13-a Iași, România, 2018, 2019, 2020 și 2021. 

11. Salonul Internaţional al Cercetării Ştiinţifice, Inovării și Inventicii ,,Proinvent”. Ediţiile a 

XVI-a, a XVII-a și a XVIII-a. Cluj-Napoca, România, 2018, 2019 și 2020. 

12. Conferința Internațională de Estetică - Abordări Plastice și Regenerative în Medicină și 

Chirurgie, CONFESTESIS-2019. Iași, România, 24-26 octombrie 2019. 

13. Simpozionul Internațional de inginerie chimică și materiale, SICHEM 2020. București, 

România, 17-18 septembrie 2020.  

14. Congresul Național al Asociației „Romtransplant”. Iași, România, 23-26 septembrie 2020.  

15. Conferința Internațională de Nanotehnologii și Inginerie Biomedicală. Chișinau, 3-5 

noiembrie 2021. 

16. Conferinţa Știinţifică Anuală a USMF „Nicolae Testemițanu”, Chișinău, 2017, 2018, 2020 și 

2022. 

Rezultatele tezei au fost discutate, aprobate și recomandate spre susținere în cadrul ședinței 

comune a Catedrei de anatomie și anatomie clinică și a Laboratorului de inginerie tisulară și 

culturi celulare, USMF „N. Testemițanu” din Republica Moldova, Proces verbal Nr. 7 din 

25.05.2023; în cadrul Seminarului științific de profil 341. Biotehnologii cu aplicație în medicină, 

321. Medicină generală, specialitățile 321.24. Transplantologie, 341.01. Inginerie tisulară și 

culturi celulare, Proces Verbal Nr. 3, din 21.06.2023. 

Sumarul compartimentelor tezei  

Teza este expusă pe 170 de pagini și constă din următoarele compartimente: introducere, 6 

capitole, discuții de generalizare, concluzii, recomandări practice, un indice bibliografic cu 255 

surse. Materialul ilustrativ este prezentat în 12 tabele și 59 figuri. 

Capitolul 1 al tezei „Cartilajul articular – structura, ontogeneza, etiopatogeneza 

leziunilor de cartilaj articular, clasificare și metode de tratament” prezintă o culegere a celor 

mai recente date științifice referitoare la cartilajul articular. Principiile de funcționare a 

cartilajului articular până la ziua de azi nu sunt complet elucidate, însă este cunoscut faptul că 

acesta este un țesut cu proprietăți vâsco-elastice activitatea normală a căruia depinde de calitatea 

stimulilor mecanici cărora este supus zilnic, aportul de nutrienți, evacuarea deșeurilor și vârsta. 
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Se consideră că lipsa vaselor sangvine, a nervilor și vaselor limfatice în structura cartilajului 

articular, în caz de leziune, este cauza unui răspuns inflamator exagerat ce duce treptat la 

creșterea semnifcativă a zonei afectate. Există numeroase cazuri de defecte ale cartilajului 

asimptomatice, iar metodele de tratament nechirugical nu sunt eficiente. La ziua de azi există 

numeroase tehnici de tratament chirurgical ce au scopul de a regenera sau restaura cartilajul 

articular, cu obținerea în final în majoritatea cazurilor a țesutului fibrocartilagenos în loc de 

cartilaj hialin. 

Capitolul 2 al tezei „Metodologie generală” conține prezentarea generală a studiului 

efectuat cu calcularea numărului de animale necesare pentru formarea loturilor pentru studiul 

experimental in vivo. De asemenea, în acest capitol sunt descrise criteriile de includere și 

excludere a animalelor în cercetare, dar și protocoalele de preparare și stocare a reactivilor 

necesari pentru efectuarea studiilor in vitro și in vivo. Protocoalele utilizate fiind cele de 

preparare a mediilor de izolare și cultură celulară pentru condrocite și CSM, a mediului de 

diferențiere condrocitară din CSM, protocoale necesare pentru pregătirea soluțiilor enzimatice, 

pentru efectuarea testelor de citotoxicitate cu MTT, microscopie fluorescentă cu DAPI și 

examinare microscopică cu scop de determiare a GAG. Pe lîngă acesta, în acest capitol mai sunt 

descrise tehnica de efectuare a anesteziei animalului și metodele de prelucrare statistică a datelor. 

În capitolul 3 al tezei „Izolarea, cultivarea și identificarea celulelor stem mezenchimale 

din măduva osoasă” a fost testată eficacitatea izolării CSM din MO, cultivarea și diferențierea 

celulelor pe cale condrocitară cu scop de a demonstra că celulele obținute sunt CSM și nu alte 

celule de origine mezenchimală. De asemenea, a fost demonstrat că chiar un singur ml de 

măduvă osoasă prelevată de la animalele experimentale prezintă o cantitate suficientă pentru a 

obține un număr mare de CSM cu capacitate de diferențiere, ce pot fi utilizate pentru testele in 

vitro sau in vivo pe animale 

Capitolul 4 „Izolarea și cultivarea condrocitelor din cartilajul articular de iepure” se 

referă la optimizarea procesului de izolare și cultivare a condrocitelor din cartilajul articular prin 

reducerea perioadei de expunere a cartilajului articular hialin la digestia cu soluții enzimatice 

utilizate cu scop de a elibera condrocitele din acesta. A fost dovedit că reducerea duratei 

expunerii la enzime ca urmare a utilizării metodei de monitorizare continuă, permite izolarea 

unui număr mai mare de condrocite cu o viabilitate înaltă. 

Capitolul 5 „Obținerea grefei bifazice din țesut osteocondral prin tehnici de inginerie 

tisulară” este dedicat în întregime procesului de obținere, testare și selectare a grefei ce ulterior 

a fost combinată cu condrocite sau CSM izolate după metodele stabilite în capitolele precedente. 

Cu acest scop a fost determinată concentrația de ADN, au fost efectuate teste de 

biocompatibilitate celulară prin evaluarea citotoxicității și potențialului de populare celulară a 
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probelor. Pe lângă aceasta, au fost determinate viteza de degradare enzimatică, gradul de 

hidrofilie și modulul de elasticitate a probelor. În urma testelor efectuate, pentru continuarea 

cercetărilor in vivo a fost selectată grefa osteocondrală demineralizată, decelularizată cu soluție 

de 1% SDS. 

În capitolul 6 „Testarea in vivo a grefelor combinate în regenerarea cartilajului 

articular” au fost create loturile experimentale de animale la care într-un defect critic creat pe 

suprafața portantă a condilului femoral medial au fost implantate grefele selectate în studiul 

precedent și combinate cu condrocite și CSM autologe. Lotul martor a fost reprezentat prin 

defectele de cartilaj ce au fost tratate prin transfer de țesut osteocondral autolog prelevate de pe 

zonele neportante ale cartilajului articular. Animalele au fost scoase din experiment la 6 și 12 

săptămâni. Evaluarea rezultatelor a fost efectuată prin colorarea secțiunilor cu Hematoxilină-

Eozină, Safranin O și Albastru de toluidină cu Fast Green. Cu scop de evaluare obiectivă a fost 

creat Scorul unificat al cartilajului regenerat, conform căruia 2 experți au evaluat independent 

rezultatele, iar datele obținute au fost evaluate statistic pentru a putea deduce concluzii obiective.  

În ultimul capitol „Discuţii de generalizare” au fost comparate rezultatele studiilor între 

ele și clarificate unele aspecte ale izolării și cultivării celulelor. De asemenea, în capitolul 

respectiv a fost făcută o paralelă cu studii similare elucidând punctele slabe și forte ale lucrărilor.  

Compartimentul  „Concluzii generale” a inclus analiza sumară a rezultatelor obținute în 

cadrul studiilor efectuate, cu accentuarea eficacității utilizării metodelor și dispozitivelor 

elaborate în cadrul cercetării, iar compartimentul „Recomandări practice” include momente 

importante în realizarea eficientă a cercetărilor cu caracter similar. 

Cuvinte-cheie: celule stem, condrocite, grefe combinate, grefe ierarhic bifazice, țesut 

osteocondral, demineralizare, decelularizare, transplantare, cartilaj hialin, populare celulară. 
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1. CARTILAJUL ARTICULAR – STRUCTURA, ONTOGENEZA, 

ETIOPATOGENEZA LEZIUNILOR DE CARTILAJ ARTICULAR, 

CLASIFICARE ȘI METODE DE TRATAMENT 

 

1.1 Structura cartilajului articular. 

Cartilajul articular reprezintă un țesut conjunctiv de tip hialin înalt specializat al 

articulațiilor diartrodiale cu proprietăți vâsco-elastice unice, funcția principală a căruia este 

asigurarea unei suprafețe netede [2, 8, 42, 94, 102, 110], lubrifiate pentru un grad scăzut de 

fricțiune și facilitarea transmiterii sarcinilor către osul subcondral [42, 48, 103]. Cartilajul 

articular uman are o grosime de aproximativ 2-4 mm, este compus în mare parte din apă ce 

reprezintă 65-80% din volum și dintr-o matrice extracelulară densă ce conține 2-5% de celule 

înalt specializate, numite condrocite. Cartilajul articular este lipsit de inervație, vase sangvine și 

limfatice [2, 7, 15, 48, 49]. 

 

Figura 1.2. Schema structurii cartilajului articular sănătos: A – organizarea celulelor 

cartilajului articular pe zone; B – repartizarea fibrelor de colagen pe zone (desen preluat și 

tradus din Sports Health. 2009;1(6):461-8 [2]). 

 

Cartilajului articular hialin în dependență de repartizarea fibrelor de colagen și a celulelor 

din cadrul matricei extracelulare constă din 4 zone și 3 regiuni [2] (figura 1.2). Zonele 

cartilajului articular sunt: superficială, medie, profundă și de cartilaj calcificat [2, 49, 102]. 

 Zona superficială reprezintă circa 10-20% din grosimea cartilajului, conține un număr mare de 

condrocite aplatizate, este în contact direct cu lichidul sinovial, protejează straturile profunde 

de forțele de fricțiune, tracțiune și compresiune. În această zonă fibrele de colagen au o 

structură densă și sunt aranjate paralel față de suprafața articulară [2, 50]. Condrocitele zonei 
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superficiale produc o peliculă fluidă, glicoproteică, foarte subțire numită lubricină, ce asigură 

lubrifierea suprafețelor articulare și reduce efectul forțelor de frecare și uzură în timpul 

încărcării ciclice normale din timpul mersului [26, 51, 102].  

 Zona medie sau zona de tranziție, din punct de vedere funcțional și anatomic aceasta 

reprezintă trecerea de la zona superficială la cea profundă [2, 15]. Zona respectivă asigură 

rezistența cartilajului articular la forțele de compresiune și constituie circa 40-60% din 

grosimea cartilajului [2]. În cadrul acestei zone fibrele de colagen sunt mai groase ca în zona 

superficială și au o repartizare oblică, iar condrocitele sunt sferice și cu o densitate mică [2, 

48].  

 În zona profundă fibrele de colagen au o aranjare perpendiculară față de suprafața articulară 

[2, 48]. Aceasta zonă asigură cea mai înaltă rezistență față de forțele de compresiune, 

reprezintă 30% din grosimea cartilajului articular, dispune de cea mai mare grosime a fibrelor 

de colagen ce au o orientare radială [15, 48], cea mai înaltă concentrație de proteoglicani și 

cea mai mică concentrație de apă [15]. Condrocitele sunt aranjate în coloane ce au orientare 

verticală față de linia articulară și paralel fibrelor de colagen. Zona profundă este separată de 

zona cartilajului calcificat prin linia de demarcare [2, 48]. 

 Zona cartilajului calcificat joacă un rol important în fixarea cartilajului de os. Aceasta este 

realizată prin ancorarea fibrelor de colagen a zonelor profunde la osul subcondral [2]. Această 

zonă deține o populație foarte săracă de condrocite hipertrofiate [2, 8, 48], iar prin perforațiile 

plăcii osului subcondral din osul subcondral trabecular pătrund ramificații subțiri de artere, 

vene și nervi [48, 88, 89]. Densitatea acestor perforații este cea mai înaltă în zonele puternic 

solicitate ale cartilajului articular [2, 52, 90]. 

Matricea extracelulară a cartilajului articular se împarte în 3 regiuni: pericelulară, 

teritorială și interteritorială [2, 48]. Delimitarea acestor regiuni se face în dependență de raportul 

față de condrocite, compoziția chimică, grosime și orientarea fibrelor de colagen [15, 48]. 

 Regiunea pericelulară este un strat subțire adiacent condrocitului, ce îl înconjoară, este 

compusă din proteoglicani, glicoproteine și alte proteine necolagenice, având funcția de 

transmitere a semnalului de acțiune mecanică prin cartilaj [2, 53].  

 Regiunea teritorială este compusă dintr-o rețea de fibre de colagen ce înconjoară regiunea 

pericelulară, cu funcție de protecție contra șocurilor mecanice și încărcării mecanice înalte a 

acesteia [2, 54, 55]. 

 Regiunea interteritorială constă dintr-o cantitate mare de proteoglicani și asigură realizarea 

proprietăților biomecanice a cartilajului articular [54, 56]. Această zonă se caracterizează prin 

orientarea aleatorie a fasciculelor fibrelor de colagen – în zona superficială fibrele sunt 



24 
 

dispuse paralel cu suprafața cartilajului, în zona medie oblic și în zona profundă perpendicular 

față de suprafața articulară [2]. 

1.1.1 Matricea extracelulară 

MEC este compusă din agregate mari de proteoglicani (PG) care constau dintr-o moleculă 

de acid hialuronic la care sunt atașate aproximativ 100 molecule de glicozaminoglicani (GAG) 

[26, 50, 58]. Din acești PG, agrecanul este principalul PG al cartilajului articular (CA), ce constă 

dintr-o bază proteică, GAG și lanțuri de oligozaharide [2, 48, 57, 58]. Matricea extracelulară a 

cartilajului articular este puternic hidratată. În timpul compresiei dinamice a cartilajului ce 

induce deformarea celulelor și MEC [226], în cartilaj pătrunde apa ce asigură transportul și 

distribuirea de nutrienți, citokine macromoleculare, factori de creștere, enzime și alte substanțe 

prin cartilaj [2, 225, 226], către condrocite, dar și asigură lubrifierea suprafeței articulare [26, 50, 

58, 70, 82]. Aproximativ 30% din apa cartilajului articular se află sub formă de gel în spațiul 

interfibrilar al fibrelor de colagen, iar la aplicarea unei compresiuni graduale pe cartilaj, aceasta 

poate migra prin matricea extracelulară [225]. Totuși, rezistența din interiorul cartilajului contra 

acestui flux de apă este foarte înaltă deoarece permeabilitatea țesutului este foarte joasă [26, 48, 

58, 70, 82]. Astfel, rezistența înaltă față de fluxul de apă prin cartilaj și creșterea presiunii apei 

din interiorul matricii extracelulare formează 2 mecanisme de bază prin care cartilajul articular 

are capacitatea de a rezista la greutăți semnificative, adesea semnificativ mai înalte ca greutatea 

corporală [15, 48, 70].  

Masa uscată a matricii extracelulare constă în mare parte din proteine colagenice şi 

proteoglicani, cantități mici de lipide, fosfolipide, proteine necolagenice și glicoproteine [2, 15, 

48]. Colagenul reprezintă aproximativ 60% din masa uscată a cartilajului, dintre care 90-95% 

este reprezentat de colagenul tip II ce formează legături cu agregate de proteoglicani [2, 48, 70], 

iar restul tipurilor de colagen sunt I, IV, V, VI, IX și XI, aceștia fortifică legăturile între fibrele 

de colagen tip II [2, 48, 58]. Proteoglicanii reprezintă circa 10-15% din matricea extracelulară, 

cei mai esențiali pentru funcționarea normală a cartilajului sunt agrecanul, decorina, biglicanul și 

fibromodulina [2, 59].  

1.1.2 Condrocitele 

Condrocitele sunt celule înalt specializate ce își au originea din celulele stem 

mezenchimale [2, 48, 58]. Condrocitele sunt celule active metabolic care asigură sintetiza și 

turnoverul unor volume mari de componente ale matricei extracelulare [49, 51, 55, 58] ca 

colagenul, glicoproteinele, proteoglicanii și acidul hialuronic [2, 48, 51]. Condrocitele se hrănesc 

în mare parte prin difuzia nutrienților dinspre suprafața articulară [72, 73], ele funcționează într-

un mediu cu nivel de oxigen scăzut și turnover redus [51, 58]. Condrocitele variază după formă, 

număr și dimensiuni în dependență de regiunea anatomică a cartilajului articular. În zona 
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superficială acestea sunt aplatizate, mai mici și de o densitate mai mare comparativ cu celulele 

din zonele mai profunde [2]. Fiecare condrocit își crează un mediu ambiant propriu specializat. 

Ca consecință condrocitele sunt încercuite într-o structură creată în propria sa matrice 

extracelulară, numită lacună. Astfel, condrocitele fiind blocate în lacune, sunt lipsite de 

capacitatea de migrare în vecinătate, ceea ce duce la incapacitatea intrinsecă de regenerare în caz 

de leziune.  

De asemenea, condrocitele sunt celule mecanosensibile, această particularitate contribuie 

major la producerea de matrice extracelulară și oferă capacitatea funcțională și mecanică de a 

rezista forțelor de compresie, tracțiune și forfecare în articulațiile diartrodiale [2, 49]. Încărcarea 

mecanică a CA stimulează metabolismul condrocitelor și induce biosinteza moleculelor ce 

asigură integritatea țesutului [60, 88, 91]. Prin semnalele mecanice create are loc modularea 

activității biochimice și modificarea comportamentului celular numită – mecanotransducție [51, 

58, 60, 221]. Ca urmare a comprimării cartilajului, în cadrul acestuia au loc modificări complexe 

ale presiunii hidrostatice și osmotice, a fluxului de fluide, conținutului de apă uzată, concentrației 

de ioni, densității, în încărcătura electrică fixă a cartilajului, dar și deformarea matricii și a 

celulelor [58, 89, 90, 223]. Mecanoreceptorii de pe suprafața celulelor detectează aceste 

modificări și activează canale ionice mecanosensibile și integrine, cu inițierea unor cascade de 

semnalizare intracelulară inițiind procesul de remodelare a țesutului prin sinteza MEC [60, 88, 

90, 225]. 

1.2 Ontogeneza cartilajului articular 

CA hialin este țesut de origine mezodermală, un țesut de tip conjunctiv ce acoperă 

suprafețele articulare ce asigură transmiterea forțelor mecanice [2, 57, 62]. Pe parcursul 

dezvoltării, mezodermul dezvoltă niște somite și plăci laterale care apoi vor genera membrele și 

cartilajul articular [61, 228]. La 4 săptămâni de gestație din celule stem derivate din mezoderm 

se formează scheletul apendicular în formă de „Y” [61, 62], iar odată cu dezvoltarea membrelor, 

la 4-7 săptămâni de gestație, are loc creșterea densității celulelor ce ulterior se diferențiază în 

celule precondrogenice. Din aceste celule apoi se formează primordiile scheletogene care sunt de 

tip cartilaginos [57, 61, 228]. Ulterior, o parte din celulele stem se diferențiază în condrocite 

persistente care produc cantități mari de MEC și colagen [63], formând cartilajul hialin și 

condrocite proliferative. Acestea din urmă formează zona de creștere unde condrocitele se 

hipertrofiază și produc factori de creștere ce asigură formarea vaselor sangvine [57, 62, 63]. 

Odată cu vascularizarea primordiilor scheletogene cartilaginoase, osteoblastele derivate din CSM 

secretă MEC ce se mineralizează și formează niște apofize osoase similare cu un un guler, ce 

devine centrul de osificare primar [61, 63, 228]. Centrul de osificare primar format apoi se 

transformă în spongioasă primară și ulterior în os trabecular, din care osul continuă să crească în 
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lungime [61, 62, 63]. La 8-12 săptămâni, la distanță de centrul de osificare primar, în primordiul 

scheletogen cartilaginos se formează centrul de osificare secundar [57]. Apoi, în imediata 

apropiere de centrul de osificare secundar, în cadrul primordiului scheletogen la nivelul viitoarei 

articulații are loc acumularea și condensarea unei populații de celule mezenchimale, numită 

interzonă [62, 63, 228]. Celulele din interzonă exprimă un nou set de gene ce sintetizează GDF-5 

ce servește ca progenitor articular, prin generarea unui aflux continuu de celule noi produse în 

articulația în curs de dezvoltare [62, 228]. Condrocitele din cartilajul articular au o origine 

embrionară distinctă comparativ cu condrocitele care formează primordiul scheletogen 

cartilaginos din care se dezvoltă țesutul osos [228]. Condrocitele primordiului scheletogen sunt 

celule tranzitorii, ce proliferează, se hipertrofiază și intră în apoptoză înainte de formarea osului 

encondral. Aceste celule dispar după încetarea funcției plăcii de creștere, pe când condrocitele 

articulare au un fenotip stabil, permanent ce funcţionează pe tot parcursul vieţii [63].  

În stadiile incipiente ale formării cartilajului articular condrocitele proliferează și produc 

cantități mari de MEC cu formarea unui țesut cu celule dens compactate [65], iar odată cu 

maturarea, dar și ca răspuns la aplicarea forțelor mecanice, cartilajul se remodelează, pierde din 

grosime, iar condrocitele se hipertrofiază [57, 65, 225]. Articulațiile sinoviale au adesea o formă 

unică, cu suprafețe complexe care se potrivesc între ele datorită ajustării osoase, însă cum acest 

proces are loc pe parcursul ontogenezei nu este clar [65, 66]. Morfogeneza articulației începe 

odată cu inițierea cavitației și formarea spațiului sinovial. Se presupune că capetele proximale și 

distale ale elementelor scheletice dintr-o articulație cresc simultan pentru a se completa reciproc 

într-o structură interconectată cu suprafețele congruente [57, 66]. 

Cele mai importante schimbări structurale și biochimice în cartilaj pe parcursul dezvoltării 

și maturării sunt legate de colagen și proteoglicani. Aceasta se manifestă prin sinteza unor 

cantități mari de MEC care devine tot mai reticulată odată cu vârsta, iar ca urmare a glicozilării 

colagenului are loc creșterea rigidității cartilajului. Fibrele de colagen care inițial erau aranjate 

aleatoriu, se organizează în straturi distincte sub acțiunea forțelor mecanice [57, 62]. De 

asemenea, pe parcurs concentrația de proteoglicani descrește ca urmare a descompunerii acestora 

în entități mici de glicozaminoglicani [63, 64]. Scade și concentrația de condroitin sulfat în 

aggrecan, iar concentrația de acid hialuronic și keratan crește în special în zonele supuse 

încărcării mecanice [61, 63, 64, 225, 228]. Maturarea completă a cartilajului are loc la momentul 

când este atinsă și cea a scheletului, la 18-21 ani, aceasta fiind motivul de ce capacitatea de 

proliferare a condrocitelor este aproape egală cu zero după această perioadă, iar celulele mature 

mai trăiesc pe parcursul a câteva decenii, densitatea lor reducându-se semnificativ odată cu 

vârsta. Aceste modificari se mai manifestă și prin activitate metabolică redusă, sinteză scăzută a 
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MEC, un răspuns scăzut la factori de creștere și capacitatea reparatorie mult mai proastă [57, 62, 

63, 64, 225].  

1.3 Etiopatogeneza leziunilor de cartilaj articular 

CA este un țesut conjunctiv specializat ce acoperă suprafețele articulare și facilitează 

transmiterea sarcinilor cu un coeficient scăzut de fricțiune [57]. Doar că îmbătrânirea, încărcarea 

mecanică excesivă și factorii genetici influențează negativ homeostazia acestuia, fiind implicate 

în patogeneza bolilor degenerative ale articulațiilor [57, 226]. Leziunile de cartilaj sunt o verigă 

importantă în patogeneza degradării degenerativ distrofice a articulațiilor, cauzele leziunii 

cartilajului sunt diverse, acestea pot fi legate de artroză, artrite, traumatisme, necroză avasculară, 

vârstă, obezitate şi hipodinamie [1, 2, 34, 40, 57, 67, 87, 127, 132, 206, 226]. De asemenea, un 

factor important în patogeneza leziunilor de cartilaj poate servi lipsa sau pierderea capacității 

stratului cartilaginos superficial de sinteză a lubricinei, ce poate fi dobândită [25, 26, 70, 71] cât 

și de origine congenitală ca urmare a mutațiilor în gena proteoglican 4 [68]. Un alt factor 

important ce duce la degradarea și leziunea cartilajului articular este dereglarea aportului de 

nutrienți spre cartilaj [225, 226]. Lichidul sinovial, ca sursă principală de nutrienți pentru 

cartilajul articular, ca să asigure o nutriție calitativă a acestuia, trebuie să aibă anumite proprietăți 

fizico-chimice, conținut corespunzător de nutrienți și să fie distribuit corespunzător pe 

suprafețele articulare, iar pătrunderea lichidului sinovial în grosimea cartilajului este necesar să 

fie asigurată printr-o încărcare articulară fiziologic normală, realizată în timpul efectuării 

mișcărilor în articulații [61, 89, 225, 226]. Astfel, în caz de dereglare a acestui proces, ar putea fi 

afectată transportarea nutrienților necesari cu lichidul sinovial în grosimea cartilajului și 

acumularea deșeurilor acide precum lactatul și a CO2, asigurând o nutriție inadecvată a 

condrocitelor [89, 226]. Pătrunderea fluidului spre interiorul cartilajului și ieșirea din acesta în 

timpul mișcărilor articulare, asigură pomparea substanțelor dizolvate în lichidul sinovial prin 

MEC, asigurând nutriția și îndepărtarea produselor metabolice [60, 89, 226]. De asemenea, 

trebuie de ținut cont și de faptul că încărcarea mecanică excesivă, constantă și îndelungată a 

cartilajului comparativ cu încărcarea fiziologic normală, influențează negativ metabolismul 

cartilajului, deoarece cartilajul din material cu proprietăți poroelastice devine unul cu proprietăți 

de material solid [89, 225], împiedicând tranzitul lichidului sinovial prin cartilaj, ducând la un 

dezechilibru cantitativ între activitatea anabolică și cea catabolică, ce se soldează cu deteriorarea 

MEC și pierderea de GAG și colagen [72, 73, 226]. De asemenea, la dereglarea proceslui de 

circulație a apei și a nutrienților prin cartilajul articular duce și fibrozarea acestuia [146, 200], 

aceasta fiind o consecință a proceselor patologice ce au loc la nivel de articulație, sau ca rezultat 

al tentativelor eșuate de regenerare a cartilajului articular. Ținând cont de modalitatea de nutriție 

a cartilajului articular, fibroza acestuia include un cerc vicios ce duce la degradarea mai rapidă a 
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cartilajului [91, 147, 165, 200]. Alte cauze ce duc la leziuni de cartilaj este instabilitatea 

articulară cauzată de leziuni ligamentare [74], menisc [10, 75], o leziune anterioră de cartilaj [20] 

și cauze congenitale [76, 77]. În acest caz din motivul repartizării anormale a forțelor mecanice 

în cadrul articulației are loc expunerea unor părți ale suprafeței articulare la stres mcanic excesiv, 

ce va duce ulterior la un proces de lezare progresivă a cartilajului articular, soldându-se în final 

cu artroză [18].  

Conform trendului modern, factorul patogenetic central în apariția defectelor de cartilaj 

este dereglarea aprovizionării cartilajului articular cu nutrienți și înrăutățirea procesului de 

evacuare a deșeurilor [225, 226]. Doar că, odată ce leziunea de cartilaj este constituită, indiferent 

de cauză se activează un răspuns inflamator condrocitar exagerat ce nu poate fi mediat, deoarece 

cartilajul articular este lipsit de vascularizare, inervare și vase limfatice. În consecință are loc 

creșterea semnificativă a ariei leziunii cartilajului, ducând ulterior la dezvoltarea artrozei  [2, 22, 

89]. În procesul patogenetic al dezvoltării artrozei cauzate de leziunea cartilajului articular, în 

special a celei posttraumatice îl au MP, dezintegrina A și metaloproteinazele (ADAM), 

dezintegrina A și metaloproteinazele cuplate cu motive de trombospondină (ADAMTS) și 

catepsinele. Acestea sunt familii de enzime proteolitice extracelulare ce provoacă degradarea 

componentelor matricei extracelulare a cartilajului după leziuni articulare [21, 79, 80]. Enzimele 

ADAMTS la fel ca și MP și ADAM sunt metaloendopeptidaze de zinc asociate cu matrici în 

multe domenii proteice și fac parte din superfamilia metzincin a proteazelor. Enzimele 

ADAMTS au roluri diverse în morfogeneza tisulară și remodelarea fiziopatologică a țesuturilor, 

în procesele inflamatorii și în biologia vasculară. Enzimele umane ADAMTS se împart în 19 

grupuri [81], printre care există așa subgrupuri ca agrecanaze sau proteoglicanaze ce clivează 

proteinele cu același nume, dar și versican, brevican și neurocan [82], procolagen N-

propeptidaze ce scindează proteina esenţială în maturarea fibrelor de colagen în structura 

helicoidală tridimensională [83], enzime ce clivează matricile proteice oligomerice ale 

cartilajului [84], proteinaza factorului von-Willebrand și altele [21]. A fost constatat că odată ce 

un anumit grad de artroză este constituit, are loc creșterea expresiei factorului de creștere a 

celulelor endoteliale vasculare (VEGF) în lichidul sinovial, ceea ce duce la moartea 

condrocitelor și activarea condroclastelor ce asigură degenerarea continuă a cartilajului, fapt 

specific pentru artroză [85, 86].  

Ca urmare a cascadei de procese patogenetice cartilajul devine slăbit, aceasta se manifestă 

prin reducerea proprietăților mecanice, pierderea de GAG, denaturarea rețelei colagenice, 

dereglarea integrității structurale a matricii, reducerea capacității de lubrifiere a suprafeței 

articulare cu uzura și distrugerea accelerată a cartilajului [90, 225, 226 ]. Ca urmare a pierderii de 

GAG are loc reducerea densității sarcinii electrice negative fixe a cartilajului, ce limitează 
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capacitatea acestuia de reținere a unui volum constant de lichid, reducând astfel proprietățile 

mecanice ale cartilajului [87]. De asemenea, alterarea structurii colagenului reduce atât volumul 

de lichid captat de către cartilajul articular, dar și permeabilitatea MEC pentru lichide [87, 90, 

223].  

Cele descrise anterior se referă în special la partea cartilajului articular ce primește 

nutrienții prin difuzia din lichidul sinovial. Zonele profunde de cartilaj ce se nutresc prin difuzia 

nutrienților prin placa osului subcondral, pot suferi modificări structurale degenerative în caz de 

oprire a acestui proces [88, 91]. Chiar dacă nutriția zonelor profunde ale cartilajului articular nu 

este critică pentru întregulul strat cartilaginos [88, 90], deoarece viteza de difuzie prin placa 

osului subcondral este de aproximativ 5 ori mai slabă comparativ cu difuzia lichidului sinovial 

[89], aceasta este de o mare importanță în asigurarea bunăstării zonelor profunde ale cartilajului 

articular [89, 90, 91]. 

1.4 Clasificarea leziunilor de cartilaj 

La moment există mai multe clasificări ale leziunilor de cartilaj, de la cele mai simple în 

dependență de zona de interes – condrale și osteocondrale [10], la cele mai complexe: 

1. Clasificarea ICRS (International Cartilage Regeneration & Joint Preservation Society) [13]: 

• Gradul 0: cartilaj normal, fără leziuni; 

• Gradul I: fisurare superficială: 

a. Indentare ușoară; 

b. Fisuri și crăpături mici; 

• Gradul II: <50% în adâncime; 

• Gradul III: de la 50% până la pierderea totală a grosimii: 

a. Extinderea mai mult de 50% din grosimea cartilajului; 

b. Extinderea până la stratul de cartilaj calcificat; 

c. Extinderea până la osul subcondral; 

d. Delaminare a cartilajului, formare de blistere; 

• Gradul IV: extinderea leziunii prin osul subcondral: 

a. Penetrarea unei zone < 50% din diametrul orizontal al osului subcondral, în raport cu 

defectul de cartilaj; 

b. Penetrarea unei zone ˃ 50% din diametrul orizontal al osului subcondral, în raport cu 

defectul de cartilaj [92].  

2. Clasificarea Outerbridge [93, 94]:  

• Gradul 0: cartilaj articular normal; 

• Gradul I: înmuierea, formarea de blistere sau edemarea cartilajului; 

• Gradul II: fisuri superficiale și crăpături pe o suprafață <1 cm în diametru; 
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• Gradul III: fisuri în toată grosimea, până la osul subcondral pe o suprafață >1 cm în diametru; 

• Gradul IV: eroziunea cartilajului articular cu expunerea osului subcondral. 

3. Clasificarea Bauer–Jackson [95]: 

• Gradul I: leziune liniară;  

• Gradul II: leziune stelată; 

• Gradul III: formarea de lambou cartilaginos; 

• Gradul IV: defect de cartilaj sub formă de crater; 

• Gradul V: leziune cu aspect fibrilar al cartilajului; 

• Gradul VI: expunerea osului subcondral. 

1.5 Metode chirurgicale de reparare a leziunilor de cartilaj articular 

Metodele de tratament conservator nu rezolvă problema leziunii structurii cartilajului 

articular, iar regenerarea spontană în general lipsește pentru defectele critice de cartilaj ≥ 3 cm2 

[8, 42], ca urmare repararea sau stimularea procesului de regenerare a cartilajului se efectuează 

prin tehnici de tratament chirurgical [47, 96]. Tehnicile respective sunt diverse fiecare având 

avantajele și dezavantajele proprii, dar și un anumit nivel de eficacitate: 

1. Tratament paliativ; 

2. Tehnici de stimulare a regenerării cartilajului articular prin implicarea măduvei osoase: 

• Artroplastia de abraziune; 

• Forajul subcondral; 

• Microfracturi; 

• AMIC; 

3. Transplant de țesut osteocondral: 

• Autolog; 

• Alogen; 

4. Tehnici de regenerare a cartilajului articular prin Inginerie tisulară: 

• ACI generația I și II; 

• MACI; 

• MASI. 

De asemenea, tehnicile de restabilire a cartilajului articular mai pot fi clasificate în 

proceduri reparatorii și de restaurare [12, 95, 230]. Tehnicile reparatorii constau în reconstituirea 

defectului într-o manieră ce nu neapărat restabilesc arhitectura cartilajului [12], însă pot atenua 

simptomele. Acestea constau în penetrarea osului subcondral pentru expunerea rețelei vasculare 

a osului spongios ca în defectul de cartilaj să se scurgă sânge din MO cu CSM pentru a forma 

cheag [12, 95]. Pe când tehnicile chirurgicale de restaurare au ca scop reconstrucția completă a 

microarhitecturii cartilajului și restabilirea funcțiilor biomecanice și fiziologice ale acestuia [12, 
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230]. Astfel de tehnici sunt transplantul de țesut osteocondral și tehnicile de inginerie tisulară 

[12, 97, 230]. 

1.5.1 Tratament paliativ 

Lavajul și debridarea artroscopică a articulației, pentru prima dată a fost descrisă de 

Burman în 1935 [2]. Procedura constă în spălarea articulației sinoviale lezate cu ser fiziologic în 

timpul artroscopiei, asociată cu înlăturarea fragmentelor de cartilaj lezat și decolat, a osteofitelor, 

meniscurilor degenerate și a sinoviei hipertrofiate [98]. Aceasta poate fi efectuată cu shaver, 

laser sau electrocauter. Eficiența acestei metode nu are bază științifică și biologică, este o 

abordare terapeutică ce la moment se indică doar în înlăturarea bucăților de cartilaj ce duc la 

blocarea articulației sau leziuni de menisc [95]. 

1.5.2 Tehnici de stimulare a regenerării cartilajului prin implicarea măduvei osoase 

Artroplastia de abraziune 

Popularizată la începutul anilor 1980 de Johnson [2, 101] reprezintă o intervenție 

chirurgicală paliativă indicată în cazurile de leziune severă a cartilajului articular într-o 

articulație, la pacienți cu necesități funcționale reduse, ca alternativă artroplastiei totale [99]. 

Metoda constă în lavajul și debridarea artroscopică a marginelor defectului de cartilaj articular 

[95], pentru crearea unui contur uniform al defectului față de suprafața articulară și fixarea 

cheagului fibrinic de marginile avivate ale cartilajului [95, 99, 100]. Apoi, din zona lipsită de 

cartilaj cu un burghiu sau chiuretă se înlătură osul devitalizat până la o adâncime de 1-3 mm ca 

sângele să pătrundă în defect și să formeaze cheagul fibrinic [100]. Metoda respectivă a prezentat 

rezultate contradictorii, fără vre-o diferență comparativ cu rezultatele tratamentului 

medicamentos sau placebo [99]. În literatură a fost menționat că în circă 33% cazuri funcția 

articulară s-a deteriorat și mai mult la termen de 5 ani după efectuarea procedurii [101]. 

Forajul subcondral 

O metodă de stimulare a regenerării cartilajului prin implicarea măduvei osoase în 

premieră a fost efectuată de Smille și Dundee în 1957, dar popularizată de Pridie din 1959 [2]. 

Aceasta metodă constă în debridarea artroscopică a marginelor leziunii [4], după care în craterul 

format, cu un burghiu subțire sau o broșă Kirschner se efectuează forajul osului subcondral [11, 

103], cu înlăturarea minuțioasă a stratului de cartilaj calcificat, drept urmare are loc acumularea 

sângelui la nivelul defectului cu formarea cheagului [4, 102]. Găurile se fac paralel la distanță de 

3-4 mm una față de alta și de adâncimea necesară pentru a porni sângerarea [4, 11, 103], iar cu 

scop de a evita necroza termică a osului din timpul forajului, a fost necesară implementarea unui 

instrumentar standartizat [4, 11]. Din punct de vedere morfologic în loc de cartilaj hialin s-a 

format fibrocartilaj, iar din punct de vedere clinic la termen de 5 ani postoperator rezultate 

clinice excelente prezentau 70% dintre pacienți [102, 103]. 
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Microfracturile 

Primele date despre utilizarea tehnicii de microfracturi în osul subcodral în tratamentul 

leziunilor de cartilaj a fost la începutul anilor 1980 [2, 107], dar dezvoltată și popularizată de 

Steadman [25, 102]. Această metodă este considerată standart de aur în tratamentul leziunilor de 

cartilaj articular cu dimensiunile sub 2 cm2 [104, 105] Metoda constă în debridarea artroscopică 

a cartilajului lezat și a unor porțiuni mici marginale de cartilaj sănătos, pentru a forma un prag de 

înălțimea cartilajului [35, 231]. Apoi, de la baza craterului format se înlătură completamente 

stratul de cartilaj calcificat, după care cu un set de sule subțiri angulate la 30°, 45°, 90° și cu un 

ciocan se fac găuri perpendiculare față de suprafața osului în osul subcondral [102], de 3-4 mm 

adâncime, la distanță de 2-4 mm una de alta, fără a leza placa osului subcondral [104, 106]. Ca 

urmare a procedurii este necesară o conduită postoperatorie specială. Cartilajul rezultat ca 

urmare a acestei proceduri, la fel a fost de tip fibrocartilaginos cu proprietăți mecanice slabe [35, 

107, 231]. 

Tehnica AMIC (Autologous Matrix-Induced Chondrogenesis)  

Este o modificare a tehnicii Microfracturilor, fiind dezvoltată în anii 2000 în Germania și 

aplicată pe larg în Suedia [104, 108, 111]. Metoda constă în utilizarea unei membrane din 

colagen tip I/III, pentru a acoperi defectul de cartilaj în care se formează cheagul din măduva 

osoasă acumulată în defect după efectuarea microfracturilor [108, 109, 110], cu scop de a obține 

o umplere mai bună a defectului și a păstra stabilitatea mecanică a cheagului [104, 105]. Această 

tehnică poate fi asociată cu aplicarea suplimentară de PRP [104, 111] sau concentrat celular de 

măduvă osoasă autologă (CCMOA) [109, 110]. Membrana de colagen tip I/III se suturează sau 

se lipește cu clei fibrinic de marginele cartilajului sănătos [108, 111]. Necătând la rezultatele 

clinice bune, examenul imagistic prin RMN a arătat că defectele tratate nu prezentau o umplere 

normală [109, 110]. 

1.5.3 Transplantul de țesut osteocondral sau resurfatarea suprafeței articulare 

Transferul de țesut osteocondral autolog, tehnica de Mozaicoplastie  

Transferul sau trasplantarea de țesut osteocondral pentru prima dată a fost raportată de 

Outerbridge în 1995 [112] și popularizată de Hangody, Morgan și Bobic în 1997 [2, 114]. 

Aceasta poate fi efectuată pe articulație deschisă prin aborduri mici sau artroscopic. Candidații 

pentru o astfel de intervenție sunt persoanele cu vârsta până la 50 ani, IMC sub 35 și cu o leziune 

de cartilaj până la 2 cm2, din cauza disponibilității limitate a grefei [38, 113, 172]. Conform altor 

surse, transferul de țesut osteocondral autolog poate fi utilizat în tratamentul defectelor de cartilaj 

<4 cm2
, situate în regiunea portantă a suprafeței articulare, fără leziuni ligamentare sau de menisc 

ireparabile [112, 114]. Metoda constă în transferul mai multor grefe osteocondrale de formă 

cilindrică, mai numite dopuri osteocondrale, cu înălțimea între 6 și 15 mm diferite ca diametru 
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[38, 112, 237], prelevate cu un burghiu cav din regiunea neportantă a trohleei femurale de la 

nivelul aceleiași sau altei articulații [40, 115]. După care grefele prelevate se implantează în 

găurile preformate cât mai aproape de marginea cartilajului articular sănătos cu ajutorul unui 

instrument gradat, modelând conturul suprafeței cartilaginoase normale [40, 112, 238]. Metoda a 

prezentat rezultate foarte bune la 10 ani postoperator, iar riscul complicațiilor postoperatorii după 

5 ani era de 13% [115]. În alt studiu, efectuat pe sportivi, la termen de 3 ani comparativ cu 

microfracturile, a arătat că la 96% din pacienții tratați prin transfer de țesut osteocondral autolog 

au fost înregistrate rezultate bune și excelente, iar din cei tratați prin tehnica de microfracturi 

rezultate bune și excelente au prezentat 57% din pacienți [39]. La examenul histologic după un 

an postoperator la pacienții tratați prin mozaicoplastie era prezent țesut cartilaginos hialin, pe 

când la cei tratați prin microfracturi era prezent țesut de tip fibrocartilaginos [38, 116, 172]. Din 

neajunsurile acestei tehnici sunt morbiditatea zonei de prelevare, imposibilitatea tratării 

pacienților cu defecte mari de cartilaj din cauza stocului redus de țesut grefabil, imposibilitatea 

aplicării metodei de tratament la pacienți cu osteonecroză și degradare artrozică generalizată a 

articulației [114], deficiențe tehnice legate de prelevarea și inserarea grefei sub acelaşi unghi și 

imposibilitatea utilizării metodei în cazul leziunilor mai profunde 10 mm, aceasta fiind legată de 

dificultatea obținerii unei grefe atât de lungi din prima încercare [32, 112, 114]. Într-un studiu, la 

termen de 10 ani după realizarea transferului de cartilaj articular, a fost determinat că 

aproximativ 90% din pacienți prezentau rezultate bune sau excelente [39, 117]. 

Transplantarea de țesut osteocondral alogen 

Este o metodă utilizată în cazul când diametrul defectului de cartilaj este mai mare de 2.5 

cm și nu poate fi acoperit cu autogrefă din zona neportantă a suprafeței articulare fără cauzarea 

unor prejudicii suplimentare articulației [36, 119, 238]. Comparativ cu utilizarea de grefe 

autologe, utilizarea alogrefelor evită lezarea părții donatorii și nu este limitată de dimensiunea 

defectului, ca urmare pot fi transplantați chiar și condilii femurali [5, 37]. De asemenea, deoarece 

cartilajul articular nu este vascularizat, respectiv nu este nici imunogen [118], ceea ce permite 

utilizarea grefelor alogene în tratamentul defectelor de cartilaj [118, 119]. În calitate de alogrefe 

osteocondrale pot fi utilizate atât grefe prelevate în primele 24-72 ore, acestea fiind păstrate în 

medii de conservare, cât și grefe crioprezervate [120, 121, 238]. Grefele proaspăt prelevate 

conțin un număr mare de condrocite viabile, doar că prezintă un oarecare risc de rejet sau 

transmitere a diferitor maladii [118, 120]. Din contra, grefele crioprezervate prezintă un risc 

redus de rejet, cât și de transmitere a maladiilor [5, 118], însă lipsa de condrocite vii împiedică 

realizarea turnover-ului matricei extracelulare, ceea ce este un factor nefavorabil supraviețuirii 

cartilajului pentru perioadă îndelungată [5, 119, 120]. Pentru asigurarea supraviețuirii cartilajului 

articular alogen pe o perioada mai îndelungată este necesar ca numărul de condrocite vii să nu fie 
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mai mic de 70% [120, 121]. Conform datelor literaturii, alogrefele ce au fost obținute din 

genunchi prelevat integral cu capsula intactă de la donatori cu vârsta sub 30 ani și păstrate la 

+4C° în soluție Ringer lactat timp de 24 ore, au prezentat o rată de succes în 85% cazuri după 

transplantare în 126 de genunchi a 123 pacienți, iar supraviețuirea grefelor fiind de 95% la 

termen de 5 ani și 77% la termen de 10 ani [122] De asemenea, este necesar de menționat că 

grefele alogene pot fi modelate după forma și dimensiunea defectului ce necesită a fi suplinit 

[123, 124, 237]. Pe lângă aceasta, îmbunătățirea tehnicilor de conservare a cartilajului alogen în 

direcția creșterii viabilitatății condrocitelor din alogrefele osteocondrale proaspăt prelevate [5, 

118, 119], cât și accelerarea remodelării grefei în țesutul gazdă, sunt investigate în mod continuu 

[125], deoarece ambii factori par a fi importanți în longevitatea și funcționarea alogrefei 

transplantate [5, 125]. Într-un studiu în care au fost transplantate grefe osteocondrale alogene 

proaspete, rata de supraviețuire a grefelor era de 82% la termen de 10 ani și 66% la termen de 20 

ani după transplantare [126]. 

Ca urmare a utilizării tehnicelor de transfer al țesutului osteocondral autolog și 

transplantarea de grefe osteocondrale alogene, a fost determinată o rată înaltă de supraviețuire a 

grefelor, dar și un nivel înalt de satisfacere a pacienților la utilizarea ambelor tipuri de grefe, cu 

reluarea activității sportive de către unii din ei [125, 126, 127].  

De asemenea, grefele autologe și alogene se clasifică drept grefe ierarhice, deoarece 

constau din tipul de țesut ce trebuie regenerat și bifazice, deoarece au o structură ce constă din 2 

componente – cartilaj și țesut osos [200]. Transferul de țesut autolog a fost utilizat în tratamentul 

defectelor experimentale în lotul martor.  

1.5.4 Tehnici de regenerare a cartilajului articular prin Inginerie tisulară 

Tehnica ACI (Autologous Chondrocyte Implantation) 

Este o metodă de reparare a defectelor de cartilaj articular ce a fost elaborată în Suedia la 

sfârșitul anilor 1980 de către Peterson și Brittberg [2, 128], la moment prin această metodă au 

fost tratați peste 35 mii de oameni din toată lumea [41, 132]. Se recomandă persoanelor cu vârsta 

până la 55 de ani cu dimensiunea defectelor de cartilaj cuprinsă între 2 și 12 cm2 [128, 132]. 

Tehnica constă din 2 etape:  

- Prima etapă constă în prelevarea prin artroscopie de pe suprafața articulară neportantă, 

sănătoasă, a 200-300 mg de cartilaj articular, din care mai apoi în condiții specifice de laborator 

se izolează și se cultivează condrocitele până la concentrația de 5-10x106 celule/cm3 de cartilaj 

lezat, în mediu pentru 4-6 săptămâni [41, 42]. 

- Următoarea etapă constă în debridarea defectului cartilaginos și avivarea marginilor cartilajului 

[2, 42, 128, 129], urmată de prelevarea unui lambou periostal de pe tibia proximală a cărui 

diametru să fie cu 2 mm mai mare ca cel al defectului de cartilaj [128, 129, 132]. Lamboul se 



35 
 

suturează de marginile cartilajului sănătos [41, 134], la necesitate sutura se etanșează cu colagen, 

acid hialuronic sau clei fibrinic [41, 128]. În final condrocitele cultivate se injectează sub 

periostul ce acoperă defectul cu o seringă [129]. 

În tehnica ACI de I generație cu scop de a reține condrocitele în defect se utilizează 

lamboul periostal, iar în cea de generația II se utilizează o membrană de colagen tip I/III [128, 

130, 132, 133]. Necătând la rezultatele bune ce au fost prezentate, tehnica are și multe neajunsuri 

ca: necesitatea efectuării minimum a 2 intervenții chirurgicale, posibila izolare a unui număr mic 

de condrocite [2, 41, 42, 128, 134], o perioadă îndelungată de cultivare în pasaje ce duce la 

degradarea fibroblastică a condrocitelor [2, 42, 129, 132, 133] și reducerea semnificativă a 

calității matricii cartilaginoase sintetizate [130, 132, 133]. De asemenea, există complicații legate 

de lamboul periostal ca detașarea acestuia, delaminarea și calcifierea lamboului [2, 41, 133], 

hipertrofia periostală tardivă, scurgerea celulelor și blocarea genunchiului [128, 129], costul înalt 

al procedurii, complicații de ordin septico-purulent [2, 131]. 

Tehnica MACI (Matrix-assisted Autologous Chondrocyte Implantation) 

Mai numită și generația III de ACI a început să fie utilizată din anul 2000 [2, 41]. Inițial a 

fost înregistrată ca marcă comercială a Genzyme Biosurgery [231]. Tehnica constă în utilizarea 

unei structuri biologice tridimensionale, numită matrice, ce se combină cu condrocite și se 

implantează în regiunea defectului [128, 132, 231]. Grefa combinată se fixează de marginile 

cartilajului avivat cu câteva suturi sau clei fibrinic [128, 231]. Din puținele studii efectuate a fost 

constatată repararea defectelor de cartilaj cu rezultat funcțional bun în 80% cazuri [12]. 

Tehnica MASI (Matrix-assisted Autologous Stem-cells Implantation) 

După esență este aceeași tehnică ca și MACI doar că în loc de condrocite sunt utilizate 

CSM care la fel sunt combinate cu o matrice tridimensională și transplantată într-un defect [43, 

44]. Spre deosebire de tehnica MACI, aceasta nu necesită prelevarea de catilaj articular și 

izolarea de condrocite [135, 136]. CSM pentru transplantare pot fi obținute din sinovia articulară 

ce se prelevează prin artroscopie [135] sau din măduva osoasă [136]. Rezultatele ce au fost 

obținute după utilizarea acestei tehnici la termen de 2 ani după transplantare, par să fie mai bune 

comparativ cu cele obținute prin utilizarea tehnicii MACI [135]. 

Tehnicile actuale de reparare a cartilajului articular utilizând terapia celulară permit 

conturarea implantului în dependență de defectul ce necesită a fi regenearat [43], făcând aceste 

tehnici mai indicate în tratarea unor defecte mai mari de 3-4cm2 [10, 135], dar și a celor 

localizate în zone cu topografie variabilă [10]. 
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2. 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. 

2.1 Prezentarea generală a studiului efectuat  

Pentru realizarea scopului propus iepurele a fost o alegere perfectă, comparativ cu 

utilizarea rozătoarelor. Deoarece, pe lângă faptul că iepurele are particulartăți anatomice și 

filogenetice similare cu cele ale omului, acesta este bine cunoscut și utilizat pe scară largă în 

laboratoare de cerceatare [7, 132, 137]. De asemenea, iepurii sunt animale docile, ocupă puțin 

spațiu, necesită puțină îngrijire și sunt suficient de mari pentru majoritatea procedurilor 

chirurgicale, în special, pentru testarea biomaterialelor [7, 16]. Studiul experimental pe iepuri a 

fost efectuat în perioada anilor 2016-2019. 

În cercetarea efectuată m-am condus de primul din conceptele “celor trei R”, adoptat de 

Congresul Internaţional de Standardizare Biologică (San Antonio, SUA, 1979) [236]. 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. Criteriile de includere și excludere din experiment sunt 

prezentate în tabelul 2.1. 

Conform formulei (1) a fost stabilit numărul de animale necesare pe grup:  

𝑛 =
∙

  (1); 

unde n – numărul de animale în fiecare lot de cercetare; t – valorile limite de distribuție ale t-

Student test, ce corespunde nivelului de 95.0% exactitate; CV – valoarea a coeficientului de 

variație din surse bibliografice. Numărul de animale într-un lot ce a asigurat veridicitatea datelor, 

la o eroare de 5.0 %, pentru indicii α = 0.05 (t = 1.98, df > 120) și coeficientul de variație CV = 

9%. 

𝑛 =
1.96 ∙ 9%

5%
= 12.44 

Au fost create 3 loturi a câte 12 iepuri: primul lot consta din iepurii defectele 

experimentale ale cărora au fost tratate cu grefe OCDD combinate cu condrocite, al doilea lot era 

alcătuit din iepurii a căror defecte 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, care au fost înlocuiți cu alții. Doar un iepure cu 

fractură a fost utilizat ulterior în calitate de donator de țesuturi.  
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Tabelul 2.1. Criterii de includere și excludere din experiement. 

Criterii de includere în experiment: Criterii de excludere din experiment: 
- vârsta cuprinsă între 4 și 6 luni; 
- masa corpului > 2.5 kg; 
- vaccinați la termen conform graficului 
vaccinărilor pentru animale; 
- practic sănătoși. 

- infecții ale țesuturilor moi preoperator; 
- plăgi și defecte ale țesuturilor moi la nivelul 
bazinului și genunchilor preoperator; 
- patologii congenitale ale membrelor; 
- nevaccinați, cu patologii infecțioase; 
- redoare severă a articulațiilor operate; 
- dezaxare în membrele operate; 
- fracturi la nivelul membrelor inferioare; 
- infectarea grefelor; 
- moartea animalului experimental. 

 

În calitate de donatori de celule și țesuturi pentru efectuarea cercetărilor au servit 13 iepuri. 

Celulele obținute au fost CSM izolate din MO și condrocitele izolate din CA hialin, iar de la 

femurele distale a fost colectat țesutul osteocondral pentru pregătirea grefelor OCDD. Iepurii 

donatori de țesuturi au fost eutanasiați în camera cu CO2. 

Teza are o structurare Tradițională complexă, iar studiile prezentate în cadrul acesteia au 

fost realizate în 3 etape, ce sunt prezentate în tabelul 2.2. 

Tabelul 2.2. 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. 
 

2.2 Prepararea și păstrarea reactivilor 

Pentru realizarea cercetărilor cu celule au fost pregătite următoarele soluții și medii de 

cultură: 

1. Mediu de cultură pentru condrocite: mediu de nutriție DMEM (Sigma, Marea Britanie) – 

500 ml, ser fetal bovin (SFB) (Lonza, Belgia) – 55 ml, factor de creștere a fibroblastelor-2 (FGF-

2) (Prospec, SUA) – 5.5 μg, factor de creștere transformator β-2 (TGFβ-2) (Prospec, SUA) – 550 

ng/ml, vitamina C – 13.75 mg, ultraglutamină de 200 mM (Lonza, Belgia) – 5.5 ml, penicilină – 

55000 U, streptomicină – 55 mg și amfotericina B – 137.5 μg. Mediul a fost sterilizat cu sistem 

de filtrare cu pori de 0.22 μm în diametru (Sofra, China) și păstrat în frigider la 4-8°C. 

2. Mediul pentru izolarea și cultivarea CSM: 11,4 ml de componentă B au fost adăugate la 

500 ml de componenta A al Mediului pentru Expansiunea Celulelor Stem Mezenchimale 

HiMesoXL (HiMedia, India) și 5 ml de soluție de antibiotic antimicotic (HiMedia, India). 
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Mediul a fost sterilizat cu sistem de filtrare cu pori de 0.22 μm (Sofra, China) și păstrat în 

frigider la 4-8°C. 

3. Mediul pentru diferențierea condrocitară: adăugarea componentei B la 100 ml de 

componenta A ale mediului de diferențiere condrocitară HiChondroXL (HiMedia, India) și 1 ml 

de soluție de antibiotic antimicotic (HiMedia, India). Mediul a fost sterilizat cu sistem de filtrare 

cu pori de 0.22 μm (Sofra, China) și păstrat în frigider la 4-8°C. 

4. Mediul pentru cultura CSM: mediu de nutriție DMEM/F-12 Ham (Sigma, Marea 

Britanie) 500 ml, SFB (Lonza, Belgia) – 55 ml, penicilină – 55000 U, streptomicină – 55 mg și 

amfotericina B – 137.5 μg. Mediul a fost sterilizat cu sistem de filtrare cu pori de 0.22 μm 

(Sofra, China) și păstrat în frigider la 4-8°C. 

5. Soluție colagenază 0.6% pentru izolarea condrocitelor prin digestie enzimatică: mediu de 

nutriție DMEM (Sigma, Marea Britanie) – 100 ml și colagenază de Clostridium histolyticum 

(Sigma, Marea Britanie) – 600 mg. Soluția a fost sterilizată prin filtru de seringă cu porii de 0.2 

μm (Isolab, Germania), împărțită în alicote a câte 10 ml și păstrată în congelator la temperaturi 

mai jos de -20°C. 

6. Soluție Tripsină-EDTA 0.25%: Hank's Balanced Salt Solution (HBSS) fără calciu și 

magneziu, cu roșu de fenol (Gibco, Marea Britanie) – 100 ml, EDTA – 37.2 mg (Sigma, 

Germania), Tripsină din pancreas porcină (Sigma, SUA) și soluție NaOH de 0.1 N, sub controlul 

pH-ului. Soluția a fost sterilizată prin filtru de seringă cu porii de 0.2 μm (Isolab, Germania), 

împărțită în alicote a câte 5 ml și păstrată în congelator la temperatura de -20°C. 

7. Mediu pentru conservarea celulelor: DMSO (Alchimia, Italia) cu 10% de SFB (Lonza, 

Belgia). Mediul obținut a fost folosit imediat. 

Pregătirea reactivilor pentru testul de citotoxicitate cu MTT: 

1. Soluția stock MTT de 0.5% m/v: în 30 ml de HBSS fără fenol roșu (Sigma, Marea 

Britanie), în condiții obscure s-au adăugat 150 mg de pulbere MTT (Sigma, Marea Britanie) ce a 

fost dizolvată pe un agitator magnetic (MS 3000, Biosan). Soluția de MTT a fost sterilizată prin 

filtrare cu filtru de seringă PES, cu porii de 0.22 μm (Isolab, Germania), fiind împărțită pe alicote 

în tuburi a câte 4.5 ml, care au fost acoperite cu folie de staniol și congelate la -20°C. 

2. Soluția de lucru MTT 0.5% v/v pentru CSM a fost pregătită în DMEM/F-12 Ham 

(Sigma, Marea Britanie), iar pentru condrocite în DMEM (Sigma, SUA), prin diluarea a 2.5 ml 

soluție stock MTT de 0.5% m/v în 47.5 ml mediu de cultură specific tipului de celule, în 

eprubete de 50 ml. Înainte de utilizare soluțiile de lucru au fost încălzite până la 37°C și utilizate 

în aceeași zi. 

Pentru examinarea probelor la microscopia fluorescentă cu DAPI au fost pregătite 

următoarele reactive: 
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1. Soluția de 4% paraformaldehidă a fost obținută prin dizolvarea a 6 gr. de 

paraformaldehidă (PFA) (Sigma, Germania) în 130 ml de DPBS (Sigma, Marea Britanie) prin 

agitare la 60°C, cu adăugarea ulterioară a câte o picătură de 1M NaOH până la limpezirea 

soluției. Apoi, volumul soluției a fost adus la 150 ml și filtrat prin hârtie de filtru și pus la 

păstrare în congelator la -20°C. 

2. Soluția stock de 1mM DAPI în DMSO – în condiții obscure, 5 mg pulbere DAPI (Sigma, 

Germania) au fost diluate în 11 ml de DMSO (Alchimia, Italia), soluția a fost agitată până la 

dizolvarea completă a DAPI. Apoi, soluția obținută a fost împărțită pe alicote, câte 1 ml în tuburi 

Eppendorf de 1.5 ml, care au fost acoperite cu folie de staniol și păstrate în congelator la -20°C. 

3. Soluția de lucru DAPI a fost obținută prin dizolvarea a 1µl DAPI în 1mM în DMSO la 20 

ml de DPBS (Sigma, Marea Britanie). Soluția a fost utilizată imediat după pregătire.  

4. Soluția de permeabilizare membranară a fost obținută prin dizolvarea în 40 ml de PBS 

(Sigma, Marea Britanie) a 2 ml de Triton-X 100 (HiMedia, India), 360 mg de NaCl (Sigma, 

Germania) și 6 mg de MgCl2 (Stanchem, Polonia). Soluția a fost păstrată în frigider la 4°C timp 

de 5 zile. 

Pentru efectuarea testului de degradare enzimatică au fost pregătite următoarele reactive: 

1.  Reactivul de ninhidrină a fost obținut prin dizolvarea a 2.83x10-3 moli de SnCl2·2H2O în 

250 ml de soluție tampon citrat (Sigma, Germania) cu pH =5. Apoi, a fost amestecat cu soluția 

de 2-Metoxietanol (Sigma, Germania) ce conținea 10 gr de ninhidrină (Sigma, Germania). 

Recipientul a fost învelit în folie de staniol pentru a fi ferit de lumină. Reactivul a fost stocat în 

frigider la 4°C timp de 2 săptămâni.  

2. Soluția colagenază de 0.01% a fost obținută prin dizolvarea în 120 ml de PBS pH 7.4, a 

12 mg de colagenază din Clostridium histolyticum (Sigma, Germania). Soluția a fost stocată în 

frigider la 4°C timp de 2 săptămâni. 

Pentru examinarea histologică au fost pregătite următoarele reactive: 

1. Soluția de 10% Formaldehidă buferizată a fost obținută prin adăugarea de soluție 

formaldehidă de 40% în PBS, raportul de 1:3. Sub controlul pH-lui (pH-150M, ГЗИП), utilizând 

soluția de 5 M NaOH, nivelul pH-ului a fost adus la 7.4. Soluția obținută a fost filtrată prin filtru 

de 0.45 μm (Biosigma, Italia) și păstrată la temperatura camerei. 

2. Soluția de 0.4% Albastru de Toluidină a fost obținută prin adăugarea la 150 ml de 0.1M 

Bufer acetat de natriu cu pH de 4 a 600 mg de pulbere de Albastru de Toluidină O (Sigma, 

SUA). Reactivul a fost păstrat în frigider la 4°C 

3. Soluția de 0.1M Bufer acetat de natriu a fost obținută prin adăugarea la 100 ml de apă 

distilată a 2.04 gr de acetat de sodiu (Sigma, Germania) și reducerea pH-ului până la 4 prin 

adăugarea de Acid acetic glacial (Stan Chem, Polonia). 
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4. Obținerea soluției de 0.02% Fast Green prin adăugarea la 125 ml de apă distilată a 0.025 

gr de pulbere Fast Green (Sigma, SUA). Soluția a fost păstrată la temperatura camerei, ferită de 

lumină. 

5. Soluția de 0.001% Fast Green a fost obținută prin diluarea a 10 ml soluție de 0.02% Fast 

Green în 190 ml apă distilată. Soluția a fost păstrată la temperatura camerei, ferită de lumină. 

6. Soluția de 0.1% Safranin O a fost obținută prin dizolvarea în 150 ml de apă distilată a 

150 mg pulbere Safranin O (Sigma, SUA). Soluția a fost păstrată în frigider la 4°C. 

7. Soluția de 1% acid acetic a fost obținută prin diluarea a 2 ml de 99.8% acid acetic glacial 

(Stan Chem, Polonia) în 198 ml apă distilată. Soluția a fost folosită imediat. 

Pregătirea pieselor histologice, secționarea, aplicarea pe lame și colorarea cu 

Hematoxilină-Eozină a fost efectuată în cadrul Secției de Morfopatologie a Spitalului Municipal 

Nr. 3, ”Sfânta Treime”. Colorarea secțiunilor cu Albastru de Toluidină și Safranin O a fost 

efectuată de sine stătător în cadrul Laboratorului de Inginerie tisulară și culturi celulare. 

2.3 Anestezia animalelor 

Pentru realizarea cercetărilor experimentale la animalele de laborator, toate intervențiile au 

fost efectuate cu anestezie generală. În ziua intervenției, iepurii pe nemâncate au fost cântăriți. 

Subcutan, la nivelul șoldului sau spatelui s-a injectat soluție xylla 5 mg/kg (De Adelaar, Olanda), 

soluție diazepeks 0.5% – 2 mg/kg (Grindex, Letonia) și soluție ketamin 35 mg/kg (Farmako, 

Moldova) [140]. La fiecare 30 de minute s-a adăugat câte o jumătate din doza inițială de 

preparate pentru prelungirea anesteziei. Cu un trimer a fost înlăturată blană de la nivelul părții 

dorsale a bazinului sau membrului inferior la care a fost planificată intervenția chirurgicală. 

Regiunea operatorie a fost aseptizată cu soluție de 10% povidon-iod (EGIS, Ungaria) și alcool 

70% (Eladum Pharma, Moldova). Cu scop de potențare a anesteziei la nivelul regiunii unde a 

fost preconizată intervenția chirurgicală au fost injectate suplimentar 4 ml lidocaină de 1% 

(Balkan Pharmaceuticals, Moldova). Câmpul operator a fost delimitat cu cearșafuri sterile. 

Pentru prelevarea de țesuturi necesare în obținerea grefelor alogene demineralizate și 

decelularizate, animalele experimentale au fost eutanasiate în camera cu CO2. 

2.4 Metode de prelucrare statistică a rezultatelor obținute 

Analiza statistică a rezultatelor obținute a fost realizată cu ajutorul programului Excel din 

Microsoft Office versiunea 2020, prin intermediul căruia variabilele continue au fost exprimate 

ca medie ± deviere standard (X ±DS), au fost create tabelele și diagrame din cadrul tezei, iar cu 

ajutorul programului SPSS (Statistical Package for the Social Sciences. Versiunea 18.0, Inc. 

Chicago, IL, SUA), a fost efectuată prelucrarea statistică a datelor obținute în cadrul studiilor și 

create graficele.  
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Pentru compararea și precizarea diferențelor statistic semnificative între parametrii evaluați 

în dependență de valoarea medie a fost aplicat testul parametric Independent Samples t-Test (2) 

pentru compararea loturilor când dimensiunile eșantionului pentru fiecare grup este egal (testul 

Levene p > 0.05), iar în cazul în care dimensiunile eșantionului pentru fiecare grup diferă și 

valoarea lui p nu este de încredere a fost utilizat testul t-Welch (testul Levene p <0.05). De 

asemenea, atunci când una sau mai multe dintre ipotezele pentru testul t pentru eșantioane 

independente nu sunt îndeplinite, este posibil de utilizat testul nonparametric Mann-Whitney U 

[232]. Ipoteza pentru Independent Samples t-Test poate fi exprimată în felul următor: 

H0: µ1 = µ2 (mediile celor 2 populații sunt egale); 

H1: µ1 ≠ µ2 (mediile celor 2 populații nu sunt egale);  

unde µ1 și µ2 sunt mediile populației pentru grupul 1 și grupul 2, H0 este ipoteza nulă iar H1 

ipoteza alternativă. În cazul când dimensiunile eșantionului pentru fiecare grup este egal atunci: 

𝑡 =    (2); 

iar 𝑆 =
( ) ( )

 
, unde x  este media primului eșantion; x  este media celui de-al 

doilea eșantion; n1 - numărul de observații ale primului eșantion; n2 - numărul de observații ale 

celui de-al doilea eșantion; s1 – deviația standard a primului eşantion; s2 - deviația standard a 

celui de-al doilea eșantion și Sp - deviația standard cumulată.  

Testul One-Way ANOVA, de asemenea este un test paramentric ce compară mediile a 

două sau mai multe grupuri independente pentru a determina dacă există dovezi statistice că 

mediile populației asociate sunt semnificativ diferite. Spre deosebire de Independent Samples t-

Test, testul One-Way ANOVA poate compara mediile din trei sau mai multe grupuri [233]. 

Testul statistic chi-patrat (χ2) este un test nonparametric, ce determină dacă există vreo 

asociere între variabilele categoriale (3). Pentru analiza datelor acest test folosește tabele de 

contingență. Testul chi-patrat (χ2) nu poate compara variabile continui între ele sau face 

comparație între variabile categoriale și continui [234]. Ipoteza pentru testul chi-patrat (χ2) poate 

fi exprimată în felul următor: 

H0: „[Variabila 1] nu se asociază cu [Variabila 2]” 

H1: „[Variabila 1] se asociază cu [Variabila 2]” 

unde H0 este ipoteza nulă, iar H1 ipoteza alternativă [234]. S-a calculat după formula: 

χ =  ∑ ∑   (3); 

unde oij este numărul de celule observat în rândul i și coloana j a tabelului, iar eij este numărul de 

celule așteptat în rândul i și coloana j a tabelului. 



42 
 

Coeficientul de corelație Pearson ρ (“rho”) este un coeficient de corelație parametric a 

rangurilor variabilelor (4). În cazul în care o variabilă crește, iar a doua variabilă, de asemenea, 

crește, a fost determinată o corelație pozitivă, coeficientul de asociere fiind mai aproape de 1. În 

cazul în care o variabilă scade, iar cealaltă̆ variabilă crește, atunci între ele există o corelație 

negativă, coeficientul de asociere fiind mai aproape de -1. În cazul în care coeficientul este 0, 

asocierea lipsește – ipoteza este nulă. Corelația dintre 2 variabile poate fi prezentată în felul 

următor: 

𝑅 =  
( , )

 ( )∗ ( )
  (4); 

unde cov(x,y) este covarianța eșantionului pentru x și y; var(x) este varianța eșantionului x, iar 

var(y) este varianța eșantionului y. Coeficientul de corelație Pearson, a fost interpretat după̆ 

Hopkins în modul următor: ρ < 0.1 coeficientul de asociere este neglijabil sau foarte mic; pentru 

0.1 ≥ ρ <0.3 asocierea este mică; pentru 0.3≥ ρ <0.5 gradul de asociere este moderat; 0.5 ≥ ρ < 

0.7 coeficientul de asociere este mare; pentru 0.7 ≥ ρ < 0.9 – foarte mare; pentru ρ > 0.9 – 

coeficientul de asociere este aproape perfect și indică existența unei legături foarte puternice 

între două variabile. Coeficientul de corelație este interpretat în paralel cu valoarea p, care 

reprezintă probabilitatea de a obține rezultatele prezente. În cazul în care această probabilitate 

este mai mică de 5% (p <0.05), coeficientul de corelație este statistic semnificativ. 

De asemenea, cu scopul identificării diferențelor semnificative între cele 3 loturi de 

animale, la nivelului indicilor studiați a fost aplicat testul nonparametric Kruskal-Wallis (5), ce 

este o alternativă nonparametrică a testului ANOVA și o extindere a posibilităților testului 

Mann-Whitney U care este utilizat pentru compararea doar a două grupuri. Aceasta s-a aplicat în 

cazul în care grupele cercetate nu îndeplinesc cerințele testelor parametrice. Testul permite 

compararea în același timp a medianelor a două și mai multe loturi, determinând diferențele 

semnificative între grupe, însă fără a elucida cu certitudine lotul ce diferă de celelalte. Pentru a 

elucida lotul ce diferă de celelalte poate fi folosit uneori testul Dunn, testul Mann–Whitney U în 

pereche cu corecția Bonferroni. Ipoteza pentru testul Kruskal-Wallis poate fi exprimată în felul 

următor: 

H0: medianele populației sunt egale; 

H1: medianele populației nu sunt egale; 

unde H0 este ipoteza nulă, iar H1 ipoteza alternativă. 

Testul statistic Kruskal-Wallis (H) se definește în felul următor (5): 

𝐻 =  
( )

∑ − 3(𝑁 + 1) (5); 

unde N este dimensiunea totală a eșantionului; nj este dimensiunea eșantionului din grupul j și Rj 

este suma rangurilor din grupul j.  
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Testul Mann-Whitney U este un test nonparametric al ipotezei nule conform căreia pentru 

valorile selectate aleatoriu X și Y din două populații, probabilitatea ca X să fie mai mare decât Y 

este egală cu probabilitatea ca Y să fie mai mare decât X. Altfel spus acesta permite compararea 

a două grupuri, condiții sau tratamente fără prezumția că valorile sunt distribuite în mod normal 

(6). Acest test se bazează pe ranguri. Ipoteza pentru testul Mann-Whitney U poate fi exprimată în 

felul următor: 

H0: distribuțiile ambelor populații sunt identice; 

H1: distribuțiile ambelor populații nu sunt identice; 

unde H0 este ipoteza nulă iar H1 ipoteza alternativă. Cu ajutorul testului s-au făcut calcule 

statistice a cărei distribuție sub ipoteza nulă este cunoscută. În cazul eşantioanelor mici, 

distribuţia este tabelată, iar în cazul eşanteoanelor mai mari, aproximarea folosind distribuția 

normală este destul de bună. Testul reunește observațiile din cele două eșantioane într-un singur 

eșantion combinat, ținând evidența din care probă provine fiecare observație și apoi le aranjează 

după rang, de la cel mai mic la cel mai mare. Formula de calcul pentru testul Mann-Whitney U 

este: 

𝑈 = 𝑛 𝑛 +
( )

− 𝑅  și 𝑈 = 𝑛 𝑛 +
( )

− 𝑅  (6); 

unde n1 și n2 reprezintă numărul de ranguri în grupul 1 și respectiv grupul 2; iar R1 și R2 

reprezintă suma rangurilor din grupul 1 și grupul 2 respectiv. 

De asemenea, pentru efectuarea testelor statistice am folosit și testul nonparametric, 

Kolmogorov–Smirnov par (7). Acesta este un test statistic complex și permite detectarea unor 

modele ce nu pot fi detectate cu Independent Samples t-Test sau t-Student test la compararea a 

două eșantioane [235]. Ipoteza nulă pentru testul Kolmogorov–Smirnov par este: 

H0: ambele eșantioane provin dintr-o populație cu aceeași distribuție; iar formula de calcul 

este: 

𝐷 , , = 𝑐(𝛼)  (7); 

unde m și n sunt dimensiunile primului și, respectiv celui de-al doilea eșantion; iar c(α) este 

valoarea inversului distribuției Kolmogorov la nivelul de semnificație α, ce poate fi calculată sau 

luată din tabel [235]. 

 

 

 



44 
 

3. IZOLAREA, CULTIVAREA ȘI IDENTIFICAREA CELULELOR STEM 

MEZENCHIMALE DIN MĂDUVA OSOASĂ 

 

3.1 Introducere 

Celulele stem mezenchimale sunt celule multipotente ce se pot diferenția în diferite linii 

celulare în funcție de micromediul în care sunt păstrate [141, 142, 143, 144, 145, 151]. Aceste 

celule pe larg au fost utilizate în cercetări legate de regenerarea țesutului osos, cartilaginos, 

tendon, menisc, leziuni degenerative ale aparatului locomotor, sistemului nervos și organelor 

interne [146, 147, 148, 149, 150, 151, 152, 153]. Modalitățile de obținere a măduvei osoase de la 

animalele de laborator cu scop de izolare și cultivare a CSM pentru teste in vitro și in vivo sunt 

diferite. Inițial majoritatea extragerilor de măduvă osoasă au constat în sacrificarea animalelor și 

spălarea sub jet a diafizelor şi epifizelor oaselor tubulare lungi, însă aceasta modalitate permite 

obținerea de celule stem pentru testele in vitro, iar pentru testele in vivo, celulele obținute puteau 

fi utilizate ca celule alogene [151, 154, 155, 156]. O altă metodă de obținere a MO este aspirarea 

acesteia de la nivelul metafizelor oaselor tubulare lungi. Această metodă necesită efectuarea unei 

anestezii profunde, incizia țesuturilor moi cu scop de expunere a zonei de interes și deschiderea 

canalului medular prin perforare cu burghiu [151, 157, 158, 159]. Această modalitate permite 

efectuarea experimentelor asupra animalului cu celule autologe, însă anestezia profundă, 

intervenția chirurgicală la nivel de femur distal, care cu siguranță nu va fi ultima și perioada de 

recuperare postoperatorie poate periclita reușita experimentului din cauza suferinței sau chiar 

morții animalului [151, 160]. O altă metodă este efectuarea unei anestezii de scurtă durată cu 

potențare locală și colectarea măduvei osoase din osul iliac printr-un ac introdus perpendicular în 

osul iliac, cu riscul mare de a străbate ambele corticale ale osului și leza organele bazinului [142, 

143]. În cadrul laboratorului nostru a fost elaborat un procedeu similar de colectare a MO din 

osul iliac, în calitate de reper fiind procedura de colectarea a MO de la oameni [152, 161, 162, 

163]. 

3.2 Metode 

3.2.1 Izolarea și cultivarea CSM 

În experiment au fost utilizați 9 iepuri, 3 masculi și 6 femele, cu vârsta între 4 și 5 luni, 

masa medie de 3.74 ±0.26 kg. După efectuarea anesteziei și înlăturarea blănii de la nivelul 

bazinului cu un trimer, a fost aseptizat și delimitat câmpul operator cu material steril. A fost 

pregătită o seringă de 5 ml cu 1250-2000 U heparină (Balkan Pharmaceuticals, Moldova). 

Măduva osoasă a fost colectată din aripa osului iliac după o tehnică similară cu cea utilizată la 

oameni [152, 162, 163]. Cu un ac de 18 G (Van Oostveen, Olanda) însoțit de un trocar, din 

anterior spre posterior, paralel planului osului iliac, a fost străpunsă pielea și s-a ajuns până la 
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crista osului iliac. Cu mișcări încete, rotatorii și de avansare cu acul, crista osului iliac a fost 

perforată. Din ac a fost înlăturat trocarul, a fost conectată seringa heparinizată și a fost aspirată 

măduva osoasă [141, 142] (figura 3.1). Seringa cu măduvă osoasă a fost dusă imediat în 

laborator pentru procesare, iar animalul înapoi în vivariu.  

 

Figura 3.1. Recoltarea de măduvă osoasă din osul iliac la iepure. Pregătirea animalului 

pentru prelevarea măduvei osoase (a, b), perforarea corticalei osului iliac cu acul de 18G 

(c, d) și aspirarea măduvei osoase (e). 

 

În laborator seringa cu MO prelevată a fost introdusă în hota cu flux laminar (LN 090, 

Nuve). Preventiv, la baia de apă (BAE-2, Raypa) au fost încălzite gradientul de concentrație 

HiSep LSM 1077 (HiMedia, India), PBS (Lonza, Belgia) și mediul pentru izolarea și cultivarea 

CSM – HiMeso XL. Într-o eprubetă sterilă de 15 ml a fost turnat gradient de concentrație în 

volum egal cu volumul de măduvă osoasă prelevată [151]. Măduva osoasă prelevată a fost 

amestecată cu PBS (Lonza, Belgia) în raport de 1:1 și aplicată cu precauție pe suprafață 

gradientul de concentrație fără ca acestea să se amestece. Eprubetă a fost centrifugată la forța de 

400 x g tip de 15 minute. După centrifugare, stratul cu celule mononucleate a fost prelevat și 

mutat în altă eprubetă [151]. Celulele mononucleate izolate au fost spălate cu PBS, iar după 

centrifugare la 170 x g timp de 10 minute (figura 3.2), celulele au fost spălate cu mediu de 

izolare și cultură pentru CSM. După centrifugare repetată, supernatantul a fost înlăturat, iar 

celulele resuspendate în 5 ml mediu de izolare și cultură pentru CSM [151] și introduse într-un 

flacon de cultură celulară de 25 cm2 (Nunc, Danemarca). Flaconul a fost introdus în incubator 

(Smart Cell, Heal Force) la 37°C cu 5% CO2 cu schimbarea a jumătate de mediu de nutriție 

fiecare 2-3 zile, iar de la o confluență celulară de 40-50% mediul de cultură a fost schimbat în 
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totalitate pentru înlăturarea maximală a celulelor de contaminare (figura 3.3). La confluența de 

70-80% a celulelelor atașate de suprafața de cultură celulară, mediul de cultură celulară a fost 

înlăturat, suprafața de cultură celulară a fost spălată de 2 ori cu PBS, după care celulele au fost 

detașate prin tripsinizare cu 1 ml soluție de 0.25% tripsină-EDTA preîncălzită.  

 

Figura 3.2. Procesarea măduvei osoase prelevate. Eprubeta de 15 ml cu PBS amestecat cu 

măduvă osoasă situat pe gradient de concentrație în raport de 1:1:1 (a), separarea pe 

straturi după centrifugare (b) și stratul cu celule nucleate de măduvă osoasă separat în altă 

eprubetă după spălare cu PBS (c). 

 

 

Figura 3.3. Izolarea și cultivarea CSM din măduva osoasă (MT-2, Olympus) cu DMEM/F-

12 Ham și 10%SFB. Concentrat de celule nucleate de măduvă osoasă (a) (x40); la 2-3 zile 

prezente celule fusiforme, unice atașate de suprafața de cultură (b) (x40); la 4-5 zile a fost 

determinată creșterea numărului de celule (c) (x60); la 6-8 zile s-au format coloniile 

celulare (d) (x60); (e) la 9-11 zile apare tendința spre confluere a celulelor (d) (x40); la 10-

14 zile confluență celulară de 80-90% a celulelor cu un grad de contaminare celulară 

minimal (f) (x40). 
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În timpul tripsinizării flaconul a fost introdus în incubator (Smart Cell, Heal Force) pentru 

2-5 minute. După aplicarea flaconului a 2-3 lovituri flaconului, la microscop au fost vizualizate 

celulele detașate. Soluția de tripsină a fost inactivată cu 3-4 ml de mediu de izolare și cultură 

pentru CSM. Suspensia celulară a fost transferată într-o eprubetă de 15 ml și centrifugată la 170 

x g timp de 10 minute [151].   

 

Figura 3.4. Numărarea celulelor prin excludere cu soluție de 0.4% albastru de tripan. 

 

După înlăturarea supernatantului, celulele au fost resuspendate în mediul de cultură 

celulară. Numărarea celulelor a fost efctuată în hemocitometru (figura 3.4) cu excluderea 

celulelor moarte prin colorare cu soluție de 0.4% albastru de tripan (Sigma, Marea Britanie) (8, 

9, 10) și determinarea ratei celulelor vii (11). 

          Nc/ml =Mcnp x Fd  x 104       (8); 

           Ntcc= Nc/ml x V                    (9);      

Ncv= Mcvnp x Fd  x 104 x V   (10); 

            Vcc% = (Ncv x 100%)/Ntcc    (11); 

Ntcc – Numărul total de celule cultivate; Nc/ml – Numărul de celule într-un ml suspensie; Mcnp – 

Media celulelor în n patrate ale hemacitometrului; Mcvnp – Media celulelor vii în n patrate ale 

hemacitometrului; Vcc% - Rata procentuală a viabilității celulelor deteșate; Ncv – numărul de 

celule vii detașate; Fd – Fracția de diluție [164]. 

 

Figura 3.5. Cultura CSM în pasajul II x20 (DM IL, Leica). CSM atașate la suprafața de 

cultură cu urme de celule de măduvă osoasă după 24 ore (a); CSM la a 3-a zi de cultivare 

(b) și confluența de 90% a CSM la ziua a 5-a (c). 
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Pentru cultivarea celulelor în al II-lea pasaj, acestea au fost introduse în flacoane de cultură 

celulară de 75 cm2 (Nunc, Suedia) la o densitate de 1x104±1x103 celule/cm2, cu schimbarea 

completă a mediului de cultură fiecare 2 zile până la o confluență de 80-90% (figura 3.5). 

Celulele din pasajul II au fost congelate la -84°C a câte 5x105 celule/ml cu mediu pentru 

conservarea celulelor și au fost utilizate ulterior pentru testele in vitro. De asemenea, celulele din 

pasajul II au fost utilizate cu scop de identificare a CSM prin diferențiere condrocitară.  

3.2.2 Identificarea CSM 

Potențialul de diferențiere a CSM este considerat un criteriu fiabil pentru identificarea lor 

și distingerea acestora de preadipocite, preosteocite sau precondrocite [141, 142, 151, 155, 158, 

164]. În calitate de mediu pentru diferențiere celulară a fost utilizat mediul HiChondroXL 

(HiMedia, India). Diferențierea condrocitară a celulelor stem mezenchimale a fost efectuată 

conform protocolului de lucru descris în una din cercetările efectuate [151]. Într-o eprubetă 

sterilă de 15 ml au fost introduse 1x106 celule/ml de mediu de cultură celulară. Eprubeta a fost 

centrifugată la 45 x g timp de 10 minute. După înlăturarea supernatantului, în eprubetă a fost 

adăugat 1 ml mediu de diferențiere condrocitară HiChondroXL (HiMedia, India). Celulele au 

fost resuspendate prin pipetare, iar eprubeta s-a introdus într-un stativ și incubată cu capacul 

întredeschis la 37°C, 5% CO2, mediul umed (Smart Cell, Heal Force). Mediul de diferențiere 

condrocitară a fost schimbat fiecare 48 de ore, preventiv centrifugând eprubeta, timp de 20 zile 

[151]. În zilele 5-7 de diferențiere, la fundul eprubetei a fost observată formarea de agregate de 

formă sferică sau ovală (figura 3.6). După 20 zile de diferențiere condrocitară sferele formate au 

fost introduse în formaldehidă buferizată de 10% şi examinate după colorarea secțiunilor cu 

Hematoxilină-Eozină și colorări specifice pentru glicozaminoglicanii prezenți în cartilaj – 

Safranin O și Albastru de Toluidină cu Fast Green [164, 165, 166, 167]. 

 

Figura 3.6. 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). 
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3.3 Rezultate 

Durata procesului de prelevare a măduvei osoase de la începutul anesteziei a durat în 

mediu 36 ±3 minute, fără înregistrarea cărorva complicații. În mediu au fost prelevate 3.39 ±1.27 

ml de măduvă osoasă. Durata medie de cultivare a celulelor în primul pasaj până la confluența de 

70-80% a fost de 7±1 zile. A fost determinată o corelație puternică între volumul de măduvă 

osoasă prelevată și numărul de zile necesare pentru a obține confluența celulară necesară (p 

˂0.001). Cu cât volumul de MO era mai mare cu atât confluența 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. Cantitatea de CSM 

a variat de la caz la caz, drept urmare nivelul de confluență stabilit vizual nu a putut fi considerat 

metodă de apreciere obiectivă. Deci, în urma cultivării celulelor în primul pasaj au fost obținute 

circa 7.47 x105 ±6.9 x104 CSM 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. Ținând cont de faptul că în pasajul II durata de cultivare a CSM în toate cazurile 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 primelor 2 pasaje a fost de 12±1 zile, viabilitatea celulară fiind de 100% în 

toate cazurile. 

 

Figura 3.7. Colorarea cu Hematoxilină-Eozină a agregatelor condrocitare x60 (MT-2, 

Olympus). S-a determinat prezența unei densități mari de nuclee (verde), dar și formarea 

de MEC (galben). 

În procesul de diferențiere condrocitară, a fost determinată formarea de agregate celulare 

care erau de formă sferică neregulată fixate de fundul eprubetei, care ulterior s-au desprins și 

pluteau liber prin mediu [151]. De asemenea, în primele zile de diferențiere, celulele puteau fi 

ușor dispersare prin pipetare, iar după ce au format agregate cu aspect de ou, acest lucru nu mai 
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era posibil [151]. 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 3.6). 

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 (figura 3.7). La colorarea cu Albastru de Toluidină și Fast Green, piesa histologică 

a fost colorată intens în culoare violetă și albastră, ceea ce este specific pentru GAG ce sunt 

prezenți în țesutul cartilaginos (figura 3.8). 

 

Figura 3.8. 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 colorarea cu Safranin O a fost determinat un număr mare de nuclee, ce au avut o 

colorare întunecată, iar matricea extracelulară sintetizată de către celule bogată în GAG, a fost 

colorată în roșu, lucru specific pentru țesutul cartilaginos (figura 3.9).  

 

Figura 3.9. Colorarea cu Safranin O a agregatelor formate x60 (MT-2, Olympus. A fost 

determinată colorarea MEC în roșu (galben) datorită prezenței de GAG, și o densitate 

mare de nuclee (verde). 
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3.4 Discuții 

Tehnica utilizată de prelevare a MO este o modificare a tehnicii prin care osul iliac de 

iepure în condiții similare este străpuns perpendicular cu un ac de biopsie de 18 G [142] descrise 

în literatură. Punctarea osului iliac în plan paralel cu osul iliac și nu perpendicular, a permis un 

control mai bun al acului de seringă utilizat, deoarece acesta a fost introdus printr-un os mai 

moale, drept urmare a fost evitată așa complicație ca perforarea concomitentă a ambelor corticale 

cu lezarea organelor interne. De asemenea, tehnica utilizată a permis fixarea sigură a acului în 

osul iliac, ce a permis colectarea în mod cert a MO [151]. Astfel, colectarea de MO prin această 

tehnică permite în final efectuarea testelor preclinice in vivo cu CSM proprii fără a supune 

animalul la mari suferințe și risc pentru viață, ceea ce ar putea influența negativ rezultatele 

experimentelor [160]. Metodele de obținere a MO sau a CCMOA pentru izolarea CSM ce au fost 

descrise în literatură, implică sacrificarea iepurilor [146, 151, 155, 156]. Acest fapt a făcut 

imposibilă testarea in vivo a capacității de regenerare a țesuturilor prin utilizarea grefelor 

combinate cu celule autologe, dar și efectuarea sub anestezie generală a unor proceduri invazive 

foarte traumatizante pentru iepuri ce aveau ca scop recoltarea de MO din metafizele sau canalele 

medulare a oaselor tubulare lungi, ca femurul și tibia [151, 157, 158, 173]. Osul iliac este mai 

mic comparativ cu cel femural, la un iepure adult aceasta variază între 4.3 mm și 4.8 mm (figura 

3.10). Iar datorită faptului că osul iliac la nivel de cristă iliacă este mai moale, aceasta ușor a fost 

perforat manual cu un ac de 18G [151]. Drept urmare, volumul de măduvă osoasă ce a fost 

colectat dintr-un os putea ajunge la 4.5-5 ml, fără a aduce daune sănătații animalului și de a-l 

expune la riscuri care ne puteau costa timp și bani [151, 160]. Totodată, chiar și cel mai mic 

volum de MO colectat a fost suficient pentru a obține într-o perioadă relativ scurtă, de 13 zile, 

aproximativ 4.55 x106 de CSM, ceea ce a fost un rezultat foarte bun. 

 
Figura 3.10. Dimensiunile comparative ale oaselor iliac şi femural. Aspectul oaselor iliac şi 

femural de iepure (a). Aprecierea grosimii osului iliac (b) și osului femural (c). 

 

Din literatură era cunoscut că în MO numărul de CSM este foarte mic, între 0.001% și 

0.01% din numărul total de celule nucleate [141, 151], sau între 1:100000 și 1:10000 de celule 

[174-176]. Conform datelor literaturii CSM puteau fi multiplicate de 500 de ori pe parcursul a 50 
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de generații obținând în final miliarde de celule [151, 174, 175]. Totuși, la cultivarea in vitro 

începând cu al 6-lea pasaj, CSM își pierd caracteristicele de celule stem și capacitatea de 

diferențiere [175, 176]. Altfel spus, dacă am fi continuat cultivarea celulelor obținute în pasaje, 

la o densitate de 8-10x103 celule/cm2, la al 4-lea pasaj am avea câteva miliarde de celule cu 

potențial de diferențiere. Așadar, chiar și 1 ml de MO prelevată dintr-un singur os iliac de iepure 

prezintă un volum suficient pentru a obține un număr mare de CSM cu capacitate de diferențiere, 

ce ar putea fi utilizate pentru testele in vitro sau in vivo pe animale, fapt ce pe nedrept a fost 

ignorat în literatură [144, 145, 149, 155, 157, 158]. În cadrul activității de cercetare in vitro, 

CSM au fost utilizate cu succes în testarea diferitor matrici tridimensionale de origine biologică 

[168], în special, a grefelor OCDD [170, 246], a materialelor din biosticlă predestinate obținerii 

implantelor stomatologice [169] și diferitor tipuri de nanoparticule [190, 239], în special cu scop 

de ghidare în câmpul magnetic [171]. De asemenea, CSM au fost utilizate în terapia celulară a 

unor patologii ale țesuturilor moi și dure [163, 237, 238, 240]. 

Identificarea celulelor stem reprezintă o etapă importantă în lucrul cu acestea. La moment 

cele mai utilizate modalități de identificare a CSM sunt RT-PCR, diferențierea celulară pe cale 

adipogenică, osteogenică și condrogenică [141, 142, 151], flowcitometrie [141, 174], 

imunofluorescență [174, 176]. În cercetarea noastră am identificat CSM din măduva osoasă doar 

prin diferențiere pe cale condrogenică. Așadar, conform criteriilor Societății Internaționale de 

Terapie Celulară, CSM nu au fost complet identificate, însă după părerea noastră aceasta este 

suficient, deoarece CSM din măduva osoasă sunt celule multipotente cu potențial de diferențiere 

terminală în celulă specializată. Cu toate acestea, diferențierea pe linie condrocitară a fost 

confirmată prin colorarea specifică doar pentru cartilaj cu Safranin O și Albastru de Toluidină cu 

Fast Green [151, 165, 177].  

Este necesar de menționat că CSM obținute după modalitatea elucidată au fost utilizate în 

calitate de martor la identificarea altor tipuri de celule izolate, ca condrocite [164], celule osoase 

[189], hepatocite [154] și fibroblaste [178]. 

În concluzie CSM sunt celule larg utilizate nu doar în cercetările de laborator, dar și în 

clinică. Pentru testele preclnice pe iepuri cu scop de izolare a CSM era suficinetă o cantitate mică 

de MO și o durată scură de timp, lucru diferit de procesul de izolare a CSM din MO umană. 
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4. IZOLAREA ȘI CULTIVAREA CONDROCITELOR DIN CARTILAJUL 

ARTICULAR DE IEPURE 

 

4.1 Introducere 

Țesutul cartilaginos hialin este un țesut cu o capacitate foarte redusă de regenerare, [6, 130, 

139, 151, 164, 179] drept consecință leziunile acestuia pot avea urmări grave asupra articulațiilor 

diartrodiale, în special a celor mari [41, 95, 134, 135, 137]. A fost constatat că numărul 

pacienților cu leziuni de cartilaj articular crește anual cu circa un milion de cazuri [41]. Până la 

moment pentru a repara, sau stimula procesul de reparare a defectelor cartilajului articular au fost 

utilizate metodele descrise anterior, toate rezultând cu generarea unui țesut de tip 

fibrocartilaginos cu proprietăți mecanice reduse și un potențial de uzură foarte ridicat comparativ 

cu cartilajul hialin normal [35, 95, 137, 164]. Cu toate acestea, tehnica de transplantare a 

condrocitelor autologe, ca tehnică de restaurare, la moment este considerată ”Standard de Aur” 

în regenerarea reparatorie a cartilajului articular [182, 183]. Deoarece una din etapele acestei 

tehnici constă în obținerea culturilor condrocitare din cartilajul articular prelevat, aceasta implică 

utilizarea unei sau mai multor tipuri de enzime necesare pentru digestia enzimatică a cartilajului 

și eliberarea condrocitelor. A fost constatat că viteza de realizare a acestei etape depinde în mod 

direct de concentrația soluțiilor enzimatice folosite și durata de expunere a cartilajului [139, 164, 

184, 185, 186, 187], iar durata digestiei enzimatice necesare pentru izolarea unui număr suficient 

de condrocite variază de la 3 până la 24 de ore. Cu acest scop cel mai des în literatură a fost 

descrisă utilizarea colagenazei [132, 164, 184, 186, 188], cu cât concentrația acesteia în soluție 

este mai mare cu atât durata de expunere este mai scurtă. La o perioadă de expunere de 24 ore s-

au recomandat concentrațiile de 0.15% și 0.3%, iar pentru 4 ore de 1.2% [164, 184, 250]. De 

asemenea, pentru digestia enzimatică a cartilajului a fost descrisă utilizarea soluției de tripsină-

EDTA 0.25% la 37°C timp de 3 ore [164, 187, 188], sau utilizarea etapizată a mai multor enzime 

cu perioadă scurtă de predigestie de 30 min în tripsină-EDTA 0.25%, urmată de utilizarea 

colagenazei tip A 0.21 U/mg de cartilaj timp de 12 ore [132, 164, 250] sau predigestia în soluție 

enzimatică cu conținut de Dispază 0.8 U/mg de cartilaj cu hialuronidază 0.1% sau pronază 0.4% 

timp de 60 minute, urmat de digestia în colagenază tip II de 0.1%, 0.15% și 0.2% timp de 6 sau 

10 ore [164, as 186]. Izolarea inițială a unui număr mare de condrocite a permis reducerea 

duratei de cultură celulară, dar și a numărului de pasaje celulare necesare pentru obținerea 

numărului suficient de celule pentru transplantare. Totodată, condrocitele prezintă o opțiune 

preferabilă în tratamentul defectelor de cartilaj, deoarece profilul lor molecular este similar cu 

cel al celulelor gazdă din cartilajul sănătos din jurul defectului [164, 166, 167]. 
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Procesul de monitorizare continuă pe parcursul izolării condrocitelor din cartilajul articular 

hialin a permis reducerea timpului de izolare a condrocitelor, dar și de obținere unui număr mai 

mare de celule pentru cultură. Acest fapt este foarte important, din motivul dediferențierii 

fibroblastice a condrocitelor [164, 251], complicație ce apare pe parcursul cultivării 

condrocitelor în numeroase pasaje, cu scop de a obține numărul necesar de condrocite pentru 

transplantare. Ca urmare, a fost constatat că cu cât numărul de condrocite izolate este mai mare 

cu atât numărul de pasaje și gradul de dediferențiere fibroblastică a condrocitelor este mai mic. 

4.2 Metode 

4.2.1 Izolarea și cultivarea condrocitelor 

Sub anestezie generală după înlăturarea blănii, aseptizarea și delimitarea câmpului operator 

la nivelul articulației genunchiului, prin abord parapatelar medial de aproximativ 1-1.5 cm 

lungime, a fost deschisă articulația genunchiului [164, 166, 167, 250]. După hemostază, 

articulația a fost spălată cu soluție de NaCl 0.9%, după care de pe suprafața neportantă a 

condilului femural, de la nivelul șanțului trohlear, au fost prelevate bucăți de cartilaj articular. 

Cartilajul prelevat a fost introdus într-o eprubetă de 15 ml cu mediu de cultură pentru condrocite, 

preîncălzit la 37°C. După suturarea plăgii pe straturi, animalul a fost reîntors în vivariu, iar 

cartilajul prelevat dus în laborator pentru procesare [164, 251]. În condiții sterile, sub hota cu 

flux laminar (LN 090, Nuve), cartilajul prelevat a fost spălat cu PBS cald (HiMedia, India) de 3 

ori. Apoi, mărunțit cu un bisturiu până la fragmente de 1-2 mm3 și introdus într-o eprubetă sterilă 

de 15 ml cu 5 ml de 0.25% tripsină-EDTA pentru predigestie [132, 164]. Bucățile de cartilaj au 

fost agitate timp de 10 minute pe un agitator orbital (ES-20, Biosan) la 150 rpm, 37°C. Apoi 

eprubeta a fost centrifugată timp de 3 minute la 50 x g. După înlăturarea supernatantului, bucățile 

de cartilaj a fost spălate cu PBS cald și centrifugate repetat (figura 4.1). Bucățile de cartilaj au 

fost resuspendate în câte 2 ml de soluție colagenază 0.6% după care au fost formate 2 grupuri, 

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). 

Aceste flacoane au fost selectate cu scop de a putea monitoriza prin microscopie dinamica 

procesului de eliberare a condrocitelor din țesut sub acțiunea enzimelor (figura 4.2). 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). Eprubeta a fost pusă pe un agiatator prin nutație 

în poziție orizontală, iar flaconul a fost plasat pe una din fețele sale laterale [164, 251]. 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 enzimatică a cartilajului, procesul a 

fost monitorizat sub microscop fiecare 10-20 de minute, cu întreruperea procesului când 
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condrocitele eliberate din țesut au ocupat aproximativ 50-60% din câmpul de vedere, chiar dacă 

cartilajul nu era complet digerat. Digestia enzimatică a cartilajului cu soluție colagenază de 0.6% 

a fost întreruptă în ambele grupe prin diluarea cu 10 ml de PBS (HiMedia, India). În grupul II 

pentru separarea celulelor libere de cartilajul nedigerat, suspensia celulară a fost filtrată prin 

filtre de nailon cu porii de 70 µm (Sigma, Marea Britanie) în eprubete de 50 ml.   

 

Figura 4.1. Prelevarea cartilajului articular și tripsinizarea lui: (a) pregătirea 

preoperatorie a animalului; (b) deschiderea articulației genunchiului; (c) prelevarea de 

cartilaj de pe suprafața neportantă a condililor femurali; (d) cartilajul după mărunțire și 

spălare; (e) tratarea cu tripsină-EDTA 0.25%; (f) cartilajul articular după tripsinizare. 

 
Eprubetele cu condrocite izolate din ambele grupe au fost centrifugate la 170 x g timp de 

10 minute. Supernatantul a fost înlăturat prin aspiratie, iar condrocitele au fost spălate cu 10 ml 

mediu de nutriție și centrifugate repetat. Apoi, condrocitele din ambele grupe au fost 

resuspendate în 5 ml mediu de nutriție și numărate în Hemocitometru prin excluderea celulelor 

moarte cu soluție de 0.4% albastru de tripan după modalitatea descrisă în studiul anterior (8, 9, 

10) [164]. Condrocitele obținute în ambele grupe au fost introduse în câte un flacon de cultură 

celulară de 25 cm2 (Nunc, Suedia), densitatea de populare a suprafețelor de cultură cu celule a 

variat de la 2x103 celule vii/cm2 până la 8x103 celule vii/cm2. Astfel, condrocitele din grupul I au 

fost cultivate câte 3x103 ±8.3x102 celule vii/cm2, iar condrocitele din grupul II erau cultivate câte 

6.3x103 ±1.4x103 celule vii/cm2 ceea ce era aproximativ de 2 ori mai mult comparativ cu grupul 

I. Toate celulele izolate au fost cultivate în aceleași condiții, incubate în mediu umed la 37°C, 

5% CO2 (Smart Cell, Heal Force) cu schimbarea a câte jumătate din mediu fiecare 2-3 zile. La 

confluența condrocitelor de 70-80%, acestea au fost detașate de suprafața de cultură celulară cu 

tripsină-EDTA 0.25%, numărate și utilizate după necesitate. O parte din celule au fost cultivate 

în pasajul 2 în flacoane de 75 cm2  (Nunc, Suedia) la o densitate de 1.4x104±5.4x103 celule/cm2, 

ce apoi au fost conservate în SFB cu 10% DMSO și păstrate la -84°C pentru teste in vitro [164], 
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iar o parte din condrocitele cultivate în primul pasaj au fost combinate cu grefe OCDD și 

transplantate într-un defect osteocondral experimental [166, 167]. Culturile celulare ce nu au 

ajuns la confluență după o perioada îndelungată de cultivare și prezentau colonii celulare 

hipertrofiate au fost decantate, deaorece aceste celule nu se mai multiplicau în pasajul II. 

 

Figura 4.2. Digestia enzimatică cu colagenază 0.6% pe agitator tip rocker în incubator: (a) 

în eprubetă timp de 360 minute și (c) condrocitele izolate; (b) digestia enzimatică în flacon 

de cultură celulară întors pe partea laterală cu posibilitatea monitorizării sub microscop a 

procesului de eliberare a condrocitelor din cartilaj și (d) digestia enzimatică a cartilajului 

cu eliberarea condrocitelor [170]. 

 

4.2.2 Identificarea condrocitelor 

Celule din ambele grupe, cultivate în primul pasaj, au fost introduse câte 1x104 celule în 

câte 2 godee a unei plăci de 24 godee, care au fost cultivate în supraconfluență pe parcursul a 16 

zile cu schimbarea completă a mediului de cultură odată la 2 zile [167, 189]. După cultivare în 

supraconfluență, celulele au fost identificate prin colorarea histochimică specifică pentru GAG a 

matricei extracelulare specifice țesutului cartilaginos cu Safranin O și Albastru de Toluidină cu 

Fast green [164, 166, 251]. În calitate de lot martor au fost utilizate CSM din MO de iepure, 

extragerea cărora a fost prezentată în studiul anterior [151, 164, 189]. CSM după decongelare au 

fost cultivate până la o conflență de 60-70% și introduse, de asemenea, a câte 1x104 celule per 

godeu în două godee.  

Colorarea celulelor în monostrat cu Safranin O a fost efectuată în 2 godee, câte unul din 

fiecare grupă și un godeu cu CSM. După îndepărtarea mediului de nutriție din godeele în care au 

fost cultivate celulele și spălarea cu PBS (HiMedia, India), s-a turnat câte 1 ml soluție 
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glutaraldehidă de 0.1% pentru 20 min la temperatura camerei. După 3 spălări cu PBS, în godee s-

a turnat câte 1 ml de 0.001% Fast Green pentru 5 minute și apoi acid acetic de 1% pentru 10 

secunde. Godeele au fost spălate repetat cu PBS și în ele s-au turnat câte 1 ml soluție 0.1% 

Safranin O pentru 15 minute. Apoi godeele au fost spălate de 5 ori cu PBS și examinate 

microscopic. În godee cu aceleași tipuri de celule a fost realizată colorarea cu Albastru de 

Toluidină și Fast Green. După îndepărtarea mediului de cultură celulară și spălarea cu PBS, în 

godee s-au adăugat câte 1 ml de soluție Albastru de Toluidină 0.4% pentru 10 minute. Godeele 

au fost spălate de 3 ori câte 30 secunde cu apă distilată, urmat de turnarea în godee a câte 1 ml de 

Fast Green 0.02%. După spălare de 2 ori cu apă distilată a fost efectuată examinarea 

microscopică [164, 165]. 

4.3 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 4.3. Reprezentarea comparativă a numărului de condrocite izolate (stânga) și 

numărul total de condrocite obținut în primul pasaj (dreapta). 

 

Ca urmare, în grupul control în mediu au fost izolate 9.2x104 ±3.1x104 condrocite [164], 

atunci când în grupul experimental, prin monitorizarea continuă, au fost izolate aproape de 2 ori 

mai multe – 1.6x105 ±3.4x104 celule (p =0.001) (figura 4.3). De asemenea, durata îndelungată de 

expunere la colagenază a influențat negativ numărul celulelor izolate în grupul control 

comparativ cu cel experimental (p ˂0.001). Pe când la compararea valorilor procentuale, după 

numărarea celulelor în hemocitometru prin excludere cu 0.4% trypan albastru, în grupul de 

control a fost obţinută o rată de viabilitate celulară 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 
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de izolare a unui număr mic de celule, din motiv că celelalte au fost digerate de colagenază, orice 

reducere a viabilității poate avea efecte negative asupra potențialului de cultivare a acestora [151, 

164]. Având în vedere că numărul de celule viabile, din grupul control, ce au fost puse la 

cultivare în primul pasaj au fost de 7.5x104 ±2.1x104, iar în grupul experimental de 1.6x105 

±3.5x104 celule (p=0.001), durata de cultivare a condrocitelor ce include aderarea la suprafața de 

cultură celulară, multiplicarea, formarea de colonii cu tendință spre confluență, dar și 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 4.4). Ca 

urmare, numărul de celule obținute în primul pasaj în grupul 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).  

 
Figura 4.4. Confluența condrocitelor pe parcursul primului pasaj. 

 

Utilizarea tehnicelor histochimice de colorare a matricii extracelulare 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 colorarea lipsea sau era foarte slab 

exprimată. Același lucru este caracteristic și pentru colorarea cu Albastru de Toluidină și Fast 

Green, unde matricea extracelulară s-a colorat în albastru-violet. Astfel, a fost demonstrat că 

celulele izolate din cartilajul articular hialin, ce secretă matrice extracelulară specifică cartilajului 

sunt condrocite (figura 4.5). 

4.4 Discuții 

Izolarea și cultivarea condrocitelor este o etapă primordială în procesul de transplantare a 

condrocitelor autologe necesare în repararea cartilajului articular [6, 41, 42, 128, 130, 132, 133, 
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134, 164, 182]. De asemenea, condrocitele pot fi utilizate și in vitro cu scopul testării diferitor 

substanțe [169, 171, 190], implante, grefe predestinate tratamentului defectelor de cartilaj sau 

altor leziuni intraarticulare [164, 170, 185, 246]. 

Etapa de laborator, în procesul de transplantare a condrocitelor autologe, a asigurat 

numărul necesar de celule pentru transplantare, însă această etapă fiind și cea mai vulnerabilă. Pe 

lângă riscul înalt de contaminare și infectare a condrocitelor izolate, a fost determinat că efect 

negativ are și cultivarea condrocitelor în numeroase pasaje cu scop de a obține cantitatea 

suficientă de celule pentru transplantare. Factorul negativ în procesul de cultivare a condrocitelor 

este degradarea fibroblastică a condrocitelor sau așa numita dediferențiere condrocitară [164, 

179, 187].  

 

Figura 4.5. Colorarea specifică pentru cartilaj cu Safranin O și Albastru de Toluidină cu 

Fast green (Optika, IM-3F) (x100): CSM din măduvă osoasă – martor (a, b); condrocite 

din grupul control (c, d), condrocite din grupul experimental (e, f). 

 

Dediferențierea condrocitară a fost definită ca schimbarea formei condrocitului din rotundă 

în fusiformă similară fibroblastelor, diminuarea expresiei genelor GAG, COL2A1 și ACAN, 

intensificând expresia genelor COL1A1, astfel reducând sinteza de GAG, colagen tip II și 

agrecan, dar stimulând-o pe cea a colagenului de tip I [179, 187, 191, 192]. Aceste modificări au 

apărut începând cu al doilea pasaj [164, 187] și s-au intensificat pe parcursul cultivării, devenind 

evidente după 5 pasaje consecutive [19]. Astfel, dediferențierea fibroblastică a condrocitelor a 
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redus calitatea matricii extracelulare sintetizate după transplantare, aceasta devenind de tip 

fibrocartilaginos [166, 167, 179, 191, 192]. Ca urmare, reducerea duratei de cultivare în pasaje a 

fost esențială, deoarece reduce nu doar riscul de infectare a culturilor condrocitare, dar și gradul 

de degradare fibroblastică a acestora [164, 193]. Pentru a obține un număr suficient de 

condrocite normale pentru transplantare, în literatură au fost descrise metode de rediferențiere a 

condrocitelor. Din astfel de metode fac parte cultura condrocitelor pe suprafețe neaderente [185], 

cultura condrocitelor direct pe matricile tridimensionale cu ulterioara lor transplantare [191], 

cultivarea în condiții de presiune scăzută a oxigenului [194], stimularea mecanică [195], dar și 

utilizarea factorilor de diferențiere condrocitară [196], metodă utilizată în cadrul studiului [164].  

 

Figura 4.6. Colonii izolate de condrocite supraconfluente, formate ca urmare a unui număr 

mic de condrocite în cultură, colorate cu Safranin O (a) (x60), (b) (x150) și Albastru de 

Toluidină cu Fast green (c) (x60), (d) (x150) (MT-2, Olympus) [164]. 

 

Monitorizarea continuă a procesului de eliberare a condrocitelor prin digestie enzimatică 

din cartilaj articular a fost orientată spre obținerea unui număr mare de condrocite pentru a fi 

apoi cultivate într-un număr redus de pasaje până la obținerea cantității necesare de celule, dar și 

reducând gradul de degenerare fibroblastică a condrocitelor. La obținerea unui număr mic de 

condrocite viabile și cultivarea lor la o cifră mai mică de 3-3.5x103 celule/cm2 [164, 184, 193], a 

fost observată formarea de colonii condrocitare izolate, neconfluente, ca în 7 cazuri din grupul I 

(figura 4.6), iar în 2 din aceste cazuri, unde densitatea de popuare celulară de 2x103 celule/cm2, 

la transferul în pasajul II a avut loc stagnarea multiplicării celulare [164]. Odată ce numărul de 

celule este suficient ca coloniile celulare să se formeze uniform pe o suprafață de cultură 

celulară, numărul de celule obținute per pasaj va fi mai mare, iar creșterea izolată a coloniilor 
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celulare dictată de un număr mic de celule izolate, va ocupa o suprafață de cultură celulară mai 

restrânsă, ca urmare numărul de celule obținute per pasaj va fi mai mic [164, 166, 167]. 

Pe lângă obținerea condrocitelor prin digestie enzimatică a cartilajului articular, o altă 

modalitate, de asemenea, eficientă de izolare celulară este cea prin explant [130, 154, 189]. 

Având în vedere că în urma izolării condrocitelor prin monitorizare continuă în permanență 

rămâneau bucăți de cartilaj nedigerat, a fost posibilă combinarea a 2 metode de izolare a 

condrocitelor [164]. În prima etapă a avut loc obținerea unui număr mare de condrocite prin 

digestie enzimatică, iar în a doua etapă, cartilajul nedigerat a fost utilizat în calitate de explant 

pentru izolarea condrocitelor prin cicluri de reglare volumetrică [178] în microplăci pentru 

culturi celulare (figura 4.7). De asemenea, cartilajul nedigerat a putut fi supus repetat digestiei 

enzimatice cu o doză proaspătă de soluție de colagenază [164]. 

 

Figura 4.7. Colonii de condrocite formate prin explant, din bucăți de cartilaj nedigerat x40 

și x100 ( IM-3F, Optika). Izolarea condrocitelor prin cicluri de reglare volumetrică [164]. 

 

Identificarea celulelor izolate este o componentă indispensabilă a procesului de cultivare 

celulară, atât a condrocitelor, cât și a altor tipuri de celule [151, 164, 178]. Utilizarea metodelor 

histochimice de colorare cu Safranin O și Albastru de Toluidină cu Fast green, predestinate 

analizei histologice a cartilajului au fost suficiente pentru identificarea prezenței GAG și PG 

specifici țesutului cartilaginos articular la cultivarea condrocitelor în supraconfluență [166, 167]. 

În concluzie, condrocitele sunt celule larg utilizate cu scop de testare preclinică și clinică a 

regenerării țesutului cartilaginos hialin, dar și în tratamentul defectelor de cartilaj articular. 

Obținerea unui număr suficient de condrocite pentru transplantare într-un număr redus de pasaje, 

ar putea să fie cheia succesului în procesul de regenerare a țesutului cartilaginos. 
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5. OBȚINEREA GREFEI BIFAZICE DIN ȚESUT OSTEOCONDRAL PRIN 

TEHNICI DE INGINERIE TISULARĂ. 

 

5.1 Introducere 

Matricele tridimensionale utilizate la ziua de azi în calitate de suport celular pentru 

regenerarea de cartilaj articular în mare parte tind să mimeze componența matricii extracelulare a 

acestuia [94, 166, 167, 170, 172, 197, 198, 200]. Aceste structuri tridimensionale ar trebui să 

corespundă anumitor cerințe specifice, de ordin arhitectural, să dețină o biocompatibilitate 

excelentă, proprietăți fizico-chimice corespunzătoare acțiunii mecanice, dar și activității 

biologice inerente, cu scop de a asigura un micromediu necesar regenerării cartilajului articular, 

cât și a osului subcondral [94, 166, 167, 172, 203]. Astfel, utilizarea unui suport tridimensional 

ce reprezintă o structură bifazică, ierarhică așa cum este țesutul osteocondral [167, 170, 200, 

246] ce a fost demineralizat, decelularizat și perforat longitudinal pentru o invazie și populare 

celulară mai eficientă pare să fie mai rezonabilă [164, 167, 241].  Leziunile de cartilaj cauzate de 

artroză, traume, uzură legată de vârstă și patologii articulare cronice, duc la lezarea osului 

subcondral și a joncțiunii osteocondrale [170, 247], drept urmare într-o multitudine de cazuri de 

defecte de cartilaj este afectat și osul subcondral ce, de asemenea, necesită înlocuire [202, 219]. 

Materialul de grefare, fie el de origine biologică sau sintetică, utilizat în regenerarea defectului 

cartilaginos nu va putea adera la țesutul subiacent devitalizat cu scop de a regenera defectul de 

cartilaj [166, 201]. Ca urmare, în timpul intervenției chirurgicale o parte din osul subcondral se 

înlăturata, deoarece fixarea grefei în os era mai sigură, iar regenerarea os-os decurgea mult mai 

rapid comparativ cu cea cartilaj-cartilaj [167, 202]. Astfel de fixare a asigurat o stabilitate mai 

bună a cartilajului articular regenerat, cu păstrarea ierarhiei țesutului osteocondral în cadrul 

grefei, ce este esențială în regenerarea cartilajului articular [200, 244]. Este cunoscută, de 

asemenea, patentarea dopului osteocondral demineralizat [204], doar că acest țesut osteocondral 

nu a fost decelularizat [170, 215, 241, 245] sau perforat pentru repopulare cu celule autologe ce 

au potențial condroprogenitor. 

În studiul efectuat am utilizat țesut OC de iepure ce a fost demineralizat și apoi 

decelularizat în soluții cu concentrații diferite de detergent ionic – Sodiu dodecil sulfat și anionic 

– Triton X-100 [170]. Este cunoscut că cu cât concentrația de detergent este mai înaltă cu atât 

procesul de decelularizare decurge mai repede, însă are loc deteriorarea calității țesutului 

decelularizat [151, 170, 205, 215]. Pentru a determina efectele surfactanților asupra țesutului 

osteocondral ce a fost preventiv demineralizat au fost utilizate câte 3 concentrații diferite de 

detergenți. 
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5.2 Metode 

5.2.1 Pregătirea probelor de țesut osteocondral 

De la 5 iepuri eutanasiați au fost prelevate femurele distale, ce au fost congelate la -84°C. 

Înainte de procesare, cu un osteotom au fost înlăturate țesuturile moi și excesul de os. După 

spălarea de sânge cu apă distilată, 20 de condili femurali au fost introduși în soluție de 0.6M HCl 

[252] (Sigma, SUA). Masa medie a condililor femurali era de 689 ±91 mg (figura 5.1). Pentru 

demineralizarea unui condil au fost utilizate câte 250 ml soluție 0.6M HCl Sigma, SUA) ce a fost 

schimbată zilnic până la demineralizarea osului.  

 

Figura 5.1. Pregătirea țesutului osteocondral pentru demineralizare. 

 

Bucățile de țesut osteocondral (OC) au fost spălate într-un volum mare de apă distilată, de 

3 ori a câte 60 de minute și introduse în soluția de H2O2 de 3% (Eurofarmaco, Republica 

Moldova) pentru 24 ore pe un agitator magnetic (MS-3000, Biosan). Au fost utilizate câte 50 ml 

soluție H2O2 per condil, cu schimbarea soluției de 3 ori (figura 5.2). A doua zi probele au fost 

spălate de 4-5 ori cu apă distilată, apoi ținute în PBS cu pH 7.4. Soluția PBS a fost schimbată 

fiecare 6-12 ore, cu controlul pH-ului până la neutralizarea acidității. 

 

Figura 5.2. Demineralizarea și spălarea probelor de țesut osteocondral. 

 

5.2.2 Decelularizarea țesutului OC demineralizat 

După demineralizare și spălare, au fost create 6 grupuri experimentale de țesut OC. 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 
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(HiMedia, India) - TrX 2%, TrX 1% și TrX 0.5% [252]. Lotul martor era reprezentat de țesutul 

OC demineralizat. Decelularizarea a fost realizată cu ajutorul unui agitator orbital cu incubare 

(ES-20, Biosan) la 200 rpm, temperatura camerei (figura 5.3), pe parcursul a 24 ore. După 

decelularizare probele au fost spălate timp de 3 zile cu apă distilată prin agitare și schimbarea 

apei de 2 ori pe zi. Probele au fost introduse în eprubete de 50 ml și păstrate în frigider la 4°C 

(figura 5.4). 

 

Figura 5.3. Procesul de decelularizare a țesutului osteocondral demineralizat. 

 

 

Figura 5.4. Loturile de țesut demineralizat și de țesut demineralizat și decelularizat. 

 

5.2.3 Determinarea cantității de ADN restant în probe 

ADN-ul restant în probe a fost extras folosind kit-ul de purificare a ADN-ului genomic 

Thermo Scientific GeneJET (Thermo Scientific, Lituania) [170]. Pentru extragerea ADN-ului,  

am folosit micro-pipete (Thermo Scientific, Lituania) și vârfuri pentru ele, soluție de etanol 96% 

(Luxfarmol, Republica Moldova), tuburi Eppendorf de 1.5 ml, microcentrifugă (TGL-16K, 

Zhuhai Hema Medical Instrument), baie de apă (BAE-2, Raypa), spectrofotometru (NanoDrop 

2000C, Thermo Fisher) și mănuși din cauciuc. 

După spălare în apă distilată, probele au fost centrifugate la 4000 rpm timp de 20 de 

minute pe tifon steril pentru desicare [170, 245]. Probele au fost tăiate cu diferite lame de 
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bisturiu, câte 6 bucăți din fiecare probă de țesut OCDD, 6 bucăți din proba martor și 6 bucăți de 

țesut OC normal, fiecare a câte 20 mg (figura 5.5).  

 

Figura 5.5. Extracția ADN-ului cu trusa de purificare genomică Thermo Scientific 

GeneJET. 

 

Toate probele au fost introduse individual în tuburi Eppendorf de 1.5 ml, în care s-au turnat 

câte 180 μl de soluție pentru digestie, urmată de adăugarea a 20 μl de Proteinaza K cu pipetarea 

ulterioară [212, 215]. Probele au fost plasate în baia de apă la 56°C până la digerarea completă, 

care a durat 3 ore. Pe durata incubării în baia de apă, probele au fost periodic agitate. După 

digestia probelor în tuburile Eppendorf s-au turnat suplimentar 20 μl de ARN-ază. 

 

Figura 5.6. Coloanele pentru extragerea ADN-ului și soluțiile de lucru. 

 
După o pipetare minuţioasă probele su fost lăsate la temperatura camerei pentru 10 minute, 

apoi au mai fost adăugate încă câte 200 μl soluție de liză. Suspensia a fost amestecată bine timp 

de 15-20 secunde până la obținerea unei mase omogene, la care ulterior au mai fost adăugate câte 

400 μl soluție etanol de 50% şi s-a amestecat repetat. Suspensia obținută a fost introdusă într-o 

coloană de purificare ADN GeneJET genomic ADN, aceasta fiind fixată într-un tub de colectare 

(figura 5.6). Apoi, coloanele au fost centrifugate timp de 1 min la 6000 x g, după care au fost 

introduse în alte tuburi de colectare. În fiecare coloană au fost adăugate 500 μl soluție tampon de 

spălare I cu etanol în proporție de 1: 3, urmată de centrifugarea repetată timp de 1 min la 8000 x 

g și ulterioara schimbare a tubului de colectare. În fiecare coloană repetat s-au turnat câte 500 µl 

de soluție tampon de spălare I cu etanol 1: 3, urmat de centrifugare timp de 4 minute la 16000 x 

g. Apoi coloanele de purificare au fost introduse într-un tub Eppendorf de 1.5 ml în care s-au 

adăugat câte 200 μl soluție tampon de eluție în centrul coloanei, pentru eluția ADN-ului. Eluția a 

avut loc timp de 2 minute la temperatura camerei după care s-a centrifugat repetat la 8000 x g 
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timp de un minut [170]. Suspensia scursă în Eppendorf a fost scanată la spectrofotometru 

(NanoDrop 2000c, ThermoFisher) la lungimile de undă 260 și 280 nm, la valoarea de referință 

de 50 ng/μl (figura 5.7). 

 

Figura 5.7. Spectrofotometru NanoDrop 2000c. 

 

5.2.4 Examenul histologic 

Pentru a efectua examenul histologic probele au fost decalcificate în soluție de acid azotic 

10% v/v (Chem-Lab, Belgia) la temperatura camerei și procesate în histoprocesorul MTP 

Carousel de la SLEE medical (Nieder-Olm, Germania). Probele au fost încorporate în parafină în 

Centrul modular de încorporare a țesuturilor EC 350 de la Especialidades Médicas Myr 

(Tarragona, Spania). Ulterior, probele au fost secţionate la grosimea de 4 µm pe microtom CUT 

5062 de la SLEE medical (Mainz, Germania) și aplicate pe lamele. Probele au fost colorate cu 

Hematoxilină-Eozină și Albastru de Toluidină cu Fast Green. 

5.2.5 Evaluarea in vitro a biocompatibilității probelor obținute. 

5.2.5.1 Testul de citotoxicitate cu MTT 

Pregătirea celulelor pentru teste 

Au fost decongelate câte un criotub cu CSM şi condrocite a câte 5x105 celule fiecare şi 

introduse în flacoane de cultură celulară de 75 cm2 cu 15 ml mediu nutritiv corespunzător tipului 

de celulă. Mediul nutritiv a fost schimbat fiecare 2 zile până la o confluență de 80-90%. După 

tripsinizare, celulele au fost resuspendate în mediul de cultură pentru diluare până la concetrația 

de 1x104 celule/ml, apoi în plăci cu 48 de godeuri au fost turnate câte 500 μl suspensie 

celulară/godeu. 

Pregătirea probelor 

Cu o lamă de bisturiu, au fost tăiate 18 bucăți de țesut OC demineralizat și decelularizat 

din fiecare lot cu dimensiuni de 1x2x3 mm. În calitate de martor a servit țesutul OC 

demineralizat. Apoi, bucățile au fost introduse în eprubete de 15 ml și sterilizate cu alcool 70% 

(Eladum Pharma, Republica Moldova) timp de 120 min (figura 5.8). Probele au fost spălate de 
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două ori cu apă distilată sterilă și monitorizate în HBSS cu roșu de fenol (Sigma, Marea Britanie) 

la temperatura camerei peste noapte, pentru a determina prezența modificărilor de pH.   

 

Figura 5.8. Probe de țesut osteocondral pregătite pentru teste. 

 

Ziua următoare soluția de HBSS cu roșu de fenol a fost schimbată doar în tuburile în care 

au avut loc modificări de culoare, după care probele au fost depozitate în frigider la 4-8°C până 

la începutul testării. Ziua următoare, după distribuirea CSM și a condrocitelor prin plăcile cu 48 

de godee (CytoOne, Germania), câte 3-4 bucăți din fiecare tip de țesut OCDD și martor au fost 

introduse în fiecare placă cu CSM și condrocite, numărul godeelor de control au variat între 7 și 

11. Rezultatele au fost evaluate la 24, 48 și 72 ore (figura 5.9). 

 

Figura 5.9. Probele pentru testul de citotoxicitate cu MTT, (a) modificarea culorii HBSS cu 

roșu de fenol, (b) plăcile în care au fost testate probele pe CSM și (c) plăcile în care au fost 

testate probele pe condrocite. 

 

Efectuarea testului cu MTT 

După primele 24 de ore de incubare a celulelor cu probele experimentale, câte o placă cu 

CSM și condrocite au fost scoase din incubator. Din godee cu mare prudență, cu o pincetă 

ascuțită, fără a atinge fundul godeelor au fost scoase toate probele, după care cu o micropipetă a 

fost înlăturat tot mediul de nutriție. În condiții obscure în fiecare godeu s-au turnat câte 500 μl 

soluție de lucru MTT 0.5% v/v pregătite pentru CSM și pentru condrocite respectiv. Plăcile au 

fost învelite cu folie de staniol și introduse în incubator (Smart Cell, Heal Force) la 37°C, 

5%CO2. Plăcile cu CSM au fost incubate timp de 2 ore, iar cele cu condrocite timp de 3 ore, apoi 

soluțiile cu MTT au fost extrase din plăci, iar înapoi au fost turnate câte 500 μl de isopropanol 

(Stanchem, Polonia). Plăcile au fost învelite în folie de staniol și agitate (ES-20, Biosan) la 150 

rpm timp de 10 minute [252]. După solubilizarea formazanului câte 200 μl de soluție albastru-
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violet de formazan solubilizat au fost transferate în godeele plăcilor de 96 godee (Sofra, China) 

și scanate cu spectrofotometru (TECAN) la 570 nm lungime de undă (figura 5.10). 

 

Figura 5.10. Efectuarea testului de citotoxicitate cu MTT. 

 

5.2.5.2 Testul de populare celulară 

Pregătirea probelor 

Cu un bisturiu din țesuturile OCDD și martor au fost secționate câte 4 bucăți de țesut de 

aproximativ 1x3x4.5 mm, care mai apoi au fost introduse în eprubete sterile de 15 ml și 

sterilizate timp de 120 minute cu alcool de 70% (Eladum Pharma, Republica Moldova) (Figura 

5.11). Apoi, eprubetele cu probe au fost introduse în hota cu flux laminar (LN 090, Nuve) unde 

au fost spălate cu PBS (HiMedia, India) de 3 ori, după care în eprubete s-a turnat HBSS cu roșu 

de fenol (Sigma, Marea Britanie) și au fost păstrate pentru 24 ore la temperatura camerei. 

 

Figura 5.11. Pregătirea probelor pentru testul de populare celulară. 
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Ziua următoare, HBSS din eprubetele în care s-a schimbat culoarea a fost înlocuit cu 

HBSS proaspăt și au fost lăsate repetat peste noapte, iar celelalte probe în care pH-ul nu a suferit 

modificări au fost introduse în frigider la 4°C. Cu o zi înainte ca celulele sa fie adăugate la probe, 

acestea au fost introduse în plăci cu 96 godee (Sofra, China). Probele au fost împărțite în 2 

grupuri – cele ce vor fi testate cu CSM și cele ce vor fi testate cu condrocite, după care la fiecare 

probă în godeu au fost turnate câte 200 μl mediu de cultură celulară specific pentru tipul de 

celule ce a fost utilizat [170]. 

Popularea probelor 

Peste 24 ore au fost pregătite suspensiile celulare de CSM și condrocite cu o concentrație 

de 5x104 celule/ml. Din plăcile de 96 godee cu probe a fost înlăturat tot mediul de cultură 

celulară turnat anterior [170, 253]. În fiecare godeu s-au turnat câte 200 μl de suspensie cu 1x104 

celule, după care plăcile au fost incubate la 37°C, 5%CO2. Ziua următoare în ficare godeu au fost 

turnate suplimentar câte 100 μl mediu pentru culturi celulare, iar la ziua a treia probele populate 

cu celule au fost transferate în plăci cu 48 de godee, la care s-au turnat câte 500 μl mediu de 

cultură celulară pentru tipul celulelor utilizate (figura 5.12). Fiecare 48 ore mediile de cultură au 

fost schimbate pe jumătate. La termen de 7 și 14 zile probele au fost scoase de la incubare și 

colorate cu DAPI. 

 

Figura 5.12. Popularea probelor cu CSM și condrocite. 

 

Colorarea probelor cu DAPI 

Probele scoase din incubator la 7 și 14 zile, au fost spălate cu PBS cu calciu și magneziu 

(Sigma, Marea Britanie), după care în fiecare godeu s-a turnat câte 1 ml de soluție 

paraformaldehidă 4%. Plăcile au fost sigilate cu parafilm și lăsate peste noapte la temperatura 

camerei [170, 252, 253]. Probele au fost spălate de 2 ori cu PBS cu calciu și magneziu și lăsate 

peste noapte în 1 ml de aceeași soluție. Ziua următoare, după înlăturarea PBS, în godee au fost 
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adăugate câte 500 μl soluție de permeabilizare membranară, după care plăcile au fost introduse 

în frigider la 4°C pentru 30 de minute. Probele apoi au fost spălate cu PBS de 3 ori a câte 10 

minute și transferate cu o pincetă în alte godee curate. În condiții de luminozitate redusă la 

fiecare probă au fost adăugate câte 500 μl soluție de lucru DAPI, apoi plăcile a fost învelite în 

folie de staniol și lăsate la temperatura camerei pentru 30 minute. După înlăturarea soluției de 

lucru DAPI, godeele au fost spălate repetat de 3 ori câte 10 minute cu PBS cu calciu și 

magneziu, după care în godee au fost turnate câte 100 μl soluție de lucru DAPI, iar probele au 

fost examinate prin microscopie fluorescentă (DM IL, Leica). 

5.2.5.3 SEM a probelor populate cu celule 

În aceleași condiții descrise anterior, probele de țesut OCDD și martor au fost populate cu 

CSM și condrocite. Celulele au fost cultivate timp de 14 zile. Apoi, la extragerea din incubator 

au fost spălate cu PBS cu calciu și magneziu (Sigma, Marea Britanie) de 2 ori, fixate în soluție 

glutaraldehidă de 2.5% cu pH-ul de 7.2-7.4 (Alfa Aesar, Germania) și ținute în frigider la 4°C 

peste noapte. Ulterior, probele au fost spălate repetat cu PBS și apă distilată urmate de 

prelucrarea cu diferite concentrații de alcool (Luxfarmol, Republica Moldova). Soluțiile de 

alcool de diferită concentrație au fost schimbate consecutiv fiecare 10 minute pentru dehidratarea 

probelor, începând cu 10%, 30%, 50%, 70%, 90% și 96%. Probele au fost lăsate la temperatura 

camerei până la uscare, după care a fost efectuată metalizarea suprafețelor probelor cu un strat 

ultrasubțire de aur la presiunea de 0.1 mbar timp de 30 secunde în 108 Auto Sputter Coater 

(Cressington, SUA) (Figura 5.13) și scanate la microscopul electronic Vega 5130 instrument de 

la Tescan (Brno, Czech Republic) în Laboratorul de testare a materialelor de la UTM.  

 

Figura 5.13. Acoperirea probelor cu strat subțire de aur în dispozitivul Cressington Sputter 

Coater 108 auto (a) și microscopul pentru scanarea eletronică Vega 5130, Tescan (b). 

 

5.2.6 Testul de umflare 

Pentru realizarea testului au fost utilizate coloanele din kit-ul de purificare a ADN-ului 

GeneJET genomic ADN (ThermoFisher, Lituania), ce au fost fixate la seringi de 1 ml printr-un 

fragment mic de tub de la picurătoare. Din fiecare probă de țesut OCDD au fost tăiate și cântărite 

câte trei bucăți, care mai apoi au fost introduse câte una în coloanele de purificare. Cu seringa a 
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fost injectat în coloană 1 ml de PBS pH 7.4. Probele au fost plasate în termostat la 37°C timp de 

24 de ore (figura 5.14). În calitate de martor au servit probele de țesut OC demineralizat. A doua 

zi, lichidul din coloane a fost aspirat înapoi în seringă și a fost apreciat volumul de PBS reținut 

de probe. Gradul de umflare a fost determinat după formula (12):  

GUmax= ×100 (%),  (12); 

unde 𝑚𝑓 = 𝑚𝑖 + 𝑚𝑎𝑏𝑠 ; 

𝑚𝑖 este masa inițială a probei, iar 𝑚𝑎𝑏𝑠 reprezintă masa de solvent absorbită după 24 ore;  

mabs = densitatea x volumul absorbit; 

Calculele au fost făcute reieșind din faptul că densitatea soluției de PBS este 1.12 mg/ml (g/l).  

 

Figura 5.14. Pregătirea probelor și realizarea testului de umflare. 

 

5.2.7 Testul de degradare enzimatică 

Pentru realizarea testului câte 3 probe din fiecare tip de țesut OCDD și martor au fost 

liofilizate (VaCO II, Zirbus) la 0.05mbar timp de 16 ore, după care au fost cântărite pe un cântar 

analitic (Isolab, Germania) și introduse în flacoane din sticlă de 10-12 ml cu capac din cauciuc. 

La fiecare 5 mg de probă, în flacoane au fost turnate câte 2 ml de soluție colagenază 0.01%, apoi 

probele au fost introduse în termostat la 37°C (figura 5.15). La termen de 2, 4, 24, 48, 72 ore, 7 și 

14 zile din flacoane au fost extrase câte 200 µl de suspensie de proteină degradată ce a fost 

introdusă în tuburi pentru teste din sticlă (Isolab, Germania). 

 
Figura 5.15. Probe de țesut osteocondral în incubator în timpul testului de degradare 

enzimatică. 
 

Înapoi în flacoane au fost turnate câte 200 µl soluție proaspătă de colagenază de 0.01% 

[170, 252, 253]. În tuburile pentru teste cu suspensia proteică ce a fost extrasă a fost adăugat câte 

1 ml de reactiv de nihidrină. Tuburile au fost acoperite cu folie de staniol și introduse în baia de 
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apă (BAE-2, Raypa) la 100°C, timp de 20 minute. După fierbere, conținutul tuburilor a fost 

transferat în baloane cotate de 5 ml (Isolab, Germania), în care a fost turnat isopropanol 

(Stancem, Polonia) în proporție de 1:1 cu apă distilată până la zenit. Conținutul baloanelor cotate 

a fost turnat înapoi în tuburile pentru teste. Din fiecare tub, în godeele unei plăci de 96 godee 

(Sofra, China) au fost transferate câte 30 µl de soluție de culoare albastră, ce a fost suplinită cu 

isopropanol și apă distilată 1:1 până la 150 µl. Placa a fost agitată timp de 10 minute la 150 rpm 

(ES-20, Biosan) și scanată la spectrofotometru (TECAN) cu lungimea de undă 570 nm (figura 

5.16).  

 

Figura 5.16. Procesarea suspensiei proteice în cadrul testului pentru degradarea 

enzimatică: fierberea tuburilor cu suspensie proteică și reactiv de ninhidrină (a), diluarea 

proteinei fierte cu isopropanol (b) și scanarea la spectrofotometru (c). 

 

Elaborarea curbei standard de glicină 

Într-un pahar de sticlă cu 6 ml de apă distilată au fost dizolvate 50 mg de glicină, apoi 

volumul a fost adus la zenit într-un balon cotat de 10 ml. Cu o micropipetă, din balon au fost 

transferate într-un godeu a plăcii cu 24 godee (TPP, Suedia) 2 ml soluție de glicină, iar înapoi au  

fost turnate alți 2 ml. După omogenizarea conținutului, procesul a fost repetat încă de 19 ori.  

 
Figura 5.17. Curba standard de glicină. 
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Concentrațiile soluțiilor de glicină din balonul cotat de 10 ml fiind următoarele: 1 – 50 mg; 

2 – 40 mg; 3 – 32 mg; 4 – 25,6 mg; 5 – 20,48 mg; 6 – 16,384 mg; 7 – 13,107 mg; 8 – 10,485 mg; 

9 – 8,388 mg; 10 – 6,71 mg; 11 – 5,368 mg; 12 – 4,294 mg; 13 – 3,435 mg; 14 – 2,748 mg; 15 – 

2,199 mg; 16 – 1,759 mg;17 – 1,407 mg; 8 – 1,125 mg; 19 – 0,9 mg; 20 – 0,72 mg. Apoi, din 

godeele plăcii au fost prelevate câte 200 μl de soluție glicină de diversă concentrație și introduse 

în tuburi pentru teste (Isolab, Germania). Soluțiile de glicină au fost procesate conform metodei 

descrise la procesarea suspensiei proteice. Rezultatele obținute au fost introduse în grafic (figura 

5.17), cu includerea liniei de trend și formulei de calcul (13) pentru aprecierea concentrației de 

proteină digerată la 10 ml în dependență de absorbanța la lungimea de undă de 570 nm:  

y = 0,0524x + 0,0705 (13); 

unde y este absorbanța la 570 nm; iar x – concentrația de proteină digerată la 10 ml;  

prin urmare 𝑥 =
,

,
. 

5.2.8 Determinarea modulului de elasticitate 

Modulul de elasticitate al probelor a fost apreciat cu ajutorul analizorului de texturi TA.XT 

plus. Pentru a analiza gradul de elasticitate bucăți de țesut OCDD și martor au fost liofilizate la 

0.05 mbar (VaCO II, Zirbus). Probele au fost apoi ținute în PBS pH 7.4 timp de 4 ore la 

temperatura camerei, după care a fost calculată aria suprafețelor fiecărei probe și efectuat testul 

mecanic (figura 5.18). 

 

Figura 5.18. Aprecierea modulului de elasticitate a probelor de țesut demineralizat și 

decelularizat cu analizorul de texturi TA.XT plus. 

 

5.3 Rezultate 

5.3.1 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 de iepure conține 40.65 ±15.25 ng/µl de ADN [170]. Ca urmare a utilizării 

a 0.6M HCl pentru demineralizarea osului din complexul osteocondral a fost determinat că 
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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 conținutul ADN-ului din probe. În final, timp 

de 24 ore ADN-ul a fost înlăturat până la un conținut mai mic de 5% prin utilizarea soluțiilor de 

SDS cu concentrația de 1% și 2%, dar și soluția de TrX cu concentrația de 1% (figura 5.19). 

Diferența dintre cantitatea de ADN restant în proba martor și în probele experimentale 

comparativ cu țesutul OC normal este reprezentată în tabelul 5.1. La compararea concentraței de 

ADN în lotul martor – țesut OC demineralizat, cu cea a probelor experimentale, de asemenea, a 

fost determinată o diferență semnificativă (p ˂0.01). 

 
Figura 5.19. Concentrația de ADN în țesutul OC normal, demineralizat și demineralizat-

decelularizat. 

 

Tabelul 5.1. 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 
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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 fiind mai mare, rezultatele sunt 

prezentate în tabelul 5.2. 

 
 

 

Figura 5.20. Examenul histologic al țesutului OC normal, demineralizat și demineralizat-

decelularizat cu SDS și TrX de diferite concentrații la magnificarea x100. 
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Tabelul 5.2. Compararea conținutului de ADN după decelularizare cu diferiți surfactanți de 

aceeași concentrație. 

Grupele comparate t-test 
SDS 0.5% și TrX 0.5% p =0.95 

SDS 1% și TrX 1% p =0.133 
SDS 2% și TrX 2% p =0.003 

 

5.3.2 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 (figura 5.20), dar cu mult 

mai joasă comparativ cu proba martor sau cartilajul normal [170, 253].  

5.3.3 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 5.21). 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 era 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 5.21). 

5.3.4 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 este mai abundentă în 

cazul condrocitelor la 7 zile de cultivare. La ziua a 14-a de cultură celulară, gradul de populare a 

probelor era uniform de abundent, atât cu condrocite, cât și cu CSM (figura 5.22). 

5.3.5 Scanarea electronomicroscopică 

În figura 5.23 sunt prezentate rezultatele SEM a probelor de cartilaj articular populate cu 

CSM și condrocite. La SEM a fost determinată prezența diferenței între țesuturile populate cu 
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celule și cele nepopulate. În cazul 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, iar pe cele nepopulate a fost vizualizată ultrastructura țesutului osteocondral și 

prezența lacunelor în care s-au aflat condrocitele, acestea aproape lipsind completamente în cazul 

probelor prelucrate cu SDS de 1% și 2%. 

 
 

 
 

 
Figura 5.21. 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 5.22. Rezultatele populării probelor de țesut osteocondral cu condrocite și CSM, 

colorate cu DAPI și vizualizate prin microscopie cu fluorescență (DM IL, Leica) x100. 
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Figura 5.23. Sunt prezentate probele populate cu celule condroprogenitoare tratate și 

netratate cu surfactanți, magnificare de x150-x200, Vega, Tescan. 
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5.3.6 Degradarea enzimatică 

Conform rezultatelor obținute este prezentă diferență statistic semnificativă între grupurile 

experimentale în perioade diferite ale degradării enzimatice. În tabelul 5.3 este prezentată 

semnificația statistică la compararea loturilor experimentale cu lotul martor în perioade diferite 

de evaluare a concentrației de aminoacizi, ca urmare, a degradării enzimatice, dar și semnificația 

statistică la compararea rezultatelor obținute pe toate grupele experimentale (ANOVA). 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.  

Tabelul 5.3. Semnificația statistică a rezultatelor degradării enzimatice a probelor tratate 

cu surfactanți versus lorul martor (p). 

  2 ore 4 ore 24 ore 48 ore 72 ore 7 zile 14 zile 

SDS 0.5% p =0.398 p =0.132 p <0.001 p =0.002 p =0.008 p =0.001 p =0.001 
SDS 1% p =0.020 p =0.070 p <0.001 p =0.001 p =0.003 p <0.001 p =0.001 
SDS 2% p =0.014 p =0.063 p <0.001 p <0.001 p =0.002 p <0.001 p <0.001 

TrX 0.5% p =0.149 p =0.733 p =0.688 p =0.072 p =0.473 p =0.354 p =0.788 
TrX 1% p =0.651 p =0.474 p =0.036 p =0.118 p =0.145 p =0.046 p =0.593 
TrX 2% p =0.344 p =0.706 p =0.250 p =0.569 p =0.376 p =0.117 p =0.884 

ANOVA p =0.009 p =0.004 p <0.001 p <0.001 p <0.001 p <0.001 p <0.001 

 
Următoarele probe, cu o viteză înaltă de degradare enzimatică au fost cele decelularizate cu 

TrX de 1% și 2% (p >0.1). Comparativ cu lotul martor, acestea nu și-au atins valorile maxime de 

aminoacizi până la ziua a 14-a a experimentului (p >0.1).  

 

Figura 5.24. Reprezentarea grafică a rezultatelor degradării enzimatice a probelor cu 

colagenază [170].  
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A fost determinat că probele de țesut OC demineralizat 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 clar a fost observat începând cu perioada de 24 ore de la începutul 

testului (p <0.01). De asemenea, a fost constatată o corelație negativă între concentrația de SDS 

utilizat și viteza de degradare enzimatică, care a fost semnificativă la termen de 24 ore și 14 zile 

(p <0.05), cu cât concentrația de SDS utilizată pentru decelularizare a fost mai mare, cu atât 

viteza de degradare enzimatică a fost mai mică (figura 5.24). Cea mai mică viteză de degradare a 

fost în grupul țesuturilor OC demineralizate și decelularizate cu SDS de 2% (p <0.01). 

5.3.7 Testul de umflare  

Rezultatele obținute la măsurarea capacității de umflare a probelor de țesut OC 

demineralizat și celor supuse decelularizării cu SDS și TrX nu prezintă diferență semnificativă (p 

>0.05). Drept urmare a fost determinat că între probele testate gradul de hidrofilie este același. În 

tabelul 5.4 sunt reprezentate rezultatele și valorile de semnificație statistică a testului de umflare. 

Tabelul 5.4. Rezultatele testului de hidrofilie a probelor de țesut OC demineralizat și 

decelularizat, raportate la lotul martor. 

Tip decelularizare 
probă  

Grad de umflare (%) 
X ±DS 

p 

OC demineralizat 440.66 ±160.36  
SDS 0.5% 560.19 ±365.45 p >0.5 
SDS 1% 302.12 ±116.21 p >0.2 
SDS 2% 722.08 ±280.13 p >0.2 
TrX 0.5% 515.38 ±290.79 p >0.7 
TrX 1% 462.48 ±86.43 p >0.8 
TrX 2% 485.12 ±232.89 p >0.7 
ANOVA p >0.5  

 

5.3.8 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, deoarece provin de la animale diferite, se caracterizează printr-un 

grad diferit de mineralizare a osului subcondral, grosime a cartilajului și grad de compactare a 

țesutului osos demineralizat. Rezultatele comparării datelor obținute la evaluarea modulului de 

elasticitate sunt prezentate în tabelul 5.5.  
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Tabelul 5.5. Rezultatele determinării modulului de elasticitate a probelor de țesut OC 

demineralizat și decelularizat, raportate la lotul martor și țesutul OC normal. 

Tip decelularizare 
probă 

E(N/m2) 
X ±DS 

p1 p2 

OC normal 5120.58 ±1701.83   
OC demineralizat 188.04 ±47.88 p =0.001  
SDS 0.5% 292.55 ±25.86 p =0.001 p =0.009 
SDS 1% 252.19 ±61.99 p =0.001 p >0.1 
SDS 2% 148.79 ±42.60 p =0.001 p >0.2 
TrX 0.5% 137.25 ±47.07 p =0.001 p >0.1 
TrX 1% 280.83 ±72.72 p =0.001 p >0.07 
TrX 2% 163.03 ±14.86 p =0.001 p >0.3 
ANOVA p <0.001   
p1 – semnificația statistică la compararea valorilor medii a probelor cu țesutul 
OC normal; 
p2 – semnificația statistică la compararea valorilor medii a probelor cu țesutul 
OC demineralizat; 

 

5.4 Discuții 

Grefa osteocondrală demineralizată, decelularizată și perforată a fost gândită în așa fel ca 

să combine transplantul de țesut osteocondral alogen sau xenogen decelularizat îmbibat cu celule 

proprii recipientului la nivelul defectului de cartilaj, similar transplantului de cartilaj [170]. 

Utilizarea concentrațiilor diferite de surfactanți a permis să apreciem efectul acestora asupra 

țesulului osteocondral. În literatura sunt descrise combinații diverse de susbstanțe utilizate în 

decelularizarea diferitor țesuturi și organe. Deoarece cartilajul articular este un țesut dens [12, 

206], are ca consecință o durată indelungată de decelularizare, drept urmare acesta poate fi 

decelularizat complet doar după mărunțire [172, 200, 207, 243].  

Utilizarea HCl de 0.6 M cu scop de a decalcifica osul subcondral a redus semnificativ și 

cantitatea ADN-ului din țesut, până la 78% (p˂0.001). Astfel spus, conținutul de ADN din țesut a 

fost micșorat fără a recurge la mărunțirea prin secționare [170, 208], mărunțirea după expunerea 

la cicluri de criocongelare în NO2 [172] sau utilizarea consecutivă a mai multor tipuri de 

surfactanți, dar și a ADN-azelor pentru a ajunge la înlăturarea ADN-ului din țesuturi ˃95% [172, 

200]. Conform datelor din literatură, utilizarea HCl urmată de tratarea cu pepsină, a înlăturat 

eficient ADN-ul, însă a dus la pierderi semnificative de GAG, dar cu păstrarea structurii 

colagenice intacte [206]. De asemenea, țesutul poate fi considerat decelularizat atunci când 

cantitatea de ADN ˂50 ng/mg de țesut, lipsa nucleelor la colorarea cu Hematoxilină-Eozină și cu 

DAPI, doar că acești parametri au fost stabiliți pe țesuturi moi de tip vas sangvin, piele, valve 

cardiace, intestin subțire, pericard, etc și nu pe țesuturi dure precum osul și cartilajul [206, 209, 

215, 245]. În literatură a fost raportat că TrX comparativ cu SDS a prezentat o pierdere mai mică 

de GAG la decelularizarea țesuturilor biologice [205, 210], însă în cercetarea efectuată a fost 

determinat că TrX a spălat GAG din cartilaj mult mai puternic ca SDS, dar totuși, obținerea unor 
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rezultate foarte bune la testul de viabiliate celulară prin utilizarea condrocitelor a confirmat 

prezența condițiilor favorabile activității acestora [172]. Totodată testul de populare celulară a 

demonstrat că atât grefele decelularizate cu SDS, cât și cele decelularizate cu Triton X-100 

asigură un nivel înalt de multiplicare celulară la termen de 14 zile, chiar dacă la 7 zile probele 

erau populate mai abundent cu condrocite decât cu CSM, acestea fiind vizualizate foarte bine la 

microscopia fluorescentă cu DAPI, dar și la SEM [170]. 

O constatare neașteptată a fost și viteza diferită de degradare enzimatică a probelor și că 

aceasta depinde în mod direct de tipul și concentrația surfactantului utilizat. În cazul 

decelularizării cu Triton X-100, a fost determinat că degradarea enzimatică este cu puțin mai 

lentă însă apropiată de cea a probelor OCD (p >0.1). Însă probele tratate cu SDS prezintă o 

durată cu mult mai îndelungată de degradare enzimatică comparativ cu proba martor, ceea ce s-a 

determinat în special de la 24 ore (p <0.01). Această rezistență la colagenază poate fi explicată 

prin blocarea porțiunilor C-terminale a moleculelor proteice de către SDS prin legarea unei 

molecule de calciu [211]. Anume legarea calciului a asigurat probele cu o anumită rezistență față 

de colagenază.  

Incomparabilitatea probelor la determinarea rezistenței mecanice și gradului de umflare al 

probelor era cauzată cel mai probabil de structura heterogenă a probelor. Aceastea fiind 

constituite din partea osoasă și cartilagenoasă ce au grosime, densitate și porozitate diferite. Cu 

toate acestea rezistența mecanică fiind cu mult mai redusă comparativ cu țesutul OC normal (p 

=0.001), valorile căruia sunt de 5120.58 ±1701.83 N/m2 [170].   

În urma studiului efectuat in vitro pe țesut osteocondral de iepure, am ajuns la concluzia că 

cea mai indicată grefă pentru continuarea testelor in vivo pe iepuri, și anume cu scop de a fi 

combinată cu condrocite și CSM a fost grefa din țesutul OC demineralizat ce a fost 

decelularizată SDS de 1%. Deoarece prezintă cea mai mică valoare medie de conținut al ADN-

ului, circa 2.95% (95% IÎ:0.34-5.55) din conținutul de ADN în țesutul OC normal. Surfactantul 

utilizat pentru decelularizare spală mai lent GAG din cartilaj și asigură o viteză de degradare 

enzimatică mai lentă comparativ cu TrX de aceeași concentrație, ceea ce poate asigura 

substituirea trepatată a grefei cu țesut propriu gazdei [170, 211]. 
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6. TESTAREA IN VIVO A GREFELOR COMBINATE ÎN REGENERAREA 

CARTILAJULUI ARTICULAR. 

 

6.1 Introducere 

Combinarea grefelor obținute pe cale sintetică sau din structuri biologice cu diverse tipuri 

de celule pare a fi o modalitate eficientă în regenerarea de organe și țesuturi [166, 212, 216]. În 

literatură au fost descrise mai multe modalități de regenerare a țesuturilor și organelor prin 

combinarea matricilor tridimensionale cu diverse celule. Ca exemple de grefe combinate pot 

servi: membrana amniotică umană ce a fost combinată cu CSM din MO în tratamentul defectelor 

de piele la iepure [166, 167, 212, 213]; trahei sintetice ce au fost obținute din policaprolactonă 

prin 3D imprimare combinate cu CSM, condrocite induse din celule stem pluripotente și celulele 

epiteliale bronșice umane, cu scopul de a obține un organ funcțional [167, 214]. De asemenea, a 

fost descris procedeul de obținere a vaselor sangvine bifazice din policaprolactonă și colagen tip 

I ce a fost combinat cu celule musculare netede și celule endoteliale [215], dar și combinarea 

diferitor structuri tridimensionale monofazice obținute din colagen tip I, tip I/III sau atelocolagen 

tip I cu CSM sau condrocite pentru restabilirea cartilajului articular [47, 167, 203, 216]. În 

literatură au fost întâlnite combinări de celule prin utilizarea de structuri hibride, bi- sau trifazice, 

obținute prin amestecarea colagenului cu  chitosan [167, 217, 249], acid hialuronic cu sau fără 

condroitin sulfat [41, 42, 167, 242], cu fire de mătase [221], sau țesuturi animale procesate prin 

tehnici de inginerie tisulară [15, 166, 167, 168]. Pe lângă aceasta au mai fost descrise și 

strucuturi necolagenice obținute din agaroză [167, 221], alginat de sodiu, gelatină [167, 223], 

policaprolactonă [138], cu un spectru larg de utilizare în obținerea de grefe ce, de asemenea, pot 

fi combinate cu CSM sau condrocite pentru regenerarea cartilajului articular [167]. 

Se cunoaște că majoritatea matricilor tridimensionale ce au fost utilizate în combinație cu 

celule condroprogenitoare sunt de origine sintetică. Acestea tind să corespundă proprietăților 

specifice cartilajului pentru a putea fi utilizate în combinație cu CSM sau condrocite [41, 138, 

218, 249]. Grefa osteocondrală ce a fost concepută din țesut osteocondral prin demineralizare, 

decelularizare și perforare longitudinală prezintă un potențial înalt de utilizare în combinare cu 

CSM sau condrocite în regenerarea cartilajului articular [170, 229], deoarece baza acelulară este 

constituită din țesutul cu structură bifazică și ierarhică, anume tipul ce necesită a fi regenerat 

[200]. Capacitatea de penetrare și proliferare a celulelor cu care au fost populate aceste grefe a 

fost asigurată de gradul înalt de perforare a acestora. De asemenea, lipsa imunogenității a redus 

posibilitatea unei reacții de rejet a grefelor, iar combinarea acestora cu celule autologe ca 

condrocitele sau CSM ar putea asigura remodelarea tisulară țintită. Din punct de vedere teoretic 

în cazul utilizării de CSM remodelarea tisulară ar putea decurge mai bine. Aceasta se datorează 
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faptului că la cultivarea in vitro a CSM pe țesut osos acestea diferențiază în celule osoase, iar la 

cultivarea pe țesut cartlaginos, CSM diferențiază în condrocite [172]. 

6.2 Metode 

Cerectările experimentale in vivo au fost efectuate pe 36 iepuri de casă cu vârsta medie de 

4.5 ±0.5 luni. Animalele au fost repartizate în trei loturi, a câte 12 iepuri în lot după cum 

urmează: 

Lotul I – iepuri tratați cu grefe ODDG combinate cu condrocite, a fost constituit din 4 masculi și 

8 femele, cu masa de 3.52 ±0.42kg; 

Lotul II – iepuri tratați cu grefe ODDG combinate cu CSM, a fost constituit din 7 masculi și 5 

femele, cu masa de 3.37 ±0.57kg; 

Lotul III – martor – iepurii tratați cu grefe osteocondrale autologe, a fost constituit din 7 masculi 

și 5 femele, cu masa de 3.52 ±0.62kg. 

Din punct de vedere statistic nu a fost determinată vre-o diferență între variabilele continui 

ca vârsta, masa corporală și variabila dihotomică genul iepurilor din loturile experimentale create 

(p ˃0.3). În cazul în care animalul era exclus din experiment în baza criteriilor prestabilite, acesta 

a fost înlocuit cu altul. Astfel, cazuri experimentale eșuate ce au fost excluse din experiment au 

fost 7, dintre care 2 iepuri au suportat fracturi intraoperator a regiunilor meta- și epifizare, iar alți 

5 în perioada postoperatorie la intervale de la 3 zile până la 4 săptămâni au murit din motive 

necunoscute. Din cei decedați în 4 cazuri au fost transplantate grefe combinate cu CSM și într-un 

caz o grefă combinată cu condrocite  

6.2.1 Pregătirea grefelor pentru transplantare 

Pentru transplantarea grefelor combinate cu CSM și condrocite, de la iepurii eutanasiați în 

cadrul experimentului au fost prelevate femurele distale și păstrate la -84°C.  

 

Figura 6.1. Dispozitivul de manufactură cu care au fost secționate circular grefele OCDD: 

(a) structura dispozitivului din cuțit circular și troacar, (b) diametrul intern al 

dispozitivului cu o grefă secționată. 

 

Pentru obținerea grefelor, după înlăturarea țesuturilor moi, femurele prelevate au fost 

demineralizate în HCl de 0.6 M. Ulterior, cu un cuțit circular de manufactură (figura 6.1) de pe 
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suprafața portantă a fiecărui condil au fost secționate bucăți de țesut osteocondral cu diametrul 

de 3.61 ±0.1mm și înălțimea de 4.33 ±0.11mm, în total 31 bucăți de țesut OCD cu 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% (Eurofarmaco, Republica Moldova) timp de 24 

ore și cu alcool de 70% (Eladum Pharma, Republica Moldova) timp de 6 ore pe un agitator cu 

incubare la 200 rpm. Probele de țesut OCD obținute au fost spălate cu apă distilată prin agitare 

de 3 ori câte o oră, după care au fost supuse decelularizării cu SDS de 1% pe parcursul a 24 ore 

tot prin agitare. După decelularizare, grefele OCDD perforate longitudinal au fost spălate repetat 

cu apă distilată pe parcursul a 3 zile, schimbând apa de 2-3 ori pe zi. Ulterior, grefele au fost 

introduse în hota cu flux laminar (LN 090, Nuve) unde au fost spălate cu alcool de 70% (Eladum 

Pharma, Republica Moldova). Sterilizarea grefelor a fost efectuată cu alcool de 70% în hota cu 

flux laminar 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 în eprubete sterile de 15 ml au fost 

introduse câte 2 meșe mici de tifon steril, apoi în fiecare eprubetă, pe meșe a fost plasată câte o 

grefă. Cu scop de desicare a grefelor, eprubetele au fost centrifugate la 4000 rpm timp de 20 

minute (Universal 32R, Hettich Zentrifugen). Eprubetele cu grefe au fost congelate la -84°C 

(ULUF 450-2M, Arctiko) până la utilizare (figura 6.2). 

 

Figura 6.2. Obținerea și păstrarea grefelor OCDD: (a) procesarea grefelor, (b) țesut OCD 

neperforat, (c) grefă OCDD perforată longitudinal, (d) grefele OCDD conservate la -84°C 

[170]. 

 

 6.2.2 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 au fost 

combinate cu celule autologe – CSM și condrocite [14, 229]. 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 
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de 80-90%, grefele OCDD pregătite pentru transplantare au fost decongelate și încălzite până la 

37°C în agitator cu incubare (ES-20, Biosan), iar celulele au fost detașate de suprafața de cultură 

a flaconului utilizând soluție 0.25% tripsină-EDTA. După inactivarea tripsinei cu mediu de 

cultură celulară specific pentru fiecare tip de celulă în parte, conținutul flacoanelor a fost 

introdus în eprubete de 15 ml, de unde de fiecare dată s-au prelevat cantități foarte mici de zeci 

de microlitri de suspensie celulară pentru a determina numărul celulelor și viabilitatea acestora 

prin excludere cu soluție de 0.4% albastru de tripan în hemocitometru, iar eprubetele între timp 

au fost puse la centrifugare la 1000 rpm timp de 10 minute la temperatura camerei (Universal 

32R, Hettich Zentrifugen). 

 

Figura 6.3. Pregătirea celulelor pentru popularea grefelor OCDD: (a) peleții de celule în 

eprubetă de 15 ml după prima centrifugare, (b) centrifugarea în microcentrifugă a tubului 

Eppendorf și (c) sedimentarea celulelor la fundul tubului Eppendorf, celulele sunt indicate 

cu săgeată albă [167]. 

 

 După centrifugare, mediul de nutriție cu tripsina inactivată a fost decantat, iar în eprubete 

s-a turnat câte 1 ml mediu de nutriție specific tipului de celule. Suspensia celulară după pipetare 

a fost transferată în tuburi Eppendorf de 1.5 ml, ce au fost centrifugate la 3500 rpm timp de 3 

minute (Combi-Spin FVL-2400N, Boeco) (figura 6.3). Ulterior, mediul din tuburi a fost extras 

parțial, lăsând un volum de 50-60 μl pe fund. Eprubete de 15 ml cu grefele OCDD și dispozitivul 

pentru fixarea și celularizarea grefelor de dimensiuni mici (DFCGDM) sterile [14, 166, 167, 229, 

248] au fost introduse în hota cu flux laminar de aer (LN 090, Nuve). Dispozitivul pentru fixarea 

grefelor a fost elaborat cu scop de a celulariza grefele mici prin metoda gravitațională, iar 

utilizarea acestuia a fost descrisă în lucrările anterioare [14, 167, 229]. Dispozitivul a fost 

introdus într-un stativ, iar capacul înlăturat. Grefa cu o pincetă a fost extrasă din eprubetă și 

introdusă în containerul dispozitivului de fixare [14, 244, 248]. 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 
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DFCGDM [229]. Apoi, după aplicarea capacului pe dispozitiv, acesta a fost introdus într-o 

eprubetă de 15 ml (figura 6.4).  

 

Figura 6.4. 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 [14]. 

 

Eprubeta cu capacul întredeschis a fost introdusă într-un stativ ce a fost plasat în incubator 

la 37°C, 5% CO2 (SmartCell, HealForce). După transplantarea grefelor combinate, cu scop 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 hemocitometru prin excluderea celor moarte cu soluția de 0.4% 

albastru de tripan [14, 167]. Calculele au fost efectuate conform formulelor prezentate în 

continuare (14, 15, 16, 17, 18): 

Ntcs = Mcnp x Fd  x 104 x V     (14); 

Csv = Mcvnp x Fd  x 104 x V   (15); 

Tct = Ntcc- Ntcs                        (16); 

Qct% = (Tct x 100%)/Ncc      (17); 

Vct% = Csv/ Ntcs x 100%        (18); 

Ntcs – Număr total de celule spălate; Csv – Celule spălate vii; Tct – Total celule transplantate; Qct% 

– Rata de celule transplantate; Vct% – Rata de viabilitate a celulelor transplantate; Mcnp – Media 

celulelor în n patrate; Mcvnp – Media celulelor vii în n patrate; Ntcc – Numărul total de celule 

cultivate; Fd – Fracția de diluție; V – Volum.  
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6.2.3 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 

transplantării acestora. 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 a fost efectuată o incizie de aproximativ 4-5 cm, după care a fost 

deschisă articulația genunchiului. 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, la turații mici, fără a deschide 

canalul medular, câte un defect critic de 3.7 mm în diametru și 4-4.5 mm adâncime [7, 16].  

 

Figura 6.5. Transplantarea grefelor OCDD combinate cu CSM sau 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 [167]. 

 

Grefele combinate au fost scoase din incubator și aduse în sala de operație, unde 

containerile cu grefele combinate cu CSM sau condrocite au fost puse pe masa de operație 

respectând toate normele de antisepsie. Suporturile cu grefe combinate au fost, apoi, secționate la 

bază cu o foarfecă, iar grefele cu precauție au fost împinse în defecte cu o broșă, fără a le 

deteriora sau stoarce de celulele. Toate grefele au fost transplantate cu partea sa cartilaginoasă 

orientată în sus (figura 6.5). După implantarea grefelor, genunchiul a fost pozițioat în extensie și 

redusă luxația de patelă. Apoi, menținând genunchiul în extensie a fost suturată plaga și aplicat 

pansament cu soluție de 10% povidon-iod (EGIS, Ungaria). De asemenea, cu genunchiul în 

extensie, de partea laterală a membrului inferior operat, a fost aplicată o scândurică subțire, mai 
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lată ca membrul inferior și 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 [166]. Gipsul a fost aplicat cu precauție pentru a nu compresa țesuturile moi 

ale membrului operat, doar cu scopul ca să mențină genunchiul în extensie (figura 6.7). 

6.2.4 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 lotul martor, deoarece este o tehnică 

de regenerare a țesutului cartilaginos care utilizează țesuturile proprii în procesul de tratament 

[32, 38, 39, 113, 115, 131, 254]. Grupul de iepuri (n=12) la care a avut loc transplantarea de țesut 

osteocondral autolog la cercetările in vivo au fost pregătiți pentru intervenția chirurgicală la fel 

ca și cei din loturile experimentale. După artrotomie, luxarea laterală a patelei și flectarea 

genunchiului, cu un bisturiu a fost înlăturat cartilajul pe o suprafață cu diametrul de 3.5-3.7 mm 

de la nivelul suprafeții portante a condilului femural medial [166, 167, 254], la același nivel unde 

au fost implantate grefele combinate.  

 

Figura 6.6. Transplantarea 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 [167]. 

 

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 

[167]. Cu o un ac pentru piercing de calibru 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 [167, 254], care au fost implantate în defectele 

proaspăt create la aceeași înălțime sau cu până la 1 mm mai sus față de cartilajul articular 

adiacent normal (figura 6.6). După reducerea luxației de patelă, ținând genunchiul în extensie a 
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fost suturată plaga, aplicat pansament aseptic, iar mai apoi și imobilizare gipsată fără a compresa 

țesuturile moi (figura 6.7). 

 

Figura 6.7. Imobilizarea postoperatorie a genunchiului operat la iepuri. 

 

6.2.5 Îngrijiri postoperatorii 

Imobilizarea gipsată a genunchiului operat a fost înlăturată la 10 zile, postoperator, iar 

iepurilor a fost injectată intramuscular sol. cefazolină 25 mg/kg pe o perioadă de 2-3 zile, după 

caz. Cu scop de analgezie, a doua zi după transplantare iepurilor au fost injectate în priză unică 

soluțiile xylla 3mg/kg și ketamină 10 mg/kg, în caz de necesitate dozele au  fost repetate încă 2 -

3 zile. Pansamentele au fost efectuate o dată la 1-2 zile, cu monitorizarea stării generale a 

animalelor. Toate animalele au fost întreținute în curățenie, au fost hrănite și adăpate zilnic. 

Starea animalelor operate și decurgerea perioadelor postoperatorii au fost înregistrate în fișele de 

monitorizare a fiecărui animal. Suturile au fost înlăturate la 12-13 zile postoperator. 

6.2.6 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 la 12 saptămâni cei 9 rămași în fiecare lot. Imediat 

după scoaterea din experiment au fost colectate femurele distale, de pe care au fost înlăturate 

toate țesuturile moi și introduse în formaldehidă buferizată de 10%, pH= 7.4. După fotografierea 

macropreparatelor, acestea au fost secționate pentru examenul microscopic, apoi supuse 

decalcifierei, încorporate în parafină, secționate cu microtomul la grosimea de 5 µm și aplicate 

pe lamele. Preparatele histologice au fost colorate cu Hematoxilină-Eozină, Safranin O și 

Albastru de Toluidină cu Fast Green și examinate de către medicul morfopatolog. 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 de laborator. Autori ai acestor scoruri erau Sellers și coaut. 

(1997) [33, 167], Wakitani și coaut. (1994) [7, 34, 166] și O'Driscoll și coaut. (1986) [69, 78, 

180]. Fiecare din scorurile propuse conțin majoritatea criteriilor de evaluare histologică similare. 
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Acestea evaluează morfologia generală a țesutului examinat și fac diferență între cartilaj hialin, 

fibrocartilaj și țesut fibros [166], gradul de umplere sau grosimea cartilajului regenerat, prezența 

leziunilor în acesta, gradul de metacromazie a matricii țesutului regenerat și gradul de integrare a 

țesutului regenerat cu cel sănătos [167]. De asemenea, fiecare scor mai conține și criterii 

individuale, specifice, ca nivelul de celularizare în scorul O'Driscoll [33] sau paternul celular din 

țesutul regenerat în scorul Wakitani [7, 34], dar și formarea de clustere condrocitare în scorurile 

Sellers și O'Driscoll [69]. Este de menționat că, scorul Sellers mai include așa criterii ca 

evaluarea stării osului subcondral și formarea liniei de demarcare între cartilajul normal și cel 

calcificat din unitatea osteocondrală reparată, ceea ce este de o mare importanță, deoarece în 

procesul de testare in vivo a grefelor combinate pentru regenerarea cartilajului articular a fost 

implicat și osul subcondral [166, 167].  

SHUCR este reprezentat în Anexa 1, acesta constă din evaluarea a 13 criterii [166, 167, 

254]. Fiecărui criteriu îi este 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 [166, 254]. 

6.3 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 6.1. 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 
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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:88.95-92.85), ce reprezintă 88.32% (95% IÎ:86.45-90.17) din 

totalul de CSM obținute. Aceasta fiind în ambele cazuri o diferență statistic semnificativă 

comparativ cu numărul inițial de celule obținute din primul pasaj (p <0.001).  

Tabelul 6.2. Diferența între viabilitatea celulelor obținte în cultura primară și a celor 

transplantate 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 

 

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 6.1 și 6.2.  

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. 

Tabelul 6.3. Repartizarea complicațiilor survenite în perioada postoperatorie pe grupe. 

 Edem 
plantă 

Redoare 
articulară 

Infectare 
țesuturi moi 

Hematom 
postoperator 

Reaplicare 
imobilizare 

Grefe combinate  
cu condrocite (n=12) 

8 10 - - 2 

Grefe combinate  
cu CSM (n=12) 

10 5 1 1 2 

Martor 
(n=12) 

7 5 1 - 2 

ANOVA p =0.422 p =0.061 p =0.611 p =0.379 p =1 

 

În perioada postoperatorie la animalele din grupele experimentale au fost depistate așa 

complicații ca apariția edemului plantar în 25 cazuri, redori articulare de diferit grad fără 
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periclitarea severă a funcției articulare în 20 cazuri, infectarea țesuturilor moi în 2 cazuri și 

hematoame postoperatorii - 1 caz. De asemenea, a fost nevoie de reaplicat imobilizarea gipsată  

în 6 cazuri. Ca urmare a analizei complicațiilor pe loturi experimentale, nu a fost determinată 

vre-o asociere între variabile în dependență de lotul experimental (p >0.05). În tabelul 6.3 este 

prezentată repartizarea complicațiilor apărute pe grupe. De asemenea, nu există nici asociere 

între edemul apărut la nivelul plantei cu redoarea articulară și necesitatea de reaplicare a 

imobilizării gipsate (p >0.9). 

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). 

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 6.8). 

 

Figura 6.8. Reprezentarea grafică a ambelor evaluări, a loturilor experimentale și martor, 

la 6 și 12 săptămâni postoperator. 

 

La analiza rezultatelor utilizând SHUCR la animalele scoase din experiment la termen de 

12 săptămâni, la prima evaluare a lotului 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 
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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 lotul tratat cu grefe OCDD 

combinate cu CSM (figura 6.8), necătând la faptul că între rezultatele ambelor evaluări ale 

defectelor tratate cu grefe OCDD și CSM diferență semnificativă nu este (p =0.745). 

Tabelul 6.4. Compararea statistică a scorurilor parametrilor de evaluare din cadrul 

SHUCR efectuate independent de 2 experți (p). 

 
Condrocite 

6 săpt. 
Condrocite 

12 săpt. 
CSM 

6 săpt. 
CSM 

12 săpt. 
Martor 
6 săpt. 

Martor 
12 săpt. 

Paternul celular în cartilajul 
regenerat 

p =0.047 p =0.035 p =0.643 p =0.02 p =1 p =0.001 

Morfologia celulară  p =1 p =0.866 p =0.374 p =0.646 p =0.435 p =0.779 
Formarea de clustere 
condrocitare 

p =0.23 p =0.012 p =0.116 p =0.006 p =0.007 p =0.036 

Nivelul de celularizare p =0.643 p =0.434 p =1* p =0.265 p =0.725 p =1 
Metacromazia matriciei p =1 p =0.17 p =0.116 p =0.409 p =0.643 p =0.138 
Suprafața articulară p =0.374 p =0.284 p =0.643 p =0.724 p =0.016 p =0.035 
Integrarea grefei cu cartilajul 
articular din jur 

p =0.643 p =0.791 p =0.678 p =0.509 p =0.013 p =0.089 

Arhitectura întregului defect 
fără includerea marginelor 

p =0.374 p =0.297 p =0.251 p =0.006 p =0.422 p =0.345 

Grosimea cartilajului nou 
format 

p =0.519 p =0.284 p =1* p =0.372 p =0.519 p =1 

Prezența modificărilor 
degenerative ale cartilajului 
adiacent 

p =0.678 p =0.332 p =0.678 p =0.587 p =0.158 p =0.764 

Umplerea defectului în raport 
cu suprafața cartilajului 
adiacent normal 

p =1 p =0.128 p =0.519 p =1 p =0.519 p =1 

Formarea liniei de demarcare p =0.251 p =0.016 p =0.519 p ˂0.001 p =0.016 p ˂0.001 
Procentul noului os 
subcondral restabilit 

p =0.422 p =0.176 p =0.519 p =0.806 p =0.116 p =0.15 

Sumar p =0.502 p =0.768 p =0.759 p =0.745 p =0.189 p =0.811 
*testul nonparametric Kolmogorov–Smirnov par 

 

Evaluarea independentă a rezultatelor histologice de către 2 experți conform parametrilor 

scorului alcătuit, a pus în evidență momente de divergență între sumarul scorurilor atribuite unor 

parametri în care diferența între variabilele obținute era semnificativă (p <0.05) (figura 6.8). 

Divergențe în evaluarea scorurilor sunt prezente atât în grupele experimentale, cât și în lotul 

martor. Astfel de divergențe sunt legate de atribuirea paternului celular al cartilajului regenerat, 

determinarea prezenței de clustere condrocitare și formarea liniei de demarcație. De asemenea, 

divergențe au fost la determinarea leziunilor prezente la nivelul cartilajului articular regenerat (p 
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=0.016 și p =0.035), evaluarea integrării grefei cu cartilajul din jur (p =0.013) și în cazul 

evaluării restabilirii arhitecturii întregului defect fără includerea marginelor (p =0.006). Necătând 

la divergențele apărute între experții ce au evaluat rezultatele histologice conform SHUCR, nu a 

fost determinat nici o diferență semnificativă între totalurile rezultatelor obținute în toate loturile 

atât la termen de 6 săptămâni, cât și 12 săptămâni (p >0.18). Evaluarea rezultatelor obținute de 

ambii experți în dependență de parametrii utilizați este prezentată în tabelul 6.4. 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). Rezultate mult mai bune fiind prezente în cazul animalelor scoase din 

experiment mai târziu, tabelul 6.5. 

Tabelul 6.5. Compararea scorurilor obținute pe grupe în dependență de termenul de 

evaluare a defectului regenerat. 

 Evaluare I 
X ±DS 

p 

Evaluare II 
X ±DS 

p 
Grupuri 

experimentale 
6 săptămâni 

(n=3) 
12 săptămâni 

(n=9) 
6 săptămâni 

(n=3) 
12 săptămâni 

(n=9) 
Grefe OCDD 
combinate cu 

condrocite 
28.33 ±1.53 18.67 ±5 p =0.009 30 ±3.61 19.22 ±2.44 p ˂0.001 

Grefe OCDD 
combinate cu 

CSM 
28.67 ±2.03 14.78 ±3.73 p ˂0.001 28 ±2.65 14.33 ±1.5 p ˂0.001 

Transplantarea 
de țesut OC 

autolog 
26.33 ±1.53 17.22 ±4.84 p =0.011 28 ±1 17.67 ±2.60 p ˂0.001 

 
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). 

6.3.1 Examenul histologic  

Descrierea morfologică a secțiunilor executate din condilii femurali mediali de iepure în 

care au fost transplantate grefe OCDD combinate cu condrocite și respectiv CSM, ca loturi 

experimentale și țesut osteocondral autolog în lotul martor, este prezentată în continuare. Cu 

scop de a evidenția anumite structuri și evenimente, acestea au fost marcate după cum urmează.  

Legendă: 

- indică prezența celulelor fibroblast-like;  

- indică prezența de clustere condrocitare;  

- indică prezența condrocitelor tinere sau mature, solitare sau grupate în grupuri izogene; 
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- indică prezența zonelor de necroză a cartilajului; 

- indică linia de demarcație; 

-indică prezența defectelor integrității cartilajului articular de tipul fisurilor, microfisurilor, 

rupturilor și chisturilor; 

- indică prezența zonelor cu fibre de colagen de țesut fibros sau fibrocartilaginos; 

- indică prezența semnelor de remodelare a țesutului osos; 

 - indică prezența de osteo- și/sau condroliză. 

6.3.2 Examenul morfologic al defectelor tratate cu grefe OCDD combinate cu condrocite 

La studierea piesei histologice la termen de 6 săptămâni de la transplantarea grefei OCDD 

combinate cu condrocite (figura 6.9) a fost determinată umplerea completă a zonei defectului, 

însă fără umplerea acestuia în raport cu suprafața cartilajului adiacent normal, iar înălțimea 

cartilajului regenerat a fost aparent redusă comparativ cu cel normal. La evaluarea histologică a 

calității și tipului cartilajului articular nou-format o fost observat că defectul a fost predominant 

umplut cu fibrocartilaj. Cartilajul nou-format a fost caracterizat printr-o celularitate moderată și 

distribuție neurniformă a celulelor. Au fost evidențiate 2 tipuri de populații celulare. Primul tip 

sunt condrocitele ce erau situate în zonele profunde ale neocartilajului, în număr mic dispuse în 

grupuri izogene, alocuri aceste celule prezentau semne de hipertrofie cu păstrarea integrității 

celulare. Al doilea tip de celule, in număr mult mai mare, amplasate în straturile superficiale a 

fost reprezentat de celulele fibroblast-like, ce erau caracterizate prin nucleu aplatizat, citoplasmă 

redusă, înconjurată de o matrice predominant fibroasă. Clusterele condrocitare au fost 

determinate preponderent la hotarul dintre cartilajul normal și neocartilaj. Componenta 

matriceală a neocartilajului a fost repezentată atât de fibre, cât și de componenta proteoglicanică. 

Distribuția celor două componente matriceale în cadrul cartilajului a fost neomogenă. Cantitatea 

matriceală de proteoglicani era marcant redusă, concentrația cea mai ridicată fiind în zonele 

profunde în apropierea condrocitelor și clusterelor. Componenta colagenică a fost evidențiată în 

cantitate mare în jumătatea superficială a cartilajului. Fibrele de colagen erau mult subțiate și 

intens fragmentate. De asemenea, în cavitatea articulară uneori s-a observat prezența unor mase 

fibrotice cu celule fibroblast-like de dimensiuni mari, intens fisurate (Figura 6.10). De asemenea, 

suprafața cartilajului regenerat era sever fisurată, cu rupturi și fibrilații, iar în ariile de contact cu 

cartilajul normal al gazdei a fost observată deseori lipsa de continuitate a cartilajului cu prezența 

de lacune, fisuri adânci ce implică și osul subcondral. Linia de demarcare lipsește sau iese slab în 

evidență.  
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Figura 6.9. Rezultatele studierii piesei histologice, grefă OCDD combinată cu condrocite la 

termen de 6 săptămâni. Imagini realizate cu microscop Optika, IM-3F la amplificarea x40, 

x100 și x200. Aspectul macroscopic al defectului regenerat la nivelul condililor mediali (A) 

și aspectul microscopic la colorarea cu Hematoxilină-Eozină (B), Safranin O (C) și 

Albastru de Toluidină cu Fast Green (D). 
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La studierea piesei histologice la termen de 12 săptămâni de la transplantarea grefei OCDD 

combinate cu condrocite (figura 6.11) a fost determinată umplerea completă a zonei defectului. 

De asemenea, umplerea defectului în raport cu înălțimea suprafeței cartilajului adiacent normal 

era uniformă, iar înălțimea cartilajului regenerat fiind puțin mai redusă comparativ cu cea a 

cartilajului adiacent normal al gazdei. Evaluând histologic calitatea și tipul cartilajului articular 

nou-format, s-a observat că defectul a fost predominant umplut cu cartilaj de tip hialin. Țesutul 

nou-format a fost caracterizat prin prezența de zone cu hipercelularitate, un grad de celularitate 

normal sau zone cu o hipocelularitate ușoară, celulele având distribuție neuniformă. 

Preponderent au fost depistate celule de tip condrocite cu structură normală, dar și condrocite 

hipertrofiate. Condrocitele erau solitare sau organizate în grupuri izogene a câte 2-3 condrocite 

per grup. 

 

Figura 6.10. Rezultatul studierii piesei histologice, grefă OCDD combinată cu condrocite la 

termen de 6 săptămâni. Aspectul macroscopic al defectului regenerat la nivelul condililor 

mediali (A) și aspectul microscopic la colorarea cu Hematoxilină-Eozină (B), amplificarea 

x40, x100 și x200. 

 

Clustere condrocitare au fost determinate în majoritatea cazurilor la hotarul dintre cartilajul 

normal și neocartilaj, dar și în straturile profunde ale neocartilajului, ce erau delimitate de mase 

de matrice fibroasă. Distribuția PG și fibrelor de colagen în cadrul cartilajului regenerat a fost 

aproape omogenă. Cantitatea matriceală de proteoglicani era ușor sau moderat redusă. Fibrele de 

colagen au avut un caracter crescut de destrămare, iar în zonele cu hipercelularitate matricea era 

intens fibroasă cu o cantitatea redusă de PG. Suprafața cartilajului regenerat era neomogenă, 

aparent netedă, cu fisuri fine, unice. A fost observată cel mai des o integritate și continuitate 

normală cu cartilajul gazdei cu divers grad de hipocelularitate, clustere celulare și hipocromazie. 

Linia de demarcare a fost slab evidențiată sau absentă. În osul subcondral au fost observate 
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insule metacromatice de dimensiuni mici cu condrocite hipertrofe, și zone de resorbție și 

osificare. Osul subcondral era în proces de remodelare.  

6.3.3 Examenul morfologic al defectelor tratate cu grefe OCDD combinate cu CSM 

La studierea piesei histologice la termen de 6 săptămâni de la transplantarea grefei OCDD 

combinate cu CSM (figura 6.12) a fost determinată umplerea completă sau parțială a zonei 

defectului, însă fără restabilirea înălțimii față de suprafața articulară a gazdei. Înălțimea 

cartilajului regenerat era semnificativ redusă sau alocuri absentă comparativ cu cel normal. 

Evaluând histologic calitatea și tipul cartilajului articular nou-format, a fost observat că defectele 

au fost predominant umplute cu țesut fibros sau fibrocartilaginos. Cartilajul nou-format a fost 

caracterizat prin alternarea de zone cu hipocelularitate ușoară și hipercelularitate ușor crescută, 

reprezentate prin celulele de tip fibroblast-like și condroblaste, înconjurate de o matrice 

predominant fibroasă. Dimensiunile celulelor au variat în funcție de zona cartilajului reparativ, în 

straturile superficiale și mijlocii acestea aveau dimensiuni mici și nu formau grupuri izogene, iar 

în straturile profunde dimensiunile condrocitelor erau ușor crescute, fiind organizate, alocuri, în 

grupuri izogene radiale sau axiale, a câte 2-4 condrocite per grup. Clustere condrocitare au fost 

determinate rar. Componenta matriceală a neocartilajului a fost repezentată, atât de fibre 

colagenice, cât și de componenta proteoglicanică. Distribuția celor două componente matriceale 

în cadrul cartilajului a fost neomogenă. Cantitatea matriceală de proteoglicani era marcant 

redusă, concentrația cea mai ridicată fiind în zonele profunde, în apropierea condrocitelor. 

Componenta colagenică a fost evidențiată în cantitate mare în jumătatea superficială a 

cartilajului. Fibrele de colagen erau mult subțiate și intens fragmentate (figura 6.13). Suprafața 

cartilajului regenerat era cu rupturi și fibrilații, iar în ariile de contact cu cartilajul normal al 

gazdei a fost observată deseori lipsa de continuitate a cartilajului, cu prezența de lacune, fisuri 

adânci ce implică și osul subcondral. Linia de demarcare lipsește sau iese slab în evidență. În 

exemplul din figura 6.12 este prezentată răsturnarea grefei transplantate într-un defect cavitar 

format ca urmare a lipsei osteointegrării locale, astfel la suprafața articulară fiind expusă 

preponderent partea osoasă a grefei, iar cea cartilaginoasă fiind preponderent în interiorul 

defectului experimental ca urmare a procesării și secționarii grefei. Linia de demarcare a fost 

slab evidențiată sau absentă. În osul sbcondral au fost observate insule metacromatice de 

condrocite hipertrofiate, zone de resorbție osoasă și neoosteogeneză, ceea ce indică remodelarea 

si regenerarea osoasă. A fost determinat procesul de liză și regenerare a osului subcondral. 

La studierea pieselor histologice la termen de 12 săptămâni de la transplantarea grefei 

OCDD combinate cu CSM (figura 6.14) a fost determinată umplerea completă a zonei defectului 

experimental, dar și față de suprafața cartilajului articular adiacent normal, grosimea cartilajului 

regenerat fiind neuniformă și pe alocuri semnificativ mai mică comparativ cu cartilajul normal al 
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gazdei. La evaluarea histologică a calității și tipului cartilajului articular nou-format a fost 

observat că defectul a fost substituit cu cartilaj de tip hialin și fibrocartilaj.  

 

Figura 6.11. Rezultatele studierii piesei histologice, grefă OCDD combinată cu condrocite la 

termen de 12 săptămâni. Imagini realizate cu microscop Optika, IM-3F la amplificarea x4, 

x10 și x20. Aspectul macroscopic al defectului regenerat la nivelul condililor mediali (A) și 

aspectul microscopic la colorarea cu Hematoxilină-Eozină (B), Safranin O (C) și Albastru 

de Toluidină cu Fast Green (D). 
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Figura 6.12. Rezultatele studierii piesei histologice, grefă OCDD combinată cu CSM la 

termen de 6 săptămâni. Imagini realizate cu microscop Optika, IM-3F la amplificarea x40, 

x100 și x200. Aspectul macroscopic al defectului regenerat la nivelul condililor mediali (A) 

și aspectul microscopic la colorarea cu Hematoxilină-Eozină (B), Safranin O (C) și 

Albastru de Toluidină cu Fast Green (D). 
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Cartilajul nou-format a fost caracterizat prin prezența de zone cu celularizare neomogenă, 

s-au întâlnit zone hipercelularizate ce alternau cu zone slab celularizate, repartizarea fiind 

nespecifică cartilajului articular hialin. Preponderent au fost depistate condrocite cu structură 

normală, dar și condrocite hipertofiate. Cele mai mari condrocite ca dimensiune erau 

caracteristice pentru zonele superficiale și mijlocii a neocartilajului. Toate condrocitele din 

aceste straturi fiind organizate în grupuri izogene axiale. Clustere condrocitare în număr foarte 

mic au fost determinate preponderent la hotarul dintre cartilajul normal al gazdei și neocartilaj 

delimitate de mase de matrice fibroasă.  

 

Figura 6.13. Rezultatele studierii piesei histologice, grefă OCDD combinată cu CSM la 

termen de 6 săptămâni. Imagini realizate cu microscop Olympus, IMT-2 la amplificarea 

x40 și x100. Aspectul macroscopic al defectului regenerat la nivelul condililor mediali (A) și 

aspectul microscopic la colorarea cu Hematoxilină-Eozină (B). 

 

De asemenea, au fost depistate condrocite organizare în grupuri izogene a câte 2-3 

condrocite per grup, fără orientare liniară. Distribuția proteoglicanilor și fibrelor de colagen în 

cadrul cartilajului regenerat a fost aproape omogenă. Cantitatea matriceală de proteoglicani era 

ușor sau moderat redusă. Fibrele de colagen au avut un caracter crescut de destrămare, iar în 

zonele cu hipercelularitate matricea era intens fibroasă cu o cantitatea redusă de proteoglicani. 

Suprafața cartilajului regenerat era neomogenă, aparent netedă, în unele cazuri cu defecte de 

condrogeneză de tipul fisurilor și chisturilor. A fost observată cel mai des o integritate și 

continuitate normală cu cartilajul gazdei, granița dintre acestea caraterizându-se prin divers grad 

de hipocelularitate și hipocromazie. Linia de demarcare a fost slab evidențiată sau absentă. În 

osul subcondral au fost observate insule metacromatice de condrocite hipertrofe de dimensiuni 

mici, și zone de resorbție și osificare. Osul subcondral al grefei era în proces de substituție cu 

osul organismului gazdă.  
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Figura 6.14. Rezultatele studierii piesei histologice, grefă OCDD combinată cu CSM la 

termen de 12 săptămâni. Imagini realizate cu microscop Optika, IM-3F la amplificarea 

x40, x100 și x200. Aspectul macroscopic al defectului regenerat la nivelul condililor mediali 

(A) și aspectul microscopic la colorarea cu Hematoxilină-Eozină (B), Safranin O (C) și 

Albastru de Toluidină cu Fast Green (D). 
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6.3.4 Examenul morfologic al defectelor tratate prin transfer de țesut osteocondral 

autolog 

La studierea piesei histologice la 6 săptămâni de la transferul grefelor osteocondrale 

autologe (figura 6.15), a fost determinată umplerea incompletă a zonei defectului, fără umplerea 

acesteia în raport cu suprafața cartilajului adiacent normal, dar cu păstrarea înălțimii grefelor în 

raport cu cartilajul adiacent normal. Evaluând histologic calitatea și tipul cartilajului articular 

nou-format a fost observat că defectul de cartilaj a fost predominant umplut cu fibrocartilaj, 

inclusiv cartilajul normal din grefele transferate a suferit modificări degenerescente devenind de 

tip fibrocartilaginos. Cartilajul nou format a fost caracterizat printr-o hipocelularitate severă cu 

distribuție neurniformă a celulelor, de asemenea, o reducere semnificativă a gradului de 

celularizare a fost prezentă și în cartilajul transferat, condrocitele restante formând grupuri 

celulare izolate cu dislocare liniară, alocuri aceste celule prezentau semne de hipertrofie cu 

păstrarea integrității celulare. A fost determinată prezența focarelor de necroză a cartilajului 

transplantat, dar și autoliza țesutului cartilaginos și osos autolog transferat. Clustere condrocitare 

au fost determinate preponderent la marginea defectului în cartilajul adiacent, alocuri însoțit de o 

hipocromazie și hipocelularitate severă. În locurile de contact a grefelor osteocondrale autologe 

cu cartilajul adiacent, dar și între ele a fost determinată formarea unor defecte cavitare. 

Componenta matriceală a cartilajului nou format a fost repezentată, atât de fibre de colagen, cât 

și de componenta proteoglicanică. Distribuirea celor două componente matriceale în cadrul 

cartilajului a fost neomogenă și redusă. Fibrele de colagen erau mult subțiate și intens 

fragmentate, în cavitatea articulară, în apropierea defectului. De asemenea, în cavitatea articulară 

uneori, a fost observată prezența unor mase fibrocartilaginoase detașate, alocuri fisurate în 

proces de liză. Suprafața cartilajului regenerat era sever fisurată, cu rupturi și fibrilații. Linia de 

demarcare prezentă, alocuri greu de identificat.  

La studierea piesei histologice la termen de 12 săptămâni de la transferul grefelor 

osteocondrale autologe (figura 6.16) a fost determinată umplerea completă a zonei defectului, 

însă fără restabilirea înălțimii la nivelul suprafeței cartilajului articular adiacent normal. 

Înălțimea grefelor transplante, cât și a neocartilajului în raport cu cartilajul adiacent normal este 

mult mai mică. Evaluând histologic calitatea și tipul cartilajului articular nou format a fost 

observat că defectul de cartilaj a fost umplut predominant cu fibrocartilaj și cartilaj hialin. 

Cartilajul nou-format a fost caracterizat printr-o hipercelularitate ușoară cu distribuție 

neuniformă a celulelor, acestea fiind preponderent condrocite. A fost determinată o reducere 

ușoară a gradului de celularizare a cartilajului transferat, celulele fiind repartizate a câte 3-5 

celule în grupuri izogene cu aranjare axială. În piesa prezentată în figura 6.16 a fost depistată 

prezența autolizei țesutului cartilaginos autolog transferat, unei zone de lacunare la baza căreia 
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era osul subcondral cu reminiscențe din zona profundă a cartilajului și a liniei de demarcație 

traiectul cărora coincide cu cele a cartilajului adiacent normal, dar și a altor grefe.  

 

Figura 6.15. Rezultatele studierii piesei histologice, transfer de țesut osteocondral autolog la 

termen de 6 săptămâni. Imagini realizate cu microscop Optika, IM-3F la amplificarea x40, 

x100 și x200. Aspectul macroscopic al defectului regenerat la nivelul condililor mediali (A) 

și aspectul microscopic la colorarea cu Hematoxilină-Eozină (B), Safranin O (C) și 

Albastru de Toluidină cu Fast Green (D). 
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Figura 6.16. Rezultatele studierii piesei histologice, transfer de țesut osteocondral autolog la 

termen de 12 săptămâni. Imagini realizate cu microscop Optika, IM-3F la amplificarea 

x40, x100 și x200. Aspectul macroscopic al defectului regenerat la nivelul condililor mediali 

(A) și aspectul microscopic la colorarea cu Hematoxilină-Eozină (B), Safranin O (C) și 

Albastru de Toluidină cu Fast Green (D). 
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De asemenea, la nivelul acestei zone a fost depistată hiperplazia și proliferarea condrogenă 

intensă din partea cartilajului adiacent normal cu tendința de substituire a defectului. Clustere 

condrocitare au fost determinate la marginea defectului în cartilajul adiacent, în cartilajul 

transplantat și în cel regenerat, înconjurate de țesut fibros și un grad ușor de hipocromazie. 

Componenta matriceală a cartilajului nou format a fost repezentată, atât de fibre de colagen, cât 

și de componenta proteoglicanică. Distribuția celor două componente matriceale în cadrul 

cartilajului a fost neomogenă. Fibrele de colagen erau fragmentate, dar îngroșate. De asemenea, 

în cavitatea articulară uneori, a fost observată prezența unor mase fibrocartilaginoase detașate 

alocuri fisurate în proces de liză, cel mai probabil acestea fiind reminiscențe de cartilaj articular 

transferat ce au fost detașate de osul subiacent. Suprafața cartilajului cel mai des era denivelată, 

cu fisuri și fibrilații. A fost atestată prezența de chist cartilaginos, linia de demarcare a fost 

prezentă, iar osul subcondral normal. 

6.4 Discuții 

Etapa obținerii celulelor pentru regenerarea cartilajului articular cu grefe combinate este 

una esențială. Este necesar de menționat că este o diferență evidentă între numărul de CSM și 

condrocite transplantate în cadrul experimentului (p ˂0.001). Aceasta diferență semnificativă 

între grupe s-a datorat faptului că CSM au dimensiuni mai mari ca condrocitele, din acest motiv 

cantitatea de CSM transplanate este aproape de 2 ori mai mică ca cea de condrocite. Cu toate 

acestea în cadrul fiecarei transplantări a fost utilizat câte un flacon de celule cu confluența de 80-

90%. Prin urmare, dacă raportăm cantitatea celulelor utilizate în cadrul experimentului la 1 cm3, 

reiese că cantitatea de condrocite transplantate ar fi de 5.77x107 ±6x106 celule/cm3, iar de CSM - 

3.12x107 ±8x106 celule/cm3.  

Utilizarea dispozitivului elaborat pentru fixarea și celularizarea grefelor de dimensiuni mici 

a permis transplantarea unui număr semnificativ de celule, ce reprezintă 87.64% (95% IÎ:86.04-

89.24) din totalul celulelor detașate de pe suprafața de cultură celulară. Într-un studiu efectuat în 

cadrul Laboratorului de Inginerie tisulară și culturi celulare, a fost determinat că celularizarea 

matricilor tridimensionale, spre exemplu, în godeele unei plăci de 96 godee, prezintă un 

randament mult mai redus de celularizare comparativ cu utilizarea dispozitivului elaborat, circa 

50.99% ±8.06% (p ˂0.001) [14, 167, 248].  

În cadrul cercetării efectuate, din punct de vedere teoretic defectele experimentale ar fi 

trebuit să fie doar de cartilaj fără a implica și osul subcondral, deoarece obiectivul de bază a 

cercetării este regenerarea cartilajului articular nu şi a osului subcondral. Dar s-a mers pe calea 

creării defectului experimental osteocondral din motiv că, este practic imposibil de pregătit și de 

fixat o grefă cartilaginoasă decelularizată și perforată, de grosimea cartilajului articular de 

iepure, ce să fie combinată cu celule și care după transplantare să fie supusă constant stresului 
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mecanic la care aceasta să reziste. Un alt motiv de creare a defectelor experimentale 

osteocondrale este potențialul de regenerare foarte slab a cartilajul articular, acesta chiar fiind 

îmbibat cu celule condroprogenitoare are șanse slabe de aderare la osul și cartilajul adiacent 

[167, 255]. De o mare importanță este și faptul că defectele de cartilaj sunt însoțite în mare parte 

și de degenerarea osului subcondral, acest os de regulă în timpul intervențiilor chirugicale de 

stimulare a regenerării cartilajului articular prin măduva osoasă se înlătură [99, 100, 101] sau se 

perforează pentru a asigura pătrunderea MO în defectul de cartilaj [4, 11, 102-104, 106-111, 

231]. Totuși, tehnicele de resurfatare sunt cele mai explicite și argumentate – osul subcondral 

este înlăturat, deoarece fixarea grefei în os este mai sigură, iar regenerarea os-os decurge mult 

mai rapid comparativ cu cartilaj-cartilaj [39, 202, 112-127, 219, 255]. Totodată osul subcondral 

din regiunea cu cartilaj degenerat este important pentru nutriția straturilor profunde ale 

cartilajului [89] și transferul stimulilor mecanici de la cartilaj spre restul osului [181], ca urmare 

osul din cadrul grefei bifazice fiind demineralizat asigură o regenerare rapidă a osului subcondral 

datorită proprietăților sale osteoinductive și osteoconductive [199, 200, 245], dar și o fixare mai 

stabilă a grefei necătând la un modul de elasticitate mult mai redus comparativ cu cel al osului 

normal [170, 247]. Deoarece grefa demineralizată și decelularizată și perforată longitudinal are 

rezistența mecanică mult mai redusă decât țesutul osteocondral normal [166, 167, 170, 246] 

pentru a asigura liniștea articulară cu scop de asigurare a procesului de osteogeneză și 

condrogeneză a fost aplicată imobilizarea gipsată cu limitarea sprijinului pe membrul operat timp 

de 10 zile. 

Transplantarea de grefe bifazice osteocondrale, alogene, demineralizate, decelularizate, 

perforate longitudinal și combinate cu celule autologe, ce prezintă potențial condroprogenitor, cu 

scop de a regenera cartilajul articular, pot fi calificate drept tehnici de regenerare a cartilajului 

articular prin inginerie tisulară. Tehnica de inginerie tisulară ce utilizează matrici tridimensionale 

combinate cu condrocite autologe se numește Matrix-assisted Autologous Chondrocyte 

Implantation (MACI) [2, 12, 41, 128, 132, 203, 255], iar tehnica ce utilizează matrici 

tridimensionale populate cu CSM se numește Matrix Autologous Stem-cells Implantation 

(MASI) [43, 44, 135, 136], acestea din urmă fiind descrise anterior. Astfel, în cadrul cercetării au 

fost comparate 2 tehnici de regenerare a cartilajului articular prin inginerie tisulară cu o tehnică 

de resurfatare a cartilajului articular [10] prin transferul de țesut osteocondral autolog, utilizând 

tehnica de mozaicplastie [2, 38-40, 112-117]. Scorurile histologice obținute la termen de 12 

săptămâni după prima și a doua evaluare a loturilor experimentale, a fost mai bun în cazul 

grefelor combinate cu CSM, acesta fiind de 14.89 ±3.76 și 14.33 ±1.5 puncte, iar în cazul 

grefelor combinate cu condrocite au fost obținut un scor de 18.68 ±5 și 19.22 ±2.44 puncte, ce 

din punct de vedere statistic la prima evaluare nu prezintă mare diferență între aceste 2 loturi (p 
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=0.08), pe când la a doua evaluare diferența între rezultate este evidentă (p< 0.001), chiar dacă 

între rezultatele ambelor evaluări diferență nu există (p =0.745). Conform datelor din literatură a 

fost determinat că utilizarea de matrici tridimensionale combinate cu CSM autologe izolate din 

sinovia articulară prezintă rezultate mai bune comparativ cu utilizarea de condrocite autologe 

[135]. Cu toate acestea, atât aspectul macroscopic, cât și examenul histologic al probelor cu 

stabilirea scorurilor evaluării histologice per lot nu prezintă rezultate satisfăcătoare în tratamentul 

defectelor critice de țesut osteocondral la iepure [7, 16]. 

Efectuarea defectului experimental, osteocondral la nivelul suprafeței portante cu scop de 

testare a biomaterialelor este o practică mai puțin răspândită comparativ cu efectuarea acelorași 

defecte la nivelul șanțului trohlear [2, 7, 16, 132, 137-139, 166]. La momentul actual nu au fost 

depistate studii în literatură care să compare capacitatea de regenerare a defectelor critice 

efectuate în șanțul trohlear și a celor efectuate pe suprafața portantă. Reușita regenerării 

defectului experimental depinde în mare măsură de regiunea unde acesta a fost făcut, deaorece în 

timpul mișcării în articulați, expunerea suprafeței articulare la forțe de forfecare, compresiune și 

tracțiune variază în dependență de regiune, la nivelul suprafeței articulare portante ca condilul 

femural medial acestea fiind cele mai înalte. Într-un studiu efectuat în Laboratorului de Inginerie 

tisulară și culturi celulare în care au fost testate spongii din colagen ce a fost extras din tendon 

Ahile de bovină combinate cu CSM în tratarea defectelor critice executate câte două în șanțul 

trohlear și câte unul la nivelul suprafeței portante a condilului femural medial, a fost determinată 

o diferență semnificativă între rezultatele obținute la 12 săptămâni după transplantare, prin 

utilizarea SHUCR [166, 167, 254]. Chiar dacă în șanțul trohlear au fost două defecte 

osteocondrale critice, defectul de pe suprafața portantă a obținut un scor mult mai ridicat, 

aproximativ 40 puncte (p <0.001). Totodată, nu a fost determinată nici o diferență între 

rezultatele obținute la compararea lotului martor negativ, în care au fost create două defecte 

osteocondrale în șanțul trohlear fără tratamet, cu lotul experimental, în care două defectele critice 

din șanțul trohlear au fost tratate cu spongii colagenice combinate cu CSM (p >0.7) [166]. Astfel, 

ținând cont de cele expuse, rezultatele obținute la tratamentul defectelor critice de pe suprafața 

portantă cu grefe OCDD combinate cu CSM și condrocite par să fie încurajatoare, iar grefele 

ierarhic bifazice net superioare spongiilor de colagen tip I. 

În una din cele mai recente publicații în care au fost testate in vitro și in vivo alogrefe 

ierarhic bifazice obținute din țesut osteocondral de porc prin decelularizare cu scop de a regenera 

defecte osteocondrale experimentale critice de la nivelul șanțului trohlear, autorii menționează că 

grefa obținută de ei a prezentat un grad scăzut de imunogenitate, o bioactivitate și 

biocompatibilitate ridicată, a stimulat repararea țesutului osteocondral prin suprimarea 

angiogenezei, a indus migrarea celulară şi a asigurat ierarhia bifazică a țesutului [200, 255], doar 
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că autorii nu au testat grefa in vivo prin implantarea într-un defect de pe o suprafața portantă, ci 

în șanțul trohlear, acolo unde defectele critice și fără tratament regenerează aproape la fel de bine 

ca și prin utilizarea unor tehnici de inginerie tisulară [166]. 

În concluzie, utilizarea celulelor autologe cu potențial condroprogenitor combinate cu o 

grefă ierarhic bifazică în tratamentul defectelor critice osteocondrale experimentale create pe 

suprafața portantă de condil femural medial, nu a dus la rezultatele așteptate. 
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DISCUŢII DE GENERALIZARE 
 

Studiile efectuate la teza de doctorat au permis selectarea și evaluarea biocompatibilității 

grefelor ierarhic bifazice demineralizate, decelularizate și perforate longitudinal in vitro, iar apoi 

și in vivo prin transplantarea grefei selectate, combinate cu condrocite și CSM într-un defect 

osteocondral critic de pe suprafața portantă a condilului femural medial la iepure. În primul 

studiu efectuat la teză, procesul de izolare și cultivare a CSM a fost utilizat cu mediul de cultură 

HiMeso XL (HiMedia, India), iar CSM au fost identificate prin diferențiere pe linie condrocitară 

cu HiChondro XL (HiMedia, India) [151]. Tot aceste celule după decongelare au fost apoi 

utilizate în testele in vitro cu mediu de cultură celulară DMEM/F-12 Ham (Sigma, Marea 

Britanie) cu 10% SFB (Lonza, Belgia) [14, 167, 169-171, 190]. Același mediu cu DMEM/F-12 

Ham a fost utilizat apoi pentru izolarea și cultura CSM pentru testele in vivo însă fără a fi 

identificate prin diferențiere celulară, deoarece cultura primară de fiecare dată a fost utilizată în 

tratamentul defectelor experimentale [14, 166, 167]. De asemenea, CSM izolate prin utilizarea 

mediului cu DMEM/F-12 Ham au fost utilizate și în alte teste in vitro ca martor, cu scop de a 

identifica prin metode histochimice în cultură celulară celule de origine mezenchimală ca celule 

osoase, condrocite și fibroblaste [164, 178, 189]. Având în vedere că anume fibroblastele și 

celulele osoase sunt acele celule ce pot contamina cultura de CSM la izolarea acestora din MO, 

utilizarea CSM în calitate de martor la identificarea acestora ne demonstrează că culturile de 

CSM izolate din MO prin utilizarea mediului de cultură celulară cu DMEM/F-12 Ham au o 

puritate înaltă [178, 189]. În studiile efectuate în cadrul tezei a fost observată o diferență 

semnificativă (p =0.001) între numărul de zile de cultivare a CSM cu HiMesoXL (HiMedia, 

India) ce era de 7 ±1 zile și DMEM/F-12 Ham (Sigma, Marea Britanie) cu SFB (Lonza, Belgia) 

ce era de 11 ±3 zile. De asemenea, diferență semificativă era și între în numărul de celule izolate 

în primul pasaj din ambele studii (p <0.001), ținând cont de faptul că nu a fost determinată nici o 

diferență între volumul de MO colectată de la animale (p >0.2). Aceste diferențe pot fi explicate 

prin faptul că în primul studiu a fost utilizat mediu de cultură HiMesoXL (HiMedia, India) 

special orientat spre expansiunea rapidă a culturilor de CSM la izolarea acestora din MO, iar 

durata de cultivare era până la confluența de 70-80%, pe când în al patrulea studiu, CSM au fost 

izolate și cultivate cu mediu ce poate fi utilizat la o gama largă de celule [151, 154, 159, 178], cu 

o durată de cultivare până confluență ce a fost de 80-90%. Un lucru impotant a fost dovedit a fi 

tactica de cultivare celulară, în special a CSM. A fost observat că schimbarea completă a 

mediului de cultură, însoțită de clătirea suprafeței de cultură celulară, când s-a ajuns la o 

confluență celulară de 40-50%, a permis obținerea unei culturi celulare mai pure, dar și un număr 

de celule mai mare la momentul transplantării (p <0.001) [14, 151, 154, 166, 167, 178]. 



113 
 

Ca urmare a cercetărilor de biocompatibilitate efectuate in vitro cu evaluarea concentrației 

de ADN restant și a proprietăților fizico-chimice, cu scop de testare a regenerării cartilajului 

articular a fost selectată grefa OC demineralizată ce a fost decelularizată cu soluție de 1% SDS. 

Ținând cont de faptul că grefele testate la al treilea studiu, în care a fost selectată grefa ce ulterior 

a fost testată in vivo, aveau o structură neomogenă, concentrația și tipul de surfactant utilizat în 

decelularizare nu a influențat semnificativ proprietățile fizice ale acestora, prezentând o diferență 

semnificativă a modulului de elasticitate la compararea grupelor testate (p = 0.007) și un grad de 

hidrofilie similar în toate grupele (p >0.4), respectiv acestea nu au prezentat factor de decizie în 

selectarea grefei. Pe când proprietățile chimice ale probelor testate au prezentat rezultate 

concluzive și anume prin înrăutățirea semnificativă a vitezei de degradare enzimatică a probelor 

decelularizate prin utilizarea de SDS [170]. Ca urmare a selectării unui tip de grefe cu o 

concentrație restantă a ADN-ului de 1.2 ±1.01 ng/µl, ce reprezenta 2.95% (95% IÎ:0.34-5.55) din 

concentrația ADN-ului făță de țesutul OC normal (p< 0.001), în urma transplantării acestora, 

combinate cu celule cu potențial condroprogenitor, în straturile profunde ale cartilajului 

regenerat a fost determinată prezența de chisturi similare cu vase sangvine. Semnul respectiv 

indică asupra faptului că chiar dacă concetrația de ADN în grefa selectată a fost sub 5%, aceasta 

poate fi decelularizată insuficient într-o anumită regiune, ce se poate observa în special la nivelul 

straturilor profunde ale cartilajului. Ca urmare celulele restante, moarte, după transplantare duc 

la alterarea MEC, prin inducerea unui efect crescut de angiogeneză și reducerea potențialului de 

migrare a celulelor [200, 254].  

O altă variantă de grefă ierarhic bifazică ar fi țesutul osteocondral decelularizat [172, 200], 

doar că apare acceași problemă legată de decelularizarea incompletă a cartilajului, în special, a 

zonelor profunde ce se poate solda cu alterarea MEC [200]. Cu toate acestea a fost constatat că 

grefele OC decelularizate au o capacitate foarte slabă de integrare în țesutul adiacent normal, iar 

structura compactă a cartilajului prezintă o problemă majoră a potențialului de remodelare a 

grefei [172]. Ca urmare, au fost propuse mai multe tipuri de grefe bifazice obținute din materiale 

sintetice și naturale, printre care interes prezenta grefa bifazică obținută din 2 componente, 

fiecare pregătite separat - cartilaj măcinat și decelularizat cu SDS de 2% și matrice osoasă 

demineralizată [172]. Componentele grefei au fost fuzionate la temperatura de -80ºC, iar apoi 

combinate cu CSM din MO. Necătând la rezultatele bune prezentate de către autori, problema 

studiului respectiv constă în faptul că grefa bifazică OC combinată cu CSM a fost transplantată 

în defecte critice de la nivelul șanțului trohlear, respectiv nu se cunoaște care ar fi fost efectul 

acțiunii forțelor mecanice asupra acestei grefe dacă aceasta ar fi fost transplantată la nivelul 

suprafeței portante. 
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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 a 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 grefelor 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 diminuat 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. 
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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.  

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 femural, reduc semnificativ suprafața portantă a condilului femural, 

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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ANEXE 

Anexa 1. Scorul histologic unificat al cartilajului regenerat 

  Criterii   Scara 

1 
Paternul celular 
în cartilajul 
regenerat 

Cartilaj hialin 0 
Predominant cartilaj hialin 1 
Predominant fibrocartilaj 2 

Doar non-cartilaj 3 

2 

Morfologia 
celulară (se 
alege inițial 
categoria - a, b, 
c, sau d) 

(a) normală 0 
(b) în mare parte celule rotunde cu morfologie condrocitară: 

  
> 75% din țesut cu coloane în zona radială 0 
25-75% din țesut cu coloane în zona radială 1 
<25% din țesut cu coloane în zona radială (structură dezorganizată) 2 

(c) circă 50% de celule rotunde cu morfologie condrocitară: 

  

> 75% din țesut cu coloane în zona radială 2 
25-75% din țesut cu coloane în zona radială 3 
<25% din țesut cu coloane în zona radială (structură dezorganizată) 4 

(d) în mare parte celulele fusiforme (fibroblast-like) 5 

3 
Formarea de 
clustere 
condrocitare 

Absentă 0 
<25% din celule 1 

25-100% din celule 2 

4 
Nivelul de 
celularizare 

Celularitate normală 0 
Hipocelularitate ușoară 1 

Hipocelularitate moderată 2 
Hipocelularitate severă 3 

5 
Metacromazia 
matriciei 

normală 0 
ușor redusă 1 

moderat redusă 2 
marcat redusă 3 

nu se colorează 4 

6 
Suprafața 
articulară 

Netedă și intactă 0 
Laminare orizonatală superficială 1 

Fisuri până de la 25% până la 100% din grosime 2 
Perturbări severe, rupturi, inclusiv fibrilații 3 

7 
Integrarea grefei 
cu cartilajul 
articular din jur 

Continuitate și integrare normală 0 
Celularitate redusă 1 

Lacună sau lipsa de continuitate pe o parte 2 
Lacună sau lipsa de continuitate pe două părți 3 

8 

Arhitectura 
întregului defect 
fără includerea 
marginelor 

normală  0 
1-3 defecte mici 1 
1-3 defecte mari 2 
distrucție severă 3 

9 
Grosimea 
cartilajului nou 
format 

100% din cartilajul adiacent normal 0 
50-100% din cartilajul adiacent normal 1 
0-50% din cartilajul adiacent normal 2 

10 

Prezența 
modificărilor 
degenerative ale 
cartilajului 
adiacent 

Celularitate normală, fără clustere, colorare normală 0 

Celularitate normală, puține clustere, colorare moderată 1 

Celularitate moderată, număr clustere moderat, colorare moderată 2 

Hipocelularitate severă, fără colorare 3 

11 

Umplerea 
defectului în 
raport cu 
suprafața 
cartilajului 

111-125 % 1 
91-110 % 0 
76-90 % 1 
51-75 % 2 
26-50 % 3 
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adiacent normal <25 % 4 

12 
Formarea liniei 
de demarcație 

Completă 0 
75-99 %  1 
50-74 %  2 
25-49 %  3 
<25 % 4 

13 
Procentul noului 
os subcondral 
restabilit 

90-100 %  0 
75-89 % 1 
50-74 %  2 
25-49 %  3 
<25 % 4 
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Anexa 2. Brevete de invenție 
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Traumatologie și Ortopedie (cumul).          
Domeniile de activitate ştiinţifică:          
Obținerea, testarea și selectarea prin metode in vitro și in vivo a diferitor grefe și substanțe cu 
scop de utilizare și implementare în practica clinică. 
Participări la foruri ştiinţifice și expoziții naționale/internaţionale: 
1. Al VIII-lea congres național de ortopedie și traumatologie cu participare internațională. 
Chișinău, Republica Moldova, 26-27 august 2016. 
2. Conferința Probleme actuale în traumatologie și osteosinteză. Cernăuți, Ucraina, 27-28 
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martie 2017. 
3. Simpozionul de Medicină regenerativă - știință practică și interdisciplinaritate. Iași, România, 
18-20 octombrie 2017. 
4. Al 26-lea Congresul anual al Asociației Europene a Băncilor de Țesuturi și Celule. Treviso, 
Italia, 18-20 octombrie 2017 
5. Al II-lea Congres Internațional de Biomedicină. Sofia, Bulgaria, 17-19 noiembrie 2017. 
6. Congresul Mondial al Societății Internaționale de Inginerie Tisulară și Medicină 
Regenerativă, TERMIS 2018. Kyoto, Japonia, 4-7 septembrie 2018. 
7. Expoziţia Internaţională Specializată „Infoinvent”. Ediţiile a XV-a și a XVI-a. Chișinău, 
2017 și 2019. 
8. Congresul Medical Internațional pentru Studenți și Medici tineri, MedEspera 2018.  
9. Expoziția internațională de inovare și cercetare științifică a studenților „Cadet INOVA” 
Edițiile a 18-a, a 19-a și a 20-a. Sibiu, România, 2018, 2019 și 2020. 
10. Expoziția europeană de creativitate și inovație EUROINVENT Edițiile a 10-a, a 11-a, a 12-a 
și a 13-a și Conferința Internațională de Cercetare Inovatoare-ICIR EUROINVENT Edițiile a 11-
a și a 13-a Iași, România, 2018, 2019, 2020 și 2021. 
11. Salonul Internaţional al Cercetării Ştiinţifice, Inovării și Inventicii ,,Proinvent”. Ediţiile a 
XVI-a, a XVII-a și a XVIII-a. Cluj-Napoca, România, 2018, 2019 și 2020. 
12. Conferința Internațională de Estetică - Abordări Plastice și Regenerative în Medicină și 
Chirurgie, CONFESTESIS-2019. Iași, România, 24-26 octombrie 2019. 
13. Simpozionul Internațional de inginerie chimică și materiale, SICHEM 2020. București, 
România, 17-18 septembrie 2020.  
14. Congresul Național al Asociației „Romtransplant”. Iași, România, 23-26 septembrie 2020.  
15. Conferința Internațională de Nanotehnologii și Inginerie Biomedicală. Chișinau, 3-5 
noiembrie 2021. 
16. Conferinţa Știinţifică Anuală a USMF „Nicolae Testemițanu”, Chișinău, 2017, 2018, 2020 și 
2022. 
Distincții de preciere a activității științifice: Premii speciale (cupe, trofee) – 20; Medalii de aur 
– 32; Medalii de argint – 9; Medalii de bronz – 2. 
Publicaţii: Articole în reviste științifice internaționale cotate Clarivate și SCOPUS – 15; 
Articole în culegeri ştiinţifice internaţionale – 1; Articole în reviste categoria C – 6, categoria 
B/B+ – 12; Articole în alte culegeri nationale – 10; Teze în materialele congreselor, 
conferințelor, simpozioanelor științifice naționale/internaționale – 75; Comunicări la manifestări 
științifice naționale/internaționale – 28; Brevete de invenție obținute – 11.                                                                                                                          
Participări la proiecte ştiinţifice naţionale şi internaţionale:  
Naţionale: 
1. Proiect din cadrul programului de stat „Regenerare prin terapie celulară a țesuturilor și 
organelor afectate”, perioada 2014-2015, proiectul „Testarea posibilităţilor de utilizare a 
celulelor stem pentru refacerea cartilajului hialin al articulaţiilor diartrodiale în afecţiunile 
degenerativ distrofice”, cifrul 14.519.04.01A, cu finanţare de la bugetul de stat - executor 
proiect. 
2. Proiect din cadrul programului de stat „Regenerare prin terapie celulară a țesuturilor și 
organelor afectate”, perioada 2016-2017, proiectul „Aplicarea clinică a terapiei celulare în 
refacerea cartilajului hialin al articulaţiilor diartrodiale în afecţiunile degenerativ distrofice”, 
cifrul 16.00354.80.01A, cu finanţare de la bugetul de stat - executor proiect.  
3. Proiect instituțional „Ingineria tisulară în crearea și restabilirea țesutului hepatic” perioada 
2015-2018, cifrul 15.817.04.04 F, cu finanţare de la bugetul de stat - executor proiect. 
4. Proiect tineri cercetători „Restabilirea defectelor osoase cu grefe tridimensionale acelulare” 
cifrul 18.80012.80.14A, perioada 2018-2019, cu finanţare de la bugetul de stat - executor proiect. 
5. Proiect din cadrul programului de stat „Medicina de precizie in prevenirea, diagnosticul și 
tratamentul patologiilor” cifrul 18.80.07.11A/PS, proiectul „Ingineria tisulară în tratamentul 
miniinvaziv a chisturilor osoase benigne și necrozelor aseptice” perioada 2018-2019, cu 
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finanţare de la bugetul de stat - executor proiect. 
6. Proiect tineri cercetători ,,Elaborarea suprafețelor cu grad controlat de hidrofobie datorită 
nanomicrostructurii”, cifrul 04/26.10.18A, perioada 2019, cu finanţare de la bugetul de stat - 
executor proiect.  
7. Proiect tip Program de Stat „Nanoarhitecturi în bază de GaN și matrici tridimensionale din 
materiale biologice pentru aplicații în microfluidică și inginerie tisulară”, cu cifrul 
20.80009.5007.20. perioada 2020-2023, cu finanţare de la bugetul de stat - executor proiect. 
Limbi vorbite (comprehensiune orală/citit/scris/exprimare scrisă/conversație): română – 
maternă; franceză – B2/B2/B2/B2/B2; engleză – B2/B2/B2/B2/B2; rusă – C1/C1/C1/C1/C1; 
germană - A1/A1/A1/A1/A1. 
Date de contact:  
Adresa: Laboratorul de Inginerie tisulară și culturi celulare, USMF “Nicolae Testemițanu”, bd. 
Ştefan cel Mare şi Sfânt 165, MD-2004, Republica Moldova. 
Telefon serviciu: +373 22 205324; e-mail: vitalie.cobzac@usmf.md 


