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INTRODUCERE

Utilizarea transplantului osos este o treaptd de succes in tratamentul unui numar mare de
afectiuni congenitale, degenerative, infectioase, tumorale, traumatice si postrezectionale ale
aparatului osteoarticular [1, 14, 17, 19]. Actualmente, existd numeroase metode de transplant
0s0s, iar substituenti utilizati pentru plastia defectelor sunt implimentati ca metoda de baza, sau
pot fi combinati cu: transportul osos (Ilizarov), alotransplantul osos crioconservat,
autotransplantul osos vascularizat si nevascularizat, endoprotezarea §i variante sintetice bioinerte
sau bioactive [1, 3, 8, 13,78]. Defectele osoase critice (DOC), in mod deosebit cele ale oaselor
tubulare lungi, localizate la nivelul diafizelor membrului pelvin, sunt o provocare serioasa pentru
chirurgia contemporana reconstructivd a locomotorului [8, 15]. Autogrefa osoasa vascularizata
este consideratd de unii autori ,,standardul de aur” pentru proprietatile biologice ale osului
pastrate integral [2, 4]. Alte studii sustin inexistenta pentru moment, a unei solutii ideale in
plastia acestor tipuri de defecte ale oaselor tubulare [5, 8, 14, 16].

Regenerarea osoasd este adecvatd atunci cand vascularizarea focarului de fracturd (prin
arterele intramedulare, vase periostale si metafizare) este optima. Arteria nutricia joaca un rol
major in consolidare pe tot parcursul procesului, inclusiv in perioada de modelare osoasa [3].
Anastomoza microchirurgicald a pediculului alogrefei permite crearea conditiilor optime pentru
o revascularizare adecvata soldatd cu o consolidare bund, rezistentd si rigiditate sporitd a
segmentului grefat [21, 22]. Astfel, fiind demonstrat ca grefele osoase vascularizate sunt net
superioare, in special pentru reconstructia defectelor critice ale oaselor tubulare, deoarece
pastreaza proprietatea de osteogeneza si sursa de vascularizare. Sursa de autogrefe osoase
vascularizate este limitatd, deci se impune cercetarea alogrefelor compozit [8, 9, 10, 16].
Interactiunea celulelor sanguine imunocompetente cu endoteliul vascular al grefei reprezinta
prima etapa din cascada ce induce ischemia, dereglarea reperfuziei si rejetul grefei; este
considerata cauza principald in esecul post-transplant [6, 7].

Imunosupresia marcheaza progresul in transplantologia contemporana [10, 12]. Transplantul
membrelor, articulatiilor, tesutului osos nu este similar transplantului de organe parenchimatoase
vitale, cum ar fi inima, ficatul, s.a. In cazul tesutului muscular si osteoarticular necesitatea de
medicatie este de 2-3 ori mai mare ca doza decat in cazul transplantului de organ si necesita a fi
de lungd duratd pentru a omite complicatii sistemice [9, 12]. Pe scara largd imunosupresia pe
termen lung nu este argumentata pe fon de riscul indus de toxicitatea organica, malignitate sau
alte complicatii sistemice; astfel, devine nejustificata in aceste vital necritice situatii [20, 21].
Drept compromis ar fi imunosupresia de scurta durata [9], sau gasirea caii de a o omite in etapa
posttransplant osos alogen vascularizat.

Studii recente in vivo demonstreazd pe sobolani [5], iepuri New Zealand white rabbit-
NZWR [20], porcine [16, 17, 21] posibilitatea inducerii neoangiogenezei terapeutice si
chirurgicale similare gazdei in alogrefa osoasd vascularizata, pe fon de imunosupresie de scurta
duratd (2 sdptamani), cu rezultate bune pe termen lung dupd caracteristicile mecanice si
functionale ale osului reconstituit [1, 5, 16, 18, 20, 21].

Decelularizarea presupune indepartarea celulelor si a antigenelor imunogene asociate din
alogrefa osoasa vascularizatd prin agenti fizici, chimici si enzimatici, cu mentinerea integritatii
matricei extracelulare (ECM), inclusiv arhitectura peretelui vascular [94]. Un alt avantaj
important al acestei tehnici consta in pastrarea integritatii canalului vascular, care il face potrivit
pentru repopularea celulara (recelularizare) si pentru asigurarea migrarii celulare si proliferare in
perioada postoperatorie [58, 59, 60]. Omiterea imunosupresiei, chiar si cea de scurta durata, prin
crearea alogrefei vascularizate osoase fard potential imunogenic, ar permite emiterea unui
algoritm standardizat pentru grefarea eficientd a defectelor osoase largi.

Ar fi decelularizarea grefei una dintre solutii? Ar permite pediculul vascularizat,
decelularizat prin metode eficiente pentru tesutul osos, manipulatii microchirurgicale? Ar rezista
la fluxul sanguin pentru revascularizare si repopularea grefei din interior cu celulele gazdei si
obtinerea tuturor proprietatilor biologice ale osului? Urmeaza sa studiem si sa cercetam.

Modalitatea de expunere a tezei a fost selectat conform tipului Traditional Simpla.
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Scopul: cercetarea premiselor de plastie a defectelor osoase tubulare cu allogrefe compozite
decelularizate incluse in circuitul vascular gazda prin metoda experimentald in vivo pentru
aprecierea fezabilitatii.

Obiective:

1.Cercetarea anatomica a vascularizarii membrului posterior la animal de laborator (NZWR)
si stabilirea segmentului osos tubular lung cu pedicul vascular optim. 2.Elaborarea si testarea
procedurii de prelevare si conservare a segmentului osos tubular lung cu pedicul vascular optim
pentru decelularizare si includere in circuitul sanguin gazda.

3.Aprecierea fezabilitatitii metodei de anestezie si operatorie pentru plastia ortotopica in-
vivo a defectului osos tubular lung cu alogrefa vascularizatd compozita decelularizata.

4.Cercetarea si testarea in-vivo a vaselor decelularizate prin metodd mixtd (compatibila
pentru grefele osoase integrale compozite: os +vas), pentru studierea rezistentei mecanice la
sutura microchirurgicald, TA, unda de puls in circuitul gazda.

5.Cercetarea prin testarea in-vivo a tesutului osos decelularizat prin metodd mixta
(compatibila pentru grefele osoase integrale compozite: os +vas) si revascularizat prin studierea
manifestarilor clinice si paraclinice ale plastiei defectelor osoase tubulare.

Ipoteza de cercetare - metoda proprie elaborata de preparare si testare in-vivo a alogrefelor
compozite decelularizate este fezabild pentru transplantare (plastia defectelor osoase tubulare) si
prezinta o imunoreactivitate redusa.

Sinteza metodologiei de cercetare si justificarea metodelor de cercetare alese: Studiul a
fost efectuat in perioada 2017-2023, in cadrul studiilor postuniversitare prin doctorat in cadrul
Scolii Doctorale in Domeniul Stiinte Medicale.

Etapele cercetarii au corespuns cu obiectivele enumerate mai sus:

1. Analiza datelor bibliografice efectuate prin intermediul bazelor de date medicale Google
Scholar, PubMed (Medline), Hinari database cu cercetarea celor mai relevante si recente articole
si publicatii, pentru acumularea volumului informational teoretic (2017-2023), stocarea lor (peste
600 de articole si rezumate) in Paperpile-soft - Anexa 1.

2. Cercetarea anatomiei si a vascularizdrii membrului posterior la NZWR. Cercetarea
modalitatii de recoltare a segmentelor diafizare de femur cu pastrarea surselor vasculare optime
si suficiente ale osului tubular lung (a. nutricia)- am efectuat aceastd etapa in cadrul Blocului
morfologic si Catedrei Anatomie topografica si chirurgie operatorie a USMF ,N. Testemitanu”,
2017-2019.

3. Studierea procedurii de conservare (la-840C) si de decelularizare a segmentului osos
tubular lung cu pedicul vascular optim, cu pastrarea continuitatii vasculare pentru includerea
ulterioara in circuitul vascular adoptiv. Elaborarea protocolului de anestezie si a celui
intraoperator  pentru  osteosinteza  ortotopicd a alogrefelor femurale vascularizate
deceularizateetapd efectuata in Laboratorul Inginerie Tisulard si Culturi Celulare al USMF ,N.
Testemitanu”, in cadrul proiectului de cercetare ,,Nanoarhitecturi in baza de GaN si matrici
tridimensionale din materiale biologice pentru aplicatii in microfluidicd si inginerie tisulara”-
20.80009.5007.20 oferit de Agentia Nationald de Cercetare Dezvoltare a Guvernului Republica
Moldova, 20202022.

4. Cercetarea si testarea in-vivo a vaselor decelularizate prin metodd mixtd (compatibild
pentru grefele osoase integrale compozite: os +vas), pentru studierea rezistentei mecanice a
vasului decelularizat la sutura microchirurgicald, TA, unda de puls in circuitul vascular gazda.
Etapa ce am efectuat-o in cadrul stagiului de cercetare doctorala in laboratorul de microchirurgie
al Centrului Avansat de Cercetare- Dezvoltare in Medicind Experimentald > Prof. Ostin C.
Mungiu” al Universitatii de Medicind si Farmacie ,,Grigore T. Popa” lasi, Romania, prin
intermediul bursei Agentiei Universitare Francofone de cercetare doctorala ,,Eugen Ionescu”,
15.09.2021-15.02.2022.

5. Cercetarea prin testarea in-vivo a tesutului osos decelularizat prin metodd mixta
(compatibila pentru grefele osoase integrale compozite - os +vas) si revascularizat prin studierea
1 Imanifestarilor clinice si paraclinice ale organismului gazda la animale de laborator medii
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NZWR, cu elaborarea unui set de recomandari pentru utilizarea alogrefelor osoase compozite
decelularizate, in etapa preclinicd de tratament a defectelor osoase tubulare - Laboratorul
Inginerie Tisulara si Culturi Celulare si Catedra Ortopedie si Traumatologie a USMF ,N.
Testemitanu”, 2022-2023.

Studiul a fost aprobat de Comitetul de Etica a Cercetarii al USMF ,\Nicolae Testemitanu”,
fiind examinat la sedinta din 21.05.2018, cu emiterea avizului favorabil nr. 75, si in cadrul
Comisiei de etica a cercetarii nr. 118/18.10.2021 a UMF ,,G.T.Popa” lasi, Romania, cu numarul
de inregistrare 25807, din 19.10.2021. Autorizarea de proiect nr. 44/04.11.2021 a Directiei
Sanitar Veterinara si Siguranta Alimentelor Iasi, Romania.

Studiul chirurgical experimental pilot efectuat oferd informatii preliminare valoroase
preclinice, cu apreciera fezabilitdtii. Are limitari legate de esantion si puterea statistica.
Rezultatele trebuie validate ulterior intr-un studiu preclinic extins, randomizat si controlat pentru
a obtine concluzii solide pentru etape clinice de testare a metodei de tratament.

Inovatia si originalitatea stiintificA a rezultatelor obtinute: integrarea metodei de
conservare si decelularizare a alogrefelor osoase vascularizate cu tehnicile microchirurgicale
avansate de revascularizare, prin conectarea grefelor compozit la circuitul vascular al gazdei,
permite obtinerea unui alotransplant osos ce pastreaza integral proprietatile biologice ale osului
(osteoconductive, osteoinductive si osteogenice), cu o vascularizare din interior spre exterior,
pentru o consolidare osoasa eficientd, cu o imunoreactivitate redusa.

In baza cercetirilor efectuate in cadrul tezei de doctor in stiinte medicale, au fost dispuse 2
cereri de Inovatie cu obtinerea certificatelor de inovator in urmadtoarele institutii - IP
USMF,,Nicolae Testemitanu” din Republica Moldova:

1. Pavlovschi E., Stoian A., Nacu V., Verega Gr., ,,Alogrefele osoase vascularizate
decelularizate ca metoda de tratament a defectelor osoase critice”. Certificat de inovatie nr. 6052
din 16 mai 2023.

2. Stoian A., Pavlovschi E., Verega Gr., Nacu V., ,,Metoda de decelularizare pentru grefele
osoase compozite vascularizate”. Certificat de inovatie nr. 6058 din 24 mai 2023.

Problema stiintifica rezolvata: omiterea imunosupresiei, chiar si cea de scurtd durata, prin
crearea alogrefei vascularizate osoase cu potential imunogenic redus, permite emiterea unui
algoritm standardizat preclinic si ulterior clinic pentru plastia ortotopica cu alogrefe osoase
vascularizate decelularizate a defectelor segmentare si critice ale osului tubular.

Valoarea aplicativa a lucrarii - lucrarea propune un algoritm complet de prelevare,
conservare si plastie ortotopica a alogrefei osoase vascularizate decelularizate in conditii in-vivo.
Analiza detaliatd a rezultatelor experimentale in-vivo, clinice si paraclinice post-transplant,
obtinute in studiul pilot realizat pe animale de laborator (sobolani Winstar, iepuri domestici
NZWR), fundamenteaza validarea modelului experimental propriu. Aceastd abordare deschide
perspectiva extinderii catre plastia defectelor osoase tubulare cu alogrefe osoase vascularizate
decelularizate la animale mari, cu potential de translatare in clinica umana, fard necesitatea
imunosupresiei sau imunomodulatiei post-transplant.

Implementarea rezultatelor cercetarii: impactul practic al prezentului studiu este util la
etapa preclinicd prin descrierea a unei tehnici inovatoare de tratament al defectelor osoase
tubulare lungi in cadrul Laboratorul de Inginerie Tisulara si Cultura Celulara, departamentului
Ortopedie si traumatologie al Universitatii de Stat de Medicind si Farmacie Nicolae Testemitanu,
Chisindu, Republica Moldova. Rezultatele obtinute (protocolul de prelevare, conservare si
plastie osoasd ortotopicd prin includere in circuitul sangvin gazdd al alogrefei osoase
vascularizate decelularizate) au fost prezentate in cadrul sedintelor Laboratorului de Inginerie
tisulard si culturi eelulare, Catedrei de Ortopedie si traumatologie. Rezultatele obtinute au fost
implementate si In cadrul proiectelor de cercetare: 1. ,,Nanoarhitecturi in baza de GaN si matrici
tridimensionale din materiale biologice pentru aplicatii in microfluidica si inginerie
tisulara”20.80009.5007.20 oferit de Agentia Nationald de Cercetare Dezvoltare a Guvernului
Republica Moldova, 2. 2.Proiect Bilateral: Grefoni ososi nanostructurati cu proprietati
predeterminate (2024-2026) (nr. 29ROMD din 20.05.2024) — Laboratorul de inginerie tisulara si
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culturi celulare — Universitatea de Stat de Medicind si Farmacie ,,Nicolae Testemitanu”
(Republica Moldova) si Centrul de Medicind Personalizatd — Universitatea Nationald de Stiinta
si Tehnologie POLITEHNICA Bucuresti, Roméania.

Inovatiile la tema tezei care au fost implementate in cadrul procesului stiintifico-practic al IP
USMF,,Nicolae Testemitanu” din Republica Moldova:

1.”Alogrefele osoase vascularizate decelularizate ca metoda de tratament a defectelor osoase
critice”, act de implementare nr: 82 din 16.05.2023

2.”Metoda de decelularizare pentru grefele osoase compozite vascularizate”, act de
implementare nr: 88 din 24.05.2023.

Materialele tezei au fost prezentate si discutate in cadrul sedintelor comune ale
Laboratorului de Inginerie tisulara si culturi celulare, Catedrei de Ortopedie si traumatologiedin
10.04.2025, proces verbal nr 9. La fel au fost discutate in cadrul sedintei Seminarului Stiintific
de profil- 321 Medicind Generala, specialitatile: 321.19 Anesteziologie si terapie intensiva,
321.26 Urgente Medicale, 321.18 Ortopedie si traumatologie, din 15.10.2025, proces verbal nr. 2,
al Universitatii de Stat de Medicind si Farmacie Nicolae Testemitanu, Chisindu, Republica
Moldova.

Publicatii pe tema de cercetare: Materialele tezei au fost reflectate in 5 lucrari stiintifice
publicate pe tema de cercetare, printre care: articole 1n reviste internationale indexate in Web of
Science— 2, articole in reviste din Registrul National al revistelor de specialitate— 1,
materiale/teze la conferinte internationale (international conferinte)— 3, materiale/teze la
conferinte internationale (organizate in Republica Moldova)- 5, materiale/teze la conferinte
13(conferinte nationale)- 4. Rezultatele tezei au fost aprobate in cadrul sedintelor
departamentului Ortopedie si traumatologie si al Laboratorului Inginerie tisulard si culturi
celulare al Universititii de Stat de Medicind si Farmacie Nicolae Testemitanu, Chisindu,
Republica Moldova.

METODOLOGIE GENERALA DE CERCETARE

1. Caracteristica generala a studiului: etapele si designul studiului

Studiul experimental a fost efectuat in perioada 2017-2024, in cadrul studiilor universitare,
ciclul III, doctorat, in cadrul Scolii doctorale in domeniul stiinte medicale al I[P USMF , Nicolae
Testemitanu”, specialitatea 321.18 Ortopedie si traumatologie, Catedra de ortopedie si
traumatologie. Studiul a fost aprobat de Comitetul de Eticd a Cercetdrii al USMF , Nicolae
Testemitanu”, fiind examinat la sedinta din 21.05.2018, cu emiterea avizului favorabil nr. 75. In
cadrul Comisiei de eticd a cercetarii nr. 118/18.10.2021 a UMF ,,G.T.Popa” Iasi, Romania, cu
numarul de inregistrare 25807, din 19.10.2021. Autorizarea de proiect nr. 44/04.11.2021 a
Directiei Sanitar Veterinara si Siguranta Alimentelor Iasi, Romania.

Structura tezei corespunde cu Ghidul de redactare a tezei de doctorat, redactia 02 din 2025,
fiind structurata dupa tipul Traditional Simpla.

Toate etapele si experimentele in vitro si in vivo au fost efectuate In cadrul Laboratorul
Inginerie Tisulara si Culturi Celulare al USMF ,N. Testemitanu”, Catedra de Anatomie si
anatomie clinica, Catedra de Ortopedie si traumatologie a USMF ,N. Testemitanu”, precum si in
cadrul CEMEX UMF ,,G.T.Popa” lasi, Romania, prin intermediul Bursei de cercetare doctorala
a AUF- ,,Eugen lonescu”, efectuata in perioada 15.09.2021-15.02.2022.

Etapele cercetarii au corespuns cu obiectivele enumerate mai sus:

1. Analiza datelor literaturii de specialitate efectuatd prin intermediul bazelor de date
medicale Google Scholar, PubMed (Medline), Hinari database, cu cercetarea si colectarea celor
mai relevante si recente articole si publicatii, pentru acumularea volumului informational teoretic
si aprecierea vectorului metodologiei contemporane de tratament al defectelor osoase vaste
(2017-2023), stocarea a peste 600 articole si rezumate in Paperpile-soft.

2. Cercetarea anatomicd a vascularizarii membrului posterior la NZWR, precum si
modalitatea de recoltare a segmentelor diafizare de femur pentru conservare (1a-82,50C) si
decelularizare cu pastrarea surselor de vascularizare suficiente ale osului tubular lung (a.
nutricia). Etapa pe care am efectuat-o in cadrul Catedrei de Anatomie si anatomie clinica,
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Laboratorului de Inginerie tisulard si Culturi Celulare al USMF ,N. Testemitanu”, in perioada
2017-2019.

ortotopicd a defectului osos tubular lung cu alogrefa osoasd vascularizatd decelularizatd si
45includerea acesteia in circuitul vascular adoptiv gazda la modelul de animal de laborator
NZWRetapa inceputa in cadrul Laboratorului de Inginerie tisulard si Culturi Celulare al USMF
,»N. Testemitanu” 2020-2021 si continuata prin intermediul bursei de cercetare doctorala ,,Eugen
Ionescu” a AUF, in cadrul CEMEX din Universitatea de Medicind si Farmacie ,, G.T.Popa” lasi,
Romania,in perioada 15.09.2021-15.02.2022.

pediculului vascular decelularizat al alogrefelor osoase compozite (os+vas) prin metoda mixta,
pentru studierea rezistentei mecanice la sutura microchirurgicald, TA, unda de puls - etapa
desfasurata in cadrul Bursei de cercetare doctorala AUF ,,Eugen lonescu” in cadrul CEMEX
Universitatea de Medicina si Farmacie ,, G.T.Popa” lasi, Romania, 15.09.2021-15.02.2022.

5. Cercetarea si testarea in vivo a tesutului osos decelularizat prin metodd mixta
(compatibild pentru grefele osoase integrale compozite - os +vas) prin studierea manifestarilor
clinice si paraclinice ale plastiei defectelor osoase tubulare - etapa efectuatd in cadrul vivariului,
Catedrei de Ortopedie si Traumatologie si a Laboratorului de Inginerie Tisulard si Culturi
Celulare al IP USMF ,N. Testemitanu” 01.05.-01.12.2022, cu elaborarea unui Set de
Recomandari pentru utilizarea alogrefelor compozit decelularizate incluse in circuitul vascular al
organismul adoptiv.

6. Finalizarea cercetarii si prelucrarea statistica a rezultatelor, pregatirea materialului pentru
inovatie la tema de cercetare si prezentarea materialului primar spre examinare- 2023-2024.

2. Metode de cercetare a anatomiei si a vascularizarii membrului posterior la NZWR,
precum si modalitatea de recoltare a segmentelor diafizare de femur cu pastrarea surselor de
vasculare suficiente ale osului (a. nutricia) for conservation - efectuata pe cadavre a 20 iepuri
adulti, modelului de animal de laborator NZWR, preluate din abator care detinea certificatul
sanitar-veterinar de eutanasie in mod obligator-’ECO-FER-MER” SRL. Varsta medie a
animalelor sacrificate a fost de 120 zile. Masa corporald a animalelor de laborator a fost in
intervalul de 2,6 - 2,8kg. In cadrul catedrei Anatomie si anatomie clinicd a IP USMF ,N.
Testemitanu™ au fost cercetati din punct de vedere anatomic si al vascularizatiei arteriale si
venoase ale membrului posterior 10 cadavre de iepuri NZWR. Dupd aprecierea segmentului
optim de os tubular cu pedicul vascular pentru alogrefa osoasa vascularizata, de la 10 din aceste
20 animale sacrificate in abator au fost prelevate 20 de grefe compozit de os femuralis (os+vas)
care au fost stocate prin congelare la temperatura de -82.4°C.

3. Cercetarea angiografica a vascularizatiei membrului posterior la animalul de
laborator NZWR a fost efectuata prin introducerea substantei de contrast (Urografin® 30%) in
aorta abdominald. A fost injectat substanta de contrast-Urografin® 30% sub presiune in aorta
abdominala, pentru vizualizarea si cercetarea traiectului arterial la membrul posterior la NZWR.
Am cercetat micro-angiografic segmentele osoase vascularizate de os femural prin cateterizarea
arterei iliace interna si introducerea substantei de contrast a sol. Urografin® 30% sub presiune.
Examenul radiologic standard s-a efectuat la 1 min, 3 min si 5 minute dupa inceperea
introducerii substantei de contrast pentru aprecierea ariei de vascularizare a osului femural prin
pediculul format de Artera iliaca interna-Artera circumflexa laterala femurala- Arteria nutricia,
pentru vizualizarea vascularizarii arteriale la osul femural.

4. Studiul morfologic al aortei dorsale, al arterei iliace interne si al segmentelor osoase
de femur la animal de laborator NZWR. Pe segmente de artera si os prelevate de la cadavrele
de animale de laborator NZWR, am efectuat cercetarea histologica la urmatoarele nivele: - aorta
dorsald, - artera iliaca internd, - segmentele de os femural nativ. Studiul morfologic si examenul
histologic prezinta cercetarea aspectului continutului matricei extracelulare a vasului muscular la
aceste nivele. Rezistenta mecanica ulterioara la etapa de includere microchirurgicala in circulatia
sanguind a gazdei dupa procesul complex de decelularizare mixtd pentru grefe compozite

6



(ostvas) este in corelatie cu grosimea peretelui vascular, respectiv al matricei extracelulare.
Acesti parametri sunt esentiali pentru succesul anastomozei microchirurgicale si mentinerea
patentei In circulatia gazdei. Aspectul histologic al osului femural a fost cercetat pentru
compararea cu rezultatul decelularizarii tesutului osos cortical.

5. Stabilirea lungimii grefei in corelatie cu definitia de defect osos critic. Notiunea de
defect osos masiv include defectul osos segmental sau/si cortical, cu o dimensiune criticd a
defectului — critical size defect (CSD). Astfel de defecte, in general, sunt acceptate ca fiind de
>1,5 -2 ori mai mari decat diametrul diafizar al osului lung, un defect circumferentiar >50% sau
pe o suprafatd >2 cm?2, dar cifrele pot varia in functie os si pacient. Lungimea osului femural la
animalul de laborator NZWR a fost masurata la 10 subiecti ai etapei date de cercetare. Datele au
fost inregistrate si prelucrate statistic cu IBM SPSS Statistics 26.0.0.1 FP0OlIsoft. In baza
rezultatelor obtinute a fost calculata lungimea grefei compozite (os+vas) necesard pentru plastia
defectelor osoase critice.

6. Conservarea si decelularizarea grefelor compozite (os+vas). Am prelevat 20 de grefe
osoase vascularizate de dimensiuni prestabilite de la ambele membre posterioare ale 10 animale
de laborator, cu ulterioara lor stocare la -82,5°C. Astfel, am obtinut grefe compozite (os+pedicul
vascularizat) conform criteriilor pentru plastia unui defect osos critic al osului tubular lung.
Grefele au fost depozitate la -82,54° C pentru a fi ulterior supuse procesului de decelularizare
prin metoda combinata eficienta pentru tesut osos cortical si spongios, si tesut moale-vas sanguin
muscular (arterd). Fixarea grefelor pentru procesul de decelularizare a avut loc in boxa sterila cu
circuit Inchis, conectat la pompa peristaltica care a asigurat instantaneu procesul de spalare a
grefelor cu solutiile prestabilite conform protocolului de decelularizre in 9 etape.

7. Cercetarea posibilitatilor de anastomozare microchirurgicala si testarea in-vivo a
pediculului vascular decelularizat al alogrefelor osoase compozite (os+vas). Testarea in-vivo
a proprietdtilor mecanice ale arterei femurale a animalului de laborator NZWR, decelularizata
prin metoda mixta (eficientd si pentru tesut osos cortical si spongios), a fost aprobatd in cadrul
Comisiei de eticd a cercetarii nr. 118/18.10.2021 a UMF ,,G.T.Popa” lasi, Romania. Grefele
decelularizate au fost incluse microchirurgical prin anastomoze termino-terminale in circuitul
sangvin pe artera femurald la 5 sobolani (Wistar) in cadrul CEMEX, UMF ,G.T.Popa” Iasi,
Romania.

8. Stabilirea protocolului de anestezie si operator pentru aprecierea fezabilitatii plastiei
defectelor osoase tubulare prin osteosinteza ortotopica si includerea in circuitul vascular
adoptiv al alogrefei compozite decelularizate.

Testarea in-vivo a protocolului de anestezie si a celui intraoperator pentru plastia defectelor
osoase tubulare prin osteosinteza si includerea ulterioara in circuitul vascular adoptiv al alogrefei
osoase vascularizate decelularizate la NZWR. La aceasta etapa a fost efectuata cercetarea in-vivo
pe 6 animale de laborator NZWR pentru:

I. Elaborarea protocolului de anestezie la animal de laborator NZWR, care ar permite
efectuarea unei interventii de lungd duratd cu doud etape chirurgicale de anastomoza
microchirurgicala si osteosinteza ortotopicd a unui os tubular lung -os femuralis la un animal de
laborator de talie medie NZWR (sedare, inductie, mentinere).

I1. Elaborarea protocolului intra-operator de plastie in-vivo a defectelor osoase tubulare prin
alogrefe vascularizate decelularizate reincluse in circuitul vascular adoptiv. In etapa dati a_fost
cercetat:

A. Abordul intermuscular lateral - pentru osteotomie si osteosinteza ortotopicd a alogrefei
osoase decelularizate

B. Abordul medial pentru anastomoza latero-terminald a pediculului decelularizat al
alogrefei osoase cu artera femurald din circuitul gazda

9. Studierea manifestarilor postoperatorii locale si generale dupa plastia cu alogrefea
osoasii vascularizati pe loturi de animale de laborator - NZWR. In perioada 06.2022-
12.2022, au fost dislocate in cadrul vivariului USMF ”N. Testemitanu” 12 animale de laborator-



NZWR din lotul de animale finantate de catre Scoala doctorala iIn domeniul stiinte medicale a
USMF ,,Nicolae Testemitanu”.

Conform protocolului de anestezie si operator stabilit in etapa anterioard (abordul
intermuscular lateral - pentru osteotomie si osteosinteza si abordul medial pentru anastomoza
latero-terminald a pediculului cu artera femurald) In ultima etapa a cercetarii a fost efectuata
studierea comparativa pe 3 loturi a cite 4 animale de laborator iepuri NZWR:

- Lot 1- plastia defectelor osoase tubulare vaste cu autogrefa osoasda compozit.

- Lot 2- plastia defectelor osoase tubulare vaste cu alogrefa osoasa compozit nativa

- Lot 3- plastia defectelor osoase tubulare vaste cu alogrefd osoasa compozit decelularizata.

Cercetarea postoperatorie la fiecare subiect al studiului a implicat urmatorii parametri:

A. Manifestarile locale postoperatorii:

- aspectul plagii: tumor, calor, rubor, eliminari, cicatrizare- la 1-a, 5-a, 10-a, 15-a zi
postoperator,

- functionalitatea membrului operat: sprijin pe membru, mers, salt - la 1-a, 5-a, 10-a, 15-a zi
postoperator.

B. Manifestéri paraclinice postoperatorii:

- Analiza generald de sange cu formula leucocitara - a fost efectuata dupa o prelevare de
sange intravenos din vena auriculard posterioard a NZWR cu depozitarea ulterioara in eprubete
pentru examinare si determinarea manifestarilor de inflamatie postgrefare.

- Analiza biochimica de sange cu indicii ososi: Ca, P, Fosfataza Alcalina - ca indicii pentru
examinarea gradului de integrare a grefei postransplant in loturile de studiu.

- Radiografia digitala standard a membrului posterior operat la 14 si 30 zile postoperator
prin intermediului radiografiei digitale in una din doud proiectii (antero-posterior sau lateral-
oblicd). Prin intermediul System for Evaluation of the Fracture Healing of Bone Defects on au
fost selectate 4 criterii pentru cercetarea imagistica a rezultatelor grefarii vascularizate a
defectului osos tubular pe loturi de studiu : formarea de tesut osos, consolidare osoasa totala,
resorbtia tesutului osos al grefei, prezenta jonctiunii osoase dintre grefa si tesut osos gazda.

- Examinarea histologicd a grefelor. Segmentele de grefa au fost prelevate pre- sau
intraoperator si dupd sacrificarea animalului la 30 zile postoperator. Examinate prin coloratie
hematoxilind-eozind a componentului osos si vascular. Osul femural al membrului operat la
NZWR, dupa sacrificare, a fost rezectionat, eliberat de tesuturi moi care nu prezentau interes si
sectionat segmentul grefat. Pentru cercetari histologice, piesele anatomice au fost fixate in
solutie de formol neutralizat de 10%. Din locul defectului au fost sectionate cu microtomul
fragmente care, ulterior, au fost decalcifiate in solutie de acid azotic de 15% si au fost plasate in
parafina.

10. Metode matematice de sinteza a rezultatelor cercetarii experimentale

Pentru a analiza datelor statistice din acest manuscris, a fost folosit metodele statisticii
descriptive cantitative prin intermediul IBM SPSS Statistics 26.0.0.1 FP00O1- soft. Acest
instrument a garantat o reproducibilitate totala a analizei statistice efectuate.

Rezultatele fiecarei etape a studiului, care corespund cu obiectivele acestuia, au fost
cercetate statistic Tn corespundere cu tipul de date colectate si variabile utilizate. Acestea au fost
examinate Tn baza bazelor de date, elaborate pentru fiecare etapa -3 baze de date in SPSS
Statistics 26.0.0.1 FPOO1soft. Toate testele statistice au fost comparate cu valorile P <0.05 pentru
analizarea aspectului lor semnificativ statistic.

CERETAREA PREMISELOR PLASTIEI DEFECTELOR OSOASE TUBULARE CU
ALOGREFE OSOASE VASCULARIZATE
1. Vascularizarea arteriala a membrului posterior la animal de laborator
Cercetarea pe 10 cadavre de iepure NZWR a evidentiat arhitectura arteriald si venoasa a
membrului posterior. Artera iliacd comuna se ramificd in artera ilio-lombara (pentru peretele
dorsal), iliaca internd (pentru pelvis) si iliacd externd. Aceasta din urma continud cu artera
femurald, care emite arterele circumflexe (laterald si mediald) implicate in anastomoza

8



trohanterica. Principala artera nutritiva a osului femural la NZWR provine din artera femurala
circumflexa laterald, patrunzand in diafiza mediala sub trohanterul mic si asigurand 70-80% din
fluxul sanguin al osului. Nutritia este completatd de artera fosei trohanterice si arterele
supracondiliene (geniculare). Osul tibial este vascularizat arterial de doud artere nutritive
principale derivate din artera tibiald anterioara: una situatd la 5 mm deasupra sinostozei tibio-
fibulare si a doua chiar sub nivelul fuziunii. Osul fibular nu poseda o artera nutritiva proprie.

Drenajul sangvin este asigurat de vene comitante, remarcandu-se formarea cercurilor
venoase condiliene si a venelor intercondiliene care converg in vena tibiala anterioara. Distal,
artera safend se bifurca in arterele plantare mediale si laterale.

2. Lungimea alogrefei compozit in corelatie cu un defect osos critic

Analiza morfometricad pe 10 subiecti NZWR a stabilit o lungime medie a femurului de 96,53
+ 3,61 mm (89-107 mm), indicand o distributie omogena a esantionului. Modulul (89 mm) si
mediana (97,75 mm) confirma o ugoard asimetrie negativa, dar o stabilitate structurala adecvata
pentru studiu. Validarea modelului de defect osos critic a fost realizata prin compararea mediei
lungimii femurului cu lungimea alogrefei de 42 mm. Testul t pentru esantion unic a indicat o
diferenta inalt semnificativa statistic (p < 0,001, df=9). Grefa de 42 mm reprezintd aproximativ
43,5% din lungimea totald a segmentului femural, indeplinind criteriile pentru un defect osos
tubular critic: Suprafata de minim 2 cm* La o latime de 1 cm, suprafata defectului este de 4,2
cm?. Capacitatea de regenerare a acestui defect depdseste pragul fiziologic de auto-reparare a
iepurelui. Concluzie: modelul experimental este valid, asigurdnd conditiile necesare pentru
evaluarea integrarii ortotopice a alogrefelor compozit decelularizate in defecte tubulare.

3. Testarea in-vivo a pediculului vascular decelularizat prin metoda mixta

Viabilitatea grefelor arteriale decelularizate a fost monitorizata timp de 60 de minute pe un
lot de 5 sobolani Wistar, dupa anastomoza microchirurgicald termino-terminala cu artera gazda.

Rezultate functionale si hemodinamice la intervalele de 10, 30 si 50 de minute de
experiment in-vivo indicd o patentd imediata la 100% din cazuri, s-a mentinut unda pulsatila si
tensiunea arteriala (TA) la intervalele de timp cecetate, demonstrand rezistenta matricei la
presiunea sistemica a gazdei. Testul de patentd (milking-test) efectuat in dinamicd prezintd un
flux sanguin distal constant pana la minutul 50, moment in care s-a observat o diminuare a
debitului (desi fara obstructie completa), sugerand initierea unui proces trombotic hemodinamic
in lumenul grefei decelularizate. Pe tot parcursul examainarii s-a atestat integritate macroscopica,
grefele si-au pastrat arhitectura tisulara intacta, fard rupturi sau extravazari trans-parietale;
sangerarile la nivelul suturilor au fost minime si s-au autolimitat in 1-2 minute.

Analiza histologica post-implantare la microscop optic cu colorasie HE a pastrarea
structurii matricei extracelulare (MEC) si absenta infiltratului inflamator acut (macrofage,
limfocite), confirmand eficienta decelularizarii. S-a identificat prezenta unui trombus
intralumenal distal, insa acesta nu e aderent la suprafata interna a grefei. Acest aspect indica
faptul ca suprafata decelularizatd nu este intrinsec trombogenicd, tromboza fiind o reactie
hemodinamica, nu un raspuns imun sau de suprafata — figura 1.

Grefa vasculard decelularizata este capabild sa asigure perfuzia necesara viitoarei alogrefe
osoase compozite, demonstrand stabilitate structurald si compatibilitate biologica imediata in
tratamentul defectelor osoase critice.

4. Fezabilitatea plastiei defectelor osoase tubulare cu alogrefe osoase vascularizate
decelularizate prin osteosinteza si includerea in circuitul vascular adoptiv la animal de
laborator NZWR

Fezabilitatea studiului pilot chirurgical propus prevede aprecierea viabilitatii si a
fezabilitatea tehnicd pentru confirmarea replicarii in conditii experimentale a protocolului
elaborat.



Figura 1. Examinare histologica a segmentelor de artera decelularizata inclusa
microchirurgical in circuitul vascular gazda, coloratie HE.

A, B - Examinarea histologica prin HE a segmentelor arteriale decelularizate de la animal de
laborator NZWR denota absenta nucleelor celulare, pastrarea matricei extracelulare la nivel de 3
straturi din componenta peretelui vascular arterial (endoteliu, tunica musculara, adventicea).

C, D, E, F- Peretele vascular al arterelor incluse microchirurgical in circuitul vascular
adoptiv timp de 60 min- determindm pastrarea structurii matricei extracelulare, prezenta
trombusului intralumenal neaderent la endoteliul decelularizat precum si absenta materialului
celular gazda 1n matricea vasului decelularizat

Elementele concrete care definesc acest tip de fezabilitate sunt: accesibilitatea anatomica,
stabilitatea mecanicd a alogrefei osoase pentru a preveni tractiunea sau torsionarea pediculului
vascular. Am calculat indicatorii tendintei centrale a variabilelor prestabilite prin metodele de
Statistica descriptiva cantitativa:- Abord lateral intermuscular: Medie de 19.17 min, cu valori
intre 14 si 25 min.

- Abordarea mediald pentru anastomoza: Medie de 43.33 min, intre 38 si 50 min.

- Alte manipuldri: Medie de 15 min, intre 10 si 20 min.

- Durata totala a operatiei: Medie de 88 min, cu un minim de 76 min si un maxim de 103
minunte.

Durata medie totala a procedurii a fost de 85 de minute, etapa principald fiind reprezentata
de anastomoza microchirurgicald (medie 43,33 min). Analiza statisticd prin testul ANOVA
unidirectional a demonstrat absenta unor diferente semnificative statistic intre loturile studiate
pentru toate etapele operatorii (p = 0.212 pentru durata totald, p = 0.437 pentru abordul lateral si
p = 0.203 pentru cel medial).
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Figura 2. Reprezentare grafica Boxplot — variabila Durata interventiei chirurgicale
(minute).

Aceste rezultate confirma faptul cd utilizarea grefelor decelularizate si protocoalele de
anestezie aplicate nu influenteaza negativ timpul operator. S-a observat ca variatiile de timp au
fost conditionate exclusiv de complexitatea tehnica si managementul anestezic, nu de greutatea
corporald a subiectilor — figura 2.

In concluzie, modelul chirurgical experimental propus cu 2 aborduri chirurgicale ale coapsei
medial si lateral, este tehnic fezabil, asigurand stabilitatea mecanicd a alogrefei si un pasaj
sanguin eficient din interiorul spre exteriorul grefei osoase, indicator esential pentru succesul
reconstructiei osoase vasculare.

5. Testarea in-vivo a tesutului osos decelularizat prin plastie cu grefe osoase
vascularizate pe loturi de animale de laborator.

Conform protocolului de anestezie si operator stabilit (abordul intermuscular lateral - pentru
osteotomie si osteosinteza si abordul medial pentru anastomoza lateral-terminala a pediculului cu
artera femurald) in etapa a 3-a a cercetarii, a fost efectuata cercetarea comparativa pe 3 loturi de
studiu a céate 4 animale de laborator NZWR :

1. Lot 1 - plastie de defect osos critic cu autogrefa osoasa vascularizatd

2. Lot 2 - plastie de defect osos critic cu alogrefa osoasa vascularizata (nativa)

3. Lot 3 - plastie de defect osos critic cu alogrefa osoasa vascularizata decelularizata.

Cercetarea postoperatorie la fiecare subiect din loturile de studiu a fost strict determinata.

1. Manifestari postoperatorii localein a 1-a. a 5-a, a 10-a, a 15-a zi postoperatorie:

- aspectul plagii: tumor, calor, rubor, eliminari plaga, cicatrizare plaga.

Pentru analiza comparativa a diferentelor dintre conditiile studiate, variabilele au fost
codificata binar, unde ,,1” reprezinta succesul (de exemplu, prezenta unui efect sau eveniment de
interes - prezenta Tumor), iar ,,2” reprezintd lipsa evenimentului de interes, la aceastd etapa la
nivelul plagii postoperatorii a:

- tumor - tumefierii cicatricii si a tesuturilor vecine

- calor - hipertermie locala in regiunea cicatricii

- rubor - hiperemia locacla in regiunea cicatricii

- eliminari plaga

- cicatrizare plaga.

Monitorizarea postoperatorie a celor 12 subiecti (greutate medie 3597,5 g) pe parcursul a 15
zile a evidentiat o dinamicad favorabila a vindecdrii plagilor in toate loturile studiate. Analiza
statistica a variabilelor binare (scara 1.00-2.00) a demonstrat o tranzitie clard de la prezenta
semnelor inflamatorii in Ziua 1 (medii apropiate de 1.00, ex. rumor = 1.08) catre absenta acestora
in Zilele 10 si 15 (medii tinzand spre 2.00, ex. calor = 1.91).

11




Tabelul 1. Examinarea recuperarii pe loturi a functionalitatii membrului operat.

Functie Ziua 1 Ziua 15 Observatii
Foarte Recuperare Toate loturile se recupereaza
Sprijin < y . 9 .
scazut completd/cvasicompleta bine
< T loturil a
Mers Absent Recuperare completa oate Otu]?irfese fecupereaza

Diferentd majora - Lotul II nu
recupereaza aceasta functie
avansata.

Lot I: 3/4; Lot II: 0/4; Lot III:

Salt Absent 3/4

Scéaderea progresiva a secretiilor si a elimindrilor din plaga (de la o medie de 1.08 la 1.91)
masurd ce rana evolueazd. Rezultatele indica o remisie constantd a parametrilor de inflamatie
(calor, rubor, tumor) la toate cele trei loturi de observatie, oferind un tablou numeric obiectiv al
succesului terapeutic local n perioada critica postoperatorie.

2. Manifestarile postoperatorii generale.

- functionalitatea membrului operat: sprijin pe membru, mers, sarituri/salt.

Analiza dinamicii functionale a membrului operat, evaluata binar (1 = succes/prezenta; 2 =
absentd), a evidentiat o evolutie progresiva a capacitatilor motorii pe parcursul celor 15 zile de
monitorizare. Daca in Ziua 1 s-a inregistrat o incapacitate totala de locomotie (absenta mersului
si a saltului), incepand cu Ziua 5 s-a observat reluarea sprijinului (media 1.16), urmata de o
imbunatétire considerabila a mersului in Ziua 10. Pand 1n Ziuva 15, mersul a fost recuperat
aproape complet la nivelul intregului esantion, in timp ce saltul — functia motorie cea mai
complexa — a atins valoarea maxima a studiului (media 1.41), ramanand insa parametrul cu
recuperarea cea mai lentd — tabelul 1.

Analiza comparativa pe loturi a demonstrat diferente majore in calitatea recuperarii:

Lotul I (autogrefa): A prezentat performanta optima, cu cea mai rapida remisie a inflamatiei
si reluarea timpurie a saltului.

Lotul III (alogrefa decelularizatd): A obtinut rezultate intermediare, fiind cvasiegal cu lotul I
in privinta recuperdrii saltului (3/4 subiecti), in ciuda unei vindecari locale a plagii usor mai lente.

Lotul II (alogrefa vascularizatd nativa): A inregistrat cele mai slabe rezultate, caracterizate
prin persistenta inflamatiei si esecul total al recuperarii functiei de salt pana in ziua 15.

In concluzie, datele confirma ca alogrefa vascularizata decelularizati (Lotul III) reprezinti o
solutie terapeutica eficientd, asigurdnd o recuperare functionald net superioara alogrefelor
conventionale si apropiatd de standardul de aur reprezentat de autogrefa.

C. Manifestarile postoperatorii paraclinice:

1. Analiza generald a singelui - Evaluarea raspunsului inflamator sistemic prin
monitorizarea formulei leucocitare la 14 si 28 de zile postoperator a evidentiat diferente
semnificative intre loturile de studiu. Desi valorile medii ale leucocitelor totale (WBC) au
prezentat o usoard tendintd de normalizare pand in ziua 28 (de la 12,00 la 11,76 x10%/puL),
distributia asimetrica spre dreapta inregistratd in etapa finald indica persistenta unui raspuns
inflamator prelungit la un subset de subiecti. — tabelul 2

Analiza comparativd a demonstrat un profil imunologic distinct in functie de tipul grefei
utilizate:

Lotul II (alogrefa vascularizata nativa): A prezentat cel mai accentuat raspuns inflamator, cu
valori crescute ale leucocitelor, granulocitelor si limfocitelor la 28 de zile, sugerand o reactie
imuna sustinuta la prezenta antigenelor alogene.

Lotul I (autogrefa) si Lotul III (alogrefd decelularizatd): Au manifestat profiluri
hematologice similare, caracterizate prin valori moderate si o stabilizare imunologica precoce.

Validarea statistica prin testul Kruskal-Wallis si analiza post-hoc (cu Corectia Bonferroni) a
confirmat aceste observatii. S-au identificat diferente semnificative statistic intre Lotul III si

Lotul IT (p-ajustat = 0,032), precum si intre Lotul I si Lotul II (p-ajustat = 0,007).
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Tabelul 2. Valorile medii si deviatiile standard pentru parametrii Leucocite,
Granulocite, Limfocite si Monocite (zilele 14 si 28 -a pe loturile de studiu).

Parametru Ziua Lotul 1 Lotul 11 Lotul 111
I 14 11.68 420 1431402 9.91 < 0.89
23 8741137 1177+ 4.76 7.56 £ 3.20

S 14 6.83 £ 2.76 7.10 +2.89 621+ 1.83
23 646198 | 11.62+439 6.17+3.11

S 14 6.38 £ 2.52 8.53 + 3.54 448+ 137
23 6.64 2236 |  10.86£3.97 7.00 < 3.46

. 14 0.54 £ 0.50 0.35 < 0.49 0.69 = 0.35

Monocite 28 047044 | 075037 0.49 + 0.36

Invers, comparatia dintre Lotul III (decelularizat) si Lotul I (autogrefd) nu a evidentiat
diferente semnificative statistic (p-ajustat = 0,607), indicand faptul cd alogrefa decelularizata
induce un raspuns inflamator sistemic comparabil cu Lotul I de autogrefa.

2. Analiza biochimica a singelui.

Evaluarea profilului biochimic la 14 si 28 de zile postoperator a evidentiat o dinamica
intensd a metabolismului fosfo-calcic, reflectand procesele de remineralizare si consolidare
osoasd. La nivelul intregului esantion de studiu, s-a Inregistrat o crestere semnificativa a valorilor
medii pentru toti indicatorii monitorizati intre cele doud intervale de timp: calciul (de la 3,46 la
4,68 mg/dL), fosforul (de la 2,40 la 3,18 mg/dL) si fosfataza alcalina (ALP, de la 202,21 la
245,32 U/L).

Analiza comparativd pe loturi a evidentiat diferente majore in intensitatea activitatii
osteoblastice si a turnover-ului 0sos:

Lotul II (alogrefa vascularizatd nativd): A prezentat cele mai ridicate niveluri pentru toti
parametrii in ambele momente ale studiului. in ziua 28, acest lot a atins valori maximale de
calciu (mediana = 7,0 mg/dL) si ALP (mediana = 400 U/L), depasind semnificativ celelalte
grupuri. Aceasta hiperactivitate biochimica, corelatd cu dispersia mare a datelor, sugereaza un
proces de osteoliza si remodelare accelerata, specific reactiei la tesut alogen nativ.

Loturile I (autogrefa) si Il (alogrefa decelularizatd): Au manifestat profiluri biochimice
similare si mai echilibrate. In ziua 14, ambele grupuri au prezentat niveluri de ALP si fosfor
semnificativ mai scazute comparativ cu Lotul II, reflectand o activitate metabolicd mai stabild si
o integrare biologica mai lind. Desi valorile au crescut pana in ziua 28, confirmand osteogeneza
activa, acestea s-au mentinut in limite fiziologice mai stranse decat in cazul alogrefei native —
tabelul 3.

Cresterea progresiva a markerilor ososi, in special a fosfatazei alcaline, confirma viabilitatea
grefelor si initierea formarii de os nou in toate grupurile. Totusi, profilul biochimic al Lotului IIT
(decelularizat) este mai apropiat de cel al autogrefei (Lotul I), indicand faptul cad eliminarea
componentelor celulare reduce stresul metabolic si osteoliza reactiva, favorizand o consolidare
osoasa mai fiziologica fata de alogrefele vasculare clasice.

D. Radiografia membrului posterior operat. Analiza dinamicii regenerarii osoase prin
sistemul de scor standardizat (System for Evaluation of the Fracture Healing of Bone Defects on
Radiography) a evidentiat diferente semnificative iIntre cele trei loturi experimentale la
intervalele de 14 si 28 de zile, confirmand superioritatea structurald si biologicd a grefelor
decelularizate.

Formarea tesutului osos si consolidarea: Lotul III (alogrefa decelularizatd) a inregistrat cea
mai acceleratd progresie a osteogenezei, crescand de la o medie de 1.75 1n ziua 14 la 3.50 in ziua
28, depasind chiar si Lotul I (autogrefa, medie 3.25). In ceea ce priveste consolidarea osoasa,
Lotul IIT a atins punctajul maxim (3.0), indicand o maturare optima a osului neoformat, in timp
ce Lotul II (alogrefa nativd) a ramas la o valoare stagnantd de 1.0, demonstrand esecul
osteointegrarii.
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Tabelul 3. Rezultatele valorilor tendintei centrale si ale distributiei pentru variabilele
analizei biochimice a singelui pe loturile de studiu.

Parametru

Ziua 14

Ziua 28

Calciu seric (Ca)

Media: 3.69 + 0.27 mg/dL
Mediana: 3.58 mg/dL
Range: 2.35 - 5.33 mg/dL

Media: 4.68 + 0.53 mg/dL
Mediana: 4.12 mg/dL
Range: 2.21 - 7.98 mg/dL

Fosfor seric (P)

Media: 2.41 + 0.35 mg/dL
Mediana: 1.86 mg/dL
Range: 1.31 - 4.86 mg/dL

Media: 3.18 + 0.39 mg/dL
Mediana: 3.14 mg/dL
Range: 1.12 - 5.01 mg/dL

Media: 202.21 +21.61 U/L Media: 245.33 + 35.85 U/L
Mediana: 186.35 U/L Mediana: 202.11 U/L
Range: 123.3 - 363.2 U/L Range: 114.3 - 441.4 U/L

Dinamica resorbtiei si jonctiunea osoasd: S-a observat un echilibru optim intre resorbtie si
neoformare in Lotul III (mentinut constant la 1.75), spre deosebire de Lotul II, unde resorbtia
excesiva si accelerata (2.50) a compromis integritatea grefei inainte de inlocuirea eficienta cu os
nou. Jonctiunea osoasa dintre grefa si osul gazda s-a format cel mai dinamic in Loturile I si III,
ambele atingand scorul maxim de 3.0 la 28 de zile.

Validarea statistica: Testul Kruskal-Wallis a confirmat diferente semnificative in favoarea
Lotului III, sugerand ca vascularizarea ,,din interior spre exterior” si absenta antigenelor celulare
favorizeaza o remodelare echilibrata — tabelul 4.

Rezultatele radiografice demonstreaza ca procesul de decelularizare (Lotul III) transforma
grefonul Intr-o matrice osteoconductiva de inaltd performantd. Aceasta nu doar cd egaleaza
»standardul de aur” (autogrefa), dar prezintd o dinamica de consolidare superioard, evitand
resorbtia patologica specificd alogrefelor vasculare native (Lotul II).

E. Examinarea histologicd a segmentelor de os: Evaluarea microscopicd a segmentelor
femurale grefate a evidentiat diferente calitative majore intre cele trei loturi, confirmand
impactul metodei de preparare a grefei asupra raspunsului biologic al gazdei si biointergrarea
tesutului 0sos.

Lotul T (Autogrefa vascularizatd): A demonstrat o biocompatibilitate maxima, prezentand
semne avansate de remodelare a traiectului haversian. S-a observat formarea de tesut osos imatur
bogat in osteocite si fibre de colagen, care evolueazd spre sisteme osteonice mature cu
arhitectonica lamelara clasicd. Prezenta limfocitelor a fost sporadica, indicind un raspuns
fiziologic de adaptare, nu unul patogen.

Lotul IT (Alogrefa vascularizatd nativa): A prezentat o dinamica deficitara, caracterizata prin
predominanta resorbtiei osteoclastice asupra apozitiei de os nou. Macroscopic si microscopic au
aparut spatii optic vide la nivelul corticalei, cauzate de degradarea rapida a grefei.

Un element distinctiv a fost prezenta unei reactii inflamatorii cronice granuloase
gigantocelulare, confirmand imunogenitatea ridicata a grefei alogene netratate.

Lotul IIT (Alogrefa vascularizatd decelularizatd): S-a identificat repopularea celularda a
matricei cu osteoblaste si osteocite, demonstrand absenta citotoxicitatii. Remodelarea haversiana
a fost prezentd, fiind usor mai lentd decat in Lotul I, dar fard manifestari de inflamatie cronica
sau conglomerate gigantocelulare. Rezultatele au confirmat succesul metodei de decelularizare-
figura 3, 4 ,5. Analiza componentei vasculare (Lotul III): Vasele decelularizate si-au mentinut
arhitectura celor trei tunici (intimd, medie si adventice), desi au prezentat o anumita
dezorganizare structurald a matricei extracelulare. Lumenul a rdmas permeabil pentru pasajul
sangvin, fiind observate mase trombocitare neobstructive aderente la endoteliu. Prezenta
celulelor sangvine in peretele vascular la 30 de zile indicd o integrare biologica progresiva a
pediculului in circuitul gazda. Decelularizarea (Lotul III) reuseste sd elimine reactia imund de
respingere specificd alogrefelor native (Lotul II), transformand grefa intr-o matrice
osteoconductiva sigura, care faciliteazd o remodelare osoasd similard cu cea a autogrefelor,
asigurand 1n acelasi timp suportul vascular necesar nutritiei "din interior spre exterior.

ALP (fosfataza
alcalind)
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Tabelul 4. Rezultatele valorilor tendintei centrale si ale distributiei pentru variabilele
cercetate imagistica pe loturile de studiu.

Formare | Consoli- |Resorbtia |Prezenta |Formare|Consoli- (Prezenta |Resorbti

de tesut dare |tes.osos | jonc. |detesut| dare jonc. a tes.

0S0S osoasd | al grefei | osoase [0sos ziua osoasd | osoase | grefei

ziva 14 | ziua 14 | ziva 14 | ziual4 28 ziua 28 | ziua 28 | ziua 24
Media 1.75 1.50 1.25 20| 3.25 2.5 3.0 1.0

Lot 1 Deviati
Sea | 957|577 50 81 50| .57 00 00
Lot Media 1.00 1.00 2251 1.75 1.75 1.0 2.0 2.5
PRl 00 | 000  s0| s so| 00| 00| .57
Lot Media 1.750 1.500 1.750 1.50 3.50 3.00 3.00 1.75
m PO 500 | 577 so | 57| 57| 00| 00| 50
CONCLUZII

1. Metoda proprie de utilizare a grefelor compozit decelularizate in reconstructia defectelor
osoase tubulare are un caracter inovator, interdisciplinar si de pionierat, contribuind la extinderea
domeniului ingineriei tisulare si al microchirurgiei reconstructive a locomotorului.

2. Structura vasculard matriciald extracelulard a grefei osoase de femur la model de iepure
NZWR asigura integrarea functionala si plastia ortotopica a defectelor osoase tubulare lungi in
vivo cu o lungime prestabilitd de 40-45 mm cu pedicul vascular optim, de la artera nutricia pana
la artera iliaca interna.

3. Durata procedurii microchirurgicale de anastomoza vasculard cu vas decelularizat nu
difera de timpul necesar osteosintezei ortotopice a defectului osos, ceea ce demonstreaza
fezabilitatea tehnica a protocolului elaborat.

4. Metoda mixta prestabilitd de decelularizare asigura conservarea integritatii arhitecturale a
matricei extracelulare a vasului de tip muscular din grefa compozit. Grefele vasculare
deceularizate mentin mecanic patenta vasculard la anastomoza microchirurgicald in vivo cu o
artera nativa, asigurand un flux sanguin la interval de 60 minute.

5. Histologic peretele vasului decelularizat nu este infiltrat cu macrofage si limfocite, deci
procesul de decelularizare a eliminat eficient potentialul imun, iar matricea endoteliala nu este
trombogenica.

6. Alogrefele osoase vascularizate decelularizate (Lotul III) utilizate in plastia defectelor
osoase critice demonstreazd un potential de osteoconsolidare comparabil cu cel al autogrefelor
(Lotul I). Succesul integrarii biologice este sustinut de dinamica ascendenta a Fosfatazei Alcaline
(de la 202,21 U/L la 245,32 U/L) si de mentinerea unui echilibru metabolic intre resorbtie si
formare (indice stabil de 1,75), spre deosebire de dezechilibrul osteolitic observat in cazul
alogrefelor native (Lotul II). Aceste biomateriale oferd o alternativa functionald si structurala
viabila, asigurand o recelularizare in vivo din interior spre exterior eficientd si o remodelare
haversiana organizata.

7. Metoda proprie de plastie cu alogrefe compozite decelularizate a defectelor osoase
tubulare este fezabild tehnic cu perspective aplicative in chirurgia reconstructiva si cu potential
de translatie spre studiile preclinice si, ulterior, clinice. Aceastd metoda ofera avantajul major de
a elimina necesitatea terapiei imunosupresoare, deschizand noi perspective in chirurgia
reconstructiva osoasa de mare complexitate.
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Figura 3. Examinare histologica Lot I - Autogrefa osoasa vascularizata
A. a. tesut osos haversian si vas haversian, b. prezenta osteocitului in lacunele osoase, c.
substantd fundamentald osoasa in volum normal,

B. a. tesut osos haversian si vas haversian, b. prezenta osteocitului in lacunele osoase, d.
substantd fundamentald osoasa rarita dar nemodificatd cu fragmentarea trabeculelor osoase, e.
tesut osos haversian nou format, f. linia Sharp, g. tesut osos imatur cu un numar mare de osteocite
s fibre de colagen dezorganizate, H-EX90.

Figura 4. Examinare histologica Lot II - Alogrefa osoasa vascularizata
a. epuizarea substantei fundamentale osoase, b. epuizarea osteocitelor din lacunele osoase, c.
conglomerat de osteocite, d. zona de trabecule osoase noi si canale Haversiene incomplete,
fragmentate, e. zona de necroza cu rezorbtie osoasa, f. epuizarea substantei osoase, g. absenta
substantei osoase fundamentale, proces ischemic, h. spatii optic vide la nivelul corticalei
aditionate, j. reactie inflamatorie cronica granuloasa gigantocelulara,
H-EX90, H-EX40
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Figuara 5. Examinare histologica Lot III - Alogrefa osoasa vascularizata decelularizata
a. conglomerat de osteoblaste cu proliferare ce determina segmente de remodelare osoasa si
repopulare celulara a grefei, b. cub formare de osteoid, c. rezorbtie osoasa, d. fibroza, e. tesut osos
haversian acelular, f. lacune osoase fara celule, g. epuizarea substantei osoase fundamentale, h. tesut
fibro-conjuctiv decelularizat, j. tesut osos medular
H-EX90, H-EX40

RECOMANDARI

In baza rezultatelor clinice, histologice si imagistice obtinute in cadrul studiului
experimental, se formuleazd urmatoarele recomandari pentru cercetarea preclinicd si
implementarea clinicd viitoare:

- Strategia de modelare animala: Se recomanda o abordare ierarhica in selectarea modelelor
animale (sobolani pentru etape exploratorii, iepuri NZWR pentru validare histologica si porcine
pentru simularea conditiilor clinice umane), cu obligativitatea cartografierii prealabile a
vascularizatiei osoase pentru optimizarea recoltarii grefei.

- Protocolul de procesare a grefelor compozite: Conservarea grefelor os-vas la —84,5°C si
decelularizarea complexa a unitatii intacte (fard separarea componentelor) sunt esentiale pentru
mentinerea integritatii pediculului vascular nutritiv. Acest protocol asigura rezistenta mecanica
necesara suturilor microchirurgicale si fluxului pulsatil post-reintegrare.

- Optimizarea tehnicii chirurgicale: In reconstructia defectelor femurale segmentare, se
recomandd abordul chirurgical dublu (medial si lateral), metoda ce garanteaza expunerea
completa si manipularea atraumatica a axului vascular si a structurilor osoase.

- Monitorizarea multimodald postoperatorie: Evaluarea succesului integrarii trebuie sa
includa obligatoriu microangiografii seriate (la 7, 14 si 28 de zile) pentru validarea patentei
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vasculare, aldturi de analize imunohistochimice pentru monitorizarea raspunsului imun si a
procesului de remodelare osoasa.

- Dezvoltarea infrastructurii de cercetare: Extinderea validarii experimentale necesita
dotarea centrelor preclinice cu unitati de microchirurgie avansata si terapie intensiva veterinara,
capabile sa sustind studii pe loturi mari de animale (8—12 subiecti) cu profil imunologic similar
HLA-ului uman.

- Translatia catre mediul clinic poate avea, loc pentru utilizarea alogrefelor osoase
vascularizate decelularizate ca alternativd viabilda la autogrefele compozite, dupa testari
randomizate pe animale mari de laborator. Aceastd metodd prezintd imunogenitate redusa,
reducand riscurile de toxicitate sistemicd i complicatii infectioase ale imunosupresiei, fara a
compromite stabilitatea mecanica sau osteointegrarea.

Implementarea acestor recomandari fundamenteaza tranzitia de la bioingineria
experimentald la aplicatiile clinice in reconstructia defectelor osoase critice prin utilizarea
grefelor compozite vascularizate decelularizate.
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ADNOTARE
Pavlovschi Elena
»Plastia defectelor oaselor tubulare prin alogrefe incluse in circuitul vascular adoptiv”
Teza de doctor in stiinte medicale, Chisinau, 2026

Lucrarea este expusa pe 136 pagini de text electronic si include: Introducere, III capitole,
concluzii generale si recomandari practice. Indicele bibliografic citeaza 142 surse literare.
Materialul ilustrativ este reprezentat in 17 tabele si 32 figuri. Rezultatele obtinute sunt publicate
in 5 lucrari stiintifice.

Cuvinte-cheie: defect osos critic, alogrefa osoasa vascularizata, experiment in-vivo

Scopul: cercetarea premiselor de plastie a defectelor osoase tubulare cu allogrefe compozite
decelularizate incluse in circuitul vascular gazdd prin metodd experimentald in vivo pentru
aprecierea fezabilitatiii.

Obiective: Cercetarea anatomica a vascularizarii membrului posterior la animal de laborator
(NZWR) si stabilirea segmentului osos tubular lung cu pedicul vascular optim; Elaborarea
procedurii de prelevare si conservare a segmentului osos tubular lung cu pedicul vascular optim
pentru conservare, decelularizare; Elaborarea protocolului de anestezie si intra-operator pentru
plastia ortotopicd in-vivo a defectului osos tubular lung cu alogrefa vascularizatd compozita
decelularizata; Cercetarea si testarea in-vivo a vaselor decelularizate prin metodda mixta
(compatibila pentru grefele osoase integrale compozite- os+vas), pentru studierea rezistentei
mecanice la sutura microchirurgicald, TA, unda de puls in circuitul gazda la animal de laborator
sobolani Wistar; Cercetarea prin testarea in-vivo a tesutului osos decelularizat prin metoda mixta
(compatibild pentru grefele osoase integrale compozite- os+vas) revascularizat prin studierea
manifestarilor clinice si paraclinice ale plastiei defectelor osoase tubulare.

Noutatea si originalitatea cercetirii: implementarea in premierda a  decelularizarii
alogrefelor vascularizate osoase cu tehnicile microchirurgicale, pentru includerea lor in circuitul
vascular gazdd sau adoptiv, ar permite obtinerea unei grefe ortotopice ce nu ar necesita
imunosupresie, ar pastra integral vascularizarea, proprietdtile biologice ale osului
pentru consolidare si o functie reparatorie eficienta.

Semnificatia teoretica: cercetarea literaturii de specialitate a permis trasarea vectorului
studiului spre tacticile de tratament experimental ale defectelor osoase tubulare prin alogrefe
osoase vascularizate ortotopice, ce nu ar necesita imunosupresie postgrefare, testate in-vivo in
premiera dupa procesul de decelularizare.

Valoarea aplicativa a lucrarii: Elaborarea unui algoritm de prelevare si plastie a defectelor
osoase tubulare in-vivo cu alogrefe osoase vascularizate decelularizate reincluse microchirurgical
in circuitul adoptiv .

Implementarea rezultatelor stiintifice: rezultatele studiului experimental obtinute au fost
implementate in cadrul Laboratorului de Inginerie Tisulara si Culturi celulare, Catedra Ortopedie
si Traumatologie a USMF N. Testemitanu. Rezultatele obtinute au fost implementate in cadrul
proiectulelor de cercetare: 1 ,,Nanoarhitecturi in baza de GaN si matrici tridimensionale din
materiale biologice pentru aplicatii In microfluidica si inginerie tisulard” - 20.80009.5007.20
oferit de Agentia Nationald de Cercetare Dezvoltare a Guvernului Republica Moldova, 2.
2.Proiect Bilateral: Grefoni ososi nanostructurati cu proprietati predeterminate (2024-2026) (nr.
29ROMD din 20.05.2024) — Laboratorul de inginerie tisulard si culturi celulare — Universitatea
de Stat de Medicind si Farmacie ,,Nicolae Testemitanu” (Republica Moldova) si Centrul de
Medicind Personalizatd — Universitatea Nationala de Stiintd si Tehnologie POLITEHNICA
Bucuresti, Romania.
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SUMMARY
Pavlovschi Elena
»Plasticity of tubular bone defects with allografts included in the adoptive vascular
circuit” PhD thesis of medical sciences, Chisinau 2026

The work is presented on 136 pages of electronic text and includes: Introduction, III
chapters, general conclusions and practical recommendations. The bibliographic index cites 142
literary sources. Illustrative material is represented in 17 tables and 32 figures. The results
obtained are published in 5 scientific works. Key words: critical bone defect, vascularized bone
allograft, in-vivo experiment.

The purpose of the work: researching the premises for the plasticity of tubular bone
defects through the in-vivo experimental method with decellularized vascularized bone allografts
included in the host vascular circuit in small and medium laboratory animals.

The objectives of the research: the research of the specialized literature with the
appreciation of the contemporary methodology for the treatment of critical bone defects, - the
anatomical research of the vascularization of the hind limb in laboratory animals (NZWR) and
the establishment of the bone segment with the optimal vascular pedicle, - the development of
the bone segment harvesting procedure with the vascular pedicle for preservation,
decellularization and subsequent inclusion in the adoptive vascular circuit, - in-vivo testing of
decellularized vessels by mixed method of composite bone grafts [bone+vessel], to study the
mechanical resistance to microsurgical suture, BP, pulse wave, - the study of local and general
postoperative manifestations after the placement of the vascularized bone allograft in the
adoptive organism compared to the control groups, - the development of a set of
recommendations for the use of revascularized decellularized bone allografts.

The novelty and originality of the research: combining the decellularization of
vascularized bone allografts with microsurgical techniques, by including them in the host
vascular circuit, would allow obtaining a graft that would not require immunosuppression, would
fully preserve the vascularization, the biological properties of the bone for consolidation and an
effective reparative function. Theoretical significance: the need for orthotopic vascularized
bone allografting, which would not require post-grafting immunosuppression, is current.

Applicative value of the work: Development of an algorithm for sampling and plasticity of
critical bone defects in-vivo with decellularized vascularized bone allografts.

Implementation of the scientific results: the results of the obtained experimental study
were implemented within the Laboratory of Tissue Engineering and Cell Cultures, Department
of Orthopedics and Traumatology of USMF N. Testemitanu. The results obtained were
implemented within the research project: 1. "GaN-based nanoarchitectures and three-
dimensional matrices of biological materials for applications in microfluidics and tissue
engineering" - 20.80009.5007.20 offered by the National Agency for Research and Development
of the Government of the Republic of Moldova, 2. Bilateral Project: Nanostructured bone grafts
with predetermined properties (2024-2026) (Grant No. 29ROMD/20.05.2024) — Laboratory of
Tissue Engineering and Cell Cultures — “Nicolae Testemitanu” State University of Medicine and
Pharmacy (Republic of Moldova) and the Personalized Medicine Center — National University of
Science and Technology POLITEHNICA Bucharest, Romania.
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