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INTRODUCERE 

Actualitatea și importanța problemei abordate 

Defectele osoase de diferită origine (traumatică, tumorală, congenitală, etc.) inițiază la 

nivelul organismului uman mecanisme naturale de regenerare și, de cele mai multe ori aceste 

mecanisme sunt suficiente pentru recuperarea golului osos de dimensiuni mici [1].  

Procesul de remodelare osoasă este calificat drept unul din cele mai complexe mecanisme. 

Celulele osoase (osteocitele, osteoclastele, osteoblastele și celulele de căptușeală osoasă) au o 

comunicare complexă între ele și orchestrează în mod perfect procesul de vindecare (consolidare) 

osoasă, adaptarea mecanică a scheletului și reglează homeostazia calciului [2]. Cu toate acestea, 

tratamentul defectelor osoase devine o adevărată provocare atunci când vorbim despre defectele 

osoase masive, în special cele după traumatisme grave, formațiuni tumorale masive, procese 

infecțioase localizate și agresive sau, defecte osoase congenitale. Pentru astfel de diagnostice, 

metodele tradiționale de tratament sunt la ordinea de zi, așa ca metoda Ilizarov, metoda membranei 

induse, substituenții osoși, alogrefa osoasă și, desigur, „standardul de aur”  autogrefa osoasă [3, 4, 

5, 6, 7]. Cu toate acestea, pentru defectele osoase ce depășesc lungimea de 4-5 cm, procedurile 

cunoscute de grefare osoasă pot fi insuficiente [8, 9].  

Cererea crescută pentru intervențiile de recuperare a defectelor osoase de diferită etiologie, 

îmbunătățirea posibilităților tehnice și, desigur, dezvoltarea pe scară largă a ingineriei tisulare (IT) 

induce abordarea problemei date la un alt nivel [1, 10, 11].  

Astfel, alotransplantul osos (AO) a ajuns una din cele mai ambițioase idei ale secolului 

XXI în domeniul chirurgiei reconstructive și IT. Utilizarea alogrefelor și xenogrefelor osoase 

preconizează să rezolve problema cantității limitate de autogrefe și să simplifice tratamentul din 

punct de vedere tehnic, prin excluderea etapei de prelevare a grefei [12].  

Din analiza literaturii de specialitate, am identificat sute de cercetări bazate pe studii 

experimentale preclinice in vitro și in vivo care urmăresc descrierea metodelor de preparare, 

conservare, combinare și utilizare a alogrefelor osoase cu scopul eliminării necesității 

imunosupresiei în tratamentul postoperator. Principalul beneficiu al unei alogrefe este efectul său 

osteoconductiv, deoarece acționează ca o carcasă pentru celulele osoase și reprezintă un suport 

mecanic bun. Efectul osteoconductiv este mai accentuat la alogrefa spongioasă față de cea corticală 

și, depinde în mare parte de conținutul factorilor de creștere. Cu toate acestea, această proprietate 

de osteoconducţie scade într-o alogrefă congelată și depinde atât de donator cât și de metoda de 

prelucrare a materialului osos. Teoretic, alogrefa proaspătă și neprocesată are cel mai mare 

potențial osteoinductiv. Printre dezavantajele alogrefei se numără riscul potențial de a transmite 

bacterii, virusuri, ciuperci, prioni și celule maligne către recipient. Printre alte riscuri relevante se 

numără  reacțiile alergice și, desigur, răspunsul imun [13, 14].  

https://paperpile.com/c/hvT4yf/MkeA
https://paperpile.com/c/hvT4yf/Oc2X
https://paperpile.com/c/hvT4yf/q9UC+mjOX+BoZV+lAtM+PYuV
https://paperpile.com/c/hvT4yf/q9UC+mjOX+BoZV+lAtM+PYuV
https://paperpile.com/c/hvT4yf/DExC+6PTM
https://paperpile.com/c/hvT4yf/dHcc+MkeA+q1Ut
https://paperpile.com/c/hvT4yf/8Qxy
https://paperpile.com/c/hvT4yf/h57a+jyT0
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Răspunsul imun rămâne a fi impedimentul de bază în utilizarea pe scară largă a alogrefelor 

osoase vascularizate neprocesate [15, 16]. Problema respingerii transplantului se încearcă a fi 

rezolvată prin utilizarea pe termen scurt a terapiei imunosupresive sau excluderea din componența 

alogrefei a tuturor elementelor ce ar provoca un răspuns imun (osul este demineralizat, 

decelularizat, deproteinizat) [17, 18]. Un studiu efectuat în 2010 (pe șobolani) de către un grup de 

medici din China arată că grefa osoasă vascularizată din cadrul alotransplantului compozit poate 

crea chimerism și toleranța organismului recipient, acest proces fiind condiționat de utilizarea 

preoperatorie a tratamentului imunosupresiv (iradiere corporală + administrarea globulinei 

antilimfocitare) [19].  

Comparativ cu rezultatele studiilor din 1983, unde savanții descriu în mod clar că alogrefele 

osoase (din componența articulației genunchiului) sunt imunogene, iar utilizarea imunosupresiei 

și iradierii (postoperator) nu creşte semnificativ perioada de supraviețuire a alogrefelor, studiile 

recente raportează supraviețuirea alogrefei (articulației genunchiului la iepuri) în condițiile 

inducerii angiogenezei împreună cu terapia imunosupresivă pe termen scurt [20, 21].  

Grefele alogene sunt selectate, procesate și conservate în bănci de țesuturi umane, unde sunt 

supuse unui screening minuțios pentru a exclude transmiterea maladiilor infecţioase. În cele din 

urmă, alogrefele colectate de la pacienții vii (ex.: capul osului femural după înlăturarea acestuia) 

sau cei decedați, ajung să fie disponibile sub formă de grefe osoase corticale, spongioase sau 

matrice osoasă demineralizată în diverse forme și dimensiuni [13, 22]. Studiile clinice și 

experimentale axate pe evaluarea alogrefelor și autogrefelor osteocondrale mari, avasculare, 

efectuate de peste 30 de ani în urmă, demonstrează că alogrefele osoase provoacă un răspuns imun 

la nivelul organismului gazdă și în cele din urmă, acestea eșuează după transplantare din cauza 

revascularizării inadecvate și mineralizării incomplete [23].  

Pe parcursul ultimilor ani, s-a făcut o claritate în ceea ce privește imunogenitatea țesutului 

osos, răspunsul ce-l poate provoca la nivelul organismului gazdă, și cum acesta poate fi controlat 

prin procesarea alogrefelor osoase. În literatura de specialitate găsim date despre metodele simple 

de prelucrare a țesutului osos alogenic, cum ar fi: înghețarea, formalinizarea, radio sterilizarea și 

liofilizarea. Sun cunoscute și descrise la fel și complicațiilor care survin după astfel de tratamente, 

complicații precum: lipsa integrării alogrefei, lipsa consolidării osoase, rejetul alogrefei, 

reabsorbţia acesteia în lipsa apariţiei ţesutului osos nou, fracturarea segmentului transplantat [24, 

25, 26]. Probabil că din aceste considerente, cercetările din ultimii ani abordează provocarea 

transplantului osos din alt unghi de vedere. Ţesutul osos este privit nu doar ca un material de 

umplere, ci mai mult ca un material capabil să ghideze umplerea golului osos, cu alte cuvinte, o 

carcasă (matrice) [27].  

https://paperpile.com/c/hvT4yf/q3Ha+6IAr
https://paperpile.com/c/hvT4yf/dwS2+6NZo
https://paperpile.com/c/hvT4yf/FLyM
https://paperpile.com/c/hvT4yf/u336+mgbN
https://paperpile.com/c/hvT4yf/h57a+h7q1
https://paperpile.com/c/hvT4yf/LKAo
https://paperpile.com/c/hvT4yf/yQPY+hpiG+vOMz
https://paperpile.com/c/hvT4yf/yQPY+hpiG+vOMz
https://paperpile.com/c/hvT4yf/GkA5
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Materialul optim pentru grefa (carcasa) destinată stimulării regenerării normale a osului 

trebuie să posede mai multe caracteristici esențiale. Acestea includ biocompatibilitatea, 

biodegradabilitatea, capacitatea de a conduce creșterea osului, capacitatea de a stimula formarea 

osului nou și, desigur, asigurarea unei rezistențe mecanice adecvate. Printre avantajele utilizării 

unei matrice extracelulare (MEC) naturale comparativ cu una sintetică se numără, în primul rând, 

similaritatea MEC natural cu țesutul osos în ceea ce privește morfologia și structura 

tridimensională. Această asemănare facilitează înlocuirea eficientă a țesutului osos deteriorat sau 

pierdut cu țesut osos sănătos [28, 29].  

Ţesutul osos conține relativ puține celule și o cantitate mare de MEC. Matricea la rândul său, 

reprezintă o rețea structurală foarte dinamică ce poate oferi suport și ancorare celulelor, reglează 

dinamica și comportamentul celulelor, asigură supraviețuirea, proliferarea, polaritatea, 

diferențierea, aderența, și migrarea celulară. Având o structură complexă, predominant colagen de 

tip I și proteine precum: osteocalcină, osteonectină, osteopontină, fibronectină, sialoproteina II 

osoasă, proteine morfogenetice osoase, factori de creștere, proteoglicani mici bogați în leucină, 

inclusiv decorină, biglican, lumican, osteoaderina și proteine serice, MEC ajunge să fie implicată 

irevocabil în procesele de creștere și regenerare [2, 29, 30].  

Factorii de semnalizare moleculară incluși în MEC stimulează activ diferențierea celulelor 

precursoare sau progenitoare în celule osoase funcționale. Aceste celule osoase, la rândul lor, 

reglează formarea și remodelarea celorlalte componente ale osului. Prin urmare, osul natural este 

recunoscut ca fiind osteoconductiv, osteoinductiv și osteogen, iar caracteristicile esențiale ce 

trebuie luate în considerare pentru MEC osoasă includ rugozitatea suprafeței externe, porozitatea 

+ dimensiunea porilor, capacitatea de degradare, proprietățile mecanice, și biocompatibilitatea [31, 

32].  

Constrângerile severe de ordin imunologic ce apar în domeniul transplantologiei au dus la 

dezvoltarea largă a IT. Domeniul dat cuprinde multiple cunoștințe interdisciplinare și are ca unul 

din scopurile de bază crearea de țesut cu grad scăzut, sau chiar nul de imunogenitate pe bază de 

MEC [33, 34]. Ingineria tisulară în acest moment, are un impact uriaș asupra transplantului de 

organe, promițând obținerea și utilizarea pe scară largă  a MEC de diferită origine, care vor oferi 

posibilitatea înlocuirii oricărui organ sau segment de organ deteriorat sau nefuncțional [11].  

Începând cu 1948, de când a fost introdusă conceptul de decelularizare de către Poel, s-au 

efectuat numeroase studii privind aplicarea MEC decelularizate [35].  

În 1995, echipa lui Badylak a utilizat MEC a submucoasei intestinale subțiri (SIS) pentru 

repararea tendonului lui Ahile. De atunci, diverse schele biologice derivate din țesuturi 

decelularizate, sau chiar organe întregi de origine diferită, au fost colectate în vederea utilizări lor 

ulterioare în cercetări atât in vitro, cât și in vivo.  

https://paperpile.com/c/hvT4yf/IGjt+wsb4
https://paperpile.com/c/hvT4yf/U9ks+Oc2X+wsb4
https://paperpile.com/c/hvT4yf/QUgK+hg5L
https://paperpile.com/c/hvT4yf/QUgK+hg5L
https://paperpile.com/c/hvT4yf/zb1B+Y0zC
https://paperpile.com/c/hvT4yf/q1Ut
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Din acestea fac parte: 

- pielea, corneea, vase sangvine (vene şi artere), muşchi, fascie, tendon, omentul, os; 

- rinichi, plămân, ficat; 

- segmente întregi de extremități; 

- valve cardiace, ţesut cardiac, inimă; 

- nerv, creier, etc. [29, 35, 36, 37, 38, 39, 40]. 

În prezent, utilizarea MEC decelularizate sunt în mare parte la etapele experimentale, cu 

toate acestea, există și unele progrese în aplicațiile clinice. Un exemplu de acest tip este aprobarea 

de către administrația pentru alimente și medicamente (FDA), în 1970, a unei grefe vasculare 

decelularizate, care a fost implantată la peste 500.000 de pacienți pentru a fi utilizată ca acces 

pentru hemodializă sau ca bypass la nivelul extremităților inferioare [41]. MEC dermică este 

utilizată în diverse domenii, cum ar fi chirurgie ortopedică, chirurgie reconstructivă, tratamentul 

arsurilor, chirurgie oro-maxilo-facială etc. Rapoartele timpurii despre MEC dermică sunt 

promițătoare, chiar dacă sunt necesare cercetări suplimentare pentru a determina pe deplin viitorul 

lor potențialul [42]. Un alt progres important în IT este utilizarea valvelor cardiace reînsămânțate 

cu celule autologe, Serghei Cebotari et al. au raportat pentru prima dată, în Republica Moldova, 

implantarea de valve cardiace pulmonare repopulate cu celule progenitoare endoteliale autologe 

la doi pacienți pediatrici, prezentând rezultate bune după mai mult de 3 ani de la intervenție [43]. 

Scopul ingineriei țesutului osos este de a regenera/repara țesutul cu ajutorul unei grefe 

(naturale sau sintetice) biocompatibilă și biodegradabilă. Luând în considerare că osul este un țesut 

foarte bine vascularizat, iar toate etapele sale de regenerare (dezvoltarea, maturarea, remodelarea) 

depind de o reglare strictă a aportului de sânge, este foarte important elaborarea de strategii care 

să urmărească vascularizarea rapidă și eficientă a grefei implantate [14, 44].  

În Republica Moldova, istoria transplantului osos începe în 1960 odată cu inițierea 

transplantului de segmente osoase tubulare și spongioase. Mai târziu, în 1962, conform 

recomandărilor profesorilor universitari Leonid Gladârevschi și Nicolae Testemițanu, a fost 

înființat in cadrul Stației Republicane de Transfuzie Sanguină, Laboratorul de Prelevare și 

Conservare a Țesuturilor. La 1 noiembrie 2011, pe baza Laboratorului de Prelevare și Conservare 

a Țesuturilor s-a înființat Banca de Țesuturi Umane în cadrul instituției publice medico-sanitare 

Spitalul Clinic de Traumatologie și Ortopedie, sub conducerea profesorului Viorel Nacu. Conform 

datelor naționale, țesutul musculoscheletal este cel mai transplantat ţesut în Republica Moldova, 

iar necesitățile depășesc de 1,4 ori disponibilitatea de ţesut. Chiar mai mult, conform unui sondaj 

efectuat pe 161 de medici specialiști, dintre care 75 ortopezi-traumatologi din 16 instituții medicale 

diferite, se determină o necesitate crescută a grefelor osoase prelucrate prin altă metodă decât cea 

de congelare [45, 46].  

https://paperpile.com/c/hvT4yf/VlIm+V1Va+wsb4+m7yu+A7P3+Ocux+ypUP
https://paperpile.com/c/hvT4yf/mK8g
https://paperpile.com/c/hvT4yf/ms4x
https://paperpile.com/c/hvT4yf/fEDR
https://paperpile.com/c/hvT4yf/jyT0+6S90
https://paperpile.com/c/hvT4yf/wWhC+hgZa
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În prezent, publicațiile din domeniul IT osoase discută utilizarea grefelor osoase 

decelularizate din diverse perspective, inclusiv metodele de conservare, utilizarea factorilor de 

stimulare a consolidării și aplicarea diferitelor tehnici de osteosinteză. Cu toate acestea, MEC 

osoase sunt inițial avasculare, iar hipoxia grefei implantate duce la sechestrarea acesteia. Lipsa 

sursei de vascularizare și întârzierea angiogenezei imediat după transplantare duc la resorbția sau 

necroza grefelor mari. Astfel, lipsa substituirii golului osos cu țesuturile recipientului sau 

complicarea septică, ridică multiple semne de întrebare referitoare la eficacitatea metodelor în 

tratamentul defectelor osoase mari. Iniţierea acestui studiu experimental preclinic in vitro, 

reprezintă o tentativă de elaborare și testare a unui protocol universal de decelularizare, în vederea 

obținerii unei alogrefe osoase decelularizate vascularizate (MECOv), ce ar putea fi utilizată în 

reconstrucția defectelor osoase masive [4, 22, 47, 48, 49].  

Scopul studiului 

Elaborarea protocolului universal de decelularizare a țesuturilor cu divers grad de 

mineralizare în scopul obținerii grefelor osoase compozite vascularizate cu calități imunogene 

minime. 

Obiectivele studiului 

1. Elaborarea eseului chirurgical pentru obținerea grefei osoase vascularizate a osului tibial la 

animale de laborator; 

2. Elaborarea protocolului de decelularizare a grefelor osoase (os tibial) cu păstrarea sursei de 

vascularizare; 

3. Testarea eficacității metodei de decelularizare a grefelor osoase prin metode calitative (H&E, 

DAPI, SEM) şi cantitative (cuantificarea ADN-ului);  

4. Determinarea biocompatibilităţii matricelor extracelulare osoase vascularizate prin 

recelularizarea in vitro utilizând diferite tipuri de celule.    

Ipoteza de cercetare 

O MEC calitativă (cu o arhitectură păstrată şi biocompatibilă) poate dirija proliferarea 

sănătoasă a celulelor stem şi poate facilita dezvoltarea unui nou ţesut, suplinind în așa fel chiar şi 

defectele de dimensiuni mari. Necesitatea transportării în interiorul MEC osoase a nutrienţilor şi 

elementelor cu potențial angiogenic stimulând astfel formarea rețelei vasculare funcţionale şi 

susţinând viabilitatea ulterioară a MEC m-a adus în faţa următoarelor ipoteze de cercetare:  

1. păstrarea pediculului vascular va asigura pătrunderea sângelui recipientului în interiorul MEC 

osoase; 

2. chiar şi în condiţiile obţinerii unui pedicul vascular decelularizat trombogen, sângele ajuns în 

interiorul grefei în primele minute după anastomoză poate fi suficient pentru iniţierea 

https://paperpile.com/c/hvT4yf/mjOX+gEQH+tKyg+h7q1+lOY6
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procesului de angiogeneză în interiorul alogrefei osoase stimulând astfel regenerarea 

segmentului transplantat din interior spre exterior.  

Sinteza metodologiei de cercetare şi justificarea metodelor de cercetare alese 

Iniţierea studiului experimental în obţinerea MECOv, are la bază două elemente majore, 

cererea crescută faţă de transplantul osos şi dezvoltarea vertiginoasa din ultimii ani a domeniului 

de IT. Acest studiu experimental a fost efectuat pe probe biologice preluate de la animale de 

laborator (porci) şi are la bază mostre de ţesut moale şi ţesut dur (vase sanguine de origine porcină 

de trei diametre diferite, periost, grefe osoase avasculare, grefe osoase compozite vascularizate). 

Pentru aprecierea eficacităţii protocolului de decelularizare, s-a efectuat analiza histologică 

(coloraţia H&E şi DAPI) şi cuantificarea ADN-ului.  

Aprecierea biocompatibilităţii a fost efectuată prin recelularizarea in vitro a MEC, cu 

utilizarea diferitor tipuri de celule: celulelor endoteliale umane venoase ombilicale (HUVEC) 

pentru grefele vasculare şi celule mezenchimale stem de origine alogenă, din măduva osoasă (de 

origine porcină) pentru grefele osoase avasculare și cele vascularizate.  

Pentru aprecierea schimbărilor microscopice ce au avut loc la nivelul componentei osoase 

a alogrefei, s-a efectuat microscopia prin scanare electronică (SEM) a mostrelor de os cortical şi 

spongios. Analiza probelor histologice şi culturilor celulare s-a efectuat utilizând microscopul 

optic, microscopul fluorescent şi stereo microscopul.  

Analiza statistică a datelor obţinute şi reprezentarea grafică a acestora a fost efectuată cu 

ajutorul programelor Excel şi SPSS.   

Inovația și originalitatea ştiinţifică a rezultatelor obţinute 

1. Am elaborat eseul chirurgical de obţinere a unei alogrefe osoase de os tibial în complex cu 

sursa proprie vasculară pentru ulterioara decelularizare. În premieră acest model de grefă a fost 

utilizat ca materie primă pentru obţinerea de MEC; 

2. Am elaborat şi testat protocolul universal de decelularizare pentru obţinerea MEC osoase 

compozite vascularizate; 

3. Am analizat modificările microscopice (SEM) ce au loc la nivelul osului cortical şi spongios 

după procesare; 

4. Am obţinut alogrefe/MECOv biocompatibile in vitro, ceea ce denotă funcţionalitatea 

protocolului universal testat; 

5. Am realizat recelularizarea in vitro a MEC decelularizate prin însămânţarea diferitor tipuri de 

celule (HUVEC pentru MEC vasculare şi BM-MSC pentru MEC osoase). 

Problemă științifică rezolvată 

Studiul efectuat, reprezintă un argument pozitiv la întrebarea dacă putem sau nu utiliza un 

protocol universal de decelularizare în vederea obţinerii MEC osoase compozite vascularizate 
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(ţesut dus + ţesut moale). Astfel, putem considera rezultatele obţinute, o puternică bază ştiinţifică 

în elaborarea ulterioară a planului de acțiune pentru proiectele de cercetarea în AO vascularizat pe 

baza studiilor in vivo, utilizând MECOv obţinută prin IT.  

Valoarea aplicativă a lucrării 

Studiul dat reprezintă un pas important în susţinerea viitoarelor studii preclinice in vivo 

pentru elaborarea unei noi metode chirurgicale în tratamentul defectelor osoase masive de diferită 

geneză la nivelul aparatului locomotor, prin utilizarea alogrefelor osoase decelularizate 

vascularizate (MECOv).  

Implementarea inovaţiei în practică  

Rezultatele obţinute au fost utilizate în cadrul altui studiu experimental in vivo – ,,Plastia 

defectelor osoase vaste prin allogrefaj osos vascularizat decelularizat inclus în circuitul vascular 

adoptiv”. Astfel, preconizăm implementarea în cadrul Laboratorului de Inginerie tisulară și culturi 

celulare a USMF „Nicolae Testemiţanu”, a unui nou protocol de decelularizare pentru grefele 

osoase compozite vascularizate.   

Aprobarea rezultatelor științifice 

Rezultatele studiului au fost prezentate la următoarele forumuri ştiinţifice: 

1. MedEspera International Medical Congress for Students and Young Doctors, Chişinau, 

Moldova, 3-5 mai, 2018; 

2. Conferinţa ştiinţifică anuală a cadrelor ştiinţifico-didactice, doctoranzi, masteranzilor, 

rezidenţilor şi studenţilor, USMF „Nicolae Testemiţanu”. Chişinău, Republica Moldova, 16-

18 octombrie 2019; 

3. 11th BAPRAS Congress, 12th National Congress of RSSH and 13th National Congress of 

RSRM, Cluj-Napoca, România, May 9-11, 2019;   

4. MedEspera International Medical Congress for Students and Young Doctors, Chişinau, 

Moldova, 24-26 septembrie, 2020; 

5. Conferinţa ştiinţifică anuală a cadrelor ştiinţifico-didactice, doctoranzi, masteranzilor, 

rezidenţilor şi studenţilor, USMF „Nicolae Testemiţanu”. Chişinău, Republica Moldova, 20-

22 octombrie 2021; 

6. International european conferince on interdisciplinary scientific research. Warsaw, Poland, 

August 8-9, 2021; 

7. 19th National Congress of the Romanian Association of Plastic Surgeons, 14th National 

Congress of the Romanian Society of Reconstructive Microsurgery, 13th National Congress of 

the Romanian Society for Surgery of the Hand., Timişoara, România, April 28-30, 2022; 
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8. Conferinţa ştiinţifică naţională a ortopezilor şi  traumatologilor din Republica Moldova, ediţia 

a XVIII-a “Leziunile locomotorului – principii minim invasive de tratament”, Chişinău, 

Republica Moldova, 25 iunie 2022; 

9. National Scientific Conference with International Participation „Cells and tissues 

transplantation. Actualities and perspectives” dedicated to the 10 anniversary of the founding 

of the Human Tissue and Cells Bank and to the 15th anniversary of the founding of the 

Laboratory of Tissue Engineering and Cells Culture of „Nicolae Testemitanu” State University 

of Medicine and Pharmacy, Chişinau, Republic of Moldova, March 17-18th 2023; 

10. 6th International Conference on Nanotechnologies and Biomedical Engineering – ICNBME-

2023. Chişinau, Republic of Moldova, September 20-23, 2023. 
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I. INGINERIA TISULARĂ ÎN OBŢINEREA ALOGREFELOR OSOASE 

DECELULARIZATE 

1.1 Rolul ingineriei tisulare în regenerarea țesuturilor  

IT reprezintă o ramură promițătoare, cu o evoluție uimitoare în ultimii ani care are ca scop 

regenerarea țesuturilor [44, 50, 51, 52]. IT se bazează pe trei elemente esențiale: (i) diferite tipuri 

de celule, (ii) biomolecule și factori de creștere, (iii) matrici extracelulare. Scopul final al IT este 

crearea grefelor de țesut pentru utilizarea efectivă în terapia de înlocuire a organelor sau 

segmentelor nefuncționale, prin suplinire sau regenerare celulară [53, 54, 55, 56]. Fiind o ramură 

a medicinii regenerative, IT combină cunoştinţele din diverse domenii ştiinţifice, inclusiv 

biochimia, chimia, biologia, fizica, biofizica și ingineria aplicativă [57]. Astfel, metodele utilizate 

în IT pot fi aplicate la toate organele și țesuturile din organismul uman [58]. Decelularizarea 

segmentelor de organe sau țesuturi asigură obținerea de matrice extracelulare tridimensionale care 

poate fi utilizată ulterior ca materie primă în reconstrucție [35, 59].  

Studierea contextului de utilizare a MEC decelularizate, oferă o posibilitate unică şi atractivă 

de mimare a complexelor întregi de organe şi segmente cu omiterea reacţiei imune din partea 

organismului gazdă [35]. MEC joacă un rol esențial în reglarea morfologiei țesuturilor, influențând 

procese fundamentale precum aderența celulară, diferențierea celulelor și migrarea acestora. MEC 

furnizează suport structural și semnale biochimice care sunt cruciale pentru dezvoltarea și 

organizarea corectă a țesuturilor începând încă din perioada embrionară [60, 61]. IT poate oferi 

soluţii pentru crearea organelor artificiale, menţinere și îmbunătățirea funcţiei ţesuturilor 

contribuind astfel la rezolvarea problemelor legate de lipsa donărilor voluntare şi creşterea listelor 

de așteptare pentru transplantare [62]. În zilele noastre, asistăm la o discrepanță semnificativă între 

cererea și oferta de organe pentru transplant, iar obstacolele imunologice amplifică această 

problemă. Totuși, studii aprofundate și țintite, analize detaliate și implementarea tehnologiilor 

avansate în IT și sub-disciplinele sale oferă oportunități pentru o adevărată revoluție în domeniul 

transplantologiei [63]. În ultimele decenii s-au depus eforturi mari în direcţia ingineriei structurilor 

de țesuturi funcţionale și organe vascularizate. Dezvoltarea recentă a acestei ramuri a generat tot 

mai multe strategii de inginerie microstructurală care pot ajuta supravieţuirea celulelor şi 

îmbunătăţirea efectului terapeutic a grefelor obţinute prin IT [64, 65].  

Relaţia dintre IT şi reconstrucţia sistemului osteoarticular se face prin varietatea de materiale 

obţinute prin IT şi utilizate ca înlocuitori pentru grefele osoase autogene. Cu toate acestea, 

capacitatea regenerativă a acestora este încă limitată prin lacunele sale în revascularizare şi 

reintegrare după transplantare, în mod special atunci când sunt utilizate în defectele osoase largi 

[8]. Astfel, obţinerea unei alogrefe vascularizate neimunogene, ar putea deveni în viitor o 

alternativă mai mult decât utilă în tratamentul defectelor masive osoase [66].  

https://paperpile.com/c/hvT4yf/ZywV+phVk+oFSy+6S90
https://paperpile.com/c/hvT4yf/uBP1Z+954AK+c8eq0+0i3Y
https://paperpile.com/c/hvT4yf/Q7yRO
https://paperpile.com/c/hvT4yf/6IGSU
https://paperpile.com/c/hvT4yf/6lw4+VlIm
https://paperpile.com/c/hvT4yf/VlIm
https://paperpile.com/c/hvT4yf/nBvw+zTH1
https://paperpile.com/c/hvT4yf/sGPo
https://paperpile.com/c/hvT4yf/hsab
https://paperpile.com/c/hvT4yf/brKd+sFY2
https://paperpile.com/c/hvT4yf/DExC
https://paperpile.com/c/hvT4yf/xCiu
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1.2 Ingineria tisulară în obținerea matricelor extracelulare vasculare 

Ingineria țesuturilor vascularizate implică dezvoltarea de structuri celulare tridimensionale 

care conțin vase de sânge funcționale. Această abordare are aplicații extinse în medicina 

regenerativă, inclusiv în tratamentul bolilor cardiace, vindecarea arsurilor, stimularea cicatrizării 

și, regenerarea țesuturilor, inclusiv a țesutul osos [67, 68, 69]. IT este un domeniu în continuă 

dezvoltare, cu promisiuni semnificative pentru îmbunătățirea tratamentelor medicale și a 

recuperării pacienților [70, 71, 72]. Primele mențiuni despre vasele sanguine decelularizate (de 

origine animală) se întâlnesc în 1960, la aproximativ 10 ani de la primul transplant de organ 

efectuat cu succes [73, 74]. Primul vas obținut prin IT a fost gândit și proiectat la mijlocul anilor 

‘80 de către Weinberg și Bell, care au utilizat celule endoteliale din aorta bovină, celule musculare 

netede și fibroblaști într-o matrice inelară din colagen și celule musculare netede [75]. Deși autorii 

au realizat atunci un vas cu proprietăți mecanice slabe, aceștia au pus baza protocolului ce este 

utilizat până și astăzi în IT pentru obținerea grefelor vasculare. Acesta are la bază trei elemente: 

celule multipotente, carcasa sintetică sau naturală extracelulară și factorii de creștere [76].  

Paradigma clasică a IT este însămânțarea/înlocuirea celulelor într-o carcasă organ inductoare 

[73]. Studiile progresive din ultimii ani la acest capitol pot rezolva în viitorul apropiat problema 

utilizării la indicații constrânse a grefelor vasculare sintetice (utilizate în reconstrucția defectelor 

vasculare a vaselor cu un diametru >8mm) sau disponibilitatea limitată a autogrefelor vasculare 

[77, 78, 79]. Cauzele principale ale eșecului unei grefe vasculare obținute prin IT pot fi de natură 

trombogenă, aterosclerotică sau infecțioasă. Aceste probleme sunt adesea generate de calitatea 

scăzută a MEC, care influențează aderarea, multiplicarea și funcționarea celulelor. [74]. În mod 

ideal, o grefă vasculară obținută prin IT ar trebui să fie: disponibilă, rentabilă în obținere și ușor 

de manevrat. Pentru aceasta, trebuie să utilizăm o MEC vasculară non imunogenă, biocompatibilă, 

rezistentă la tromboze, stenoze, calcificări și infecții [52, 73, 80, 81, 82, 83, 84]. Studiile din ultimii 

ani au ca scop obținerea unei MEC vasculară cu perspectivă bună la utilizare in vivo [59, 76]. 

Regenerarea este un proces vascular dependent, iar angiogeneza este dependentă la rândul său de 

celulele endoteliale, care fiind aşezate într-un singur strat căptușesc din interior vasele sanguine 

pe toată lungimea lor formând în așa fel intima vasului [85]. În cele din urmă, hiperplazia intimei 

reprezintă cauza cea mai des întâlnită în eşecul grefelor vasculare obţinute prin IT, anume 

modificările la nivelul intimei favorizează apariţia complicațiilor [86, 87]. Pentru a face posibilă 

supraviețuirea grefei, sunt utilizate o serie de terapii adjuvante pentru stimularea angiogenezei, 

cum ar fi: factorii de creștere (cel mai des utilizat fiind VEGF – factor de creștere endotelial 

vascular), terapia bazată pe celule (ex.: celulele stem), terapia acelulară (ex.: utilizarea exozomilor 

– veziculelor extracelulare), utilizarea rețelelor vasculare prefabricate, si alte strategiile 

chirurgicale, cum ar fi spre exemplu incorporarea buclelor arteriovenoase (ax vascular format 

https://paperpile.com/c/hvT4yf/4pTr+uwom+XF61
https://paperpile.com/c/hvT4yf/DL2V+LYDV+ldNS
https://paperpile.com/c/hvT4yf/vsANi+gSVot
https://paperpile.com/c/hvT4yf/V0623
https://paperpile.com/c/hvT4yf/1Fto2
https://paperpile.com/c/hvT4yf/vsANi
https://paperpile.com/c/hvT4yf/O2S1X+FYIj+iTMq
https://paperpile.com/c/hvT4yf/gSVot
https://paperpile.com/c/hvT4yf/vsANi+0j8dz+XnAG+8Hlu+aWEN6+WpkCE+oFSy
https://paperpile.com/c/hvT4yf/1Fto2+6lw4
https://paperpile.com/c/hvT4yf/oxrB
https://paperpile.com/c/hvT4yf/sWDF+OW7x
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dintr-o venă și o arteră care sunt anastomozate la o buclă arteriovenoasă) a recipientului în alogrefa 

transplantată [88, 89, 90, 91].  

Așa cum majoritatea cercetările actuale sunt orientate spre obținerea MEC vasculare 

funcționale în domeniul chirurgiei cardiovasculare, țin să accentuez că ideea studiului dat este 

obținerea grefei vasculare funcțională ca parte componentă a MECOv. Altfel spus, anume 

componenta osoasă reprezintă ținta studiului. Se mai cere specificat faptul că termenul de ,,grefe 

vasculare obținută prin IT” cuprinde în sine atât grefele obținute pe baza unei carcase sintetice cât 

și cele pe baza carcaselor biologice (figura 1). Astfel, zona de interes a studiului dat este strict 

limitată la grefele vasculare decelularizate, de aceea, la fiecare utilizare a termenului de ,,MEC 

vasculară” se va subînțelege o matrice naturală, de origine animală, care a fost obținută prin 

decelularizare. 

 

 

Figura 1. Clasificarea grefelor vasculare după originea MEC (zona roşie  ̶  zona de interes) 

[73, 74, 76] 

Grefele vasculare obţinute prin IT 
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1.3 Rolul ingineriei tisulare în dezvoltarea grefelor osoase 

Grefele de origine autogenă considerate standardul de aur în reconstrucția osoasă, au o 

aplicabilitate limitată în reconstrucția defectelor osoase mari, întrucât cantitatea de os ce poate fi 

colectată este uneori insuficientă pentru repararea acestor defecte, iar morbiditatea locului donator 

poate încălca în unele cazuri unul din principiile de bază a chirurgiei reconstructive (beneficiile 

metodei de tratament trebuie să prevaleze asupra prejudiciilor) [92, 93]. După unele surse, țesutul 

osos este cel mai frecvent transplantat țesut, după sânge. Grefele osoase reprezintă elementul de 

bază în marea parte a intervențiilor chirurgicale reconstructive pe os. Opțiunile curente, cele mai 

des utilizate în reconstrucția defectelor  osoase sunt variate. Acestea includ utilizarea alogrefelor 

osoase avasculare (prelucrate termic sau prin autoclavare), utilizarea protezelor, metoda 

membranei induse sau metoda Ilizarov, fiecare cu avantajele și dezavantajele sale [94, 95].  

Istoria alogrefelor osoase începe cu utilizarea acestora după diverse metode de prelucrare, 

precum prelucrarea termică, chimică sau liofilizarea. Aceste metode au fost dezvoltate pentru a 

conserva proprietățile grefelor osoase și a reduce riscul de transmitere a bolilor infecțioase, cum 

ar fi HIV și hepatita B sau C. Cu toate acestea, chiar și în urma acestor metode de prelucrare, 

rămâne un risc semnificativ de răspuns imun din partea organismului gazdă, deoarece țesutul osos 

asemenea altor tipuri de țesuturi precum mușchii, vasele sanguine, pielea și ligamentele, prezintă 

proprietăți imunogene [23, 94, 96, 97, 98]. Alogrefele proaspete sunt foarte rar utilizate, deoarece 

cresc semnificativ rata riscurilor enumerate mai sus [99]. Grefele congelate sunt similare cu grefele 

proaspete în ceea ce privește durabilitatea și osteoinductivitatea, dar prezintă un risc crescut legat 

de răspunsul imun și transmiterea infecțiilor. Pe de altă parte, grefele liofilizate au proprietăți 

mecanice reduse, însă sunt mai sigure în privința riscurilor asociate răspunsului imun și 

transmiterii infecțiilor [94, 99]. Atfel, indicațiile clare pentru utilizare alogrefelor osoase, după 

unele surse mai vechi, sunt: insuficiența grefelor autologe sau necesitatea unui suport structural 

imediat [94].  

Ca o alternativă grefelor enumerate, cercetările din domeniul IT se concentrează intens 

asupra MEC osoase obținute artificial sau din surse naturale, cum ar fi osul alogen sau xenogen, 

osul deproteinizat sau decelularizat. Prelucrarea osului prin deproteinizare sau decelularizare 

urmărește îndepărtarea celulelor și proteinelor imunogene, păstrând în același timp structura și 

funcția MEC osoase. Aceste noi abordări pot oferi o durabilitate și osteoinductivitate comparabile 

cu cele ale grefelor proaspete dar cu un risc redus de răspuns imun și transmitere a infecțiilor. 

Aceste metode sunt utilizate în principal pentru prelucrarea grefelor osoase avasculare, contribuind 

la crearea unor grefe biocompatibile și eficiente pentru diverse aplicații clinice [1, 100, 101].  

În final, procesul de regenerare osoasă poate fi descris ca un lanț complex de reacții post-

transplantare, care sunt interdependente, dar și independente în același timp. Răspunsul imun poate 
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modifica durata procesului inflamator, prelungindu-l. În același timp, inflamația de lungă durată 

poate influența negativ procesul de revascularizare a grefei transplantate, iar lipsa unei 

vascularizări adecvate poate opri proliferarea celulară responsabilă de regenerare. Aici ar fi actual 

să mă opresc separat la fiecare etapă în parte. Respingerea transplantului începe cu recunoașterea 

antigenelor străine de către celulele imune ale recipientului, ceea ce duce la activarea limfocitelor 

T. Acestea din urmă reprezintă la rândul său un element de bază în procesul inflamator, iar 

inflamația la rândul său reprezintă prima etapă a procesului de incorporare a alogrefei [23,97]. 

Etapele încorporării grefei osoase: 

1. Inflamația – are o durată de 14 zile și este mult mai accentuată în cazul alogrefelor; 

2. Vascularizația – etapă în care are loc procesul de angiogeneză prin invadarea grefei de către 

vasele sanguine ale gazdei. Procesul este mai rapid la grefele spongioase comparativ cu cele 

corticale. Inflamația cronică este un factor care poate conduce la eșuarea formării noilor vase 

sanguine; 

3. Osteoinducția – începe după finalizarea etapei inflamatorii și durează aproximativ până la ziua 

21. Este perioada în care are loc diferențierea celulelor multipotente în osteoblaste; 

4. Osteoconducția – se caracterizează prin invazia pasivă a țesuturilor recipientului în grefa 

transplantată (migrarea și proliferarea celulelor osteogene). Această etapă poate dura luni de 

zile în cazul grefei osoase spongioasă și până la ani de zile în grefele corticale; 

5. Remodelarea – procesul continuu prin care osul nou format este adaptat și remodelat în funcție 

de stresul mecanic și alte condiții [94]. 

În 1998, progresele în transplantarea osoasă au început odată cu utilizarea alotransplantului 

vascularizat. Acest tip de transplant este considerat superior altor metode de tratament pentru 

recuperarea defectelor osoase mari, deoarece furnizează țesut cu o sursă vasculară adecvată, 

facilitând astfel revascularizarea imediată și o regenerare accelerată. Cu toate acestea, rejetul imun 

rămâne o problemă majoră, iar specialiștii din domeniu sunt în căutarea soluțiilor pentru a aborda 

această provocare. Anume această provocare subliniază conexiunile emergente între chirurgia 

reconstructivă și IT [96,102].   

După unele date, grefele osoase alogene au o cotă de aproximativ o treime (1/3) din grefele 

osoase de pe piața Americii de Nord, iar procedurile de decelularizare sunt necesare pentru 

înlăturarea componentelor antigenice responsabile de reacția imună [103]. Grefa osoasă obținută 

prin IT se bazează pe aceleași principii, și utilizează o matrice acelulară, biocompatibilă. Aceasta 

reprezintă în prezent o alternativă la grefele autologe [101,104]. În calitate de carcasă 3D de cele 

mai multe ori se folosesc construcții de origine sintetică sau naturală, sau MEC obținute în urma 
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decelularizărilor segmentelor osoase [105]. Cele din urmă pot oferi indicii biologici pentru 

aderența și multiplicarea celulară, pe lângă suportul mecanic oferit și de către MEC sintetice.  

MEC osoasă este cea mai reușită combinație între caracteristicile macro- și microscopice 

arhitecturale unice [106]. Carcasele 3D după cum s-a menționat anterior, joacă un rol important în 

controlul funcției celulare și formarea noului țesut. Acestea oferă pentru început sprijin celulelor, 

după care mediu natural adecvat pentru migrare, proliferare și diferențiere, iar în final, celulele 

ajung să producă propria MEC şi o înlocuiesc pe cea transplantată [107]. Prin urmare, carcasele ar 

trebui să fie biocompatibile și biodegradabile [53, 105].  

Utilizarea tehnicilor din IT în reconstrucția osoasă încep cu implantarea MEC, asigurând în 

așa mod un mediu adecvat celulelor pentru funcționalitate în condițiile unui răspuns nul [93, 105]. 

Cerințele specifice față de o carcasă osoasă (3D) ce urmează a fi transplantată (indiferent de 

originea acesteia) sunt: 

1. osteoconductivitatea = capacitatea de a asigura aderența, supraviețuirea și proliferarea 

celulară; 

2. osteogenitatea = capacitatea de formare a țesutului sănătos pentru vindecarea oaselor după 

leziuni sau fracturi; 

3. osteoinductivitatea = capacitatea de a induce celulele pluripotente spre diferențiere în 

celule osoase [99, 108].  

Problema de bază a MEC osoase obţinute prin IT indiferent de originea lor, este 

vascularizația inadecvată. Acestă problemă reprezintă de fapt una dintre principalele limite ale 

țesuturilor obținute prin IT: incapacitatea de a furniza suficient sânge către țesutul transplantat 

pentru a menține sau restabili viabilitatea tisulară în primele faze după transplantare. 

Vascularizarea rapidă este esențială pentru restabilirea oxigenării care reprezintă un moment critic 

în metabolismul celular și iniţierea angiogenezei [53, 109]. Reieșind din faptul că osteogeneza este 

un proces vascular dependent, asigurarea vascularizației adecvate imediat după transplantarea 

grefei este esențială, în special pentru grefele de dimensiuni mari [110, 111]. Revascularizarea 

MEC prin difuzie din patul vascular înconjurător, se realizează doar la primii max. 100-200 μm 

din stratul extern al grefei, iar regiunea interna a MEC fiind lipsită de vascularizaţie urmează să se 

sechestreze prin necroză sau să se reabsoarbă ducând în ambele cazuri la eşec [112, 113].  

Așa cum în literatură de specialitate nu găsim definiție pentru grefele osoase mari sau mici, 

pot presupune că prin termenul de ,,grefe mari” se subînțelege grefele ce depășesc lățimea sau/și 

lungimea de 0.2 mm, adică grefele care pot recăpăta cu siguranță viabilitatea prin revascularizare. 

Altfel spus, în organismul uman, marea parte a celulelor, nu se află la o distanță mai mare de 100-

200 μm de cel mai apropiat capilar, această distanță fiind suficientă pentru asigurarea unei difuzii 

de oxigen, nutrienți și reziduuri, menținând în așa mod viabilitatea țesuturilor. Recent, s-a 
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determinat și importanța funcționării adecvate a vaselor limfatice pentru creșterea noilor vase 

sanguine, astfel, importanța angiogenezei și limfangiogenezei în medicina regeneratică este 

indiscutabilă, la fel ca și dependența acestor procese de prezența factorilor de creștere, celulelor 

multipotente și factorilor de transcripție. În concluzie, o MEC osoasă funcțională din acest punct 

de vedere (angiogenic și limfangeogenic) poate fi obținută prin alimentarea matricei cu factori 

angiogenici, sau prin creșterea porozității grefei. Cu toate acestea, doar capilarele nu sunt 

suficiente pentru o perfuzie adecvată, de aceea, un flux satisfăcător de sânge către o grefă de 

dimensiuni mari poate fi posibilă doar prin intermediul vaselor sanguine mari [111, 114, 115].  

La fel ca și în cazul grefelor vasculare, grefele osoase obținute prin IT sunt bazate pe carcase 

de diferite origini (figura 2). În lucrarea dată, termenul de MEC osoasă se referă la matricea 

obținută în urma procesului de decelularizare a grefei osoase de origine animală. 

 

 

Figura 2. Clasificarea grefelor osoase după originea MEC (zona roşie  ̶  zona de interes)  

[53, 91, 92, 93, 105, 108, 116] 
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1.4 Decelularizarea în obţinerea matricelor extracelulare osoase  

Subcapitolul de față cuprinde analiza metodelor și produselor pentru decelularizare în scopul 

obținerii unei carcase osoase pe pedicul vascular ce ar permite utilizarea ei ulterioară în contextul 

recuperării defectelor masive de os.  

Ţesutul osos posedă proprietăți de autoregenerarea, însă în situațiile când se pierd segmente 

circulare osoase (defecte osoase masive) autoregenerarea osoasă poate eșua [1, 11, 12, 117]. La 

moment, problema defectelor masive de os reprezintă unul din pilonii de bază în cauzarea 

handicapului funcțional [53]. Standardul de aur, care reprezintă în zilele noastre grefa autologă, 

nu-i nimic altceva decât o combinație perfectă dintre MEC mineralizată, măduvă osoasă și celule 

osteogenice, formând în așa mod cel mai osteogenic material disponibil, cu proprietăți 

osteoinductive și osteoconstructive. Totuși, cantitatea disponibilă de astfel de material biologic 

este limitată [92, 99, 103]. Per ansamblu, lipsa sau limitarea numerică de organe și segmente ce 

pot fi transplantate este cauzat de numărul mare de cerințe vs numărului de organelor/segmentelor 

disponibile, iar necesitate imunosupresiei constrânge și mai mult indicațiile de utilizare a acestora, 

accentul fiind pus pe organele cu importanță vitală (inimă, rinichi, plămâni, ficat) [53, 63]. Deși 

există multiple progrese în obținerea organelor artificiale (in vitro), la moment, funcționalitatea 

inadecvată a acestora le fac inacceptabile pentru transplantare [118, 119].  

Începând cu 1998 când s-a realizat primul transplant de mână cu succes în Franța, în 

chirurgia reconstructivă începe să fie tot mai mult utilizat termenul de alotransplant compozit 

vascularizat [120]. Ca rezultat, o nouă generație de grefe au devenit disponibile pentru pacienți 

[96]. În contextul progreselor obținute începând cu acea perioadă în domeniul tehnicilor 

microchirurgicale și domeniul imunologiei, alotransplantul compozit vascularizat cunoaște un 

progres enorm. Deja în 2014, doar în SUA existau peste 17 centre academice specializate în 

alotransplantul de față și extremități [121]. Cu toate acestea, transplantul reconstructiv prin 

utilizarea alogrefelor compozite vascularizate, procesual, este asemănător cu transplantul de 

organe solide, cu excepția că respingerea unei grefe poate fi mult mai ușor de diagnosticat în toate 

cele 3 tipuri de rejet (hiperacut, acut sau cel cronic) [122]. Dezbaterea etică și utilizarea terapiei 

imunosupresoare pe tot parcursul vieții, a umbrit succesul acestor tipuri de grefe. În cele din umră, 

s-a născut o strânsă colaborare între laboratoarele de inginerie țesulară și medicina regenerativă 

pentru a crea noi tehnologii și a găsi metode efective ce ar simplifica utilizarea grefelor 

vascularizate compozite în transplantologie și reconstrucție. Una din direcțiile de interes sporit în 

acest sens este utilizarea MEC a organelor și segmentelor de organe [96, 123, 124]. În ultimii 20 

ani diverse țesuturi și organe ale donatorilor și animalelor de laborator, așa ca pielea, os, vase, 

nervi, tendon, rinichi, valve aortice, inima, plămân, sau chiar întregi membre superioare, au fost 

utilizate în scopul obținerii matricelor extracelulare pentru o ulterioară utilizare în cadrul ingineriei 
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biomedicale [110, 125]. Progresele tehnice de decelularizare din ultima perioadă oferă o 

alternativă promițătoare prin crearea MEC de organe/țesut. MEC cu păstrarea arhitecturii 3D și a 

rețelei vasculare ar putea permite ulterior schimbul de nutrienți și gaze în momentul transplantării, 

păstrându-și astfel viabilitatea și funcția în condițiile unui răspuns imun null din partea 

organismului gazdă [118, 126]. 

Decelularizarea în obținerea MEC este un proces cheie în ingineria țesuturilor. Procesul de 

decelularizare implică, în general, următorii pași:  

1. colectarea țesutului: se colectează țesutul sau organul de la o sursă adecvată, cum ar fi animale 

sau, în unele cazuri, de la donatori umani; 

2. prelucrarea: celulele sunt eliminate prin tratarea țesutului cu substanțe chimice sau enzime 

specifice. Aceste substanțe pot include detergenți, soluții saline, enzime proteolitice etc. 

Scopul este de a sparge membranele celulare și de a elimina conținutul celular lăsând în urmă 

MEC intactă; 

3. spălarea și sterilizarea: după îndepărtarea celulelor, MEC rezultată este spălată pentru a 

îndepărta substanțele chimice sau enzimele utilizate în procesul de decelularizare. De 

asemenea, este important să se sterilizeze materialul pentru a preveni infecțiile. 

În general, decelularizarea este o tehnică esențială pentru a obține MEC utilizabile în diverse 

aplicații medicale și biotehnologice, contribuind la avansarea cercetărilor în domeniul medicinei 

regenerative și al ingineriei țesuturilo. Decelularizarea, este mai întâi de toate importantă prin: 

reducerea reacțiilor imune, păstrarea structurii și componentelor MEC, compatibilitatea cu diferite 

tipuri celulare, evitarea riscului de transmitere a bolilor, dezvoltarea de organe artificiale [34, 127, 

128, 129].  

Procesul de decelularizarea deschide oportunități semnificative în avansarea medicinei 

regenerative și a ingineriei țesuturilor, având implicații profunde în tratamentul bolilor, 

regenerarea țesuturilor și dezvoltarea de terapii personalizate. Acest proces continuă să fie un 

subiect intens de cercetare, iar progresele în acest domeniu au potențialul de a aduce beneficii 

semnificative în îmbunătățirea calității vieții pacienților. Produsul final al decelularizării este 

carcasa extracelulară, o resursă valoroasă în medicina regenerativă și ingineria țesuturilor. Studiile 

pe bază de MEC contribuie la dezvoltarea de soluții inovatoare pentru tratarea bolilor și refacerea 

țesuturilor afectate, iar caracteristicile MEC pot varia în funcție de tipul de țesut sau organ 

decelularizat și de metoda specifică utilizată în procesul de decelularizare [130, 131, 132]. MEC 

este considerată scheletul structural esențial pentru menținerea structurii și funcției țesuturilor.   

Caracterizarea MEC obținute prin diverse metode de decelularizare implică evaluarea 

compoziției chimice, arhitecturii 3D și altor aspecte, pentru a confirma potrivirea acesteia în 

vederea utilizării într-o aplicație specifică.  
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1.5 Caracteristicile generale ale matricelor extracelulare osoase decelularizate 

Ce reprezintă de fapt o MEC și cum ar putea fi ea utilizată drept material substituent al 

oricărui segment sau organ nefuncțional? 

În structura osului, pe lângă componenta celulară, avem alte două componente de bază: 

săruri anorganice și matrice organică (MEC). Această matrice la rândul său este compusă din 

proteine colagenoase în 90% (în mare parte colagen tip 1), proteine necolagenoase și o cantitate 

mai mică de proteoglicani mici [2]. În domeniul medicinei regenerative, una din direcțiile de studiu 

este decelularizarea organelor/segmentelor de organe, adică componentele celulare sunt 

îndepărtate pentru a produce o MEC care sunt numite altfel schele decelularizate [133]. Procesul 

de decelularizare se referă la îndepărtarea (chimică, mecanică, enzimatică, etc.) totală sau parţilă 

a componentelor celulare (imunomodulatoare) dintr-un anumit țesut. Unii autori, definesc MEC 

drept o combinație de proteine structurale și funcționale, proteoglicani, lipide și cristale care are o 

compoziție unică și proprietăți fizice specifice pentru fiecare organ/țesut. Astfel, elementele 

structurale ale MEC păstrează parțial funcționalitatea segmentului chiar și în absența 

componentelor celulare vii [134].  

Componentele structurale de bază ale MEC sunt:  

- proteinele fibrilare structurale şi de adeziune (colagen, elastină, vitronectină, fibronectină, 

etc.); 

- structuri proteice non-colagenice (osteocalcină, osteonectină, osteopontină, fibronectină și 

sialoproteina II osoasă, proteine morfogenetice osoase (BMP)); 

- proteoglicani bogați în leucină (glicozaminoglicani (GAG), decorină, biglican, lumican, 

osteoaderina și proteine serice); 

- proteinele specializate (factorii de creștere, proteinele mici din componența MEC, etc.) [2, 125, 

135, 136]. 

MEC decelularizată formează o carcasă biologică ideală pentru aderența, creșterea și 

diferențierea celulelor noi în procesul de remodelare a diferitelor tipuri de țesuturi sau organe atât 

in vivo, cât și in vitro [126, 134, 137]. 

În acest fel, schelele biologice compuse din MEC decelularizate au o aplicabilitate pe scară 

largă în repararea/reconstrucția tisulară, atât în studiile preclinice pe animale de laborator, cât și în 

unele aplicații clinice [138, 139]. Este demonstrată eficacitatea procesului de decelularizare în 

evitarea sau minimalizarea răspunsului imun la transplantarea de țesuturi procesate, în comparație 

cu țesuturile neprocesate [140, 141, 142, 143]. Țesuturile decelularizate oferă indicii bioactivi 

necesari în absența componentelor celulare, evitând astfel problemele imunologice [144]. Din 

analiza studiilor efectuate pentru acest capitol, pot spune cu siguranță că una dintre problemele de 

bază în obținerea unei MEC, nu este procesul propriu-zis ci rezultatul final care este adesea o 
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matrice traumatizată, ceea ce ar putea compromite ulterior recelularizarea după transplantare. 

Detergenții utilizați în prezent ca element de bază în procesul de decelularizare sunt adesea prea 

agresivi, în special în cazul segmentelor complexe de os și vas, deoarece un detergent care nu 

distruge structural osul poate afecta structural vasul, și invers, un detergent care păstrează 

integritatea vasului poate să nu ofere o decelularizare suficientă a segmentului oso [118, 126].  

Cu toate acestea, nu am găsit în literatură argumente suficiente pentru ineficacitatea 

protocoalelor de decelularizare a vaselor asupra țesutului osos, nici argumente care să sugereze că 

protocoalele pentru decelularizarea țesuturilor osoase ar fi distructive pentru vase. Decelularizarea 

țesuturilor dure rămâne un proces insuficient studiat, chiar și în contextul multiplelor metode 

propuse pentru decelularizare [145, 146, 147]. 

Unii autori propun utilizarea organelor/segmentelor de organe pentru obținerea MEC 

utilizată ulterior ca matrice în reconstrucția tridimensională a organelor artificiale. O reconstrucție 

tridimensională corectă este elementul de bază pentru un organ funcțional, iar dezvoltarea optimă 

celulară apare atunci când componenta arhitecturală a carcasei este similară structural cu matricea 

organului nativ, permițând celulelor să se diferențieze în linii celulare specifice [27, 119, 148]. 

Aceasta de fapt și reprezintă ideea de bază din ultimii ani după care se conduc specialiștii din 

medicina regenerativă, încercând să utilizeze MEC nu pentru cultivarea organelor artificiale dar, 

pentru elaborarea  protocoalelor în vederea obținerii  „alotransplantului ideal”, adică obţinerea 

unui alotransplant ce nu ar necesita tratament imunosupresor după transplantare. Alte surse 

vorbesc despre termenul de „reciprocitate dinamică”, sugerând că acesta este elementul de bază în 

procesul de recelularizare. Acest termen reprezintă relația de feedback dintre activitatea 

metabolică a celulelor rezidente și structura MEC. Carcasa acelulară a organului se schimbă 

constant în urma activității metabolice curente a celulelor, astfel, vorbim despre o specificitate 

structurală a fiecărui organ/segment din punct de vedere a ultrastructurii tridimensionale [149, 

150]. Drept exemplu, MEC a ficatului este baza ideală pentru hepatocite iar MEC osoasă pentru 

celulele osoase, regula fiind valabilă pentru toate tipurile de țesut. Acest concept este un argument 

avantajos major pentru utilizarea MEC naturale ca matrice în inginerie tisulară (pentru restaurarea 

organelor/segmentelor) și nu a schelelor sintetice. Alți autori utilizează termenul de „reciprocitate 

dinamică” pentru descrierea mai simplă a interacțiunii dintre celulele rezidente cu MEC și 

interdependența dintre acestea. Chiar mai mult, aceiași autori susțin că de fapt în momentul 

transplantării MEC, nu este nevoie de anastomoză directă la recipient deoarece populațiile de 

celule noi infiltrate, vor fi suficiente pentru a asigura schimbul de oxigen și nutrienți necesari 

pentru supraviețuirea segmentului transplantat până la finisarea procesului de angiogeneză [151, 

152]. Într-un final însă nu am găsit studii eligibile pentru confirmarea acestei teorii. Cu atât mai 
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mult că un argument de valoare în favoarea utilizării grefelor osoase vascularizate ar fi 

funcționalitatea acestora inclusiv în defectele septice.  

Reieșind din particularitățile diferitor tipuri de țesuturi, la moment nu există un protocol unic 

de decelularizare, iar metodele variază în dependență de tipul de țesut [153]. Metodele fizice, 

chimice și enzimatice de decelularizare au fost dezvoltate și optimizate pentru a realiza obiectivul 

de bază - îndepărtarea ADN-ului şi a celulelor responsabile de respingerea hiperactivă la 

organismul gazdă [151, 154]. Un element important în crearea alogrefelor ideale este posibilitatea 

generării rețelelor vascular. Revascularizarea rapidă în câteva zile de la implantarea este vitală 

pentru funcționarea grefei, așa cum difuzia sângelui din exterior care are loc în momentul 

implantării, este suficientă doar pentru asigurarea revascularizării stratului extern a grefei (0.1-0.2 

mm) [112, 113].  

Astfel, mulți autori analizează numeroase abordări urmărind refacerea structurilor vasculare 

ale țesuturilor decelularizate [110]. Deși este cunoscut succesul în realizarea grefelor vasculare de 

calibru mare, problema grefelor vasculare cu diametru mic (< 6 mm) rămâne actuală. Studiile în 

IT vasculară sunt axate pe obținerea unei grefe biocompatibile, non trombogenică, non imunogenă, 

rezistentă la infecții, cu proprietăți mecanice și fiziologice bune [82]. Paralel cu obiectivele 

enumerate la conservarea vasului, se țin cont și de un șir de particularități ale țesutului osos 

(osteogene, osteoconductive și osteoinductive) păstrarea cărora este la fel de importantă. Astfel, în 

ultimele decenii cercetătorii și clinicienii fac tot mai multe încercări în dezvoltarea substanțelor ce 

ar ajuta la regenerarea osoasă cu păstrarea concomitentă a elementelor de bază [108].  

La moment, nu există un protocol universal de decelularizare. Astfel, metodele fizice, 

chimice și enzimatice sunt adaptate și aplicate în mod particular după autor și organul 

decelularizat, încercând în așa mod să se găsească un echilibru între îndepărtarea eficientă a 

celulelor și afectarea minimă a MEC [153].  

La baza viabilității țesuturilor în organismul uman se află distanța dintre celule. Distanța 

dintre capilare nu depășește 100-200 microni, și aceasta asigură difuzia suficientă de oxigen, 

nutrienți și produse reziduale. Atfel, la moment nu este posibil crearea de țesuturilor funcționale 

cu o grosime ce depășește câteva sute de microni în lipsa unei surse vasculare [32]. Din aceste 

considerente, pentru supraviețuirea organelor/segmentelor ce depășesc aceste dimensiuni se cer 

acțiuni suplimentare până la transplantare. Una din abordările de bază în soluționarea problemei 

de supraviețuirea a alogrefei transplantate este stimularea in vitro a funcționalității grefei (carcasei 

biologice). Stimularea poate fi obținută prin diverse tehnici precum utilizarea terapiei celulare, 

utilizarea factorilor de creștere (VEGF, PDGF, etc.) sau, utilizarea de schelele (grefele) heparin 

impregnate [115, 155, 156].  
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Alt element ce poate ajuta la creșterea funcționalității grefelor in vivo este creșterea 

porozității MEC sau  canalizarea grefelor. Un studiu în care se descriu două loturi de grefe osoase 

umane decelularizate în vederea potențialului de recelularizare, au caracterizat grefele de la 

donatorii tineri (34-49 ani) și grefele de la donatorii înaintați în vâstră (72-84 ani). Una din 

concluziile făcute de autori a fost, că de fapt, capacitatea osteogenică a alogrefelor osoase colectate 

de la persoanele în vârstă este mai mare, iar acest lucru poate fi legat cu porozitatea crescută a 

schelei osoase [10]. Un alt element angiogenic utilizat este potențialul nativ al organismului. Acest 

potențial este utilizat prin incorporarea diferitor tipuri de celule sau a buclelor arteriovenoase de la 

recipient în timpul transplantării alogrefelor [157, 158, 159, 160].  

Ultimul deceniu a fost cel în care s-au cunoscut elementele de bază în formarea țesuturilor. 

Astfel, au sporit cunoștințele despre moleculele ce controlează acest proces, despre izolarea 

factorilor de creștere, s-au determinat căile de semnalizare transmembranare, s-au identificat chiar 

și genele responsabile de creșterea, diferențierea și formarea țesuturilor. Cu toate acestea, 

mecanismul responsabil de formarea tridimensionala tisulară rămâne incomplet studiată. Ceea ce 

devine tot mai clar este faptul că un rol important în acest proces complicat revine substanțelor 

chimice și forțelor mecanice. Matricea osoasă nu se depune la întâmplare, osul este o structură 

dinamică în care remodelarea are loc datorită acțiunii osteoblastelor și  osteoclastelor într-un 

anumit fel, aceste celule trebuie să fie capabile să răspundă modificărilor forțelor mecanice astfel 

încât să remodeleze MEC a osului și într-un final să reducă stresul local, și cel mai important ar fi 

faptul că această remodelare stres dependentă a MEC este specifică tuturor țesuturilor [32, 161].  

Din cele studiate și menționate mai sus, pot medita asupra faptului că fiecare organism este 

unic în felul său prin structura tridimensională a MEC.  

La această etapă a analizei, pot spune cu certitudine că o direcţie de cercetare în IT este 

reconstrucția de organe/segmente cu ajutorul unui proces format din 2 etape:  

1. decelularizarea organului/segmentului, cu păstrarea maximă a integrității MEC;  

2. recelularizarea carcasei (MEC) cu restabilirea reţelei vasculare [162].  

La etapa decelularizării, cel mai important este crearea unei carcase (MEC) biocompatibile, 

care să poată oferi următoarele funcții de bază: 

✓ să poată oferi un mediu recunoscut pentru celulele rezident; 

✓ să poată oferi un suport mecanic; 

✓ să ofere substrat pentru adeziunea celulară [106].  

Dacă analizăm cum o MEC își îndeplinește funcțiile atribuite mai sus, un grup de autori a 

explicat acest proces încă din 2010. Hoshiba et al, au constatat în cadrul unei analize in vivo că 

celulele se atașează de MEC prin intermediul receptorilor, cum ar fi integrinele,  prin urmare, MEC 

își îndeplinește în aşa mod funcția arhitecturală de carcasă 3D.  
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În ceea ce privește reglarea funcției celulelor, există două mecanisme:  

Activarea directă: interacțiunea dintre proteinele MEC și receptorii celulari (de exemplu, 

integrinele) activează semnalizarea intracelulară. Semnalul activat blochează apoptoza celulară, 

facilitând supraviețuirea și proliferarea lor. 

Activarea indirectă: (i) reglarea activității citokinelor: MEC stochează și reglează activitatea 

citokinelor, un exemplu fiind procesul în care Decorina se poate lega de BMPs (proteinele 

macrofage osoase) pentru a-și mări activitatea; (ii) transducția semnalelor mecanice: cultivarea 

celulelor pe substraturi cu elasticitate diferită induce răspunsuri celulare diferite. De exemplu, când 

celulele stem mezenchimale sunt cultivate pe substraturi cu elasticitate similară oaselor, aceste 

celule stem se diferențiază în osteoblaste [107]. 

Un momentul important este că compoziția matricei variază și în dependență anatomia 

ţesutului. Din aceste considerente, în crearea/proiectarea MEC se vor lua în calcul doar țesuturile 

sănătoase pentru a evita o ulterioară mutaţie celulară [163, 164].  

Eliminarea celulelor dintr-un organ/segment, este bazată pe abordări fizice, chimice sau 

enzimatice. Procesul are la bază de cele mai multe ori combinarea acestor 3 metode pentru a obține 

rezultatul final dorit [165, 166].  

Mulți autori susțin ideea utilizării țesuturilor alogene umane drept material de bază în crearea 

MEC adecvate. Argumentul de bază fiind că țesuturile xenogene ar putea transmite agenți biologici 

şi agenţi imunogeni [100].  

Dezvoltarea protocoalelor de obținere a MEC biocompatibile, cu ulterioara recelularizare şi 

utilizare in vivo pot contribui la evoluția medicinei regenerative care în combinație cu progresele 

tehnice ar permite pentru viitor crearea MEC personalizate.  

În continuare, am prezentat metodele și factorii fizici de bază utilizaţi în procesul de 

decelularizare. Factorii fizici (tabelul 1) în special deviațiile de temperatură, sunt utilizați pe tot 

parcursul procesului de decelularizare, chiar dacă nu este metoda de bază [167, 168, 169, 170]. 

Ciclurile de îngheț-dezgheț este o metodă eficientă în reducerea necesității utilizării altor agenți, cum 

ar fi substanțele chimice, pentru a realiza o decelularizare eficientă. Zemmyo et al. argumentează că 

metoda ciclurilor de îngheț-dezgheț are un efect redus în eliminarea structurilor celulare [171]. În 

același timp, există opinii contradictorii care sugerează eficacitatea metodei atunci când este aplicată 

în combinaţie cu un detergent [172]. Mecanismul de bază a acestei metode, este liza celulelor ce are 

loc în urma ciclurilor de înghețare și dezghețare, numărul ciclurilor fiind dependent de tipul țesutului. 

Studiile arată că aceste variații de temperatură nu modifică esențial proprietățile mecanice ale MEC, 

dar, în același timp, sugerează utilizarea unui crioprotector pentru a minimaliza și mai mult reacțiile 

adverse ale procesului [167, 169].  
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Tabelul 1. Metodele fizice de decelularizare 

Categoria Substanţa/Tehnica Mecanismul de acţiune 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Factorii fizici 

HHP  Perturbarea celulelor din țesuturi, 

spălarea lor ulterioară [167] 

CO₂ supercritic Extragerea nucleelor celulari pe contul 

CO₂  aplicat cu o presiune > 7.4 MPa 

și o temperatură peste 31.1 °C [168] 

Deviațiile de temperatură:  

Îngheț - dezgheț  

Are loc repetarea procesului de 

înghețare, la -80°C apoi revenirea la 

temperatura biologică de 37°C pentru 

liza celulară [167] 

Agitația și imersiunea În combinație cu soluțiile chimice, 

enzimatice sau/și detergenți [169] 

NTIRE Crește permeabilitatea membranei 

celulare față de ioni, ceea ce duce la 

schimbări ireversibile și moarte 

celulară [170] 

Ultrasunetul Alterarea integrităţii celulare prin 

omogenizare, dispersare şi 

emulsificare [79] 

Notă: HHP –  Presiunea hidrostatică înaltă; CO₂ –  dioxidul de carbon supercritic; NTIRE – 

Electroporare ireversibilă non-termică.  

Paralel, unele studii, ne vorbesc despre creșterea fragilității schelei obținute prin procesarea 

pe bază de deviaţii de temperatură (îngheț-dezgheț) + sonicarea [172].  

Agitația și scufundarea țesuturilor, drept tehnici fizice, reprezintă cele mai comune manevre 

pentru toate protocoalele de decelularizare existente. Scufundarea organelor/segmentelor în 

diverse substanțe diferă în dependență de duritatea țesuturilor și variază de la câteva ore până la 

câteva zile. Gradienții de presiune, la fel sunt utilizați pe scară largă pentru a crește eficacitatea 

decelularizării țesuturilor, prin propulsarea agenților/soluțiilor responsabile de lezarea celulară. 

Studiile, arată eficacitatea mult mai înaltă a proceselor de decelularizare bazate pe presiune față de 

cele bazate pe tradiționala agitație rotativă [169].  

Alte studii, așa ca cel efectuat de către Park et al. pe inimi de sobolani, face comparația între 

presiunea constantă a jetului din perfuzia detergentului și jetul cu presiune pulsatilă.  Într-un final, 

autorii au concluzionat că decelularizarea este mult mai rapidă și mai eficientă atunci când se 

utilizează regimul pulsatil de perfuzarie [135]. Găsim şi surse care vorbesc despre importanța 

utilizării presiunii hidrostatice înalte (HHP) și despre eficacitatea sa la înlăturarea componentelor 

celulare. Utilizarea HHP pentru decelularizarea vaselor sanguine porcine și cornee prin utilizarea 

HHP versus condiții atmosferice normale (în metoda pe bază de detergenți), a arătat o eficientă 
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mai înaltă a HHP. Această metodă oferă o înlăturare mai calitativă a componentelor celulare și 

poate fi utilizată pe scară largă ca o metodă de înaltă calitate pentru decelularizare [135, 173, 174].  

Zemmyo et al. vorbesc despre faptul că HHP este utilizat în diferite aplicații  pentru diferite 

tipuri de țesuturi. Grupul de autori fac referințe către studii în care s-au obținut decelularizarea 

vaselor porcine la o amplitudine de 980 MPa a HHP, după care se specifică că alte studii, vorbesc 

despre distrugeri semnificative a colagenului din cadrul MEC la o aplicare a HHP în jurul valorilor 

de 320 MPa. Într-un final, concluzia autorilor este, că de fapt, metoda are o eficacitate mai mare 

la aplicarea ciclică față de aplicarea statică a HHP în aceeași magnitudine, sugerând eficacitatea 

metodei la o magnitudine mai joasă (conservând astfel componentele de bază a MEC) cu aplicare 

ciclică în decelularizarea efectivă a țesuturilor [171]. 

În ceea ce privește metoda de decelularizare tisulară folosind fenomenul de electroporare, 

aceasta constituie o modalitate de ablație celulară. În acest proces, un câmp electric de intensitate 

relativ puternică este aplicat, determinând schimbări în stratul lipidic al membranei celulare și 

provocând moartea acestora prin pierderea homeostaziei celulare [170].  

În literatură sunt descrise diferite metode de producere a MEC utilizând electroporația 

ireversibilă non-termina [175]. Protocoalele de utilizare a acestei metode au mai mulți parametri 

ce pot fi controlați, spre exemplu: 

• lungimea impulsului; 

• intensitatea + distribuția câmpului electric; 

• numărul + frecvența câmpurilor electrice [170]. 

Prin urmare, protocoalele de electroporare pot fi adaptate în funcție de structura organului 

țintă, iar la moment este înregistrată o eficacitate bună asupra decelularizării țesutului cardio-

vascular (inimi de șobolani) [170].  

O altă metodă recent descrisă este utilizarea fluidelor supercritice. Această metodă este 

întâlnită frecvent în literatura de specialitate, iar dioxidul de carbon (scCO2) este cel mai des 

menționat produs , fiind caracterizat ca fiind unul  sigur și non-toxic [176]. Viscozitatea scăzută și 

caracteristicile de transport ridicate a unui astfel de fluid permite dezvoltarea protocoalelor simple 

și rapide care îndepărtează celulele din unele țesuturi după numai 15 minute. Dioxidul de carbon 

formează în anumite condiții (temperatură de 32°C și presiune de 7.4 MPa) un fluid critic care 

poate realiza îndepărtarea celulelor cu păstrarea proprietăților de bază a MEC [168, 169]. Cu toate 

acestea, Gil-Ramírez et al. ne vorbesc despre efectul controversat al scCO2 la eliminare ADN-ului 

celular din țesuturi, justificând acestă părere prin prezentarea rezultatelor discutabile a diferitelor 

studii. Astfel, eficacitatea scCO2 la eliminarea ADN-ului poate varia în dependență  de originea, 

tipul, grosimea precum și alte particularități ale țesutului [176].  

https://paperpile.com/c/hvT4yf/2mLJ5+UYtUB+VMg9
https://paperpile.com/c/hvT4yf/Q5LuZ
https://paperpile.com/c/hvT4yf/V3itE
https://paperpile.com/c/hvT4yf/RSwUS
https://paperpile.com/c/hvT4yf/V3itE
https://paperpile.com/c/hvT4yf/V3itE
https://paperpile.com/c/hvT4yf/24UyS
https://paperpile.com/c/hvT4yf/iTVLy+fyBad
https://paperpile.com/c/hvT4yf/24UyS
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Utilizarea metodelor chimice de decelularizare, care sunt enumerate în tabelul 2, facilitează 

mult procesul de eliminare a componentelor celulare din cadrul organelor/segmentelor și 

reprezintă de fapt elementul de bază în majoritatea protocoalelor [34, 152, 167, 169, 171, 178, 179, 

180, 181]. Dacă ar fi să discutăm despre fiecare în parte, atunci dintre toți acizii și bazele, cel mai 

des utilizat este acidul peracetic (PAA). Acesta, fiind implicat în proces de decelularizare nu 

prezintă efecte adverse asupra proprietăților  mecanice ale MEC, păstrând în același timp factorii 

de creștere responsabili de adeziunea celulelară [178].  

Utilizarea acizilor în concentrații înalte și expunere îndelungată, poate cauza deteriorarea 

MEC, sau poate duce la denaturarea factorilor de creștere, colagenului şi proteinelor din cadrul 

componentelor structurale a MEC, din aceste considerente, Keane et al. recomand adaptarea 

corectă a concentrației și timpului de expunere în dependență de structura țesuturilor (moi sau 

dure) [169].  

Reisbig prezintă o metodă de decelularizare a țesutului sinovial utilizând PAA și 

concluzionează eficacitatea acestuia în păstrarea integrității matricei însă face accent asupra 

eficacității reduse a acestuia în îndepărtarea AND-ului [182].  

Alte studii recente, vorbesc despre utilizarea PAA în diferite concentrații combinat cu DNază 

pentru decelularizarea vaselor cu diametru  mai mic decât 1 mm. Astfel, testarea in vivo (pe 

șobolani) a vaselor decelularizate cu succes, au arătat o scădere a rezistenței vasculare la 

transplantare, autorii vorbesc despre identificarea rupturilor vasculare la 1 cm distal de anastomoza 

proximală și la 1 cm proximal de anastomoza distală. Cu toate acestea, la examinarea segmentului 

central a grefei vasculare s-a determinat că PPA nu întrerupe formarea neointimei vasculare [183].  

Tabelul 2. Metodele chimice de decelularizare [34, 152, 167, 169, 171, 178, 179, 180, 181] 

Categoria/subcategoria Substanţa Mecanismul de acţiune 

 

 

 

Factorii 

chimici 

 

 

 

 

Acizi și baze 

Acidul citric 

Acidul acetic 

Acidul formic 

Acidul sulfuric 

Acidul peracetic  

Acidul clorhidric 

Hidroxidul de amoniu 

Hidroxidul de calciu 

Hidroxidul de sodiu 

Perturbarea celulară cu conservarea 

matricei şi: 

- solubilizarea membranei celulare 

- descompunerea acidului nucleic 

- hidroliza componentelor 

citoplasmatice 

 

 

 

https://paperpile.com/c/hvT4yf/iTVLy+ZflGh+53pqN+WQ7fT+ABgj5+Y0zC+Q5LuZ+Vpxky+DMrqd
https://paperpile.com/c/hvT4yf/iTVLy+ZflGh+53pqN+WQ7fT+ABgj5+Y0zC+Q5LuZ+Vpxky+DMrqd
https://paperpile.com/c/hvT4yf/53pqN
https://paperpile.com/c/hvT4yf/iTVLy
https://paperpile.com/c/hvT4yf/B5uiJ
https://paperpile.com/c/hvT4yf/MQ06m
https://paperpile.com/c/hvT4yf/iTVLy+ZflGh+53pqN+WQ7fT+ABgj5+Y0zC+Q5LuZ+Vpxky+DMrqd
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Tabelul 2. Continuare 

Categoria/subcategoria Substanţa Mecanismul de acţiune 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Factorii 

chimici 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Detergenţi 

  

 

Ionici 

SDS 

SD 

Triton X-200 

 

- dizolvarea proteinelor asociate 

ADN-ului și membranei  

- solubilizează celulele, membranele 

nucleice, lipidele și ADN-ul 

cytoplasmatic 

 

 

 

Neionici 

 

 

 

Triton X-100 

Proprietăți biodegradabile cu capacitate 

înaltă de: 

- distrugerea celulelor superficiale ale 

ECM 

- descompunerea legăturile lipid-

lipide, ADN-proteine, lipide-

proteine 

- nu pot distruge legăturile protein-

proteină 

 

 

 

 

 

 

 

Bipolari 

CHAPS 

Sulfobetaina 10 

Sulfobetaina 16 

 

Proprietățile detergenților ionici, și 

celor neionici: 

- dizolvarea proteinelor asociate 

ADN-ului și membranei  

- solubilizează celulele, membranele 

nucleice, lipidele și ADN-ul 

citoplasmatic 

- distrugerea celulelor superficiale ale 

ECM 

- descompunerea legăturile lipid-

lipide, ADN-proteine, lipide-

proteine 

- nu pot distruge legăturile protein-

proteină 

 

Soluțiile 

Hipotonice  

Hipertonice 

Ruperea membranei celulare pe contul 

șocului osmotic, ceea ce duce la liza 

celulară 

Alcoolii Glicerolul 

Metanolul 

Cloroform  

Produc deshidratarea, eliminarea 

lipidelor și liza celulei 

 

 

Agenții de chelare 

EDTA 

EGTA 

 

Separ ionii de Ca² și Mg², ceea ce duce 

la distrugerea conexiunilor celulare din 

colagen și fibronectină 

Solvenții organici TBP  Distruge structurile proteice 

Notă: SDS –  dodecil sulfat de sodiu; SD –  deoxicolat de sodiu; CHAPS – surfactant zwitterioni; 

EDTA –  ethylene diamine tetraacetic acid; EGTA –  ethylene glycol tetraacetic acid; TBP – 

Fosfatul tributilic. 

Referitor altor tipuri de acizi, Lin et al. compară puterea de decelularizare și conservare a 

matricei cu păstrarea componentele sale de bază (studiu efectuat pe cornee de porc) între acidul 

formic, acidul acetic şi cel citric. Autorii au concluzionat că acidul formic arată un rezultat mai 

bun în comparație cu acidul acetic și cel citric [177].  

https://paperpile.com/c/hvT4yf/7DM56
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Referitor detergenților ionici, cel mai frecvent utilizat agent este dodecil sulfat de sodiu 

(SDS). Cu toate acestea, deși puterea lui de decelularizare este mai mare în comparație cu a altor 

detergenţi, efectele sale adverse (distructive) asupra ECM la fel sunt mai accentuate. Din aceste 

considerente, Gerli et al. recomandă înlocuirea SDS-ului cu substanțe mai blânde, spre exemplu 

SD [178, 184]. SDS poate fi dificil de înlăturat din țesuturi după procesul de decelularizare și este 

capabil în așa fel să influențeze negativ citocompatibilitate. Din aceste considerente, acelaşi grup 

de autori (Gerli et al.) introduc în protocoalele sale de decelularizare spălări repetate cu apă 

deionizată sau soluție salină (PBS) pentru a elimina cât mai eficient resturile de SDS sau, propun 

dispozitive brevetate pentru spălarea efectivă a SDS din componența schelelor [169, 184, 185]. 

Spălările repetate a SDS-ului după utilizarea lui, este un moment foarte important, nu doar din 

considerentul îndepărtării resturilor de detergent dar și prin spălarea resturilor celulare, care pot 

crea nu doar rejet imun, dar şi calcificări semnificative în peretele vascular, influențând în așa mod 

negativ funcționalitatea MEC [186]. Cu toate acestea,  puterea de decelularizare a SDS-ului este 

descrisă minuțios în literatura de specialitate, în special în prelucrarea țesutului cardio-vascular 

[187].  

Deoxicolat de sodiu (SD-ul), reprezintă la rândul său un agent ionic ce poate fi utilizat de 

unul singur, provocând aglutinarea ADN-ului, sau în combinație cu alte soluții (spre exemplu 

DNază) pentru obținerea unui efect mai bun. Spre deosebire de SDS, SD produce MEC mai 

calitative, calitatea schelelor fiind apreciată prin gradul de activitate metabolică, aceasta fiind mai 

mare la matricele decelularizate cu ajutorul SD față de cele prelucrate cu SDS [58, 167, 188].  

Astfel, detergenții anionici, sunt mai eficienți la îndepărtarea celulelor din țesuturile fine 

(subțiri), pe când cei ionici sunt eficienți în decelularizarea țesuturilor dense, deși prezintă unele 

efecte negative prin eliminarea factorilor de creștere  [189].  

Cât despre detergenții bipolari, reieșind din mecanismul de acțiune, aceștia au efecte 

distrugătoare asupra MEC în timpul decelularizării [152].  

Finisez caracterizarea detergenților cu una din concluziile făcute de către un grup de autori, 

care după părerea mea, este foarte actuală: scurtarea expunerii probelor biologice la acțiunea 

detergenților în timpul decelularizării, micşorează riscul de deteriorare a MEC [190].  

Soluțiile cel mai des utilizate în metodele enzimatice, conform tabelului 3, sunt adesea 

combinate cu alte tehnici de decelularizare și sunt utile pentru descompunerea elementelor 

imunogene, cum ar fi ADN-ul, ARN-ul, colagenul, elastina, etc. Scopul principal al soluțiilor 

enzimatice este îndepărtarea definitivă a celulelor și reziduurilor celulare, pentru a reduce nivelul 

de inflamație la transplantarea MEC și pentru a susține aderența celulară [34, 152, 167, 169]. 

Componentele majore ale MEC pot fi vulnerabile la procesul de decelularizare pe bază de 

tripsină [191]. Tripsina poate deteriora structura MEC prin degradarea colagenului din 

https://paperpile.com/c/hvT4yf/YXdzN+53pqN
https://paperpile.com/c/hvT4yf/qazmZ+iTVLy+YXdzN
https://paperpile.com/c/hvT4yf/V2ZtD
https://paperpile.com/c/hvT4yf/rKAVt
https://paperpile.com/c/hvT4yf/ZflGh+6IGSU+Hdfes
https://paperpile.com/c/hvT4yf/toUFV
https://paperpile.com/c/hvT4yf/ABgj5
https://paperpile.com/c/hvT4yf/eies0
https://paperpile.com/c/hvT4yf/Y0zC+ABgj5+iTVLy+ZflGh
https://paperpile.com/c/hvT4yf/rV9k
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componenţa matricei, şi poate afecta negativ atașarea celulelor. Cu toate acestea, examinarea 

porozităţii și microarhitecturii realizate prin SEM  nu au arătat nicio modificări majore a probelor 

decelularizate cu utilizarea tripsinei în comparaţie cu probele native [192]. Distrugerea structurilor 

de colagen este specifică şi pentru expunerile prelungite la prelucrările cu dispase. Expunerea 

prelungită poate elimina componentele ECM, cum ar fi fibronectina și colagenul IV.  

Colagenaza, la rândul său poate fi utilizată doar în situaţiile când conservarea ultrastructurii 

3D a MEC și păstrarea maximă de colagenului nu sunt importante [34].  

Nucleazele, sunt o opțiune eficientă pentru decelularizare, acești agenți ajută la îndepărtarea 

completă a celulelor şi promovează aderenţa celulară. Deși utilizarea doar a nucleazelor nu asigură 

o îndepărtare eficientă a celulelor [193, 194].  

Utilizarea enzimelor în procesul de decelularizare reprezintă o metodă eficientă și versatilă 

pentru îndepărtarea reziduurilor celulare din țesuturi. Enzime sunt de cele mai multe ori combinate 

cu alte tehnici de decelularizare și sunt utile în descompunerea elementelor imunogene, menținând 

totodată integritatea MEC. Această abordare permite obținerea unui schele biocompatibile, care 

poate fi utilizată în diverse aplicații medicale, cum ar fi înlocuirea și regenerarea țesuturilor, fără 

a induce o reacție imună.   

Tabelul 3. Metodele enzimatice de decelularizare [34,152,167,169] 

Categoria Substanţa Mecanismul de acţiune 

 

 

 

 

Factorii enzimatici 

Tripsina Clivarea legăturilor peptidice 

 

 

Nucleazele 

DNase Catalizează hidroliza lanțurilor 

de ADN și respectiv ARN 

 
RNase 

Dispase 

 

Clivarea anumitor peptide, în 

special fibronectina și colagenul 

de tip IV 

Colagenaza Clivarea legăturilor peptidice din 

colagen 

Notă: DNase –  dezoxiribonucleaza; RNase –  Ribonucleaza; AND – acidul dezoxiribonucleic;  

ARN – acidul ribonucleic. 

Reieșind din gama largă de metode și soluții propuse pentru procesul de înlăturare a 

componentelor celulare din cadrul organului/segmentului, nu avem cu certitudine un protocol de 

orientare, fiecare autor venind cu o sugestie sau idei despre utilizarea unui algoritm anumit format 

din combinația diferitor procese [145, 195]. Unii autori propun combinarea a mai multor soluții în 

protocolul de decelularizare [127, 196]. Eyre et al. sugerează utilizarea protocoalelor fără 

detergenți și enzime [36], iar Granato et al. ne vorbesc despre rezultatul ineficient a protocoalelor 

unde se utilizează doar un singur detergent [36, 84]. Cu siguranță că în fiecare caz, fiecare autor 

are dreptate în momentul în care țesuturile utilizate pentru decelularizare sunt de consistență 

https://paperpile.com/c/hvT4yf/ZeNa
https://paperpile.com/c/hvT4yf/Y0zC
https://paperpile.com/c/hvT4yf/rb2t+tQXZ
https://paperpile.com/c/hvT4yf/Y0zC+ABgj5+iTVLy+ZflGh
https://paperpile.com/c/hvT4yf/SdwFJ+79Ex3
https://paperpile.com/c/hvT4yf/9ItE0+PIiK4
https://paperpile.com/c/hvT4yf/V1Va+WpkCE
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diferită (os, vas, creier). Ideea studiului nostru, într-un final, ar fi să găsim acel protocol de mijloc, 

ce ar ajuta la decelularizarea grefelor compozite. Este evident că, indiferent de metoda utilizată, 

etapele fizice, chimice şi enzimatice vor afecta atât calitatea decelularizării cât și structura MEC 

într-o egală măsură. Prin urmare, este crucial să se mențină sau să se găsească un echilibru în 

durata fiecărui pas şi concentraţia soluţiilor, astfel încât să se atingă obiectivul principal cu un 

impact minim asupra integrității MEC. Acest lucru este esențial pentru a asigura, menținerea 

citocompatibilității și funcţiei schelei [152].  

În mod ideal, metoda utilizată la decelularizarea pentru grefelor osoase, ce urmează şi poate 

fi aplicată în ingineria țesuturilor trebuie să întrunească următoarele funcții: 

1. să decelularizeze grefa complet (sau maxim posibil); 

2. să inactiveze agenții patogeni dăunători; 

3. să mențină stabilitatea biomecanică; 

4. să prezinte proprietăți osteoconductive și osteoinductive; 

5. să nu prezinte toxicitate [12].   

1.6 Biocompatibilitatea matricelor extracelulare osoase decelularizate 

Eficacitatea decelularizării se referă nu doar la inlăturarea componentelor celulare, dar și la 

calitatea MEC, după cum am menționat anterior, iar o MEC traumată nu poate fi considerată 

aplicabilă. Biocompatibilitatea la rândul său reprezintă una din caracteristicile de bază a unei 

schele aplicabile  [84]. Biocompatibilitatea se referă la capacitatea unui material de a interacționa 

favorabil cu țesuturile și celulele organismului fără a provoca reacții adverse. MEC naturală este 

considerată superioară altor tipuri de MEC în primul rând pe contul proprietăţilor sale 

biomecanice. MEC de origine naturală este adaptată la cerințele fiecărui tip de țesut, aceasta 

asigură o compatibilitate mecanică adecvată, oferind suport structural și elasticitate necesară, 

acționând ca un ghid pentru celulele care sintetizează propria lor MEC, aceasta din urmă  

contribuind la menținerea integrității și funcționalității țesutului [197, 198, 199].  

MEC naturală conține molecule semnalizatoare și site-uri de recunoaștere care permit 

celulelor să interacționeze și să comunice cu mediul lor înconjurător. Această recunoaștere 

facilitează aderența celulară, migrarea și diferențierea celulară în mod coordonat. Astfel, 

biocompatibilitatea MEC este esențială pentru a asigura o reparare adecvată a țesutului fără 

declanșarea unui răspuns inflamator sau a respingerii imune. În domeniul medicinei regenerative 

și al ingineriei țesuturilor, biocompatibilitatea MEC este un aspect crucial. Pentru matricile 

extracelulare, biocompatibilitatea este, de asemenea, esențială pentru asigurarea succesului 

aplicărilor lor clinice. Studiile și testele riguroase sunt necesare pentru a evalua biocompatibilitatea 

MEC înainte de utilizarea lor clinică. Aceste investigații asigură că aceste materiale sunt sigure și 

eficiente în susținerea regenerării țesuturilor fără a provoca efecte secundare semnificative. 

https://paperpile.com/c/hvT4yf/ABgj5
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Biocompatibilitatea MEC reprezintă o preocupare centrală în dezvoltarea terapiilor regenerative și 

în aplicarile in vivo. Una din metodele de testare a biocompatibilităţii MEC este testul de 

proliferare celulară: se analizează capacitatea celulelor de a se multiplica și de a crește în prezența 

matricii extracelulare. Aceasta oferă informații despre modul în care matricea influențează 

diviziunea celulară și creșterea  [200, 201, 202]. 

Una din modalitățile de testare a biocompatibilității MEC este însămânțarea in vitro a 

celulelor pluripotente sau diferenţiate extrase din măduva osoasă, țesut adipos sau sânge periferic, 

așa ca: 

✓ celulele mononucleare; 

✓ celulele endoteliale; 

✓ celulele mezenchimale;  

✓ celule stromale din măduva osoasă; 

✓ măduvă osoasă proaspătă [93, 203, 204]. 

1.7 Imunogenitatea grefelor osoase de origine alogenă  

Grefele osoase de origine alogenă sunt percepute ca "non-self" de către sistemul imunitar şi 

îniţiază în aşa mod o reacţie imună la nivelul organismului gazdă [98, 122].  

Înțelegerea răspunsului imun la transplantarea alogrefelor osoase, implică o recapitulare a 

etapelor răspunsului imun. Acesta are la bază câteva procese cheie: 

1.  răspunsul imun inițial: după implantare, alogrefele sunt supuse unui atac imun imediat. 

Macrofagele și celulele dendritice, vor prelua și vor prelucra antigenii de pe grefă, vor migra către 

ganglionii limfatici şi, vor activa limfocitele T helper, declanșând un răspuns imun celular; 

2.  răspunsul inum celular: imfocitele T citotoxice (CD8+) la rîndul său, pot distruge direct celulele 

grefei, considerate ca fiind "străine", pe cînd  limfocitele T helper (CD4+) coordonează și reglează 

răspunsul imun, contribuind la activarea limfocitelor B și la producerea de anticorpi; 

3.  răspunsul umoral: limfocitele B pot produce anticorpi împotriva antigenilor străini de pe grefă, 

contribuind la distrugerea țesutului transplantat [205].  

La om, a fost demonstrată prezența anticorpilor specifici anti-HLA (Human leukocyte 

antigens) împotriva alogrefelor osoase liofilizate și cele proaspăt congelate. Alogrefa proaspăt 

congelată poate genera în continuare reacții imune, în timp ce alogrefele liofilizate prezintă o 

imunogenitate mai mică, dar şi o integritate structurală mai mică. Acest răspuns imun poate avea 

un efect negativ asupra încorporării grefei și poate crește riscul respingerii [206].  

Alegerea unei schele corecte necesită înțelegerea interacțiunii sale cu sistemul imunitar al 

gazdei. Ca exemplu, după introducerea schelelor sintetice în corpul uman, sistemul imunitar 

răspunde la corpul străin, inițiind migrarea neutrofilelor și macrofagelor, urmat de producerea de 

citokine inflamatorii la locul de implantare. Astfel, în câteva zile, macrofagele formează celule 

https://paperpile.com/c/hvT4yf/MO2P+QH4u+Ajdf
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gigante multinucleate de corp străin, care eliberează enzime puternice și accelerează degradarea 

grefei. În consecință, majoritatea grefelor sintetice sunt acoperite cu o capsulă fibrotică densă și 

izolate de corpul uman. Acest răspuns imun rămâne activ atât timp cât grefa este complet degradată 

sau îndepărtată  [207].  

Importanța de bază a proceselor de decelularizare, este îndepărtarea elementelor imunogene 

din alogrefe și xenogrefe cu păstrarea intactă a componentelor MEC, astfel încât să reducem la 

minim eliberarea moleculelor asociate leziunilor după transplantare. Pot spune cu certitudine că 

interacțiunea dintre antigeni și anticorpi în momentul transplantării unei MEC deteriorată, 

insuficient decelularizată, toxică sau sterilizată insuficient, activează în continuare cascada imună 

și creează un cerc vicios ce finalizează cu eșecul transplantării. În pofida rezultatelor încurajatoare 

privind aplicabilitatea MEC, imunogenicitatea lor poate fi o barieră ce necesită abordată. 

Cunoașterea factorilor care contribuie la declanşarea răpunsului imun din partea unei MEC va 

permite găsirea soluții pentru fabricarea de schele cu biocompatibilitate favorabilă şi răspuns imun 

null [34, 207]. 

Atfel, drept concluzie către capitolul dat o să enumăr în continuare câteva din cele mai 

imporatante aspecte ce pot influenţa rezultatele clinice la transplantarea MEC osoase obţinute prin 

IT: 

1. tipul MEC: materialele utilizate în ingineria țesuturilor pot declanșa diferite niveluri de reacții 

imune. Tipul de prelucrarea a grefelor la fel por influenţa nivelul răspunsului imun declanşat 

[207]; 

2. structura MEC: proteinele MEC afectează profund funcționarea fiziologică la nivel celular prin 

modificarea producerii de mediatori inflamatori și citokine [209]; 

3. imunosupresie localizată: monitorizarea inflamației în timpul și după implantare, este 

importantă [17]; 

4. biocompatibilitate MEC: materialele biocompatibile sunt concepute pentru a minimiza 

inflamația și pentru a facilita integrarea țesutului obţinute prin IT în organism. 
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2. MATERIALE ŞI METODELE DE CERCETARE 

2.1 Prezentarea generală a studiului 

Lucrarea dată relatează un studiu experimental, preclinic, efectuat pe material biologic 

preluat de la animale de laborator. Studiul a fost aprobat de Comitetul de Etică a Cercetării USMF 

„Nicolae Testemiţanu”, cu emiterea avizului favorabil nr. 71 în data de 21.05.2018.  

Studiul dat a fost efectuat în cadrul Laboratorului de Inginerie tisulară şi culturi celulare a 

USMF „Nicolae Testemiţanu”, Chişinău, Republica Moldova şi Laboratorului de cercetare 

Leibniz de biotehnologie și organe artificiale (LEBAO), Școla de Medicină din Hannover (MHH), 

Germania, în perioada anilor 2017-2022. Materialul biologic (grefele vaculare, grefele osoase 

avasculare, grefele osoase compozite vascularizate) a fost colectat de la animale de laborator, porci 

(femele şi masculi) cu o vârstă de aproximativ 3 luni, masa corporală între 35-40 kg. 

Obiectivul de bază a capitolului dat, reprezintă descrierea detaliată a materialului şi 

metodelor care au fost utilizate pe parcursul studiului experimental de obţinere a matricei 

extracelulare osoase compozite vascularizate (MECOv), prin descrierea: (i) eseului chirurgical de 

obținere a grefelor vasculare, grefelor osoase avasculare şi  a grefelor osoase pe pedicul vascular, 

(ii) protocolului de decelularizare utilizat, (iii) metodelor calitative (histologice) şi cantitative (de 

cuantificare) utilizate la testarea eficacităţii protocolului, (iv) metodei utilizate la testarea 

biocompatibilităţii alogrefelor obţinute (vasculare şi osoase).  

2.2 Eseul chirurgical de prelevare a grefelor  

Toate grefele au fost prelevate în cadrul Laboratorului de cercetare Leibniz de biotehnologie 

și organe artificiale (LEBAO) al Școlii de Medicină din Hannover (MHH), Germania.  

Disecţia membrului posterior la purcel, în prima oră după eutanasiere, a fost ghidată de 

reperele anatomice (localizarea şi traiectul pediculului nutrient major, situat pe marginea posterior-

laterală a tibiei ) descrise în literatura de specialitate  [210, 211]. Astfel, dezarticularea membrului 

inferior  (de la nivelul articulaţiei şoldului) am efectuat-o, după care am colectat segmentului 

posterior femur-gambă. Disecţia a fost efectuată pe 8 membre posterioare, de la 8 purcei diferiţi. 

cu respectarea regulilor de asepsie şi antisepsie, după cum urmează (figura 3 şi figura 4):  

- cu o incizie liniară, am vizualizat fascia superficială a muşchilor;  

- am continuat disecţia cu excizia şi înlăturarea dermului în bloc cu hipodermului;  

- am expus compartimentele musculare pe ambele segmente (coapsă şi gambă);  

- cu un abord chirurgical anterior, am dezgolit articulaţia genunchiului prin înlăturarea rotulei; 

- cu acces anterior, am dezarticulat gamba de la nivelul articulaţiei genunchiului; 

- cu abord chirurgical posterior am vizualizat şi protejat pediculului vascular (artera poplitee) de 

la nivelul articulaţiei genunchiului; 

https://paperpile.com/c/hvT4yf/8DjC+sQ2p
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- am continuat disecţia anatomică pe traiectul vasului (pentru a evita traumatizarea lui); 

- am preparat vasul sanguin până la vizualizarea bifurcaţiei acestuia (bifurcaţia arterei poplitee are 

loc la nivelul metafizei şi continuă cu ramura sa artera nutrientă, care penetrează osul tibial printr-

un orificiu situat în treimea proximală a diafizei tibiale); 

- cu abord anteromedial, am efectuat disecţia muşchilor compartimentului dat, am vizualizat, 

protejat şi finisat disecţia arterei tibiale (figura 4B); 

- după vizualizarea structurilor vasculare de bază, am înlăturat lamboul muscular cu păstrarea 

integrităţii periostului pe tot parcursul osului tibial; 

- am efectuat osteotomia (cu ajutorul beschiei manuale) proximală şi  distală a osului cu obţinerea 

grefei osoase compozite vascularizate (figura 5). 

 

Figura 3. Disecţia anatomică primară a membrului posterior la animal de laborator (porc). 

(A) aspect macroscopic a membrului posterior, (B) reperele anatomice de bază 

 

Figura 4. Disecţia gambei. Model animal de laborator (porc). (A) osul tibial + manşonul 

muscular anterior, (B) vizualizarea bifurcaţiei arterei poplitee, (C, D) bifurcaţia arterei poplitee 
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Figura 5. Grefa osoasă vascularizată. Disecția anatomică. (A) osteotomia osului tibial, (B) 

disecţia arterei tibiale caudale 

După obţinerea grefelor osoase compozite vascularizate, acestea au fost depozitate la 4°C în 

soluţie PBS + antibiotic. Soluţia a fost schimbată la fiecare 72 h pentru grefele care necesitau o 

păstrare mai îndelungată.  

Pentru a testa funcţionalitatea şi permeabilitatea pediculului vascular, am perfuzat grefa 

osoasă cu o soluţie ce conţine albastru de metilen pentru 24 h, cu ajutorului perfuzomatului (figura 

6). După perfuzie, am evaluat gradul de colorare a segmentului de interes, acest lucru poate fi 

realizat prin compararea intensității și extinderii colorării în albastru între diferite segmente ale 

grefei. Segmentul care prezintă cea mai intensă și extinsă colorare cu albastru de metilen poate fi 

considerat segmentul perfuzat, acest lucru indică faptul că soluția perfuzantă a ajuns în acest 

segment și că fluxul sanguin este activ în această zonă, un moment extrem de important in alegerea 

corectă a dimensiunii grefei.corectă a dimensiunii grefei. 

 

 

Figura 6. Testul de perfuzie arterială cu albastru de metilen. (A) cateterizarea arterei 

poplitee, (B) parametrii perfuzomatului  

2.3 Decelularizarea grefelor vasculare şi a grefelor osoase avasculare  

Procesarea grefelor vasculare de origine porcină 

Un protocol [212] pentru decelularizarea grefelor osoase avasculare mici (ţesut dur), a fost 

preluat şi adaptat pentru decelularizarea grefelor vasculare (ţesut moale) în vederea obţinerei unei 

MEC vasculară biocompatibilă. Inițial, am folosit artera carotidă porcină, congelată la -80⁰C în 

tuburi de 15 ml pe care am dezgheţat-o la temperatura camerei, am separat-o în 3 segmente şi am 

procesat-o după paşii protocolului, utilizând un agitator digital cu mişcări oscilante (figura 7):  
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vena tibială 
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1. Soluția isotonică (0.1 % EDTA + PBS). Grefa a fost spălată pentru 1 h în soluție isotonică, 

care s-a obţinut din diluarea a 0.5 ml de 0.5 mM (echivalentul a 0.1 g de 372.24 g/mol) EDTA 

(acid etilendiaminotetraacetic /Ethylenediamine tetraacetic acid) pentru 100 ml soluție PBS 

(soluție tampon salină cu fosfat/Phosphate Buffered Saline); 

2. Agentul de chelare (0.1 % EDTA + Tris buffer). Prelucrarea grefei pentru 16 h cu o soluție ce 

conține un agent de chelare, care s-a obţinut din diluarea a 0.5 ml de 0.5 mM (echivalentul a 

0.1g de 372.24 g/mol) EDTA pentru 100 ml TRis buffer 10 mM cu ph 7.5; 

3. Grefa a fost spălată pentru 1h cu soluție PBS, fiind pregătită pentru următorul pas; 

4. Detergentul anionic (0.5 % SDS). Prelucrarea pentru 24 h cu o soluție ce conține un detergent 

anionic obținută prin dizolvarea a 0.5 gr SDS (Dodecil sulfat de sodiu/Sodium dodecyl sulfate) 

în 100 ml Tris buffer 10 mM cu ph 7.5; 

5. Spălarea cu soluție PBS pentru 7 h, cu schimbarea soluției la fiecare 1h;  

6. Detergent non-ionic (1 % Triton X-100). Prelucrarea pentru următoarele 24 h cu o soluție ce 

conține un detergent non-ionic care s-a obținut prin diluarea a 1 ml Triton X-100 pentru 100 

ml Tris buffer 10 mM cu ph 7.5; 

7. grefa a fost spălată din nou cu soluție PBS, fiind lăsată peste noapte, cu schimbarea soluției de 

7 ori în prima oră; 

8. Sol Enzimatică (DNază 300 U/ml). La această etapă de prelucrare enzimatică,  grefa a fost 

plasată pentru 48 h într-o soluție ce conține DNază 300 U/ml, soluţia fiind schimbată la fiecare 

24 h. Sol de DNază 300 U/ml s-a obținut prin diluarea a 1 mg DNază cu activitatea de 5279 

U/mg în 17.5 ml PBS și 17.5 μl 1 M MgCl2. Această etapă de prelucrare s-a efectuat la 37°C, 

utilizând un termomixer. Pentru a reduce costurile acestei etape prin utilizarea raţională a 

volumului de soluţiei, grefele de ţesut au fost plasate în tuburi Eppendorf 2 ml (figura 8). La 

finisarea protocolului, grefa a fost depozitată la 4°C în soluţie PBS + antibiotic. Soluţia a fost 

schimbată la fiecare 72 h pentru grfele ce au necesitat o păstrare mai îndelungată.  

 

Figura 7. Decelularizarea grefei vasculare (artera carotidă). (A) grefa vasculară nativă, (B) 

aspectul macroscopic a grefei decelularizate, (C) paramentrii agitatorului digital cu mişcări 

oscilante 
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Figura 8. Procesarea enzimatică a grefei vasculare. (A) scufundarea grefei în sol. enzimatică, 

(B) paramentrii incubatorului oscilant  

Grefele de calibru mediu (diametre diferite), artera femurală şi artera tibială caudală, de 

origine porcină, au fost obţinute respectând acelaşi protocol chirurgical de disecţie şi au fost 

prelucrate respectând în totalitate paşii protocolului de decelularizare.  Artera femurală superficială 

a fost clasificată drept vas cu diametru mediu iar artera tibială caudală clasificată drept arteră de 

calibru mic) – figura 9. 

 

Figura 9. Grefa vasculară cu diametru mediu (artera femurală superficială) şi mic (artera 

tibială caudală). Aspect macroscopic 

Procesarea grefelor osoase avasculare de origine porcină 

În vederea testării variantei de protocol adaptată ţesutului vascular, am continuat studiul 

experimental cu decelularizarea ţesutului osos avascular, cortical şi spongios. Periostul fiind 

decelularizat ca parte componentă a grefei osoase. Pentru acesta, osul tibial obţinut prin acelaşi 

protocol operator, a fost fragmentat în fragmente mai mici (cu ajutorul beschiei manuale). 

Segmentele osoase au cuprins toată circumferinţa osului şi au avut o laţime de aproximativ 1-2 cm 
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(figura 10). Segmentele osoase au cuprins toată circumferinţa osului şi au avut o laţime de 

aproximativ 1-2 cm (figura 10). 

 

Figura 10. Grefa osoasă avasculară. Disecția anatomică. (A) osteotomia primară a osului 

tibial, (B, C) grefele osoase avasculare 

Grefele osoase au fost plasate în tuburi Eppendorf de 50 ml, iar decelularizarea a fost 

efectuată folosind un mixer de tip rulou. După decelularizare, pentru ulterioara examinare 

histologică, un segment din fiecare grefă a fost transferat în vase sterile și înmuiat într-o soluţie 

decalcifiantă, pentru decalcifiere, utilizând un mixer magnetic. Partea rămasă a grefelor a fost 

depozitată la 4°C în soluţie PBS + antibiotic. Soluţia a fost schimbată la fiecare 72 h. 

2.4 Decelularizarea grefelor osoase compozite vascularizate  

Acelaşi protocol, utilizat pentru decelularizarea grefelor vasculare de calibru diferite (mare, 

mediu şi mic) precum şi pentru decelularizarea grefelor osoase corticale şi spongioase, a fost 

utilizat şi pentru decelularizarea  grefelor osoase compozite vascularizate (os cortical şi spongios 

+ periost + pedicul vascular) (figura 11). 

 

Figura 11. Grefa osoasă vascularizată. Aspect macroscopic. (A) lungimea grefei, (B, C) 

traiectul și bifurcația pediculului vascular 

Grefele osoase compozite au fost colectate şi decelularizate ulterior urmând aceeaşi paşi ai 

protocolului, iar pentru perfuzarea soluţiilor, s-a utilizat pompa peristaltică cu un circuit închis a 

soluţiilor şi cu o viteza de 15 ml/h (figura 12) şi 2 căi de perfuzare (figura 13). 
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Figura 12. Sistema de perfuzie pentru decelularizarea grefelor osoase vascularizate. (A) 

pompa peristaltică, (B) circuitului închis a sistemei de perfuzie 

Perfuzarea a fost aleasă în acest studiu pentru a obţine o distribuție uniformă a soluției de 

decelularizare. Această metodă permite controlul precis al timpului și intensității perfuziei, 

optimizând eficiența procesului. Prin perfuzare se păstrează structura tridimensională a grefei 

osoase, esențială pentru funcționalitatea și biocompatibilitatea acesteia. Dimensiunile grefei, care 

au fost ajustate după testul de perfuzie cu soluţia ce conţine albastru de metilen, a constituit 

aproximativ 5 cm lungime (am selectat segmentul osos colorat cel mai intens în albastru).  

 

Figura 13 Perfuzia soluțiilor de decelularizare pentru grefa osoasă vascularizată. (A) 

perfuzia prin artera poplitee, (B) perfuzia prin diafiza osului tibial  

În a 8-a etapă de prelucrare a grefei, unde s-a utilizat soluția enzimatică, am aplicat măsuri 

de raționalizare a costurilor cercetării (micșorarea volumului soluţiei utilizate) și de reducere a 

numărului de animale necesare studiului (utilizarea replicatelor tehnice). Astfel, am colectat 3 

probe de os din segmentul spongios al grefei și 3 probe de os din segmentul cortical (dimensiunile 

grefei au permis acest lucru). Replicatele tehnice au fost colectate cu ajutorul beschiei manuale 

(figura 14) și plasate în tuburi de 50 ml, la 37°C, fiind supuse prelucrării enzimatice cu ajutorul 

unui agitator digital tip rulou. Ulterior, probele au fost examinate calitativ și cantitativ. Grefa 

rămasă a fost depozitată la 4°C în soluție PBS + antibiotic pentru examinări ulterioare. Soluţia a 

fost schimbată la fiecare 24 h pentru grefele care au necesitat o păstrare mai îndelungată.  
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Figura 14. Procesarea enzimatică a MECOv. Colectarea replicatelor tehnice. 

Adiţional, am testat acelaşi protocol pentru decelularizare grefei osoase compozite 

vascularizate mărind concentraţia detergentului SDS de la 0.5% la 1%. Grefa care a fost 

decelularizată prin acest protocol a fost procesată perfuzând soluţiile protocolului prin artera 

poplitee şi a fost examinată la cuantificarea ADN-ului. 

2.5 Aprecierea eficacităţii decelularizării  

Eficacitatea protocolului de decelularizare a fost testată cu ajutorul examinării histologice 

calitative și cantitative, precum și a testului de biocompatibilitate in vitro. După finisarea 

decelularizării, grefele vasculare, periostul și grefele osoase avasculare au fost examinate calitativ. 

Pentru examinarea histologică calitativă am efectuat coloraţia H&E şi coloraţia DAPI care a 

permis vizualizarea nucleilor celulari şi a ADN-ului. Histologia am efectuat-o în paralel pentru 

probele de ţesut decelularizat vs țesut nativ. Țesutul nativ l-am colectat de la aceeași grefă până la 

începerea procesului de prelucrare și, a fost utilizată ca probă de control. Pentru grefele osoase 

avasculare am efectuat adiţional testul de cuantificare a ADN-ului. Grefele osoase vascularizate 

le-am examinat cantitativ (cuantificarea ADN-ului) și calitativ (SEM) separat pentru segmentul 

cortical a grefei și segmentul spongios (nativ vs decelularizat). Testul de biocompatibilitate in vitro 

l-am efectuat pentru MEC vasculară, MEC osoasă avasculară și MECOv. 

2.6 Examinarea histologică calitativă (H&E, DAPI) 

Coloraţia histologică H&E 

Coloraţia cu H&E a fost utilizată în acest studiu ca una din metodele de bază în histologie 

pentru evidențierea și examinarea microscopică a structurilor celulare și tisulare. Hematoxilina 

colorează în nuanțe de albastru-violet nucleii celulari iar eozina oferă citoplasmei nuanțe de roz-

roșu. Astfel, coloraţia cu H&E a fost utilă în procesul de decelularizare pentru a evalua eficacitatea 

îndepărtării celulelor și pentru a confirma păstrarea matricei extracelulare. Secțiunile de țesut 

decelularizat ar trebui să arate o lipsă a nucleilor celulelori, care sunt colorate cu hematoxilină, în 

timp ce structura MEC poate fi observată datorită coloraţiei cu eozină.  

Coloraţia histologică H&E pentru probele de ţesut moale 

Probele de ţesut au fost fixate cu ajutorul sol. Paraformaldehidă 4 %, pentru 2 zile la 

temperatura camerei. După care s-a efectuat deshidratarea grefelor cu ajutorul  unui deshidrator 
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(HistoCore Pearl, Leica), care a folosit o serie de etape programabile şi computerizate de 

deshidratare, pe bază de xilol și etanol. După etapa de deshidratare, grefele de ţesut moale au fost 

fixate în parafină, fiind puse iniţial în forme cu parafină caldă şi lăsate sa se solidifice peste noapte 

cu ajutorul tăvii metalice pentru îngheț. Probele încorporate în parafină au fost secționate cu 

ajutorul microtomului rotativ semimotorizat (Leica RM 2245) în secțiuni de 4 μm, acestea din 

urmă fiind plasate pe lame de microscop și uscate peste noapte cu ajutorul tăvii metalice pentru 

uscare. După fixarea şi plasarea probelor de ţesut pe lame, acestea au fost rehidratate şi colorate 

după schema protocolului prezentat în tabelul 4. Secțiunile colorate au fost acoperite cu lame de 

protecţie folosind corbit balsam și au fost lăsate să se usuce peste noapte. Analiza probelor a fost 

efectuată cu un microscop cu lumină transmisă. 

Coloraţia histologică H&E pentru probele de ţesut dur 

Probele de ţesut osos cortical şi spongios au fost inițial fixate fiind puse în sol. 

Paraformaldehidă de 4% la temperatura camerei pentru 2 zile. După fixare, probele au fost supuse 

procesului de decalcifiere timp de 1 lună, cu ajutorul soluției pentru decalcifiere (Decalcifier soft, 

Solvagreen®) şi agitatorului magnetic (RCT basic, IKA LABORTECHNIK). Probele decalcifiate 

şi congelate au fost secționate folosind un Microtome HM 560 Cryostat în secțiuni de 5 μm şi 

plasate pe lame peste noapte la -80°C. După fixarea şi plasarea probelor de ţesut pe lame, acestea 

au fost rehidratate şi colorate după aceeaşi schemă (tabelul 4). Secțiunile colorate au fost acoperite 

cu lamele de protecţie folosind soluţia pe bază de Xilen, după care lamele au fost lăsate să se usuce 

peste noapte. Analiza probelor a fost efectuată cu un microscop cu lumină transmisă. 

Tabelul 4. Protocolul pentru colorarea histologică H&E. (A) etapele rehidratării probelor 

histologie, (B) colorarea H&E a propriu-zisă 

30 min în cuptor la temperatura de 60℃ 

 
10 min în sol. Xilol x 2  

 
10 min în sol. Etanol 100 % 

 
2 min în sol. Etanol 90 % 

 
2 min în sol. Etanol 80 % 

  
2 min în sol. Etanol 70 % 

 
clătire rapidă a probelor în H2O distilată  

8 min în sol Hematoxilină 

 
10 min în apă caldă de la robinet, cu 

schimbarea apei la fiecare 2 min 

 
10 scufundări în sol. Etanol 95 % 

 
20 sec în sol. Eozină 

 
5 min în sol. Etanol 95 % 

 
10 min în sol. Etanol 100 % 

 
5 min în sol. Xilol x 2 
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Coloraţia histologică DAPI 

Colorația DAPI a probelor de ţesut nativ vs procesat a fost utilizată în acest studiu fiind o 

tehnică des utilizată în microscopia fluorescentă pentru a vizualiza și identifica ADN-ul celular. 

DAPI este un colorant albastru fluorescent care se leagă de ADN, permițând astfel observarea 

structurilor nucleare și a cromozomilor la microscopul fluorescent. La microscopul fluorescent, 

ADN-ul în celulele colorate cu DAPI va emite fluorescență albastră atunci când este excitat cu 

lumina ultravioletă sau albastră. Această fluorescență permite vizualizarea și identificarea 

structurilor nucleare, cum ar fi nucleul și cromozomii, în celulele țesuturilor cercetate. Astfel 

țesutul ce conţine celule (material genetic) va prezenta fluorescență albastră, pe când țesutul 

decelularizat nu va emite niciun semnal (câmp negru). 

Coloraţia histologică DAPI pentru probele de ţesut moale 

Probele de ţesut au fost fixate cu ajutorul sol. Paraformaldehidă 4 % peste noapte. Probele 

de ţesut fixat şi congelate, au fost secționate folosind un Microtome HM 560 Criostat, în secțiuni 

de 5 μm şi plasate pe lame peste noapte la -80°C. Ulterior, acestea au fost fixate în acetonă la -

20°C timp de 8 min. Secțiunile au fost încercuite folosind carioca (Dako Pix), după care a urmat 

spălarea secţiunilor de 3 ori timp de 5 min fiecare într-o cuvă de sticlă care conține PBS, după care 

au fost incubate timp de 15 min cu DAPI (0.33 μg/ml în PBS). La final, secțiunile au fost spălate 

de 3 ori timp de 5 min fiecare în PBS și acoperite cu lamele de protecţie folosind montura 

fluorescentă Shandon Immumount mediu. Probele colorate au fost analizate cu microscopul 

fluorescent Axio Observer A1. 

Coloraţia histologică DAPI pentru probele de ţesut dur 

Probele de ţesut osos (ţesut nativ vs procesat) au fost inițial fixate cu ajutorul sol. 

Paraformaldehidă de 4 % la temperatura camerei pentru 2 zile. După fixare, probele au fost supuse 

procesului de decalcifiere, timp de 1 lună, cu ajutorul soluției pentru decalcifiere (Decalcifier soft, 

Solvagreen®) şi agitatorului magnetic (RCTbasic, IKA LABORTECHNIK). Probele decalcifiate 

şi congelate au fost secționate folosind un Microtome HM 560 Cryostat, în secțiuni de 5 μm şi 

plasate pe lame peste noapte la -80°C. Ulterior, pașii au coincis cu cei pentru colorarea țesutului 

moale. 

2.7 Cuantificarea ADN-ului  

Testul de cuantificare a ADN-ului a fost utilizat în acest studiu pentru evaluarea cantitativă 

a materialului genetic rămas în grefa osoasă decelularizată. Această analiză a permis determinarea 

gradului de decelularizare a grefei prin măsurarea conținutului de ADN rezidual comparativ cu 

țesutul nativ. Această evaluare cantitativă este importantă pentru asigurarea calității decelularizării 

și pentru prezicerea compatibilității grefelor decelularizate pentru aplicațiile ulterioare in vivo.  



 

49 

Pentru grefele osoase vascularizate, cuantificarea ADN-ului a fost efectuată separat pentru 

segmentele de os cortical și spongios. Segmente de os nativ spongios și cortical, prelevate de la 

aceeași grefă, până la începerea procesului de prelucrare au fost folosite ca probă de control.  

Probele de os nativ şi cele de os procesat/decelularizat au fost îngheţate cu ajutorul azotului 

lichid şi măcinate utilizând un dispozitiv de măcinare tip sonicator. Praful osos a fost ulterior 

liofilizat. Praful de os cortical şi spongios a fost liofilizat timp de 22-23 h la 0.018 mbar (Alpha 1-

2 LD plus), după care a fost cântărit între 2-10 mg și transferat în tuburi de reacţie cu blocare sigură 

a câte 1.5 ml fiecare (figura 15). Fiecare probă a fost testată în triplicate tehnice.   

 

Figura 15. ADN cuantificarea. (A, B) repartizarea probelor liofilizate în tuburi de reacţie cu 

blocare sigură, a câte 1.5 ml fiecare 

La fiecare tub s-a adăugat 200 μl de apă sterilă, după care probele au fost fierte timp de 10 

min. Probele au fost lăsate să se răcească la temperatura camerei, după care în fiecare tub a fost 

adăugat 790 μl de 10 mM Tri (pH = 7.5) şi 10 μl de proteinază K (20 mg/ml în glicerol 40 %, 

activitate = 850.85 mAnsonU/ml). După aceasta, probele au fost lăsate peste noapte într-un 

termomixer  compact (Eppendorf®) la 60°C și 1000 rpm, pentru a digera țesutul. Probele digerate 

au fost tratate conform metodei de cuantificare după cum urmează: 

1. s-a mixat 100 μl de probă digerată + 900 μl sol tampon de diluție a ADN; 

2. s-a pregătit sol tampon ADN de diluție în sol. tampon martor ADN, începând cu 20 μg/ml 

ADN din spermă de somon; 

3. s-a plasat câte 100 μl de sol. standard și sol. probă în fiecare godeu al unei plăci cu 96 

godeuri; 

4. am adăugat 100 μl de Hoechst 33258 soluție (1 μg/ml în 200 mM NaCI, 10 mM TRIS, pH 

= 7.5) la fiecare proba în placa cu 96 de godeuri; 

5. am măsurăm intensitatea fluorescenţei la 465 nm cu o lungime de undă de excitaţie = 360 

nm;  

Toate soluţiile, componentele și standardele utilizate în testul de ADN cuntificare sunt 

enumerate în tabelul 5. Valorile de cuantificare au fost interpolate cu ajutorul curbei standard 

A B 
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(figura 16) și normalizate la greutatea lor uscată. Interpretarea datelor după cantitatea procentuală 

de descreştere s-a realizat după formula:  % descreşterii =
𝑃𝑟𝑜𝑏𝑎 1− 𝑃𝑟𝑜𝑏𝑎 2

𝑃𝑟𝑜𝑏𝑎 1
𝑥 100 

Analiza statistică a rezultatelor colectate s-a efectuat cu ajutorul programului Excel din 

Microsoft Office versiunea 2017. Cu ajutorul aceluiași program, variabilele continue au fost 

exprimate ca medie + DS. Prelucrarea statistică a fost efectuată cu ajutorul programului SPSS 

(versiunea 17.0). Compararea şi aprecierea diferenţelor statistice semnificative între valorile medii 

ale parametrilor evaluaţi s-a efectuat cu ajutorul testului parametric independent t-Test. 

Interpretarea valorilor p s-a făcut astfel: p≤0.05, legătura statistică este semnificativă (S, intervalul 

de încredere 95 %), p<0.01, legătura statistică este semnificativă (S, intervalul de încredere 95 %),  

p<0.001, legătura statistică este înalt semnificativă (HS, intervalul de încredere 99.9 %), p>0.05, 

legătura statistică este nesemnificativă (NS).  

Tabelul 5. ADN cuantificarea. Soluţiile, componentele și standardele utilizate    

Standardul utilizat Sperma de somon 

Diluant soluţie DNA tampon, începând cu 20 μg/ml 

Soluţie tampon pentru diluția ADN 200 mM NaCl 

10 mM TRIS 

20 μl of 0.5 % SDS 

880 μl of 200 mM NaCl/10 mM TRIS 

Soluţie tampon martor ADN 200 mM NaCl 

10 mM TRIS 

40 mM Glycine 

0.01 % SDS 

 

 

Figura 16. Curba standard pentru cuantificarea ADN-ului. Curba realizată dintr-o 

concentrație cunoscută a spermei de somon (concentrație inițială = 20 μg/ml) diluată în raport 

1:1 cu soluţie ADN tampon martor [84] 
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https://paperpile.com/c/hvT4yf/WpkCE
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2.8 Microscopia prin scanare electronică 

Microscopia prin scanare electronică (SEM) am utilizat-o în acest experiment pentru a 

examina structura osului nativ și după procesul de decelularizare. Această tehnică a oferit o vedere 

detaliată a suprafeței osului la nivel microstructural, permițând evaluarea modificărilor induse de 

decelularizare. Prin SEM, se pot observa detaliile fine ale matricei extracelulare a osului, inclusiv 

fibrilele de colagen și alte componente structurale. Procesul de decelularizare ar trebui să 

îndepărteze celulele osului, permițând vizualizarea matricei extracelulare rămase și a modificărilor 

structurale care ar putea să apară în timpul acestui proces. SEM poate fi util pentru a evalua gradul 

de traumatizare a matricei extracelulare. Segmentele de os cortical si spongios, nativ si 

decelularizat, cu dimensiuni de aprozimativ 0.5 x 0.5 cm au fost tăiate şi prelucrate după cum 

urmează. Probele tăiate, au fost plasate într-un tub Falcon de 50 ml în care s-a turnat 5 ml de 

glutaraldehidă 2.5 %. Probele, au fost păstrate pentru 24 h, la temperatura camerei în această 

soluţie, după care, soluția a fost înlocuită cu 5 ml de natrium cacodilat 0.1 M. Soluția a fost 

îndepărtată din tubul Falcon și înlocuită cu acetonă 30 % timp de 10 minute, 50 % acetonă timp 

de 10 minute, 70 % acetonă timp de 10 minute, 90 % acetonă timp de 10 minute și 100% acetonă 

pentru alte 10 min. Toate soluțiile au fost diluate cu apă. După aceasta, probele de os cortical şi 

spongios (nativ şi decelularizat) au fost mutate  într-un suport de probă și plasate în dispozitiv de 

uscare cu punct critic. După uscare, probele au fost împroșcate cu particule de aur și vizualizate în 

ziua următoare pe microscopul electronic de scanare.  

Probele, au fost pregătite şi vizualizate de către personalul autorizat, din cadrul Institutului 

de Scanare Microscopică a Universităţii de Medicină, Hannover, Germania.  

2.9 Testul de biocompatibilitate in vitro 

Biocompatibilitatea MEC vasculare, decelularizate  

Testul de biocompatibilitate a matricelor extracelulare vasculare a fost efectuat cu ajutorul 

celulelor endoteliale umane ombilicale (HUVEC). Celulele HUVEC utilizate în acest studiu au 

fost transpuse prin transducție lentivirală cu o proteină ce exprimă fluorescentă verde (GFP), 

crioconservate şi păstrate la - 80℃. Un flacon de GFP-HUVEC congelate a fost dezghețat.  

Pentru a testa biocompatibilitatea MEC vasculară naturală de origine porcină (decelularizată 

şi depozitată la 4°C în PBS), aceasta a fost preparată prin tăierea longitudinală, deschiderea și 

plasarea într-o placă de culturi celulare cu 12 godeuri, cu partea luminală în exterior. Vasul a fost 

imobilizat cu ajutorul inelelor metalice (0.5 cm diametru interior) și au fost incubate 

(precondiţionate) timp de 72 h în mediu  EGM-2 + serum fetal de bovină la temperatura de 37°C.  

Din intenţia de a simplifica procesul de însămânţare celulară, prin scurtarea perioadei de 

precondiţionare, alte două MEC vasculare au fost incubate pentru o perioadă de 24 h vs 72 h cu 

respectarea ulterioară a tuturor paşilor descrişi ulterior. 
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1 ml de mediu celular EGM-2 (Endothelial growth medium (EGM-2) Lonza, Basel, 

Switzerland) a fost folosit pentru a dilua celulele și a le muta într-un tub de reacție de 50 ml. Am 

continuat cu adăugarea altor 8 ml de EGM-2. Tubul cu soluție a fost centrifugată la 300 x g timp 

de 5 min. Lichidul supernatant a fost substituit cu 20 ml de mediu EGM-2. Suspensia celulară a 

fost mutată într-un flacon de cultură celulară T175 şi incubată la 37°C. La a 3-a zi de incubare, 

celulele GFP-HUVEC au fost detașate din flaconul de culturi celulare prin clătirea lor cu PBS și 

incubate timp de 2 min la 37 °C cu 10 ml de sol celulară pe bază de enzime recombinate (TrypleE 

Select (Gibco™). La 2 min de incubare, s-au adăugat 10 ml de mediu EGM-2 pentru a dilua soluția 

de celule TrypleE Select. Celulele au fost centrifugate timp de 5 minute la 300 x g, lichidul 

supernatant a fost aruncat, iar peletul celular a fost diluat în 3 ml de EGM-2. 250 μl de suspensie 

celulară au fost amestecați cu 250 μl de PBS și numărul de celule a fost determinat cu ajutorul 

dispozitivului Vi-cellTMXR Cell Viability Analyzer.  

Numărul de celule însămânţate a fost aproximativ egal cu 8x10 mil celule/ml. Imaginile 

microscopice pentru monitorizarea celulară au fost făcute la fiecare 2 zile cu ajutorul 

stereomicroscopului Discover V8.  

Biocompatibilitate MEC osoase avasculare decelularizate 

Testul de biocompatibilitate a matricei extracelulare osoase, a fost efectuat cu ajutorul 

celulelor mezenchimale stem din măduva osoasă de origine porcină (BM-MSC).  

Celulele mezenchimale stem alogene, au fost izolate din măduva osoasă colectată de la 

nivelul osului stern de origine porcină şi izolate după protocolul de izolare (tabelul 6).  

După izolare, culturile celulare au fost păstrate în mediu celular specific în flacoane celulare 

T75 la 37°C cu schimbarea mediului celular la fiecare 3 zile până la atingere confluenței de 95%. 

Mediului celular a avut următoare componenţă (pentru 500 ml): 

✓ Earle mediu 199 (PAA: număr de catalog E15-003); 

✓ Mediul de cultură celulară suplimentat cu ser fetal de viţel (FCS) 10%; 

✓ Penicilină/Streptomicină 1%; 

✓ L-Glutamin 1% (Gibco: numărul de catalog 25030); 

✓ Acid ascorbic 25 mg; 

✓ Factorul de creştere a fibroblastelor umane de bază recombinant (rh-bFGF, Immuno 

Tools: numărul de catalog 11343625, 50 μg) se adaugă 10 ng/ml.   
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Tabelul 6. Protocolul de izolare a celulelor stem mezenchimale din măduva osoasă 

măduva osoasă este spălată cu sol. PBS respectând raportul de 1:2 

 
într-un Falcon Tub de 50 ml se adaugă 12-15 ml soluţie de separare Biocoll 

 
măduva osoasă diluată cu sol. PBS este adăugată peste sol. Biocoll, foarte lent, pentru a evita 

amestecul acestora   

 
tubul este centrifugat, 800 x g, 30 min, temperatura camerei 

 
colectare celulelor care s-au separat (aprozimativ 22 ml) 

 
celulele colectate sunt puse intr-un Falcon tub de 50 m. şi sunt diluate cu sol. PBS până la 

umplerea flaconului 

 
tubul este centrifugat, 300 x g, 10 min. temperatura camerei 

 
lichidul supernatant a fost aruncat, iar celulele au fost diluate în mediu celular MSC şi plsate în 

flacoane celulere T75 sau T175, la 37°C. 

Mediul celular, a fost schimbat la fiecare a 5-a zi. La a 6-a zi, celulele au fost divizate, din 

flaconul de culturi celulare T75 prin clătirea lor cu PBS și incubate timp de 2 min la 37°C cu 10 

ml de sol celulară pe bază de enzime recombinate (TrypleE Select (Gibco™). La 2 min de 

incubare, s-au adăugat 10 ml de mediu MSC pentru a dilua soluția de celule TrypleE Select și 

celulele au fost mutate  într-un tub de culturi celulare de 15 ml. Celulele au fost centrifugate timp 

de 5 min la 1200 rpm, lichidul supernatant a fost aruncat, iar peletul celular a fost diluat în 7 ml de 

mediu MSC, după care, 1 ml din suspensia celulară a fost transferată într-un flacon celular T175 

la care s-a adăugat alte 9 ml mediu celular MSC. A 2-a zi de la separarea celulelor (la al 2-a pasaj 

celular) ¼ din cultura celulară a flaconul T174 a fost transferat în flacon pentru medii celulare T74, 

iar ¾ din cultura celulară rămasă, a fost congelată în ser bovin fetal (FBS) + Dimetilsulfoxid 10% 

(DMSO) şi depozitat la -80°C.  

La al 2-a pasaj, celulele au fost marcate utilizând setul PKH26 Roşu pentru etichetarea 

fluorescentă a membranei celulare (tabelul 7).  
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Tabelul 7. Protocolul pentru colorare PKH26 Roşu. Soluția de colorant etanolic PKH26 (Nr. 

Cat. P9691) 

suspensia care conține 20 mil celule, este pusă intr-un tub cu fund conic și se spală o dată 

folosind mediu fără ser 

 
celulele sunt centrifugate timp de 5 min, 400 x g 

 
după centrifugarea celulelor, se aspiră cu atenție supernatantul, 

având grijă să nu îndepărtăm nici o celulă, dar să nu lăsăm  

mai mult decât 25 μL de supernatant 

 
preparăm o suspensia celulară (sol. nr. 1) adăugând 1 ml de Diluant C (Număr de catalog 

CGLDIL) în paleta celulară şi mixăm blând cu pipeta asigurând o dispersie completă. 

 
preparăm soluția de colorare (sol. nr. 2) în Diluantul C prin adăugarea a 4 μL de PKH26 

(Număr de catalog P9691) la 1 mL de Diluant C într-un tub de centrifugă și mixăm bine pentru 

a obţine dispersia. 

 
Adăugăm rapid 1 ml de suspensie celulară nr. 1 la 

1 ml de soluție de colorant nr 2 și amestecăm imediat 

proba prin pipetare 

 
Suspensia de celule şi colorant se incubează pentru 

5 min la 37°C cu amestecare periodică 

 
oprim colorarea adăugând un volum egal (2 ml) de 

ser sau altă soluție adecvată de proteine (de exemplu, 1% BSA) 

și se incubează timp de 1 min pentru a permite legarea excesului de colorant 

 
centrifugăm celulele la 400 x g timp de 10 min  

și îndepărtăm cu grijă supernatantul. Diluăm paleta celulară în 10 ml de mediu, centrifugăm 

din nou la 400 x g timp de 5 min și, diluăm din nou paleta celulară de încă 2 ori cu 10 ml de 

mediu pentru a asigura îndepărtarea colorantului nelegat. 

 

La a 3-a zi de la etichetarea, celulele au fost detașate din flaconul de culturi celulare prin 

clătirea lor cu PBS și incubate timp de 2 min. la 37°C cu 10 ml de sol. celulară pe bază de enzime 

recombinate (TrypleE Select (Gibco™). La 2 min de incubare, s-au adăugat 10 ml de mediu MSC 

pentru a dilua soluția de celule TrypleE Select și celulele au fost mutate  într-un tub de 50 ml 

Celulele au fost centrifugate timp de 5 min la 1200 rpm, lichidul supernatant a fost aruncat, iar 

peletul celular a fost diluat în 3 ml de mediu MSC. 250 μL de suspensie celulară au fost amestecați 

cu 250 μl de PBS și numărul de celule a fost determinat cu ajutorul dispozitivului Vi-cellTMXR 

Cell Viability Analyzer. Numărul de celule însămânţate a fost egal cu 1 mil celule/ml. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

55 

PKH26 este un colorant fluorescent utilizat pentru marcarea și urmărirea celulelor în diferite 

aplicații, inclusiv în studiile privind celulele stem mezenchimale din măduva osoasă. Acest 

colorant are capacitatea de a penetra membrana celulară și de a se integra în fosfolipidele acesteia, 

dând astfel posibilitatea de a colora în mod eficient membranele celulare. Odată ce este introdus 

în membrana celulară, PKH26 se distribuie în mod uniform în toată membrana, permițând 

urmărirea și identificarea celulelor marcate. Utilizarea PKH26 în acest studiu a permis urmărirea 

celulelor marcate în interiorul MEC osoase avascule precum şi în interiorul MECOv.  

Pe tot parcursul testului de biocompatibilitate (6 zile), grefa osoasă a fost ţinută în incubator, 

la 37°C. Mediul celular a fost schimbat la a 3-a zi.  

Pentru a testa biocompatibilitatea, matricea extracelulară osoasă (decelularizată şi depozitată 

la 4°C în PBS) a fost plasată în placă de culturi celulare cu 6 godeuri. MEC osoasă avasculară a 

fost precondiţionată timp de 72h în mediu  MSC (mediu celular pentru celule mezenchimale stem 

din măduva osoasă) la temperatura de 37°C (figura 17).   

 

Figura 17. MEC osoasă avasculară. Testul de biocompatibilitate. 

(A) aspectul macroscopic a MEC osoase, (B) precondiţionarea MEC în mediu celular specific 

Celulele native mezenchimale stem precum şi cele etichetate au fost examinate şi 

fotografiate (până la însămânţare) cu ajutorul microscopului fluorescent Axio Observer A1 (figura 

18). Verificarea celulelor, după însămânţare precum şi imaginile, au fost făcute la fiecare 2 zile cu 

ajutorul stereomicroscopului Discover V8. 

Aşa cum MEC osoasă avasculară avea o lungime de aprimativ 2 cm, a fost important testarea 

biocompatibilităţii întregii suprafeţe. Din aceste considerente celulele au fost însămânţate în 3 

puncte diferite (P1, P2, P3), respectiv urmărirea creşterii celulare a avut loc în fiecare punct 

separat.  

Una din caracteristicile colorantului PKH26 Red, este scăderea impulsului în timpul 

multiplicării celulare. Scăderea este determinată de diluarea progresivă a acestuia în timpul 

diviziunii celulare succesive. Această diluare poate afecta vizibilitatea și precizia urmăririi 

celulelor pe parcursul multiplicării. Astfel, la ziua a 6-a de la însămânţare, s-a efectuat 

A B 
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coloraţiasuplimentară a celulelor cu soluţie Calcein pentru aprecierea exactă a numărului total de 

celule viabile. 

 

Figura 18. Celule stem primare (BM MSC). Colorația PKH26. (A)  imaginea celulelor 

obţinute în câmpul luminos, (B) imaginea celulelor obţinute în spectrul de absorbţie şi emisie ale 

fluorescenţei Cy3 (oferă un auriu strălucitor), (C)  imaginea celulelor obţinute în câmpurile 

suprapuse (luminos + Cy3). Scala. A, B, C: 50 μm 

 Coloraţiacu calcein (tabelul 8) este utilă pentru evaluarea viabilității celulare și 

monitorizarea celulară în timp real. Această colorare a fost utilizată în studiu dat pentru a evalua 

viabilitatea celulelor și pentru a face distingerea între numărul celulelor vii și cele  moarte 

(calceinul nu poate pătrunde în membranele celulare compromise și nu poate fi hidrolizat în 

interiorul acestora). Astfel, celulele viabile emit fluorescență verde intensă şi pot fi usor vizualzate 

la microscopul fluorescent. Această examinare poate fi utilă şi la determinarea gradului de 

toxicitate a unei MEC.  

Tabelul 8. Protocolul pentru colorarea Calcein AM 

Dezghețăm un tub de Calcein AM la temperatura camerei, protejat de lumină. 

 
Se adaugă 2 µl de soluție (Calcein AM) de stoc la 198 µl PBS pentru a face o soluție de lucru  

Se adaugă imediat 10 µl de soluție de lucru la fiecare mL de suspensie celulară. Amestecăm 

proba și incubăm celulele timp de 15 minute la temperatura camerei, protejăm de lumină. 

 
Analizăm celulele colorate prin citometrie în flux utilizând excitația/emisia 488/520 nm pentru 

Calcein AM. 

 

Testul de biocompatibilitate pentru MECOv 

Un flacon de celule mezenchimale stem din măduva osoasă, congelat anterior (la colectarea 

primară a celulelor) a fost  dezghețat. Pentru aceasta, 1 ml de mediu celular specific MSC mediu, 

a fost utilizat pentru a dilua celulele și a le muta într-un tub de reacție de 50 ml. Am continuat cu 

adăugarea altor 8 ml de MSC mediu, tubul cu soluție a fost centrifugată la 1200 rpm timp de 5 

min. Lichidul supernatant a fost aruncat iar cu ajutorul altor 20 ml de mediu  s-a solubilizat paleta 
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celulară. Suspensia celulară a fost mutată într-un flacon de cultură celulară T175 şi incubată la 

37°C.  

Mediul celular a fost schimbat la a 3-a zi. La a 4-a zi s-a efectuat etichetarea celulară cu 

ajutorul PKH26 Roşu (tabelul 7). La a 3-a zi de la etichetarea celulelor, acestea au fost însămânţate 

la nivelul grefei osoase compozite vascularizate. Numărul de celule a fost determinat cu ajutorul 

dispozitivului Vi-cellTMXR Cell Viability Analyzer. Numărul de celule însămânţate a fost egal 

cu 2 mil celule/ml. Celulele stem au fost examinate şi fotografiate (cu ajutorul microscopului 

fluorescent Axio Observer A1) pănă la coloraţiacu PKH26 şi după (figura 19 şi figura 20).  

 

Figura 19. Celule stem native din măduva osoasă. (A) câmpul luminos, (B) câmpul Cy3, (C) 

câmpurile suprapuse (luminos + Cy3). Scala. A, B, C: 500 μm 

Lipsa semnalului fluorescent la examinarea celulelor în spectrul de absorbţie şi emisie ale 

fluorescenţei Cy3 (figura 19B) denotă lipsa coloraţiei ceulare cu PKH26, la fel ca şi imaginile la 

suprapunerea câmpurilor (figura 19C). Celulele colorate cu PKH26 emit la examinarea sub 

microscopul fluorescent semnalul celular care este înregistrat într-o culoare aurie (figura 20).  

 

Figura 20. BM MSC-PKH26. Examinarea microscopică. (A) câmpul luminos, (B) câmpul 

Cy3, (C) câmpurile suprapuse (luminos + Cy3). Scala. A, B, C: 200 μm 

Semnalul fluorescent al BM MSC-PKH26 (înregistrat într-o culoare aurie) pote fi usor 

vizualizate după examinarea celulelor în câmpul Cy3 al microscopul fuorescent (figura 20B şi 

figura 20C). 
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Pentru a face mai confortabilă însămânţarea celulelor pe suprafaţa MECOv (depozitată după 

decelularizare la 4°C în PBS), acesta a fost preparată prin tăierea unei margini osoase, în vederea 

obţinerii unei suprafeţe plate de aderare celulară (figura 21). Celulele stem marcate cu PKH26, au 

fost însămânţate pe suprafaţa plată a grefei (în 3 puncte diferite) precum şi în interiorul pediculului 

vascular. În final, pe suprafaţa plată a grefei au fost însămânţate 3 ml de suspensie celulară, ceea 

ce a reprezentat 6 mil celule. În interiorul pediculului vascular, a mai fost înjectat 1 ml soluţie, 

adică 1 mil celule. Astfel, creşterea celulelor a fost monitorizată separat pentru fiecare punct de 

însămânţare: suprafaţa osoasă, periostul şi suprafaţa externă a  pediculului vascular. La ultima zi 

de urmărire, depiculul vascular a fost secţionat, iar lumenul vasului a fost examinat la prezenţa 

celulelor. 

 

Figura 21. MECOv. Aspect macroscopic. (A) grefa osoasă nativă, (B) grefa osoasă 

decelularizată, (C) osteotomia laterală 

Precondiţionarea MECOv a avut loc după acelaşi protocol utilizat anterior. Grefa compozită 

vascularizată a fost plasată intr-un vas de sticlă steril, incubată la 37°C în mediu specific MSC, 

pentru 72 h (figura 22). 

 
Figura 22. Testul de biocompatibilitate. Precondiţionarea MECOv. (A) MECOv în mediu 

specific MSC, (B) MECOv la finalizarea testul de biocompatibilitate 

Deoarece intensitatea fluorescenței la celulelor marcate cu PKH26 Roşu scade cu fiecare 

multiplicare celulară, la ziua a 6-a de la însămânțare s-a efectuat colorația celulelor cu soluție 

Calcein pentru aprecierea numărului exact de celulelor viabile. Colorația a fost efectuată și pentru 

celulele din interiorul pediculului vasului după secționarea acestuia. Grefa osoasă a fost păstrattă 

în incubată la 37°C, timp de 6 zile, mediul fiind schimbat la a 3-a zi. Imaginile au fost făcute în 

fiecare zi, cu ajutorul stereomicroscopului Discover V8. 
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3. REZULTATELE STUDIULUI 

3.1 Rezultatele testului de permeabilitate vasculară pentru grefa osoasă vascularizată 

Această metodă de testare a funcţionalităţii pediculului vascular a fost utilizată pentru a 

evalua perfuzia segmentului osos specific pediculului vascular într-un mediu controlat in vitro, 

ceea ce înseamnă că dimensiunile grefei osoase au fost ajustate în dependenţă de gradul de colorare 

in albatru a grefei. A fost păstrată zona colorată cel mai accentuat.  

Deoarece vascularizarea osului tibial este asigurată din mai multe surse (artera tibială, 

periostul, rețeaua vasculară epifizară și metafizară), nu am aşteptat o coloraţia completă a grefei 

în albastră. Monitorizarea atentă a perfuziei a permis observarea modului în care soluția perfuzantă 

pătrunde în interiorul osului. Atfel, la finisarea celor 24 ore de perfuzie, am determinat o colorare 

mai intensă în 1/3 proximală a grefei comparativ cu 1/3 distală, iar dimensiunile grefei osoase au 

fost ajustate de la 8 cm lungime la 5 cm lungime (figura 23).  După osteotomie, în regiunea diafizei 

s-a observat o colorare palidă, neuniformă în albastru a corticalei osoase din interior (figura 23 E). 

Această colorare fină a marginii interne a sugerat pătrunderea colorantului în interiorul grefei, iar 

lipsa culorii albastre în măduva osoasă a indicat necesitatea înlăturării acesteia.   

 

Figura 23. Rezultatele testului de perfuzie arterială. (A) prima oră de la perfuzia soluţiei pe 

bază de albastru de metilen, (B) coloraţiaepifizei la 24 h de la perfuzie, (C) coloraţiaperiostului la 

24 h de la perfuzare, (D) ajustarea dimensiunilor grefei prin osteotomia distală, (E) 

coloraţiadiafizei grefei la 24 h de la perfuzare 

3.2 Evaluarea calitativă a eficacității decelularizării pentru grefe cu divers grad de 

mineralizare 

Protocolul de decelularizare a fost testat inițial pe 3 loturi de grefe vasculare, grefe cu 

diametru diferit.  
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N.B. În vederea eliminării confuziei ulterioare, întrucât majoritatea datelor din literatură 

utilizează termenul de ,,vase sanguine cu diametru mic” pentru arteriole, voi utiliza combinația 

de cuvinte ,,vas cu diametru mare” pentru artera carotidă, ,,vas cu diametru mediu” pentru artera 

femurală şi ,,vas cu diametru mic” pentru artera tibială caudală. Consider această clasificare 

reală, deoarece în unele surse, clasificarea arterelor după diametru utilizează termenul de ,,vas 

de calibru mic” pentru vasele cu un diametru de la 0.3 mm până la 10 μm.  

Din dorința simplificării protocolului ales, prima grefă vasculară a fost tratată până la etapa 

de DNază (ultima etapă de protocol, soluţia enzimatică utilizată la degradarea ADN-ului). Această 

prelucrare a demonstrat o eficiență parțială, susținând mecanismul de acțiune al SDS-ului, care a 

solubilizat membrana celulară, facilitând distrugerea lipidică a acesteia, dar nu a avut o acțiune 

directă asupra degradării ADN-ului celular. Astfel, am determinat lipsa nucleilor celulari în grefa 

procesată la coloraţia H&E (figura 24C) dar prezenţa din abundenţă al ADN-ului  la coloraţia 

DAPI (figura 24D).  

 

 

 

 

 

  

 

 

 

  

Figura 24. Grefa vasculară cu diametru mare (artera carotidă). Examinarea histologică 

calitativă. Colorația H&E (A, C) și colorația DAPI (B, D). Scala. A, B, C, D: 200 μm 

Pentru a obține degradarea ADN-ului în grefele procesate, am continuat experimentul 

respectând toate etapele protocolului. Astfel, după prelucrarea cu DNază a grefelor vasculare, am  
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demonstrat eficacitatea decelularizării prin lipsa nucleilor celulari și a ADN-ului, evidențiată prin 

colorațiile H&E și DAPI pentru toate cele trei loturi de grefe: 

1. grefele cu diametru mare (figura 25) 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

  

Figura 25. Grefa vasculară decelularizată (artera carotidă). Coloraţia H&E.  Grefa nativă (A, 

B) și grefa decelularizată (C, D). Scala. A, B, C: 200 μm; D: 100 μm  

Coloraţiacu H&E pentru grefa vasculară cu diametru mare, a reprezentat o MEC conservată, 

cu absența celulelor nucleate. Structura generală a peretelui arterial a fost păstrată indicând 

integritatea structurală pentru MEC a grefei.  

Pastrarea structurii matricei după decelularizare efectivă a fost evidențiată de organizarea 

distinctă a fibrelor de colagen și elastină în secțiunile histologice. Această structură fibrilară 

conservată poate oferi suport și rezistență structurală esențiale pentru funcționarea adecvată 

precum şi mediu corespunzător celulelor pentru o diferenţiere specifică, edotelială.   

2. Grefa cu diametru mediu (figura 26) 

În cazul grefei de calibru mediu am obţinut aceeaşi păstrare a structuri peretelui arterial, cu 

toate acestea nu s-a reuşit păstrarea în totalitate a structurii MEC. Imaginile histologice au arătat o 

structură mai dezorganizată a fibrelor de colagen și elastină. Acest lucru poate indica o degradare 

a MEC în timpul procesării. 
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Figura 26.  Grefa vasculară decelularizată (artera femurală superficială). Coloraţia H&E.  

Grefa nativă (A, B) și grefa decelularizată (C, D). Scala. A: 200 μm; B: 50 μm; C: 100 μm;  

D: 50 μm   

3. Grefa cu diametru mic (figura 27) 

Imaginile histologice a grefelor de calibru mic arată un rezultat asemanator cu grefele de 

calibru mare: absența celulelor nucleate cu păstrarea în totalitate a structurii peretelui celular şi 

structurii MEC.  
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Figura 27. Decelularizarea completă a grefei cu diametru mic. Coloraţia H&E.  (A, B) grefa 

nativă, (C, D) grefa decelularizată. Scala. A, C: 200 μm; B: 100 μm; D: 50 μm   

Rezultatele obţinute la coloraţia histologică H&E au fost încurajate şi de cătră lipsa 

materialului de ADN la coloraţia DAPI, pentru toate grefele vasculare cu diametre diferite (anexa 

1, anexa 2, anexa 3). Examinarea microscopică a probelor colorate DAPI, au fost efectuate în 3 

câmpuri de lumini diferite (câmpul luminos, câmpul DAPI şi într-un final, câmpurile au fost 

suprapuse). Astfel de reproducere sunt şi în toate figurile cu examinarea dată, aceasta fiind util nu 

doar la examinarea prezenţei/absenţei de ADN, dar şi structura propriu-zisă a matricei 

extracelulare vasculare.  

Am continuat studiul experimental cu testarea eficacităţii protocolului pentru decelularizare 

grefelor osoase avasculare in complex cu periostul.  

Întrucât ţesutul osos reprezintă ţesut dur, în vederea efectuării examinării histologice, a fost 

nevoie să efectuăm decalcifierea tesutului osos, atât pentru grefele native, cât şi pentru cele 

decelularizate. Am continuat cu examinarea separată a probelor osoase corticale şi spongioase.  

La examinarea histologică a probelor osoase corticale şi spongioase (H&E şi DAPI), 

protocolul utilizat, s-a dovedit a fi eficient la etapa de eliminare a celulelor nucleate (osteocitelor) 

şi ADN. 
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Examinarea probelor histologice pentru grefelor avasculare corticale (figura 28) denotă 

pentru grefele native prezența unei MEC dense, osteocite înglobate în lacune și sisteme osteone. 

Pe de altă parte, osul decelularizat prezintă o păstrare a MEC intactă dar fără celule nucleate în 

interiorul lacunelelor osoase. 

Nativ Decelularizat 

  

  

Figura 28. Grefa osoasă avasculară corticală. Coloraţia H&E. Grefa nativă (A, B) și grefa 

decelularizată (C, D). Scala. A, C: 100 μm; B, D: 50 μm;    

Diferențele în densitatea și organizarea între osul spongios și osul cortical contribuie la 

stabilitatea diferită a acestora în timpul secționării pentru histologie. Osul spongios, cu o structură 

mai poroasă, este mai susceptibil la deteriorare în comparație cu osul cortical, care are o structură 

compactă și mai densă. În imaginile histologice a grefei osoase spongioasă (figura 29), observăm 

mici deteriorări a zonelor ma poroase, aceasta se poate explica prin specificul secţionărilor subţiri 

de 5 μm. Cu toate acestea, această deteriorare a fost observată mai mult probelor native şi nu a 

reprezentat o piedică în interpretarea imaginilor histologice.  

Astfel, am determinat o MEC bine păstrată după decelularizare, lipsa nucleilor celulari şi 

structuri de colagen bine organizate.  
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Nativ Decelularizat 

  

  

  

Figura 29. Grefa osoasă avasculară spongioasă. Coloraţia H&E. Grefa nativă (A, B, C) și grefa 

decelularizată (B, E F). Scala. A, B: 100 μm; C, D, E: 50 μm; F: 20 μm 

Examinarea calitativă a decelularizării prin coloraţia DAPI pentru grefa osoase avasculară a 

demonstrat lipsa ADN-ului în probele de ţesut decelularizate, cu o pătrarea perfectă a structurii 

MEC osoase (figura 30). Deoarece secţionarea de 5 μm a probelor spongioase cu porozitate mare 

s-a dovedit a fi una traumatică care nu a oferit imagini informative (calitative) la colorarea DAPI 

şi examinarea microscopică, examinarea DAPI pentru grefele osoase avasculare a fost efectuată 

pe baza brobelor de os corticospongios. 
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Nativ Decelularizat 

  

  

  

Figura 30. Grefa osoasă avasculară corticospongioasă. Coloraţia DAPI. Grefa nativă (A, B, C) 

și grefa decelularizată (D, E, F). Câmp luminos (A, D), câmp DAPI (B, E) și câmpurile 

suprapuse (C, F). Scala. A, B, C, D, E, F: 100 μm 

Periostul la rândul său, a fost decelularizat în componenţa grefei osoase, după care a fost 

detaşat şi examinat histologic asemănător ţesuturilor de grefe vasculare, fiind considerat un ţesut 

moale. Probele pentru examinarea H&E, au fost tăiate dinspre stratul extern (stratul fibros bogat 

în fibroblaste) spre intern (stratul osteogen, bogat în celule progenitoare ce se dezvoltă în 

osteoblaste). Astfel, am obţinut lipsa celulelor nucleate  la coloraţia H&E şi o păstrare bună a MEC 

(figura 31).  
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Nativ Decelularizat 

  

  

Figura 31. Periost. Coloraţia H&E. Periost nativ (A, B) și periost decelularizat (C, D).  

Scala. A, C: 100 μm; B, D: 100 μm 

Examinarea histologică DAPI a periostului, a fost efectuată în complex cu grefa osoasă şi a 

determinat lipsa ADN-ului după procesare (figura 32). 

Este important să menționez că colorația DAPI este o tehnică calitativă utilizată pentru 

evidențierea ADN-ului în celulele fixate. Cu toate acestea, există limitări în capacitatea sa de a 

determina întreaga cantitate de ADN prezentă într-o probă biologică, cum ar fi o grefă osoasă. 

Penetrarea DAPI în straturile de țesut osos poate fi incompletă, în special în cazul țesuturilor mai 

dense, ceea ce poate afecta evaluarea totală a ADN-ului. 

De asemenea, DAPI oferă informații despre prezența nucleilor celulari și densitatea acestora, 

dar nu furnizează date cantitative precise despre cantitatea de ADN. În aceste condiții, un test 

suplimentar, precum cuantificarea ADN-ului, este recomandat pentru a obține o estimare exactă a 

cantității de ADN prezent în probă. 
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Nativ Decelularizat 

  

  

  

Figura 32. Periost. Coloraţia DAPI. Periost nativ (A, B, C) și periost decelularizat (D, E, F). 

Scala. A, B, C: 200 μm; D, E, F: 100 μm  

În concluzie către acestă etapă de prezentare a rezultatelor, pot spune cu siguranţă că 

protocolul de decelularizare elaborat pentru grefele osoase poate fi adaptat și utilizat cu succes 

pentru decelularizarea grefelor vasculare, fără a pune în pericol integritatea macroscopică și 

microscopică a alogrefei. Astfel, acest protocol poate fi aplicat în mod sigur și eficient pentru 

decelularizarea grefelor compozite, care includ țesut osos, periost și vase de sânge, asigurând un 

proces uniform și reproductibil. 

Studiul a continuat cu decelularizarea grefelor osoase vacularizate. Aceste grefe au fost 

examinate doar la cuantificarea ADN-ului, această decizie a fost luată din mai julte considerente: 

(i) eficacitatea protocolului prin examinarea calitativă a fost demontrată pe grefele avasculare, (ii) 

raţionalizarea timpului: decalcifierea probelor osoase pentru examinarea histologică durează o 

lună, iar condiţiile de păstrarea a grefelor pentru o perioadă tât de lungă, pentru efectuarea testului 
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de biocompatibilitate in vitro nu au fost elaborate, (iii) cuantificarea ADN-ului reprezintă o metodă 

suficient de informativă referitor eficacităţii protocolului de decelularizare.  

3.3 Evaluarea cantitativă a eficacității decelularizării pentru grefele osoase vascularizate 

Cuantificarea ADN-ului  

Analiza statistică a rezultatelor obţinute, a demonstrat (după decelularizare) o scădere 

nesemnificativ statistic al ADN-ului  în toate grefele pentru componenta corticală (p>0.05, ÎI 95%) 

şi o scădere semnificativ statistic al ADN-ului pentru componenta spongioasă la toate grefele 

(p<0.05, ÎI 95%).  

Cuantificarea ADN-ului în grefa osoasă (nevascularizată) corticospongioasă a arătat că 

ţesutul osos nativ, a conţinut în medie 4.459+0.458 μg/mg ADN (medicana Me = 4.54733, ÎI 95%,  

IIQ = 3.32100 - 5.59878). După decelularizare, cantitatea ADN-ului a constituit 3.614+0.430 

μg/mg (Me  = 3.676, ÎI 95 %, IIQ = 2.54492 - 4.68308), ceea ce constituie o scădere nesemnificativ 

statistic de 20% (p=0.080). Valorile şi rezultatele pentru grefa corticospongioasă la cuantificarea 

ADN-ului fiind prezentate în tabelul 9 şi figura 33. 

Tabelul 9. Cuantificarea AND-ului pentru grefa corticospongioasă avasculară 

Tipul de ţesut Concentraţia de ADN (μg/mg), media triplicatelor 

tehnice 

Proba I Proba II Proba III 

os corticospongios nativ 3.964 4.547 4.868 

os corticospongios decelularizat 3.156 3.676 4.01 

 

 

Figura 33. Cuantificarea ADN-ului pentru grefa osoasă avasculară corticospongioasă nativă 

vs decelularizată. Datele prezentate în diagrama Boxplot 

p=0.080 
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Cuantificarea ADN-ului în MECOv procesată prin perfuzarea soluţiilor prin pedicolul 

vascular a arătat o cantitate de ADN în ţesutul osos cortical nativ în medie 2.49922+1.415 μg/mg 

(Me = 2.64733, ÎI 95%, IIQ = -1.01746 - 6.01591). După decelularizare, cantitatea ADN-ului a 

constituit 3.25922+1.153 μg/mg (Me = 3.70600, ÎI 95%,  IIQ = 0.39495 - 6.12349), ceea ce 

constituie o creştere nesemnificativ statistic de 23%, p = 0.511 (tabelul 10, figura 34).  

Cantitate de ADN în ţesutul osos spongios nativ a constituit în medie 8.35422+1.527 μg/mg 

(Me = 8.510, ÎI 95%  IIQ = 4.55937 - 12.14908), după decelularizare, cantitatea ADN-ului a 

constituit 0.77339+0.252 μg/mg (Me = 0.86267, ÎI 95%,  IIQ = 0.14525 - 1.40153), ceea ce 

constituie o scădere semnificativ statistic de 91%, p = 0.012 (tabelul 10, figura 34) 

Tabelul 10. Cuantificarea AND-ului pentru MECOv decelularizată după perfuzarea prin 

artera poplitee  

Tipul de ţesut  Concentraţia de ADN (μg/mg), media triplicatelor 

tehnice 

Proba I Proba II Proba III 

NATIV cortical 1.015 2.647 3.835 

spongios 9.978 6.654 8.51 

DECELULARIZAT cortical 1.949 3.706 4.122 

spongios 0.862 0.488 0.969 

 

 
Figura 34. Cuantificarea ADN-ului pentru MECOv perfuzată pentru decelularizare prin 

artera poplitee. Datele prezentate în diagrama Boxplot 

p=0.511 

p=0.012 
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Cuantificarea ADN-ului in MECOv procesată prin perfuzarea soluţiilor prin diafiza osului, 

a arătat o cantitate de ADN în ţesutul osos cortical nativ  în medie 1.36633+0.393 μg/mg  (Me = 

1.5640, ÎI 95%,  IIQ = 0.38766 - 2.3450), după decelularizare, cantitatea ADN-ului a constituit 

0.96311+0.222 μg/mg  (Me = 1.08633, 95%  IIQ= 0.40982 - 1.51640), ceea ce constituie o scădere 

nesemnificativ statistică de 30%, p = 0.198 (tabelul 11, figura 35).  

Cantitate ADN-ului în ţesutul osos spongios nativ a constituit în medie 4.09656+0.544 

μg/mg  (Me = 3.93133, ÎI 95%,  IIQ = 2.74282 - 5.45030), după decelularizare, cantitatea ADN-

ului a constituit 1.03089+0.070 μg/mg  (Me = 1.06967, ÎI 95%, IIQ = 0.85464 - 1.20714), ceea ce 

constituie o scădere semnificativ statistic de 75%, p = 0.001 (tabelul 11, figura 35) 

Tabelul 11. Cuantitatea ADN-ului în MECOv decelularizată după perfuzarea diafizară 

Tipul de ţesut II Concentraţia de ADN (μg/mg), media triplicatelor 

tehnice 

Proba I Proba II Proba III 

NATIV cortical 0.912 1.622 1.564 

spongios 4.705 3.931 3.653 

DECELULARIZAT cortical 0.706 1.086 1.097 

spongios 0.949 1.069 1.074 

 

 
Figura 35. Cuantitatea ADN-ului în MECOv decelularizată după perfuzarea diafizară. 

Datele prezentate în diagrama Boxplot 

p=0.198 

p=0.001 
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Cuantificarea ADN-ului în MECOv procesată prin perfuzia soluţiilor protocolului prin 

pediculul vascular, utilizând o concentraţie mai mare (1%) de detergent, a arătat o cantitate de 

ADN în ţesutul osos cortical nativ  în medie 2.82144+0.831 μg/mg  (Me = 2.6380, ÎI 95%  IIQ = 

0.75592 - 4.88697), după decelularizare, cantitatea de ADN a constituit 2.97889+1.741 μg/mg (Me 

= 3.89967, 95%  IIQ = -1.34788 - 7.30566), ceea ce constituie o creştere nesemnificativ statistică 

de 5.5%, p = 0.894 (tabelul 12, figura 36).  

Cantitate de ADN în ţesutul osos spongios nativ a constituit în medie 19.97322+0.528 μg/mg  

(Me = 20.1320, ÎI 95%,  IIQ = 18.65987 - 21.28657), după decelularizare, cantitatea ADN-ului a 

constituit 4.60111+1.117 μg/mg  (Me = 4.64567, ÎI 95%,  IIQ = 1.82592 - 7.37631), ceea ce 

constituie o scădere semnificativ statistic de 77%, p = 0.001 (tabelul 12, figura 36). 

Tabelul 12. Cuantificarea AND-ului pentru MECOv decelularizată după perfuzarea prin 

artera poplitee cu o concentraţie de 1% SDS 

Tipul de ţesut Concentraţia de ADN (μg/mg), media triplicatelor 

tehnice 

Proba I Proba II Proba III 

NATIV cortical 2.097 2.638 3.729 

spongios 20.132 19.383 20.404 

DECELULARIZAT cortical 0.970 3.899 4.067 

spongios 3.462 4.645 5.695 

 

Figura 36. Cuantificarea AND-ului pentru MECOv decelularizată după perfuzarea prin 

artera poplitee cu o concentraţie de 1% SDS. Datele prezentate în Boxplot 

p=0.894 

p=0.001 



 

73 

Cuantificarea ADN-ului în MECOv procesată prin perfuzia soluţiilor protocolului prin 

pediculul vascular şi utilizată ulterior pentru testul de biocompatibilitate, a fost în ţesutul osos 

cortical nativ în medie 4.47389+0.494 μg/mg (Me = 4.50833, ÎI 95%,  IIQ = 3.24449 - 5.70329), 

după decelularizare, cantitatea de ADN a constituit 4.29933+0.996 μg/mg (Me = 4,52033, ÎI 95%,  

IIQ = 1.82417 - 6.77450), ceea ce constituie o scădere nesemnificativ statistică de 4.5%, p=0.799 

(tabelul 13, figura 37). 

Cantitate ADN-ului în ţesutul osos spongios nativ a constituit în medie 9.36667+0.859 

μg/mg (Me = 9.72233, ÎI 95%,  IIQ = 7.23135 - 11.50199), după decelularizare, cantitatea ADN-

ului a constituit 2.37078+0.485 μg/mg (Me = 2.13467, ÎI 95%,  IIQ = 1.16587 - 3.57569), ceea ce 

constituie o scădere semnificativ statistic de 75%, p=0.001 (tabelul 13, figura 37). 

Tabelul 13. Cuantificarea AND-ului pentru MECOv decelularizată după perfuze prin 

artera poplitee şi utilizată ulterior pentru recelularizare 

Tipul de ţesut Concentraţia de ADN (μg/mg), media 

triplicatelor tehnice 

Proba I Proba II Proba III 

NATIV cortical 4.950 3.962 4.508 

spongios 9.991 8.386 9.722 

DECELULARIZAT cortical 5.166 4.520 3.211 

spongios 2.134 2.928 2.049 

 

 
Figura 37. Cuantificarea AND-ului pentru MECOv decelularizată după perfuzare prin 

artera poplitee şi utilizată ulterior pentru testul de biocompatibilitate.  Datele prezentate în 

Boxplot 

p=0.799 

p=0.001 
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Către finalul acestui compartiment, pot face următoarele concluzii preliminare: 

Comparativ cu osul spongios nativ, osul cortical nativ conține o cantitate mult mai mică de 

ADN, chiar mai mult, în unele cazuri cantitatea ADN-ului în osul nativ cortical a fost mai mică 

decât în osul spongios decelularizat. În concluzie, pot spune că eliminarea ADN-ului din 

componenta corticală poate fi considerată mai puțin importantă decât eliminarea ADN-ului din 

componenta spongiosă. 

Deoarece literatura nu furnizează date precise despre raportul dintre cantitatea ADN-ului 

prezent în grefa transplantată și răspunsul imun provocat, presupunem că cantitatea de ADN 

rămasă în grefa compozită vascularizată decelularizată poate fi insuficientă pentru a declanșa un 

răspuns imun și, implicit, o rejecție acută sau cronică a implantului osos compozit vascularizat. Cu 

toate acestea, confirmarea definitivă a acestui lucru poate fi obținută doar în urma studiilor in vivo.  

În ceea ce privește rezultatele care indică o creștere nesemnificativă a cantității de ADN în 

componenta corticală a grefei compozite la perfuzarea soluţiilor de decelularizare prin artera 

poplitee,  presupun că aceaste rezultate nu reprezintă o eroare. Pentru 3 grefe diferite, prelevate de 

la 3 animale diferite, decelularizate cu perfuzarea soluțiilor prin artera poplitee, am determinat 

creşterea nesemnificativă a ADN-ului în zona corticală la 2 grefe. Acest fenomen poate fi explicat 

prin spălarea celulelor/componentelor celulare de-a lungul structurii osoase, ceea ce a condus la 

migrarea ADN-ului din regiunea spongiosă în timpul prelucrării grefei. 

Având în vedere considerațiile de mai sus, presupun că modalitatea de perfuzare a soluțiilor 

de decelularizare prin artera poplitee, oferă un rezultat mai bun la îndepărtarea ADN-ului din grefa 

osoasă vascularizată după decelularizare. 

3.4 Caracterizarea țesutului osos nativ vs decelularizat utilizând SEM 

Examinarea prin scanare electronică a fost efectuată pentru analiza impactul soluțiilor 

utilizate pentru decelularizare asupra țesutului osos. În urma procesului de analiză, fragmentele 

osoase corticale, care au fost supuse acestor soluții de decelularizare, au demonstrat că structura 

lor microscopică este identică cu cea a fragmentelor native de os. Această constatare sugerează că 

procesul de decelularizare nu a modificat în mod semnificativ structura MEC osoase, confirmând 

eficacitatea și conservarea integrității structurale a osului în timpul tratamentului de decelularizare 

(anexa 2, figura 1).  

În ceea ce privește probele osoase spongioase, s-a constatat că acestea sunt mai sensibile la 

procesarea de decelularizare. Această sensibilitate s-a manifestat prin observarea unei suprafețe 

mai rugoase la probele procesate în comparație cu probele native de os spongios. În plus, structura 

osoasă și-a pierdut uniformitatea conturului pe întreaga suprafață examinată, indicând o modificare 

a aspectului microstructural al țesutului osos spongios în urma procesului de decelularizare (anexa 

2, figura 2). 
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3.5 Testului de biocompatibilitate in vitro pentru MEC vasculară și MEC osoasă avasculară 

și MECOv 

Recelularizarea in vitro a MEC vasculare 

Biocompatibilitatea MEC vasculare a fost testată prin însămânţarea pe MEC vasculară a 

celulelor HUVEC-GFP. Celulele primare, cum ar fi HUVEC, sunt mai susceptibile la efectele 

toxice ale reactivilor de transducție comparativ cu liniile celulare. De aceea, plasmidele care 

exprimă GFP sunt utilizate pentru transducerea celulelor HUVEC, asigurând astfel o viabilitate 

adecvată pe toată durata testelor ulterioare. Celulele HUVEC-GFP emit o fluorescență verde 

intensă atunci când sunt excitate de lumina albastră sau ultravioletă utilizată în microscopia 

fluorescentă. Astfel, când GFP este exprimată în aceste celule, ele apar în câmpul vizual al 

microscopului într-o nuanță vibrantă de verde fluorescent. Avantajul de bază al HUVEC-GFP este 

menținerea semnalului fluorescent după multiplicarea celulară. Datorită stabilității și persistenței 

fluorescenței GFP, nu a fost necesară utilizarea altor coloranți suplimentari în testul de 

biocompatibilitate a MEC vasculare. Acest aspect este important, deoarece permite monitorizarea 

continuă a viabilității celulare pe întreaga durată a testului.  

Astfel, însămânţarea şi monitorizarea celulară a demonstrat că grefa vasculară decelularizată 

prin protocolul utilizat, permite ataşarea şi susține viabilitatea și multiplicarea celulelor 

însămânţate. S-a observat ocreştere progresivă a numărului de celule pe MEC vasculară timp de 8 

zile, perioada pentru care s-a efectuat creşterea celulară (figura 40).  

Creşterea celulelor HUVEC-GFP de la nivelul MEC vasculare au fost examinate în două 

puncte diferite şi comparate cu lotul celular control, care a reprezentat culturi celulare de aceeaşi 

geneză (HUVEC-GFP) cultivate doar în mediu celular în unul din godeurile paletei celulare în care 

a fost incubată MEC propriu-zisă (figura 38).  

Atfel, creşterea celulară a înregistrat o multiplicare pozitivă din a 2-a zi de cultivare, fără 

semne de suferinţă celulară (semnalul fluorencent fiind unul puternic) – figura 38A și figura 38B. 

Tendinţa de creştere şi multimplicare satisfăcăaore a fost păstrată şi în ziua a 3-a şi ziua a 4-a de 

la însămânţare.  

Către ziua a 8-a nu s-a observat nici o diferența semnificativă între intensitatea fluorescenței 

emisă de către celulele de la nivelul MEC şi celulele din lotul de control, ceea ce ne poate 

demonstra că MEC vasculară reprezintă o matrice biocompatibilă in vitro, cu un nivel minim de 

toxicitate pentru celulele însămânţate. 
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MEC vasculară Lotul control 

   

   

   

   

Figura 38. Recelularizarea MEC vasculare. Precondiționarea – 72 h. Celulele HUVEC-GFP 

pe lumenul MEC vasculare. (A, B, C) ziua a 2-a, (D, E, F) ziua a 4-a, (G, G, J) ziua a 6-a, (K, L, 

M) ziua a 8-a. Scala. A, D, G, J: 1000 μm; B, C, E, F, H, I, L: 200 μm; K: 100 μm 

La fel către ziua a 8-a, la examinare în ansamblu a MEC (figura 38J) au fost determinate 

zone în care intensitatea celulară părea a fi scăzută. Cu toate acestea, mărind amplificaţia de 

examinare de la 1000 μm la 100 μm (figura 38K) s-a determinat că de fap aceste zone erau populate 

de celule, doar că acestea aveau un semnal mai slab. Explicaţia pentru acest femomen este că, la a 

8-a zi de creştere, numărul celular era prea mare şi spaţiul de extindere insuficient, fapt pentru care 
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o parte din celule reprezentau semne de suferintă, adică un semnal fuorescent scăzut.  Fapt pentru 

care testul a fost întrerupr către această zi. 

MEC vascular, pentru care am încercat să scurtez perioadăde precondiţionare, a demonstrat 

de fapr importanţa acestui proces. Preconditionarea MEC reprezintă o etapa imporatntă în 

pregătirea grefei pentru însămâmţarea celulelor. Pregătirea grefei într-un mediu de cultură adecvat, 

în condiții controlate, suplimentarea cu factori de creștere, înainte de insămânțarea celulelor a avut 

ca scop optimizarea mediului pentru supraviețuirea și funcționarea celulelor insămânțate. 

Scurtarea acestei pregătiri de la 72 h la 24 h s-a dovedit a fi insuficientă şi, a dus la moarte celulară 

a 2-a zi după însămânţare – lipsa semnalului fuorescent verde vs lotul celular control (figura 39). 

MEC vasculară  Lotul control 

ziua a 2-a 

   

ziua a 5-a 

   

Figura 39. Eșecul recelularizării MEC vasculare. Precondiționarea – 24 h. Celulelor 

HUVEC-GFP pe lumenul MEC vasculare. (A, B, C) ziua 1, (D, E, F) ziua a 2-a. Scala. A, B, C, 

E, F: 500 μm; D: 1000 μm 

Obţinerea recelularirării in vitro a MEC osoase avasculare 

Biocompatibilitatea matricei extracelulare osoase avasculare, a fost testată prin însămânţarea 

celulelor mezenchimale STEM marcate PKH26 pe grefa osoasă, în 3 puncte diferite (P1, P2, P3). 

Coloraţia PKH26 roşu, ne ajută să obţinem o culoare roşie a nucleilor celulari la examinarea 

microscopică fluorescentă. Creşterea celulară de la nivelul MEC osoase, a fost examinată în 

comparaţie cu lotul celular control, care a reprezentat culturi celulare (de aceeaşi geneză) puse 
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doar în mediu celular în unul din godeurile paletei celulare în care a fost incubată MECO propriu-

zisă. Am demonstrat că grefa osoasă decelularizată prin protocolul ales,  permite ataşarea şi 

multiplicarea celulelor însămânţate.  

Astfel, s-a observat o creştere progresivă a numărului de celule pe carcasa extracelulară 

osoasă, începând cu ziua a 2-a a testului de biocompatibilitate (figura 40).  

P1 P2 P3 lot control 

ziua a 2-a  

 

ziua a 4-a 

 

Figura 40. Recelularizarea MEC osoase avasculare. Vizualizarea MB MSC-PKH26. Ziua 2 

și ziua 4. (A-D) ziua a 2-a, (A, B, C) MEC osoasă, (D) lotul control. (E-H) ziua a 2-a. (E, F, G) 

MEC osoasă, (H) lotul control. Scala: 100 μm 

Creşterea celulară a înregitrat rezultat pozitiv şi în următoarele zile (figura 41). Astfel, la fel 

ca în cazul MEC vasculare, testul de biocompatibilitate a durat 8 zile. Către ziua a 8-a, nu s-au 

observat mari diferenţe între numărul celular şi semnalul celulare înregistrate de la nivelul MEC 

osoase şi lotul celular control, ceea ce ne poate demonstra că MEC osoasă reprezintă o matrice 

biocompatibilă, cu un nivel minim de toxicitate pentru celulele însămânţate. 

Aşa cum am menţionat în capitolul anterior, coloraţia PKH26 îşi pierde din intensitatea 

fluorescenţei la fiecare multiplicare celulară. Din acest motiv, în ultima zi de cultivare celulară, s-

a mai efectuat coloraţiacelulelor cu Calceină (test pentru aprecierea viabilităţii celulare), această 

ne oferă imagini cu nucleii celulari coloraţi în verde (figura 41I-L). 
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P1 P2 P3 lotul control 

ziua a 6-a  

 

ziua a 8-a 

 

ziua a 8-a, celulele colorate în calcein 

 

Figura 41. Recelularizarea MEC osoase avasculare. Vizualizarea MB MSC-PKH26.  Ziua 6 

şi ziua 8. (A-D) ziua a 6-a, (A, B, C) MEC osoasă, (D) lotul control. (E-H) ziua a 8-a. (E, F, G) 

MEC osoasă, (H) lotul control. (I-L) ziua a 8-a, coloraţiaCalcein, (I, J, K) MEC osoasă, (L) lotul 

control. Scala: 100 μm 

Recelularizarea in vitro a MECOv  

Biocompatibilitatea MECOv, a fost testată prin însămânţarea celulelor mezenchimale stem 

din măduva osoasă marcate PKH26. Celulele au fost însămânţate pe suprafaţa creată prin 

osteotomie în două puncte diferite reprezentate în imaginea grefei din figura 46 prin punctele „A” 

şi „B”.  

Suplimetar, ceulele au fost însămânţate la nivelul periostului si în interiorul pediculului 

vascular.  Celulele însemânţate pe carcasa osoasă au fost cultivate 4 zile. În ziua a 2-a au fost 

determinate un număr satisfăcător de celule (figura 42).  
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Figura 42. Recelularizarea MECOv. Celulele MB MSC-PKH26 la ziua a 2-a. (A, C) 

celulele din punctul „A” al MECOv, (B, D) celulele din punctul „B” a MECOv.  Scala. A, B, C: 

500 μm; D: 200 μm 

După cum am menţionat anterior, celulelor colorate cu PKH26 emit un semnal roşu la 

examinarea cu microscopul stereo. Astfel, putem observa în toate imaginile din figura 44 celulele 

viabile, vizualizate sub formă de puncte de un roşu fluorescent.  

Către ziua a 4-a, s-a determinat o scădere uşoară a numărului celular de pe suprafața externă 

a MECOv, din aceste considerente am examinat prezenţa/absenţa celulelor pe un punct 

suplimentar de pe suprafaţa externă (figura 43).  

Adiţional, din aceleaşi considerente enumerate anterior (scăderea impulsului fluorescent 

pentru PKH26 şi testarea viabilităţii celulare), am efectuat coloraţiasuplimentară a celulelor cu 

Calcein.  

Un moment important determinat în timpul testului, a fost prezenţa celulelor viabile în 

interiorul grefei, chiar dacă celulele nu au fost însămânţate în interior. La fel, în ultima zi a testării, 
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am determinat celule viabile la nivelul periostului şi pe suprafaţa externă a pedicului vascular 

(figura 44).   

 

ziua a 4-a, colorarea PHK26 

 

 

ziua a 4-a, colorarea Calcein 

 

Figura 43. Recelularizarea MECOv. Celulele MB MSC-PKH26 la ziua a 4-a. (A, D, G) 

celulele din punctul „A” al MECOv, (B, E, H) celulele din punctul „B” a MECOv, (C, F, I) 

celulele din punctul „C” a MECOv.  Scala. G, I: 500 μm; A, B, C, D, E, F, H: 200 μm 
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ziua a 4-a, celulele colorate cu PKH26 

 

 
ziua a 4-a, celulele colorate cu Calcein 

   

Figura 44. Recelularizarea MECOv. Colorația PKH26 și Calcein. Celulele la ziua a 4-

a. (A, D, G) celulele la nivelul periostului, (B, E, H) celulele la nivelul pediculului vascular, (C, 

F, I) celulelele din interiorul grefei. Scala. A, D, G, H, I: 200 μm; B, C, E, F: 100 μm 

Colorarea suplimentară cu Calcein a permis vizualizarea celulelor tinere (figura 46G, figura 

44H și figura 44I), care nu conţin PKH26 şi respectiv nu pot fi vizualizate. Semnalul emis de 

celulele viabile, colorate suplimentar cu calcein pot fi vizualizate sub formă de puncte fluorescente 

verzi. Astfel, observăm mai multe celule în interiorul grefei (figura 44I) vs exteriorul grefei (figura 

44G şi figura 44H).  

Către ziua a 5-a, am examinat creşterea celuară  doar la nivelul pedicolului vascular. Pentru 

a avea o imagine mai clară asupra rezultatului, întucât celulele însămânţate au fost înjectate în 

interiorul vasului, acesta a fost secţionat şi deschis.Astfel,  am determinat celule viabile la nivelul 

tunicii externe şi un număr mic de celule viabile (aglomerate celulare) la nivelul lumenului 
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vascular (figura 45). Suplimentar, am efectuat colorare celulelor cu Calcein pentru intima vasului 

(figura 45H și figura 45I), cu toate acestea nu am determinat un număr mare de celule viabile.   

ziua a 5-a, tunica vasculară 

 

ziua a 5-a, intima vasculară 

 

Figura 45. Recelularizarea MECOv. Celulele de la nivelul pediculului vascular, ziua a 

5-a de. Colorația PKH26 și Calcein. (A, B, C) tunica vasculară, (D, E, F) intima vasculară. (A, 

B, C, D) coloraţia ĂKH26, (E, F) coloraţia calcein. Scala. A, D, F: 200 μm; B, C: 100 μm; E: 

100 μm 

În concluzie preliminară după analizarea rezultatelor acestui test, pot spune că obținerea 

recelularizării MEC indică faptul că protocolul utilizat, este eficient nu doar la îndepărtarea 

eficientă a componentelor celulare din țesut, dar și la conservarea MEC vasculare și osoase 

nevascularizate. Acest protocol permite obținerea de MEC cu grad scăzut de toxicitate, care 

facilitează creșterea și multiplicarea celulelor de origine alogenă.  

Există însă unele aspecte care generează curiozități, în special în ceea ce privește capacitatea 

de migrație a celulelor însămânțate în interiorul alogrefei compozite. Pot presupune astfel că 

celulele sunt capabile să ajungă în interiorul MECOv nu doar prin intermediul fluxului sanguin 

dirijat de pediculul vascular, ci și prin difuzia directă, datorită porozității ridicate a componente 

spongioase din grefă. Acest lucru este sugerat de observația că celulele însămânțate au pătruns 

ușor de pe suprafața grefei în interiorul acesteia, indicând o posibilă cale de difuziune prin porii 

grefei. 
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4. DISCUȚII  

Studiul dat a fost realizat pe baza elaborării și testării unui protocol universal de 

decelularizare. Un protocol universal din considerentul că poate fi aplicat pentru decelularizarea 

țesuturilor cu diferit grad de mineralizare (țesut dur și țesut moale). Produsul final după obținerea 

unui astfel de protocol a fost o matrice extracelulară osoasă compozită, biocompatibilă, 

vascularizată de către pediculul său vascular. 

Elementul de bază al studiului a fost nu doar eliminarea componentelor imunogene din 

compartimentul osos, vascular și periostal al grefei, dar și obținerea unei MEC vasculare și osoase 

calitative, adică cel puțin biocompatibilă din punct de vedere morfologic și funcțional. Vorbind în 

ansamblu despre proprietățile trombogene ale vaselor sanguine decelularizate și despre 

incapacitatea de revascularizare calitativă a segmentelor mari osoase decelularizate, studiul pare a 

fi unul extrem de dificil. Totuși, sumând rezultatele obținute și consolidând aceste rezultate cu 

altele din cadrul ultimelor studii la nivel mondial, cred că aduc un aport important în elaborarea 

protocoalelor de obținere a alogrefelor osoase compozite vascularizate obținute prin inginerie 

tisulară, care ar putea fi utilizate în tratamentul defectelor masive de os. Momentul crucial pentru 

aplicarea clinică și prevenirea eșecului în utilizarea osului prelucrat prin inginerie tisulară depinde 

în întregime de capacitatea de neovascularizare a grefei sau construcției [213]. Din intenţia de a 

scădea răspunsul imun şi inflamator împotriva alogrefelor tranplantate, sunt utilizate diverse 

metode de decelularizare. Cu toate acestea, anume acest tip de prelucrare alterează cel mai mult 

potenţialul de neovascularizarea in vivo a grefei [214]. Din ideile expuse mai sus, studiul efectuat 

a fost proiectat după următorii paşi: 

1. Alegerea materiei prime pentru obţinerea MEC; 

2. Determinarea metodei de prelucrare/obţinere a MEC; 

3. Verificarea eficacităţii metodei de prelucrare; 

4. Testarea biocompatibilităţii prin recelularizarea in vitro a MEC obţinute.  

Alegerea materiei prime pentru obţinerea MEC 

Studiul dat a fost efectuat pe bază de MEC naturală. Disponibilitatea şi potenţialul 

angiogenic a MEC naturale au fost două din argumentele de bază către alegerea făcută.   

Potenţialul angiogenic a unei MEC este în mare parte proporţional cu capacitatea sa de a 

ancora celulele și a le oferi mediu corespunzător către diferențiere ţintită.  

Terapia celulară, ca terapie adjuvantă transplantării in vivo a MEC, a fost propusă drept 

soluție pentru a îmbunătăți supraviețuirea celulelor și integrarea matricei, oferind de altfel rezultate 

încurajatoare. Se consideră că prin proiectarea matricelor semisintetice sau sintetice cu proprietăţi 

fizice și biochimice corecte, celulele încapsulate sunt direcționate pentru un fenotip mai 

angiogenic.  

https://paperpile.com/c/hvT4yf/4tTQc
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Cu toate acestea, atașarea celulelor endoteliale la construcţiile sintetice este slabă, şi necesită 

o serie de manevre suplimentare pentru ca acestea să ajungă la diferențiere [89, 215]. Astfel, 

evitarea etapelor suplimentare a fost un alt argument pentru alegerea unei schele naturale. Chiar 

mai mult, posibilitatea obținerii la grefa selectată a unui pedicul vascular cu o lungime de peste 3 

cm şi un diametru de aproximativ 3 mm, o face ușor manevrabilă pe tot parcursul procesului de 

prelucrare, iar porozitatea mare a componentei spongioase simplifică difuzia, atașarea celulelor şi 

face posibilă revascularizarea mai rapidă [216, 217]. Grefele tisulare de mari dimensiuni au eșuat 

în trecut în mare parte din cauza penetrării lente a vascularizației gazdei, ducând în cele din urmă 

la necroză în regiunea centrală a grefelor osoase obţinute prin IT [218]. Aşa cum studiul efectuat 

reprezintă un studiu experimental in vitro, lungimea şi diametru satisfăcător al pediculului vascular 

este un mare avantaj, oferind un acces sigur al sângelui în interiorul grefei la transplantarea in vivo.   

Din cele expuse mai sus, primul moment important al tezei este considerat elaborarea unui 

protocol anatomic de obținere a grefei osoase de os tibial (1/3 proximală) cu păstrarea pediculului 

său vascular începând de la artera poplitee. Această grefă a fost utilizată în premieră ca materie 

primă pentru IT în obținerea MEC osoase vascularizate. Protocolul propus permite păstrarea 

maximă/utilă a lungimii pediculului și poate servi ca prototip pentru efectuarea altor studii.  

Un studiu in vivo descrie o disecţie anatomică asemănătoare în contextul alotransplantului 

osos vascularizat în combinaţie cu tratamentul imunosupresor. Dimitra Kotsougiani şi echipa, 

descriu protocolul operator cu preparare grefei osoase (os tibial, 1/3 proximală), la care s-a 

păstrarea pediculului vascular (artera nutritivă) cu o lungime de 2.7±0.6 mm şi un diametru de 

1.2±0.1 mm, aceasta a fost transplantată ulterior sub formă de alogrefă fără nici o prelucrare 

prealabilă [219].  

Lungimea grefei nu a fost nici ea selectată întâmplător. Pe lângă faptul că am avut nevoie de 

o grefă care să fie aplicabilă, pentru repararea defectelor masive de os, păstrarea proprietăților 

mecanice nu era mai puţin important. Aşa cum la iniţierea studiului, metoda de prelucrare nu era 

selectată, etapa anatomică a studiului a avut ca scop obţinerea unei grefe rezistente la diferite 

metode. Din considerentele că osul spongios este mai puțin rezistent, am simţit nevoia includerii 

în componenta grefei și a unei poţiuni corticale, asigurând grefei o carcasă mai rezistentă. Astfel, 

am determinat că grefa cortico-spongioasă este o grefă rezistentă, iar diafiza osului (componenta 

corticală), fiind inclusă în grefă poate oferi o altă opţiune decât pediculul vascular pentru 

perfuzarea soluţiilor de decelularizare. Acest moment poate fi extrem de important pentru 

viitoarele studii in vivo, la care metoda de decelularizare a grefei prin diafiza osului poate fi 

selectată pentru a păstra maxim posibil integritatea pediculului vascular.  

În cele din urmă, studiul ce stă la baza tezei, s-a realizat utilizând ţesuturi de origine porcină 

care pot fi prelucrate în contextul numeroaselor metode, cea mai populară fiind îndepărtarea 
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conţinutului celular şi nuclear, iar schelele obţinute fiind biocompatibile pentru însămânțare cu 

anumite populații de celule [220]. 

Determinarea metodei de prelucrare/obţinere a MEC  

MEC este o structură funcțională complicată, esențială în dezvoltarea, homeostazia și 

repararea țesuturilor, iar metoda de decelularizare aleasă trebuie să fie una care să păstreze maxim 

posibil toate aceste caracteristici [221, 222]. Fiecare tip de țesut solicită o anumită metodă de 

prelucrare. În cele din urmă, au fost dezvoltate diferite metode de decelularizare, fiecare dintre 

acestea fiind adecvată pentru îndepărtarea celulelor dintr-un anumit tip de țesut, în condiții 

specifice [223]. Pornind de la ideea că o grefă compozită necesită un protocol/metodă de prelucrare 

eficientă şi comună pentru ţesutul osos şi vascular, analiza datelor din literatură a fost axată pe 

selectarea protocoalelor ce pot îndepărta eficient componenta celulară din os şi păstra în acelaşi 

timp integritatea pediculului vascular. În urma analizei, am determinat că metodele de 

decelularizare pentru alogrefele compozite vascularizate (în special extremităţi), variază ușor între 

studii [224]. Majoritatea rapoartelor folosesc aceeași concentraţie de detergent şi aceiași paşi de 

prelucrare: spălare, detergent, spălare, enzime, spălare, sterilizare. Dodecil sulfat de sodiu (SDS) 

s-a dovedit a fi cel mai utilizat detergent pentru decelularizare.   

Din necesitatea adaptării unui protocol pentru ambele tipuri de ţesut, am analizat repetat 

fiecare structură din componența grefei: 

1. os spongios –  os poros, care poate fi ușor decelularizat pe contul difuziei uşoare a soluţiilor. 

Cu toate acestea, are o concentrație mai mare de celule vs osul cortical iar la prelucrări 

îndelungate își poate pierde structura tridimensională, ceea ce soldează cu o MEC deteriorată. 

De asemenea, acest tip de grefe mai pot fi sensibile la prelucrări termice, prelucrări chimice şi 

enzimatice îndelungate (2, 3 săptămâni) [225].  

2. os cortical – os compact, cu un număr mai redus de celule, dar care se supune mai greu 

procesului de decelularizare. Chiar şi așa, răspunsul imun ce poate fi declanșat de către celulele 

prezente in osul cortical este în discuții, (asta a demonstrat până şi studiul efectuat: cantitateal 

ADN-ului în osul cortical nativ nu depăşea cu mult sau chiar era aproape de cantitatea ADN-

ului în osul spongios decelularizat). Grefele corticale mici se consideră a fi rezistente, se 

decelularizează uşor iar în prezența unei surse sigure de vascularizare oferă regenerare. Lipsa 

vascularizaţiei, duce la integrare întârziată şi necroză, în special pentru segmentele mari 

osoase. Cu toate acestea, la utilizarea terapiilor adjuvante, precum factori de creștere sau 

terapia celulară, sunt considerate grefe cu potențial neoangiogenic accentuat atât in vivo cât şi 

in vitro [226, 227]. 

3. artere de calibru diferit – diferența principală între acestea se face pe contul funcției  și structurii 

peretelui vascular, de la 3 straturi bine dezvoltate pentru artere, până la un singur strat de celule 
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endoteliale pentru capilare [228, 229]. Decelularizarea grefelor vasculare de calibru mic este 

una foarte traumatică şi de cele mai multe ori duce la obţinerea MEC vasculare trombogene. 

IT pentru vasele cu diametru < 6 mm este îngreunată de permeabilitatea redusă şi tonusul 

scăzut. Succesul limitat al materialului sintetic a dus la dezvoltarea largă a MEC naturale. 

Grefele vasculare decelularizate oferă cele mai bune rezultate în transplantare, iar importanţa 

păstrării arhitecturii originale 3D a grefei vasculare este extrem de importantă pentru 

diferenţierea celulară/recelularizarea grefei [228, 230].  

4. periost – periostul este esențial pentru formarea și regenerarea oaselor, are o capacitate de 

regenerare remarcabilă și este recunoscut pe scară largă ca fiind esențial pentru procesul de 

remodelare osoasă ca o sursă de celulelor progenitoare și factorilor de creștere. IT a periostului 

oferă noi oportunități pentru dezvoltarea terapiei țesutului osos [231, 232]. Grefele periostale 

s-au dovedit promițătoare în regenerarea defectelor osoase masive prin stimularea 

osteogenezei. Disponibilitatea lor limitează aplicarea  clinică pe scară largă iar în literatură 

sunt raportate un număr mic de construcții pe bază de periost prelucrat prin IT. Realizarea unei 

structuri pe bază de periost se așteaptă să răspundă nevoilor clinice de reparare a osului în mod 

mai eficient [233, 234].  

Făcând în cele din urmă o aranjare ierarhică finală a componentelor grefei în funcție de 

cantitatea de material celular/genetic ce trebuie îndepărtat, importanța componentei în procesul de 

revascularizare după decelularizare, precum și gradul de distrugere/degradare a țesutului în timpul 

prelucrării, am stabilit că componenta cea mai importantă a grefei este cea spongioasă, urmată de 

componenta vasculară și periost, iar apoi de componenta corticală.  

Analizând multitudinea de metode descrise în literatură la capitolul decelularizării 

ţesuturilor, soluţiile ce sunt utilizate şi acţiunea acestora asupra componentelor celulare şi 

extracelulare, am determinat că o metodă destul de populară pentru prelucrarea grefelor osoase 

este demineralizarea, cu toate acestea, pe lângă îndepărtarea componentelor celulare, osul îşi 

pierde şi proprietățile mecanice. Din dorința de a păstra funcţia de bază a osului,  această metodă 

de prelucrare a fost exclusă din start. La prelucrarea osului cu acizii, anumite componente ale MEC 

se pot solubiliza ceea ce duce din nou la demineralizarea carcasei osoase. De asemenea, 

prelucrarea termică sau/şi cu acizi poate creşte toxicitatea matricei [235, 236, 237]. Într-un final 

am optat pentru un protocol în care avem o soluție izotonică, un agent de chelare, un detergent și 

o soluție enzimatică. În mod specific, această combinație facilitează o decelularizare eficientă, 

menținând concomitent integritatea colagenului și a calciului fosfat în grefele osoase spongioase 

[212, 238].  

Utilizarea soluţiei de EDTA ca primul pas în protocol a fost realizat pe contul efectului său 

de chelare. Chelarea calciului este importantă pentru slăbirea legăturilor dintre celulele din țesut, 
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facilitând astfel îndepărtarea lor ulterioară mai uşor. Fiind totuşi un acid, durata de expunere a fost 

una scurtă pentru a preveni distrugerea colagenului. Detergentul de bază, SDS, a fost ales în 

concentrație de 0,5% din intenţia de a minimaliza efectul secundar asupra MEC vasculare.  

SDS este descris în literatură în concentrații diferite, variind pentru ţesutul osos între 0,5% - 

3% [236, 238, 239]. Incercarea de a mări concentraţia de detergent, dublu (de la 05% la 1%), cu 

scopul de a obţine un rezultat mai bun, nu a schimbat semnificativ cantitatea de ADN rezidual 

(figura 36), din aceste considerente am păstrat concentraţia minimă a detergentului încercînd să 

minimalizez efectele secundare asupra componentei vasculare şi spongioase a MECOv.  

Triton X-100 a fost aplicat după  SDS în acest studiu deoarece este un detergent neionic care 

poate perturba interacțiunile lipid-lipid și lipid-proteină, îndepărtând grăsimea din grefă. Absenţa 

grăsimii reziduală va preveni absorbția proteinelor și va încuraja aderenţa celulelor [225, 240].  

Spre deosebire de soluţiile de bază utilizate în decelularizare, PBS-ul este o soluție tampon 

utilizată în mare parte pentru spălare și îndepărtarea reziduurilor celulare, menținerea homeostaziei 

osmotice (prin menținerea pH-ul și concentrația de săruri la niveluri constante) şi neutralizarea 

substanțelor chimice folosite în procesul de decelularizare. Acestă spălare reprezintă un pas 

important în pregătirea pentru utilizarea ulterioare, deoarece majoritatea soluţiilor utilizare pot 

influenţa într-un mod negativ biocompatibilitatea MEC prin creşterea toxicităţii acestora [241].  

Utilizarea soluţiei enzimatice (DNaza) a jucat un rol important în eliminarea fragmentelor 

mici de ADN celular restante în MEC vasculară (figura 24). Aceste fragmente pot fi o sursă 

potențială la declanșarea reacției imune. DNaza este selectivă țintit pentru ADN și nu afectează 

structura 3D a MEC, aceasta a demonstrat-o chiar şi examinările histologice din acest studiu, în 

care structura MEC poate fi uşor vizualizată (figura 25, figura 26, figura 27, anexa 1). Prin urmare, 

utilizarea DNazei permite menținerea integrității și funcționalității MEC  iar absența ADN-ului 

celular (anexa 1) reduce riscul de reacții imune și permite o integrare mai eficientă a celulelor 

însămânţate (optimizarea biocompatibilității) [34, 167, 242]. Fiind analizate şi metodele propriu-

zise de realizare a protocolului, perfuzarea soluţiilor vs centrifugarea acestora, am constatat că de 

fapt fluxul pulsatil al soluţiilor este mai benefic decât fluxul continuu pentru perfuzia tisulară [34, 

81, 135]. Astfel, am optat pentru perfuzarea pulsatilă a soluţiilor protocolului de decelularizare, 

pentru grefa osoase compozită vascularizată.  

Testarea protocolului s-a inițiat pe țesut moale, grefe sanguine cu diferite diametre, acest 

moment fiind crucial pentru atingerea obiectivului principal al studiului. În literatura de 

specialitate, se menționează despre sensibilitatea crescută a vaselor de mic calibru (cu diametrul 

mai mic de 6 mm conform unor surse, sau mai mic de 4 mm conform altora) față de protocoalele 

de decelularizare. Acestea sunt mai predispuse la traumatizare în timpul procesării și, în 

consecință, pot deveni bioincompatibile, trombogene și insuficient de rezistente la stresul mecanic. 
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Prin urmare, în cazul în care protocolul se dovedea a fi prea agresiv, rezultând într-un pedicul 

vascular incompatibil pentru anastomoză microchirurgicală, continuarea studiului pe baza acestui 

protocol ar fi devenit imposibilă [82, 243]. 

Aprecierea eficacităţii metodei de decelularizar 

Unul din criteriile cele mai simple de apreciere a eficacităţii decelularizării sunt schimbările 

caracteristicilor macroscopice (culoarea, consistenţa, rezistenţa, etc.). De cele mai multe ori,  

țesutul procesat capătă o culoare palidă. Cu toate acestea, doar aspectul macroscopic este 

insuficient pentru a determina eficiența şi amploarea decelularizării. Deși nu există un consens 

universal pentru criteriile de decelularizare, au început tot mai mult  să apară criteriile de bază 

pentru o MEC standard. Eșecul decelularizării unui țesut duce la rezultate negative la implantarea 

in vivo, cum ar fi un răspuns proinflamator exagerat și fibroză ulterioară [40]. S-au propus anumite 

criterii de bază, relativ stricte, pentru a stabili o decelularizare suficientă, dintre acestea fac parte: 

(i) lipsa materialului nuclear vizibil în analiza histologică cu H&E sau DAPI, (ii) o cantitate <50 

ng de ADN dublu catenar per mg de ţesut procesat, (iii) prezența fragmentelor de ADN în ţesutul 

procesat <200 bp în lungime [34].  

Aşa cum studiul nostru a fost iniţiat cu decelularizarea grefelor vasculare, coloraţia H&E a 

fost efectuată pentru probele vasculare native şi cele decelularizate. Cu toate acestea s-a observat 

o sensibilitate limitată a coloraţia H&E faţă de materialul nuclear, chiar dacă acesta era lipsă în 

grefele procesate fără prelucrarea cu DNază (figura 24C) la coloraţia DAPI s-a determinat material 

nuclear din abundență (figura 24D), din aceste considerente am decis continuarea protocolului cu 

utilizarea soluţiei enzimatice eliminând în aşa mod toate componentele celulare.  

Pentru examinarea histologică, țesutul osos a suportat o prelucrare suplimentară, 

decalcifierea. Această etapă a fost una necesară pentru a face posibilă secţionarea ţesutului osos 

(după înlăturarea componentelor minerale) şi fixare pe lame pentru ulterioara colorare histologică. 

Cel mai des utilizat agent pentru decalcifiere este EDTA, acest agent a stat şi la baza soluţiei 

utilizate în acest studiu, ţin să menţionez că decalcifierea nu influențează procesul de 

decelularizare, astfel rezultatele examinării histologice efectuate pentru probele osoase pot fi 

interpretate ca fiind veridice, iar procesul de decalcifiere efectuat după decelularizare, până la 

examinarea histologică, nu afectează rezultatele propriu-zise [244, 245].  În cele din urmă, am  

demonstrat că soluţiile protocolului pot decelulariza calitativ ţesutul moale (grefe vasculare şi 

perios) precum şi ţesut dur (ţesutul osos) prin analiza histologică a probelor native vs cele 

procesate. Acestea au arătat lipsa materialului celular la coloraţia H&E şi DAPI. 

Rezultatele cuantificării ADN-ului pentru probelor osoase corticale şi spongioase native vs 

procesate s-au dovedit a fi mai mare mare decât cele recomandate (<50 ng de ADN dublu catenar 

per mg de ţesut procesat). Astfel de rezutate s-au determinat şi în alte studii, aceasta fiind explicat 
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prin faptul că metodele utilizate pentru cuantificare au fost diferite.  De cele mai multe ori, ADN-

ul este izolat din țesut și apoi cuantificat cu un test numit Pico Green, în acest studiu ADN-ul a 

fost măsurat direct în țesutul digerat cu Hoechst 33258, ceea ce ar putea duce la un fon mai mare 

din cauza interferenței cu materialul digerat [84]. Cu toate aceste, interpretarea cantitativă 

(statistică) a rezultatelor obţinute la cuantificare ADN-ului a arătat o scădere nesemnificativă 

statistic la nivelul osului cortical şi o scădere semnificativ statistic la nivelul osului spongios 

(figura 33, figura 34, figura 35, figura 36, figura 37). Găsim mai mult decât logic interpretare 

datelor, întrucât osul cortical se caracterizează ca fiind un os dens, cu un număr de celule mult mai 

scăzut vs osul spongios.  În unele probe de os cortical nativ s-a determinat o cantitatea de ADN 

aproape egală cu cantitatea de ADN în osul spongios decelularizat (figura 35, figura 36), dar aşa 

cum am menţionat anterior, osul cortical conţine o MEC densă, bogată in colagen şi săruri 

minerale, ceea ce reprezintă un bun suport mecanic pentru MECOv [246].  

Examinarea SEM a fost utiliztă în acest studiu ca cel mai versatil instrument de examinare a 

morfologiei microstructurii osoase. Am determinat modificări minore la nivelul componentei 

spongioase a grefei vs lipsa schimbărilor la nivelul componentei corticale (anexa 2). Astfel, deduc 

din consecutivitatea evenimentelor că osul spongios supus modificărilo se poate reabsoarbi mai 

usor în timpul transplantării, asigurând astfel o altă proprietate importantă a MEC ideale, 

biodegradarea [247].  

Testarea biocompatibilităţii prin recelularizarea in vitro a MEC obţinute 

Aşa cum elementul de bază a unei grefe obţinute prin IT este ulterioara aplicare cu succes in 

vivo, testul de biocompatibilitate efectuat in vitro este util pentru aprecierea potenţialului de 

aderenţa şi multiplicare celulară. Din momentul în care inițierea angiogenezei şi vasculogenezei 

sunt provocările de bază pentru astfel de ţesuturi (obţinute prin IT), utilizarea celulelor endoteliale 

este incurajată. Ca sursă de celule endoteliale în aces studiu am utilizat celulele HUVEC, iar 

mediului endotelial celular specific a fost utilizat pe toată durata testului de biocompatibilitate 

(inclusiv pentru 72h de pregătire prealabilă/precondiţionare a MEC) şi are ca scop susţinerea 

proliferării celulare [248]. Utilizarea serului fetal bovin (FBS) în componenţa mediului celular 

ajută aderenţa şi proliferarea celulară, iar precondiţionarea grefelor cu mediu celular + FBS este 

utilizată în unele lucrări ca metodă la înlăturarea ADN-ului rezidual [84, 249].  

Termenul de ,,precondiţionare” este utilizat pentru procesul de pregătire a MEC în intenţia 

de a îmbunătăţi biocompatibilitate MEC. Această etapă este o practică comună pentru a stimula 

condițiile reale pe care MEC le-ar putea întâlni in vivo și pentru a asigura un rezultat maxim posibil. 

Durata și intensitatea precondiționării variază în funcție de tipul MEC şi metoda utilizată pentru 

decelularizare. De cele mai multe ori, pentru precondiţionarea MEC naturale şi a celulelor, sunt 

utilizate medii celulare speciale, factori de creştere, temperaturi specifice sau anumiţi factori 
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traumatici precum hipoxia indusă [250, 251]. Precondiţionarea în studiul dat a fost realizată prin 

incubarea MEC vasculare şi osoase în mediu specific + FBS la temperatura de 37°C. Încercarea 

de a scurta perioada de incubare de la 72 h la 24 h, a arătat un rezultat negativ cu moarte celulară 

la a 5-a zi după însămânţare (figura 39), aceste rezultate au demonstrat importanţa precondiţionării 

grefelor.  

Alegerea celulelor pentru însămânţare a fost una logică. Celulele stem din măduva osoasă 

sunt preferabile pentru testarea biocompatibilității grefelor osoase din mai multe motive: (i) 

Potențialul lor regenerativ – BM MSC au capacitatea de a se diferenția în multiple linii celulare, 

inclusiv celule osoase și celule endoteliale. Astfel, capacitatea acestor celule de a se diferenția în 

celule specifice necesare pentru regenerarea osoasă şi vasculară este crucială pentru evaluarea 

biocompatibilității grefelor osoase vascularizate; (ii) Interacțiunea cu structurile 3D osoasă – BM 

MSC sunt adaptate structurilor osoase și au capacitatea de a interacționa cu acesta în mod natural. 

Utilizarea acestor celule în testele de biocompatibilitate oferă informații valoroase despre modul 

în care MEC osoasă se integrează cu celulele stem în procesul de regenerare; (iii) Disponibilitatea: 

BM MSC pot fi obținute şi cultivate relativ ușor [252].  

Celulele HUVEC reprezintă candidatul perfect pentru MEC vasculare în primul rând din 

considerentele că sunt celule endoteliale, adică celule care căptușesc intima vaselor. Aceste celule 

sunt esențiale pentru formarea și menținerea vaselor de sânge [246].  

Rezultatele pozitive la creșterea celulelor pe grefele osoase avasculare vs creşterea mai puţin 

abundentă la nivelul grefei compozite vascularizate ne poate sugera că metoda de însănsămânţare 

celulară variază în dependenţă de tipul MEC (avasculară sau pe pedicul vascular). Metoda de 

însămânțare este discutată şi cercetată intens în ultimii ani, fiind considerată la fel de importantă 

precum tipul de celule şi calitatea MEC. Alegerea metodei corecte poate dicta la rândul său  

proliferarea, migrarea și fenotipul celulelor pe măsura dezvoltării unui nou ţesut. Sunt puse în 

discuţie câteva momente de bază ce ţine de acest proces. Spre exemplu obținerea unei distribuții 

uniforme a celulelor viabile este extrem de importantă şi se poate dovedi o provocare, în special 

pentru structurile vasculare tubulare sau structurile 3D. Sunt investigate diferite tehnici de 

însămânțare, și cea mai utilizată este picurarea suspensiei de celule pe suprafața schelei, o metodă 

simplă, sigură şi utilă pentru grefele cu suprafeţe plate [253]. Eficacitatea metodei o putem observa 

şi în studiul dat la rezultatele testului de biocompatibilitate pentru MEC osoase şi vasculare (figura 

39, figura 41, figura 42).  

Pentru MECOv în acest studiu, am utilizat combinarea metodelor de însămânţare, adică 

picurarea suspensiei cu celule pe suprafaţa uniformă a grefei (obţinute prin osteotomie) + 

injectarea celulelor în pediculul vascular, fără utilizarea sistemului de perfuzie. Warren et all. 

sugerează că perfuzia soluţiilor celulare, în special rata de perfuzie îmbunătățeşte radical numărul 

https://paperpile.com/c/hvT4yf/YhSA+PxBB
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de celule, distribuțiile celulare și cantitățile proteinelor și mineralelor în grefele osase obţinute rin 

IT vs creșterea densității de însămânțare (celule/ml) care nu influențează în mod semnificativ toate 

aceste caracteristici [254]. Cu toate acestea, consider că unul din factorii care au limitat dezvoltarea 

celulară pe MECOv pentru un termen mai lung decât 4 zile a fost numărul mic de celule 

însămânţate (1 mil celule/mil), total - 3 ml soluţie. Consider această cantitate insuficientă, deoarece 

unele surse oferă o cantitate de 1 mil/cm² pentru a obţine o creştere celulară bună [256].  

În final, pot considera destul de biocompatibilitate in vitro unul pozitiv. Aceasta ne vorbește 

despre păstrarea structurii MECOv după decelularizare, lipsa toxicității, și potențialul acestei 

MECOv de a susține aderența, creșterea și diferențierea celulară.  

Astfel, rezultatele obținute în urma acestui studiu ne-au incurajat să continuăm  cu 

transplantarea in vivo a MECOv decelularizate prin protocolul testat, drept o următoare etapă în 

cercetarea metodelor noi de tratament a defectelor mavise de os [9, 59, 66, 139, 257].  
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CONSLUZII GENERALE 

1. Treimea proximală a osului tibial reprezintă o sursă promițătoare pentru dezvoltarea 

alogrefelor osoase compozite vascularizate. Aceste grefe pot servi ca platformă pentru 

studierea proceselor de obținere a matricei extracelulare osoase vascularizate și decelularizate.  

2. Metoda optimă de decelularizare a grefei osoase cu păstrarea sursei de vascularizare, poate fi 

un protocol pe bază de detergent SDS cu o concentrație de 0.5% şi o soluție enzimatică 

(DNază). Acest protocol permite obținerea matricelor extracelulare osoase vascularizate, 

păstrând integritatea pediculului vascular. 

3. Utilizarea metodelor calitative (H&E, DAPI, SEM) și a celor cantitative (cuantificarea ADN-

ului) este obligatorie pentru testarea eficacității metodei de decelularizare a grefelor osoase 

compozite vascularizate. Doar interpretarea în ansamblu a rezultatelor obținute poate prezice 

biocompatibilitatea in vivo a alogrefei.  

4. Utilizarea celulelor HUVEC și a celulelor stem din măduva osoasă reprezintă o sursă valoroasă 

de celule pentru testarea in vitro a potențialului de recelularizare a matricei extracelulare 

vasculare și osoase. Obținerea recelularizării in vitro a MECOv poate sugera un potențial 

imunogen scăzut și un grad ridicat de biocompatibilitate a alogrefei. 
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RECOMANDĂRI PRACTICE 

Recomandările ce pot fi utile pentru viitoarele studii preclinice, sunt:  

1. Utilizarea treimei proximale a tibiei ca material sigur pentru testarea in vitro a metodelor de 

obținere a matricelor extracelulare osoase vascularizate decelularizare; 

2. Utilizarea soluției enzimatice în protocolului de decelularizare pentru eliminarea eficientă al 

ADN-ului din componența grefei; 

3. Utilizarea metodelor de precondiționare a matricei extracelulare decelularizate pentru 

accentuarea proprietățile de bază a acesteia și susținerea viabilității, aderenței și multiplicării 

celulare; 

4. Testarea in vivo a biocompatibilității și a gradului de imunogenitate a alogrefei osoase 

vascularizate obținute prin decelularizate;  

5. Aprecierea gradului de integrare in vivo prin evaluarea procesului de remodelare a alogrefei 

osoase vascularizate decelularizate și testarea rezistenței mecanice a acesteia după 

transplantare utilizând testele funcționale şi imagistice. 
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LISTA DE ANEXE 

Anexa 1. 

Examinarea calitativă a grefelor vasculare native vs decelularizate (DAPI)  

Grefa nativă Grefa decelularizată 

  

  

  

Figura 1. Grefa vasculară cu diametru mare (artera carotidă). Coloraţia DAPI.  Grefa nativă 

(A, B, C)  și grefa decelularizată (D, E, F). Câmp luminos (A, D), câmp DAPI (B, E) și 

câmpurile suprapuse (C, F).  Scala: 100 μm 

 

 

 

A D 

B E 

F C 



 

115 

 

 

Grefa nativă Grefa decelularizată 

  

  

  

Figura 2. Grefa vasculară cu diametru mediu (artera femurală superficială). Coloraţia DAPI.  

Grefa nativă (A, B, C) și grefa decelularizată (D, E, F). Câmp luminos (A, D), câmp DAPI (B, E) 

și câmpurile suprapuse (C, F). Scala: 100 μm 
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Grefa nativă Grefa decelularizată 

  

  

  

Figura 3. Grefa vasculară cu calibru mic (artera tibială caudală). Coloraţia DAPI. Grefa 

nativă (A, B, C) și grefa decelularizată (D, E, F). Câmp luminos (A, D), câmp DAPI (B, E) și 

câmpurile suprapuse (C, F). Scala. A, C, E: 100 μm; B, D, F: 50 μm 
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Anexa 2. 

Examinarea calitativă a grefelor osoase native vs decelularizate (SEM) 

 

Nativ Decelularizat 

  

  

  

Figura 1. Grefa osoasă corticală. SEM. Grefa osoasă nativă (A, B, C) și grefa osoasă 

decelularizată (D, E, F). Scala. A, D: 500 μm; B, E: 100 μm; C, F: 50 μm 
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Nativ Decelularizat 

  

  

  

Figura 2. Grefa osoasă spongioasă. SEM. Grefa nativă (A, B, C) și grefa decelularizată (D, E, 

F). Scala. A, D: 500 μm; B, E: 100 μm; C, F: 50 μm 
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Medic rezident,  

Specialitatea Chirurgie Plastică, Estetică și Microchirurgie Reconstructivă.  

Institutul de Medicină de Urgenţă, 

str. Toma Ciorba nr.1, Chișinău MD-2004, Republica Moldova 

grigore.verega@usmf.md (MD, PhD, Profesor, conducător de rezidenţiat). 

 

mailto:drstoianalina@gmail.com
https://www.facebook.com/.alina.stoian.1694?mibextid=LQQJ4d
mailto:Siba.haykal@yale.edu
mailto:natalia.lupu@usmf.md
mailto:viorel.nacu@usmf.md
mailto:cemex@umfiasi.ro
mailto:grigore.verega@usmf.md
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STUDII  
 

FORMARE  

2022 – 2023 Programul formării profesionale continue  

Psihopedagogie (Modulul psihipedagogic) 

Universitatea de Stat de Medicină și Farmacie „Nicolae  Testemițanu”, 

str. Ştefan cel Mare 165, Chişinău, Republica Moldova. 

2017 – 2022 

 

Doctorat 

Universitatea de Stat de Medicină și Farmacie „Nicolae  Testemițanu”, 

str. Ştefan cel Mare 165, Chişinău, Republica Moldova MD-2004 

phdschool@usmf.md 

2014 – 2019 

 

Medic specialist 

Specialitatea Chirurgie Plastica, Estetica si Microchirurgie Reconstructiva  

Universitatea de Stat de Medicină și Farmacie „Nicolae Testemițanu”, 

str. Ştefan cel Mare 165, Chişinău, Republica Moldova MD-2004 

rezidentiat@usmf.md  

2008 – 2014 Medic 

Facultatea Medicina Generala,  

Universitatea de Stat de Medicină și Farmacie „Nicolae Testemițanu” 

str. Ştefan cel Mare 165, Chişinău, Republica Moldova MD-2004 

contact@usmf.md 

2005 – 2008 Elev 

Profil real, 

Liceul teoretic „Mihai Eminescu”, str. Mihai Eminescu 48, Cimișlia MD-4101, 

Republica Moldova 

mihaieminescu@yandex.com 

13.06.2022 – 16.06.2022  

08.08.2022 – 12.08.2022 

 

Stagiu clinic în augumentarea mamară,  

Spitalul Polisano,1A str. Izvorului, Sibiu, Romania 

hsiclovan@gmail.com (supervisor) 

01.10.2020 – 31.03.2021 

 

Cercetător stagiar (mobilitate de Doctorat) 

Școala de Medicină din Hanovra, Laboratoarele de Cercetare Leibniz pentru 

Biotehnologie și Organe Artificiale. Secția Chirurgie Cardiotoracică, Transplant 

și Vasculară. Strada Calr-Neuberg nr. 1, 30625, Hanovra, Germania. 

Andree.Birgit@mh-hannover.de (PhD, supervisor) 

01.10.2020 – 19.12.2020 

 
Curs de instruire "Protecția proprietății intelectuale și transferul de tehnologie" 

(proiectul Horizon2020 nanoMedTwin), Chișinău, Republica Moldova. 

26.04.2017  

 
AAHS (American Association for Hand Surgery) pre-congres curs avansat în 

chirurgia mânii  

Cluj-Napoca, România. 

21.06.2017 – 24.06.2017  

 

Curs ISAPS (International Society of Aesthetic Plastic Surgery). Scoala de Vara 

pentru Rezidenti in Chirurgie Plastica,  

Poiana Brasov, Romania. 

mailto:phdschool@usmf.md
mailto:rezidentiat@usmf.md
mailto:contact@usmf.md
mailto:mihaieminescu@yandex.com
mailto:hsiclovan@gmail.com
mailto:Andree.Birgit@mh-hannover.de
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COMPETENȚE PERSONALE  

INFORMAȚII SUPLIMENTARE  

Conferințe/Congrese 

5-6 April 51st Annual Toronto Aesthetic Plastic Surgery Symposium, Toronto, Canada. 

4 April 21st Toronto Breast Surgery Symposium 

3-4.11/2023 National Lymphedema Conferince, Toronto, Canada.  

21-24.09.2022 ISAPS (International Society of Aesthetic Plastic Surgery) World Congress, Istanbul, 

Turcia. 

28-30.04.2022 3in1 Joint Congress. 19th National Congress of the Romanian Association of Plastic 

Surgeons. 14th National Congress of the Romanian Society of Reconstructive Microsurgery. 13th national 

Congress of the Romanian Society for Surgery of the Hand, Timisoara, Romania. 

22.10.2021 29th Congress of the European Association of Tissue and Cell Banks (online). 

20-22.10.2021 Annual Conference SUMPh “Nicolae Testemitanu”, Chisinau, Republic of Moldova. 

8-9.07.2021 4th International European Conference on Interdisciplinary Scientific Researches, Warsaw, 

Poland. 

27-28.03.2021 ISAPS (International Society of Aesthetic Plastic Surgery) World Congress (online). 

16-18.05.2019 International Molecular Medicine Symposium by the Bosphorus. Istanbul, Turcia. 

09.05.2019- 11.05.2019 11th BAPRAS Congress, 12th National Congress of RSSH and 13th National 

Congress of the RSRM, Cluj-Napoca, Romania. 

16.05.2018- 19.05.2018 XV th Congress of the Romanian association of plastic surgeons, XII th Congress 

of the Romanian Aesthetic Surgery Society, XX th Meeting of the euro mediteranean burns Council, Cluj-

Napoca, Romania. 

11.05.2018-13.05.2018 10th edition of the international Medical Congress of Anti-Aging, Bucharest, 

Romania. 

23.06.2017 – 24.06.2017  

 

Cursul didactic a Societatea Internationala de Chirurgie Plastica, Poiana Brasov, 

Romania. 

13.11.2017 – 26.11.2017 

 

Stagiu clinic în Chirurgie Plastică, Estetică  

Dr. Gustavo Abrile-Cirurgia Plastica & Spa, Av. Gdor. Roca 960, N3300NOC 

Posadas, Misiones, Argentina 

gustavoabrile@gmail.com (superviser) 

09.11.2016 

 

Seminar AOTrauma - Principiile actuale ale managementului fracturilor 

Roadshow ediția Moldova, Chișinău. 

01.04.2016 – 03.04.2016 

 

Curs ISAPS (International Society of Aesthetic Plastic Surgery). Scoala de Vara 

pentru Rezidenti in Chirurgie Plastica, Poiana Brasov, Romania. 

Limba maternă Româna 

  

Alte limbi străine 

cunoscute 
ΙNŢELEGERE  VORBIRE  SCRIERE  

Ascultare  Citire  
Participare la 

conversație  
Discurs oral   

Engleza C1  C1  C1 C1 B2 

  

Rusa C1  C1  C1  C1  B2  

  

mailto:gustavoabrile@gmail.com
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3-5.05.2018 7th edition of International Medical Congress for Students and Young Doctors. Chisinau, 

Republic of Moldova. 

24.08.2017-27.08.2017 9 th European Plastic Surgery Research Council Bucharest, Romania. 

21.06.2017-24.06.2017 Romanian Aesthetic Society Natioanal Conference, Poiana Brasov, Romania. 

26.04.2017-29.04.2017 The 12th National Congress of the Romanian Society for Reconstructive 

Microsurgery. The National Conference of the Romanian Association of Plastic Surgeons, Cluj-Napoca, 

România 

26.04.2017-29.04.2017 The 11th National Congress of the Romanian Society for Surgery of the Hand. 

Cluj-Napoca, România. 

12.10.2016-14.10.2016 VIII th National Congress of the Traumatology and Orthopedy, Republic of 

Moldova. 

2.06.2016-11.06.2016 XIV th Congress of ROAPS, X th Congress of RASS, Bucharest Romania. 

8.06.2016-11.06.2016 XIV th Congress of ROAPS, X th Congress of RASS, Bucharest, Romania. 

12.10.2016-14.10.2016 VIII th National Congress of the Traumatology and Orthopedy, Republic of 

Moldova. 

Publicaţii/Articole  

Two Decades of Advances and Limitations in Organ Recellularization. Alina Stoian, Aisha Adil, 

Felor Biniazan, Siba Haykal. Curr. Issues Mol. Biol. 2024, 46(8), 9179-9214; 

https://doi.org/10.3390/cimb46080543  

Adipose-Derived Stem Cells: Angiogenetic Potential and Utility in Tissue Engineering. F 

Biniazan*, A Stoian*, S Haykal. Int. J. Mol. Sci. 2024, 25(4), 2356;  

https://doi.org/10.3390/ijms25042356. 

Effectiveness of tissue engineering in obraining of the vascularized composite bone extracellular 

matrix. Experimental study. Stoian A., Pavlovschi E., Capros N., Verega Gr., Nacu V. In: 

Tiginyanu I., Sontea V., Railean S. (eds). Springer, Cham, 6th International Conference on 

Nanotechnologies and Biomedical Engineering. ICNBME 2023. 

https://doi.org/10.1007/978-3-031-42775-6_39  

The Critical Size Bone Defects - In-Vivo Experimental Method of the Treatment with the 

Decellularized Vascularized Bone Allografts. Pavlovschi E., Stoian A., Verega Gr., Nacu V. In: 

Tiginyanu I., Sontea V., Railean S. (eds). Springer, Cham, 6th International Conference on 

Nanotechnologies and Biomedical Engineering. ICNBME 2023. 

https://doi.org/10.1007/978-3-031-42775-6_37  

In vivo experimental study of the arterial supply of the rabbit posterior limb. E Pavlocschi, A 

Stoian, Gr. Verega, V. Nacu. Moldovan Medical Journal. 2021. 

https://doi.org/10.52418/moldovan-med-j.64-6.21.05  

Evolution of the efficacy of decellularization treatment in preparing decellularized umbilical cord 

artery. Malcova T., Globa L., Vascan A., Ţugui E., Stoian A., Nacu V. In: Tiginyanu I., Sontea 

V., Railean S. (eds). Springer, Cham, 4th International Conference on Nanotechnologies and 

Biomedical Engineering. ICNBME 2019. 

https://doi.org/10.1007/978-3-030-31866-6_105  

Surgical treatment of infected bone defect in distal femur using island fibular flap. Iordachescu, 

A. Stoian, V. Mihaluta, O. catarau, M. Crudu, Gr. Verega. In: Arta Medica. ISSN 1810-1852. 2017 

https://repository.usmf.md/bitstream/20.500.12710/9657/1/Iordachescu_Rodica_Stoian_Alina_

Mihaluta_Viorica.TRATAMENTUL_CHIRURGICAL_AL_DEFECTULUI_OSOS_INFECTA

T.pdf  

Plasty of Achilles region with propeller tendon-fasciocutaneous peroneal artery perforator flap 

https://doi.org/10.3390/cimb46080543
https://scholar.google.com/scholar?oi=bibs&cluster=18317111760103013780&btnI=1&hl=en
https://doi.org/10.3390/ijms25042356
https://doi.org/10.1007/978-3-031-42775-6_39
https://doi.org/10.1007/978-3-031-42775-6_37
https://doi.org/10.52418/moldovan-med-j.64-6.21.05
https://doi.org/10.1007/978-3-030-31866-6_105
https://repository.usmf.md/bitstream/20.500.12710/9657/1/Iordachescu_Rodica_Stoian_Alina_Mihaluta_Viorica.TRATAMENTUL_CHIRURGICAL_AL_DEFECTULUI_OSOS_INFECTAT.pdf
https://repository.usmf.md/bitstream/20.500.12710/9657/1/Iordachescu_Rodica_Stoian_Alina_Mihaluta_Viorica.TRATAMENTUL_CHIRURGICAL_AL_DEFECTULUI_OSOS_INFECTAT.pdf
https://repository.usmf.md/bitstream/20.500.12710/9657/1/Iordachescu_Rodica_Stoian_Alina_Mihaluta_Viorica.TRATAMENTUL_CHIRURGICAL_AL_DEFECTULUI_OSOS_INFECTAT.pdf
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after radical excision of a neglected squamous cell carcinoma. Mihaluța, V., Stoian, A., 

Iordăchescu, R., Pavlovschi, E., Cociug, A., Borș, E., Smolenschi, S.,Verega, G. (2018). Archive 

of Clinical Cases, 5(3), Arch Clin Cases 2018; 5(3):104-108.  

https://doi.org/10.22551/2018.20.0503.10136  

Some peculiarities of migration of the island fibular flap in the proximal direction bellow calf 

borders. R. Iordachescu, A. Stoian, V. Mihaluta, I. Stegarescu, G. Verega. Вопросы 

реконструктивной и пластической хирургии № 3 (62) сентябрь’2017.  

https://journals.tsu.ru/uploads/import/1627/files/02.pdf  

 

Abstracte în cadrul congreselor şi conferinţelor științifice 

Tratamentul chirurgical al defectului osos infectat la nivelul extremităţii femurale distale prin 

plastie cu lambou fibular insular. R. Iordachescu, A. Stoian, V. Mihaluta, O. catarau, M. Crudu, 

Gr. Verega. In: Arta Medica. ISSN 1810-1852. 2017. 

Managementul defectelor osoase mari prin metoda membranei induse.  

RAISCHI, Ion; STOIAN, Alina; IORDĂCHESCU, Rodica; DUMNAZEV, Ruslan; CEMÎRTAN. In: 

Cercetarea în biomedicină și sănătate: calitate, excelență și performanță. 2023. Chișinău, Republica 

Moldova. 

Evaluarea opțiunilor chirurgicale și impactul acestora în maladia dupuytren: rezultate și considerații.  

FORTUNA, Elvira; CEBOTARI, Dana; ZABUTNAIA, Maria; STOIAN, Alina; MIHALUŢA, 

Viorica; BUZU, Dumitru. In: Cercetarea în biomedicină și sănătate: calitate, excelență și performanță. 

2023. Chișinău, Republica Moldova.  

Utilizarea alogrefelor de nerv decelularizate în reconstrucția defectelor de nerv periferic.  

ANTON, Doina-Cezara; VEREGA, Grigore; STOIAN, Alina; NACU, Viorel. In: Cercetarea în 

biomedicină și sănătate: calitate, excelență și performanță. 2023. Chișinău, Republica Moldova.  

Amniotic membrane as a source of treatment in trophic ulcer of the lower limb.  

MIHALUŢA, Viorica; STOIAN, Alina; VEREGA, Grigore; NACU, Viorel. In: Cells and tissues 

transplantation. Actualities and perspectives. 2023. Chişinău. Republica Moldova. 

Membrana amniotică decelularizată în tratamentul ulcerelor la pacienții diabetici.  

MIHALUŢA, Viorica; STOIAN, Alina; IGNATOV, Olga; VEREGA, Grigore; NACU, Viorel. In: 

Cercetarea în biomedicină și sănătate: calitate, excelență și performanță. 2023. Chișinău, Republica 

Moldova. 

Membrana amniotică decelularizată în tratamentul ulcerelor la pacienții diabetici.  

MIHALUŢA, Viorica; STOIAN, Alina; IGNATOV, Olga; VEREGA, Grigore; NACU, Viorel. In: 

Cercetarea în biomedicină și sănătate: calitate, excelență și performanță. 2023. Chișinău, Republica 

Moldova.  

Decellularized Amniotic Membrane: An Innovative Solution for Tissue Regeneration and Ulcer Therapy.  

MIHALUŢA, Viorica; STOIAN, Alina; IGNATOV, Olga; VEREGA, Grigore; NACU, Viorel. In: 

Applications of Chemistry in Nanosciences and Biomaterials Engineering. NanoBioMat 2023. Summer 

Edition. 2023. 

The vascularized bone allotransplantation after decellularization process, in vivo testing.  

PAVLOVSCHI, Elena; STOIAN, Alina; GARDIKIOTIS, Ioannis; VEREGA, Grigore; NACU, Viorel; 

CERNEI, Gherman. In: Cells and tissues transplantation. Actualities and perspectives. 2023. Chişinău.  

Experimental study in obtaining of a vascularised composite bone extracellular matrix.  

STOIAN, Alina; PAVLOVSCHI, Elena; VEREGA, Grigore; BIRGIT, Andree; HILFIKER, Andres; 

NACU, Viorel. In: Cells and tissues transplantation. Actualities and perspectives. 2023. Chişinău.  

Experimental study in non/imunogen vascularized bone allograft.  

Stoian A., Pavlovschi E., Verega Gr., Nacu V., Andree B., Hilfiker A., In: Abstract book of 3in1 joint 

https://doi.org/10.22551/2018.20.0503.10136
https://journals.tsu.ru/uploads/import/1627/files/02.pdf
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congress in plastic and reconstructive surgery. Timişoara, România, 2022. 

The vascularized bone allotransplantation in vivo experiment. Preliminary report.  

Pavlovschi E., Stoian A., Verega Gr., Nacu V., In: Abstract book of 4th international european conferince 

on interdisciplinary scientific researcher. Warsaw, Poland, 2021.  

Dupuytren's disease – treatment particularities.  

FORTUNA, Elvira; STOIAN, Alina; MIHALUŢA, Viorica; BUZU, Dumitru; VEREGA, Grigore. In: 

Cercetarea în biomedicină și sănătate: calitate, excelență și performanță. 2021. Chișinău, Republica 

Moldova.  

The aplication of medial plantar flap.  

CEBOTARI, Dana; IORDĂCHESCU, Rodica; STOIAN, Alina; FORTUNA, Elvira; VEREGA, 

Grigore. In: Cercetarea în biomedicină și sănătate: calitate, excelență și performanță. 2021. Chișinău, 

Republica Moldova.  

A review of complications and their treatments in facial aesthetic surgery.  

ZABUTNAIA, Maria; IORDĂCHESCU, Rodica; STOIAN, Alina; CEBOTARI, Dana; VEREGA, 

Grigore. In: Cercetarea în biomedicină și sănătate: calitate, excelență și performanță. 2021. Chișinău, 

Republica Moldova.  

Conservation features of bone allografts with the perspective of their reinclusion in the host organism.  

BALAN, Elisa; NACU, Viorel; VEREGA, Grigore; STOIAN, Alina. In: Cercetarea în biomedicină și 

sănătate: calitate, excelență și performanță. 2021. Chișinău, Republica Moldova. 

Principles of decellularization for composite vascularized bone graft.  

STOIAN, Alina; PAVLOVSCHI, Elena; NACU, Viorel; SANJA, Sladic; BIRGIT, Andree; HILFIKER, 

Andres. In: Cercetarea în biomedicină și sănătate: calitate, excelență și performanță. 2021. Chișinău, 

Republica Moldova.  

Surgery protocol of vascularized bone allotranslant. The next stage of in vivo experimental study.  

PAVLOVSCHI, Elena; VEREGA, Grigore; STOIAN, Alina; NACU, Viorel. In: Cercetarea în 

biomedicină și sănătate: calitate, excelență și performanță. 2021. Chișinău, Republica Moldova.  

The use of amniotic membrane in wounds of the lower limbs at diabetic patients, literary review. 

MIHALUŢA, Viorica; STOIAN, Alina; IGNATOV, Olga; PROCOPCIUC, Vitalie; VEREGA, Grigore; 

NACU, Viorel. In: Cercetarea în biomedicină și sănătate: calitate, excelență și performanță. 2021. 

Chișinău, Republica Moldova.  

Amniotic membrane in the treatment of defects in diabetic patients.  

MIHALUŢA, Viorica; STOIAN, Alina; FEGHIU, Leonid; FORTUNA, Elvira. In: 

MedEsperaInternational Medical Congress for Students and Young Doctors. 8. 2020. Chisinau, Republic 

of Moldova. 

Artrodeza genunchiului cu lambou compozit fibular. Raport de caz clinic.  

PAVLOVSCHI, Elena; STOIAN, Alina; IORDĂCHESCU, Rodica; MIHALUŢA, Viorica. In: 

Congresul consacrat aniversării a 75-a de la fondarea USMF „Nicolae Testemiţanu”. 2020. Chişinău.  

Decelularizarea combinată a allogrefei osoase vascularizate. etapă de studiu experimental in vivo.  

PAVLOVSCHI, Elena; STOIAN, Alina; MALCOVA, Tatiana; IORDĂCHESCU, Rodica; VEREGA, 

Grigore. In: Congresul consacrat aniversării a 75-a de la fondarea USMF „Nicolae Testemiţanu”. 2020. 

Chişinău.  

Lambourile locoregionale în tratamentul defectelor gambei și gleznei parvenite după exereze oncologice.  

POPA, Daniela; IORDĂCHESCU, Rodica; STOIAN, Alina; MIHALUŢA, Viorica; FORTUNA, 

Elvira; VEREGA, Grigore. In: Congresul consacrat aniversării a 75-a de la fondarea Universității de Stat 

de Medicină şi Farmacie „Nicolae Testemiţanu”. 2020. Chişinău.  

Percutaneous needle aponeurotomy.  

FORTUNA, Elvira; STOIAN, Alina; IORDĂCHESCU, Rodica; ZABUTNAIA, Maria; VOICU, 
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Paulina; CEBOTARI, Dana. In: MedEsperaInternational Medical Congress for Students and Young 

Doctors. 8. 2020. Chisinau, Republic of Moldova.  

Pedicled groin flap for soft tissue coverage.  

CEBOTARI, Dana; IORDĂCHESCU, Rodica; STOIAN, Alina; FORTUNA, Elvira; GOLOGAN, 

Paulina; ZABUTNAIA, Maria. In: MedEsperaInternational Medical Congress for Students and Young 

Doctors. 8. 2020. Chisinau, Republic of Moldova.  

The vascularized bone allotransplantation - in a rabbit model, preliminary report. 

PAVLOVSCHI, Elena; STOIAN, Alina. In: MedEsperaInternational Medical Congress for Students and 

Young Doctors. 8. 2020. Chisinau, Republic of Moldova.  

Latissimus Dorsi flap in reconstruction of the soft-tissue defects of the trunk.  

ZABUTNAIA, Maria; IORDĂCHESCU, Rodica; STOIAN, Alina; CEBOTARI, Dana; VOICU, 

Paulina; FORTUNA, Elvira. In: MedEsperaInternational Medical Congress for Students and Young 

Doctors. 8. 2020. Chisinau, Republic of Moldova.  

Breast reconstruction on irradiated territory using tissue expander technique and Latissimus Dorsi flap: 

a case report.  

GOLOGAN, Paulina; STOIAN, Alina; IORDĂCHESCU, Rodica; ZABUTNAIA, Maria; 

CEBOTARI, Dana. In: MedEsperaInternational Medical Congress for Students and Young Doctors. 8. 

2020. Chisinau, Republic of Moldova.  

The post-oncologic reconstruction of inferior limb with perforator flap.  

OSMATESCU, Angela; STOIAN, Alina. In: MedEsperaInternational Medical Congress for Students 

and Young Doctors. 8. 2020. Chisinau, Republic of Moldova.  

Lamboul fibular în reconstrucția defectului osos mandibular. Caz clinic.  

STOIAN, Alina; MIHALUŢA, Viorica; GHEŢIU, Alexandru; CALISTRU, Anatol; SÎRBU, Dumitru; 

VEREGA, Grigore. In: Congresul consacrat aniversării a 75-a de la fondarea Universității de Stat de 

Medicină şi Farmacie „Nicolae Testemiţanu”. 2020. 

Perspectiva de viitor a alotransplantului osos vascularizat.  

STOIAN, Alina; NACU, Viorel; PAVLOVSCHI, Elena; MACAGONOVA, Olga; MALCOVA, 

Tatiana; MIHALUŢA, Viorica. In: Congresul consacrat aniversării a 75-a de la fondarea Universității de 

Stat de Medicină şi Farmacie „Nicolae Testemiţanu”. 2020. Chişinău.  

Membrana amniotică: sursă de tratament al defectelor cutanate la pacienții diabetici.  

MIHALUŢA, Viorica; PROCOPCIUC, Vitalie; IGNATOV, Olga; STOIAN, Alina; VEREGA, Grigore; 

NACU, Viorel. In: Congresul consacrat aniversării a 75-a de la fondarea USMF „Nicolae Testemiţanu”. 

2020. Chişinău. 

Fasciotomia percutană în contractura Dupuytren. Caz clinic.  

FORTUNA, Elvira; STOIAN, Alina; MIHALUŢA, Viorica; CEBOTARI, Dana; POPA, Daniela; 

VEREGA, Grigore. In: Congresul consacrat aniversării a 75-a de la fondarea Universității de Stat de 

Medicină şi Farmacie „Nicolae Testemiţanu”. 2020. Chişinău.  

Utilizarea terapiei cu presiune negativă în tratamentul defectelor infectate.  

GOLOGAN, Paulina; IORDĂCHESCU, Rodica; STOIAN, Alina; MIHALUŢA, Viorica; FORTUNA, 

Elvira; VEREGA, Grigore. In: Congresul consacrat aniversării a 75-a de la fondarea Universității de Stat 

de Medicină şi Farmacie „Nicolae Testemiţanu”. 2020. Chişinău.  

Utilizarea lamboului latissimus dorsi în reconstrucția defectului cutanat masiv apărut după exereza 

oncologică a spatelui.  

ANTON, Cezara; STOIAN, Alina; FORTUNA, Elvira; MIHALUŢA, Viorica; IORDĂCHESCU, 

Rodica; VEREGA, Grigore. In: Congresul consacrat aniversării a 75-a de la fondarea Universității de 

Stat de Medicină şi Farmacie „Nicolae Testemiţanu”. 2020. Chişinău.  

Lamboul corticoperiosteocutanat în tratamentul pseudartrozelor septice de tibie. Caz clinic.  
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IORDĂCHESCU, Rodica; STOIAN, Alina; GORNEA, Tatiana; IVANOV, Vladimir; VEREGA, 

Grigore. In: Congresul consacrat aniversării a 75-a de la fondarea Universității de Stat de Medicină şi 

Farmacie „Nicolae Testemiţanu”. 2020. Chişinău.  

Importanța estetică a mâinii operate.  

CEBOTARI, Dana; IORDĂCHESCU, Rodica; STOIAN, Alina; FORTUNA, Elvira; ZABUTNAIA, 

Maria; VEREGA, Grigore. In: Congresul consacrat aniversării a 75-a de la fondarea Universității de Stat 

de Medicină şi Farmacie „Nicolae Testemiţanu”. 2020. Chişinău. 

Evaluation of the efficacy of decellularization treatment in preparing decellularized umbilical cord artery.  

Malcova T., Globa T., Vascan A., Ţugui E., Stoian A., Nacu V. In: Abstract Book. International molecular 
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