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Summary
The tissue engineered grafts for bone defects recovering
Biological methods for bone regeneration are needed to reverse bone loss caused by
diverse agents. Regenerative therapies could use traditional autogenous, allogenous bone grafting
or composite grafts including resorbable 3D scaffolds and differentiated or no differentiated cells.
As cells grafts could be: autogenous bone marrow cells or allogenous cord blood stem cells. Also
gene expression systems will be combined with cells seeded in precise three-dimensional
configurations on synthetic scaffolds to control both temporal and spatial distribution of
regenerative factors. The natural processes of bone formation and repair require the coordinated
expression of many molecules; including growth factors, bone morphogenetic proteins, and
specific transcription factors. Current knowledge related to bone and fracture repair describes
how tissue engineering, may mimic critical aspects of these natural processes.

Actualitatea temei

Dupa sange, tesutul osos este cel mai frecvent transplantat tesut in secolul nostru.

Totodata, creste numarul de pacienti de la care nu poate fi colectatd grefa osoasd sau calitatea
acesteia este proastd, sau masa osoasd este insuficientd, mai ales in cazul interventiilor
chirurgicale multiple sau in cazul copiilor, la care colectarea autogrefei este limitata [11].
Pentru satisfacerea cerintelor clinice in tratamentul maladiilor osoase, chirurgia reconstructiva
necesitd metode performante in restabilirea scheletica. Medicina regenerativa este un domeniu al
biotehnologiei, reprezentantd de tehnici care prevede restabilirea structurii anatomice a
tesuturilor deteriorate sau degenerate [8].

Medicina regenerativd are la bazd intelegerea proceselor biologice implicate in
regenerarea si functia tesuturilor normale. Medicina regenerativa are ca baza datele acumulate de
embriologie, organogeneza, factori de crestere, biologia celulei, stiinta biomaterialelor si
intruneste doua strategii: terapia celulara, care reprezinta implantarea de celule pentru
restabilirea tesuturilor deteriorate si ingineria tisulard, care realizezad in vitro substituenti
biologici utilizate pentru substitutia tesuturilor nefunctionale.

Regenerarea tesuturilor scheletice reprezinta una din directiile prioritare de dezvoltare ale
ingineriei tisulare, aplicabilitatea lor clinica fiind deja un fapt implinit [6].

Ortopedia-traumatologia este consideratd una dintre specialitatile chirurgicale care
evoluiaza cel mai rapid, datorita colabordrii cu alte specialitdti (chirurgia plastica, chirurgia
vasculard, cea maxilo-faciala, neurochirurgia) care tind spre refacerea structurilor afectate.
Totodatd se fac studii in domeniile medicinea care se ocupd de refacerea tesuturilor (chirurgia
vasculara, plastica si reparatorie sau neurochirurgia) dar si cu ramuri specializate ale metalurgiei,
chimiei polimerilor, biomaterialelor pentru elaborarea si perfectionarea implanturilor ortopedice
si prepararea de noi substituente tisulare si mentinerii lor functionale.

Inginerie tisulard include sase domenii de cooperare: 1. biomaterialele - reprezinta
suportul fizic, de naturd organicd sau sinteticd, pentru ghidarea refacerii tesutului de cétre
celulele specifice; 2. celulele necesare pentru refacerea tesutului specific; 3. biomecanica —
studiazd proprietatile native ale tesuturilor si semnalelor mecanice locale necesare pentru
diferentierea; 4. biomoleculele, (factori de crestere, hormoni locali, semnale intercelulare,
morfogene) care orienteazd diferentierea celulard §i expresia anumitor gene pentru sinteza
proteinelor specifice; 5. informatica, care genereazd analiza datelor despre expresia si
secventialitatea genelor si a proteinelor, modelajul tisular §i celular computerizat, sistemele de
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control a calitétii, baze de date; 6. designul ingineresc, destinat proiectarii sistemelor 2D si 3D,
bioreactoare, stocarea si transportul tesuturilor obtinute [21].

Pentru a asigura consolidarea fragmentelor osoase este necesar sa se ia in considerare si
sd se facd asociera multiplilor factori implicati Tn acest proces complicat: anturajul celular,
factorii de crestere, matricea osoasa si stabilitatea mecanica in focar — asa-numitul Diamond
Concept (conceptul de diamant). Intrunirea tuturor acestor conditii asigura consolidarea ferma a
fragmentelor osoase [14].

Pentru a intelege cum poate fi dirijat procesul de regenerare a tesutului osos stagnat, este
foarte important sa cunoastem cum are loc formarea tesutului osos in ontogeneza, adica procesul
fiziologic de reparatie osoasa si factorii externi si interni care 1l influenteaza. Procesul de formare
a tesutului osos pe parcursul ontogenezei se realizeaza pe etape.

Distingem osteohistogeneza embrionard si postembrionard. La embrion tesutul osos se
dezvolta din mezenchim prin doud modalitati: direct din mezenchim (osteohistogeneza directd) si
prin modelul cartilaginos al osului primar cu substituirea lui ulterioara in tesut o0sos
(osteohistogeneza indirectd). Acest mecanism sta la baza formarii majoritatii oaselor scheletului.

Dezvoltarea postembrionara (osteogeneza postnatald) asigura formarea osului in perioada
de crestere a organismului §i continud ulterior la organismul adult in conditii fiziologice
(remodelarea) sub influenta diverselor modificari Tn homeostaza lui. Remodelarea osoasa este un
proces complex, care include doud activitati totalmente opuse — resorbtia tesutului osos si
formarea tesutului osos nou. Aceste mecanisme asigura functia metabolica a osului (eliberarea de
minerale) si acomodarea arhitecturald a tesutului osos la schimbarea conditiilor mecanice. Acest
remodelaj constituie anual 25% pentru osul spongios si numai 3% pentru tesutul osos compact
(3, 14, 29, 30].

Sinteza matricei extracelulare este asiguratd de osteoblaste si partial de osteocite, iar
resorbtia este realizatd de catre osteoclaste. Fiind diferite dupd structura si functie, aceste celule
in ansamblu fac acelasi lucru — remodelarea osoasa. Evident ca ele interactioneaza reciproc [5].

Rezultate si discutii

Celulele stem pot sd se diferentieze spontan in mai multe tulpini celulare la transplantare
in vivo, si doar o cantitate mai mica dintre ele se diferentiaza in tipul de celule necesare pentru
obtinerea tesutului dorit. Acest fapt poate reduce eficacitatea transplantarii pe care o dorim. Din
aceste considerente se recomanda efectuarea diferentierii in vifro, pentru a avea un numar mai
mare de celule osteoblastice necesare in diferentierea osteogenica. In acest scop, in vitro, am
utilizat anumite substante care dirijeaza diferentierea in acest tip de celule: acidul ascorbic,
dexametazona, glicerofosfatul. Dexametazona este un glicoproteid sintetic, care are un efec
anabolic asupra celulelor UFC-F. A fost demonstrat cd in celulele osoase dexametazona
actioneaza la nivelul de expresie a mai multor proteine si enzime, inclusiv colagenul, fosfataza
alcalind, G 11, subunitatile 2 si 4 ale integrinelor, N-caderinul, interleuchinele 6 si 11.

Acidul ascorbic (Vitamina C) este o vitamind esentiald implicatd in convertirea
procolagenului in colagen si secretia ulterioara. Glycerofosfatul reprezinta un fosfat organic si
substrat pentru enzima alcalinfosfataza, prezenta in mediu asigura cresterea formarii matricei
mineralizate in vitro.

Pentru diferentierea osteoclastelor din liniile celulare macrofago-monocitare, prezente in
grefa obtinuta din maduva osoasa, sunt necesari anumiti inductori, care difera absolut de cei
implicati in procesul de formare a osteoblastelor, dintre care cei mai eficienti la etapa actuald
sunt RANKL si CSF1, 1n prezenta carora diferentierea acelorasi celule obtinute din maduva
osoasd se realizeaza in directia formarii osteoclastelor. Triada moleculara OPG/RANK/RANKL
orchestreazd remodelarea osoasd patofiziologica [27]. Astfel, diferentierea aceluiasi bioptat
celular din maduva osoasd se realizeazd in doud directii diferite — in celule care indeplinesc
functii diferite: osteoclastele resorb osul, iar osteoblastele participd la crearea tesutului osos.

Morfologia osteoclastelor obtinute in culturd celulara se deosebeste de cea a
osteoclastelor din os. Deoarece ele se afla pe plastic, celulele au o forma aplatizata, ocupand un
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spatiu mai mare. Cresterea in vitro, in prezenta discurilor de dentind, le da o caracteristica
morfologica aproape de cea pe care o au in vivo. Pe discurile de dentina celulele pot forma
lacune de resorbtie. S-a observat cd celulele obtinute in vivo sunt mai fragile in timpul
manipuldrii lor, fixarii, colorarii. Acest lucru indica asupra faptului ca eficacitatea, activitatea
celulelor diferentiate in vivo ar putea fi mai mica comparativ cu celulele aflate in organismul viu.
Totodatd acest lucru este dificil de demonstrat, cu atdt mai mult ca nici sursele bibliografice
studiate nu oferd informatii in acest sens.

In experimentele noastre, efectuate cu osteoclastele obtinute din maduva osoasi de la
soareci transgenici cu osteomielitd cronica multifocald in prezenta RANKL si CSF1, a fost
apreciatd o alta particularitate a dezvoltarii celulelor. Osteoclastele obtinute din maduva osoasa
de la soarecele cu OCM se dezvoltd mai rapid, fiind la ziua a 3-a mai multe decat in cultura
obtinutd din maduva osoasd a soarecelui cu fenotip normal. Experimentele prin utilizarea
supernatantului obtinut din mediul de cultivare a celulelor osteomedulare din maduva osoasa de
la soareci cu OCM care a fost adaugat in mediul de culturd al celulelor obtinute din soarece
sanatos au aratat cd acesta nu influenteaza cresterea celulelor in raport cu lotul-martor.

Astfel, presupunem existenta unui mecanism intrinsec, intracelular care dirijeaza viteza
de diferentiere si activitatea celulelor. Probabil si In cazul regenerarii osului s-ar putea presupune
existenta intracelulard a unor factori care Impiedica proliferarea necesara a celulelor osteogene si
formarea calusului osos necesar consolidarii fracturii. Aceasta ipoteza urmeaza sa fie investigata
in continuare.

Tabloul remodelarii osoase se realizeaza in felul urmator: celulele bordante se retrag,
eliberand suprafata osului, si oferd spatiu de activitate osteoclastelor. In faza de resorbtie
osteoclastele dizolvd progresiv matricea extracelulard osoasi si formeazi un defect lacunar. in
faza urmatoare osteoclastele sunt inlocuite de celule precursoare ale osteoblastelor, care se
diferentiaza pe suprafata lacunei si produc matrice osoasd noua pana la completarea defectului.
Apoi remodelarea trece in ultima fazd — de reconstructie.

Dirijarea moleculara a acestui proces nu este Incad pe deplin cunoscutd, cu toate ca se
cunosc substantele care pot diferentia CMO in osteoslaste si osteoblaste in vitro. Explicatia
rezidd in faptul cd In os reactiile chimice sunt perturbate si este uneori dificil sd estimezi
rezultatele obtinute.

Trei grupe de factori influenteaza procesul de reparatie osoasa:

1. substantele hormonale (parathormonul; hormonul de crestere; estrogenii; 1,25
dihidrocholecalciferol, IGF 1 si 2);

2. moleculele produse local si activate prin actiune autocrind sau paracrind (IGF 1 si 2;
proteina morfogeneticd osoasda (BMP), prostoglandinele E2 (PGE2), IL-1,TNFa, GM-CSF,
TGFB, FGF 2);

3. moleculele prezente in matricea osoasa extracelulard (FGF2, TGFB, GM-CSF, IGF 1
si 2) sunt inactive, dar se activizeaza de catre celulele osteogene.

Se considerda cd sub actiunea factorilor osteoresorbanti, parathormonului, 1,25
dihidrocholecalciferol si prostoglandinei E, osteoblastele pardsesc suprafata osului si permit
accesul osteoclastelor. Totodatd parathormonul s§i prostoglandina E, stimuleaza actiunea
colagenazei si plasminogenei, care conduc la degradarea periostului, descoperind matricea
osoasa [17].

In faza resorbtiei osoase moleculele anumitor substante (PGE2, 11-1, TNFa, IL-6, GM-
CSF, M-CSF, IGF1) favorizeaza proliferarea celulelor precursoare osteoclastice din maduva
osoasda. TGF B, contrar celorlalte, diminueaza proliferarea celulelor precursoare, dar stimuleaza
maturizarea lor In osteoclaste. Interferonul y inhiba diferentierea precursorilor in celule mature
prin blocarea fuziunii lor.

Calcitonina si PGE2 fixeaza receptorii membranei osteoclastelor, conducand la cresterea
AMP (adénosine mono-phosphate), care provoaca inhibitia resorbtiei osoase. Se considerd ca in
caz de osteopetroza este diminuata activitatea osteoclastelor.
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Stimularea proliferarii osteoblastelor este asiguratd de un numar impunator de molecule
(PTH, FGF2, IGF1 si 2, TGF B, BMP, GM-CSF, IL-1, TNFa si mai putin participd PGE2), dupa
care estrogenii, 1,25 dihidrocalciferolul, FGF2, TGFp, IGF1 si 2, BMP stimuleaza producerea
matricei extracelulare, dar IL1 si TNFa o inhiba (J. Poirier, J. R. Dumas., 1999) [25].

Pentru obtinerea osteoblastelor noi am utilizat dexametazona, care este un steroid sintetic
si promoveazd diferentierea osteoblastica a celulelor stem mezenchimale embrionare si a celor
din maduva osoasa [8]. Glecerofosfatul si vit. C sunt substante care induc diferentierea celulelor
stem mezenchimale in osteoblaste si ulterior in osteocite.

Procesele de osteogeneza reparatorie se activizeazd brusc in caz de traumatism
(osteogeneza reparatorie). In cazul dat, ca rispuns la distrugerea osului si moartea celulelor
osoase, are loc autoreproducerea lor si restabilirea populatiei celulare [1].

Repararea osoasa se caracterizeaza printr-un sir (cascadd) de evenimente: initial in focar
are loc concentrarea celulelor stem mezenchimale, care este dirijatd prin atractie chimica
(hemotaxis); urmeaza proliferarea celulelor sub actiunea semnalelor mitogene in directie osoasa,
cartilaginoasa si se activizeaza angiogeneza. Procesul reparator osos este ajutat de elementele
matricei osoase demineralizate, din care au fost izolate 8 proteine osteogenetice (BMP 1-8) care
apartin superfamiliei TGFp. BMP asigura diferentierea osteoblastica, concomitent BMP asigura
si condrogeneza. Ca exemplu BMP4 micsoreaza catabolismul condrocitelor si stimuleaza sinteza
proteoglicanilor; BMP 7 asigurda chondrogeneza [25].

In ingineria tisulara sunt utilizate doua strategii de baza:

1) Cresterea celulelor in vitro pe transplant si inocularea grefei compozite in defectul osos;
2) Implantarea matricei si umplerea ei ulterioara cu celulele-gazda.

Mecanismele de diferentiere a osteoblastelor din celule stem mezenchimale necesita interfata
biomimetica, stimulenti mecanici, factori solubili intracelulari si extracelulari §i contact
intercelular.

CSM si UFC-F (unitatile de formare a coloniilor fibroblastice) pot fi induse in vivo pentru a
prolifera si a se diferentia in linii osteoblastice, utilizdnd dexametazona, acid ascorbic si
glicerofosfat. In aceste conditii celulele cresc, se diferentiaza si se maturizeaza.

Cresterea (proliferarea) celulelor se realizeaza prin multiplicarea de cateva ori a numarului
de celule; diferentierea se manifesta prin producerea de colagen tip I, fosfataza alcalind si
maturizarea si formarea unor noduli in mai multe straturi, secretia osteocalcinei, mineralizarea
matricei extracelulare.

Cu toate ca a fost aratata posibilitatea diferentierii CSM in osteoblaste n cultura celulara si
ca se produce matricea extracelulara, nu s-a ajuns la stadiul de maturizare in osteocite cu alungiri
membranoase care mediaza contactul intercelular caracteristic, de aceea materialul produs in
vitro este considerat ca fiind ,,asemanator tesutului osos”.

Interfata biomimetica: in tesuturi si organe celulele individuale adera la matricea
extracelulard, care constd din proteine, polizaharide si factori de crestere. Celulele
interactioneaza individual prin intermediul receptorilor cu aceste componente, care asigurad
ancorarea si stimulatori proprii pentru mentinerea identitatii celulare (fenotipul). Odata scoase
din mediul obignuit, aceste celule vor cauta aceastd matrice celulard, pentru a avea stimulii
proprii si a-si mentine functia.

Interfata biomimeticd imitd matricea extracelulard si poate fi construitd prin imobilizarea
proteinelor adezive si alti factori stimulatori (secvente polipeptide si polizaharide sau secvente
apropiate de acesti factori) la substratul biomaterial. Factorii care asigurd integrarea cu osul
includ: proteinele colagenice ale matricei extracelulare, fibronectina, sialoproteina osoasa; factori
de crestere BMP-2,4,7, FGF-2, IGF-1,2, VEGF si minerale ca tricalcium fosfat si hidroxiapatita
[18].

Aproape toate celulele pacientului sunt subiecti ai stimuldrii fizice cauzate de circuitul
sangvin, respiratie, mers care stimuleazd o largd si variatd gama de raspuns biochimic. Stimulii
mecanici actioneaza printr-o cale mecanotransductiva putin cunoscutd, care conduce la schimbari
in morfologia celulard si orientare, expresia genica §i interactiunea intercelulard prin secretie de
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factori solubili sau contact direct intre ele. Osteoblastele raspund la stimulii mecanici prin
cresterea secretiei de prostoglandine si oxid nitric, care ajusteazd activitatea osteoclastelor care
resorb osul deteriorat si recrutarca osteoblastelor noi. Stimularca mecanici, de asemenea,
sporeste comunicarea intercelularad prin conexiuni gap.

Factorii solubili care se acumuleaza In microanturajul tisular joacd un rol semnificativ in
modularea comportamentului celular prin cdi de mediere a receptorilor. Printre acestea celulele
osteoprogenitoare §i cele osteoblastice expandeaza si se diferentiazd ca raspuns la actiunea
diversilor hormoni (glucocorticoizi, hormonii paratiroidieni si prostaglandine), factori de crestere
(BMPs, FGFs, IGFs). Sub actiunea stimulatorilor mecanici osteoblastele secretd o varietate de
factori, care includ prostoglandina E2, oxidul nitric, interleuchinele 1 si 6. Acesti factori regleaza
comportamentul celulelor secretorii si al celor invecinate. in particular interleuchinele si
prostoglandinele pot stimula resorbtia osoasa de catre osteoclaste in vivo.

Un factor important care vizeaza regenerarea osului il reprezintd particularititile de

structura anatomica a diferitor regiuni, care au un grad diferit de dezvoltare a retelei arteriale. In
caz de fractura se rup vasele sangvine, iar cele ramase nu pot asigura o vascularizare suficienta si
ca rezultat survine hipoxia [2, 24].
Hipoxia afecteaza diferentierea si proliferarea celulelor stem mezenchimale. A fost aratat ca
dupa hipoxie timp de 48 ore la <1% O, nu a influentat capacitatea de supravietuire a CSM, dar a
rezultat intr-o actiune persistentd cu durata de 14 zile, de down-regulation a cbfa-1/Runx2,
osteocalcina si tipul I colagen si permanent, mai mult de 28 zile, up-regulation a osteopontinei si
expresiei mRNA. De asemenea, a crescut de doud ori expresia VEGF la nivelul proteinelor si
mRNA. bFGF, TGFp1 si IL-8 nu au fost modificate dupa hipoxie. Aceste rezultate indicd o
stimulare limitatd a secretiei factorului angiogenic, dar o persistentd de micsorare la cativa
marcheri osteoblastici care releva ca hipoxia afecteaza potentialul de formare a osului [11].

Formarea, regenerarea si remodelarea tesutului osos reprezintd un proces fiziologic
dependent de crearea unei vascularizari adecvate, asigurate de procesul de angiogeneza (crestere
de vase noi) care formeaza un suport considerabil pentru progresul in formarea tesutului nou si
regenerarea organelor.

Spre deosebire de alte tesuturi, care regenereaza prin formarea de cicatrice, osul
regenereazd totalmente cu formarea tesutului osos. Aceasta specificitate este conditionata de
caracteristicile osului: existenta in structura osului normal a endostului §i periostului care
tapeteaza fata externd a osului, fata internd (endostul) si canalele haversiene §i existenta in
structura osului a componentului spongios si celui compact.

Ca si 1n cazul plagilor tesuturilor moi, vindecarea osoasa poate avea loc prin reparare
osoasd primara si secundara. Vindecarea osoasa secundard se produce prin Tnmugurire vasculara,
care porneste de la fragmentele osoase viabile, formand o masa granulara in care sunt
incorporate fragmentele osoase. Tesutul granular se formeazd din elementele celulare ale
endostului, periostului si sistemului haversian. Celulele cambiale periostale se diferentiaza in
osteoblasti si conduc la formarea osului spongios. Din stratul fibros superficial al periostului se
formeaza tesut cartilaginos [9]. Instabilitatea fragmentelor osoase, lipsa unei irigari arteriale
adecvate [28] determind formarea excesiva de cartilaj si tesut fibros, care produce o dereglare n
procesul normal de regenerare osoasd §i poate cauza stagnarea osteogenezei, atenuarea
procesului de regenerare sau formarea pseudartrozei. Osul nou-format are punti extraosoase si
intraosoase de o calitate inferioara. Restabilirea osului este un proces de durata si se poate
prelungi luni de zile, finalizdndu-se cu remodelarea osoasa prin formarea de os lamelar, care-1
inlocuieste pe cel spongios. La copii viteza de regenerare este mai sporitd §i Tn oasele plate
datorita vascularizarii abundente si unui numar impunator de celule predecesorii [9] .

Cercetarile noastre, care au avut la baza utilizarea matricei osoase demineralizate cu celule
autologice osteomedulare in tratamentul defectului osului radial, au demonstrat experimental
posibilitatea scurtarii perioadei de vindecare comparativ cu inocularea numai a mediului nutritiv
DMEM.
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Autocelulele sunt considerate actualmente unul dintre materialele cu cea mai mare
perspectiva pentru terapia celulara si ingineria tisulard. Spre deosebire de cele embrionare, ele
dispun de capacitati de proliferare si diferentiere mai limitate, dar, fiind autologice, nu provoaca
reactii ale sistemului imun al gazdei fatd de transplant si pot fi considerate cel mai bun material
pentru tratamentul celular.

O sursa sigura de celule predecesorii este maduva osoasa, care este bogatd in celule de
acest tip. Multi autori cerceteazd posibilitatea utilizarii lor n optimizarea si activizarea
procesului reparator in diferite tesuturi, in caz de afectare.

Avantajele utilizarii autocelulelor, dupa cum am mentionat anterior, sunt evidente prin
pacientului cu maladii hematotransmisibile [22].

Utilizarea maduvei osoase pentru stimularea regenerarii osului este argumentata prin
existenta celulelor predecesorii in ea. Din celulele stem mezenchimale localizate in stroma
maduvei osoase se pot dezvolta in anumite conditii osteoblaste, fibroblaste, condroblaste si
adipocite. Desi maduva osoasa este principalul rezervor de celule stem mezenchimale, exista
lucrari care mentioneaza prezenta acestora Intr-o varietate de alte tesuturi. Acestea sunt periostul,
tesutul conjunctiv muscular, maduva fetala, curentul sangvin, ficatul, sdngele periferic, cordonul
ombilical. Se pot izola celule cu potential MSC-like din placenta si amnion. Coastele si corpurile
vertebrale sunt mai greu accesibile si maduva lor nu prezintd o densitate celulard suficient de
mare pentru recoltare, in special la adult [12].

Celulele fetale, ca si tesuturile embrionare, nu au un sistem imun dezvoltat, ceea ce
micsoreaza probabilitatea complicatiilor dupd transplantare. La acest tip de celule pot fi atribuite
si celulele obtinute din sangele ombilical. Ele dispun de un grad mare de proliferare si sunt
capabile sa formeze colonii de celule care participd la regenerarea organului. Concomitent cu
celulele stem se administreaza si un complex de citochine si factori de crestere care stimuleaza
regenerarea tesuturilor. Anume aceste capacitati ale tesutului fetal si sistemul imun imatur
asigurd un efect terapeutic adecvat, fara agresivitate imuna a celulelor transplantate fata de
recipient.

VEGF (Vascular endothelial growth factor) constituie o subfamilie a factorilor de
crestere, mai specific a platelet-derived growth factor. Ele sunt proteine semnalizante importante
implicate in vasulogeneza. Studiile sugereazd cd VEGF este extrem de important in tratamentul
defectelor critice osoase si ca acest factor de crestere poate avea un efect direct asupra celulelor
progenitoare prin promovarea diferentierii in osteoblaste si prin cresterea mineralizarii
regeneratului 0sos.

Materialele suport pentru celule, citochine, factori de crestere pot fi repartizate in cinci
grupe mari: os demineralizat; materiale din colagend; polimeri resorbabili (biodegradabili)
sintetici; materiale din calciu fosfat si alte materiale care mai pot servi ca suport tridimensional.

Principiile fundamentale de reglare a proceselor regeneratorii sunt: consecutivitatea,
specificitatea fiecarui organ si ereditatea. Au fost determinate si mecanismele care stau la baza
proceselor de regenerare: morfolaxisul — reorganizarea, restructurarea si diferentierea tesuturilor
si celulelor; epimorfoza — proliferarea celulelor de la marginea internd sau externd a ranii;
hipertrofia regenerativd — cresterea in volum si masa a celulelor si unitatilor structurale din
portiunea organului ramas; regenerarea inductorie, prin care procesul de regenerare este indus de
un factor bine determinat.

Stimularea osteogenezei 1n focar reprezintd elementul-cheie in tratamentul
pseudartrozelor, deoarece aceasta reprezintd relansarea osteoformarii, fara de care nu poate
exista o evolutie spre consolidarea pseudartrozei.

In cercetirile experimentale efectuate de noi am utilizat grefe celulare recolatate din
maduva osoasd si grefe celulare ombilico-placentare care au fost inoculate in defecte critice ale
oaselor plate, scurte si lungi.

Ca urmare a studiului comparativ, se poate spune ca matricea osoasd demineralizatd cu
cultura celulara autologica osteomedulara, celulele ombilico-placentare si autoosul spongiform

267



din osul iliac stimuleazd formarea tesutului osos in spatiul interfragmentar al osului lung
(radiusul). Totodata, folosirea aloosului morcelizat demineralizat in combinatie atit cu celule
autologice, cat si cu cele ombilico-placentare au un efect regenerator mai pronuntat comparativ
cu utilizarea numai a celulelor maduvei osoase. Reprezentand o structura tridimensionala, osul
demineralizat i morcelizat este un bun suport pentru grefele celulare, asigurand cresterea
celulelor in interiorul spongiei intr-un anturaj aproape de cel obisnuit pentru cresterea si
dezvoltarea celulelor osteoblastice. MOD reprezintd o spongie de colagen de tip I, care tocmai
este carcasa 0soasa.

Plasarea grefelor compozite in defectul critic al osului din spatiul interfragmentar asigura
cresterea nestingheritd, activa a vaselor in grefa, iar celulele si citochinele care se administreaza
concomitent cu aceste grefe asigurd decurgerea normald a procesului reparator, permitand
patrunderea in regiunea defectului a celulelor predecesorii autologice transportate in aceastd
regiune prin patul sanguin. in cazurile oaselor lungi are loc formarea regeneratului si elementelor
celulare ale lojei recipiente, care in urma procesului de remodelare isi recapata structura
caracteristica acestor oase. Inocularea, intre fragmentele osoase, a materialului osos
demineralizat i a grefei complexe din matrice demineralizatd si culturi celulare osteomedulare
autologice si a celor ombilicale, in cazul procesului reparator de substitutie, face posibila
stimularea elementelor conjunctive ale regeneratului si lojei recipiente in vederea formarii unui
regenerat calitativ In regiunea afectatd. Utilizarea grefei complexe care contine componentul
autocelular sau a celulelor ombilicale asigura o activizare a proceselor de substitutie in regiunea
inoculdrii. Stimularea procesului reparator este indicatd in cazul existentei defectelor osoase
primare, cand procesul decurge lent. Stimularea poate fi utilizatd si in cazurile cand se
prognozeaza o dereglare a procesului de reparare a osului (fracuri deschise cu defect osos,
deperiostari masive etc.), pentru a asigura o osteogeneza relativ normald In regiunea afectata.

Studiul experimental demonstreaza ca capacitatea osteoinductorie a preparatelor celulare
compozite, plasate In defectul osului radial, asigurda o osteogeneza activd pe tot traiectul
defectului, prin suplinirea totald a defectului osos cu tesut nou-format. La combinarea lor
capacitdtile osteoconductive si osteoinductive se completeaza reciproc, asigurand angiogeneza si
decurgerea mai reusita a procesului reparator.

In lotul unde s-a utilizat numai grefi celulard osteomedulari autologicd procesul
reparator decurge activ, dar la finele termenului de supraveghere in regiunea de mijloc a
regeneratului se determina o depresiune, care reprezintd o persistentd a unui defect minor de os.

In cazul defectului critic al osului parietal rezultatele au fost comparative cu cele obtinute
in celelalte grupe experimentale. Culturile celulare inoculate in regiunea defectului critic al
osului parietal la iepure dispun de efecte evidente de inductie a regenerarii oaselor craniene, care
in mod normal poseda capacititi modeste de regenerare.

In mecanismul de actiune al culturilor celulare utilizate in procesul de regenerare sunt
probabile doua cai: 1. celulele inoculate stimuleaza celulele patului matern al recipientului spre
diferentiere osteoblasticd; 2. incadrarea nemijlocitd a celulelor inoculate in procesul de
osteogeneza prin proliferare si diferentiere in celulele osteoprogenitoare care la randul lor se pot
diferentia in osteoblaste.

In lotul in care s-a utilizat spongia de colagen cu CMO defectul este suplinit totalmente
cu refacerea deplina a osului, cu un grad mai avansat comparativ cu loturile III i I'V.

Proliferarea celulelor in tesuturile ce se reinnoiesc este coordonata de diferite mecanisme
care actioneazd la nivel de celula, tesut si organism. Ele sustin o anumitd intensitate de
proliferare, diferentiere si eliminare a celulelor care asigura homeostaza, adicd constantele
mediului intern al organului. Toate aceste procese sunt strict reglementate in timp si se manifesta
prin anumitd vitezd de parcurgere a etapelor de viatd a celulei si numarului de celule care
prolifereaza. Organizarea in timp a activitdtii de proliferare presupune totodatd coordonarea
procesului de producere a factorilor reglatori ai multiplicarii celulelor organismului si a
proceselor ce au loc la nivelul ciclului mitotic celular. Iesirea Tn masa a celulelor in faza mitotica
de proliferare sub actiunea factorilor reglatori ai mitozei formeaza un val de proliferare, care
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sincronic traverseaza toate etapele de dezvoltare, asigurand ritmul necesar al mitozelor si apoi
diferentierea finala. Acest sistem necesita o reglare perfectd, deoarece cea mai mica dereglare a
echilibrului in numarul celulelor proliferative si al celor ce se diferentiaza poate conduce la
schimbari patologice in structura si functia organului [19].

Cu toate ca actualmente existd multiple posibilitditi de cercetare histochimice,
imunologice, imunoenzimatice etc., care permit determinarea moleculelor care influenteaza
procesul de regenerare osoasd, trebuie sa tinem cont de faptul ca reactiile chimice in os sunt
deseori perturbate de diferiti factori, ceea ce face ca histologia moleculara sa fie dificild sub
aspectul interpretarii metodologice pentru a determina cascada de reactii chimice, imunologice,
care au loc 1n acest proces de regenerare [23].

Multiplele lucréri care deduc cd anumite celule produc anumite substante in vitro nu
inseamnd ca aceste celule produc exact aceeasi substantd in vivo, deci rezultatele obtinute
experimental in vitro nu pot fi automat extrapolate pe fiintele vii.

Culturile celulare autologice si alogene au un efect osteostimulator dovedit experimental.
Este cunoscutd capacitatea autocelulelor osteomedulare de a induce formarea osului la plasarea
lor in afara tesuturilor scheletice, inclusiv in camere de difuzie [10]. Cu atdt mai mult isi
manifesta caracteristicile osteoinductorii la inocularea in regiunea osului. Inocularea in caz de
osteogeneza suprimatd activizeaza regenerarea osoasd, stimuladnd celulele lojei recipiente spre
dezvoltare osteogenicad. Datorita caracterului de suspensie al culturilor celulare ele nu se mentin
toate nemijlocit plasate in locul inocularii, ceea ce face dificild utilizarea lor in substitutia
defectelor osoase de dimensiuni mai mari.

Grefele combinate (compozite), osteomatricea demineralizatd cu celulele osteomedulare
sau ombilico-placentare, fiind o asociere a doud grefe cu capacitati osteoinductorii pronuntate,
permit completarea reciproca a capacitatilor lor si obtinerea unei grefe noi. Aceastd grefa
compozitd se mentine In regiunea inoculdrii si activizeaza procesul de regenerare stagnat.

Indiferent de metoda utilizatd pentru stimularea formarii regeneratului osos, succese in
aceasta directie pot fi obtinute numai asigurand urmatoarele conditii de baza:

1. imobilitatea (osteosinteza) stabild a fragmentelor osoase;

2. alimentarea, vascularizarea suficienta a grefelor; de aceea grosimea transplanturilor corticale
nu trebuie sa depaseasca 2 cm;

3. lipsa in alotransplant a elementelor medulare osoase, purtatoare ale unor capacitati antigenice
pronuntate, care poate provoca reactia gazda contra transplant, se produce prin demineralizarea
si decelularizarea tesuturilor.

Rezultatul clinic al grefarii osoase depinde atat de fixarea in loja, cat si de starea patului-
gazda. Grefa indeplineste doud functii primordiale — este o sursda de celule osteogenice si
reprezintd un suport mecanic.

Autogrefa spongioasd si corticald este implantatd proaspatd si dispune de proprietati
osteogenice ca sursd de celule osteoprogenitoare cu efect osteoconductiv si osteoinductiv.
Tesutul transplantat induce celulele mezenchimale ale recipientului sd se diferentieze in celule
osteoblastice. Toate grefele autologice sau alogene se resorb: osul spongios este complet
substituit, in timp ce grefa corticald ramane un amestec de os viu si necrotic pentru o lunga
perioada de timp.

Alogrefele proaspete sunt mai Incet i incomplet substituite de osul gazdei, deoarece
provoaca un raspuns sistemic imun local si general, care poate deregla procesele osteoinductive
si osteoconductive.

Desi grefele congelate si cele liofilizate micsoreaza raspunsul imun, rata insuccesului
ramane inaltd, deoarece procesele de integrare sunt influentate de vascularizarea si compozitia
patului - gazda, interactiune Intre recipient si grefa.

Incorporarea grefelor osoase spongioase se realizeazi in mai multe etape. Prima etapa
depinde de particularitatile patului recipient, care este responsabil intr-o masurd sau alta de
reusita transplantirii, mai bine zis este nevoie de o loja recipienta viabild, bine vascularizati. in
cazul unui pat recipient prost vascularizat, grefa va fi ca o piesa inertd, care nu se va integra in
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organismul-gazda, nu-si va indeplini functia preconizatd, cu particularitati caracteristice unei
proteze.

Porozitatea caracteristicd osului spongios face ca suprafata de contact a grefei cu
osteoclastele sa permita o resorbtie mai rapida a acesteia, eliberarea unei cantititi impunatoare de
factori de crestere, citochine, ceea ce provoaca o invadare mai rapida cu celule predecesorii care
stimuleaza formarea neovaselor. Aceasta situatie aduce la randul sdu la formarea neoosului, care
determind incorporarea mai rapida a acestuia in loja recipientd comparativ cu grefa corticala.

Bineanteles ca integrarea osoasa depinde si de volumul grefei transplantate. Utilizarea
alogrefelor masive, integre necesitd o perioadd indelungatd pentru refacerea si substitutia
transplantului cu tesuturile recipientului. Persista pericolul de rejet al grefei in caz de raspuns
agresiv al sistemului imun al organismului contra ei. In cazurile absentei unei sensibiliziri
preliminare nu se observd un raspuns imun prompt. Conform datelor prezentate de V. M.
Goldberg et all. (1984), se ajunge la revascularizarea grefei in proportie de 50-100% prin
inhibitia reactiei imune sau absenta ei. Mai tarziu tromboza partiald a retelei vasculare capilare
poate aduce la resorbtie osoasd si formarea tesutului osos nou, care determind integrarea
progresivd a grefei in regiunea implantdrii. /n vitro s-a observat cd aproximativ 75% din
suprafata alogrefei trabeculare era acoperitd de tesut osos nou-format crescut apozitional, dar
numai in cazurile cand grefa nu era de dimensiuni mari si cand nu se evidentia o reactie imuna
majora contra grefei [15].

Este important ca intr-o grefd masiva pot fi observate diferite faze evolutive ale acesteia
in procesul de integrare: zone de regenerat osos nou-format viabil, iar osul in renovare poate fi
succedat de zone cu necrozi a tesutului osos. In cazurile clinice integrarea alogrefelor masive
este mai lentd si mai incompletd comparativ cu loturile experimentale, de exemplu, integrarea
unei grefe cotiloidiene are loc in 12-18 luni, avand o structurd ,,mozaic” — zone de tesut
necrotizat sunt succedate de regenerat osos nou viabil si bine vascularizat [24].

O conditie obligatorie pentru grefele osoase, substituenti ososi o reprezintd nu numai
proprietatile mecanice si volumul grefei, dar si capacitatea acesteia de a stimula osteogeneza.
Aceastd proprietate este asigurata de existenta in grefele respective a elementelor biologic active,
morfoinductive — factori ce influenteaza creativ osteogeneza reparatorie.

La unii pacienti apar devieri reparatorii osoase si in cazul osteosintezei stabile, lucru care
se produce fiindca nu Intotdeauna rezervele sistemice si metabolice se includ integral in procesul
regenerativ, astfel ramanand rezerve care mai pot fi incluse in acest sistem. Actiunea benefica
asupra procesului regenerator nu poate fi apreciatd drept stimulare, activizare, ci drept creare a
unor conditii optime pentru realizarea procesului de regenerare.

Cantitatea impunatoare de grefe osoase necesare in chirurgia reconstructivd motiveaza
cercetdrile ulterioare pentru gédsirea substantelor sintetice cu capacitati regeneratorii apropiate de
cele ale osului. Se cautd un substrat ideal de substitutie a tesutului osos, care implicd o buna
tolerantd a recipientului fatd de el, fard risc de transmitere a infectiei, cu proprietati mecanice
suficiente pentru a suporta presiunea exercitatd pe aceastd regiune, o integrare buna in loja
osoasa recipienta, servind drept suport pentru a fi inlocuit ulterior de tesut osos propriu de buna
calitate. Cu alte cuvinte, este nevoie de un bun osteoconductor.

Coralul este un derivat al coralului nativ, compus din carbonat de calciu cu porozitatea
asemandtoare cu cea a osului uman — 100-500 pm, cu bune proprietdti mecanice, mai ales
rezistente la compresie. Problemele inflamatorii locale sunt legate de substantele reziduale
ramase 1n substituent dupd prelucrare. Ceramizarea coralului permite substitutia carbonatilor prin
fosfatul de calciu, pastrandu-i porozitatea initiald. Aceste grefe au fost utilizate i iIn combinatie
cu factori de crestere pentru suplinirea defectelor osoase [7].

Preparatul osteomatrix forte, folosit in cercetarile noastre anterioare, contine o mare
cantitate de matrice osoasd demineralizata i material embrionar. Matricea, dupd demineralizare,
fiind lipsitd de substante minerale, reprezintd o structura densd de fibre colagenice cu o
arhitectonicd determinatd, care nu-si schimba esential structura in procesul prepardrii. Ea
constituie o carcasd excelentd naturald si suport pentru tesuturile regeneratorii, concomitent
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pastrandu-si capacititile morfofunctionale specifice. In matricea osoasd demineralizati, de
asemenea, se pastreaza proteinele morfoinductive si capacitatea lor de a induce osteogeneza [30].
Structura lacunara a matricei osoase demineralizate conditioneazd Tmbibarea ei cu alte substante
morfoinductive, in cazul nostru cu grefe celulare autologice sau alogene COP.

Preparatul osteomatrix forte reprezintd un material bioplastic tisular combinat sub forma
de suspensie, pastrat in solutie de ser fiziologic (0,9% NaCl) sau solutie de trisamind, ce contine
particule de os compact demineralizat de la donatori adulti §i tesut embrionar osteoid,
cartilaginos, conjunctiv si osos demineralizat. In clinici materialul a fost utilizat sub forma de
osteomatrix forte — pasta si osteomatrix forte — placa.

Grefele compozite, cercetate in lucrarea datd, ca si osteomatrix forte, au proprietati
adezive, depozitdndu-se in locul administrarii. Astfel, biomaterialul actioneaza nemijlocit asupra
focarului patologic.

Transplantarea numai a matricei osoase demineralizate in clinica, in 12% cazuri, s-a
finisat cu pseudartroza, ceea ce confirma necesitatea combindrii matricei cu alte materiale
bioactive [6].

Conform studiului experimetal-comparativ efectuat de noi, capacititile morfoinductorii
ale materialelor compozite sunt mai pronuntate decadt ale matricei osoase demineralizate si
culturilor celulare utilizate separat. Fiind bogate in elemente morfogenetice care diferd in ambele
materiale, la combinarea lor, actiunea fiecdruia din ele se completeazd reciproc si efectul
stimulator asupra procesului osteogenetic reparator devine mai pronuntat. Rezultatele obtinute in
experientd pe animale denotd cd dupa 3 saptimani de la administrarea grefelor compozite in
defectul critic al osului radial (os lung), In defectul critic al osului parietal (os plat) si al celui
cuboid (os scurt) zona limitrofa cu cea a osului recipientului este invadata de tesut conjunctiv lax
si vase sangvine. In jurul acestor particule apar multiple capilare si celule osoase predecesorii,
care in ansamblu constituie tesutul osos nou-format. Ulterior, conform procesului evolutiv de
resorbtie, particulele de material osteomatrix forte vor fi suplinite totalmente cu tesut osos nou-
format.

Rezultatele experimentale ne-au convins ca anume grefele compozite — grefa celulara
bogata in substante bioactive, citochine, factori de crestere si suportul lor MOD — sunt optime
pentru activizarea procesului osteoreparator stagnat. Regiunea periostald, endostald si tesutul
conjunctiv paraosal contin multiple celule predecesorii, din care se dezvoltd aparatul locomotor
si care au un potential regenerator vadit, mai ales datoritd substantelor morfogenetice
osteoinductive.

Investigatiile radiologice si scintigrafice ale oaselor, executate periodic pentru a
supraveghea si aprecia activitatea procesului de regenerare, denotd convingdtor ca procesele
osteoinductive evolueaza activ la nivelul amplasarii grefelor. Astfel, daca pe scintigrama
efectuatd pana la inoculare acumularea radiofarmaceuticului este diminuata in regiunea afectata,
apoi dupa 2 luni tabloul se schimba evident prin formarea unei zone de captare intensa a acestui
preparat, indicand o vasculogeneza activa la acest nivel.

Caracterul omogen al procesului de osteogeneza in grefele compozite este determinat de
faptul ca revascularizarea transplanturilor morfoinductive demineralizate cu component celular
se desfasoara difuz si uniform intre grefa si loja recipientd. Probabil acest proces este favorizat si
de consistenta laxd a grefei care favorizeaza cresterea vaselor dinspre osul recipientului in
profunzimea defectului. Un rol hotarator, desigur, il are si captarea etansd a grefoanelor la
suprafata defectului osos, fapt care faciliteazi procesul de vascularizare si regenerare. In
consecinta, pe toatd suprafata grefonului se creeaza conditii favorabile pentru o regenerare
activa, eficienta.

Utilizarea grefelor compozite in pseudartroze ale scafoidului carpian determind pastrarea
lungimii si formei scafoidului carpian. Citochinele din grefa celulara si alti factori
morfoinductivi secretati de celulele implantate activizeaza procesul de regenerare si de
neovasculogeneza, care tocmai favorizeazd consolidarea asestui os capricios. Din numarul total
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de 7 pacienti, in 6 cazuri a fost obtinutd consolidarea fragmentelor cu rezultate anatomice si
functionale satisfacatoare.

Metoda de inoculare a grefelor compozite celulare si MOD in tratamentul ortopedic al
pseudartrozelor a fost injectarea transcutanatd a materialului bioplastic in focarul patologic
insotitd de imobilizarea ulterioarda a segmentului afectat in aparat ghipsat in cazul cand
fragmentele nu erau stabilizate prin alte metode sau fixatoare.

Mecanismul de actiune a celulelor transplantate rdmane in mare masurd neelucidat pana
la sfarsit i, deseori, folosirea practica a metodei anticipeaza argumentarea stiintifica.

S-a observat ca dupa transplantarea celulard se activizeaza proliferarea celulelor lojei
recipiente si restabilirea partiald sau integrald a structurii si functiei organului. Actiunea
morfoinductiva este argumentata prin eliminarea citochinelor de catre celulele transplantate si
interactiunea intercelulara cu celulele-gazda. Totodata, celulele embrionare de la donator
formeaza colonii in organele afectate ale recipientului si, proliferand, inlocuiesc celulele
deteriorate ale organismului, formand tesut functional morfologic corespunzator regiunii afectate
[13, 18, 20].

Este incd in curs de apreciere a durata de timp in care actioneaza grefa celulara dupa
transplantare. Totodatd sunt pareri diverse referitoare la eficacitatea folosirii factorilor de
crestere sau a grefelor celulare. Se considera cd la utilizarea BMP pentru tratamentul intarzierilor
de consolidare efectul optimal se obtine dupa patru luni de la inoculare. Studiul efectuat de noi a
confirmat ca la utilizarea grefelor celulare durata activa a procesului este aproximativ de 2-3
luni, daca pana la trei luni nu apar semne de activizare a procesului de regenerare, este necesara
o grefare repetata cu celule sau utilizarea unei alte metode de tratament.

Tehnologia ingineriei tisulare si celulare include mai multe etape:

1. obtinerea materialului autologic destinat separarii din el a celulelor mezenchimale necesare
pentru transplantare;

2. cultivarea celulelor in vitro pentru obtinerea cantitatii necesare de celule si diferentierea lor in
directia respectiva prin utilizarea factorilor de crestere;

3. alegerea suportului adecvat, spongie sau sablon care serveste drept matrice pentru celule si le
permite sa creascd in directia necesara;

4. trasplantarea celulelor sau materialului mixt (compozit) fara risc de rejet al grefei.

Ingineria tisulard combind discipline cum ar fi biologia, stiinta materialelor, inginerie si
medicina care are ca scop elaborarea de noi materiale si terapii pentru tratamentul maladiilor sau
al tesuturilor deteriorate (os, cartilaj, malformatii cardiace, vasculare, nervi periferici, ficat,
pancreas).

Engineria osoasd: osul este un organ al suportului, asigurarii functiei normale a
organismului si este al doilea, cel mai frecvent, organ supus transplantarii dupa transfuziile de
sange. Contactul intercelular: atunci cand interfata biomimetica poate stimula biochimia matricei
extracelulare, iar stimulii mecanici pot transporta nutrienti i stimula secretia diversilor factori
autocrini sau paracrini proprii functionarii normale a anumitor celule (cardiomiocite, hepatocite,
osteoblaste si celule endoteliale), este necesarda o interactivitate directd celuld-celuld prin
intermediul proteinelor caderin si connexin. Rolul caderinului este de a mediatiza un contact
mecanic robust intercelular, care poate sustine formarea de jonctiuni gap. Aceste conexiuni
permit un transport rapid de semnale asa ca valvele de calciu care sincronizeaza contractia
muschiului cardiac. Rolul jonctiunilor gap in tesuturi este actualmente necunoscut, dar se
considera a fi important in reglarea depozitarii mineralului in matricea osoasa (tesutul osos
contine 99% din totalul de calciu al organismului, 85% din totalul de fosfor s1 40-60% din totalul
de natriu $i magneziu).

Folosind celule stem mezenchimale de iepure, imbibate in suport din polimer si transduse
cu un vector retroviral codat pentru gena marker lacZ, celule -lactoz pozitive au fost depistate
pe durata a opt saptamani dupa implantare in defecte osteocondrale ale femurului. Intr-un
experiment ex-vivo, Grande si coautorii au folosit celule proprii de periost, transduse retroviral
cu BMP-7, pentru a repara defecte osteocondrale la iepuri. O reconstructie rapidd a osului
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subcondral cu tesut asemanator hialinei a fost detectatd in exemplare implantate cu celule
transduse de periost [16].
In ingineria tisulara sunt utilizate doud strategii de baza:
- cresterea celulelor in vitro pe transplant;
- implantarea matricei si regenerarea (umplerea) cu celulele-gazda.

Biofunctionalitatea unui material este in functie de capacitatea lui de reactie si integrare
in regiunea recipienta a organismului.

Modestele cercetari experimentale si clinice elucidate in aceastd lucrare nu pretind la
solutionarea multiplelor aspecte ale acestei probleme aparute in ultimele decenii. Ne dam bine
seama ca multe intrebari mai necesita cercetare, aprofundare, mai ales n plan experimental, pana
cand terapia celulara va deveni o metoda acceptabild in tratamentul nu numai al consecintelor
traumatismelor, dar si al altor maladii ale corpului uman. Dupad parerea noastrd, evolutia
cercetarilor ulterioare trebuie sa fie realizatd prin urmatoarele cai: 1) determinarea mecanismului
de actiune a celulelor transplantate la inocularea in organism, actiunea lor asupra tesuturilor
adiacente si a organismului in intregime; 2) modalitatea optimd de administrare a grefelor
celulare — intravenoasd, intraoasoasd, locald etc.; 3) aprecierea cantitatii de celule necesare
pentru transplantare in diferite maladii, frecventa inoculdrii si intervalul de timp necesar intre
ele; 4) stabilirea grefelor celulare optime, care sa fie utilizate in tratamentul diferitor maladii, si a
gradului de diferentiere; 5) obtinerea unui grad inalt de securitate in transplantare — excluderea
posibilitatilor de transmitere a maladiilor hematotransmisibile, evitarea raspunsului imun sever si
securitatea oncogena; 6) determinarea maladiilor, in care transplantarea celulara este necesara si
are pondere semnificativa in tratament; stabilirea indicatiilor si a contraindicatiilor.

Rezultatele studiului experimental pe animale, practica noastrd in utilizarea
biopreparatelor compozite celulare autologice si alogene in tratamentul pacientilor cu deficiente
osoase ne permit sd constatam cd aceste grefe poseda proprietati osteoinductive inalte.

Dezvoltarea biotehnologiilor, biologiei moleculare si celulare a fost si este influentatd de
transplantarea celulard, actualmente fiind una dintre disciplinele biologiei si medicinei care
cunoaste o dezvoltare foarte intensiva. Acest curent isi gaseste reflectarea si in tratamentul
diferitor afectiuni ale aparatului locomotor.

In acest sens este extrem de importantd nu numai posibilitatea pacientilor traumatizati de
a-si relua cat mai curdnd activitatea, ceea ce are un impact economic considerabil asupra
societatii, dar §i starea emotionald, mentald echilibratd a omului. Viitorul apropiat va fi dedicat
cercetarilor ce se referd la grefe morfoinductive in directiile de studiu al utilizarii celulelor stem;
transferul genic si gasirea de suport pentru substantele biologic active — structuri tridimensionale
bioabsorbabile.

Multitudinea preparatelor bioplastice propuse pentru ameliorarea regenerdrii osoase
reflecta starea actuald a lucrurilor: pana in prezent nu existd o grefa unanim acceptata, care ar
satisface cerintele medicinei. Pe langa anumite avantaje, fiecare din aceste metode comporta si
deficiente.

Probabil, transplantarea celulara are avantaje n raport cu terapia genica si cea peptidica,
din considerente ca celulele au o actiune mai fina asupra tesuturilor. Celula este cea care dispune
de proprietatea de a controla nivelul optimal necesar al factorilor de crestere pe care-i secretd
pentru a actiona 1n focarul patologic [4].

Ingineria tisulard este viitorul stiintei medicale i baza medicinei regenerative.
Confirmarea experimentald a imunogenitatii scazute a celulelor stem embrionare deschide o
larga perspectiva in utilizarea lor pentru transplantare [26].

Cercetarile de viitor vor stabili combinatia perfectd intre suporturi, matrice, celule si factori
de crestere, pentru a repara osul si cartilajul articular. Combinarea tehnicilor de transfer genic si
inginerie tisulard este o strategie promitdtoare pentru tratamentul leziunilor osteocondrale.
Transferul genic in celule condrogene se bazeaza pe nivelul crescut de factori de crestere, care
poate fi atins prin expresia transgenica in sifu.
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Maladiile degenerative osteoarticulare, tind sa ocupe primul loc la nivel mondial in
dizabilitatea motorie si durere. Cresterea longevitdtii populatiei reprezintd unul dintre motivele
pentru care afectiunile musculo-scheletale maresc an de an costurile sistemelor de sanatate.

Concluzii

Medicina regenerativd ofera oportunitatea tratdrii unor afectiuni traumatice sau
degenerative, evitand evolutia invalidanta. Dezvoltarea acestui domeniu poate avea un efect
economico-sociale regional.

Dezvoltarea cadrului legal si sustinerea financiara a cercetarii, in domeniul terapiei celulare
si ingineriei tisulare, formarea de specialisti Tn domeniu, sunt conditii absolut necesare pentru
implementarea acestor tehnologii in medicina mileniului.

Aceste cercetari au fost efectuate cu suportul financiar obtinut in cadrul proiectul
institutional 06.420.049A si granturile 09.819.09.02F; 08.819.09.01F.
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CERCETAREA COMPATIBILITAII BIOLOGICE SI PROPRIETATILOR
FUNCTIONALE A IMPLANTELOR DIN MATERIALE MODERNE PE BAZA DE
ALJIAJE DIN TITAN
Gheorghe Croitor, Nacu Viorel, Alexandru Betisor, Roman Croitor
Catedra Traumatologie, ortopedie si chirurgia de campanie, Catedra de anatomie topografica si
chirurgie operatorie USMF ,,Nicolae Testemitanu”

Summary
The research of biocompatibility and functional properties of implants
from modern materials made from titanium alloys

Our study established the biocompatibility of the nitinol implants in the embryonic
cultures, for the first time. On the basis of the positive result obtained, the morphological
changes in living tissues and bones at their contact region with the implants have been
determined. Thus any presence of citotoxicity and of the negative effect upon reparatory
osteogenesys was not detected. Our next step was to determine the anthropometric and
physicomechanical properties of the coraco-clavicular ligaments in fresh cadavers. Finally, we
suggested a brand new nitinol implant having similar to coraco-clavicular ligaments properties.
Our innovation has been patented.

Rezumat

In acest studiu pentru prima dati a fost determinati biocompatibilitatea implantelor de
nitinol cu ajutorul culturilor celulare embrionare. Obtinind un rezultat pozitiv, s-a efectuat
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