
94 | 

D         

P  D   M   U   T  
E

CZU: 61:001.894
 https://doi.org/10.56329/1810-7087.22.1.08

|  DRD., MARIANA JIAN 
 HTTPS://ORCID.ORG/0000-0001-9352-5866 |  DRD., VITALIE COBZAC

 HTTPS://ORCID.ORG/0000-0002-5010-1163 |  DR. HAB. ȘT. MED., VIOREL NACU
 HTTPS://ORCID.ORG/0000-0003-2274-9912

REZUMAT 

În această lucrare sunt relatate metode și dispozitive brevetate obţinute în urma activităţii de 
cercetare în cadrul proiectelor desfășurate în Laboratorul de inginerie tisulară și culturi celulare al 
Universităţii de Stat de Medicină și Farmacie ,,Nicolae Testemiţanu”. Dispozitivele și metodele breveta-
te ţin de domeniul ingineriei tisulare și prezintă importanţă economică, tehnică și medicală prin faptul 
că permit de a desfășura efi cient, sigur și calitativ procesul de obţinere a grefelor pentru transplantare. 
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ABSTRACT

This paper describes the patented methods and devices which were obtained during researches 
in projects conducted in the Laboratory of Tissue Engineering and Cell Cultures of SUMPh “N. Teste-
mitanu”. Patented devices and methods are part of tissue engineering domain and are of economic, 
technical and medical importance, because they allow an effi  cient, safe and qualitative process for 
grafts obtaining for transplantation. 
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Introducere

Performanţele în ingineria tisulară, un dome-

niu multidisciplinar, sunt rezultatul activităţii 

inovative în materie de noi metode și dispoziti-

ve care efi cientizează și facilitează procesul de 

activitate în acest domeniu.

Ingineria tisulară este o știinţă relativ tână-
ră și are ca obiectiv înlocuirea sau regenerarea 
ţesuturilor și a organelor afectate. Acest do-
meniu este unul multidisciplinar având la bază 
știinţa materialelor, biologia celulară, imunolo-
gia, știinţa clinică [2]. Scopul ingineriei tisulare 
este de a obţine prin tehnici inovative construcţii 
funcţionale care permit restaurarea, menţinerea 
sau ameliorarea ţesuturilor deteriorate sau a or-
ganelor întregi variind de la biomateriale la tera-
pii cu celule stem sau terapii imune [3, 4, 5]. 

Domeniul ingineriei tisulare a avut o evoluţie 
rapidă, furnizând rezultate promiţătoare în satis-
facerea nevoilor pacienţilor și devenind o provo-
care globală prin explorarea soluţiilor inovatoare 
în acordarea asistenţei medicale populaţiei [1].

În Republica Moldova, în încercările de a per-
forma, optimiza și facilita procesul de obţinere a 
diferitor structuri pentru ingineria tisulară, au fost 
brevetate o serie de metode și dispozitive.

Scopul cercetărilor noastre constă în obţinerea 
rezultatelor calitative și veridice prin racordarea 
la noile tendinţe în materie de tehnologii și dis-
pozitive brevetate care infl uenţează pozitiv do-
meniul vizat. 

În această lucrare vă vom prezenta o parte 
din metodele și dispozitivele medicale breveta-
te în cadrul Laboratorului de inginerie tisulară și 
culturi celulare care au fost utilizate pentru în-
deplinirea obiectivelor  unor cercetări ample cu 
referire la ingineria tisulară, și anume obţinerea 
biomaterialelor din colagen, a grefelor osteocon-
drale și a recelularizării matricilor tridimensionale 
decelularizate ale fi catului.

Materiale și metode 

În calitate de materiale de studiu au fost utili-
zate: fi cat de șobolan de rasa Wistar, decelulari-
zat conform metodei propuse de Jian et. al. [11], 
ţesut osteocondral de la iepure, demineralizat 
cu soluţie de HCl de 0,1 N, condrocite izolate din 
ţesut cartilaginos de iepure, colagen din tendon 
Ahile de bovină, supus liofi lizării cu liofi lizatorul 
Unicryo, Germania. Reticularea a fost efectuată 
cu glutaraldehidă de 0,25 %, iar viabilitatea celu-
lară a fost testată prin MTT cu utilizarea celulelor 
stem mezenchimale și a condrocitelor. Au fost 
studiate metode de reticulare a biomaterialelor, 
de obţinere a grefelor pentru transplantare. Cer-
cetările au fost efectuate în acord cu Comitetul de 
Etică al Cercetării. 

Rezultate și discuţii

În perioada anilor 2016-2021, au fost elaborate 
dispozitive și metode cu aplicare în ingineria ti-
sulară, unele dintre acestea constituind rezultate 
din cadrul proiectului „Nanoarhitecturi în bază de 
GaN și matrici tridimensionale din materiale bio-
logice pentru aplicaţii în microfl uidică și inginerie 
tisulară” cu cifrul 20.80009.5007.20 din Programul 
de Stat 2020 - 2023.

În literatura de specialitate, procesul de reticu-
lare a spongiilor de colagen este descris ca fi ind 
efectuat prin contactul direct între agentul de re-
ticulare și structurile colagenice tridimensionale 
[6].  Totuși, utilizarea agenţilor de reticulare prin 
contact direct prezintă anumite neajunsuri, cum 
ar fi : neuniformitatea reticulării, prezenţa rezi-
duurilor chimice citotoxice după spălare. Astfel, 
scopul nostru a fost să creăm un dispozitiv de re-
ticulare (BI SD MD 1137) care ar limita contactul 
direct al agentului de reticulare cu materialul bio-
logic (spongia de colagen). Dispozitivul dat este 
constituit dintr-un recipient ermetic, cu o plasă în 
interior pe care se plasează spongia de colagen 
sau alte materiale biologice, și un burete din po-
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liuretan îmbibat cu soluţie de glutaraldehidă sau 
alt agent de reticulare (Figura 1). 

Figura 1. Dispozitiv pentru reticularea spongiei de co-

lagen cu vapori de glutaraldehidă: A – capac; B – plasă 

perforată situată la 3 cm de la baza containerului, cu 

ochiuri de diametrul 0,5 mm; C – burete din poliuretan 

îmbibat cu glutaraldehidă; D – container. 

Sursa: Elaborată de autori 

Reticularea spongiilor de colagen cu ajutorul 
dispozitivului menţionat se efectuează prin expu-
nerea la vapori de glutaraldehidă, care pătrund 
ușor prin ochiurile plasei. Spongiile de colagen 
au fost reticulate cu vapori de glutaraldehidă de 
0,25% (Figura 2). 

Figura 2. Spongii de colagen: A – nereticulată; 

B – reticulată cu vapori de glutaraldehidă de 0,25%

 Sursa: Elaborată de autori

În calitate de martor, am utilizat spongia de 
colagen reticulată prin imersiunea în glutaralde-
hidă de 0.05% versus spongia de colagen reticu-
lată cu vapori de glutaraldehidă de 25%. Ulterior, 
a fost testată viabilitatea celulară la contactul cu 
respectivele spongii prin testul cu MTT pentru 
a analiza potenţialul de utilizare în calitate de 
transplant al acestora. 

Ca urmare a utilizării dispozitivului dat, am 
obţinut spongii reticulate uniform, cu o cantita-

te redusă de polimeri de glutaraldehidă, ce sunt 
greu de eliminat prin spălare și care au prezen-
tat o viabilitate mai înaltă a celulelor (72.88% vs 
89.72%; p<0.05; n=6). 

Un alt dispozitiv brevetat în cadrul laboratoru-
lui este dispozitivul pentru separarea pastei osoa-
se demineralizate (BI SD MD 1582). Demineraliza-
rea osoasă este un  proces ce constă în eliminarea 
sărurilor de calciu din os cu scopul de a obţine 
matricea proteică osoasă demineralizată, utilizată 
pe larg în ingineria ţesutului osos și practica clini-
că [7]. În procesul de obţinere a pastei osoase se 
utilizează diverse soluţii apoase, care necesită a fi  
schimbate la anumite perioade, fapt ce se soldea-
ză cu pierderea unei cantităţi considerabile de os. 
Pentru a evita aceste pierderi, a fost elaborat dis-
pozitivul sus-menţionat. Structura dispozitivului 
pentru separarea pastei osoase permite reţinerea 
particulelor de os la schimbarea soluţiilor, datori-
tă fi ltrului cu porii de 100 μm, ce este fi xat într-
un tub și în care, prin capătul superior al tubului, 
se introduce o pâlnie. Ca urmare, în timpul schim-
bării soluţiilor utilizate pentru obţinerea pastei 
osoase demineralizate, are loc reţinerea de către 
dispozitiv a unei cantităţi semnifi cative de pastă 
osoasă [Figura 3].

Figura 3. Elementele dispozitivului pentru separarea 

pastei osoase: 1 – tub; 2 – fi ltru; 3 – pâlnie

Sursa: Elaborată de autori
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Utilizarea respectivului dispozitiv are drept 
rezultat păstrarea unui volum important de 
pastă osoasă (14-18%), care anterior se pierdea 
în timpul schimbării lichidelor utilizate pentru 
procesare. În plus, structura simplă a dispozitivu-
lui brevetat îl face ușor pe acesta în utilizare, iar 
pasta osoasă obţinută în condiţii sterile este apoi 
utilizată în cadrul instituţiilor medico-sanitare din 
ţară (Figura 4).

Figura 4. Pastă osoasă demineralizată gata pentru 

utilizare

Sursa: Elaborată de autori

Obţinerea spongiilor de colagen este foarte 
importantă în activitatea Laboratorului de ingi-
nerie tisulară. Conform Jong-Eun Lee et al. [8], 
obţinerea spongiilor colagenice se realizează 
prin liofi lizarea suspensiilor colagenice conge-
late în vase. Există, totuși, anumite difi cultăţi în 
detașarea spongiilor de colagen din vasul utilizat. 
Iată de ce ne-am propus elaborarea unei meto-
de de obţinere a spongiei de colagen (BI SD MD 
1169) prin care să evităm deteriorarea spongii-
lor colagenice după detașare. Metoda breveta-
tă constă în suspendarea spongiilor colagenice 
în timpul procesului de liofi lizare. Ca urmare a 
utilizării respectivei metode, nu au mai fost în-
registrate cazuri de deteriorare a spongiilor de 
colagen în  timpul extragerii acestora din vasul 
utilizat (Figura 5). 

Figura 5. Spongii de colagen: A –  în procesul de 

obţinere; B, C – după liofi lizare

Sursa: Elaborată de autori

Metoda dată presupune efectuarea anumitor 
manipulări cu soluţia colagenică afl ată într-un ci-
lindru scurt, acoperit la bază cu o folie de staniol. 
După congelare, cilindrul cu colagenul conge-
lat este scos din congelator, folia de staniol este 
detașată rapid de vas și introdusă în aparatul de 
liofi lizare pentru uscare cu colagenul orientat în 
sus, la presiunea de 0.015 bar.

Conform Erggelet et. al., leziunile de cartilaj 
articular se întâlnesc frecvent la pacienţi cu trau-
matisme ale articulaţiilor mari, iar defectele de 
cartilaj pot duce la invalidizarea pacientului. Cu 
scop de regenerare a defectelor de cartilaj, se 
utilizează transplantarea de grefe osteocondrale 
autologe sau alogene, dar și tehnici de inginerie 
tisulară. Deoarece cantitatea de ţesut autolog 
pentru grefare este foarte limitată, în special în 
defectele cartilaginoase mari, obţinerea unei 
grefe alogene funcţionale cu condrocite vii deve-
nind astfel  un proces difi cil, dar și utilizarea tehni-
cilor de tranplantare a condrocitelor autologe pe 
matrice și fără soldându-se cu formarea de ţesut 
fi brocartilaginos în loc de cartilaj hialin [11], s-a 
ajuns la ideea de a combina respectivele metode 
de tratament într-un singur tip de grefă. Astfel, 
am creat o grefă din ţesut osteocondral (BI SD MD 
1177) ce conţine cartilaj articular decelularizat și 
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os subcondral demineralizat și poate fi  populată 
cu celule condroprogenitoare autologe [9]. Gre-
fa poate fi  alo- sau xenogenă și este perforată pe 

toată lungimea, ceea ce permite o populare bună 
cu celule, dar și o integrare mai efi cientă a ţesutu-
lui în organismul gazdă (Figura 6). 

Figura 6. Reprezentarea schematică a grefei osteocondrale demineralizate-decelularizate perforate (GODDP): 

A, B (a – orifi ciile perforate de pe suprafaţa cartilajului; b – canalele paralele care străbat grefa în toată lungimea; 

c – cartilajul articular decelularizat; d – osul subcondral demineralizat; e – os spongios demineralizat); 

C – grefă osteocondrală de tip cilindru

 Sursa: Elaborată de autori

Grefe osteocondrale îmbibate cu celule stem 
mezenchimale din măduva osoasă, dar și con-
drocite autologe, au fost transplantate în defecte 
osteocondrale la iepuri și au demonstrat o inte-
grare perfectă și umplerea defectului. În calitate 
de martor, am utilizat ţesut osteocondral autolog. 

O experienţă importantă în cadrul căreia 
sunt abordate tehnicile de inginerie tisulară este 
obţinerea de schele tridimensionale decelularizate 
care, după recelularizare cu celule autologe, vor fi  
transplantate recipientului. Aceasta este destinată 
soluţionării defi citului de organe în lipsa donato-

rilor [10]. Un aspect important în obţinerea grefei 
hepatice îl reprezintă procesul de recelularizare care 
necesită o cantitate mare de celule. Din acest con-
siderent a fost propusă o metodă (BI SD MD 1171) 
care ar permite o mărire a adeziunii hepatocitelor 
la matricea hepatică decelularizată prin prelucrarea 
matricii cu soluţie de colagen din tendon Ahile de 
bovină (Figura 7). Lotul martor a servit matricea he-
patică decelularizată care nu a fost prelucrată cu co-
lagen. La analiza histologică a fi catului recelularizat 
se observă aderarea celulelor hepatice la matricea 
hepatică decelularizată (Figura 8).

Figura 7. Ficat recelularizat pe parcursul a 12 ore

 Sursa: Elaborată de autori



| 99 

Figura 8. Analiza histologică cu Hematoxilină-Eozină 

a fi catului recelularizat după 12 ore

Sursa: Elaborată de autori

Cantitatea de soluţie de colagen injectată este 
direct proporţională cu masa fi catului. La 10 g 
de masă umedă de fi cat se utilizează 200 ml ±40 
ml de soluţie de colagen, aceasta fi ind injectată 
foarte lent pentru a permite ataşarea fi brelor de 
colagen la matricea hepatică decelularizată, evi-
tându-se formarea conglomeratelor şi obturarea 
vaselor intrahepatice.

Ca urmare a aplicării metodelor și dispozitive-
lor sus-numite, au fost obţinute spongii de cola-
gen din tendon Ahile de bovină care au fost celu-
larizate și transplantate la iepuri și, de asemenea, 
grefe osteocondrale, care au fost transplantate la 
nivelul defectelor osoase. Au fost recelularizate 
matricile hepatice decelularizate și au fost trans-
plantate la șobolani.

Concluzii

Dispozitivele și metodele brevetate pentru uti-
lizare în ingineria tisulară au fost concepute pen-
tru obţinerea rezultatelor calitative și veridice și 
prezintă o serie de avantaje precum sunt: 

1. Dispozitivul pentru reticularea spongiei de 
colagen cu vapori de glutaraldehidă nu permite 
formarea cristalelor de glutaraldehidă ce se obţin 
prin contact direct cu proba biologică și care sunt 
greu de înlăturat.

2. Dispozitivul pentru separarea pastei osoase 
prezintă efi cienţă în păstrarea unui volum impor-
tant de pastă osoasă în timpul tratării acesteia. 

3. Metoda de obţinere a spongiilor de colagen 
prezintă siguranţă şi lejeritate în implementare cu 
posibilitatea unei liofi lizări mai rapide şi uniforme 
a soluţiei de colagen, obţinerea unei forme şi a 
unei dimensiuni dorite de spongie din colagen, 
dar şi păstrarea integrităţii acestora la detaşare.

4. Grefa osteocondrală este una non-imuno-
genă, cu capacitate de integrare rapidă în ţesutul 
gazdă, dar și de suplinire cu ţesut cartilaginos. 

5. Metoda de mărire a adeziunii matricii he-
patice decelularizate conduce la ameliorarea şi 
majorarea vitezei procesului de recelularizare a 
fi catului prin sporirea adeziunii matricii extrace-
lulare hepatice.
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