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OBIECTIVUL 1

STUDIUL EXPERIMENTAL IN VIVO AL POSIBILITATILOR DE
INFLUENTARE A POTENTIALULUI OSTEOGENIC AL PERIOSTUL Ul

NATIV PRIN TEHNICI CH

IPOTEZE

IRURGICALE IN SITU

Analiza datelor bibliografice (1-59) rel@wrmatoarele aspecte incomplet elucidate,

necunoscute, ambigue sau controversate:

- are periostul o capacitate de ghidare a regenesoase in stareasinflueneze

propriettile si viteza de formare a osului nou

n defectele freade ?

- cunoscut fiind potentialul osteogenic al peritgtypot fi dezvoltate tehnici de

Tmbunatatire a ratei de umplere cu 0s nou a

deédecdtucturale fracturale ?

ACTIVITATEA 1.1. ELABORAREA UNOR MODELE EXPERIMENTALE ANIMALE

MATERIAL SI METODA

Planul de realizare a acestei activitati a presupriganizarea mai multor loturi
experimentale, subordonate tipului de mandmirurgical realizali asupra periostuluii in
conseci divizate in subetape de lucru — tabel 1.

Tabelul 1

Loturi experimentale

LOTURI CU DEFECTE OSOASE
DEPERIOSTATE (neacoperite de periost)

LOTURI CU DEFECTE OSOASE
ACOPERITE CHIRURGICAL CU PERIOST

Defect osos tibial partial, neacoperit de perigs
consolidat cu o placa de tip DCP (Dynan
Compresion Plate)

Indicativ lot—M-dp-1

t Defect osos tibial partial, acoperit de perigst
niconsolidat cu o placa de tip DCP (Dynan
Compresion Plate)
Indicativ lot— M-p-2

c

Defect osos tibial partial, plombat cfi fosfat
tricalcic, neacoperit de periost consolidat cu g
placa de tip DCP (Dynamic Compresion Plate)
Indicativ lot— EPT-dp-1

Defect osos tibial partial, plombat cfi fosfat
tricalcic, acoperit de periost consolidat cu o plac
de tip DCP (Dynamic Compresion Plate)
Indicativ lot— EPT-p-2

j*

Defect osos tibial partial, plombat cu triturat 84
homolog, neacoperit de periagtconsolidat cu g
placa de tip DCP (Dynamic Compresion Plate)

sdefect osos tibial partial, plombat cu triturat s
homolog, acoperit de periost consolidat cu @
placa de tip DCP (Dynamic Compresion Plate)

Indicativ lot—ETO- dp-1

50

Indicativ lot—ETO- p-2

Toate animalele incluse in loturile experimentale fast deparazitate si vaccinate

(DHPPI + RL) iar in urma examenului clinic

preogiEr au primit incadrarea clinic sanatos.



Preoperator pentru fiecare subiect din loturile ezkpentale s-a efectuat examenul
radiologic prin tehnica clasicde radiografiersi prin floroscopie, urririndu-se integritatea
oaselor membrelor pe care urmau a fi realizatectielfe

Creerea de defecte osoase pale, martor si plombate cu substitueni 0sai, neacoperite de
periost si consolidate cu o pici de osteosintex

Lot —M-dp-1
Defect osos tibial partial, neacoperit de periosii consolidat cu o plaé de tip DCP
(Dynamic Compresion Plat¢

Studiul s-a realizat pe 8 caini (tabelul 2), deareasmuri, de ambele sexe, cu varsta
cupringi intre 2si 6 ani, cu greutate corpo#iaintre 20si 29 kilograme, la care sub anestezie
general s-a realizat un defect pid la nivelul diafizei tibiale de aproximativ 1£4n. Peste
defectul creat nu s-a suturat periostul, acesteénind decolat in lateralul defectului. Focarul
fractural s-a fixat cu o plaade osteosintézde tipDCP (Dynamic Compresion Plate).

Tabelul 2.
Material biologic Lot —M-dp-1
Subiect Sex Greutate Varsta
(kg) (ani)
1 Mascul 24 2
2 Mascul 22 3%
3 Mascul 26 6
4 Femela 23 3%
5 Mascul 25 2%
6 Mascul 29 4
7 Femela 20 3
8 Femela 27 5

Protocolul anestezi@a constat in: administrarea intraverioapremedicgei anestezice
0,4 mg/kg Acepromazinl%" urmat la interval de 10 minute de 8 mg/kg KetamitD%' si
indudie narcotiéa cu Propofol 1% (autodozare), ddpcare subiedi au fost intubd si
conectati la aparatul de nar@omhalatorie — circuit inchis — cu resgiea asistat, narcoza
mentinandu-se pe tdatlurata intervetiei cu Izofluraf la concentrai care au variat intre 5 %
si 0,5 %, (MAC 1,5-1,2) acestea fiind corelate cu timpii opetiator

! calmivet — Vetoquinol S.A. (Fraa)

2 Ketaminol — Intervet BV (UE)

% Propofol - Fresenius Kabi (Deutchland GmbH)
4 |sofluran - CP Pharma GmbH (Germania)

> MAC — Minimum Alveolar Concentration



Intraoperator pacientii au fostonitorizaf dupa un protocol standard neinvaziv care a
inclus masurarea la intervale prestabilite de tifapminute) a presiunii arteriale (sistolice,
diastolice si medii), @surarea continu a saturatiei hemoglobinei in oxigen, frecventei
cardiace, pulsului periferic, frecventei respiratocapnogramei si MAC-ului, si urmarirea
permanenta a traseului EKG (derivatia DII).

Procedul operator.Abordul regiunii s-a facut prin acces clasic, pngizia pielii pe
fata mediad a tibiei in treimea proximalsi evidenierea suprafiei osoase (fig. 1 a), dap
deperiostarea mecadaia treimii proximale a diafizei mediale a tibieiel@ctele osoase pale
(doar corticala media) cu o suprafia de cca 2 ch(fig.1 b) s-au realizat cu un festriu
oscilanf cu lani de 6 mm.

Dupa indeprtarea osului, defectul a ramas necoperit, petidigta mentinut decolat in
lateral de marginile defectului.

Consolidarea osoas-a ficut prin fixarea unei pti de osteosintézde tip DCP 3,5, 3-

6 holes, L 35-74 mm stainless steel, folosjncuburi de corticdl — cortex screw L 10-24mm
stainles stedl] in fundie de terenul anatomic al fiwi individ (fig. 1 c).

Planul muscular a fost suturat in fir continuu catenial resorbabiliar pielea s-a
suturat in puncte separate cu material neresorffapill d).

Analgezia postoperatoriea fost asigurat prin administrarea subcutanata de
Butorfanof® 0,25 mg/kg la interval de 4 ore in primele 12-d24ore dup intervenie.

i[5 AT E =) Cc
Fig. 1. Aspecte intraoperatorii: a - evidenea suprafei osoase, b - defectul osos creat,
c — fixarea placii de tip DCP 3 holes, d — aspest@perator dupsutura pielii

® monitor Cardell 9405 si Capnomac Ultima Datex

" Synthes (Suiss) — Power drive Oscillator

8 Synthes (Suiss) — Small fragment DCP implants set
° PDS Il 2 metric Ethicon, Johnson & Johnson Ltd.

10 Butomidor (Austria) Richter-Pharme AG Wels



Ingrijirile postoperatorii au constat in protejareaagli cu un pansament steril schimbat
la interval de 48 de ore. Antisepsia s-a efectaaidelesi intervale cu Terramycin spray.
Pentru a evita autotraumatizarea plagii, in timpdesar vindeii (7 zile), fiecrui individ i-a
fost aplicat un colier Elisabethan. Pe cale geadnap de 5 zile s-a administrat intramuscular
SynuloxX? in doza de 10mg / kgcorp.

Lot — EPT-dp-1
Defect osos tibial partial, plombat cup fosfat tricalcic, neacoperit de periossi consolidat cu o
placa de tip DCP (Dynamic Compresion Plate)

Studiul s-a realizat pe 8 caini (tabelul 3), dearesmuri, de ambele sexe, cu varsta
cupringt intre 2si 5 ani, cu greutate corpoégdintre 19si 26 kilograme.

Condtionarile preoperatorii, protocolul anestezic, monitariza intraoperatorie,
abordarea operatorig creerea defectului osos, fixaredqi de osteosintez inchiderea prin
sutuéi a planului musculagi cutanat, analgezia postoperatogidngrijirile postoperatorii au
fost identice ca materiake tehnici utilizate cu cele prezentate la lat+bp-1.

Dupi creerea defectului osas Tnainte de aplicarea faii de osteosinteiz defectul a fost
umplut cup fosfat tricalcié® - fig. 2.

Tabelul 3.
Material biologic Lot — EPT-dp-1
Subiect Sex Greutate Varsta
(kg) (ani)
1 Femela 24 2
2 Mascul 24 2
3 Mascul 25 2
4 Femela 21 4
5 Mascul 20 5
6 Mascul 23 3
7 Femela 19 4
8 Mascul 26 3

" Terramycin spray — Pfizer Itd.
2 Synulox — Pfizer Itd.
13 BioResorb — Oraltronics GmbH (Germania)
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Fig. 2. Aspect intraoperator: a - defect umplupduosfat tricalcic, b - defect acoperit cu
placa de tip DCP

Lot — ETO-dp-1
Defect osos tibial partial, plombat cu triturat oss homolog, neacoperit de periosi consolidat cu
o placa de tip DCP (Dynamic Compresion Plate)

Studiul s-a realizat pe 8 caini (tabelul 4), dearasmuri, de ambele sexe, cu varsta
cupring intre 2si 5 ani, cu greutate corpo#dintre 19si 25 kilograme.

Condtionarile preoperatorii, protocolul anestezic, monitariza intraoperatorie,
abordarea operatorig creerea defectului osos, fixaredqi de osteosintegz inchiderea prin
sutué a planului musculasi cutanat, analgezia postoperatogiéngrijirile postoperatorii au
fost identice ca materiakg tehnici utilizate cu cele prezentate la lotuMedp-1si ETP-dp-1.

Tabelul 4.
Material biologic Lot — ETO-dp-1

Subiect Sex Greutate Varsta
(kg) (ani)

1 Mascul 19 2%
2 Mascul 23 2
3 Mascul 24 4

4 Femela 25 41

5 Mascul 20 2%
6 Mascul 21 3
7 Femela 21 5
8 Femela 19 2

Dupa creerea defectului 0sos, ganea de os preleva(aproximativ 2 crf) a fost naruntita
prin taiere cu un clge ciupitor de os tip Kerryson in fragmente de D,Bmm — fig 3. Trituratul osos
astfel ohinut a fos utilizat la umplerea defectului createsior - fig. 3.



_ C niatiase : 1 d
Fig. 3. Aspecte intraoperatorii: a - crearea defdectb - ohinerea trituratului osos
homolog, ¢ - umplerea defectului cu triturat osbsacoperirea defectului cu o piatde
sprijin de tip DCP

Creerea de defecte osoase partiale, martor si plorate cu substitueni 0sasi, acoperite de
periost si consolidate cu o placi de osteosint#z

Lot —M-p-2
Defect osos tibial partial, acoperit de perioss§i consolidat cu o placa de tip DCP
(Dynamic Compresion Platé

Studiul s-a realizat pe 8 caini (tabelul 5), dearasmuri, de ambele sexe, cu varsta
cupringt intre 2si 5 ani, cu greutate corpodiaintre 20si 29 kilograme, la care sub anestezie
general s-a realizat un defect pe la nivelul diafizei tibiale de aproximativ 1&m. Peste

defectul creat s-a suturat periosfus-a fixat focarul fractural cu o plade osteosintézde tip
DCP (Dynamic Compresion Platé)

Tabelul 5.
Material biologic Lot —M-p-2
Subiect Sex Greutate Varsta
(kg) (ani)
1 Mascul 28 4
2 Femela 22 2
3 Mascul 25 5
4 Femela 21 3%
5 Femela 24 2
6 Mascul 29 3
7 Femela 20 5
8 Mascul 26 3

4 Synthes (Suiss) — corespunzator clasifidO, ASIF



Protocolul anestezi@a constat in: administrarea intraverioagpremedicigei anestezice
0,4 mg/kg Acepromazinl% urmai la interval de 10 minute de 8 mg/kg Ketamit0% si
indugie narcoti@ cu Propofol 1% (autodozare), dugare subieg au fost intubd si conectati
la aparatul de narcdZnhalatorie — circuit inchis — cu respieaasistat, narcoza mentinandu-
se pe todt durata intervetiei cu lzofluran la concenttia care au variat intre 5 % 0,5 %,
(MAC™ 1,5-1,2) acestea fiind corelate cu timpii operator

Intraoperator pacientii au fostonitorizati dupi un protocol standard neinvaziv care a
inclus masurarea la intervale prestabilite de tifapminute) a presiunii arteriale (sistolice,
diastolice si medii), misurarea continu a saturatiei hemoglobinei in oxigen, frecventei
cardiace, pulsului periferic, frecventei respiratocapnogramei si MAC-ului, si urmarirea
permanenta a traseului EKG (derivatia DII).

Procedul operator.Abordul regiunii s-a facut prin acces clasic, pngizia pielii pe
fata medial a tibiei in treimea proximalsi evidertierea suprafiei osoase (fig. 4. a), dap
deperiostarea mecatia treimii proximale a diafizei mediale a tibieiefectele osoase pale
(doar corticala media) cu o suprafa de cca 2 ch(fig. 4 b) s-au realizat cu un fatrau
oscilant® cu lani de 6 mm.

Dupi indefirtarea osului, peste defect, s-a suturat peri@stuhaterial resorbabil in
puncte separate.

Consolidarea osoass-a ficut prin fixarea unei pti de osteosintézde tip DCP 3,5
mm, 3-6 holes, L 35-74 mm stainless steel, folosurdburi de cortical — cortex screw L 10-
24 mm stainles steéf| in fundie de terenul anatomic al figrwi individ.

Planul muscular a fost suturat in fir continuu catemial resorbabil iar pielea s-a suturat
in puncte separate cu material neresorbabil.

Analgezia postoperatoriea fost asigurat prin administrarea subcutanata de
Butorfanof® 0,25 mg/kg la interval de 4 ore in primele 12-d24ore dup intervenie.

Ingrijirile postoperatorii au constat in protejareaagli cu un pansament steril schimbat
la interval de 48 de ore. Antisepsia s-a efectaaidelesi intervale cu Terramycin sprefy.
Pentru a evita autotraumatizarea plagii, in timpdesar vindeii (7 zile), fiecirui individ i-a
fost aplicat un colier Elisabethan. Pe cale geadnalp de 5 zile s-a administrat intramuscular
SynuloX! in doza de 10mg / kgcorp.

5 MAC — Minimum Alveolar Concentration

16 Synthes (Suiss) — Power drive Oscillator

' PDS Il 2 metric Ethicon, Johnson & Johnson Ltd.

18 Synthes (Suiss) — Small fragment DCP implants set
19 Butomidor (Austria) Richter-Pharme AG Wels

? Terramycin spray — Pfizer ltd.

2L Synulox — Pfizer Itd.
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Fig. 4. Aspecte intraoperatorii: a — eviderea suprafei osoase, crearea defectului,
b — defect peste care s-a suturat perigstta consolidat cu plade tip DCP

Lot — EPT-p-2
Defect osos tibial partial, plombat cup fosfat tricalcic, acoperit de periostsi consolidat cu
o placa de tip DCP (Dynamic Compresion Plate)

Studiul s-a realizat pe 8 caini (tabelul 6), dearesmuri, de ambele sexe, cu varsta
cupring intre 2 %si 5 ani, cu greutate corpodaintre 18si 27 kilograme.

Condtionarile preoperatorii, protocolul anestezic, monitariza intraoperatorie,
abordarea operatorig creerea defectului osos, fixarea@l de osteosintez inchiderea prin
sutusi a periostului, a planului muscular cutanat, analgezia postoperatosieingrijirile
postoperatorii au fost identice ca materialehnici utilizate cu cele prezentate la |atp-2.

Dupi creerea defectului osas Tnainte de aplicarea faii de osteosinteiz defectul a fost
umplut cup fosfat tricalcié? peste care s-a suturat periostul (fig. 5).

Tabelul 6.
Material biologic Lot — EPT-p-2
Subiect Sex Greutate Varsta
(kg) (ani)
1 Mascul 23 4
2 Mascul 20 3
3 Femela 24 2%
4 Femela 21 5
5 Mascul 27
6 Mascul 25 3
7 Femela 18
8 Femela 22 4

2 BioResorb — Oraltronics GmbH (Germania)
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Fig. 5. Aspecte intraoperatorii: a — plombarea ckefei cup-fosfat tricalcic, b- sutura
periostului peste defegt consolidarea cu plade tip DCP

Lot— ETO- p-2
Defect osos tibial partial, plombat cu triturate o®s homolog, acoperit de periosti
consolidat cu o placa de tip DCP (Dynamic CompresioPlate)

Studiul s-a realizat pe 8 caini (tabelul 7), dearesmura, de ambele sexe, cu varsta
cupring Tntre 2si 5 ani, cu greutate corpoédintre 19si 25 kilograme.

Condiionarile preoperatorii, protocolul anestezic, monitarga intraoperatorie,
abordarea operatorig creerea defectului osos, fixarea@i de osteosintez inchiderea prin
sutu a periostului, a planului muscular cutanat, analgezia postoperatosieingrijirile

postoperatorii au fost identice ca materialeshnici utilizate cu cele prezentate la lotuMep-
2si ETP-p-2.

Tabelul 7.
Material biologic Lot — ETO-p-2

Subiect Sex Greutate Varsta
(kg) (ani)

1 Mascul 19 2%
2 Mascul 23 2
3 Mascul 24 4

4 Femela 25 41

5 Mascul 20 2%
6 Mascul 21 3
7 Femela 21 5
8 Femela 19 2

Dupi creerea defectului osos, gianea de os prelevat(aproximativ 2 crf) a fost
marunita prin tiere cu un clgte ciupitor de os tip Kerryson in fragmente de-Q,8 mm (fig.
6 a). Trituratul osos astfel gbut a fost utilizat la umplerea defectului crgaste care ulterior
s-a suturat periostul (fig. 6 b).
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Fig. 6. Aspecte intraoperatorii: a —toferea trituratului osos, b — defect umplut cwtat
peste care s-a suturat periositd-a consolidat cu plaae tip DCP

REZULTATE si DISCUTII

Modelul experimental propus este realizalditifa se intampina dificditi tehnice
deosebite in ceea ce prte crearea defectelor, plombarea lor cu substituescsi si
acoperirea lor cu periost si fixarea placilor déeosintez de sugnere (sprijin) peste focarul
fractural.

Modelul animal canin ofera avantajul, fata de amédea de laborator, folosirii
instrumentarului ortopedic uzual pentru animaled@panie.

CONCLUzII

Celesase modele experimentale canine sunt realizalrifea se intampina dificuti
tehnice deosebite.
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ACTIVITATEA 1.2. TESTAREA COMPATIBILITA TII — MONITORIZAREA
CLINIC A SI PARACLINIC A A MODELULUI ANIMAL REALIZAT

Monitorizarea postoperatorie a loturilor de modele animale s-a realizat perdru
perioada de 63 de zile, prin:
- examen cliniczilnic timp de 21 zile postoperator uirmdu-se:
- statusul clinic general,
- aspectul ggilor postoperatorigi vindecarea inciziei,
- sensibilitatea dureroasa palpare,
- comportamentul,
- temperatura corpoi@l
- locomotia, interesand gradul dghiopatura (tabelul 8) si
intervalul de timp céat perskstulburarile locomotorii.

Tabelul 8.
Scala de evaluare a graduluschiopaturii

Gradul Descriere
Atitudine normal atat in staune cati in mers — ira schiopatura
Dificultati in mers, mai ales la pas alegchiopitura discret
Dificultati in mers schiopitura intermitend in mers rapid
Schiopatura evident la fiecare pas, durere
Membrul este scos din sprijin atat intistae catsi in miscare, durere
intens

AIWINFL|O

- examen radiologic prin fluoroscopia zonei de interes preoperator.ediat
postoperatosi la interval desapte zile péhla 63 de zile postoperator, wirmdu-se: reaa
tisulai la nivelul defectulusi in veciritate precunsi modificarile radioopaciitii la nivelul
defectului.

Pentru examinarea floroscopitoti subiedi au fost anesteziala fiecare examinare,
s-au folosit Acepromazina 2% 0,2 mg/kg, Ketaimi®% 3 mg/kg administrate intravengis
narcoz inhalatorie pe masca cu Izofluran la conceigrde 1% timp de aproximativ 15 minute
pentru fiecare examinare.

REZULTATE SI DISCUTII

in perioada postoperatorie imediata constatat la fiandivizii luati n studiu un status
clinic general bun, a4 tulburiri de locomaie si cu un comportament alimentar normal.
Ingerarea primului tain postoperator s-a facutrianierval de maxim 6 ore, fapt ce dovgide
eficienta medic#éei analgezice Tn recuperarea postoperatorie.

Sensibilitatea algic la palparea @bii si a regiunii adiacente fgii operatorii a fost
prezend in primele 3-4 zile postoperater a disgirut complet la 7 zile, indiferent de tipul
manoperei chirurgicale practidat

Valorile temperaturii corporale s-au incadrat initele fiziologice.

12



La examinarea mersului postoperator s-a obseyefaibpatura de gradul 2 la to
subiecii in primele 3 zile postoperator, utnarele 4 zile a mai putut fi obser¥achiogitura
de gradul 1, dup7 zile postoperator semnele giopatura dispar.

Vindecarea pgii operatorii s-a realizat primar lattondivizii inclusi Tn experiment cu
excepia subiectului 7 din lotul ETO-p-2 la care datbrépaiului limitat de micaresi a
comportamentului agitat s-a produs dehisagtigii pe o lungime de 2 cm, (fig. 7) plagare
ulterior a fost resuturatsi s-a vindecat secundar in timp de #@l@iptamani, interval in care a
persistati durerea, de intensitate modétda palparea regiuniifa semne dgchiopatura.

Fig. 7. Aspectul gigilor: a — imagine imediat postoperatorie, b -1ad2 zile postoperator
subiect 7 lotul ETO-p-2

LOTURI CU CU DEFECTE OSOASE DEPERIOSTATE (neacoperite de periost)

Lot — M-dp-1
Defect osos tibial patial, neacoperit de periosi consolidat cu o plaé de tip DCP
(Dynamic Compresion Plate)

Pe parcursul perioadei de monitorizare a lotuludpAl (fig. 8), s-a observat incepand
cu a 14-a zi postoperator umplerea in proporti@si a volumului defectului, la 21 de zile
gradul de umplere este de 65%, iar la 28 de zitgperator defectul este umplut in prajeor
de 70% la toti subiectii lotului.

La 35 de zile de monitorizare se deceleazreadie periostal discre proximal de
placua pe faa mediai si pe faa craniai a tibiei si umplerea in propge de 80% a defectului.
Dupa 42 de zile de monitorizare defectul este umplupiiopotie de 90% cuesut similar
osului ginitos adiacent, resia periostal se merine discrel. La 49 de zile postoperator
defectul este umplut in prop@ de 100%.

Finalul perioadei de monitorizare nu relenodificiri comparativ cu imaginile almute
la 49 de zile.

13
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Fig. 8. Monitorizarea radiologica vindedrii osoase la lotul M-dp-1

49 zile

63 zile

Lot - EPT-dp-1
Defect osos tibial partial, plombat cup fosfat tricalcic, neacoperit de periossi consolidat
cu o placa de tip DCP (Dynamic Compresion Plate)

Tn urma examenului radiografic pentru lotul ETP-H(fig. 9) s-a constatatida nivelul
defectului persigtaspectul neomogen din punct de vedere al radigdgndat de metinerea
materialului cu care s-a plombat defecfufdsfat tricalcic) in primele 28 de zile postoperat

La 35 de zile postoperator la nivelul defectulspectul este omogen din punct de
vedere al radiodensiti, cu densitate simildartesutului osos aatos adiacent, aspect care se
pastreaz para la finalul perioadei de monitorizare.
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49 zile

L'

63 zile
Fig. 9. Monitorizarea radiologica vindedrii osoase la lotul EPT-dp-1.
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Lot — ETO-dp-1
Defect osos tibial partial, plombat cu triturat ose homolog, neacoperit de periosi
consolidat cu o placa de tip DCP (Dynamic CompresioPlate)

Examinarea imaginilor radiografice ale lotului ETP-1 (fig. 10) olinute in primele
28 de zile ale perioadei de monitorizare au dedalatvelul defectului, persistén aspectului
neomogen din punct de vedere al radiodénistiat de metinerea materialului cu care s-a
plombat defectul (triturat osos). La 35 de ziletppsrator aspectului defectului este omogen
din punct de vedere al radiodeasitdefectului, cu densitate similatesutului osos #atos
invecinat. La finalul perioadei de monitorizare is#i acelea caracteristici radiografice
decelate la 35 de zile.
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postoperator

\

7 zile

28 zile

35 zile

49 zile
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63 de zile ‘

Fig.10. Monitorizarea radiologica vindedrii osoase la lotul ETO-dp-1

Rezultate comune loturi cu deperiostare

Aspectele radiologice specifice vindec defectelor osoase, sunt vizibile la lotul M-dp-
1, incepénd cu cea de a 142 zi postoperator imbdai loturile EPT-dp-%i ETO-dp-1 datorit
materialelor care au plombat defectele aspectumogen se fstreaz pari la 28 de zile
postoperator, aspecte similare fiind semnalate Kavukangas A.,(2000), la sobolan.
Radiodensitate similara tesutului osos normalVeloi defectelor, specificvindedirii osoase,
este evideritde la 35 de zile pentru loturile EPT-d@i1ETO-dp-1si de la 49 de zile pentru
lotul M-dp-1. Examenele radiografice realizate e acestor intervale nu deceléaz
modificari ale radiodensitii defectelor paa la finalul perioadei de monitorizare. Aceste
rezultate se incadreain datele raportate pentru recupergesatului osos deatre Nienhuijs
M.E. si col., (2010), avand ca model experimental cgp@ao T.Jsi col., (1997), utilizind ca
model experimental oaia. Re@cperiostal discred apiruta la lotul M-dp-1 este urmarea fie a
stazei asupra periostului realizate pkcuta de tip DCP, date consemnat@le Hong i cal..,
(2009), Unthoff si col., (2006), fie a evoliei osteoformatoare a periostului decolat de la
substrat.

Vindecarea defectelor se incadiedr limitele fiziologice ale vindewii fracturilor
consemnate d&ohnsonyi col., (2005), precungi de Yuehueisi col., (2003), pentru toate cele
trei loturi experimentale.
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LOTURI CU DEFECTE OSOASE ACOPERITE DE PERIOST

Lot — M-p-2
Defect osos tibial partial acoperit de perigsiconsolidat cu o placa de tip DCP (Dynamic
Compresion Plate)

La analiza imaginilor radiografice pbute la lotul M-p-2 (fig. 11) s-a observai c
incepand cu 14 zile postoperator pot fi observatkografic modifiéri la nivelul defectului
precumsi a zonei invecinate, radiodensitatesutului din defect cgée treptat pahnla 42 de
zile, cand este similarcu cea aesutului ososa#atos. Duf acest interval de timp nu mai sunt
observate modifiri.

La 21 de zile se obserdepunerea dgesut de neoformi in procent de 50%, la 28 de
zile aceast depunere ajunge la 65%, cu o umplere de 100% lde4dle. Paa la incheierea
perioadei de monitorizare la 63 de zile volumukestuitesut améanand constant.

Dinamica reatiei periostale, din punct de vedere a modificadioopacitatiitesutului
nvecinat defectului, este caracterizde crgtere de la 14 pénla 42 de zile, dupcare se
constai diminuarea progresiva radiodensitii cu dispariia aproape compl&ta 63 de zile.

Postoperator

14 zile

1
g ¥
I

20



I

21 zile

x

28 zile

A

35 zile

i

42 zile

63 zile

Fig.11. Monitorizarea radiologica vindedrii osoase la lotul M-p-2
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Lot — EPT-p-2
Defect osos tibial partial, plombat cup fosfat tricalcic, acoperit de periostsi consolidat cu
o placa de tip DCP (Dynamic Compresion Plate)

Examenul radiologic al imginilor aimute de la lotul EPT-p-@ig. 12) evidemiazi la 21
de zile postoperator, radioopacitatgoucrescut pe intreaga suprataa defectului fea de
imaginea postoperatorie imediat

La 28 de zile defectul este umplut pda nivelul corticalei osului normal agsut care
prezind o densitate mai rediigmai radiotransparent) comparativ cu ceaesutului 0sos
sanatos. Nu se obseifiveagie periostal.

La 35 de zile postoperateesutul de neoforme depiseste wor (1-1,5 mm) corticala
osoa$, densitatea acestuiammanand mai redddecat gesutului ososaatos.

Imaginile ohinute la 42 de zile postoperator relesresterea densitii tesutului nou
format pe toat supraféa defectului, gradul cu care dgpste corticala osodseste aseamator
cu cel de la 35 de zile.

La 56 de zile postoperator se obsemnplerea defectului ctesut care preziataceigi
densitate cai tesutul ososanatos, tesutul neoformat dépeste corticala osod@saseninator cu
imaginea de la 35 de zile.

La finalul perioadei de monitorizare nu se ob8emodificiri comparativ cu cele

observate la 56 de zile.
' il

postoperator

7 zile
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21 zile

28 zile

35 zile

56 zile

63 zile
Fig. 12. Monitorizarea radiologia vindedrii osoase la lotul EPT-p-2.

23



Lot— ETO- p-2
Defect osos tibial partial, plombat cu triturate o®s homolog, acoperit de periosii
consolidat cu o placa de tip DCP (Dynamic CompresioPlate)

Examenul radiologic al subigior din lotul ETO-p-2, (fig. 13) reliefed@zincepand cu
21 de zile postoperator, radioopacitatgrucrescut pe intreaga suprafa a defectului
comparativ cu imaginile aimute in primele doi sapiméni postoperator, cand predothin
aspectul neomogen al trituratului de corticatosas.

La 28 de zile defectul este umplut pda nivelul corticalei osului normal cu uresut
care prezirit 0 densitate asefnitoare cu cea gsutului 0sos #atos. Se obse#vo woar
reagie periostal.

La 35 de zile postoperator se obsecvesterea densitii tesutului nou format pe taat
suprafaa defectului, gradul de umplere al defectului npagleste corticala osoas Se constéat
usoara persistas a readei periostale observate la 28 de zile.

Finalul perioadei de monitorizare nu prezimodificari comparativ cu cele observate

la 35 de zile.
' ’

postoperator

7 zile

28 zile
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42 zile

56 zile

.

63 de zile
Fig.13. Monitorizarea radiologica vindedrii osoase la lotul ETO-p-2

Rezultate comune loturi cu acoperire periosial

Debutul modificrilor radiografice caracteristice vind&t osoase a defectelor loturilor
M-p-2, EPT-p-2i ETO-p-2 se realizedzaproximativ la acekainterval de timp postoperator
21, 28 de zile, aspecte semnalate la copisi@ensi col., (2000)

Incheierea vindewii din punct de vedere radiologic prin absenmodificirii
radiodensiitii tesutului de la nivelul defectului comparativ gsutul osos normal aflat in
vecintate, este obsenla 35 de zile la lotul EPT-p-2, la 42 de pentrtuldeTO-p-2si la 49
de zile in cazul lotului M-p-2. Aceste intervale timp scurse de la momentul intervien
chirurgicale sunt cu 7-14 zile mai scurte decatitéha fiziologice ale vindewii osoase
descrise d&'uehueji col., (2003), la caine.
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Rezultatele privind viteza vindecarii osoase laeeadbud categorii de loturi (cu si far
acoperire periosta) sunt redate sintetic in tabelu$i%fig. 14.

Tabelul 9
Evolutia vindecarii defectelor osoase
Lotul Intervalul de timp — zile
14 zile | 21 zile| 28zile 35 ziled2 zile| 49 zile| 56 zile 63 zile
M-dp-1 25% 65% 70% 80% 90% 100%  100% 100%0
mai radiotransparent deaésutul osos normal densitate simild@rtes osos normal
EPT-dp-1 | 60% * | 80% *| 90% | 100% | 100% 100% | 100% | 100%
aspect neomogen* - mai densitate simildrtes osos normal
radiotransparent dec&sutul 0S0S
normal
ETO-dp-1 | 65% * | 75% *| 90% | 100% | 100% 100% 100% | 100%
aspect neomogen* - mai densitate simildrtes osos normal
radiotransparent dec&sutul 0sos
normal
M-p-2 30% | 50% | 65% | 85% | 100%| 100%| 100% | 100%
mai radiotransparent degésutul osos normal densitate simildrtes osos normal
EPT-p-2 75% * | 85% *| 95% | 100% | 100% 100% 100% | 100%
aspect neomogen* - mai densitate simild@rtes osos normal
radiotransparent decgdsutul 0sos
normal
ETO-p-2 75% * | 90% | 95% | 100% | 100% 100% 100% | 100%
aspect neomogen* - mai densitate simild@rtes osos normal
radiotransparent decgdsutul 0sos
normal
1004 _
] i O M-dp-1
[ n B EPT-dp-1
O ETO-dp-1
B B OMm-p-2
a || W EPT-p-2
O ETO-p-2
—

14 zile 21 zile 28 zile 35 zile

42 zile 49 zile

Fig. 14. Reprezentarea grdfia evoldiei vitezei de vindecarka cele doa categorii de loturi
(cu si fai acoperire periosta)
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CONCLUzIl

Vindecarea osoaslin punct de vedere radiografic se realizaaai repede cu 7-14 zile
n cazul defectelor acoperite cu periost comparaticele la care nu s-a suturat periostul.

Aditia substituetilor osai la nivelul focarului de fractdr accelereax vindecarea
osoad, monitorizai radiologic, cu aproximativ 7 zile #a de defectele neplombate.
Constatarea include o difertere valabii atat pentru loturile cu defecte neacoperite deoper
catsi pentru cele la care s-a realizat acoperirea p&to
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ACTIVITATEA 1.3. ANALIZA RECUPER ARII MORFOLOGICE A MASEI OSOASE

Pentru a putea fi stabilit cu exactitate tipukeleut osos nou format la nivelul defectelor
s-a impus analiza recuper morfologice a masei osoase, realizptin examiniri histologice
si osteodensimetrie.

MATERIALE SI METODE

Pentru realizarea acestei etape la finalul perioddemonitorizare de la tiosubiedgii
fiecarui lot s-au recoltat probe biologice de os de ilelnl defectelor in vederea stabilirii
recupeidrii morfologice a masei osoase prin microscopisiclissi prin osteodensimetrie.

Pentru recoltarea probelor biologice la finalulipadei de monitorizare subigicau
fost supgi unei noi interveni chirurgicale.

Protocolul anestezica constat in: administrarea intraverioag premedicgei
anestezice 0,4 mg/kg Acepromazii%* urmat la interval de 10 minute de 8 mg/kg
Ketamini 109 si indudie narcotié cu Propofol 19% (autodozare), ddpcare subieti au
fost intubal si conectati la aparatul de naré@omhalatorie — circuit inchis — cu resgie
asista, narcoza mentinandu-se pe todtrata intervetiei cu Izoflurarf® la concentrgi care
au variat intre 5 %i 0,5 %, (MAC 1,5-1,2) acestea fiind corelate engii operatori.

Intraoperator pacientii au fostonitorizat?’ dupi un protocol standard neinvaziv care a
inclus masurarea la intervale prestabilite de tifapminute) a presiunii arteriale (sistolice,
diastolice si medii), @surarea continu a saturatiei hemoglobinei in oxigen, frecventei
cardiace, pulsului periferic, frecventei respiratocapnogramei si MAC-ului, si urmarirea
permanenta a traseului EKG (derivatia DII).

Procedul operator.Abordul regiunii s-a facut prin acces clasic, pngizia pielii pe
fata mediad a tibiei in treimea proximalsi evidertierea picii pe supraf@a osoas, s-a
indepirtat placasi s-au recoltat probe de os cu dimensiuni de O¢bil Fixarea osoass-a
efectuat cu diferite mijloace si tehnici de ostates interni conform unui plan de studiu
corespunitor anului 1l al proiectului.

Planul muscular a fost suturat in fir continuu catenial resorbabil iar pielea s-a suturat
in puncte separate cu material neresorbabil.

Analgezia postoperatoriea fost asigurat prin administrarea subcutanata de
Butorfanof® 0,25 mg/kg la interval de 4 ore n primele 12 dedug intervenie..

Postoperator timp de 5 zile a fost asigueattibioterapia (Synuloxefizer).

Prelucrarea probelor de os in vederea radliexamenului osteodensimetgculterior
al celui histologic s-a realizat duprmatorul protocoale:

23 Calmivet — Vetoquinol S.A. (Fraa)

24 Ketaminol — Intervet BV (UE)

% Propofol - Fresenius Kabi (Deutchland GmbH)
%0 |sofluran - CP Pharma GmbH (Germania)

2" monitor Cardell 9405 si Capnomac Ultima Datex
28 Butomidor (Austria) Richter-Pharme AG Wels
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Fragmentele de os cu periost au fost introduseairsdriate de alcool etilic pentru
deshidratare. Protocolul de deshidratare este tedabelul 10.

Tabelul 10.
Etapele deshidratirii in vederea nglohirii
(conform prospectului Technovit 9100 New al pradacului Hereus Kulzer)

Etapa Soluie Concentréaie Timp
Deshidratare -1 Etanol 70% 1h
Deshidratare -2 Etanol 80% 1h
Deshidratare -3 Etanol 96% 1h
Deshidratare -4 Etanol 96% 1h
Deshidratare -5 Etanol absolut 1h
Deshidratare -6 Etanol absolut 1h
Deshidratare -7 Etanol absolut 1h

Dupa deshidratarea pieselor au urmat @dsdi intermediare in xilen, premeipare
etapelor de preinfiltrare, respectiv de infiltrare.

in vederea ofinerii seciunilor histologice cu ajutorul microtomului cu digliamantat
Leica SP1600, specimenele au fost Thglobate guptocolul sistemului Technovit 9100 New
(figura 15), care presupune etapele de preinféirenfiltraresi inglobare propriu-zis

Tectmorit-ston

Fig. 15 Sistemul de inglobare Technovit 9100 New
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Tabelul 11.
Etapele preinfiltr arii si infiltr arii
(conform prospectului Technovit 9100 New al pradalui Hereus Kulzer)

Etapa Solutie Timp
Preinfiltrare-1 Technovit 9100 New Basic (stabiliga 1h
Preinfiltrare-2 Technovit 9100 New Basic (stabitia+ Intiritor 1 1h
Preinfiltrare-3 (4°Q)Technovit 9100 New Basic (destabilizat- Intiritor 1h

1
Infiltrare (4°C) Technovit 9100 New Basic (stakili®) + Intiritor 1 | 1h -2 sau
+ Pudé PMMA 3 zile
Tabelul 12.

Componentele sistemului Technovit 9100 New

Nr. crt. | Componerit Cantitate
1 Soluie Basic 1000 ml
2 Pudd PMMA 120 g
3 Intaritor 1 8 plicurialg
4 Intaritor 2 10 ml
5 Reglator de polimerizare 5ml

Solutia Basic este compusdin monomeri — molecule organice cu cetipw dubk
legatura carbon-carbon. Se folage atat in forra stabiliza#i (livrata de produétor), catsi
destabilizai.

Destabilizarea soliei a fost realizat prin trecerea acesteia printr-o coldade
cromatografie in care seigste oxid de aluminiu. Sotia destabilizat a fost depozitatin
flacoane brune la 4°C.

Pudra PMMA este alétuita din microparticule de polimetilmetacrilat (PMMAI) este
folosita pentru a reduce @gnea contractil exercital de procesul de polimerizare asupra
probei tisulare (polimerisation shrinking), pen&uwliminua energia termicqenerat de acest
processi pentru a imbuiitati calitatile polimerizirii.

intaritorul 1 este un derivat de dibenzoil peroxid care, In comig cu Insritorul 2,
declageaz polimerizarea.

Intaritorul 2 este cea de-a doua compomeatsistemului de itiere a polimeri#rii si
agioneaz ca un catalizator asupra dnitorului 1 pentru a permite polimerizarea chsada
temperaturi sub 0°C.

Reglatorul de polimerizare este un compus organic care asigyolimerizarea
controlat chiarsi a unor cantitti mari de polimer, ra o cratere semnificati¥ a temperaturii
n timpul reagei.
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Tabelul 13.
Prepararea solttiilor de lucru din componentele sistemului Technoti9100 New

Component/ | Solutie Pudra Intaritor | Intiritor | Reglator de | Depozitare
Etapa Basic PMMA 1 2 polimerizare
Preinfiltrare 200 ml 19 temp.
camerei
Infiltrare 250 ml 209 1g/2g 4°C
inglobare A 500 ml 80 g 3g/4g 4°C
inglobare B 50 ml 4 ml 2ml 4°C

Prepararea mixturii de inglobare si inglobarea pieselor histologice

Amestecul de inglobare a fost realizat prin comig@iaa noa parti solutie A cu o parte
soluie B, chiar Tnainte de folosire. Cele daoluii au fost introduse Tntr-un pahar Berzelyiis
omogenizate cu o baglietle stich. Fragmentele de os au fost gomate in recipiente din
PVC si acoperite complet cu mixtura de inglobare. Acest#piente au fost introduse apoi in
cuva unui aspirator chirurgical, creand vacuuntiglatimp de 15-20 de minute, timp in care
mixtura s-a solidificat. Continuarea procesuluipddimerizare a fost asigueaprin meninerea
specimenelor la temperatura de -20°C, timp de 2drdgvaloare termicsi interval de timp
recomandate de proditor). Specimenele au fost apoi niente la temperatura de refrigerare
pentru o of, urmand ca Tnainte de realizareatsetlor si fie lasate Tn repaus pentru a ajunge
la temperatura camerei.

Examinarea osteodensimetris

Absorhia duaf a energiei (DXA) a fost fologitpentru nisurarea coimutul mineral al
osului (BMC)si a densiitii minerale osoase (BMD).

Specimenele inglobate au fost supuse deté@rmiensititii o0soase, aceasetaf s-a
realizat cu ajutorul osteodensimetrului Hologic jiygl W Elite, produs délologic, USA iar
analiza probelor osoase s-a realizat cu prograrolddic 11.1:7.

Pentru acuratea rezultatelor examinarea osteodensimetsi@ realizat de dauori
pentru fiecare prah in plan longitudinal, rotenalsi vertical, cu rotirea 18Da piesei pentru a
doua determinare.

Imaginile ohinute au fost supuse analizei pixelilor folosind software de achitde
pentru coloana vertebeglombat umara cu absorba fotonici a razelor X.

Zona scandt(cnt), cortinutul mineral al osului (BMC)(g3i densitatea osoagBMD,
glcnt, pentru fiecare determinare au fost inregistrateaftware-ul Hologic 11.1:7.

Ca parte a procedurii de control al calits-a reluat scanarea probelor gl@acexistat o
difererta mai mare de 1 cfra ariei scanate intre cele daletermirari.

Segionarea pentru prelucrare histologica

Specimenele au fost fixate cu asind epoxidi@d pe phcuta port-pied si au fost
instalate n suportul aparatului (fig. 16).

Seciunile au fost efectuate in plan perpendicularxég hung al osului.
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Fig. 16 Aspectul microtomului cu specimenul pi&gpentru nivelare

in prima faz a fost stabilit nivelul la care trebuie regulatizauprafga specimenului,
astfel incat fie oltinuta o sediune prin toat grosimea fragmentului osos. Dugegularizarea
suprafeei probei a fost reglatmicroviza microtomului pentru a gbe se@uni cu o grosime
de 30 micrometri.

Secionarea a fostatuti cu o vitea de avans redds;i racire abunderitcu jet de ap
pentru a preveni crearea de vifirale discului diamantai, consecutiv, deteriorarea acestuia
sau desprinderea osului din materialul de inglokfagel7).

" _'\L:.'.

Fig. 17. Detliu deacire

Indepartarea polimerului din sectiuni

Pentru a face posiliilcolorareatesuturilor din componea sedunilor oktinute dup
metoda descrismai sus, acestea au fost supuse procesului degeréra polimerului inglobat,
conform protocolului redat in tabelul 14.
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Tabel 14.

Etapele necesare indept arii polimerului din sectiuni

Etapa Solutie Timp Temperatura
1 Xilen 2-3 hii X 20 minute temp. camerei
2-metoxietilacetat 1 baie x 20 minute temp. camerei

2 hai x 5 minute

temp. camerei

2
3 Acetora puria
4 Apa distilati

2 hai X 2 minute

temp. camerei

Preparatele au fost colorate prin metoda Nogeliicromica Massonsi vizualizate la

microscopul opti€® cu camet foto™.

REZULTATE SI DISCUTII

LOTURI CU DEFECTE OSOASE ACOPERITE DE PERIOST
Evaluarea osteodensimetuicla finalul perioadei de monitorizare, a tuturobmdailor
loturilor M-dp-1; EPT-dp-1; ETO-dp.1 (8 probe pentrecare lot), sunt redate in tabelul si5

fig. 18.
Tabelul 15.
Valori osteodensimetrice pentru indivizii loturilor cu defecte osoase acoperite de periost
Lot Tesut osos M-dp-1 EPT-dp-1 ETO-dp-1
normal (valori
de referinta)
Subiect BMC BMD BMC | BMD | BMC | BMD | BMC | BMD
1 231 | 0817 1,83 | 0,784 1,99 | 0,813
2 2,30 | 0,820 1,77 | 0,787, 2,00 | 0,792
3 229 | 0,854 2,31 | 0,797, 1,96 | 0,802
4 1,025 <-1 2,27 | 0,826 1,86 | 0,781 1,98 | 0,771
5 2,29 | 0,838 1,74 | 0,784 1,94 | 0784
6 2,28 | 0,829 1,80 | 0756/ 1,97| 0,782
I 229 | 0,791 1,88 | 0,812 2,02 | 0,792
8 229 | 0808 1,72 | 0,771 1,98 | 0,800
Valorile medii 2,29 10823 1,80 |[0.784| 1,98 |0.792
(16determinari/lot) + + + + + +
0.02 | 0.031] 0.08 | 0.028| 0.04 | 0.021

29 Olympus BX-41
30 Sanyo-XACTI-F50

33



OM-dp-1
B EPT-dp-1
OETO-dp-1

BMC BMD

Fig. 18.Valori osteodensimetrice pentru indivizii loturilau defecte osoase acoperite de
periost

Valorile ohinute la 63 zile postoperator, pentdoturiie cu defecte osoase
deperiostate se incadre&zn limite normale pentru osuiritos.

Evaluarea histologi@ a morfogenezei osoase

Lot — M-dp-1
Defect osos tibial partial, neacoperit de periosti consolidat cu o plaé de tip DCP
(Dynamic Compresion Plate)

Figura 19 red aspecte histologice provenite de la IdWHdp-1 (defect peste care s-a
fixat placua fara a mai fi suturat periostul), imaginile “&i “b” prezinti sisteme Havers
formate din 2-3 lamele osoase cu grosimea de 2Qu22 dispuse concentric, diametrul
canalelor Havers este de 55- 60 um, presuosteoane in formare d@ror canale Havers au
diametrul de 40-50 pm.
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Col.Novelli: x 80
Fig. 19. Imagini histologice lotul M-dp-1, a — sabi 2, b — subiect 6

Lot— EPT-dp-1
Defect osos tibial partial, plombat cup fosfat tricalcic, neacoperit de periossi consolidat
cu o placa de tip DCP (Dynamic Compresion Plate)

Examinarea histologica probelor provenite de la lotul EPT-dp-1, (fi@)2(defect in
care s-a atligatf fosfat tricalcic peste care s-a fixat plgcéira a mai fi suturat periostul),
pune in evidefd Tn ambele imagini, osteoane dilgte din 3-4 lamele osoase cu grosimea de
20-24 pm dispuse concentric in jurul canaleor Haware au diametrul de 70- 85 um, unite
printr-un canal Wolkmann de 40 pum.

i \ s
Col.Novelli: x 80 Col.Novelli: x 200
Fig. 20. Imagini histologice lotul EPT-dp-1, a -bgact 1, b — subiect 3

Lot — ETO- dp-1
Defect osos tibial partial, plombat cu triturat ose cortical homolog, neacoperit de periost
si consolidat cu placa de tip DCP (Dynamic CompresioPlate)

Imaginile ohinute de la lotul ETO-dp-1, (fig. 21, & b), (defect in care s-a auyat
triturat osos fixat cu placde tip DCP), eviderazi sisteme Havers formate din 3-4 lamele
osoase cu o grosime de 20-24 um, dispuse concémitcul canaleor Havers cu diametrul de
70- 85 um, precuri osteoane in formarea aror canale Havers au diametrul de 120-125 pm.
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Col.Novelli: x 80 Col.Novelli: x 200
Fig. 21. Imagini histologice lotul ETO-dp-1, a -bgect 3, b — subiect 5

Tesutul osos format la nivelul defectelor pe pandungerioadei de monitorizare
prezing caracteristicilgesutului o0sos matur cu sisteme Havers bine comtgirptitine sisteme
Havers in curs de formare, aspect caracteristiic@si encondrale desciis;i de Hakimi M. si
col,, (2010), la mini pigs, precugh de Mata A.si col., (2010) consecultiv utilézii nanofibrelor
pentru stimularea osificii.
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LOTURI CU DEFECTE OSOASE ACOPERITE DE PERIOST

Evaluarea osteodensimetuc

Valorile oltinute prin osteodensimetrie la finalul celor 63 ke ale perioadei de
monitorizare pentruoturile in care defectele au fost acoperite cu parst se incaderdz in
valorile caracteristiceesutului ososanatos — tabelul 16i fig. 22.

Tabelul 16
Valorile osteodensimetrice pentru indivizii loturilor cu defecte osoase acoperite de periost
Lot Tesut osos M-p-2 EPT-p-2 ETO-p-2
normal
Subiect BMC BMD BMC BMD | BMC | BMD BMC BMD
1 2,32 0,853 2,28 0,826 2,31 0,801
2 2,35 0,810 2,30 0,79F 2,36 0,823
3 2,31 0,830 2,31 0,799 2,34 0,830
4 1,02,5 <1 2,33 0,840 2,32 0,808 2,33 0,867
5 2,32 0,832 2,29 0,824 2,32 0,825
6 2,34 0,797 2,30 0,851 2,34 0,838
I 2,33 0,820 2,29] 0842 2,37 0,843
8 2,34 0,818 2,31 0,858 2,35 0,844
Valorile medii 2,33 | 0.825 | 2,30 | 0.825 2,34 |0.834
(16 determitiri/lot) + + + + + +
0.02 0.028 | 0.02 | 0.028 0.03 | 0.033

O M-p-2
B EPT-p-2
O ETO-p-2

BMC BMD

Fig. 22.Valorile osteodensimetrice pentru indivizii lotarilcu defecte osoase acoperite de periost
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Evaluarea histologi@ a morfogenezei osoase

Lot - M-p-2
Defect osos tibial partial, acoperit de periossi consolidat cu o plaé de tip DCP (Dynamic
Compresion Plate)

Analiza histologi&@ a imaginilor oltinute de la lotul M-p-2defecte peste care s-a
suturat periostul) (fig.23), Tn imaginea “a” suntepente osteoane formate din 4-5 lamele
osoase cu grosimea de 22-25 pum dispuse concamjtcul canaleor Havers care au diametrul
de 60-75 pum. In imaginea “b” pot fi observate oate® (sisteme Havers) structurate din 3-4
lamele osoase cu grosimea de 20-24 um, dispuseeriit in jurul canaleor Havers cu
diametrul de 75-90 um; prezenunei lacune Howship cu diametru de 350/125 phimdata
de 3 lamele osoase.

Col.Novelli: x 80 Col Novelli; x 200
Fig. 23. Imagini histologice lotul M-p-2, a — subié, b — subiect 6

Examinarea histologic prin coloraia tricromica Masson rele¥ un fragment de os
compact diafizar acoperit de periost (fig. 24). @@enmembranei periostale Tngate inegal,
prin fibrozi si hialinizare, alternand cu arii bogat vasculara dare plonjaz in grosimea
tesutului osos canale nutritive ramificate.

Subperiostal se organizéiamn tesut osos lamelar reactiv dgir imatur fara desen
lamelar. unele arii periferice ale diafizei preziatibperiostesut 0sos spongios.

Prezini o bogal vascularizae subperiostal prin formarea de numeroase canale
nutritive, comunicante de tip Vollkman. Este ab&eaacia inflamatorie.
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Fig. 24. Imagini histologice lotul M-p-2 (col. Trizmici Masson x 20)

Lot — EPT-p-2
Defect osos tibial partial, plombat cup fosfat tricalcic, acoperit de periostsi consolidat cu
o placa de tip DCP (Dynamic Compresion Plate)

Examinarea probelor provenite de la lotul EPT-mi@fécte in care s-a &ubatp fosfat
tricalcic peste care s-a suturat periostul), (B8§) reliefeaz in imaginea “a” osteoane in
organizare, structurate din 1-3 lamele osoase dé&puancentric n jurul canaleor Havers care
au diametru de 80- 95 um. Prezenta unei lacune Hkipwdelimitata de 3 lamele osoase.
Imaginea “b” evidetiazi prezema mugurilor vasculo-conjunctivi, proveniti din dtrvasculo-
fibros al periostului. Traveele directoare suntrfearascularizatgi au grosimea de 50-60 um,
fiind localizate Tn zona sistemului fundamentaleent

== = - a e R, A T b
Col.Novelli: x 80 Col Novelli x 200

Fig. 25. Imagini histologice lotul EPT-p-2, a — gdt 1, b — subiect 5

Examinarea histologicprin coloraia tricromici Masson rele¥. os diafizar acoperit cu
periost cu structdrlamela# circumferemiala periostalsi endostal (fig. 26). Central se observ
tesut osos compact Haversianfaspecte de remaniere adtiv  Canalele  nutritive  au
diametre variabile in limitele histologice. Se re@ianumeroase spgia cu tesut amorf
subperiostal unele chiar cu aspect pseudochistical®curi se obsefivtesut 0S0s spongios,
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incluzand vase trombozagetesut compact lamelar adiacenttidai cu material amorf in cele
2/3 externe ale diafizei.

Fig. 26. Imagini histologice lotul EPT-p-2 (col.idiomica Masson x 20)

Lot— ETO- p-2
Defect osos tibial partial, plombat cu triturate o®s homolog, acoperit de periosti
consolidat cu o placa de tip DCP (Dynamic CompresioPlate)

Imaginile ohinute de la lotul ETO-p-2 (defect in care s-auaght triturat 0sos peste
care s-a suturat periostul) (fig. 27) pun in evidgmrin colora’ia Novelli, in imaginea “a”
osteoane (sisteme Havers) formate din 2-3 lamadasescu grosimea de 24-26 pum, dispuse
concentric in jurul canaleor Havers care au dianhete 70- 95 um, &turi de osteoane in
formare la care lamelele osoase apar omogenedelimitate. In imaginea “b” sunt perzente
sisteme Havers altuite din 1-2 lamele osoase dispuse concentrienelieul canalelor Havers
este de 90- 110 um, se obsegv prezenta unor travee vasculo-conjunctive pentipogul
osteogenezei.

a PR N
Col.Novelli: x 200 Col.Novelli: x 200
Fig. 27. Imagini histologice lotul ETO-p-2, a — ettt 4, b - subiect 8.

Examinarea histologicprin coloraia tricromici Masson rele¥. os diafizar acoperit cu
periost cu structdrlamela# circumferemiala periostalsi endostal (fig. 28). subperiostal sunt
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prezente arii bogat vasculare din care plahjar grosimeatesutului 0sos canale nutritive
ramificate. Canalele nutritive au diametre varialih limitele histologice. Tn unele arii se
remar@ lacune mici inegale integrate complet in matriesansos compact matur.

Central se obse#fvesut 0sos compact Haversiamfaspecte de remaniere adétiv

Fig. 28. Imagini histologice lotul EPT-p-2 (col.igiomica Masson x 20)

Imaginile histologice ofinute la finalul perioadei de monitorizare pentoturile cu
defecte osoase acoperite de periosgvideniaza la nivelul defectuluitesut osos matur prin
prezena canalelor Havers bine delimitate, prectirctivitate osteogenicsub stratul celular al
periostului prin traveele vasculo-conjunctive. Regte similare au fost descrise la om de
Wong(2010)si Woo(2005) dup implantarea unor scafolduri (matrici) resorbalieircate cu
osteoblaste .

CONCLUzII

Vindecarea osoassub periost se caracterizégmin formareaesutului osos la nivelul
defectului sub influega activittii osteogenice a periostului.

Prezera vaselor de neoforrtia pe segunile histologice provenite de la indivizii din
loturile la care vindecarea osé@as avut loc sub acoperire periodtalenoi un proces de
regenerare oscasgflati in plina desfisurare.

Vindecarea defectelor neacoperite cu periost sdizemaz prin osificare mix
(encondral-intramembranos) sprijindetesutul osos adiacent defectului.

Valorile osteodensimetrice tbute la loturile neacoperite cu periost sugdgrumai mici
decat valorile loturilor acoperite cu periost, tratimitele normale pentru osudrsitos.
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OBIECTIVUL 2

STUDIUL EXPERIMENTAL IN VIVO A POSIBILITA 71l DE INFLUEN TARE A
POTENTZIALULUI OSTEOGENIC AL PERIOSTULUI NATIV PRIN ADITIA IN
FOCARUL FRACTURAL DE CELULE PERIOSTALE CULTIVATE INVITRO

ACTIVITATEA 2.1. ELABORAREA UNOR MODELE EXPERIMENTALE ANIMALE

Planul de realizare a acestei activitati a presupnggmnizarea a mai multor loturi
experimentale, subordonate tipului de manamdirurgical realizali asupra periostuluii in
conseci divizate in subetape de lucru.

- Crearea de defecte la nivelul tibiei care au fdetnpate cu o matrice colagedic
ncarcat cu celule periostalg peste care s-a suturat periostul (MC).

- Crearea de defecte la nivelul tibiei care au fadstmbate cu o matrice colagehic
incarcati cu celule periostale peste care s-a fixat oapthectip DCP, 4ra suturarea periostului
(MC-DCP-dp).

2.1. Elaborarea modelelor experimentale animale

Lot - MC
Crearea de defecte la nivelul tibiei care au fosvmbate cu o matrice colagenidncarcata
cu celule periostalgi peste care s-a suturat periostul.

Studiul s-a realizat pe 8 caini (tabelul 17), dgireomuri, de ambele sexe, cu varsta
cupringi intre 2si 6 ani, cu greutate corpo#iaintre 17si 25 kilograme, la care sub anestezie
general (acepromazih— ketamia — izofluran) s-a realizat defect la nivelul digizibiale de
aproximativ 1/2 cm 1in care s-a introdus matriceagehi@ Tncircati cu celule periostale
(realizarea matricilor a fost un obiectiv atinspfarm planului de cercetare, in anul 2009),
peste care s-a suturat periostul.

Tabelul 17
Material biologic
Subiect Sex Greutate Varsta
(kg) (ani)
1 Mascul 22 5
2 Mascul 25 4,
3 Femela 17 2
4 Femela 19 2V
5 Femela 20 4,
6 Mascul 23 6
7 Mascul 20 2
8 Femela 21 3
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Protocolul anestezi@a constat in: administrarea intraverioapremedicgei anestezice
0,4 mg/kg Acepromazinl1%* urmati la interval de 10 minute de 8 mg/kg Ketamir0%? si
indudie narcoti@ cu Propofol 19 (autodozare), dupcare subiei au fost intubd si
conectati la aparatul de nardomhalatorie — circuit inchis — cu respimasistat, narcoza
mentinandu-se pe tdadlurata intervetiei cu Izoflurari* la concentrdi care au variat intre 5 %
si 0,5 %, (MAC 1,5-1,2) acestea fiind corelate cuaii operatori.

Intraoperator pacientii au fostonitorizat® dupi un protocol standard neinvaziv care a
inclus masurarea la intervale prestabilite de tifapminute) a presiunii arteriale (sistolice,
diastolice si medii), @surarea continu a saturatiei hemoglobinei Tn oxigen, frecventei
cardiace, pulsului periferic, frecventei respiratocapnogramei si MAC-ului, si urmarirea
permanenta a traseului EKG (derivatia DII).

Abordul regiunii s-a facut prin acces clasic, prin incizia pieki fata mediai a tibiei
n treimea proximalsi evidenierea suprafei osoase (fig. 29), dépmleperiostare s-au realizat
prin decupare cu féstraul pendular, defecte osoase cu o supiate cca 2 cf in care s-a
introdus matrice colageriidncrcat cu celule periostale. Peste defect s-a suturagtel cu
material resorbabil in puncte separate. Planul olasa fost refcut in fir continuu cu material
resorbabil, iar pielea s-a suturat in puncte sépaamaterial neresorbabil.

Analgezia postoperatoriea fost asigurat prin administrarea subcutanata de
Butorfanof® 0,25 mg/kg la interval de 4 ore in primele 12 dedup intervenie..

Antibioterapia postoperatorie a fost asigarptin administrarea de Synulo¥f(zer)
zilnic timp de 5 zile.

Fig. 29. Aspecte intraoperatorii lotul MC, a- cremdefectului, b- plombarea defectului
cu matrice colagenicincarcat cu celule periostale

31 Calmivet — Vetoquinol S.A. (Fraa)

32 Ketaminol — Intervet BV (UE)

%3 Propofol - Fresenius Kabi (Deutchland GmbH)
% |sofluran - CP Pharma GmbH (Germania)

% monitor Cardell 9405 si Capnomac Ultima Datex
% Butomidor (Austria) Richter-Pharme AG Wels

43



Lot —MC-DCP-dp
Crearea de defecte la nivelul tibiei plombate cutn@e colageni@ incircata cu celule
periostalesi fixata cu plaai de tip DCP

Studiul s-a realizat pe 8 caini (tabelul 18), dgireomuri, de ambele sexe, cu varsta
cupring intre 2si 5 % ani, cu greutate corpotahtre 19si 27 kilograme, la care sub anestezie
general (acepromazii — ketamii — izofluran) s-au realizat defecte la nivelul diaf tibiale
de aproximativ 1/2 cm in care s-a introdus matciagiagenid incircati cu celule periostalg
peste care s-a fixat o pkade tip DCP.

Tabelul 18.
Material biologic
Subiect Sex Greutate Varsta
(kg) (ani)
1 Mascul 24 2
2 Mascul 23 3
3 Mascul 25 2
4 Femela 20 4
5 Femela 19 3
6 Mascul 22 2%
7 Mascul 27 5%
8 Femela 22 4

Protocolul anestezic a fost identic cu cel folgsgientru celelalte loturi luate Tn studiu.

Abordul regiunii s-a facut prin accesul clasiciaét si la lotul MC, adi@ prin incizia
pielii pe faa mediai a tibiei Tn treimea proximalsi evidertierea supraf@i osoase. Dup
deperiostare s-au realizat defecte osoase cu afsipie cca 2 cf care au fost plombate cu
matrice colagenicincircaé cu celule periostale. Matricea a fost fixau plaé de tip DCP
(fig. 30). Planul muscular a fost suturat in findauu cu material resorbabil iar pielea s-a
suturat in puncte separate cu material neresorbabil

Postoperator s-a asigurat analgezia, prin admamesdr de Butorfanol 0,25 mg/kg la
interval de 4 ore in primele 12 ore duptervenie, si antibioterapia timp de 5 zile.

Fig. 30. Aspécte 'intraoper.atorii lotul MC-
incarcat cu celule periostale, b — fixareaqi DCP peste defect
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ACTIVITATEA 2.2. MONITORIZAREA CLINICA SI PARACLINICA A
MODELULUI ANIMAL REALIZAT

Monitorizarea postoperatorie a loturilor s-a realizat pentru o perioada de 6%ile,
prin:
- examen cliniczilnic timp de 21 zile postoperator uirimmdu-se:
- statusul clinic general,
- aspectul ggilor postoperatorigi vindecarea inciziei,
- sensibilitatea dureroasa palpare,
- comportamentul,
- temperatura corpoi@l
- locomotia, interesand gradul dehiopitura (tabelul 19)si
intervalul de timp céat perskstulburarile locomotorii.

Tabelul 19.
Scala de evaluare a gradulgchiopaturii

Gradul Descriere
Atitudine normal atat in staune cati in mers — ira schiopatura
Dificultati in mers, mai ales la pas alergchiopitura discret
Dificultati Tn mers schiopitura intermitend in mers rapid
Schiopatura evidentd la fiecare pas, durere
Membrul este scos din sprijin atat intistae catsi in miscare, durere
intenst

HIWINFL|O

- examen radiologic prin fluoroscopia zonei de interes preoperator, dige
postoperatosi la interval desapte zile péila 63 de zile postoperator, wirmdu-se: reata
tisulag la nivelul defectulusi in veciritate precunyi modificarile radioopaciitii la nivelul
defectului.

Pentru examinarea floroscopitoti subiedii au fost anestezia la fiecare examinare
s-au folosit Acepromazina 1% 0,2 mg/kg, Ketaini®% 3 mg/kgsi narcoz inhalatorie pe
masca cu lzofluran la concenteade 1% timp de aproximativ 15 minute.

REZULTATE SI DISCUTII

in perioada postoperatorie imediata constatat la ioindivizii luati in studiu un status
clinic general bun,afa tulburari de locomaie si un comportament alimentar normal. Ingerarea
primului tain postoperator s-a facut la un intersalmaxim 7 ore, fapt ce dovatk eficiena
medicaiei analgezice in recuperarea postoperatorie.

Valorile temperaturii corporale s-au incadrat initele fiziologice.

45



Sensibilitatea algicla palparea j@bii operatoriisi a regiunii adiacente a fost prezent
in primele 3-4 zile postoperatgr a disgrut complet la 7 zile, indiferent de tipul manopere
chirurgicale practicat

Vindecarea gigii operatorii s-a realizat primar lattandivizii inclusi Th experiment.

Lot — MC
Crearea de defecte la nivelul tibiei in care s-agadat matrice colageni& naircata cu
celule periostalgi peste care s-a suturat periostul

Analiza radiologié a imaginilor olinute de la lotul MC (fig. 31) a decelat incepéand c
a 14-a zi postoperator radioopacitagencrescut pe intreaga supratea defectului.

La 21 de zile defectul este umplut in praode 75% cuesut cu densitate cresgut
comparativ cu imaginile almute la verifidrile anterioare. Densitatea este cresqe toai
suprafaa defectului Tn& tesutul nou format este mai radiotransparent conipaca tesutul
osos normal adiacent.

in a 28-a zi de monitorizare defectul este umpiypropotie de 90%. Radioopacitatea
ramane inferiodrtesutului osos normal, rezultat asemanator celumobla 21 de zile.

La 35 de zile postoperator defectul este umplupfiopotie de 100% cuesut cu
densitate cresciitsimilai tesutului osos normal. Pe ambelgefale tibiei se obseivo woara
crestere a densitii corticalei osoase specific rasas periostale.

La 56 de zile de monitorizare defectul este umplutesut cu densitate asemitoare
tesutului osos normal. Re#cperiostal este redus

La finalul perioadei de monitorizare zona defedtwdte aspect asemitor tesutului
0sos gnatos in ambele incidee.

postoperator

7 zile
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14 zile

21 zile

28 zile

35 zile

42 zile

49 zile
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56 zile

L

l

63 zile
Fig. 31. Evoltia radiografi@ a vindedrii osoase la lotul MC

Lot — MC-DCP-dp
Crearea de defecte la nivelul tibiei plombate cu ntace colagenic incarcata cu celule
periostalesi fixata cu placi de tip DCP

Analiza imaginilor olgnute la lotul MC-DCP-dp (fig. 32) pe parcursul jpadei de
monitorizarea evidgraza umplerea defectului Tn prog@ de 35% la 14 zile postoperator, la
21 de zile se obsetvingrasarea corticalei de pe tha cauda a tibiei Tn dreptul gicii si
umplerea defectului in propte de 60%.

In a 28-a zi postoperator defectul este umplut fopptie de 80%, ajrand reage
periostai discret proximalsi distal de plag.

La 35 de zile postoperator umplerea defectului estdizai in propotie de 95%,
observandu-sg reacie periostal discreti proximalsi distal de plag.

Defectul este umplut in propgg de 100% in a 42-a zi de monitorizare, cu
radiodensitate similarnesutului osos adiacesitpersistand reaia periostal discref proximal
si distal de plag.

La 56 de zile postoperator se rfira o reage periostal discref aseninatoare cu cea
observat la 42 de zile.
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7 z_jle “
‘ 14 zile -
21zile
I -
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35 zile

- I |
‘ ‘ '
42zl e -

49 de zile

56 de zile

63 de zile
Fig. 32. Evoltia radiografi@ a vindedrii osoase la lotul MC-DCP-dp

50



Modificarile radiodensitii la nivelul defectului precumsi gradul de umplere al
acestuia cutesut cu densitate asemitoare tesutului osos normal debutéadin a doua
saptamara de monitorizare. Vindecarea radiografecfost decelatla lotul MC din a 35-a zi de
monitorizaresi la lotul MC-DCP-dp la 42 de zile, ulterior nu amai putut fi observate
modificari ale densiitii sau ale gradului de umplere al defectului. Ri@aperiostal discred
observal la extremidtile placuei este consecia suprinirii vascularizgiei periostale fapt
descris dégna (2009), Xiongsi col., (2009)si de Yuehueki col., (2003).

*kk

Rezultatele privind viteza vindecarii osoase laeabud categorii de loturi (cu si far
acoperire periosta) sunt redate sintetic in tabelul @dig. 33.

Tabelul 20.

Evolutia vindeciriii osoase in urma adtiei in focarul fractural de celule periostale
cultivate in vitro

Lotul Intervalul evoluiei vindecirii defectelor osoase
14 zile 21 zile 28 zile 35 zile 42 zile
MC 25% 75% 90% 100% 100%
mai radiotransparent degésutul osos normal densitate simildrtes osos normal
MC-DCP-dp 35% | 60% | 80% 95% 100%
mai radiotransparent deaésutul osos normal densitate simildrtes
0sos normal
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80+
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40- @ MC-DCP-dp
301
201

14 zile 21 zile 28 zile 35 zile 42 zile

Fig. 33. Evoltdia vindedriii osoase in urma agi in focarul fractural de celule periostale
cultivate in vitro

CONCLUzIl

Radiologic vindecarea defectelor osoase, @patetesut 0sos cu acagialensitate cai
a tesutului osos normal din vediate la lotul MC, se produce cu 7 zile mai repedead la
lotul MC-DCP-dp.

Vindecarea defectelor osoase umplute cu matriceageoica inarcai cu celule
periostalesi acoperit cu periost, lotul MC, se produce in agelaterval de timp cai in cazul
loturilor EPT-p-2 si ETO-p-2, respectiv mai deveerou 7-14 zile comparativ cu defectele
osoase ale loturilor martor (M-dp-1 si M-p-2) sicalor plombate cu3 fosfat tricalcic.
neacoperit de periost (EPT-dp-1).
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ACTIVITATEA 2.3. ANALIZA RECUPER ARIl MORFOLOGICE — COMPARA TII
HISTOPATOLOGICE SI DE OSTEODENSIMETRIE ALE REFACERI | MASEI
OSOASE.

Pentru a putea fi stabilit cu exactitate tipulteigut osos nou format la nivelul defectelor
s-a impus analiza recuper morfologice a masei osoase, realfizgirin microscopiesi
osteodensimetrie.

MATERIALE SI METODE

Pentru evidetierea recupérii morfologice atesutului osos, la finalul perioadei de
monitorizare de la tosubiegii ambelor loturi s-au recoltat probe biologice akede la nivelul
defectelor in vederea evati prin microscopie claskcsi prin osteodensimetrie.

Pentru realizarea acestei etape s-a respectat cplottode lucru descris la
ACTIVITATEA 1.3..

REZULTATE SI DISCUTII

Analiza osteodensimetrica probelor osoase de laturilor in care defectele osoase
au fost umplute cu matrice colageni& incarcata cu celule periostalela tati subiecii la
finalul perioadei de monitorizare, sunt redateaivetul 21si fig. 34.

Tabelul 21.
Valori osteodensimetrice pentru indivizi din loturilor Tn care defectele
osoase au fost umplute cu matrice colagediéncarcati cu celule periostale

Lot | Tesut osos norma MC MC-DCP-dp
(valori de referinta
Subiect BMC BMD BMC BMD BMC | BMD
1 1,72 0,848 1,90 0,874
2 1,78 0,898 1,80 | 0,858
3 1,85 0,889 1,84 | 0,894
4 1,025 <1 1,84 0,892 1,89 | 0,842
5 1,71 0,869 1,88 | 0,850
6 1,78 0,852 1,84 | 0.882
7 1,75 0,881 1,83 | 0,830
8 1,81 0,861 1,85 | 0,86p
Valorile medii 1,78 0,875 1,84 |0,862
(16 * * * +
determirari/iot) 0.07 | 0,027 | 0.06 | 0,032
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Fig. 34. Valori osteodensimetrice pentru indivim bturilor in care defectele
osoase au fost umplute cu matrice colageimcircat cu celule periostale

Valorile cortinutului mineral osos (BMC) la loturilor MGi MC-DCP-dp sunt mai
scazute comparativ cu loturile EPT-dp-1, ETO-dp-1, HRZ si ETO-p-2, fapt explicat prin
timpul necesar celulelor periostale pentru gamprocesul de osteogerie¥/alorile determinate
se incadreazn limitele normale pentrtesutul ososaatos.

Valorile olrinute pentru densitatea osagBMD) la loturile MC, MC-DCP-dp sunt mai
mari decat cele almute la celelalte loturi experimentale dar se d@meaz in valorile
caracteristiceesutului ososanatos.

Evaluarea histologi@ a morfogenezei osoase

Lot — MC
Crearea de defecte la nivelul tibiei in care s-agadat matrice colageni& incarcata cu
celule periostalgi peste care s-a suturat periostul

Evaluarea histologica probelor de la lotul MC (fig. 35) evidgawa, dug colorgia
Novelli, prezefa osteoanelor organizate, @ldgte din 2-3 lamele precusi muguri vasculo-
conjunctivi, proveniti din periost. Traveele direate foarte vascularizate au grosimea de 70-
80 pmsi sunt localizate Tn zona sistemului fundamentakex
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Col Novelli x 8 Col Novelli x 200
Fig. 35. Imagini histologice lotul MC, a — subidgtb — subiect 6

Examinarea histologica preparatelor colorate tricromic Masson r&lew os diafizar
acoperit cu periost cu strucidamelat circumferemiala periostaki endostal (fig.36).

Central se obseiivtesut 0sos compact Haversiaataf aspecte de remaniere adétiv
Canalele nutritive au diametre variabile. Se rethapaii cu material amorf inegale, unele cu

Fig. 36. Imagini histologice lotul M-p-2 (col. Trimmici Masson x 20)

Lot — MC-DCP-dp
Crearea de defecte la nivelul tibiei plombate cu nteace colagenia incarcata cu celule
periostalesi fixata cu placi de tip DCP

In imaginile lotului MC-DCP-dp (fig. 37) pot fi oksvate osteoane in organizare,
alcituite din 2-3 lamele osoase dispuse concentrigrinl canaleor Havers care au diametrul de
60- 70 um, precungi osteoane in organizare al&ar canale Havers au diametru de 120-130
pm iar n jurul acestora pot fi obsetmauguri vasculo-conjunctivi.

55



Sw——

Col.Novelli: x 80 Col.Novelli: x 200
Fig. 37. Imagini histologice lotul MC-DCP-dp, aubgect 5, b — subiect 7

Examinarea histologica imaginilor apamand loturilor in care defectele au fost
plombate cu matrice colagenig# Incircata cu celule periostale pune in evidefi. tesut 0sos
matur la ambele lotugi sisteme Havers organizate, formate din lameleceotnice. La lotul
MC se obser¥ o activitate osteogernicsubperiostal generat de stratul vasculo-celular al
periostului. La lotul MC-DCP-dp activitatea osteagi este de tip encondral determinde
tesutul osos Tnvecinat defectului fapt conserngniat alte specii de animale utilizate in ceficiet
experimentale d€appana(2009)si Brudesi col., (1998).

CONCLUzIl

Examenul histologic al probelor lotului MC confiinprezema activiétii osteogenice
general de periostul de acoperire a defectului, acelagpecte au fost observaida loturile
M-p-2, EPT-p-%i ETO-p-2, la care defectele au fost acoperite enogt.

Analiza histologi@ a lotului MC-DCP-dp evidgiaza ca activitatea osteogericla
nivelul defectului este stinutd de tesutul osos invecinat, confirmand rezultatelénoite la
loturile M-dp-1, EPT-dp-%i ETO-dp-1, la care defectele nu au fost acopetritperiost.

56



CONCLUZII GENERALE

La nivelul defectelor acoperite cu periost, la ¢éo&dturile, este prezentactivitate
osteogenig determinat de stratul celular al periostului, caracterizptin prezem mugurilor
vasculo-conjunctivi Tntesutul osos n curs de organizare, fenomen nesamiaadefectele
tratate fira manipularea periostului.

Aditia la nivelul defectului a substitugior osasi accelereax vindecarea osoasu un
interval de timp cuprins intre $i 14 zile comparativ cu defectele la niveldrara nu s-au
adaugat substitugnosai. Astfel adtia la nivelul defectului @ fosfatului tricalcic precungi a
matricei colagenice Tecaéi cu celule periostale #jveste apania semnelor de vindecare
osoas cu 14 zile fga de defectele in care nu s-adiaght substitughosai si cu 7 zile faa de
defectele plombate cu triturat 0sos.

Diferentele sesizate radiologic, In ceea ce piiwgoerioada de vindecare a defectelor
osoase neacopeite cu perigidixate cu plag de tip DCP sunt semnificative, vindecarea apare
dupa un interval de timp de 35 — 49 zile comparativ d@efectele acoperite cu perigsiplaca
de tip DCP la care vindecarea debuliedupi 28 — 42 de zile postoperator.

Valorile osteodensimetrice, la finalul perioadeirdenitorizare de 63 de zile, whute
de la toate loturile se Tncadrédm limitele normale pentrtesutul 0sos.

Confirmarea histologic a vindedrii defectelor acoperite cu periost (plombate sau
lasate libere, fixate sau nu cu plabCP) sugne activitatea osteoprogenitoare a stratului
celular al periostului.

RECOMAND ARI PRACTICE

Folosirea trituratului osos @hut intraoperator, din fragmentele osoase sauilesth
cazul fracturilor, depus la nivelul defectului osgsacoperit cu periost s-a dovedit a fi 0
alternativd viabila, rapich si ieftina pentru inlocuirea substitudor osai de sintez, care au
preuri de achiziie destul de ridicate.
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ELEMENTE DE ORIGINALITATE

« Datele olinute pentru ghidarea periostal regeneirii osoase in urma
manipukrii chirurgicale a periostului (2010) coroborate r@zultatele otinute
prin grefarea heterotogica unor lambouri cortico-periostale vascularizate
(2009) la caine demonstréapentru prima datin literatura de specialitate
comportamentul particular de derulare a fenomend®rmorfo-osteogengz
periostad, total diferit fai de cel raportat in lucrarile de specialitate ¢adfi
propriu pentrusobolan, iepurai mini pig. Se pune in dis¢ie modelul animal
cel mai potrivit pentru transferu$i extrapolarea datelor de osteogenez
experimentaladre medicina uman

» Folosirea in premiera gianali Tn medicina veterinara osteodensimetriei de
absorhie duah pentru stabilirea morfogenezei osoase, la nivefiectelor
tibiale a adus date importante cu privire la:toartul mineral al osului (BMC)
si la densitatea mineralosoag (BMD), al osului nou format la nivelul
defectelor.

» Utilizarea trituratului de corticalosoas, acoperit cu periost ca alternditila
substitueri ososi de sintez pentru a crea suportul necesar osteogenezei
periostale, repreziaito metod inovativa aplicat pentru prima datin medicina
veterina# romaneasc

Cercetarile noastre arata ca in defectele osoatieate induse experimental la caine modul si
viteza de producere a vindecarii osoase este inttiie preponderent de manipularea
chirurgicala a periostului (acoperirea sau nu &ctefui cu periost) si mai putin de utilizarea
substituentilor ososi [plombarea (umplerea) defactu os cortical sau cu substituenti 0sosi].
Se propun, lumii stiintifice, spre validare urmatga ipoteze si rezultate:

- regenerarea osoasa a defectelor osoase corticalairla se face preponderent prin
mecanisme de osificare intramembranala atunci dandrul distructiv este plasat
chirurgical sub periost (acoperit cu periost), ataliile osului nou format fiind similare
osului normal;

- regenerarea osoasa a defectelor osoase corticadéenka, atunci cand focarul fractural
este lasat sa evolueze neacoperit de periostul;naéi face preponderent prin
mecanisme de osificare mixte (endocondral-intramramds), mai lente decat
osificarea intamembraril

- evolutia vindecarii defectelor osoase in care sHaizat tehnici de tratament bazate pe
umplerea (plombarea) defectului cu triturat osasical sau substituenti ososi minerali
(fosfat tricalcic) se desfasoara dupa modelul preanai sus, atat modul cat si viteza
de vindecare fiind decise de modalitatile de maaiguin situ a periostului;

- plombare defectelor corticale cu matrici colagemnmarcate cu celule subperiostale (de
cultura) nu aduce modificari semnificative ale zéesi calitatii vindecarii defectelor
osoase acoperite chirurgical cu periost;

- periostul lasat neatasat osului dezvolta initialofaene reactive de tip inflamator
hiperplazic si ulterior osificari periosoase in wexttatea defectului, fiind probail
responsabil de demararea osificarii de tip secyndar

- vindecarea primara a defectelor osoase este ppgbih demararea in faza initiala a
mecanismelor de regenerare caracteristice osificét@membranoase si deabia ulterior
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a osificarii encondrale, derulararea seventialandfiiinfluentata de tehnicile de
manipulare chirurgicala in situ a periostului ?

in tratamentul pierderilor osoase fracturale, bgmaprincipiile osteosintezei biologice
cu tehnici de MIPO (Minim Invasive Plate Ostheoswsis) si montaje de fixare de tip
“briding” cu placi de tip LCP (Locking CompressioRlate) vindecarea osoasa
superioara se datoreaza neinterventiei directeotarfcu netulburarea fenomenelor
reparatorii amorsate in momentul producerii (céagapulare cu celule pluripotente
din maduva hematogena) sau rolul preponderant dstenut de nemplificare
distructiilor ( in special vasculare) prin abtingrde la interventia chirurgicala asupra
stratului periostal din focarul de fractura ?
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