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ACTIVITATEA 2.1. Elaborarea modelului experimental animal

Planul de realizare a acestei activitati a presapganizarea a mai multor loturi experimentale osdbnate
tipului de transplant periostal si in consecintazdite in subetape de lucru:
- Implantarea topica (2.1.A)

- lambouri periostale de pe os spongios pe osgps (2.1.A)

- lambouri periostale de pe os cortical pe osicair(2.1.4)
- Implantare heterotopica (2.1.B) os cortical-periost spongios (femur acoperit cuigse scapular)si
respectiv 0s spongios-periost cortical (spata awapss lambou periostal femural).
- Implantare ectopica (2.1.C)

- lambou liber de periost spongios (nevasculgrizg2.1.C)

- lambou liber de periost cortical (nevasculadizaf2.1.C)

- lambou de periost cortical (vascularizat) — @31

- lambou de periost cu fragment osos corticaimuie(vascularizat) - (2.1

- lambou de periost cu fragment osos corticabie tjvascularizat) - (2.13%
Toate animalele incluse in loturile experimentalef@st deparazitate si vaccinate (DHPPi + RL) siima
examenului clinic preoperator considerate sanatoase

2.1.A — Modelul animal de implantarea topiéd a lambourilor de periost

2.1.A"- Transplant lambouri periostale de pe os spongigse os spongios
(de pe spata drea@ppe spata stadfigi de pe spata staage spata dreapt

Studiul s-a realizat pe 8 céini (tabelul 1), deirasmurd, de ambele sexe, cu varsta cupriimgre 2
Y% anisi 5 ani, cu greutate corpo#alintre 18si 29 kilograme, de la care sub anestezie geheral
(acepromaziih — ketamifd — izofluran) s-a recoltat periost din fosa supiaspsi dreapd si s-a transplantat
in fosa supraspinoastang, iar din fosa supraspinaastang s-a transplantat pe locul ramas deperiostat pe
fosa supraspinoasireapi.

Tabelul 1.

Subiect Sex Greutatd Varsta
(kg) (ani)

1 Mascul 24 21/2
2 Mascul 18 3
3 Mascul 26 4

4 Femela 23 3%

5 Mascul 25 41
6 Mascul 29 4
7 Femela 20 3
8 Femela 19 5

Protocolul anestezic a constat in: administraré@venoas a premedicgei anestezice 0,4 mg/kg
Acepromazii 1% urmai la interval de 15 minute de 8 mg/kg KetainitD% duj care subied au fost
intubai si conectati la aparatul de nar&oinhalatorie — circuit semiinchis - folosindu-se foat durata
interveniei Izofluran la concentta care au variat intre 5 %i 0,5 %, acestea fiind corelate cu timpii
operatori. Intraoperator pacientii au fost moniati dupa un protocol standard neinvaziv care &usnc
masurarea la intervale prestabilite de timp (5 ne@pa presiunii arteriale (sistolice, diastolicersedii), a
saturatiei hemoglobinei in oxigen, a frecventedace si a pulsului si a frecventeui respiratorii.

Abordul regiunii s-a facut prin acces clasic, prgizia pielii in regiunea supraspinoasa urmata de
ridicare-departare a muschilor infra- si supraspin@dg. 1.a) si evidentierea suprafetei osoaseoseif
supraspinoase de pe care dupa deperiostare s-@tardambouri cu o suprafata de cca 22c(ﬁg.1 b).
Lambourile olinut au fost transplantate in locdinmas deperiostat de pe spata opusa (fig. 1c siwuf)aD
transplantare pielea s-a suturat in puncte separate



Analgezia postoperatorie a fost asigurata prin atbtnarea de Butorfanol 0,25 mg/kg la interval de
4 ore in primele 12 ore dajntervenie.

Fig. 1.a,b,c,d. Aspecte intraoperatorii

2.1.A% - Transplant lambouri periostale de pe os corticape os cortical
(de pe femurul drept pe femurul st&ngle pe femurul stang pe femurul drept)

Studiul s-a realizat pe 8 caini (tabelul 2), deire@muri, de ambele sexe, cu varsta cupriigre 3
si 5 ani, cu greutate corpoiaintre 17si 27 kilograme, de la care sub anestezie geh¢pabtocol anestezic
identic cu cel aplicat lotului 2.1'As-a recoltat periost de pe diafiza femaidleapi si s-a transplantat pe
diafiza femural stang, iar de pe diafiza femuralstang s-a transplantat pe locul ramas deperiostat pe
diafiza femural dreapi. Postoperator s-a asigurat analgezia prin admamést de Butorfanol in doza de
0,25 mg/kg, la interval de 4 ore in primele 12 dugi intervenie.

Tabelul 2

Subiect Sex Greutate Varsta
(kg) (ani)

1 Mascul 22 3%
2 Mascul 19 4
3 Femela 17 3

4 Mascul 25 41
5 Mascul 27 5
6 Mascul 23 3

7 Femela 20 3%
8 Mascul 21 4

Accesul la periost s-a facut prin incizia pileii faga laterala a regiunii copsei, in treimea sugzes,
urmata de dilacerarea boanta a musculaturii (mdroxeps) cu evidentierea razei osoase, diafizaipraba

3



(fig. 2a, b). Prin tehnici de decolare a periostshau recoltat lambouri cu o suprafata de cca 2 denpe
femurul dreptsi de pe femurul stang, lambourile totute au fost transplantate in locul deperiostat pe
femurul opus (fig. 2 ¢, d). Dupa transplantare plamuscular a fost suturat in fir continuu cu meder
resorbabil iar pielea s-a suturat in puncte separat

Y _ 5 d
Fig. 2. a, b, ¢, d, Aspectul intraoperator al réeolsi transplanirii de periost

2.1. B. - Modelul de implantare heterotopic
[os cortical-periost spongios (femur acoperit ctiqet scapulari respectiv os spongios-periost
cortical (spata acopegitu lambou periostal femural)]

Studiul a fost realizat pe 8 caini (tabelul 3),rdgi comura, de ambele sexe, cu varsta cuptiigre
2 % si 4 Y% ani, cu greutate corpoiaintre 16si 26 kilograme, de la care sub anestezie geheral
(acepromaziin — ketamia — izofluran — protocol identic cu cel aplicat inodelul experimental A) s-a
recoltat periost din fosa supraspinbasspetei dreptgi s-a transplantat pe diafiza femuratang, iar de pe
diafiza femural stdng s-a transplantat pe locul ramas deperiostat Ta fgraspinoasdreapi. Post
operator s-a asigurat analgezia prin administrdeeButorfanol 0,25 mg/kg la interval de 4 ore Timale
12 ore dup intervenie.

Tabelul 3.
Subiect Sex Greutate Varsta
(kg) (ani)
1 Mascul 26 3
2 Mascul 18 2%
3 Mascul 24 4
4 Femela 23 3
5 Femela 16 4
6 Mascul 25 3
7 Femela 22 41
8 Femela 19 2%

Accesul operator la diafiza femurala a fost claaimrdarea laterala in treime proximala-mijlocse, i
spata prin abordare laterala pe spina scapulaidicare- departare a muschilor infra- si supraggin



S-au recoltat lambouri cu o suprafata de cca 2 ae pe femurul drepti de pe femurul stang,
precumsi din fosele supraspinoase ale spetelor, lambodelg@e femururi au fost transplantate in locurile
deperiostate de pe spete, iar lambourile de pe $pdocurile deperiostate de pe femururi (figi 8)s

A C / d
Fig. 4. a, b, c, d, Aspectul intraoperator al trastrii heterotopice a periostului
(a,b- femurul drept, c,d- femurul stang)

2.1.C — Modelul de implantare ectopica

Studiul a fost realizat pe 20 caini (tabelul 4),rdeéi comurd, de ambele sexe, cu varsta cugtins
intre 2si 5 ani, cu greutate corpo#iaintre 20si 32 kilograme, repartizati conform tabelului 4,dare sub
anestezie generala (protocol anestezic unic desmatésior) s-au realizat implantarea ectopica.



Tabelul 4.

A

Subiect Sex Greutate Varsta Model de transplantare
(kg) (ani)

1 Mascul 26 3 2.1.C
2 Mascul 25 4 lambou liber de periost
3 Mascul 29 5 spongios (nevascularizal
4 Femela 32 3%
5 Femela 26 4 2.1.C
6 Mascul 25 3 lambou liber de periost
7 Femela 20 4% cortical (nevascularizat)
8 Femela 21 2Y
9 Femela 27 4 2.1.C
10 Mascul 29 2 lambou de periost corticd
11 Femela 31 2 (vascularizat)
12 Femela 31 4
13 Femela 22 2 2.1.C
14 Femela 26 2 lambou de periost cu
15 Mascul 21 4 fragment 0sos cortical -
16 Mascul 20 5 femur (vascularizat)
17 Mascul 20 5 2.1.C
18 Mascul 22 3% lambou de periost cu
19 Mascul 24 4 fragment osos cortical -
20 Femela 26 2% tibie (vascularizat)

Accesul operator la diafiza femurala in scopul heeo fragmentului de periost liber cortical, asto
clasic prin abordare laterala in treimea proxinmaigecie. Pentru recoltarea lamboului liber de psti
spongios, spata a fost abordata lateral pe spiautara. La fiecare individ s-a lucrat pe ambelenime
pelvine, respectiv toracale. Lambourile rezultateral o suprafata de cca 2 Tan fost implantate ectopic in
musculatura membrului opus recoltarii, periost stapstang Tn mgchiul triceps drept — lot 2.1Gfig. 5),
periost femural stang in mehiul cvadriceps femural drept — lot 2.1 (g. 6), precum si invers.

Fig. 5. a,b,c, Aspect intraoperator al impfaintectopice a lam
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bourilor periostale — lot 2.1.C



Fig. 6 a,b,c, Aspecte intraoperatorii a,b- recettidamboului periostal, ¢ —implantarea periostiriun.
cvadriceps lot 2.1.€

La lotul 2.1.C accesul operator la diafiza femurala a fost cas$ic| descris anterior. Prin tehnici de
decolare a periostului de pe suprafata osoasassit ridicarea pe trei laturi a unui lambou de/3 &m cu
mentinerea continuitatii cu periostul osos (lamb@scularizat). Punerea in evidenta a vascularizatie
lamboului s-a realizat prin fluoroscopie continuapd injectarea de substante de contrast (ultravist)
intraoperator in artera femurala al carei accessadbtinut prin descoperire in regiunea inghine&mboul
vascularizat a fost trecut printr-un tunel muscitamuwchiul cvadricepsi a fost amplasat la aproximativ 1
— 1,5 cm cranial de diafiza femutain treimea mijlocie (fig. 7). Periotul a fost itaptat sub forma rulata,
cu mentinerea la interior a stratului celular,ixsaf la musculatura prin sutura in doua puncte isEpa




Fig. 7. Aspect intraoperator, a) decolarea periostascularizat de pe diafiza femutateimea mijlocie; b)
crearea tunelului intramuscular; c) crearea cilihdrperiostal in musculatérd) sutura cilindrului periostal
la musculatut; e,f) aspectul cilindrului periostal suturat lasoulatu lot 2.1.C

La lotul 2.1.C accesul operator la diafiza femurala a fost casic| descris mai sus. Dupa incizia
periostului, pe trei laturi ale unui dreptungi, staimitat dimensiunea implantului (1,5/4 cm). Qutarul
unei dalti la capatul liber al lamboului s-a dedupa fragment osos de de mici dimensiuni cu menrgiae
contactului cu periostul. S-a continuat decolareaogtului pe lungimea delimitata initial obtinanse
lamboul de periost vascularizat cu fragment osod”icad. Lamboul vascularizat — dupa verificare
angiografica similar tehnicii aplicate la lotul aribr - a fost trecut printr-un tunel muscular Tgehiul
cvadricepssi amplasat la aproximativ 1,5 — 2 cm cranial defigiafemural, Tn treimea mijlocie cu
ancorare cu fir de sutui{catgut) la mechi (fig. 8).

Fig. 8. Aspect intraoperator, a) decolarea periostascularizat impreuincu fragmentul osos de pe diafiza
femurak treimea mijlocie b) crearea tunelului intra musel trecerea flap-ului periostal ¢) sutura flap-ului
periostal vascularizagi a fragmentului osos la musculaturd) aspectul flap-ului periostal suturat la
musculatux — lot 2.1.C

La lotul 2.1.C accesul operator la tibie (treimea inferioarapst tel clasic, pe partea mediala. Prin
fluoroscopie intraoperator dupa injectarea de suibst de contrast s-a pus in evidenta vascularizatia
viitorului lambou si la sfarsit imediat postoperata verificat mentinerea continuitatii vascularBupa
incizia periostului, pe trei laturi ale unui dreptjil care au delimitat dimensiunile lamboului (apnoativ
1/2 cm) prin daltuire s-a decupat osul pe cele laRiri rezultand un lambou osteo-periostal caf®s
rabatat in tesutul muscular adiacent (fig. 9,1013i



B i

Fig. 9. Aspecte intraoperatorii lot 2.%.6€ubiect 18: evidgierea arterei femuralg
injectarea substantei de contrast (a), delimittregmentului de periost (b), desprinden

D

lamboului osteo-periostal (c), ridicarea-rabatdaeaboului (d)

or R

rea macroscopica a
vascularizdei fragmentului de periost delimitat (a), delimméa prin daltuire (b),
decolarea-rabatarea lamboului osteo-periostal adingzea vascularizei (c),
implantarea Tn muscuatura invecih@t)

a



Fig. 11 Aspect fluoroscopic postoperator imedigialadministrarea de ultravist in scopul
evidentierii continuitatii vasculare a lamboulutes=periostal - lot 2.1 TCsubiect 20

REZULTATE

Modelul experimental propus este realizabil faiseantampina dificultati tehnice deosebite in ceea
ce priveste prelevarea si implantarea topica, bpiea sau ectopica.

Modelul animal canin ofera avantajul, fata de amé@ieade laborator, folosirii instrumentarului
ortopedic uzual.

Concluzie

Cel sapte modele experimentale canine sunt redbézdéra a se intampina dificultati tehnice
deosebite.
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ACTIVITATEA 2.2. Monitorizarea clinica si paraclini ca a modelului animal realizat

Monitorizarea postoperatorie a celor opt loturindedele animale pentru grefele de periost (de pe os
spongios pe os spongios - 2.1.4e pe os cortical pe os cortical - 2.3.8e pe os cortical-periost spongios
si respectiv 0os spongios-periost cortical 2.1.B, Banri ectopice nevascularizate: lambou liber deoger
spongios - 2.1.Esi de periost cortical — 2.1°Clambouri ectopice vascularizate: periost cortied.1.C,
periost cu fragment o0sos cortical — femur - 2*kiQperiost cu fragment osos cortical — tibie - @°].s-a
facut pentru o perioada de 63 de zile, cu excdptidui 2.1.C la care monitorizarea este in derulare
situandu-ne la momentul 21 de zile (lot constituferior datorita rezultatelor obtinute la loturgel.C
2.1.C), prin:

- examen clinic zilnic timp de 21 zile postoperaiomarindu-se:

- status clinic general (frecventa cardiaca, fratagespiratorie, temperatura
corporala, aspect mucoase, apetit, defecare rajina

- aspectul plagilor postoperatorii si vindecareaziei,

- sensibilitatea dureroasa la palpare,

- habitus, comportament (inclusiv algic postopeajato

- atitudine in statiune, locomotie,

- examen radiografic prin radiografie conventionalaexamen fluoroscopic al zonei de interes
preoperator, imediat postoperator si apoi la 7,214,28, 35, 42, 49, 56 si 63 de zile urmarindinfi@enta
la locul de implantare, reactie tisulara in veca@t reactie vasculara, modificari de radioopazitRentru
examinarea floroscopidoti subiecii au fost anesteziela fiecare examinare, s-au folosit Acepromaziria O
mg/kg, Ketami&i 3 mg/kgsi narcoz inhalatorie pe masca cu lzofluran la conceigrae 1% timp de
aproximativ 30 de minute pentru fiecare examinare;

- injectare de fluorocromi la lotul 2.136i 2.1.C, 0,25 mg/kg tertraciclina SC (ziua 1 a monitotiizar
postoperatorii), 0,25 mg/kg alizarina red SC (iuazi2l a monitorizarii postoperatorii) urmata de
administrarea dupa 14 zile a 0,25 mg/kg calceinaiSflipa alte 21 de zile a tetracilinei cu receltdupa o
saptamana in scopul evidentierii tesutului osos fosmat. Prelevarea prin acces operator a fragrt@nte
periostale plasate ectopic in musculatura, intredes in alcool 70 volume urmat de bai seriate pentr
deshidratare, inglobare in parafina, taiere urnfiatae pe lama cu interpretare histologica la nscap cu
fluorescenta.

REZULTATE si DISCUTII

In perioada postoperatorie imediata s-a constatabti indivizii luati in studiu un status clinic
general bun, fara tulburari de locomotie si cu omportament alimentar normal. Ingerarea primulin ta
postoperator s-a facut la un interval de maxim & @apt ce dovedeste eficienta medicatiei analgeiric
recuperarea postoperatorie.

Valorile temperaturii corporale s-au incadrat mitele normale.

Sensibilitatea algica la palparea plagii regiudieaente plagii operatorii prezenta in primele 3id
postoperator a disparut complet la 7 zile, indifiéde tipul de grefa practicat.

Vindecarea plagii operatorii s-a realizat primatda indivizii inclusi in experiment (fig. 12 a,, lz)
cu exceptia unui individ (subiectul 2 lotul 2.%-Afig. 12 d) la care datorita spatiului limitat deswére si a
comportamentului agitat s-a format un serom sipsealus dehiscenta plagii pe o lungime de 2 cm,glag
care ulterior s-a vindecat secundar in timp de damamani, interval de timp in care a persistduserea,
de intensitater moderata, la palparea regiunii.

11



C % d
Fig. 12. Aspectul @igilor operatorii la 7 zile postoperator

La lotul 2.1.A si 2.1.4 in urma analizei imaginilor obtinute preoperaiarediat postoperator si la
intervalele de timp precizate in protocolul de ntorizare nu s-au constatat modificale radiodensitii
tesuturilor la locul de implantare la nici unul dantindivizi pe parcursul intregii perioade de mori#are
(fig. 13, 14, 15, 16), ceea ce semnifica recuno@stea structura self a lamboului periostal cu menda
viabilitatii sale, aderarea la substratul ososaistomozarea lui la periostul invecinat
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Fig. 13. Lot 2.1.A Aspect fluoroscopic al spetelor, incidenta cau
craniala, preoperator (al - spata dreapP - spata staay imediat
postoperator (bl- spata dregpth2 - spata stady la 7 zile
postoperator (cl - spata dregpt2 - spata stady la 21 (d1 - spat
dreapi, d2 - spata staaysi la 63 (el - spata dredape2 — spats
stanga).

~
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. . e
Fig. 14. Lot 2.1.AAspect radiografic al spetelor, incidenta caudareia, preoperator (a) si la 7 zil
postoperator (b — spata dreapta, ¢ — spata stanga)

[

‘.||
Fig. 15. Lot 2.1.A(subiect 3)- aspect radiografic al femururilor,
incidenta cranio-caudala, preoperator (a) si lde7postoperator (b)
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Fig. 16. Lot 2.1.AR Aspect fluoroscopic al femurului, incidenta
cranio-caudala, preoperator (al - femur drept, d8mur stang),
imediat postoperator (b1l- femur drept, b2 - fentdng), la 7 zile
postoperator (cl - femur drept, c2 - femur stafegRl (d1 - femur
drept, d2 - femur stang) si la 63 (el - femur dreft— femur stang).

La lotul 2.1.B — implantare heterotopic@s cortical-periost spongios respectiv 0s spongersst
cortical, in urma analizei imaginilor obtinute ppspator, imediat postoperator si la intervaleletidgp
precizate in protocolul de monitorizare nu s-au statat modifiéri ale radiodensitii tesuturilor sau
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structurii osoase la locul de implantare la niciuludintre indivizi pe parcursul intregii perioade d
monitorizare (fig. 17, 18, 19 si 20).

e2
Fig. 17. Lot 2.1.B Aspect fluoroscopic al spetelocidenta caudo-craniala, preoperator (al - spata
dreapi, a2 - spata staay imediat postoperator (b1- spata dréap® - spata staiy la 7 zile postoperator
(cl - spata dreafptc2 - spata stagy la 21 (d1 - spata dreaptd?2 - spata staaysi la 63 (el - spata dreapt
e2 — spata stanga).
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bl b2
Fig. 18. Lot 2.1.B Aspect radiografic al spetelocidenta caudo-craniala, preoperator (a), lag zil
postoperator (b1- spata dregi2 - spata staiay

il CA b
Fig. 19. Lot 2.1.Hsubiect 12)- aspect radiografic al femururilogidenta cranio-caudala,
preoperator (a) si la 7 zile postoperator (b)
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Fig. 20. Lot 2.1.BAspect fluoroscopic al femurului, incidenta cracedala, preoperator (al -
femur drept, a2 - femur stang), imediat postoperdd- femur drept, b2 - femur stang), la 7 zile
postoperator (cl - femur drept, c2 - femur stalag2l (d1 - femur drept, d2 - femur stang) si |a(&B -
femur drept, e2 — femur stang).

In urma analizei imaginilor obtinute de-a lungutra@yii perioade de monitorizare, la indivizii
loturilor cu grefa periostala nevascularizata 2.1flg. 21) si 2.1 @ (fig. 22) nu s-a constatat nici o
modificare a radiodendiii tesutului muscular in care s-a implantat grefa taia, fapt care permite
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avansarea ideiiacperiostul nevascularizat implantat ectopic in nulestia nu este capabil de a gengzaut
osos de neofornti@. De asemenea, imaginiler radiografice conveat®rsi digitale nu releva prezenta
vreunei modificari de radiodensitate la nivelulubg de prelevare a fragmentului de periost.

d1 d2
Fig. 21. Lot 2.1.& Aspect fluoroscopic al musculaturii in care s-almmpat grefa nevascularizata
de periost de pe 0s spongios, postoperator (edepsidrept, a2 — triceps stang), la 7 zile
postoperator (b1 —triceps drept, b2 — triceps 3tda@1 zile (c1 —triceps drept, c2 — triceps gjan
si 63 de zile (d1 —triceps drept, d2 — triceps@tan

Datele obtinute Tn urma studiului efectuat confirnezultatele obtnute de ai autori (Carlton R.,

Fang J. si Hall B.K., Frankenhuis Van Den Heuvél.M si colab., O'Driscoll S.W. si colab.) care susa
implantarea unui lambou periostal ectopic nevasiaaf n timp determihresorbia acestuia.
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Fig. 22. Lot 2.1.& Aspect fluoroscopic al musculaturii in care s-a lamgat grefa nevascularizata

de periost de pe os cortical, postoperator (alnufalrept, a2 — femur stang), la 7 zile postoperato
(b1 — femur drept, b2 — femur stang), la 21 zile{demur drept, c2 — femur stang) si 63 de zile (d

— femur drept, d2 — femur stang)

In urma analizei comparative a imaginilor obtinpgi parcursul intregii perioade de 63 de zile de
monitorizare postimplantare nu s-au constatat nuadifale radiodensitii tesuturilor in zona musculara de
implantare la nici unul din indivizi lotului expenental 2.1.€la care lamboul implantat a fost vascularizat
(fig. 23). Rezultatele experimentelor ,in vitro” tifiute in etapa anterioara a derularii proiectului sunt
confirmate de date actuale ale experimentului jyot
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Fig. 23. Lot 2.1.€ Aspect fluoroscopic al musculaturii membrului dregtbiect 12, in care s-a
implantat grefa vascularizata de periost de peodical, preoperator (a), postoperator (b), lal& zi
postoperator (c), la 21 zile (d), la 42 de zilegig)3 de zile (f).

La toti indivizii lotul 2.1.C examenul fluoroscopic a pus in evidenta prezemignientului osos care
si-a mentinut radiodensitatea pana la 21 de zile.sM constatat nici o modifcare de radiopacitate a
tesuturilor invecinate inclusiv a lamboului peradsia examenul efectuat la 28 de zile se obsexgiaaerea
radiodensitatii, fenomen constatat la toti subidotului, cu disparitia completa la 42 de zileg(f4).
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Fig. 24. Lot 2.1.¢ subiect 15Monitorizarea fluoroscopica zonei de implant,

membrul stang, subiect 15, preoperator — tesutasaifa), postoperator (b), la 7 zile
postoperator (c), la 21 zile (d), la 42 de zileqie)3 de zile (f)
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Rezultatele obtinute in prezentul studiu nu sumificmate de datele din literatura in care lambauril
periostale care includ fragment 0sos si au contiteiivasculara, genereaza tesut 0osos la locul planmtare
ectopica. In acele cazuri experimentele au fostldts pe cobai, iepuri si primate iar zonele delampau
fost altele — maxila, mandibula, tibie, creastacdi (Sauerbier S. si colab, 2003, Penteado C.\80,19
Carlton R., 1984). In baza acestor observatii puiagansa ideea unui comportament diferit in cazinetai.

La loturile 2.1.6 si 2.1.C lipsa formarii tesutului 0sos pe periostul vasdakt, respectiv resorbtia
fragmentului osos atasat periostului, constatateurima examenelor imagistice, nu au facut posibila
recoltarea la 63 de zile a tesutului pentru exarnemii microscopie cu fluorescenta.

La toti indivizii lotului 2.1.C pana la 21 de zile, data celei mai recente exairfinaroscopice, se
evidentiaza prezenta fragmentului osos care istimemadiodensitatea. Comparand imaginile obtirate4
zile cu cele de la 21 de zile se constata cresta@iadensitatii lamboului cu mentinerea dimendami
initiale. Nu se constata in tesuturile invecinata o modifcare de radiopacitate (fig. 25 si 26).

e
Fig. 25. Lot 2.1.€— subiect 17. Aspecte fluoroscopice ale
lamboului ectopic cortical tibie — membrul dregtreoperator (a),
imediat postoperator (b), postoperator la 7 zi)eléc14 zile (d), la
21 de zile (e).
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f a — b b

Fig. 26. Lot 2.1.€— subiect 19. Aspect radiografic al zonei cu lambotopic cortical

tibie — membru drept, incidenta medio-laterala radg diferite de rotatie, imediat
postoperator (a), la 21 de zile postoperator (b).

Diferentele constate intre loturile 2.£.61 2.1 C pana in ziua a 21 de monitorizare imagistica, adica
cresterea radiodensitatii lamboului in cazul ingiar lotului 2.1 C, pot fi explicate prin mentinerea
continuitatii osoase la locul de basculare al laniio Resorbtia fragmentului de os atasat capatului
lamboului periostal poate fi atribuita lipsei dentauitate ososa datorita implantarii ectopice itathta mai
mare.

CONCLUZII

1. Grefele libere de periost cortical sau spongigdantate topic sau heterotopic pe un suport 0sos
in vivo isi mentin viabilitate fara a induce moddiri asupra suportului 0sos primitor integru.

2. Implantarea ectopica de periost liber cu pravemia corticala sau spongioasa duce la resorbtia
grefei, comportament diferit fata de studiile inavicare implica cultivarea pe medii de diferentiere

3. Implantarea ectopica de lambori periost-osoaascularizate mentine atat viabilitatea cat si
capacitatea ostogenica a grefei. Rezultatele distimodica, in premiera, drept conditionare a
succesului grefarii periostale mentinerea la nilelnitiere a suportului osos subiacent.
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ACTIVITATEA 2.3. Studiul histopatologic al implantului periostal

Sub anestezie generala inhalatorie cu miorelaxarepfomazina-ketamina-succinilcolina-isofluran)
de la indivizii loturilor 2.1.A, 2.1.4 si 2.1.B s-a recoltat fragment de tesut osos ciogtedin zonele de
grefa in vederea investigatiilor histologice (f&Y.).

Dupa recoltarea chirurgicala a pieselor caini & fi@atati ortopedic specific si redati biobazei.

Fig. 27. Aspect intraoperator - recoltarea fragralemtde tesut 0sos cu periost grefat

Prelucrarea pieselor recoltate s-a realizat dupetarul protocol de lucru:

Fragmentele de os cu periost au fost introduseairsdriate de alcool etilic pentru deshidratare
(tabelul 5).

Tabelul 5.
Etapele deshidrati in vederea Tnglodrii

(conform prospectului Technovit 9100 New al praitacului Hereus Kulzer)

Etap Soluie Concentrge Timp
Deshidratare -1 Etanol 70% 1h
Deshidratare -2 Etanol 80% 1lh
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 @ldii intermediare in xilen, premeipare etapelor de
preinfiltrare, respectiv de infiltrare.
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in vederea ofinerii seciunilor histologice cu ajutorul microtomului cu disiamantat Leica SP1600,
specimenele au fost Tnglobate dyprotocolul sistemului Technovit 9100 New (fig. 2&pelul 6), care
presupune etapele de preinfiltrare, infiltrairénglobare propriu-zis(tabelul 7).

Fig. 28. Sistemul de inglobare Technovit 9100 New

Tabelul 6.
Componentele sistemului Technovit 9100 New
Nr. crt. | Componeinat Cantitate
1 Soluie Basic 1000 ml
2 Pudi PMMA 120 g
3 Intaritor 1 8 plicuria 1l g
4 Intaritor 2 10 ml
5 Reglator de polimerizare 5ml

Soluia Basic este compaiglin monomeri — molecule organice cu cefipw dubf legitura carbon-
carbon. Se fologge atat in forra stabilizai (livrata de produdétor), catsi destabilizai. Destabilizarea
soluiei a fost realizaitca urmare a trecerii acesteia printr-o cofode cromatografie in care s&ésgste oxid
de aluminiu. Soltia destabilizat a fost depozitatin flacoane brune la 4°C.

Pudra PMMA este afituita din microparticule de polimetilmetacrilat (PMMAI) este folosii pentru
a reduce ganea contractil exercitai de procesul de polimerizare asupra probei tisulpodimerisation
shrinking), pentru a diminua energia terénigeneral acest procesi pentru a imbuitati calitatile
polimeriZzirii.

Intaritorul 1 este un derivat de dibenzoil peroxid ¢drecombingie cu intiritorul 2, declageaz
polimerizarea.

Intaritorul 2 este cea de-a doua compoaensistemului de ifiere a polimerizrii si actioneaz ca
un catalizator asupra &mitorului 1 pentru a permite polimerizarea chiala temperaturi sub 0°C.

Reglatorul de polimerizare este un compus orgaaie asigut polimerizarea controlatchiarsi a
unor cantisti mari de polimer, dra o cretere semnificati¥ a temperaturii in timpul regei.
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Tabelul 7.
Etapele preinfiltirii si infiltr arii
(conform prospectului Technovit 9100 New al pradaaului Hereus Kulzer)

Etap Soluie Timp
Preinfiltrare-1 Technovit 9100 New Basic (stabilida 1h
Preinfiltrare-2 Technovit 9100 New Basic (stabitia+ Intiritor 1 1h
Preinfilirare-3 (4°Q)Technovit 9100 New Basic (destabilizat Intiritor 1h

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

Prepararea mixturii de Tnglobagieinglobarea pieselor histologice. Amestecul dddingre (tabelul
8) a fost realizat prin combinarea a aqgarti soluie A cu o parte solie B, chiar inainte de folosire. Cele
douwa soluii au fost introduse intr-un pahar de Berzekusmogenizate cu o bagliede stick. Potiunile de
0s cu implante dentare au fost pmiate Tn recipiente din PVG acoperite complet cu mixtura de
inglobare. Aceste recipiente au fost introduse &paiuva unui aspirator chirurgiceil s-a creat vacuum
patial timp de 15-20 de minute, timp Tn care mixtwa solidificat. Continuarea procesului de polimare
a fost asiguratprin meninerea specimenelor la temperatura de -20°C, tienp4dde ore (valoare termiigi
interval de timp recomandate de prodtoc). Specimenele au fost apoi miente la temperatura de
refrigerare pentru o & urmand ca inainte de realizareatisgilor i fie lasate n repaus pentru a ajunge la
temperatura camerei.

Tabelul 8.
Prepararea sdfiilor de lucru din componentele sistemului Techh®400 New
Component | Soluie Puda Intaritor 1 | Tntaritor 2 | Reglator de| Depozitare
Etap Basic PMMA polimerizare
Preinfiltrare 200 ml 19 temp.
camerei
Infiltrare 250 ml 20 g 1g/29g 4°C
inglobare A| 500 ml 80 g 3gldg 4°C
inglobare B 50 ml 4 ml 2 ml 4°C

Secionarea pieselor inglobate. $ienile au fost efectuate in plan perpendicular gel dung al
osului. Specimenele au fost fixate cuagina epoxidica pe phcuta port-pies si au fost instalate in suportul
aparatului (fig. 29).
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Fig. 29. Aspectul microtomului cu specimenul g@itégoentru nivelare

In prima faz a fost stabilit nivelul la care trebuie regulatizauprafga specimenului, astfel incat s
fie oktinuta 0 sediune prin toat grosimea fragmentului osos. Oupegularizarea suprafs probei a fost
reglat microviza microtomului pentru a gbe seduni cu o grosime de 30 micrometri.

Secionarea a fostatuta cu o vitez de avans redéssi racire abunderit cu jet de ap pentru a
preveni crearea de viliiiaale discului diamantagi consecutiv, deteriorarea acestuia sau despriadeselui
din materialul de inglobare (fig. 30).

Fig. 30. Detaliu deicire

Indepirtarea polimerului din seani.

Pentru a face posiliilcolorareaesuturilor din componea secunilor obtinute dua metoda descris
mai sus, acestea au fost supuse procesului degesagra polimerului Tnglobat, urmand uitwarele etape
(tabelul 9):

Tabelul 9.
Etap Soluie Timp Temperatur
1 Xilen 2-3 ki x 20 minute temp. camerei
2 2-metoxietilacetat 1 baie x 20 minute temp. cainer
3 Acetor puri 2 ki x 5 minute temp. camerei
4 Apa distilaté 2 ki x 2 minute temp. camerei

Preparatele au fost colorate prin metoda Tricrameclat in tabelul 1Gi vizualizate la microscopul
optic Olympus CX41 cu camefoto Olympus PS 300.
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Etapele colorgei

Tabel 10

Etap Soluie Timp
1 Hematoxilira Harris 5-7 minute
2 Apa robinet 5-10 minute
3 Apa robinet 5 minute
4 Apa distilat Se chteste
5 Pondceau 5 minute
6 Apa distilata Se cliteste
7 Apa distilat Se cliteste
8. Orange G. 15 minute
9 Apa distilat Se chiteste
10 Alcool 70° Se dleste
11 Alcool 80° 5 minute
12 Alcool 95° 5 minute
13 Alcool absolut 5 minute
14 Alcool absolut 5 minute
15 Benzen 15 minute
16 Benzen 15 minute
17 Montare  (Balsam d

Canada) ’e

Din fiecare proba recoltata au fost prelucratexang@nate 2 lame. Pe fiecare lama au fost urmarite:

aspectul periostului transplantat

aspectul tesutului osos adiacent stratului ceilperiostului,

potentialul osteogenic al celor doua tipuri de @sri(femural si scapular) si al periostului
implantat heterotopic,

tipul de osificare indusa,

structura matricei osoase.

REZULTATE

in urma examiari imaginilor lamelor de la indivizii lotului 2.1.As-a constatat ca lahgtratul
celular al periostului sunt prezente celule osoasieoidale (osteoblaste) de dimensiuni mari spexific

tesutului osos spongios cu spatii mari intre osteqéig. 31).

Fig.31. Subiect 1, lot 2.1:Amembru drept, obiectiv 60x
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La indivizii lotului 2.1.A s-a constatat ca laagtratul celular al periostului sunt prezente eelul
osoase cuboidale (osteoblaste) specifg=sitului 0sos compact. In imaginile examinate dpimsosi sunt
acoperii de osteoblaste (fig. 32). Aceste osteoblaste ioa@njoara spiculii 0o pot fi inactive dasi celule
osoase progenitoare (Banks W.J., 1993), aceagtecktulara activa situandu-se imediat pe suprafsieui
si sub stratul celular al periostului (fig. 32 $3)3 Natura lamelara a osului este indicata de dispo
ordonata a lacunelor osoase ceea ce pledeaza peefriinerea viabilitatii osului (fig. 33). Organiea
structurala a periostului dispus sub forma stratiillwos si a celui celular se distinge cu usurimtaoate
campurile examinate.

Fig. 32 Subiect 4, lot 2.1°A membru stang, ig. 33 Subiect 6, lot 2.1/Amembru stang,
obiectiv 60x obiectiv 90x

La indivizii lotului 2.1.B, transplant heterotopila examinareaesutului 0sos spongios peste care a
fost transplantat periost de pe os cortical, sseplat @ se pastredzarhitectura celulelor osoase specifice
tesutului osos spongios, remarcandu-se osteoane presumsi spgii interosoase largi (fig. 34). La
examinaregesutului 0sos compact peste care s-a transplaetatsp de pe os spongios, s-a constaiat c
tesutul osos gstreaz caracteristicilgesutului o0sos compact, 3pa interosos este foarte redgismarginit
de canalele osteonaede canalele de comunicare (fig. 35, 36 si 37).

Fig. 34. Subiect 7, lot 2.1.B, membru anterior Fig. 35. Subiect 7, lot 2.1.B, membru pelvin
drept, obiectiv 60x drept, obiectiv 60x
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Fig. 36. Subic, lot 2.1., membru pelvin  Fig. 37. Subiect 5, lot 2.1.B, membru pelvin

stang, obiectiv 60x drept, obiectiv 60x
CONCLUZIL:

1. La toti subiectii de experiment s-a constat vighidia si integrarea periostului transplantat indifie
de structura, spongioasa sau corticala, a osulcapea fost amplasat.

2. Periostul transplantat heterotopic nu a indus nicatif de structura osoasa, osul pastrandu-si
structura.
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ACTIVITATEA 2.4. Audit intern/raport final an
Au fost puse la dispozitia comisiei de audit intexctele primare de evidenta a achizitiilor, a

deplasarilor si fisele de caz pentru animalele usel in experiment. Raportul de audit este anexat
documentelor justificative pentru etapa finala alan2009.
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