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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) relewrmatoarele aspecte incomplet elucidate,

necunoscute, ambigue sau controversate:

- are periostul o capacitate de ghidare a regeana&soase in stare sinflueneze

propriet ile iviteza 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

| METODA

Planul de realizare a acestei activitati a presuprtganizarea mai multor loturi
experimentale, subordonate tipului de manomdirurgical realizat asupra periostuluii in
consecin 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 peridas
consolidat cu o placa de tip DCP (Dynan
Compresion Plate)

Indicativ lot—M-dp-1

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

c

Defect osos tibial partial, plombat cu 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 cu 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 83
homolog, neacoperit de periostconsolidat cu g
placa de tip DCP (Dynamic Compresion Plate)

sdefect osos tibial partial, plombat cu triturat ¢
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 exkpentale s-a efectuat examenul
radiologic prin tehnica clasicde radiografierei prin floroscopie, urnmrindu-se integritatea
oaselor membrelor pe care urmau a fi realizatectielfe

Creerea de defecte osoase péle, martor i plombate cu substitueni 0so i, neacoperite de
periost i consolidate cu o plci de osteosintez

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

Studiul s-a realizat pe 8 caini (tabelul 2), de resmun, de ambele sexe, cu varsta
cuprins intre 2 i 6 ani, cu greutate corporaintre 20 i 29 kilograme, la care sub anestezie
general s-a realizat un defect pai la nivelul diafizei tibiale de aproximativ 1/n. Peste
defectul creat nu s-a suturat periostul, acesteénind decolat in lateralul defectului. Focarul
fractural s-a fixat cu o plade osteosintezde 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 intravenoagpremedic@ei anestezice
0,4 mg/kg Acepromazinl%" urmat la interval de 10 minute de 8 mg/kg KetamitD%' i
inducie narcotic cu Propofol 1% (autodozare), dupcare subied au fost intuba i
conectati la aparatul de narcomhalatorie — circuit inchis — cu respieasistat, narcoza
mentinandu-se pe toatlurata interverei cu Izoflurart la concentrai care au variat intre 5 %
i 0,5 %, (MAC® 1,5-1,2) acestea fiind corelate cu timpii opetiator

! calmivet — Vetoquinol S.A. (Fram)

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), nsurarea 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
faa medial a tibiei in treimea proximal i evidenierea suprafei osoase (fig. 1 a), dup
deperiostarea mecania treimii proximale a diafizei mediale a tibieiefectele osoase pele
(doar corticala media) cu o suprafa de cca 2 ch(fig.1 b) s-au realizat cu un festr u
oscilanf cu lam de 6 mm.

Dup indeprtarea osului, defectul a ramas necoperit, pefidigtd meninut decolat in
lateral de marginile defectului.

Consolidarea osoas-a f cut prin fixarea unei pti de osteosintezde tip DCP 3,5, 3-

6 holes, L 35-74 mm stainless steel, folosiatuburi de cortical — cortex screw L 10-24mm
stainles stedl] in funcie de terenul anatomic al fiewi 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.

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 protejarea gli cu un pansament steril schimbat
la interval de 48 de ore. Antisepsia s-a efectaaideled intervale cu Terramycin spray.
Pentru a evita autotraumatizarea plagii, in timpdesar vindecii (7 zile), fiec rui individ i-a
fost aplicat un colier Elisabethan. Pe cale gendnalp de 5 zile s-a administrat intramuscular
SynuloxX? in doza de 10mg / kgcorp.

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

Studiul s-a realizat pe 8 caini (tabelul 3), de reemun, de ambele sexe, cu varsta
cuprins intre 2 i 5 ani, cu greutate corpordintre 19 i 26 kilograme.

Condiion rile preoperatorii, protocolul anestezic, monitariza intraoperatorie,
abordarea operatorie creerea defectului osos, fixarea @i de osteosintez inchiderea prin
sutur a planului musculari cutanat, analgezia postoperatoniéngrijirile postoperatorii au
fost identice ca material@tehnici utilizate cu cele prezentate la lat+dp-1.

Dup creerea defectului oso$ Tnainte de aplicarea mii de osteosintez defectul a fost
umplut cu 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.
12 Synulox — Pfizer Itd.
13 BioResorb — Oraltronics GmbH (Germania)
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Fig. 2. Aspect intraoperator: a - defect umplut dosfat tricalcic, b - defect acoperit cu
placa de tip DCP

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

Studiul s-a realizat pe 8 caini (tabelul 4), de reemun, de ambele sexe, cu varsta
cuprins ntre 2 i 5 ani, cu greutate corporaintre 19 i 25 kilograme.

Condiion rile preoperatorii, protocolul anestezic, monitariza intraoperatorie,
abordarea operatorie creerea defectului osos, fixarea @i de osteosintez inchiderea prin
sutur a planului musculari cutanat, analgezia postoperatoriéngrijirile postoperatorii au
fost identice ca materialétehnici utilizate cu cele prezentate la lotuMedp-1 | 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

Dup creerea defectului 0sos, ganea de os prelevafaproximativ 2 crf) a fost mrunit
prin t iere cu un clge ciupitor de os tip Kerryson in fragmente de D,Bmm — fig 3. Trituratul osos
astfel obinut a fos utilizat la umplerea defectului createsior - fig. 3.
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Fig. 3. Aspecte intraoperatorii: a - crearea defdectb - obinerea trituratului osos
homolog, ¢ - umplerea defectului cu triturat osbs acoperirea defectului cu o plage
sprijin de tip DCP

Creerea de defecte osoase partiale, martor si plorate cu substitueni 0so i, acoperite de
periost i consolidate cu o placi de osteosintez

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

Studiul s-a realizat pe 8 caini (tabelul 5), de reemun, de ambele sexe, cu varsta
cuprins intre 2 i 5 ani, cu greutate corporaintre 20 i 29 kilograme, la care sub anestezie
general s-a realizat un defect pe la nivelul diafizei tibiale de aproximativ 1£4m. Peste

defectul creat s-a suturat periostus-a fixat focarul fractural cu o placle osteosintezde 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 intravenoagpremedicaei anestezice
0,4 mg/kg Acepromazinl% urmat la interval de 10 minute de 8 mg/kg Ketamit0% i
inducie narcotic cu Propofol 1% (autodozare), dugare subied au fost intuba i conectati
la aparatul de narcoZnhalatorie — circuit inchis — cu respieaasistat, narcoza mentinandu-
se pe toat durata intervermei cu lzofluran la concentria care au variat intre 5 % 0,5 %,
(MAC™ 1,5-1,2) acestea fiind corelate cu timpii operator

Intraoperator pacientii au fostonitorizati dup un protocol standard neinvaziv care a
inclus masurarea la intervale prestabilite de tifapminute) a presiunii arteriale (sistolice,
diastolice i medii), msurarea 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
faa medial a tibiei in treimea proximal i evidenierea suprafei osoase (fig. 4. a), dup
deperiostarea mecania 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 fetr u
oscilant® cu lam de 6 mm.

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

Consolidarea osoass-a fcut prin fixarea unei pti de osteosintezde 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 funcie de terenul anatomic al fiewi 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 protejarea gli cu un pansament steril schimbat
la interval de 48 de ore. Antisepsia s-a efectaaideled intervale cu Terramycin sprey.
Pentru a evita autotraumatizarea plagii, in timpdesar vindecii (7 zile), fiec rui individ i-a
fost aplicat un colier Elisabethan. Pe cale gendialp 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 periostta consolidat cu plade tip DCP

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

Studiul s-a realizat pe 8 caini (tabelul 6), de reemun, de ambele sexe, cu varsta
cuprins intre 2 % i 5 ani, cu greutate corporaintre 18 i 27 kilograme.

Condiion rile preoperatorii, protocolul anestezic, monitariza intraoperatorie,
abordarea operatorie creerea defectului osos, fixarea @i de osteosintez inchiderea prin
sutur a periostului, a planului muscular cutanat, analgezia postoperatorieingrijirile
postoperatorii au fost identice ca materialehnici utilizate cu cele prezentate la latp-2.

Dup creerea defectului oso$ Tnainte de aplicarea mii de osteosintez defectul a fost
umplut cu 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 cu -fosfat tricalcic, b- sutura
periostului peste defect 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), de reemun, de ambele sexe, cu varsta
cuprins ntre 2 i 5 ani, cu greutate corpordintre 19 i 25 kilograme.

Condiion rile preoperatorii, protocolul anestezic, monitariza intraoperatorie,
abordarea operatorie creerea defectului osos, fixarea @i de osteosintez inchiderea prin
sutur a periostului, a planului muscular cutanat, analgezia postoperatorieingrijirile

postoperatorii au fost identice ca materialeshnici utilizate cu cele prezentate la lotuMep-
2 i 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

Dup creerea defectului osos, fianea de os prelevat(aproximativ 2 crf) a fost
marunit prin t iere cu un clee ciupitor de os tip Kerryson in fragmente de-Q,8 mm (fig.
6 a). Trituratul osos astfel obut a fost utilizat la umplerea defectului crqa¢ste care ulterior
s-a suturat periostul (fig. 6 b).
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Fig. 6. Aspecte intraoperatorii: a — olerea trituratului osos, b — defect umplut cwtat
peste care s-a suturat periosiid-a consolidat cu plaae tip DCP

REZULTATE iDISCU 1l

Modelul experimental propus este realizabit fa se intampina dificulti tehnice
deosebite in ceea ce prite crearea defectelor, plombarea lor cu substituesoi i
acoperirea lor cu periost si fixarea placilor déeosintez de susnere (sprijin) peste focarul
fractural.

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

CONCLUzII

Cele ase modele experimentale canine sunt realizahileaf se intampina dificulti
tehnice deosebite.
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ACTIVITATEA 1.2. TESTAREA COMPATIBILITA Il - MONITORIZAREA
CLINIC | PARACLINIC 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 urrmdu-se:
- statusul clinic general,
- aspectul plgilor postoperatoriii vindecarea inciziei,
- sensibilitatea dureroasa palpare,
- comportamentul,
- temperatura corporal
- locomotia, interesand gradul dehiop tur (tabelul 8) i
intervalul de timp cét persistulbur rile locomotorii.

Tabelul 8.
Scala de evaluare a graduluichiop turii

Gradul Descriere
Atitudine normal atat in staune cat i in mers — fr  chiop tur
Dificult i Tn mers, mai ales la pas alertchiop tur discret
Dificult i7n mers, chiop tur intermitent in mers rapid
chiop tur evident la fiecare pas, durere
Membrul este scos din sprijin atat inistae cat i in mi care, durere
intens

AIWINFL|O

- examen radiologic prin fluoroscopia zonei de interes preoperator.ediat
postoperatori la interval de apte zile panla 63 de zile postoperator, urrmdu-se: reaéa
tisular la nivelul defectuluii in vecin tate precumi modific rile radioopacit ii la nivelul
defectului.

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

REZULTATE | DISCU i

in perioada postoperatorie imediata constatat la tandivizii lua i in studiu un status
clinic general bun, ¥ tulburri de locomoe i cu un comportament alimentar normal.
Ingerarea primului tain postoperator s-a facutrianierval de maxim 6 ore, fapt ce dovede
eficiena medicdei analgezice in recuperarea postoperatorie.

Sensibilitatea algicla palparea pbii i a regiunii adiacente pdii operatorii a fost
prezent in primele 3-4 zile postoperator a disprut complet la 7 zile, indiferent de tipul
manoperei chirurgicale practicat

Valorile temperaturii corporale s-au incadrat initele fiziologice.

12



La examinarea mersului postoperator s-a obsersfaiop tur de gradul 2 la to
subiecii in primele 3 zile postoperator, urtnarele 4 zile a mai putut fi observaichiop tur
de gradul 1, dup? zile postoperator semnele aiop tur dispar.

Vindecarea plgii operatorii s-a realizat primar la tondivizii inclu i Tn experiment cu
excepia subiectului 7 din lotul ETO-p-2 la care dator@ipaiului limitat de micare i a
comportamentului agitat s-a produs dehisaq gii pe o lungime de 2 cm, (fig. 7) plagare
ulterior a fost resuturat i s-a vindecat secundar in timp de deupt mani, interval in care a
persistati durerea, de intensitate modetda palparea regiunii f semne dechiop tur .

¢ a ! i . ..:.:.: -.:-.
Fig. 7. Aspectul plgilor: 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 parial, neacoperit de periost i consolidat cu o plac 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 profeor
de 70% la toti subiectii lotului.

La 35 de zile de monitorizare se deceleazreade periostal discret proximal de
placu pe faa medial i pe faa cranial a tibiei si umplerea in prop@ de 80% a defectului.
Dup 42 de zile de monitorizare defectul este umplupfioporie de 90% cuesut similar
osului sn tos adiacent, reaa periostal se merine discret. La 49 de zile postoperator
defectul este umplut in propi de 100%.

Finalul perioadei de monitorizare nu relenodific ri comparativ cu imaginile omute
la 49 de zile.
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Fig. 8. Monitorizarea radiologica vindecrii osoase la lotul M-dp-1

49 zile

63 zile

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

Tn urma examenului radiografic pentru lotul ETP-H(fig. 9) s-a constatat da nivelul
defectului persistaspectul neomogen din punct de vedere al radiddendat de merinerea
materialului cu care s-a plombat defectufdsfat 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 similar esutului osos % tos adiacent, aspect care se
p streaz pan la finalul perioadei de monitorizare.
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49 zile

L.'

63 zile
Fig. 9. Monitorizarea radiologica vindecrii 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 periost
consolidat cu o placa de tip DCP (Dynamic CompresioPlate)

Examinarea imaginilor radiografice ale lotului ETP-1 (fig. 10) oknute Tn primele
28 de zile ale perioadei de monitorizare au dedalatvelul defectului, persistes aspectului
neomogen din punct de vedere al radiodenistiat de merinerea materialului cu care s-a
plombat defectul (triturat osos). La 35 de ziletppsrator aspectului defectului este omogen
din punct de vedere al radiodensitdefectului, cu densitate similaresutului 0sos $ tos
invecinat. La finalul perioadei de monitorizare gi&r 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 vindecrii osoase la lotul ETO-dp-1

Rezultate comune loturi cu deperiostare

Aspectele radiologice specifice vindecdefectelor osoase, sunt vizibile la lotul M-dp-
1, incepéand cu cea de a 142 zi postoperator imbdai loturile EPT-dp-1i ETO-dp-1 datorit
materialelor care au plombat defectele aspectumogen se pstreaz pan la 28 de zile
postoperator, aspecte similare fiind semnalate Kagvukangas A.,(2000), la obolan.
Radiodensitate similara tesutului osos normalVeloi defectelor, specificvindec rii osoase,
este evidentde la 35 de zile pentru loturile EPT-dpilIETO-dp-1 i de la 49 de zile pentru
lotul M-dp-1. Examenele radiografice realizate wdte acestor intervale nu deceleaz
modific ri ale radiodensitii defectelor pan la finalul perioadei de monitorizare. Aceste
rezultate se incadreain datele raportate pentru recuperaesatului osos de tre Nienhuijs
M.E. i col., (2010), avand ca model experimental capi@ao T.J. i col., (1997), utiliz nd ca
model experimental oaia. Re&cperiostal discret ap rut la lotul M-dp-1 este urmarea fie a
stazei asupra periostului realizate pl cua de tip DCP, date consemnatele Hong i col..,
(2009), Unthoff i col., (2006), fie a evoliei osteoformatoare a periostului decolat de la
substrat.

Vindecarea defectelor se incadredz limitele fiziologice ale vindecii fracturilor
consemnate déohnson i col., (2005), precumi de Yuehuei i 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 periosttonsolidat cu o placa de tip DCP (Dynamic
Compresion Plate)

La analiza imaginilor radiografice obute la lotul M-p-2 (fig. 11) s-a observat ¢
ncepand cu 14 zile postoperator pot fi observatkografic modificri la nivelul defectului
precum i a zonei invecinate, radiodensitategutului din defect crée treptat panla 42 de
zile, cand este similarcu cea aesutului osos $ tos. Dup acest interval de timp nu mai sunt
observate modifiai.

La 21 de zile se obsendepunerea deesut de neoformi in procent de 50%, la 28 de
zile aceast depunere ajunge la 65%, cu o umplere de 100% lde4dle. Pan la incheierea
perioadei de monitorizare la 63 de zile volumulkestui esut rmanand constant.

Dinamica reacei periostale, din punct de vedere a modificadioopacitatii esutului
nvecinat defectului, este caracterizde cretere de la 14 péanla 42 de zile, dupcare se
constat diminuarea progresiva radiodensitii cu dispariia aproape completa 63 de zile.

Postoperator

7 zile

14 zile
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21 zile

28 zile

35 zile

42 zile

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

Examenul radiologic al imginilor oimute de la lotul EPT-p-@ig. 12) evidenaz la 21
de zile postoperator, radioopacitateomucrescut pe intreaga suprafaa defectului fa de
imaginea postoperatorie imediat

La 28 de zile defectul este umplut pda nivelul corticalei osului normal cesut care
prezint o densitate mai redugmai radiotransparent) comparativ cu ceaesutului 0sos
s n tos. Nu se obserweacie periostal.

La 35 de zile postoperatoesutul de neoforme dep e te uor (1-1,5 mm) corticala
0soas, densitatea acestuiamanand mai redusiecat aesutului 0sos $ tos.

Imaginile obinute la 42 de zile postoperator relesre terea densitii  esutului nou
format pe toat suprafaa defectului, gradul cu care dep te corticala osoaseste aserm tor
cu cel de la 35 de zile.

La 56 de zile postoperator se obsemnplerea defectului cesut care prezintaceiai
densitate cai esutul osos $ tos, esutul neoformat depe te corticala osoasasemn tor cu
imaginea de la 35 de zile.

La finalul perioadei de monitorizare nu se obsemodific ri comparativ cu cele
observate la 56 de zile.

postoperator

7 zile
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21 zile

28 zile

35 zile

56 zile

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

Examenul radiologic al subiéor din lotul ETO-p-2, (fig. 13) reliefeazincepand cu
21 de zile postoperator, radioopacitateorucrescut pe intreaga suprafa a defectului
comparativ cu imaginile oimute Tn primele dou saptmani postoperator, cand predomin
aspectul neomogen al trituratului de corticagosas.

La 28 de zile defectul este umplut pda nivelul corticalei osului normal cu uresut
care prezint o densitate asem toare cu cea asutului 0sos $ tos. Se observo u oar
reacie periostal.

La 35 de zile postoperator se obsecve terea densitii esutului nou format pe toat
suprafaa defectului, gradul de umplere al defectului np de te corticala osoas Se constat
u oara persisten a readei periostale observate la 28 de zile.

Finalul perioadei de monitorizare nu prezimodific ri 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 vindecrii osoase la lotul ETO-p-2

Rezultate comune loturi cu acoperire periostal

Debutul modificrilor radiografice caracteristice vindet osoase a defectelor loturilor
M-p-2, EPT-p-2 i ETO-p-2 se realizeazaproximativ la acelainterval de timp postoperator
21, 28 de zile, aspecte semnalate la copisi@en i col., (2000)

Incheierea vindecii din punct de vedere radiologic prin absenmodific rii
radiodensit ii esutului de la nivelul defectului comparativ @sutul osos normal aflat in
vecin tate, este observala 35 de zile la lotul EPT-p-2, la 42 de pentrtuldcTO-p-2 i la 49
de zile Tn cazul lotului M-p-2. Aceste intervale timp scurse de la momentul intervien
chirurgicale sunt cu 7-14 zile mai scurte decatitéha fiziologice ale vindecii osoase
descrise d&'uehueii col., (2003), la caine.
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Rezultatele privind viteza vindecarii osoase laeeadbdu categorii de loturi (cu si far
acoperire periosta) sunt redate sintetic in tabelulifig. 14.

Tabelul 9
Evolu ia vindec rii 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%
mai radiotransparent decésutul osos normal densitate similar es 0sos norma|
EPT-dp-1 | 60% * | 80% *| 90% | 100% | 100% 100% | 100% | 100%
aspect neomogen* - mai densitate similar es osos normal
radiotransparent decé&tsutul 0sos
normal
ETO-dp-1 | 65% * | 75% *| 90% | 100% | 100% 100% 100% | 100%
aspect neomogen* - mai densitate similar es osos normal
radiotransparent decésutul 0sos
normal
M-p-2 30% | 50% | 65% | 85% | 100%| 100%| 100% | 100%
mai radiotransparent decésutul osos normal densitate similar es osos normal
EPT-p-2 75% * | 85% *| 95% | 100% | 100% 100% 100% | 100%
aspect neomogen* - mai densitate similar es osos normal
radiotransparent dec&sutul 0sos
normal
ETO-p-2 75% * | 90% | 95% | 100% | 100% 100% 100% | 100%

aspect neomogen* - mai
radiotransparent dec&sutul 0sos
normal

densitate similar es osos normal

OoeEO0OO®EO

Fig. 14. Reprezentarea grafia evoluiei vitezei de vindecarka cele dou categorii de loturi
(cu si far acoperire periosta)
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CONCLuUzII

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

Adi ia substituenlor osoi la nivelul focarului de fractur accelereaz vindecarea
osoas, monitorizat radiologic, cu aproximativ 7 zile fa de defectele neplombate.
Constatarea include o difer@re valabil atat pentru loturile cu defecte neacoperite deoper
cat i pentru cele la care s-a realizat acoperirea piio
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ACTIVITATEA 1.3. ANALIZA RECUPER RII MORFOLOGICE A MASE| OSOASE

Pentru a putea fi stabilit cu exactitate tipul @gut osos nou format la nivelul defectelor
s-a impus analiza recuper morfologice a masei osoase, realizptin examin ri histologice
| osteodensimetrie.

MATERIALE | METODE

Pentru realizarea acestei etape la finalul perioddemonitorizare de la tosubiecii
fiec rui lot s-au recoltat probe biologice de os de ilelnl defectelor in vederea stabilirii
recuperrii morfologice a masei osoase prin microscopisicla i prin osteodensimetrie.

Pentru recoltarea probelor biologice la finalulipadei de monitorizare subiécau
fost supui unei noi interveni chirurgicale.

Protocolul anestezica constat in: administrarea intravenoaa premedicéei
anestezice 0,4 mg/kg Acepromazii%* urmat la interval de 10 minute de 8 mg/kg
Ketamin 10%“ i inducie narcotic cu Propofol 19 (autodozare), dupcare subied au
fost intubal i conectati la aparatul de narcomhalatorie — circuit inchis — cu respim
asistat, narcoza mentinandu-se pe todtrata interveriei cu Izofluraff® la concentrai care
au variat intre 5 %i 0,5 %, (MAC 1,5-1,2) acestea fiind corelate engii operatori.

Intraoperator pacientii au fostonitorizat?’ dup un protocol standard neinvaziv care a
inclus masurarea la intervale prestabilite de tifapminute) a presiunii arteriale (sistolice,
diastolice si medii), nsurarea 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, pmgizia pielii pe
faa medial a tibiei in treimea proximal i evidenierea plcii pe suprafa osoas, s-a
indeprtat placa i s-au recoltat probe de os cu dimensiuni de O¢bil Fixarea osoass-a
efectuat cu diferite mijloace si tehnici de ostate intern conform unui plan de studiu
corespunztor anului I 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 dedup intervenie..

Postoperator timp de 5 zile a fost asigugattibioterapia (Synuloxfizer).

Prelucrarea probelor de os in vederea readliexamenului osteodensimetriculterior
al celui histologic s-a realizat duprm torul protocoale:

23 Calmivet — Vetoquinol S.A. (Fram)

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 introduse irsdriate de alcool etilic pentru
deshidratare. Protocolul de deshidratare este fedabelul 10.

Tabelul 10.
Etapele deshidrat rii in vederea nglob rii
(conform prospectului Technovit 9100 New al prodacului Hereus Kulzer)

Etap Soluie Concentraie 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

Dup deshidratarea pieselor au urmat ddwi intermediare in xilen, premerpare
etapelor de preinfiltrare, respectiv de infiltrare.

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

Fig. 15 Sistemul de inglobare Technovit 9100 New
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Tabelul 11.
Etapele preinfiltr rii i infiltr rii
(conform prospectului Technovit 9100 New al prodaului Hereus Kulzer)

Etap Soluie Timp
Preinfiltrare-1 Technovit 9100 New Basic (stabitiza 1h
Preinfiltrare-2 Technovit 9100 New Basic (stabitia+ Int ritor 1 1h
Preinfiltrare-3 (4°Q)Technovit 9100 New Basic (destabilizat- int ritor 1h

1
Infiltrare (4°C) Technovit 9100 New Basic (stakiliz + Int ritor 1 | 1h -2 sau
+ Pudr PMMA 3 zile
Tabelul 12.

Componentele sistemului Technovit 9100 New

Nr. crt. | Component Cantitate
1 Soluie Basic 1000 ml
2 Pudr PMMA 120 g
3 int ritor 1 8 plicurialg
4 int ritor 2 10 ml
5 Reglator de polimerizare 5ml

Soluia Basic este compusdin monomeri — molecule organice cu celipw dubl
leg tur carbon-carbon. Se fologe atat in form stabilizat (livrat de productor), cat i
destabilizat.

Destabilizarea soliei a fost realizat prin trecerea acesteia printr-o coloade
cromatografie in care se gpte oxid de aluminiu. Solia destabilizat a fost depozitatin
flacoane brune la 4°C.

Pudra PMMA este alctuit din microparticule de polimetilmetacrilat (PMMA)) este
folosit pentru a reduce agnea contractil exercitat de procesul de polimerizare asupra
probei tisulare (polimerisation shrinking), pen&wliminua energia termicqgenerat de acest
proces i pentru a imburt i calit ile polimeriz rii.

int ritorul 1 este un derivat de dibenzoil peroxid care, In comig cu Intritorul 2,
declaneaz polimerizarea.

int ritorul 2 este cea de-a doua componeatsistemului de iriere a polimerizrii i
acioneaz ca un catalizator asupra intorului 1 pentru a permite polimerizarea chiada
temperaturi sub 0°C.

Reglatorul de polimerizare este un compus organic care asigyolimerizarea
controlat chiar i a unor cantiti mari de polimer, fr o cretere semnificativ a temperaturii
in timpul reagei.
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Tabelul 13.
Prepararea soluiilor de lucru din componentele sistemului Technoti9100 New

Component /| Soluie Pudr Int ritor | Int ritor | Reglator de | Depozitare
Etap Basic PMMA 1 2 polimerizare
Preinfiltrare 200 ml 19 temp.
camerei
Infiltrare 250 ml 209 19g/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 i inglobarea pieselor histologice

Amestecul de Tnglobare a fost realizat prin comt@aa noup ri soluie A cu o parte
soluie B, chiar inainte de folosire. Cele daoluii au fost introduse intr-un pahar Berzelius
omogenizate cu o baghetle sticl. Fragmentele de os au fost pamate in recipiente din
PVC i acoperite complet cu mixtura de inglobare. Acest#piente au fost introduse apoi in
cuva unui aspirator chirurgical, creand vacuumiglatimp de 15-20 de minute, timp in care
mixtura s-a solidificat. Continuarea procesuluipddimerizare a fost asiguraprin meninerea
specimenelor la temperatura de -20°C, timp de 2drdgvaloare termic i interval de timp
recomandate de produor). Specimenele au fost apoi mente la temperatura de refrigerare
pentru o or, urmand ca Tnainte de realizarea seulor s fie | sate in repaus pentru a ajunge
la temperatura camerei.

Examinarea osteodensimetric

Absorbia dual a energiei (DXA) a fost folositpentru msurarea comutul mineral al
osului (BMC) i a densit ii minerale osoase (BMD).

Specimenele inglobate au fost supuse deterimitensit ii osoase, aceasetap s-a
realizat cu ajutorul osteodensimetrului Hologic gl W Elite, produs délologic, USA iar
analiza probelor osoase s-a realizat cu prograrolddic 11.1:7.

Pentru acuratea rezultatelor examinarea osteodensimetsia realizat de douori
pentru fiecare proh in plan longitudinal, rotanal i vertical, cu rotirea 18Da piesei pentru a
doua determinare.

Imaginile obinute au fost supuse analizei pixelilor folosind software de achiie
pentru coloana vertebralombar uman cu absorba fotonic a razelor X.

Zona scanat(cnt), coninutul mineral al osului (BMC)(g)i 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 dacexistat o
diferen mai mare de 1 cfra ariei scanate intre cele daieterminri.

Secionarea pentru prelucrare histologic

Specimenele au fost fixate cu oin epoxidic pe plcua port-pies i au fost
instalate Tn suportul aparatului (fig. 16).

Seciunile au fost efectuate in plan perpendicularxd mng al osului.
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Fig. 16 Aspectul microtomului cu specimenul prégpentru nivelare

in prima faz a fost stabilit nivelul la care trebuie regulatizauprafaa specimenului,
astfel incat sfie obinut o sedune prin toat grosimea fragmentului osos. Dugegularizarea
suprafeei probei a fost reglatmicroviza microtomului pentru a abe seduni cu o grosime
de 30 micrometri.

Secionarea a fost tut cu o vitez de avans redusi r cire abundentcu jet de ap
pentru a preveni crearea de vildrale discului diamantati, consecutiv, deteriorarea acestuia
sau desprinderea osului din materialul de Tngloffagel7).

Fig. 17. Detaliu de cire

indep rtarea polimerului din sec iuni

Pentru a face posibilcolorarea esuturilor din componea sedunilor obinute dup
metoda descrismai sus, acestea au fost supuse procesului degerer a polimerului inglobat,
conform protocolului redat in tabelul 14.
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Tabel 14.
Etapele necesare indept rii polimerului din sec iuni

Etap Soluie Timp Temperatur
1 Xilen 2-3 bi x 20 minute temp. camerei
2 2-metoxietilacetat 1 baie x 20 minute temp. camerei
3 Aceton pur 2 b i x5 minute temp. camerei
4 Ap distilat 2 bix 2 minute temp. camerei

Preparatele au fost colorate prin metoda Noveliicromic Masson i vizualizate la
microscopul opti€ cu camer foto™.

REZULTATE [IDISCU Il

LOTURI CU DEFECTE OSOASE ACOPERITE DE PERIOST
Evaluarea osteodensimetricla finalul perioadei de monitorizare, a tuturobseilor

loturilor M-dp-1; EPT-dp-1; ETO-dp.1 (8 probe penfrecare lot), sunt redate in tabelul 15
fig. 18.

Tabelul 15.
Valori osteodensimetrice pentru indivizii loturilor cu defecte osoase acoperite de periost
Lot esut 0sos M-dp-1 EPT-dp-1 ETO-dp-1
normal (valori
de referinta)
Subiect BMC BMD BMC | BMD | BMC | BMD | BMC | BMD
1 231 | 0,817 1,83 | 0,784 1,99 | 0,813
2 2,30 | 0,820 1,77 | 0,787, 2,00 | 0,792
3 2,29 | 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
5 229 | 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
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Fig. 18.Valori osteodensimetrice pentru indivizii loturilau defecte osoase acoperite de
periost

Valorile obinute la 63 zile postoperator, pentdoturiie cu defecte osoase
deperiostate se incadrean limite normale pentru osul s tos.

Evaluarea histologic a morfogenezei osoase

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

Figura 19 red aspecte histologice provenite de la IdWHdp-1 (defect peste care s-a
fixat placu fr a mai fi suturat periostul), imaginile “ai “b” prezint sisteme Havers
formate din 2-3 lamele osoase cu grosimea de 2@u22 dispuse concentric, diametrul
canalelor Havers este de 55- 60 um, precupsteoane in formare aror canale Havers au
diametrul de 40-50 um.
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a b
Col.Novelli: x 80 Col.Novelli: x 200
Fig. 19. Imagini histologice lotul M-dp-1, a — sabi 2, b — subiect 6

Lot— EPT-dp-1
Defect osos tibial partial, plombat cu fosfat tricalcic, neacoperit de periosti 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 adugat fosfat tricalcic peste care s-a fixat plactir a mai fi suturat periostul),
pune Tn eviden in ambele imagini, osteoane dldte 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 pm.

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

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

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

esutul osos format la nivelul defectelor pe pangunserioadei de monitorizare
prezint caracteristicileesutului osos matur cu sisteme Havers bine comturptl ine sisteme
Havers in curs de formare, aspect caracteristiic osi encondrale descrisi de Hakimi M. i
col,, (2010), la mini pigs, precunm de Mata A. i col., (2010) consecutiv utilizii nanofibrelor
pentru stimularea osificii.
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LOTURI CU DEFECTE OSOASE ACOPERITE DE PERIOST

Evaluarea osteodensimetric

Valorile obinute prin osteodensimetrie la finalul celor 63 Zke ale perioadei de
monitorizare pentrdoturile in care defectele au fost acoperite cu p&st se incaderaz in
valorile caracteristiceesutului 0sos # tos — tabelul 16i fig. 22.

Tabelul 16
Valorile osteodensimetrice pentru indivizii loturilor cu defecte osoase acoperite de periost
Lot esut 0sos 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 determinri/lot) + + + + + +
0.02 0.028 | 0.02 | 0.028 0.03 |0.033

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

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

Analiza histologic a imaginilor obinute de la lotul M-p-Zdefecte peste care s-a
suturat periostul) (fig.23), Tn imaginea “a” suntpente osteoane formate din 4-5 lamele
osoase cu grosimea de 22-25 um dispuse conceamijucul canaleor Havers care au diametrul
de 60-75 um. In imaginea “b” pot fi observate oate (sisteme Havers) structurate din 3-4
lamele osoase cu grosimea de 20-24 um, dispuseetrit in jurul canaleor Havers cu
diametrul de 75-90 um; prezenunei lacune Howship cu diametru de 350/125 prindat
de 3 lamele osoase.

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

Examinarea histologic prin coloraia tricromic Masson relev un fragment de os
compact diafizar acoperit de periost (fig. 24). @enmembranei periostale ingate inegal,
prin fiboroz i hialinizare, alternand cu arii bogat vascularae dare plonjaz in grosimea
esutului osos canale nutritive ramificate.

Subperiostal se organizeamn esut osos lamelar reactiv darimatur fr desen
lamelar. unele arii periferice ale diafizei preziatibperiostesut 0sos spongios.

Prezint o bogat vascularizae subperiostal prin formarea de numeroase canale
nutritive, comunicante de tip Vollkman. Este abseatcia inflamatorie.
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Fig. 24. Imagini histologice lotul M-p-2 (col. Trimic Masson x 20)

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

Examinarea probelor provenite de la lotul EPT-mi@fécte in care s-a athat fosfat
tricalcic peste care s-a suturat periostul), (£8) reliefeaz in imaginea “a” osteoane in
organizare, structurate din 1-3 lamele osoase désponcentric in jurul canaleor Havers care
au diametru de 80- 95 um. Prezenta unei lacune Kipwdelimitata de 3 lamele osoase.
Imaginea “b” evidenaz prezema mugurilor vasculo-conjunctivi, proveniti din dtrhvasculo-
fibros al periostului. Traveele directoare suntrfearascularizatei au grosimea de 50-60 pum,
fiind localizate Tn zona sistemului fundamentaleent

a 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 tricromic Masson relev. os diafizar acoperit cu
periost cu structurlamelar circumferenial periostal i endostal (fig. 26). Central se observ
esut osos compact Haversian faspecte de remaniere activ. Canalele  nutritive  au
diametre variabile in limitele histologice. Se r@manumeroase spa cu esut amorf
subperiostal unele chiar cu aspect pseudochistical®curi se observ esut 0sos spongios,
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incluzand vase trombozate esut compact lamelar adiacent sgai cu material amorf in cele
2/3 externe ale diafizei.

Fig. 26. Imagini histologice lotul EPT-p-2 (col.igromic 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 obinute de la lotul ETO-p-2 (defect in care s-auaght triturat 0sos peste
care s-a suturat periostul) (fig. 27) pun Tn evidgorin colora’ia Novelli, in imaginea “a”
osteoane (sisteme Havers) formate din 2-3 lamedasescu grosimea de 24-26 um, dispuse
concentric in jurul canaleor Havers care au dianhete 70- 95 um, aturi de osteoane in
formare la care lamelele osoase apar omogenedelimitate. Tn imaginea “b” sunt perzente
sisteme Havers altuite din 1-2 lamele osoase dispuse concentrienelieul canalelor Havers
este de 90- 110 um, se observ prezenta unor travee vasculo-conjunctive pentipogul
osteogenezei.

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

Examinarea histologicprin coloraia tricromic Masson relev. os diafizar acoperit cu
periost cu structurlamelar circumferenial periostal i endostal (fig. 28). subperiostal sunt
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prezente arii bogat vasculare din care plonjaz grosimeaesutului osos canale nutritive
ramificate. Canalele nutritive au diametre varialih limitele histologice. Tn unele arii se
remarc lacune mici inegale integrate complet in matriesaosos compact matur.

Central se observesut osos compact Haversian faspecte de remaniere activ

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

Imaginile histologice olinute la finalul perioadei de monitorizare pentoturile cu
defecte osoase acoperite de periosgvideniaz la nivelul defectului esut osos matur prin
prezena canalelor Havers bine delimitate, precumctivitate osteogenicsub stratul celular al
periostului prin traveele vasculo-conjunctive. Regte similare au fost descrise la om de
Wong(2010) i Woo(2005) dup implantarea unor scafolduri (matrici) resorbaliile rcate cu
osteoblaste .

CONCLUzII

Vindecarea osoassub periost se caracterizegwin formareaesutului osos la nivelul
defectului sub influem activit ii osteogenice a periostului.

Prezera vaselor de neoforma pe segunile histologice provenite de la indivizii din
loturile la care vindecarea osoas avut loc sub acoperire periostalenot un proces de
regenerare osoagflat in plin desf urare.

Vindecarea defectelor neacoperite cu periost sdizemz prin osificare mixt
(encondral-intramembranos) sprijinde esutul osos adiacent defectului.

Valorile osteodensimetrice abute la loturile neacoperite cu periost surdgrumai mici
decét valorile loturilor acoperite cu periost, datimitele normale pentru osulrs tos.
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OBIECTIVUL 2

STUDIUL EXPERIMENTAL IN VIVO A POSIBILITA Il DE INFLUEN ARE A
POTEN IALULUI OSTEOGENIC AL PERIOSTULUI NATIV PRIN ADI IA 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 manopdirurgical realizat asupra periostuluii in
consecin divizate in subetape de lucru.

- Crearea de defecte la nivelul tibiei care au fdetnpate cu o matrice colagenic
nc rcat cu celule periostald peste care s-a suturat periostul (MC).

- Crearea de defecte la nivelul tibiei care au fadsimbate cu o matrice colagenic
inc rcat cu celule periostale peste care s-a fixat o pthctip DCP, fr 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 colagenidnc rcat
cu celule periostalei peste care s-a suturat periostul.

Studiul s-a realizat pe 8 caini (tabelul 17), de reomun, de ambele sexe, cu varsta
cuprins intre 2 i 6 ani, cu greutate corporaintre 17 i 25 kilograme, la care sub anestezie
general (acepromazin— ketamin — izofluran) s-a realizat defect la nivelul digizibiale de
aproximativ 1/2 cm 1in care s-a introdus matriceagehic inc rcat 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 intravenoagpremedic@ei anestezice
0,4 mg/kg Acepromazinl%* urmat la interval de 10 minute de 8 mg/kg Ketamir0%*? i
inducie narcotic cu Propofol 1% (autodozare), dupcare subied au fost intubd i
conectati la aparatul de narcomhalatorie — circuit inchis — cu respieasistat, narcoza
mentinandu-se pe toatlurata interveriei cu Izoflurari* la concentrai care au variat intre 5 %

10,5 %, (MAC 1,5-1,2) acestea fiind corelate euogii operatori.

Intraoperator pacientii au fostonitorizat® dup un protocol standard neinvaziv care a
inclus masurarea la intervale prestabilite de tifapminute) a presiunii arteriale (sistolice,
diastolice si medii), nsurarea continu a saturatiei hemoglobinei in 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 piek faa medial a tibiei
in treimea proximal i evidenierea suprafei osoase (fig. 29), dupleperiostare s-au realizat
prin decupare cu festr ul pendular, defecte osoase cu o suprafe cca 2 cf in care s-a
introdus matrice colagenidnc rcat cu celule periostale. Peste defect s-a suturagtel cu
material resorbabil in puncte separate. Planul mlasa 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 asigurptin administrarea de Synulo¥f(zer)
zilnic timp de 5 zile.

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

31 Calmivet — Vetoquinol S.A. (Fram)

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
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Lot —MC-DCP-dp
Crearea de defecte la nivelul tibiei plombate cutm@e colagenic inc rcat cu celule
periostale i fixat cu plac de tip DCP

Studiul s-a realizat pe 8 caini (tabelul 18), de reromun, de ambele sexe, cu varsta
cuprins intre 2 i 5% ani, cu greutate corporahtre 19 i 27 kilograme, la care sub anestezie
general (acepromazin— ketamin — izofluran) s-au realizat defecte la nivelul diaf tibiale
de aproximativ 1/2 cm in care s-a introdus matcakagenic inc rcat cu celule periostale
peste care s-a fixat o plade 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 folosgientru celelalte loturi luate Tn studiu.

Abordul regiunii s-a facut prin accesul clasiciaét i la lotul MC, adic prin incizia
pielii pe faa medial a tibiei in treimea proximal i evidenierea suprafei osoase. Dup
deperiostare s-au realizat defecte osoase cu afsupie cca 2 cf) care au fost plombate cu
matrice colagenicinc rcat cu celule periostale. Matricea a fost fixau plac 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, i antibioterapia timp de 5 zile.

Fig. 30. Aspecte intraoperatorii lotul MC-DCP-da: defect plombat cu matrice
inc rcat cu celule periostale, b — fixarea @i DCP peste defect

44



ACTIVITATEA 2.2. MONITORIZAREA CLINICA SI PARACLINICA A
MODELULUI ANIMAL REALIZAT

Monitorizarea postoperatorie a loturilor s-a realizat pentru o perioada de 63ile,
prin:
- examen cliniczilnic timp de 21 zile postoperator urrmdu-se:
- statusul clinic general,
- aspectul plgilor postoperatoriii vindecarea inciziei,
- sensibilitatea dureroaa palpare,
- comportamentul,
- temperatura corporal
- locomotia, interesand gradul dehiop tur (tabelul 19) i
intervalul de timp cét persistulbur rile locomotorii.

Tabelul 19.
Scala de evaluare a graduluchiop turii

Gradul Descriere
Atitudine normal atat in staune cat i in mers — fr  chiop tur
Dificult iin mers, mai ales la pas alertchiop tur discret
Dificult iTn mers, chiop tur intermitent in mers rapid
chiop tur evident la fiecare pas, durere
Membrul este scos din sprijin atat inistae cat i in mi care, durere
intens

HIWINFL|O

- examen radiologic prin fluoroscopia zonei de interes preoperator, dige
postoperatori la interval de apte zile panla 63 de zile postoperator, urrmdu-se: reaca
tisular la nivelul defectuluii in vecin tate precumi modific rile radioopacit ii la nivelul
defectului.

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

REZULTATE | DISCU i

in perioada postoperatorie imediata constatat la toindivizii lua i in studiu un status
clinic general bun, ¥ tulbur ri de locomaoe i un comportament alimentar normal. Ingerarea
primului tain postoperator s-a facut la un interstalmaxim 7 ore, fapt ce dovetk eficiena
medicaiei analgezice in recuperarea postoperatorie.

Valorile temperaturii corporale s-au incadrat initele fiziologice.
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Sensibilitatea algicla palparea pbii operatorii i a regiunii adiacente a fost prezent
in primele 3-4 zile postoperator a disp rut complet la 7 zile, indiferent de tipul manopere
chirurgicale practicat

Vindecarea plgii operatorii s-a realizat primar la tandivizii inclu i in experiment.

Lot — MC
Crearea de defecte la nivelul tibiei in care s-a adat matrice colagenic nc rcat cu
celule periostalei peste care s-a suturat periostul

Analiza radiologic a imaginilor obinute de la lotul MC (fig. 31) a decelat incepand c
a 14-a zi postoperator radioopacitatencrescut pe intreaga suprafaa defectului.

La 21 de zile defectul este umplut in promode 75% cuesut cu densitate crescut
comparativ cu imaginile olmute la verificrile anterioare. Densitatea este cresqué toat
suprafaa defectului Tns esutul nou format este mai radiotransparent contipaca tesutul
0sos normal adiacent.

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

La 35 de zile postoperator defectul este umplupfioporie de 100% cuesut cu
densitate crescutsimilar esutului osos normal. Pe ambele=fale tibiei se obseno u oara
cre tere a densitii corticalei osoase specific re&s periostale.

La 56 de zile de monitorizare defectul este umplutesut cu densitate asemtoare
esutului osos normal. Re&periostal este redus

La finalul perioadei de monitorizare zona defeatdte aspect asem tor esutului
0S0s sn tos in ambele incidee.

postoperator

7 zile
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14 zile

21 zile

28 zile

35 zile

42 zile

49 zile

a7



56 zile

63 zile
Fig. 31. Evoluia radiografic a vindecrii osoase la lotul MC

Lot — MC-DCP-dp
Crearea de defecte la nivelul tibiei plombate cu ntace colagenic inc rcat cu celule
periostale i fixat cu plac de tip DCP

Analiza imaginilor obinute la lotul MC-DCP-dp (fig. 32) pe parcursul jpadei de
monitorizarea evideraz umplerea defectului in propar de 35% la 14 zile postoperator, la
21 de zile se observingro area corticalei de pe fa caudal a tibiei Tn dreptul plcii |
umplerea defectului in propge de 60%.

In a 28-a zi postoperator defectul este umplut fspgrie de 80%, agand reade
periostal discret proximal i distal de plac.

La 35 de zile postoperator umplerea defectului estdizat in proporie de 95%,
observandu-sd reacie periostal discret proximal i distal de plac.

Defectul este umplut in propeg de 100% in a 42-a zi de monitorizare, cu
radiodensitate similar esutului osos adiacentpersistand reaia periostal discret proximal
i distal de plac.

La 56 de zile postoperator se mea o reade periostal discret asemn toare cu cea
observat la 42 de zile.
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Postoperator

7 zile

14 zile

21 zile

28 zile
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35 zile

42 zile

49 de zile

56 de zile

63 de zile
Fig. 32. Evoluia radiografic a vindecrii osoase la lotul MC-DCP-dp
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Madific rile radiodensitii la nivelul defectului precumi gradul de umplere al
acestuia cuesut cu densitate asemtoare esutului osos normal debuteadin a doua
s pt man de monitorizare. Vindecarea radiografecfost decelatla lotul MC din a 35-a zi de
monitorizare i la lotul MC-DCP-dp la 42 de zile, ulterior nu amai putut fi observate
modific ri ale densitii sau ale gradului de umplere al defectului. Ri@aperiostal discret
observat la extremit ile placuei este consecia suprimrii vascularizaiei periostale fapt
descris dégna (2009), Xiong i col., (2009) i de Yuehueii col., (2003).

*kk

Rezultatele privind viteza vindecarii osoase laeadbu categorii de loturi (cu si far
acoperire periosta) sunt redate sintetic in tabelul 2dig. 33.

Tabelul 20.

Evolu ia vindec riii osoase Tn urma adiiei in focarul fractural de celule periostale
cultivate in vitro

Lotul Intervalul evoluiei vindec rii defectelor osoase
14 zile 21 zile 28 zile 35 zile 42 zile
MC 25% 75% 90% 100% 100%
mai radiotransparent decésutul osos normal densitate similar es osos normal
MC-DCP-dp 35% | 60% | 80% 95% 100%
mai radiotransparent decésutul osos normal densitate similar es
0so0s normal

51



1
AV

1
AV

1
AV

Fig. 33. Evoluia vindecriii osoase in urma adei in focarul fractural de celule periostale
cultivate in vitro

CONCLuUzII

Radiologic vindecarea defectelor osoase, apate esut 0sos cu aceialensitate cai
a esutului osos normal din vectate la lotul MC, se produce cu 7 zile mai repedeéat la
lotul MC-DCP-dp.

Vindecarea defectelor osoase umplute cu matricageoica inacat cu celule
periostale i acoperit cu periost, lotul MC, se produce in acelaterval 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 cu fosfat tricalcic.
neacoperit de periost (EPT-dp-1).
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ACTIVITATEA 2.3. ANALIZA RECUPER RII MORFOLOGICE — COMPARA I
HISTOPATOLOGICE SI DE OSTEODENSIMETRIE ALE REFACERI | MASEI
OSOASE.

Pentru a putea fi stabilit cu exactitate tipul egut osos nou format la nivelul defectelor
s-a impus analiza recuper morfologice a masei osoase, realizgirin microscopie i
osteodensimetrie.

MATERIALE | METODE

Pentru evidemerea recuperii morfologice a esutului osos, la finalul perioadei de
monitorizare de la tosubiecii ambelor loturi s-au recoltat probe biologice akede la nivelul
defectelor in vederea evati prin microscopie clasic i prin osteodensimetrie.

Pentru realizarea acestei etape s-a respectat cplotode Ilucru descris la
ACTIVITATEA 1.3..

REZULTATE | DISCU i

Analiza osteodensimetrica probelor osoase de laturilor in care defectele osoase
au fost umplute cu matrice colagenic inc rcat cu celule periostalela toi subiecii la
finalul perioadei de monitorizare, sunt redateaivetul 21 i fig. 34.

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

Lot esut 0sos 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 * * * +
determinriflot) 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 colageimc rcat cu celule periostale

Valorile coninutului mineral osos (BMC) la loturilor MCi MC-DCP-dp sunt mai
sc zute comparativ cu loturile EPT-dp-1, ETO-dp-1, HRZ i ETO-p-2, fapt explicat prin
timpul necesar celulelor periostale pentru aarprocesul de osteogene¥alorile determinate
se incadreazn limitele normale pentresutul osos $ tos.

Valorile obinute pentru densitatea 0sogdBMD) la loturile MC, MC-DCP-dp sunt mai

mari decat cele olmute la celelalte loturi experimentale dar se dmeaz Tn valorile
caracteristiceesutului osos # tos.

Evaluarea histologic a morfogenezei osoase

Lot — MC
Crearea de defecte la nivelul tibiei in care s-a adat matrice colagenicinc rcat cu
celule periostalei peste care s-a suturat periostul

Evaluarea histologica probelor de la lotul MC (fig. 35) evidéswz , dup coloraia
Novelli, prezema osteoanelor organizate, dldgte din 2-3 lamele precum muguri vasculo-
conjunctivi, proveniti din periost. Traveele direate foarte vascularizate au grosimea de 70-
80 um i sunt localizate Tn zona sistemului fundamentatex
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a b
Col Novelli x 80 Col Novelli x 200
Fig. 35. Imagini histologice lotul MC, a — subidgtb — subiect 6

Examinarea histologica preparatelor colorate tricromic Masson relewn os diafizar
acoperit cu periost cu structuamelar circumferenal periostal i endostal (fig.36).

Central se observ esut osos compact Haversian; faspecte de remaniere activ
Canalele nutritive au diametre variabile. Se remapaii cu material amorf inegale, unele cu
aspect pseudochistic integrat complet in matricem®, care se organizeazlamelar in jurul
acestora.

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

Lot — MC-DCP-dp
Crearea de defecte la nivelul tibiei plombate cu ntace colagenic inc rcat cu celule
periostale i fixat cu plac de tip DCP

in imaginile lotului MC-DCP-dp (fig. 37) pot fi oksvate osteoane in organizare,
alc tuite din 2-3 lamele osoase dispuse concentriarul canaleor Havers care au diametrul de
60- 70 um, precumi osteoane in organizare alear canale Havers au diametru de 120-130
pum iar in jurul acestora pot fi observiauguri vasculo-conjunctivi.
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a b
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 colagenic inc rcat cu celule periostale pune in eviden. esut 0sos
matur la ambele loturii sisteme Havers organizate, formate din lameleceotnice. La lotul
MC se observ 0 activitate osteogenicsubperiostal generat de stratul vasculo-celular al
periostului. La lotul MC-DCP-dp activitatea osteag este de tip encondral determinde
esutul osos nvecinat defectului fapt consemnlat alte specii de animale utilizate in cercet
experimentale d€appana(2009) i Brude i col., (1998).

CONCLUzI

Examenul histologic al probelor lotului MC confirnprezema activit ii osteogenice
generat de periostul de acoperire a defectului, acelaspecte au fost observaida loturile
M-p-2, EPT-p-2i ETO-p-2, la care defectele au fost acoperite eniogt.

Analiza histologic a lotului MC-DCP-dp evideraz c activitatea osteogenicla
nivelul defectului este susut de esutul osos invecinat, confirmand rezultatelenoite la
loturile M-dp-1, EPT-dp-1i ETO-dp-1, la care defectele nu au fost acoperitperiost.
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CONCLUZII GENERALE

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

Adi ia la nivelul defectului a substituéior oso i accelereazvindecarea osoasu un
interval de timp cuprins intre 4 14 zile comparativ cu defectele la nivelulr@ra nu s-au
ad ugat substituenoso i. Astfel adiia la nivelul defectului a fosfatului tricalcic precumi a
matricei colagenice Tnecat cu celule periostale doete aparia semnelor de vindecare
osoas cu 14 zile fa de defectele in care nu s-au @ght substituenosoi icu 7 zile fa de
defectele plombate cu triturat 0sos.

Diferenele sesizate radiologic, In ceea ce ptiwgoerioada de vindecare a defectelor
osoase neacopeite cu periadixate cu plac de tip DCP sunt semnificative, vindecarea apare
dup un interval de timp de 35 — 49 zile comparativ defectele acoperite cu periosiplac
de tip DCP la care vindecarea debutedup 28 — 42 de zile postoperator.

Valorile osteodensimetrice, la finalul perioadeirdenitorizare de 63 de zile, abute
de la toate loturile se incadredn limitele normale pentriesutul 0sos.

Confirmarea histologic a vindecrii defectelor acoperite cu periost (plombate sau
| sate libere, fixate sau nu cu plaDCP) sudne activitatea osteoprogenitoare a stratului
celular al periostului.

RECOMAND RI PRACTICE

Folosirea trituratului osos dhut intraoperator, din fragmentele osoase sauilesth
cazul fracturilor, depus la nivelul defectului osasacoperit cu periost s-a dovedit a fi o
alternativ viabil , rapid si ieftina pentru inlocuirea substitugor osoi de sintez, care au
preuri de achizie destul de ridicate.
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ELEMENTE DE ORIGINALITATE

Datele obinute pentru ghidarea periostal regenerii osoase 1n urma
manipul rii chirurgicale a periostului (2010) coroborate r@zultatele obnute
prin grefarea heterotopica unor lambouri cortico-periostale vascularizate
(2009) la caine demonstreapentru prima datin literatura de specialitate
comportamentul particular de derulare a fenomend®rmorfo-osteogenez
periostal, total diferit fat de cel raportat in lucrarile de specialitate ¢adfi
propriu pentru obolan, iepurei mini pig. Se pune in discie modelul animal
cel mai potrivit pentru transferuli extrapolarea datelor de osteogenez
experimentala ¢re medicina uman
Folosirea in premiera nanal in medicina veterinara osteodensimetriei de
absorbie dual pentru stabilirea morfogenezei osoase, la niveefiectelor
tibiale a adus date importante cu privire la: gwrtul mineral al osului (BMC)
I la densitatea mineralosoas (BMD), al osului nou format la nivelul
defectelor.
Utilizarea trituratului de corticalosoas, acoperit cu periost ca alternatila
substitueni osoi de sintez pentru a crea suportul necesar osteogenezei
periostale, reprezinto metod inovativ aplicat pentru prima datin medicina
veterinar romaneasc
Cercetarile noastre arata ca in defectele osoatieate induse experimental la caine modul si
viteza de producere a vindecarii osoase este imttiie 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), aialiile osului nou format fiind similare
osului normal;

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

- 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 mdaiguin 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 wextatea 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 dstehnut de nemplificare
distructiilor ( in special vasculare) prin abtingrde la interventia chirurgicala asupra
stratului periostal din focarul de fractura ?

59



DISEMINAREA REZULTATELOR - LUCRARI STIINTIFICE PUB LICATE
i/lsau PREZENTATE LA MANIFEST RI TIIN IFICE NA IONALE |
INTERNA IONALE

. Igna C., Dascalu Roxana, Schuszler Larisa, SabaulMca C. - Kutya izuleti
porchianyanak potlasa autolog chondroblasttal tiolt@no-hidroxiapatit betetekkel
(Nano-hydroxyapatite scaffolds loaded with autokbgcondroblasts used in the
treatment of articular osteochondral defects in)dddgagyar Allatorvosok Lapja
(Hungarian Veterinary Journal), vol. 132, no. 8,4p6-474 , 2010, HU ISSN 0025-
004X INDEX 25531, H Index: 7 Impact Factor (2009994

. Roxana Dasdu, C. Igna, Mirela Toth-Ta u, M. Sabu, Larisa Schuszler, K.
Menyhardt, A. Sala, C. Luca - Kinematic motion gsé& of the forelimbs in healthy
dogs Scientific Work Veterinary Medicine, C Seriédll, Bucuresti, (CABI; COD
CNCSIS 48, rev. categ. B+ 2008), 2010, sub tipar

. C. Igna, Roxana Daslku, Larisa Schuszler, M. Sal, C. Luca, A. Sala - Metode noi in
tratamentul defectelor osteocondrale la caine. . Revn. Med. Vet., vol. 20, nr. 1, p.
76-84, 2010

. Cornel Igna, Larisa Schuszler, Aurel Sala, Roxaaadlu, Marius Sabu, C lin Luca -
Technological Stress Prevention to Nutria (Myocastwypus). Lucr. t. Zootehnie i
Biotehnologii, USAMVB Timisoara, vol 43(1), p. 27548, 2010, ISSN 1221-5287, E-
ISSN 1841-9364

. Cornel Igna, Larisa Schuszler, Roxana Dhasc Marius Sabu, Clin Luca -
Percutaneous normograde intramedullary pinningebhé femur fractures. Lucr. St.
USAMYV “lon lonescu de la Brad” I1& vol. 53 (12) partea a 3, p. 180-185, 2010, ISSN
1454-7406

. Cornel Igna, Clin Luca, Roxana Dastu, Larisa Schuszler, Marius Sab -
Osteogenesis capacity of free vascularised coeitogteal flap in dogs. Lucr. St.
USAMYV “lon lonescu de la Brad” I1& vol. 53 (12) partea a 3, p. 186- 191, 2010, ISSN
1454-7406

. Cornel Igna, Luca Calin, Roxana Dascalu, Marius aBabLarisa Schuszler -
Comparative X-Ray Evaluation of Bone Healing in Bo&fter Tibial Defects Fixed
with  Dynamic Compression Plate (DCP) and Low-Contaynamic Compression
Plate (LC-DCP). Bulletin USAVM Cluj, 67(2) p. 11@&1, 2010, ISSN 1843-5270;
Electronic ISSN 1843-5378

. Larisa Schuszler, C. Igna, M. Sah Roxana Dastu, A. Sala, C. Luca - The role of
lidocaine continuous infusion in pain control afterthopaedic surgery. Lucr. St.
USAMYV “lon lonescu de la Brad” 1& vol 53 (12) partea a 3, p. 315- 318, 2010, ISSN
1454-7406

. Igna C., Luca Calin, Oné, Schuszler Larisa, Sab M., Dasclu Roxana, Miclu M.

- Heterotopic neo-osteogenesis from vascularizedogteum and bone grafts.
Scientific Work Veterinary Medicine, C Series, LIBucuresti, 2010, sub tipar

10.1gna C., Luca Calin, Daslu Roxana, Schuszler Larisa, SabM., Simona Anghel -

The treatment of long bone defects in dogs withricalcium phosphate and collagen
matrix loaded with periosteal derived cells. SdientWork Veterinary Medicine, C
Series, LIV, Bucuresti, 2010. sub tipar

60



11.Schuszler Larisa, Igna C., Luca Calin, Sala A., 8aM., Dasclu Roxana. -
Anaesthethic protocol for closed reduction of hiplatation in the dogs. Scientific
Work Veterinary Medicine, C Series, LIV, Bucure&10, sub tipar

12.Larisa Schuszler, C. Igna, A. Sala, Roxana DasaV. Sabu, C. Luca - Analgesic
effect of premedication with tramadol or butorphanm dogs undergoing
osteosynthesis. Lucr.t. Medicin Veterinar, USAMVB Timi oara, vol. XLIII (2)
Scientifical Papers Vet. Med., p. 104-108, 2010

13.Cornel Igna, Clin Luca, Simona Anghel, Larisa Schuszler, Mariusb 8, Roxana
Dasclu. - Evaluation of osteogenic activity and mineation of cultured canine
periosteal cells. Lucr.t. Medicin Veterinar, USAMVB Timi oara, vol. XLIII (2),
Scientifical Papers Vet. Med., p. 81-85, 2010

14.1gna C., Dascalu Roxana, Luca C., Schuszler LaB8shau M. - X-ray evaluation of
bone formation capacity by use of periosteal flagag. Lucr. t. Medicin Veterinar,
USAMVB Timi oara, vol. XLIII (2), Scientifical Papers Vet. Meg. 86-89, 2010

15.Schuszler Larisa, Igna C., Luca C., Sala A., SadldlguDascalu Roxana - A clinical
study of “ketofol” (ketamine-propofol mixture) farthopedic procedure in dog. "1
International Symposium “Interdisciplinary RegiorRésearch” in Szeged, Hungary,
13-15 October, ISIRR 2010 Hungary - Romania — $erltD, p.175 ISBN 978-963-
508-600-9

16.C. Igna, D. Onet, C. Luca, M. Miclaus, Larisa Sdteis M. Sabau, Roxana Dascalu. -
Bone mineral density in dogs after removal of riguthtes. 1f' International
Symposium “Interdisciplinary Regional Research’Smeged, Hungary, 13-15 October,
ISIRR 2010 Hungary - Romania — Serbia, CD, p.1¥3N 978-963-508-600-9

17.C. Luca, C. Igna. Roxana Dascalu, Larisa SchusiferSabau, Simona Anghel. -
Evaluation of bone defect healing, using bone switss: -tricalcium phosphate and
collagen matrix loaded with periosteal derived cellf" International Symposium
“Interdisciplinary Regional Research” in Szegednbary, 13-15 October, ISIRR 2010
Hungary - Romania — Serbia, CD, p.170 ISBN 978-968-600-9

61



Mul umiri,

- Sponsorului nostru princip&NCSIS pentru grantul Idei 130 contact 1075 din cadrul
Planului National PN Il programul Proiecte de Cémoe Exploratorie PCE;

- Domului Prof. Dr. Corneliu Coteade la Universitatea de Stiinte AgricoleMedicina
Veterinar ,lon lonecu de la Brad” la pentru sprijinul acordat in pregatirea coloea
Novelli si interpretarea imaginilor histologice;

- Doamnei Sef lucrari Dkiliana Vasile de la Universitatea de Medicina si Farmacie
.victor Babe” Timi oara pentru ajutorul primit pentru lucrarile de tbisgie
necesitate de contract;

- Domnilor Sef lucr ri Dr. Onet D. i Asistent Dr. Miclaus M De la Spitalul Judetean
de Urgen Timi al Universittii de Universitatea de Medicina si Farmacie ,Victo
Babe” Timi oara pentru ajutorul primit la efectuarea determilior de
osteodensimetrie.

- Firmei Ronda Medicalpentru disponibilitateai promtitudinea aratatin efectuarea
unor reparatii la aparatura ortopeditin dotarea Clinicii de Chirurgie a Facuitale
Medicin Veterinar Timi oara.

Bibliografie selectiva

1. Agata H et al. — Effective bone engineering with periosteum datlicells, J Dent
Res., 86(1), 79, 2007.

2. Akiyama M et al. - Periosteal cell pellet culture system: a nevhmégue for bone
engineering, Cell Transplant, 15(6), 521, 2006.

3. Alexander D et al - Analysis of OPLA scaffolds for bone engineericanstructs
using human jaw periosteal cells, J Mater Sci Mited, 2007. index Pub Med.

4. Bauer TW - An overview of the histology of skeletal substi# materials. Arch
Pathol Lab Med. 2007; 131(2):217. Review.

5. Borselli C et al Induction of directional sprouting angiogenesysnmatrix gradients.
J Biomed Mater Res A 2007;80(2):297.

6. Boswell S et al..- Mechanical characteristics of locking and comspren plate
constructs applied dorsally to distal radius freesyJ Hand Surg [Am], 32(5), 623, 2007.

7. Caria PH et al. - Biological assessment of porous-implant hydrgagde combined
with periosteal grafting in maxillary defects, JaDMaxillofac Surg, 65(5), 847, 2007.

8. Carpenter RD, Carter DR - The mechanobiological effects of periosteal auef
loads, Biomech Model Mechanobiol, 2007 index PubMed

9. Causa F et al.- A multi-functional scaffold for tissue regeneoat The need to
engineer a tissue analogue, Biomaterials, 28, S0Q37.

10. Chen H et al.- Alfacalcidol-Stimulated Focal Bone Formation e Cancellous
Surface and Increased Bone Formation on the PealoSurface of the Lumbar Vertebrae of
Adult Female Rats, Calcif Tissue Int, 2008 indexMad.

62



11. Chen, X.B., et al.- A histologic observation of bone formation inddchy
subperiosteal implantation of resorbable porouglbloeta-tricalcium phosphate on calvarial
surface in rabbits, Shanghai Kou Yi Xue, 11(1), 2002.

12.De Bari C et al.- A biomarker-based mathematical model to preicte-forming
potency of human synovial and periosteal mesenchgbean cells, Arthritis Rheum, 58(1),
240, 2008.

13.Pemis JE. etal_ The STRO-1+ marrow cell population is multiputel. Cells Tissues
Organs. 2002;170(2-3):73

14.Dennis JE, et al - Clinical-scale expansion of a mixed populatiddtone-marrow-
derived stem and progenitor cells for potential irsdone-tissue regeneration. Stem Cells.
25(10):2575. Epub 2007

15. Emans PJ et al - In vivo generation of cartilage from periosteuinissue Eng.,
11(3-4), 369, 2005.

16. Eyckmans J, Luyten FP - Species specificity of ectopic bone formationngs
periosteum-derived mesenchymal progenitor cellssie Eng., 12(8), 2203, 2006.

17. Frayssinet P, Guichet JM- Cellular aspects of bone regeneration: role afeb
marrow periostium, Rev Chir Othop Reparatrice Addat., 90(8), 765, 2004.

18. Funk J.F et al. - Promotion of bone healing through clinical apation of
autologous periosteum derived stem cells in a ohsgrophic non-union, Z Orthop Unfall,
145(6), 790, 2007.

19. Gelse K et al - Cell-based resurfacing of large cartilage dsfetong-term
evaluation of grafts from autologous transgenevateid periosteal cells in a porcine model of
osteoarthritis, Arthritis Rheum, 58(2), 475, 2008.

20. Griffith LG, Swartz MA - Capturing complex 3D tissue physiology in vithat
Rev Mol Cell Biol 2006;7(3):211

21. Gunes T et al.- Combination of microfracture and periosteal $f@antation
techniques for the treatment of full-thickness itage defects, Acta Orthop Traumatol Turc.,
40(4), 315, 2006.

22. Gupta A. - The management of ununited fractures of the famoeck using
internal fixation and muscle pedicle periostealftgrg, J Bone Joint Surg Br, 89(11), 1482,
2007.

23. Hacker MC, Mikos AG - Trends in tissue engineering research. Tissug En
2006;12(8):2049.

24. Hopf T, Osthege S- Interfragmental compression of the Zespol ostetbesis
system. Experimental biomechanical studies, Z Qrthoe Grenzgeb, 125(5),546, 1987.

25.Hutmacher DW, Sittinger M — Periosteal cells in bone engineering, Tissue,Ehg
supl. 1, 45, 2003.

26. Jain R et al. - Influence of plate design on cortical bone pgida and fracture
healing in canine segmental tibial J Orthop Trayh®®9, 13(3):178.

27.Jang DG et al - Simple excision and periosteal reattachmentHe treatment of
calcified cephalhematoma. Technical note, J Neuged06(2 Suppl), 162, 2007.

28. Karagenorgiou V, Kaplan D - Porosity of 3D biomaterial scaffold and
osteogenesis. Biomaterials 2005;26:5474

29. Khademhosseini A et al.- Microscale technologies for tissue engineering a
biology. Proc Natl Acad Sci USA 2006;21, 103(8):248

63



30. Kleinman HK et al. - The role of the extracellular matrix in morphaogsis. Curr
Opin Biotechnol 2003;14:526

31.Kregor PJ et al. - Cortical bone perfusion in plated fractured ghieiae. J Orthop
Res., 1995 Sep;13(5):715

32.Kubo K et al. - Microtopography of titanium suppresses ostediolasfferentiation
but enhances chondroblastic differentiation offeaboral periosteum-derived cells, J Biomed
Mater Res A., 2008. index PubMed

33. Langer R, Tirrell DA. - Designing materials for biology and medicine.tiNa
2004;1;428(6982):487

34.Levine DG, Richardson DW- Clinical use of the locking compression plat€R)
in horses: a retrospective study of 31 cases (200%), Equine Vet J, 39(5), 406, 2007.

35. Manfredini M et al. - Autologous chondrocyte implantation: a comparis
between an open periosteal-covered and an arthpigsetrix-guided technique, Acta Orthop
Belg, 73(2), 207-18, 2007.

36. Matsuzaki H et al. - Damaging fatigue loading stimulates increasepériosteal
vascularity at sites of bone formation in the daauCalcif Tissue Int. 2007, 80(6):391.

37. Meury T, Alini M - Endothelial cells modulate bone marrow stromall c
differentiation into osteoblasts. Swiss Societ@msExperimental Biology, Davos, 2003

38. Nair LS, Laurencin CT - Polymers as biomaterials for tissue engineeand
controlled drug delivery. Adv Biochem Eng Biotech@0606;102:47

39. Norman JJ, Desai TA.- Methods for fabrication of nanoscale topograpby
tissue engineering scaffolds. Ann Biomed Eng 200@;889.

40. Ochaereon P, Herring SW- Growing the mandible: role of the periosteum #&ad
cells, Anat Rec (Hoboken), 290(11), 1366, 2007.

41. Olofsson L.B., et al.- Periosteal transplantation to the rabbit patdflace Surg
Sports Traumatol Arthrosc., 15(5), 560, 2007.

42. Ortak T et al. - Osteogenic capacities of periost grafts, perittsps and
prefabricated periosteal flaps: experimental stdd@raniofac Surg., 16(4), 594, 2005.

43. Ozdemir R et al. - Evaluation of osteogenic and chondrogenic aadwi of
prefabricated periallografts. J Craniofac Surg(6),61015, 2005.

44. Perrot P et al. - Extraosseous bone formation obtained by associabf
mesenchymal stem cells with a periosteal flap ér#t, Ann Plast Surg, 59(2), 201, 2007.

45. Sakata Y et al.- Osteogenic potential of cultured human periastelerived cells -
a pilot study of human cell transplantation inteaticalvarial defect model, J Craniomaxillofac
Surg., 34(8), 461, 2006

46. Skjeldal S et al.- Severe hindlimb ischemia causes periosteal fpration in the
rat tibia, Acta Orthop Scand, 68(6), 593, 1997.

47. Steiner GG et al.- The inverted periosteal graft, Compend Contiru€®ent,
28(3), 154, 2007.

48. Sturmer KM - Elastic plate osteosynthesis, biomechanics, caidins and
technique in comparison with rigid osteosynthddisfallchirurg, 99(11), 816, 1996.

49. Svindland AD et al - Periosteal response to transient ischemia.oldigical
studies on the rat tibia, Acta Orthop Scand, 6668, 1995.

50. Takushima A et al - Osteogenic potential of cultured periosteallscéh a
distracted bone gap in rabbits, J Surg Res., 7881)1998.

64



51. Teixeira CR et al. - Tibial segmental bone defect treated with bola¢epand cage
filled with either xenogeneic composite or autologacortical bone graft. An experimental
study in sheep, Vet Comp Orthop Traumatol, 20(89,2007.

52. Uddstromer L, Ritsila V. - Healing of membranous and long bone defects. An
experimental study in growing rabbits, Scand JtFR&sonstr Surg., 13(2), 281, 1979

53.Ueno T et al.- Histological comparison of bone induced fromoganously grafted
periosteum with bone induced from autogenouslytgdabone marrow in the rat calvarial
defect model, Acta Histochem, 2007 index Pub Med.

54. Ueno T. et al. - Cellular origin of endochondral ossification rmografted
periosteum, Anat Rec, 264(4), 348, 2001.

55. Uhthoff HK et al. - Internal plate fixation of fractures: short loist and recent
developments. J Orthop Sci. 2006 11(2):118

56. Uthgenannt BA et al. - Skeletal self-repair: stress fracture healing rbpid
formation and densification of woven bone. J BoriadviRes. 2007;22(10):1548

57. Utvag SE et al - Effects of lesion between bone, periosteum amdcle on
fracture healing in rats, Acta Orthop Scan, 69(2),11998.

58. Yiannakopoulos CK et al - The biomechanical capacity of the periosteum in
intact long bones, Arch Otthop Trauma Surg, 128(1Y, 2008.

59. Zhang X et al - Periosteal progenitor cell fate in segmentatical bone graft
transplantations: implications for functional tissengineering, J Bone Miner Res., 20(12),
2124, 2005.

60. Brude, S. P., i col., (1998) - The Effect of Implants Loaded with Autgbus
Mesenchymal Stem Cells on the Healing of Caninentéegal Bone Defectshe Journal of
Bone and Joint Surger$0:985-996.

61. Capanna, R. and De Biase KH2009) - Scaffolds combined with stem cells and
growth factors in reconstruction of large bone defevww.recoa.org/Papers/2009/3cl302.pdf.

62. Chen, A.C., i col., (2009) - Osteogenesis of prefabricated vasculdnpaziosteal
graft in rabbitsJ. Trauma, 67(1), pp 165-167,

63. Clarke S.A i col.., (2007) - Healing of an ulnar defect using a pietpry TCP
bone graft substitute, JAX™, in association wititodngous osteogenic cells and growth
factors Bone vol.:40,pg.: 939-947.

64. Dailiana, Z.H., i col., (2002) - Heterotopic neo-osteogenesis from vasizeld
periosteum and bone graffs.Trauma, 53(5), pp 934-938,

65. Gao T.J. i col., (1997), - Stabilization of an inserted tricatbiyphosphate spacer
enhances the healing of a segmental tibial defiesthéepArchives of Orthopaedic and Trauma
Surgery vol.:116, pg.:290-294.

66. Giannoudis PV, Dinopoulos H, Tsiridis E (2005) - Bone substitutes: an update.
Injury, vol.:36, Suppl. 3, pg.:820-827.

67. Hakimi M. i col., (2010) - Combined use of platelet-rich plasma auntblogous
bone grafts in the treatment of long bone defettwini-pigs,Injury, Int. J. Care Injuredvol.:

41, pg.: 811-817.

68. Igna, C. i col, (2010) - Osteogenesis capacity of free vasculdrize
corticoperiosteal flap in dogkucr. St. USAMV lasb3(12),3,

69. Igna, C., (2009) Comparative studies between dynamic compregdate (DCP)
and low-contact dynamic compression plate (LC-DCBtientifical Papers Veterinary
Medicine lasi,52(11):609-611.

65



70. Islam, O.,i col., (2000) - Development and Duration of Radiograpbigns of
Bone Healing in ChildremAmerican Journal of Roentgenolody’5:75-78.

71. Jain, R.,(1999) - Influence of plate design on cortical @gerfusion and fracture
healing in canine segmental tibial fractur&sOrthop. Trauma.13(3):178-186.

72. Johnson, A. L., i col., (2005) - AO Principles of Fracture Managementia Dog
and Cat,In: Bone Healing. AO. Publishing, Dibendor. 72-92

73. Kalfas, I. H., (2001) - Principles of bone healindeurosurgery Focud 0(4):1-5.

74. Kaminski, A., Burger H., Muller E.J., (2009) - Free corticoperiosteal flap in the
treatment of an infected bone defect of the tiBiacase reportOrtop. Traumatol. Rehabil.
11(4), pp 360-365,

75. Koivukangas A., (2002) -Effects of long-term clodronate administration anb
and on fracture healing in rat, with special refece to methodological aspects¢cademic
Dissertation Faculty of Medicine, University of Qupg.:17-19

76. Kregor, P. J., i col., (1995) - Cortical bone perfusion in plated fraetlisheep
tibiae.J. Orthop. Res13(5):715-724

77. Malizos, K. N., i Papatheodorou L. N.,(2005) - The healing potential of the
periosteum: Molecular aspectB)jury. International Journal of the Care of thejuned.
36:513—S19

78. Mata A. i col., (2010) - Bone regeneration mediated by lioetic mineralization
of a nanofiber matrixBiomaterials vol.:31, pg.: 6004-6012.

79. Matsuzaki, H., i col., (2007) - Damaging fatigue loading stimulates iases in
periosteal vascularity at sites of bone formatiorthe rat ulnaCalcif. Tissue Int 80(6):391-
399.

80. Nienhuijs ME. i col., (2010), - Healing of bone defects in the goat nifaledusing
COLLOSS E and beta-tricalciumphosphakeurnal of Biomedical Materials Research Part B:
Applied Biomaterialsyol.:92(2), pg.:517-524.

81. Ortak, T., icol., (2005) - Osteogenic capacities of periost grgisiost flaps and
prefabricated periosteal flaps: experimental stddZraniofac, Surg.16(4), pp 594-600,

82. O'Sullivan, M.E., Chao E.Y., i Kelly P.J., (1989) - The effects of fixation on
fracture-healingJournal of Bone and Joint Surger§1:306-310.

83. Ozerdem, O., i col., (2003) - Roles of periosteum, dura, and adjacemiekon
healing of cranial osteonecrosi®urnal of Craniofacial Surgeryl4(3):371-379.

84. Perka, C., i col., (2000) - Segmental bone repair by tissue-engigepegiosteal
cell transplants with bioresorbable fleece and idibscaffolds in rabbit.Biomaterials
21(11):1145-1153.

85. Ragni P, Lindholm TS.,(1992) - Porous hydroxyapatite blocks combined to
demineralized bone matrix and autogenous bone mamduced spinal fusion in rabbit. New
trends in bone graftindgJniversity of Tampere, Tampepg. 118-120

86. Redlich, A., i col., (1999) - Bone engineering on the basis of perastells
cultured in polymer fleeces. JourmdIMaterials Science: Materials in MedicinE):767-772.

87. Rodrigues Cunha M. i col., (2008) - Implants of polyanionic collagen matrix in
bone defects of ovariectomized raf®urnal of Materials Science: Materials in Medicjne
vol.:19, pg.:1341-1348

88. Sauerbier, S.,i col., (2007) - Sinus augmentation with periosteum deritresue
engineered bon&urop. Cell Mat.,13 (2), pp 58,

66



89. Schouten Corinne i col., (2010) - In vivo bone response and mechanical
evaluation of electrosprayed CaP nanoparticle rgatusing the iliac crest of goats as an
implantation modeActa Biomaterialiavol.:6, pg.: 2227-2236.

90. Soltan, M., Smiller D., i Soltan C.,(2009) - The inverted periosteal flap: A source
of stem cells enhancing bone regeneratimplant Dentistry 18:373-377.

91. Sturmer, K. M. (1996). Elastic plate osteosynthesis, biomeclsamclications and
technique in comparison with rigid osteosynthddisfallchirurg. 99(11):816-829.

92. Svindland, A.D., i col., (1995) - Periosteal response to transient is@iem
Histological studies on the rat tibiacta Orthopaedica66(5), pp 468-472,

93. Takaaki, U. i col., (2001) - Cellular Origin of Endochondral Ossdfiion From
Grafted Periosteunt,he Anatomical Recor@64, pp 348-357,

94. Takeuchi, S., Matsuo A., Chiba H.(2010) - Beneficial role of periosteum in
distraction osteogenesis of mandible: its presemaprevents the external bone resorption.
Tohoku J. Exp. Med220(1), pp 67-75,

95. Terjesen, T.(1984) - Bone healing after metal plate fixatiomd a&xternal fixation
of the osteotomized rabbit tibiActa Orthopaedicab5(1):69-77.

96. Uhthoff, H.., Poitras K., P., i Backman D. S.,(2006) - Internal plate fixation of
fractures: short history and recent developmelusrnal of Orthopaedic Sciencgél:118-126.

97. Vogelin, M.D.E., i col., (2002) - Prefabrication of bone by use of a ulszed
periosteal flap and bone morphogenetic protelast. Reconstr. Surgl09(1), pp 190-198,

98. Wong R.W.K., Rabie A.B.M.(2010), - Effect of Bio-Oss® Collagen and Collagen
Matrix on Bone FormationThe Open Biomedical Engineering Journal).: 4, pg.: 71-76.

99. Woo Seob, Han Koq2005), - Tissue Engineered Vascularized Bone Bton
Using in vivo Implanted Osteoblast-Polyglycolic é&caffold ,Journal of Korean Medical
Sciencevol.: 20, pg.: 479-482..

100. Xinping, Z., i col., (2008) - Engineering Periosteum for Structural &d@sraft
Healing.Clinical Orthopaedics and Related Resear4¢66:1777-1787.

101. Xiong, Y., i col., (2009) - Comparison of a new minimum contact iogkplate
and the limited contact dynamic compression platean osteoporotic fracture model.
International Orthopaedics (SICOT33:1415-1419.

102. Yuehuei, H., Kylie A., i Martin L ., (2003) - Handbook of histology methods for
bone and cartilagélumanna Press Inc., Totowa, N.J.

67



