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Introducere

Atrofia oaselor maxilare si prezenta unor defecte osoase ce apar ca urmare a unor
traumatisme sau rezectii osoase datorate diverselor patologii din sfera oro-maxilo-faciala
reprezintd o provocare continud din punct de vedere terapeutic, iar augmentarea osoasa este
adesea esentiald pentru a permite refacerea functionalitatii, esteticii si pentru a realiza inserarea
unor implanturi dentare. Augmentarea osoasa este necesara atunci cand exista un defect osos
cavitar, iar lafimea si indl{imea crestei alveolare reziduale a pacientului edentat partial sau total
este insuficientd. Utilizarea de grefe osoase autogene ramane metoda cea mai recunoscuta de

augmentare.

Au fost dezvoltate diferite metode de marire a ofertei osoase in ultimii 30 de ani. Aceste
tehnici au fost folosite cu diferite modificari, atat in ceea ce priveste site-ul donator, arhitectura

grefei osoase, cat si momentul inserarii grefei si a implantului.

Acest studiu este Tn concordanta cu tendintele actuale de cercetare atat experimentale
cat si clinice de a dezvolta atat noi metode de augmentare osoasd cat si de a le intelege si
aprofunda pe cele existente, acestea fiind utilizate atat in chirurgia oro-maxilo-faciala cat si in

implantologie

Ipoteza de la care s-a plecat in acest studiu a constat din faptul ca in experienta clinica,
rezultatele obtinute in urma augmentdrii cu diferite materiale de marire a ofertei osoase nu au
fost intotdeauna in concordanta cu indicatiile producatorului. Rezultatele clinice obtinute in

astfel de procedee fiind impredictibile.

Astfel s-a urmarit cercetarea la nivel histopatologic atat a modului in care se produce
osificarea, a cantitatii de os nou format in jurul particulelor si a arhitecturii acestuia, pentru a

putea concluziona asupra oportunitatii utilizarii acestor tipuri de materiale In practica curenta.

Ca animal de experiment, in studiul de fata s-a folosit iepurele, iar materialele de
augmentare osoasd utilizate au fost hidroxiapatita bovind, fosfatul beta-tricalic si sticlele

bioactive.

Studiul a fost realizat pe 20 de iepuri maturi, din rasa New Zealand White (10 masculi
si 10 femele), cu o greutate de aproximativ 2,5 kg. Protocolul de studiu si schema experimentala

au fost aprobate de INCDMI Cantacuzino Bucuresti.



lepurele ca animal de studiu este unul dintre cele mai frecvent utilizate pentru cercetarea
medicala, fiind folosit Tn aproximativ 35% din studiile de cercetare musculo-scheletale) [1].
Acest lucru se datoreaza in mare parte usurintei de manipulare si dimensiunii. Iepurele este, de
asemenea, convenabil, deoarece ajunge la maturitatea scheletica la scurt timp dupa maturitatea
sexuald, la aproximativ varsta de 6 luni . [2]. Motivul acestui deziderat este reprezentat in cea
mai mare parte de usurinta de manipulare cat si de dimensiunile reduse ale acestuia. Iepurele
este, de asemenea, un animal cu o rata crescuta a utilizarii experimentale, deoarece ajunge la

maturitatea scheletica la scurt timp dupa maturitatea sexuala, la aproximativ varsta de 6 luni.

Cu toate acestea, 1n ceea ce priveste evaluarea mai multor tipuri de biomateriale, putem
spune ca dimensiunile reduse ale iepurilor reprezinta principalul dezavantaj al studierii maririi

ofertei osoase pe acestia

La toate animalele de experienta s-au realizat defecte osoase la nivelul tibiei. Acestea
au fost augmentate cu hidroxiapatita bovina, fosfat beta-tricalcic (TCP) si cu biosticla. In doua
defecte augmentarea s-a facut cu osul autolog obtinut prin forarea geodelor intracorticale.
Pentru a nu permite patrunderea tesutului conjunctiv in spatiile create de biomateriale, s-au
aplicat membrane pentru a obtine o barierd. Dupa aplicarea membranelor, sutura a fost realizata

in trei planuri (periost, tesut muscular si tegument).

Scopul tezei de doctorat, prin cercetarea experimentala de fata, a fost evaluarea osului
laimplantarea in defectul creat iatrogen la animale de laborator a trei tipuri de substituenti ososi

si aprecierea mecanismului de regenerare a defectelor osoase create.

Pentru realizarea acestui studiu a fost necesara colaborarea interdisciplinara atat cu
medicii veterinari din cadrul INCDMI Cantacuzino Bucuresti cat si cu departamentul de

Histopatologie al Spitalului Universitar Colentina Bucuresti

Acest studiu experimental pe model animal a presupus o metodologie de cercetare ce a
necesitat atat realizarea interventiilor chirurgicale la nivelul tibiei a 20 de iepuri in rasd New

Zeeland White cat si realizarea studiilor histopatologice din zonele de interes

Masuratorile au fost realizate cu ajutorul microscopului optic, iar histomorfometria a
fost efectuata utilizdnd un microscop. Pentru analizarea statisticd a datelor a fost utlizat

Software-ul statistic SPSS 22. Analiza descriptiva a fost utilizata pentru evaluarea primara.

In acest studiu, sectiunile osoase ale animalelor de experientd din zona de interes au

fost evidentiate pe lame simple, cu ajutorul coloratiilor pe baza de hematoxilind-eozind (HE)



cat si prin coloratii imunohistochimice. Testele imunohistochimice (IHC) s-au realizat pentru
molecula PECAM-1/CD31.

Analiza celulelor endoteliale s-a realizat prin analiza adeziunii celulelor endoteliale la
plachete cu markerul (PECAM/CD31), care este puternic exprimat de catre celulele

endoteliale.

Examinarea microscopica a diapozitivelor a fost efectuatd utilizdnd un microscop
Nikon Eclipse 801, iar fotografiile au fost obtinute utilizdnd o camera digitald atasata la un

calculator

Pentru a evalua distributia asimetrica a datelor s-au folosit testele Kurtosis si Skewness.

Pentru aprecierea normalitatii au fost realizate testele Kolmogorov-Smirnov si Shapiro-Wilk

In scopul realizdrii acestui deziderat, s-au urmarit trei directii de cercetare pentru a

evalua cit mai bine datele si pentru a putea corela cu experienta clinica rezultatele obtinute.
Astfel, s-au urmarit:

- Gradul de integrare osoasa a materialelor de augmentare in urma implantarii
acestora la nivelul tibiei animalului de laborator. Acest lucru s-a realizat prin
histomorfometrie si prin analiza statistica a masuratorilor obtinute.

- Analiza capacitatii de integrare a substituentilor ososi prin evaluarea
angiogenezei, asa cum a fost demonstratd prin evaluarea expresiei imunohistochimice a
moleculelor de adeziune a celulelor endoteliale plate (PECAM-1/CD31) in vecinitatea
grefelor osoase.

- Capacitatea de integrare a substituentilor ososi prin analizd descriptiva si
histomorfometrie a trei tipuri de substituenti ososi, In asociere cu membrane resorbabile si
neresorbabile in augmentarea osoasa.

- Evaluarea riscurilor si complicatiilor legate de cele doua tipuri de grefe.

Pentru realizarea obiectivelor propuse au fost necesare studiul anatomiei membrului
inferior al iepurelui de laborator, aprofundarea tehnicilor histopatologice de realizare a

preparatelor obtinute, cat si analiza acestora la microscopul optic.

In urma realizarii studiului, dupa urmarirea celor trei directii de cercetare se poate
concluziona faptul ca cele trei materiale, reprezentate de hidroxiapatita bovina (BioOss);
fosfatul beta-tricalic (Cerasorb) si sticla bioactiva (Perioglass), actioneaza ca o matrice

osteoconductoare, Tnsa nu au capacitate osteoinductiva de formare osoasa de novo.



Tiparul de neoapozitie endogend, manifestat in principal la nivelul corticalei,
confirma directia de depunere a tesutului de neoformatie dinspre periferie, spre zona centrala

a defectului, fenomen caracteristic osteoconductiei

Cele trei materiale de augmentare osoasa nu se resorb desi turnoverul osos la
modelul animal utilizat fata de om este de trei ori mai rapid. Reducerea in dimensiuni a
hidroxiapatitei bovine (BioOss), fosfatului beta-tricalic (Cerasorb) si sticlei bioactive
(Perioglass), a produs in perioada studiatd o serie de spatii libere intre osul nou format si

acestea, sub forma unor spatii optic vide la nivel histopatologic, scazand rezistenta osoasa

In cazul tuturor celor trei materiale de augmentare, putem afirma ca angiogeneza si
osteogeneza sunt corelate Tn mod intim prin faptul ca existd o tendintd spre o activitate mai

buna a hidroxiapatitei bovine si a fosfatului beta-tricalcic, comparativ cu sticla bioactiva

In cazul utilizarii a doua tipuri de membrane, membrana de colagen si membrana
de PTFE, am observat ca, indiferent de materialul de augmentare folosit, in cazul acoperirii cu
membrana resorbabild de colagen, cantitatea de os nou format in jurul materialului de

augmentare a fost sensibil crescuta in comparatie cu membrana neresorbabila PTFE.

In urma studiului nostru, rezultatele obtinute au fost in concordanti cu majoritatea
studiilor analizate. Studiul nostru a demonstrat beneficiile membranelor de colagen in fata
membranelor de PTFE, prin faptul ca acestea nu au nevoie de reinterventii chirurgicale de
eliminare a membranei, in timp ce potentialul de regenerare osoasd a materialelor de
augmentare pe care acestea le acopera este similar, avand usoare valori crescute in cazul

membranei resorbabile.

In majoritatea studiilor citate in literaturd datoritd capacitatilor osteoinductive si
osteoconductive, autogrefele sunt superioare tuturor celorlalte tipuri de materiale substituente
utilizate in marirea ofertei osoase, la fel ca si in studiul nostru acestea confirmandu-si statutul

de “ standard de aur” in augmentarea osoasa.
Ca si limite ale cercetarilor efectuate cat si in a elabora teza trebuie mentionate :

e Utilizarea unei singure specii de animal de experienta
e Dimensiunea defectelor care pot fi realizate este limitata
e Un defect la nivelul tibiei mai mare de 6 mm in diametru pune n pericol

rezistenta osoasa



e Durata redusa a studiului, care nu a permis evaluarea neoapozitiei la minim

1 an de la inserare,
e Perioada in care este posibil sd se produca resorbtia avansatd a materialului

de augmentare

Ca si perspective de continuare a cercetarilor putem sd notdm faptul ca sunt necesare
studii clinice prin care sa se evalueze eficacitatea pe termen lung a materialelor si evaluarea
comportamentului materialelor de augmentare osoasd 1n raport cu compozitia lor fizico
chimica. De asemenea este necesara verificarea rezultatelor histopatologice pe model animal

prin studii clinice.



Il. PARTEA SPECIALA

4.Studiu asupra histomorfometriei materialului biopsic recoltat
din zona de augmentare osoasa continand hidroxiapatita bovina,
fosfat beta-tricalic si sticle bioactive

4.1. Obiectivele studiului

Reconstructia osoasa, prin modul in care aceasta se poate realiza, cét si prin materialele
folosite, reprezinta o preocupare continua atat in specialitatea chirurgiei oro-maxilo-faciale, cat

si 1n alte specialitati.

In mod ideal, un substituent osos ar trebui sa indeplineasca urmatoarele ,,criterii”: sa fie
biocompatibil; sd aiba suficiente caracteristici mecanice pentru a fi usor de utilizat si pentru o
fixare stabila; sa serveasca ca o matrice osteoconductiva sau osteoinductiva; sa se resoarba in
totalitate si sa fie Tnlocuit de os propriu; s creeze o masa structurala care sa poate gazdui
implanturi dentare cu o capacitate de incarcare si sa reprezinte un suport indelungat al

implantului”. [3]

Au fost efectuate mai multe studii in care au fost tratate diverse defecte osoase, prin
aplicarea diferitelor tipuri de grefe osoase [4:5]. Tn majoritatea cazurilor, grefele osoase
autologe au fost sugerate ca fiind standardul de aur, toate celelalte materiale fiind comparate in

raport cu acestea [6], obtinand niveluri variabile de eficacitate..

Osteoconductia este un proces tridimensional, in care tesutul donor actioneaza ca o
matrice pentru cresterea capilarelor, tesutului perivascular si a celulelor osteoprogenitoare de

la nivelul patului receptor [7]

Tinand cont de multitudinea de materiale si biomateriale utilizate in ziua de astdzi in
chirurgia oro-maxilo-faciala, studiile care sa prezinte comparatii intre nenumaratele tipuri de
materiale necesitda o cercetare continua, in primul rand datorita numarului mare de materiale

noi aparute pe piata si, in al doilea rand, datorita lipsei unor cercetari pe termen lung.

Obiectivul studiului de fatd a fost sa evalueze si sa compare eficacitatea remodelarii si

osteointegrarii a trei tipuri de substituenti ososi [hidroxiapatita bovini (BioOss®), sticlele



bioactive (Perioglass®), fosfatul beta-tricalcic (Cerasorb®)] in urmi augmentarii unui defect

iatrogen realizat la nivelul tibiei a 20 de iepuri din rasa New Zealand.

Tn cadrul acestui studiu, s-a urmarit gradul de integrare osoasi a materialului de marire
a ofertei osoase printr-un studiu histomorfometric si histopatologic al zonelor grefate cu cele

trei materiale de substitutie, in comparatie cu osul autolog utilizat ca martor.

Pentru realizarea acestor obiective propuse au fost necesare atat studiul anatomiei
membrului inferior al iepurelui de laborator, al instrumentarului util, cat si al modului de
realizare a anesteziei pe animalul experimental si a metodelor de eutanasiere in scopul

prelevarii probelor biohistochimice.

Astfel, a fost necesara insusirea histotehnicii osului, acest lucru implicand eliminarea
sarurilor de calciu din tesut fara a altera structurile celulare si fard a diminua capacitatea de
vizualizare a detaliilor celulare. Acest lucru s-a realizat prin tehnicile de fixare, decalcificare,
includere, sectionare si, in final, colorare a lamelor histopatologice cu coloratia aleasa -
hematoxilind-eozind (HE). Dupa toate acestea, a urmat realizarea masuratorilor cu ajutorul
microscopului optic, iar histomorfometria a fost efectuata utilizand un microscop Olympus CX
30 (Olympus, Japonia), conectat la programul de procesare a imaginilor (Dimension CellSens

Olympus, Olympus, Japonia), utilizand camera digitala Olympus DP21 (Olympus, Japonia).

Folosind programul Statistic SPSS 22, au fost realizate testele statistice pentru a putea
analiza datele obtinute. In faza primara a fost realizata analiza descriptiva. Testele Kurtosis si
Skewness au fost utilizate pentru a evalua distributia asimetrica a datelor, in timp ce pentru

loturile independente s-au folosit testele non-parametrice, Kruskal-Wallis si Mann-Whitney.

4.2. Material si metoda

Cercetarea s-a facut in cadrul Institutului National de Cercetare-Dezvoltare pentru
Microbiologie si Imunologie Cantacuzino Bucuresti pe un lot de 20 de iepuri maturi, din rasa
New Zeeland White. Acestia avand o greutate de aproximativ 2,5 kg. Atat Etapele protocolului
de studiu cat si schema experimentald au fost puse sub atentia Comisiei de Etica pentru lucrul
cu animale de laborator a INCDMI Cantacuzino Bucuresti. Acestia avizand pozitiv acest
protocol. Pe toatd durata cercetarii, animalele au fost gazduite In camere ce au avut o
temperaturd cuprinsa intre intre 18°C si 24°C cat si o umiditate de 55%. Animalele su fost
hranite cu o dietd standardizata. Ele au fost impartite in trei grupuri egale de cate 6 in functie

de materialul cu care s-a realizat augmentarea



Animalele au fost sacrificate la 180 de zile dupa interventie, iar din zonele de interes

au fost recoltate fragmentele osoase care ulterior au fost analizate histopatologic.

Dupa sacrificarea animalelor si recoltarea pieselor biopsice din zonele de interes de la
nivelul tibiei, am analizat prezenta remodeldrii osoase in noua matrice osoasa din jurul
particulelor si gradul de biocompatibilitate a materialului, printr-o analizd cantitativa a

nivelului osului nou format.

4.3. Rezultate

Pentru analizarea statistica a datelor a fost utlizat Software-ul statistic SPSS 22. Analiza
descriptiva a fost utilizatd pentru evaluarea primara. S-au folosit testele Kurtosis si Skewness
pentru a evalua distributia asimetrica a datelor. Pentru aprecierea normalitatii au fost realizate

testele Kolmogorov-Smirnov si Shapiro-Wilk.

De asemenea, a fost utilizat testul non-parametric pentru loturile independente Kruskal-
Wallis.

Pentru usurinta introducerii datelor statistice in cadrul realizarii testelor in programul
SPSS 22, osul bovin a fost numerotat cu ‘1’°; fosfatul beta-tricalcic cu ‘2’; biosticla cu ‘3’ si

osul autolog cu ‘4°.

Din punct de vedere histomorfometric, in urma analizei statistice descriptive a cantiattii
de tesut osos matur format in jurul materialului de augmentare, s-a observat cd, in cazul
materialului bazat pe hidroxiapatita bovina, aceasta prezintd o cantitate de os nou format discret
mai mare decat in cazul celorlalte materiale, cu 0 medie de 92,4385 um, reprezentand grosimea
lamelelor de os nou format in jurul particulelor. Fosfatul beta-tricalcic prezinta o medie a
grosimii lamelelor osoase nou formate de 73,67 pm, cu un minim de 20,3 pm si un maxim de
230,30 pum. In cazul materialului Perioglass, cantitatea de os nou este semnificativ redusi, cu

o medie de 31,88 um, cu un minim de 9,10 pm si un maxim de 120,6 pum.

Valorile celor trei materiale sunt semnificativ reduse in comparatie cu osul autolog
folosit ca reper, acesta avand o medie de 249,68 um, cu un minim de 115,3 pm si un maxim

de 363,8 um.

Tn cadrul realizarii analizei statistice, aceasta s-a facut in prima faza pe toate loturile,

apoi pe grupuri de cate doud, pentru a vedea unde este diferenta statistic semnificativa.



Realizand analiza pe perechi, se poate observa ca intre fiecare pereche exista diferente
semnificative. Luand in calcul si lotul de os autolog reprezentat de lotul control, observam ca

nu obtinem o diferentd majora comparativ cu lotul reprezentat de hidroxiapatita.

Testele Kurtosis si Skewness releva o distributie asimetrica la dreapta, in cazul primului

lot, si o distributie la stanga pentru celelalte doua loturi, cu aspect platrictic al curbei.

Folosind testul Kruskal-Wallis, scorul mediu in primul lot a fost de 100,4, urmat de
72,73 pentru grupul fosfat tricalcic si numai 34,01 pentru lotul de sticla bioactiva. Din analiza
statistica am obtinut diferentd semnificativa intre cele trei grupuri, Chi patrat = 59,323 n la 2

grade libertate cu p <0,001.

. In urma testelor normalititii Kolmogorov-Smirnov si Shapiro-Wilk, s-a demonstrat ca

singurul lot care respecta normalitatea este cel cu os autolog - lotul control.

Acest lucru completeaza descoperirile in care cantitatea de os care se formeaza in jurul

fosfatului beta-calcic si a hidroxiapatitei bovine este evident superioara sticlelor bioactive.
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Fig. 4.9. Histograma prezentand deviatia standard si media cantitatii de hidroxiapatita bovina

obtinuta.
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Fig. 4.10. Histograma prezentand deviatia standard si media cantitatii de beta-TCP obtinut.
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Fig. 4.11. Histograma prezentand deviatia standard si media cantitatii de sticla bioactiva obtinuta.
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Fig. 4.12. Histograma prezentand deviatia standard si media cantitatii de os autolog obtinut.



Tabelul 4.V.

Valori comparative ale mediei intre toate materialele fata de osul autolog

\Valori
Tip_os N Mean Rank
Arie HA 51 103.08
BTCP 50 74.01
Perioglass 41 34.54
Os autolog 10 125.45
Total 152

Fig. 4.17. HE;10X(Xenogrefa). Sectiune transversala la nivelul tibiei, cu spatiile medulare ocupate
intr-o mica masura de granulele osoase, acestea fiind aglomerate in partea corticala.



Fig. 4.18. HE;40X(Xenogrefd). Detaliu de la nivelul regiunii interne a osului cortical, prezentand o
matrice de os lamelar si fibros in jurul particulelor si zone optic vide in interiorul osului cortical.

Fig. 4.23. HE;40X(Biosticla). Detaliu de os cortical cu spatii optic vide date de resorbtia materialului.



Fig. 4.33. HE;20X(TCP). Detaliu de la nivelul spatiului medular, cu os lamelar, tesut fibros si material
exogen.



) <

Fig. 4.34. HE;40X(TCP). Detaliu de la nivelul spatiului medular, cu punti de os lamelar, tesut fibros si
material exogen prezent in totalitate, fara resorbtia

Studiu asupra expresiei moleculei de adeziune a celulelor endoteliale plate
(PECAM-1/CD31) ca marker angiogenetic in augmentarea 0soasi a celor

trei tipuri diferite de biomateriale

Obiectivele studiului

Scopul acestui studiu a fost de a analiza pe model animal capacitatea de integrare a
substituentilor ososi prin evaluarea angiogenezei, asa cum a fost demonstrata prin evaluarea
expresiei imunohistochimice a moleculelor de adeziune a celulelor endoteliale plate (PECAM-
1/CD31) in vecinatatea grefelor osoase, pentru trei biomateriale utilizate in general pentru
augmentarea osoasa: hidroxiapatita bovina, fosfatul beta-tricalcic, sticlele bioactive, permitand
revascularizarea tesuturilor si aparitia ulterioard a lamelelor osoase. Proteinele evaluate sunt

markeri ai endoteliului vaselor de sdnge nou formate in apropierea biomaterialelor utilizate.

Intr-un defect osos, angiogeneza este un proces obligatoriu pentru a obtine osteogeneza
[8; 9;10].



Desi a fost initial recunoscuta ca o proteind capabila de a realiza legdturi cu ea insasi si
cu alte molecule non-PECAM-1 [11], existd acum un numar semnificativ de dovezi ca
molecula (PECAM-1) a fost implicatd in migrarea celulelor endoteliale, demonstrandu-se ca

anticorpii anti-PECAM-1 inhiba angiogeneza in vivo.

CD31 este utilizat in principal pentru a demonstra prezenta celulelor endoteliale in

sectiunile histologice de tesut. [12;13]
Material si metoda

S-au efectuat teste imunohistochimice (IHC) pentru PECAM-1/CD31 iepuri). Reactiile Ag-
Ac sunt evidentiate printr-o reactie de culoare, obtinuta In urma actiunii unei anumite enzime
(marcator enzimatic) asupra unui substrat specific care, prin descompunere, da un produs
colorat mai mult sau mai putin stabil. Antigenele, localizate membranar, citoplasmatic sau
nuclear, pot fi detectate cu ajutorul unor anticorpi specifici sau cu ajutorul unor seruri

policlonale.

S-a evaluat numarul de vase si lumenul lor in jurul particulelor osoase de novo. in
sectiunile marcate cu anticorp anti-CD31, numarul de vase si diametrul lumenului au fost
comparativ analizate prin analizd vizuald. Datele au fost descrise prin comparatie intre cele trei
materiale utilizate: hidroxiapatitd bovind (BioOss), fosfat beta-tricalcic (Cerasorb) si sticle

bioactive (Perioglass).

Coloratiile IHC au fost efectuate atdt manual, céat si cu ajutorul imunocoloratorului

automat, conform retetelor pentru coloratiile IHC.

Ca protocol imunohistochimic, a fost respectat Protocolul de tehnici de lucru pentru
prelucrare si colorare a preparatelor citopatologice si histopatologice pentru specialitatea

anatomie patologica

.3. Rezultate

Tn acest studiu s-a utilizat softul statistic SPSS 22.

Tn cadrul analizei datelor, in urma analizei cantitative descriptive a distributiei celulelor
CD31 pozitive in jurul materialului de augmentare, s-a observat ca mentinem o medie crescuta

a numarului de vase din lotul hidroxiapatitei bovine (BioOss) 6,58 +/- 0,59 (Fig. 5.6.;5.7.) si al



fosfatului beta-tricalcic (Cerasorb) 4,47 +/- 0. (Fig. 5.8.;5.9.), comparativ cu lotul in care s-a
utilizat sticla bioactiva (Perioglass) 1,58 +/- 0,246 (Fig. 5.10.;5.11.) (Tabelul 5.1.).

Testele Kurtosis si Skewness releva o distributie asimetrica la dreapta, n cazul primului

lot, si distributie la stdnga pentru celelalte doud loturi, cu aspect platrictic al curbei.

Folosind testul Kruskal-Wallis, media rankurilor Tn primul lot a fost de 43,7 urmat de

32,9 grupari fosfat triciclice si numai 10,32 pentru lotul de sticld bioactiva.

Din analiza statistica am obtinut o diferenta semnificativa intre cele trei grupuri, Chi

patrat = 40,0 la 2 grade libertate cu p <0,001. (Tabelul 5.11.).

Pentru analiza comparativa pe fiecare pereche, s-a aplicat testul Mann-Witney, in prima
faza pe toate loturile, apoi pe cate doud, pentru a vedea unde este diferentd semnificativa.
Realizind analiza pe perechi, se pot observa diferente semnificative statistic pentru toate cele

trei perechi.

Aplicand testul Mann-Whitney, a fost obtinut un val U =79 (N1 =19, N2 =19) laun
nivel de semnificatie p = 0,002 <0,05 (Tabelele 5.111.;5.1V.).

Aplicand testele de normalitate Kolmogorov-Smirnov si Shapiro-Wilk, ce au rolul de a
verifica daca un set de date este incadrat intr-0 distributiec normala, s-a observat ca cele trei

loturi nu respecta normalitatea.

Din analiza de mai sus, se observa diferente semnificative statistic pentru toate cele trei
perechi. Aceasta completeaza descoperirile in care cantitatea de os care se formeaza in jurul
fosfatului beta-tricalcic si a hidroxiapatitei bovine este in mod clar superioara sticlei bioactive.
Atat diametrul lumenului, cat si numarul de vase au fost usor crescute pe lamele studiate n

favoarea fosfatului beta-tricalcic (Cerasorb)



= Marmal

Histogram
0s hovin
&7 Mean = 6 58
Std. Dev. = 2 61
N=18

5-

Frequency

75
PECAM

Fig. 5.6. Histograma prezentand deviatia standard si media numarului de vase nou formate in jurul
granulelor de hidroxiapatita bovina.
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Fig. 5.7. Histograma prezentand deviatia standard si media numarului de vase nou formate in jurul
granulelor de fosfat beta-tricalic.
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Fig. 5.8. Histograma prezentand deviatia standard i media numarului de vase nou formate n jurul
granulelor de biosticla.



Fig. 5.13. 20X.[Hidroxiapatita bovinad)]. Endoteliu reactiv Pecam-1/CD31 prezent in jurul materialului,
ce poate fi observat prin colorarea brun-intunecat a endoteliului vascular.

Fig.5.14. 40X.[Hidroxiapatitd bovina]. Endoteliu reactiv Pecam-1/CD31 prezent in jurul materialului,
ce poate fi observat prin colorarea brun-intunecat a endoteliului vascular.



Fig. 5.21. 40X.[TCP]. Detaliu cu endoteliu reactiv Pecam-1/CD31 prezent n jurul materialului, ce
poate fi observat prin colorarea brun-deschis a endoteliului vascular.

Fig. 5.22. 40X.[TCP]. Detaliu cu endoteliu reactiv Pecam-1/CD31 prezent inconjurat de granulele de
fosfat beta-tricalic neresorbite si lamele de os nou format.



Fig. 5.31. 20X.[Biosticla]. Perspectiva asupra unor granule de biosticla (Perioglass) fara tesut osos
nou format in jur si fard o prezenta marcata a markerului angiogenetic.

Fig. 5.32. 40X.[Biosticla]. Detaliu asupra unor granule de biosticla (Perioglass) cu medulara
inconjuratoare si usoare celule hipermarcate Pecam-1/CD31 prezente in jurul materialului



6. Studiul histopatologic asupra utilizarii unor
materiale de marire a ofertei in asociere cu membrana de PTFE

sau colagen in augmentarea osoasa

6.1. Obiectivele studiului

Scopul acestui studiu a fost de a analiza prin analiza descriptiva si histomorfometrie,
folosind un model experimental animal, capacitatea de integrare a substituentilor ososi a trei
tipuri de materiale de augmentare, in asociere cu membrane resorbabile si neresorbabile, in
augmentarea osoasd. Ca materiale de augmentare osoasa, s-au utilizat hidroxiapatita bovina
(BioOss), fosfatul beta-tricalcic (Cerasorb) si sticlele bioactive (Perioglass). Membranele
utilizate au fost reprezentate de membrane resorbabile de colagen si membrane neresorbabile

din politetrafluoroetilena (PTFE).
6.2. Material si metoda

Modul de lucru a fost acelasi cu cel descris in primul studiu, iar, pe langd componenta
chirurgicala a acestui studiu, el a prezentat si o componenta histologica, descrisd, de asemenea,
n studiile anterioare, ce a inclus histotehnica osului, prin tehnicile de fixare, decalcificare,
includere, sectionare si, in final, colorarea lamelor histopatologice cu coloratia hematoxilina-
eozina

Geodele osoase intracorticale au fost realizate cu ajutorul unei freze, avand 4 mm
diametru intern si 2 mm in diametru extern, pe fiecare tibie, creand astfel o geoda osoasa in
zona centrald a tibiei. Un numar de 4 defecte au fost augmentate cu hidroxiapatitd bovina
(BioOss), alte 4 defecte au fost augmentate cu fosfat beta-tricalic (TCP) si alte 4 cu biosticla
(Bioglass). Dintre acestea, cate doua din fiecare material au fost acoperite cu membrane de
colagen, in timp ce cate doud din fiecare material au fost acoperite cu o membrana
neresorbabila pe baza de PTFE. Acoperirea membranard a fost realizatd pentru a obtine o
bariera fata de tesutul conjunctiv. Dupa aplicarea membranelor, s-a realizat o suturd a plagilor
in trei planuri (periost, tesut muscular si tegument). Postoperator li s-a administrat animalelor

ketoprofen, timp de trei zile

6.3. Rezultate

Cei 12 iepuri au fost impartiti Tn trei grupuri: grupul A, unde s-a folosit hidroxiapatita
bovina (BioOss), grupul B, in care s-a folosit fosfat beta-tricalic (Cerasorb), si grupul C, unde
s-a folosit sticla bioactivd (Perioglass). Un numar de 4 defecte au fost augmentate cu

hidroxiapatita bovina (BioOss), alte 4 defecte au fost augmentate cu fosfat beta-tricalcic



(Cerasorb) si alte 4 cu biosticla (Perioglass). Dintre acestea, cate doua din fiecare material au
fost acoperite cu membrane de colagen, in timp ce cite doud din fiecare material au fost
acoperite cu 0 membrana neresorbabild pe baza de PTFE, rezultand astfel 6 defecte acoprite cu

membrand de PTFE si 6 membrane acoperite cu membane de colagen.

Din punct de vedere histomorfometric, in urma analizei statistice descriptive a
cantitatii de tesut osos matur format in jurul materialului de augmentare, s-a observat ca
grosimea lamelelor de os nou format Tn jurul particulelor de material folosit la augmentare a
avut 0 medie de 98,26 um in cazul membranei de colagen, urmata de o valoare net inferioara

de 49,19 um n cazul membranei de PTFE.

Avand in vedere cd mai existd o variabila, datd de tipul de materiale, am obtinut o
grosime a lamelelor osoase pentru materialul reprezentat de hidroxiapatitda bovina (BioOss)
acoperit cu membrana de colagen cu o medie de 90,4056 um, reprezentand grosimea lamelelor
de os nou format in jurul particulelor. Hidroxiapatita bovina (BioOss) acoperitd cu membrana
de PTFE a avut o grosime medie de 80,36 um. Fosfatul beta-tricalcic (Cerasorb) acoperit cu
membrana de colagen prezintd o medie a grosimii lamelelor osoase nou formate de 73,67 um,
n timp ce fosfatul beta-tricalcic (Cerasorb) acoperit cu membrana de PTFE a prezentat o medie
a lamelelor osoase de 69,52 um. Tn cazul sticlei bioactive (Perioglass), cantitatea de os nou
format a fost semnificativ redusd, cu o medie de 31,88 um, atunci cand a fost acoperitd cu
membrand de colagen, si de 20,10 um, cand acest material a fost acoperit cu membrana de

PTFE.

Diferenta, dupa cum se poate observa, este semnificativ redusa in cazul membranei
neresorbabile, Acest efect se produce mai ales datoritd aparitei unor dehiscente punctiforme,
acest lucru putnd fi observat si in cazul catorva exemplare din grupul studiat B. Aceste

dehiscente au permis infiltrarea tesutului fibros la nivelul geodei augmentate.

Studiul nostru completeaza descoperirile in care cantitatea de os care se formeaza in
jurul fosfatului beta-tricalcic si a hidroxiapatitei bovine este evident superioara sticlelor

bioactive.



Tabelul 6.1.

Media grosimii lamelor osoase in functie de tipul de os

Media grosimii lamelor osoase in functie de tipul de os
Tip_os Colagen PTFE
Grosime [HA 90,40
80,36
BTCP 73,67 69,52
Sticla
bioactiva 31,88 20,10

Fig. 6.1. 20X.[ TCP]. Imagine de ansamblu cu materialul augmentat si lamele de tesut osos nou
format, impreuna cu membrana de PTFE ce a ramas pe loc deasupra corticalei.



Fig.6.2. 20X.[ TCP]. Imagine de ansamblu cu materialul de augmentare si lamele de tesut osos nou
format in jurul corticalei, protejate de membrana neresorbabila de PTFE.

Fig. 6.4. 20X.[ TCP]. Detaliu asupra materialului de augmentare protejat cu membrana de PTFE si
dimesniunea lamelelor osoase astfel obtinute.



Fig.6.5. 20X.[TCP]. Imagine de ansamblu asupra materialului de augmentare protejat cu membrana
de colagen ce s-a absorbit.

Fig. 6.15. 20X.[Biosticla]. Imagine de ansamblu asupra materialului de augmentare protejat cu
membrana de colagen si cu dimensiunea lamelelor de os nou format.



8. CONCLUZII

1. Cele trei materiale, reprezentate de hidroxiapatita bovina (BioOss); fosfatul
beta-tricalic (Cerasorb) si sticla bioactiva (Perioglass), actioneazd ca o matrice

osteoconductoare, Tnsa nu au capacitate osteoinductiva de formare osoasa de novo.

2. Reducerea in dimensiuni a materialelor de augmentare osoasa, hidroxiapatita
bovina (BioOss), fosfatul beta-tricalic (Cerasorb) si sticla bioactiva (Perioglass), a produs in
perioada studiata o serie de spatii libere intre osul nou format si acestea, scdzand rezistenta

0soasa.

3. Cantitatea de os nou format a fost usor maritd in cazul hidroxiapatitei bovine
(BioOss), fata de fosfatul beta-tricaclic (Cerasorb), sugerand ca ele nu interfera intr-un mod

major la regenerarea osoasa.

4. Dintre toate cele trei materiale studiate, sticla bioactiva (Perioglass) a avut cele
mai slabe rezultate, atat din punct de vedere al formarii osoase, cat si din punct de vedere al

neoangiogenezei capilare.

S. In cazul tuturor celor trei materiale de augmentare, putem afirma ci
angiogeneza si osteogeneza sunt corelate in mod intim prin faptul cd exista o tendintd spre o
activitate mai buna a hidroxiapatitei bovine (BioOss) si a fosfatului beta-tricalcic (Cerasorb),

comparativ cu sticla bioactiva (Perioglass).

6. Strategia pentru o crestere optima a osului si inlocuirea matricei constd in

echilibrul intre rata de reabsorbtie a materialului si cantitatea de os nou format.

7. Niciunul dintre materiale nu s-a resorbit pe perioada studiata de 6 luni, desi

turnoverul osos la modelul animal utilizat fatd de om este de trei ori mai rapid.

8. In cazul utilizarii a doud tipuri de membrane, am observat cd, indiferent de

materialul de augmentare folosit, in cazul acoperirii cu membrana resorbabild de colagen,



cantitatea de os nou format in jurul materialului de augmentare a fost sensibil crescuta in

comparatie cu membrana neresorbabila PTFE.

9. Cel mai slab rezultat, in sensul formarii de lamele mature de os nou format, a
fost in cazul utilizarii biosticlei (Perioglass) in combinatie cu membrana neresorbabild de

PTFE.

10. Indiferent de materialul de augmentare utilizat, autogrefele, prin capacitatea lor

atat osteoconductiva, cat si osteoinductiva, raman standardul de aur in augmentarea
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