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INTRODUCERE

Leziunile ligamentului Incrucisat anterior (LIA) au devenit in ultimele decade o
problema globala de sanatate in randul persoanelor tinere in plind activitate fizica, atat
prin incidenta sa, cat si prin implicatiile de ordin social, profesional si financiar.

Ligamentul care sustine stabilitatea genunchiului, cea mai complexa articulatie
implicatd in mobilitatea membrelor inferioare, este subiectul celor mai multe studii
privind reconstructia de ligament.

Ligamentul incrucisat anterior (LIA) este elementul anatomic de la nivelul
articulatiei genunchiului care suferd cel mai frecvent leziuni traumatice partiale sau
complete. Acest ligament joaca un rol esential in functionalitatea genunchiului, fiind
unul din stabilizatorii principali ai acestei articulatii. Un genunchi instabil duce ulterior
la degradarea celorlalte elemente intraarticulare printre care cel mai important este
cartilajul de acoperire al suprafetelor articulare portante. Consecinta acestor degradari a
elementelor nobile intraarticulare este reprezentata de aparitia precoce a bolii artrozice
si compromiterea functionald a articulatiei genunchiului.

In Statele Unite ale Americii sunt inregistrate intre 100.000 si 200.000 de leziuni
ligamentare de incrucisat anterior pe an, din care mai mult de jumadtate necesita
interventii chirurgicale de reconstructie. [1,2]

Severitatea unei leziuni de ligament necesitd o abordare chirurgicald pentru a
beneficia de repararea optimd a tesuturilor si o recuperare functionald completa.
Ingineria tisulara a condus la dezvoltarea de noi strategii de reparare a tesuturilor pentru
a reduce morbiditatea inlocuind parti ale ligamentelor lezate.

In ultimii 30 de ani, reconstructiile ligamentului anterior cruciat (LIA) prin
interventii chirurgicale au utilizat autogrefele sau allogrefele, ce prezintd rezultate
satisfacatoare pe termen scurt, insa dupa o perioadda indelungatd se instaleaza
instabilitatea articulard si durerea. In plus, utilizarea propriului tesut in reconstituirea
LIA este insotitd de dureri ale genunchiului, instabilitate la nivelul situs-ului donor si
mobilitate redusd. Tesutul de provenientd allogenicd presupune un risc crescut de
transmitere a unor boli, aparitia de infectii si inducerea unui raspuns imun la pacient. O
alta strategie curentd pentru reconstructia ligamentului anterior cruciat o reprezintd

utilizarea unor grefe sintetice, care initial prezintd o rezistenta buna, dar care, cu timpul,



sufera degradari si rupturi, predispunand la sinovitd. Abordarea ingineriei tisulare
implica implantul unor scaffold-uri degradabile, care sd preia doar temporar tensiunile
mecanice, pana ce are loc regenerarea ACL.

Aceasta problematicd este supusa unor dezbateri intense la momentul actual
incercand sa gasim tipurile de grefe ideale folosite in interventia de reconstructie
ligamentard. Autogrefele, allogrefele sau grefele sintetice, dupd cum bine stim toate au
avantajele si dezavantajele bine cunoscute ce tin de sacrificarea zonei donoare,
rezistenta la uzura, timp de integrare, biocompatibilitate si nu in ultimul rand costurile
financiare.

Astfel s-au dezvoltat suporturi sintetice, semi-sintetice sau naturale cu scopul de
a stabili conditii optime pentru inlocuirea permanentd a ligamentului lezat.. La sfarsitul
anilor '80 si inceputul anilor '90 au inceput sa capete un elan deosebit primele interventii
chirurgicale de reconstructie a ligamentului incrucisat anterior cu grefe sintetice. Au fost
primite cu foarte mult entuziasm deoarece nu se mai sacrifica zona donoare, aveau o
rezistenta foarte bund, iar pacientul avea un confort postoperator si o recuperare mult
mai rapida. Ulterior au aparut si efectele nefavorabile legate de fibrele sintetice din care
au fost confectionate grefele si anume, infectii, reactii imunologice de intoleranta,
sinovite reactive, epansamente cornice, instabilitati restante, rupturi precoce ale
grefoanelor.

Tendinta ultimilor ani au fost cercetdri elaborate pentru o diminuare a
disconfortului postoperator, o vindecare si o reintegrare in activitatea fizica si sociald
cat mai rapidd prin elaborarea unei multitudini de grefe sintetice. Este deja cunoscut
faptul ca reconstructia ligamentului Incrucisat anterior cu ajutorul grefelor sintetice aduc
un beneficiu major al recuperarii postoperatorii si rapiditatii reluarii activitatii fizice, dar
cu dezavantaje notabile la distantd in ceea ce priveste osteointegrarea si
biocompatibilitatea diferitelor fibre sintetice din care sunt confectionate.

Perspectivele viitorului sunt reprezentate de materiale de tip biologic: matrice si
fibre de colagen naturale sau sintetice apropiate de structura si proprietdtile histologice
ale ligamentului nativ.

Ipoteza lucrarii se inscrie in aceasta perspectiva prin cercetarea posibilitatii de
obtinere a unui implant de colagen inert care poate fi colonizat de diferite tipuri de
celule (osteoblaste in os, fibroblaste in articulatie) permitind obtinerea unui “neo —
ligament” care sa fie cat mai aproape de structura si proprietitile mecanice ale

ligamentului nativ. In ciuda efortului numeroaselor centre de cercetare, pana in prezent



nu s-au obtinut substituenti micsti pentru tendoane si ligamente cu proprietati similare
celor naturale. Mai mult, pana la momentul actual, nu s-a realizat un model functional
care, odata implantat sa duca la vindecare completa.

Pornind de la faptul ca ligamentele sunt tesuturi conjunctive fibroase dense
compuse 1n special din fibre de colagen compactate ordonat si de la neajunsurile create
de ligamentele sintetice mentionate anterior, ne propunem diminuarea sau chiar
eliminarea acestor reactii secundare prin inglobarea fibrelor aliniate din colagen de tip I
(caracteristic ligamentelor) in structura fibrilara a acestor grefe, intr-o pondere ce a
urmat a fi determinatd experimental prin analiza implantului in animalul de studiu si a
unor eventuale reactii locale si generale ale acestuia.

Lucrarea 1si propune obtinerea si testarea unui model experimental de ligament
sintetic, care sa Iindeplineasca toate criteriile de biocompatibilitate (stabilitatea
compusilor chimici, absenta de substante solubile in compozitie, minima absorbtie a
apei, etc) si caracteristicile mecanice (rezistenta la tractiune si torsiune, rigiditate,
elasticitate si o microarhitecturd poroasd), folosind ca substrat structural unei viitoare
populari cu celule formatoare de colagen (un schelet care sa fie populat cu fibroblasti) si
pe baza caruia sd se produca o refacere a ligamentului lezat, evitand astfel neajunsurile
determinate de recoltarea unei autogrefe. Acest model experimental urmand a fi testat si
urmarit prin implantarea intr-un animal de studiu.

Dupa studierea anatomiei comparate a elementelor intraarticulare, raporturilor
anatomice si a dimensiunilor articulatiei genunchiului, am ajuns la concluzia ca cel mai
potrivit ca animal de studiu ar fi porcul domestic (Sus Scrofa Domesticus) care are
multiple similitudini la nivel articular cu genunchiul uman.

In consecintd cu ajutorul experientei acumulate in ultimii ani in efectuarea
reconstructiilor ligamentare cu grefe sintetice si a cunostintelor din literaturd am ales un
model experimental de ligament sintetic existent in piatd, LARS (Ligament Advanced
Reinforcement System) compus din fibre de polietilen tereftalat (PET) care cu ajutorul
oferit de Institutul National de Cercetare Dezvoltare pentru Mecatronica si Tehnica
Masurarii si de Institutul National de Cercetare-Dezvoltare pentru Textile si Pielarie a
fost testat din punct de vedere al rezistentei mecanice, comparativ cu autogrefele si
functionalizat cu o peliculd de gel hidrolizat de colagen extras din tendon de curcan sau
piele bovind. Proba de ligament functionalizat a fost analizata spectrofotometric si la
microscopie electronicd unde s-a constatat prezenta unei pelicule de gel hidrolizat de

colagen pe suprafata fibrilelor sintetice de ligament.



Ulterior acesta a fost sterilizat cu raze X si pregatit pentru implantare in
genunchiul animalului de studiu printr-o interventie chirurgicald astroscopicad. Pentru
aceasta s-a pregatit turnul de artroscopie, pensele specifice interventiei artroscopice, cu
trusa completd de ligamentoplastie, camera video pentru articulatii mici de 1,9 mm,
electroablator, shaver 3,5 mm, iar pentru fixarea grefei s-a folosit un sistem de suspensie
cu lungime ajustabild si surub resorbabil.

Particularitatile si dificultatea studiului a fost realizarea interventiei chirurgicale
pe o articulatie subdimensionatd genunchiului uman, la care nu s-a putut aplica banda
hemostaticd si pe un animal de studiu care a trebuit mentinut in viatd postoperator si
caruia i1 s-au acordat ingrijirile, tratamentul si supravegherea postoperatorie aproape
similar subiectilor umani, cu antibioterapie orald, toaleta locald si pansamente sterile ale
plagilor operatorii. Interventia chirurgicald s-a realizat dupa prealabila toaletare si
aseptizare a membrului posterior si izolarea articulatiei genunchiului, sub anestezie
generala cu intubatie oro-traheali si suport ventilator. In timpul acesteia am intampinat
ca dificultati, efectuarea exacta a portalelor de abord, dimensiunile si spatiul de lucru
reduse intraarticular, o membrana sinoviala foarte bine reprezentatd si bogat
vascularizatd care a trebuit electrocoagulatd si apoi excizatd, durata interventiei fiind
aproximativ 90 de minute, fara incidente neprevazute.

Evolutia postoperatorie a animalului de studiu a fost favorabila, fara aparitia
semnelor de inflamatie locald sau infectie, mersul schiopatat s-a remis la aproximativ 3
saptamani, ulterior constatandu-se mobilitatea articulard completd si reluarea mersului
normal.

Dupa un interval de 6 luni de la interventia chirurgicald de implantare a grefei
sintetice functionalizate, am reintervenit chirurgical pentru a vizualiza integrarea si
aspectul grefei, reactia tesuturilor intraarticulare inconjurdtoare si pentru a preleva
fragmente de tesut pentru examen histopatologic. Macroscopic s-a observat grefa de
ligament fard modificari de pozitie sau tensiune, iar la suprafata fibrelor sintetice s-a
constat aparitia unei membrane de tesut fibro-conjunctiv ce inconjoara tesatura de fibre
sintetice. In urma analizei histopatologice a probelor recoltate din membrana sinoviala
si ligament s-a observat la nivel ligamentar o populare cu tesut fibro-tendinos cu tesut
de granulatie si celule gigante multinucleate in jurul tesaturii de material sintetic,
numeroase fibroblaste activate ce pot fi considerate precursoare ale unei proliferari
tisulare. Fragmentul de membrand sinoviald prezintd minimd hiperplazie a

sinoviocitelor si discrete depozite de fibrind in suprafata.



Intr-un final se propune realizarea unui model experimental eterogen de
ligament sintetic, care sd indeplineasca toate criteriile de biocompatibilitate (stabilitatea
compusilor chimici, absenta de substante solubile in compozitie, minima absorbtie a
apei, etc) si caracteristicile mecanice (rezistenta la tractiune si torsiune, rigiditate,
elasticitate si o microarhitecturd poroasd) care sa foloseasca drept substrat structural
unei viitoare populari cu celule formatoare de colagen (un schelet care sa fie populat cu
fibroblasti) si pe baza cdruia sd se produca o refacerea a ligamentului lezat, evitand
astfel complicatiile determinate de recoltarea unei grefe de la pacient si de reactiile
propriului organism la corpul strdin reprezentat de grefa sintetica.

Consideram ca in urma cercetdrii stiintifice, Tmpreund cu eforturile
interdisciplinare depuse de cele doud institutii partenere suntem pe cale de a propune
dezbaterilor In domeniu o a treia categorie de ligament care este 1n curs de
fundamentare si anume categoria substituentilor micsti, categorie de la care se asteapta

mentinerea avantajelor celor doud categorii si limitarea la maxim a dezavantajelor lor.

Lucrarea este constituita in 4 etape.

Etapa I - Analiza biomaterialelor utilizate in ingineria tisulara de reconstructie a

ligamentelor

1.1 Elaborare cerinte tehnice pentru caracterizarea mecanica (forte, momente,
deplasari, puncte de aplicare) pentru materialele utilizate in reconstructia

ligamentara

Principalul rol al ligamentului incrucisat anterior (LIA) este de a stabiliza
anteroposterior articulatia genunchiului.[40] Ca si structurd, LIA are aproximativ 38
mm lungime si 10 mm grosime, fiind format dintr-o banda de tesut conjunctiv dens,
intins intre femur si tibie, inconjurat de sinoviala care este un fald mezo-sinovial cu
originea in partea posterioara a compartimentului intercondilian.[41]

LIA este un tesut conjunctiv dens, foarte bine organizat, avand ca principale
elemente Tn compozitie apa (reprezintd 65-70% din compozitie), matrice organicd si
fibroblaste.

Matricea organicd este formatd la randul ei in procent de 70-80% din fibre de

colagen tip I si III, in raport de 9:1.[42] Colagenul de tip III creste in procesele de



dezvoltare si cicatrizare, dar este inlocuit pe parcursul fazei de remodelare de colagenul
1.[43] Matricea organicd mai contine, de asemenea, fibre de elastind si proteoglicani,
reprezentdnd mai putin de 5%, respectiv 1%.[42]

Toate ligamentele prezintd o organizare ierarhicd bazatd pe o matrice de
colagen.[43] Privind structura Intregului ligament se observa ca acesta este inconjurat de
epiligament, dupa care acesta se Imparte in manunchiuri de fascicule separate de un alt
strat de tesut conjuctiv, endoligamentul. Fasciculele sunt compuse din fibre de colagen
si celule ligamentare, fiind orientate longitudinal; acesta fiind locul unde fibrele de

colagen interactioneaza cu componentele noncolagenice si celulare.[44]

1.2 Corelarea tehnicilor de ligamentoplastie la animalul de studiu.

Asemanarea dintre articulatia genunchiului porcului cu cea umand a dus la
alegerea acestuia ca animal de studiu. Din punct de vedere al adaptarii tehnicii
chirurgicale, principiile de fixare ale ligamentului raman neschimbate, respectiv sistem
de suspensie reglabil in fixarea grefei in canalul femural si surub de interferenta la nivel
tibial, dimensiunile existente permitand utilizarea lor si intr-o articulatie de dimensiuni
mai mici. In ceea ce priveste adaptarea instrumentarului la particularititile animalului de
studiu, ar reprezenta utilizarea unei camere artroscopice pentru articulatii de mici
dimensiuni (1,7mm), considerand ca instrumentarul existent se poate utiliza fara

modificari.

1.3 Selectarea suporturilor sintetice pentru obtinerea ligamentelor

Implanturile sintetice propuse in reconstructia LIA sunt de 3 tipuri: proteze, ce
inlocuiesc complet ligamentul si preiau permanent functia, dispozitive de augmentare,
ce consolideaza tesutul propriu, fard a-1 inlocui, si scaffold-uri ce permit infiltrarea
celulelor care vor determina generarea noului tesut, urmand a fi resorbite progresiv.[69]

Grefele sintetice testate in reconstructia LIA utilizeaza materiale precum
polietilen tereftalatul, PET (ligamentele Stryker-Dacron, Leeds-Keio, LARS, ABC
Surgicraft), polipropilena (dispozitivul Kennedy de augmentare a ligamentului) si
poli(tetrafluoroetilena), PTFE (Gore-Tex). Acestea au fost si partial aprobate de FDA
spre testare, Tnsa nu mai sunt recomandate datorita rezultatelor nesatisfacatoare.[69,70]

Proteza LARS (Ligament Advanced Reinforcement System) este realizata din

PET si prezinta un fragment intraosos compus din fibre longitudinale legate la capete de



structuri transversale Tmpletite, precum si un fragment intraarticular, compus din fibre
longitudinale paralele, rasucite la 90°.[69] Avantajul acestui implant este acela ca
fibrele pot fi orientate spre stdnga sau spre dreapta, in functie de genunchiul omolog,
ceea ce reduce fortele de forfecare asemeni ligamentului nativ. Desi studii pe termen
lung (3-5 ani) au prezentat rezultate satisfacatoare, cu o ratd a complicatiilor de doar
5,7%, altele aratd cd pot avea loc ruperi ale implantului, ce reduc rezistenta la

rupere.[74]

1.4. Selectarea suporturilor naturale pentru obtinerea ligamentelor

O conditie majora in ingineria tisulara de succes este utilizarea unui scaffold
biocompatibil. Pand in prezent au fost evaluate o multe materiale suport, incluzand
materialele biologice naturale cum ar fi colagenul sau matasea, precum si polimerii
biodegradabili si materialele compozite.

Materialele biologice naturale, cum este colagenul au fost de un real interes in
studiile recente, deoarece aceasta este componenta naturald a tesutului nativ si produsele

pe baza de colagen seamdna cel mai bine cu reteaua structurald a ligamentului nativ.

L.5. Proiectarea formularilor pentru obtinerea ligamentelor pe baza de colagen

Materialele sintetice cat si cele naturale prezinta atat avantaje cat si dezavantaje.
Pentru obtinerea unor suporturi de inlocuire a ligamentului, s-a propus combinarea
polimerilor sintetici, care conferd proprietati mecanice superioare cu polimeri naturali
care conferd proprietdti biologice excelente si care au structura apropiata de a LIA nativ.

Criteriile care au stat la baza selectarii polimerilor din compozitia substituentilor
de ligament au urmarit ca acestia sa poata fi prelucrati intr-o forma tridimensionald si sa
aibd o retea structurald, proprietdti mecanice, biodegradabilitate, biocompatibilitate
similare cu LIA.

Polimerul natural selectat este colagenul tip I din piele / os de origine bovina sub

forma de gel sau hidrolizat.

I.6. Caracterizarea mecanica a materialelor utilizate in obtinerea ligamentelor

In cadrul etapei au fost analizate principalele tipuri de solicitiri la care sunt

supuse tesuturile osteoligamentare. De asemenea, a fost facuta incadrarea acestui tip de



tesuturi in clasificarea tipurilor de materiale tinand cont de comportarea lor dupa
indepartarea sarcinilor. S-a realizat caracterizarea mecanicd a ligamentelor naturale si
sintetice pentru determinarea proprietatilor mecanice ce au constituit datele de
comparatie pentru materialele ce s-au dezvoltat in cadrul prezentului proiect.

Tesuturile ligamentare naturale se incadreaza in categoria materialelor elasto-

plastice, anizotrope, iar tipul de solicitare reprezentativ este solicitarea la Intindere.

Etapa II a lucrarii

I1.1. Elaborare tehnologie de laborator si modele experimentale de biomateriale
utilizate in ingineria tisulara de reconstructie a ligamentelor si a avut ca obiectiv
elaborarea tehnologiei de laborator si modelele experimentale de biomateriale utilizate

in ingineria tisulara de reconstructie a ligamentelor.

Raport cu concluziile privind modificarile necesare pentru adaptarea tehnicilor de

ligamentoplastie la particularitatile animalului de

La animalul de studiu (sus scrofa domesticus), ligamentul incrucisat anterior este
format din doua fascicule distincte separate. La insertia fascicului anteromedial se
gaseste ligamentul menisco femural al meniscului medial.[68]

La fel ca si la om, fiecare genunchi are doud meniscuri, medial si lateral.
Meniscul medial are aceeasi forma semilunara (35 mm diametru antero-posterior la
oameni) si acoperd 60% din suprafata platoului tibial medial. Meniscul lateral are forma
literei ,,C”, fiind mai mic ca suprafata si diametru decat cel medial. Superior meniscul
este concav pentru a realiza o congruenta cu suprafata de contact a condilului femural,
in timp ce regiunea inferioard este platd permitdnd un contact intim cu platoul tibial.
Cele doud meniscuri sunt conectate prin ligamentul transvers prezent doar la clini si
porci.[102]

Din punct de vedere al tehnicii chirurgicale, principiile de fixare ale ligamentului
raman neschimbate, respectiv sistem de suspensie ajustabil pentru fixarea grefei in
canalul femural si surub resorbabil sau metalic la nivel tibial, dimensiunile existente
permitand utilizarea lor si intr-o articulatie de dimensiuni mai mici.

Adaptarea instrumentarului la particularitatile animalului de studiu, este
reprezentatd de utilizarea unei camere artroscopice pentru articulatii de dimensiuni mici

(1,9 mm), existentd la momentul actual in instrumentarele folosite pentru interventiile



artroscopice ale articulatiilor mici umane (pumn, cot), dar si utilizarea unor burghie
canulate de dimensiuni mai mici decat cele folosite in mod uzual pentru articulatia
genunchiului uman. Astfel instrumentarul existent se poate adapta farda modificari
semnificative.

Pentru o bund vizualizare a celor trei compartimente intraarticulare si a spatiului
intercondilian se utilizeazd o camera de mici dimensiuni (1,9 mm diametru), fixata pe
teaca specifica, acestea gasindu-se in trusele de artroscopie ,,small joints™.

Dupa explorarea amanuntitd a tuturor compartimentelor articulare si a
structurilor ligamentare si meniscale cu ajutorul pensei exploratoare, se trece la excizia
ligamentului nativ pentru care se foloseste o pensa de sectionare tip punch si un shaver
de mici dimensiuni (2 mm).

In zonele de origine si insertie a ligamentului nativ identificate se fac orificiile
viitoarelor tuneluri cu ajutorul dispozitivelor de tintire specifice.

La nivel femural se foloseste ghidul de tintire femural specific sistemului de
suspensie femural cu Tndltime ajustabild ales, cu un decalaj fata de peretele posterior de
3-4 mm, in perspectiva unei grefe de ligament sintetic cu diametru maxim 6 mm,
respectand faptul cd articulatia animalului de studiu coincide ca structura si arhitectura
cu cea a omului, dar dimensiunea este mai redusa.

Folosind brosa ca ghid, se introduce primul burghiu, de 4,5mm. Se curata
canalul cu ajutorul shaver-ului si apoi se masoara canalul femural cu ajutorul unei joje.
In functie de lungimea canalului femural, se efectueaz tunelul femural cu un burghiu
canulat cu diametrul de pand in 6 mm, in functie de diametrul grefei si distanta
intercondiliand, astfel incat in tunelul femural sd ramand minim 20 mm de grefon
necesar osteointegrarii ulterioare.

Ghidul tibial fixat la 45 de grade se inserd centrand varful acestuia pe mijlocul
amprentei insertiel tibiale a ligamentului nativ.

Se fixeaza ligamentul la sistemul de suspensie cu lungime ajustabila, trecandu-se
transtibial si se fixeaza la nivel femural, urmand a se face probele de flexie-extensie
pentru vizualizarea neoligamentului in diferite pozitii in cadrul cursei de flexie-extensie
complete.

La nivel tibial se fixeaza cu ajutorul unui surub resorbabil sau metalic specific.

Pentru desfasurarea etapei a treia a lucrarii instrumentarul necesar constituit din:
- trusa completa ligamentoplastie n functie de sistemul de fixare ales, la care se adauga

modificarile in functie de particularitdtile animalului de studiu ales



— camera artroscopica de 1,9 mm diametru, cu teaca si obturatorul aferent

— pensa exploratorie

— pensa tip punch — neutra; orientate dreapta + stanga

— lame de shaver de 2mm

— cureta 1,5 mm

— ghid pentru tunelul femural — offset 3-4mm

— Dbrose kirschner 1,5mm

— Dburghiu canulat 4,5mm; 5 mm; 5,5 mm; 6 mm

- joja

— sistem de suspensie cu lungime ajustabila

— surub resorbabil sau metalic

Din punct de vedere al adaptarii tehnicii chirurgicale, principiile de fixare ale
ligamentului rdman neschimbate, respectiv sistem de suspensie ajustabil pentru fixarea
grefei in canalul femural si surub resorbabil sau metalic la nivel tibial, dimensiunile

existente permitand utilizarea lor si intr-o articulatie de dimensiuni mai mici.

I1.2 Elaborarea tehnologiei de laborator si obtinerea colagenului tip I din ligament

in forma de gel — model experimental

Colagenul este principalul component al matricei extracelulare si confera
rezistentd mecanica foarte mare tesuturilor, inclusiv ligamentelor.[103] Colagenul poate
fi prelucrat in diferite forme, ca geluri/hidrogeluri, matrici poroase (bureti), membrane,
tuburi, fibre [104] pastrandu-si caracteristicile fizico-chimice si biologice, insa
proprietdtile mecanice sunt inferioare colagenului din tesutul viu. Din acest motiv
procesarea colagenului cu fibre orientate si rezistente mecanic este Incd o provocare.
Reticularea este o metoda chimicd / fizica ce joaca un rol semnificativ in realizarea
structurilor cu proprietdti mecanice dorite. Prin reticulare fibrilele insolubile din colagen
confera o structurd mai rezistenta din punct de vedere biomecanic.[105] Alte materiale
naturale utilizate pana in prezent pentru realizarea ligamentelor si tendoanelor au fost
chitosanul, alginatul, hialuronanul si matasea, dar si pentru acestea rezistenta mecanica
mai poate fi imbunatatita.

In aceasta etapd s-a obtinut gel si hidrolizat de colagen din tendon de curcan.
Pand in prezent nu au fost prezentate in literatura de specialitate sau brevetate procedee

de obtinere a colagenului din ligamente. Obtinerea colagenului sub forma de gel si de



hidrolizate constituie rezultate brevetabile si tehnologia de obtinere a acestora este

prezentatd schematic in Figura 1.

Selectarea materiei prime

Colagen tip | din
ligament

Gel de colagen tip |

o

Figura 1. Prezentarea schematica a tehnologiei de obtinere a colagenului din ligament

Prin hidroliza gelului de colagen din ligament la temperatura de 1000 C° timp de
4 ore s-a obtinut hidrolizatul de colagen din ligament. Tehnologia de obtinere a gelului
si hidrolizatului de colagen din ligament de curcan sunt prezentate detaliat in cererea de

brevet.

I1.2.1. Caracterizarea fizico-chimica, morfologica si structurala a colagenului tip I

din ligament in forma de gel

Gelurile si hidrolizatele de colagen din ligament de curcan au fost liofilizate si
caracterizate fizico-chimic, morfologic si structural in comparatie cu gel/hidrolizat din
piele bovind. Gelurile/hidrolizatele au fost ajustate la concentratia de 0.5% colagen si
pH-ul 7,2-7,4. O parte din acestea au fost reticulate cu 0,5% glutaraldehida, o parte au
ramas nereticulate.

Acestea au fost codificate dupa cum urmeaza:

Proba I.1. — gel de colagen din ligament, pH -7,4 ¢ = 0,5%, nereticulat
Proba I.2. — gel de colagen din ligament, pH -7,4 ¢ = 0,5%, reticulat
Proba II.1. — gel de colagen din piele, pH -7,4 ¢ = 0,5%, nereticulat
Proba I1.2. — gel de colagen din piele, pH -7,4 ¢ = 0,5%, reticulat



Proba III.1. — hidrolizat de colagen din ligament, pH -7,4 ¢ = 0,5%, nereticulat
Proba II1.2. — hidrolizat de colagen din ligament, pH -7,4 ¢ = 0,5%, reticulat
Proba IV.1. — hidrolizat de colagen din piele, pH -7,4, ¢ = 0,5%, nereticulat
Proba IV.2. — hidrolizat de colagen din piele, pH -7,4 ¢ = 0,5%, reticulat
In cadrul lucrarii au fost prezentate rezultatele caracterizarii comparative pe
geluri (piele bovind/ligament curcan) si hidrolizate (piele bovina/ligament curcan),

reticulate si nereticulate.

11.2.2 Elaborarea tehnologiei de laborator pentru obtinere de ligament din polimer

sintetic functionalizat cu colagen tip I

Pentru stabilirea tehnologiei de functionalizare a ligamentelor din polimer
sintetic cu colagen tip I s-au utilizat gelurile si hidrolizatele obtinute. S-a functionalizat
un ligament sintetic LARS din polietilen tereftalat (PET).

Ligamentul LARS a fost imersat n gelul/hidrolizatul de colagen (din ligament si
piele) timp de 30 min, urmat de uscare la 300 C° in etuva. Dupa uscare probele au fost
analizate prin Spectroscopia FTIR, in scopul analizei structurale a materialelor
colagenice atat ca tendon cat si sub forma de gel sau hidrolizat de colagen.

Analiza a aratat urmatoarele:

- Tendonul de curcan este un material pe baza de colagen cu o integritate a structurii
triplu-elicoidale bune, dovedit de raportul supraunitar al intensitatii benzilor de la
1240 si 1450cm’!;

- Extragerea colagenului are loc cu degradarea avansata a acestuia, dovada fiind
modificarea avansatd a spectrului FTIR aferent gelului si respectiv hidrolizatului de
colagen adica au loc numeroase scindari ale moleculei de colagen cu obtinerea unor
structuri peptidice cu mase moleculare mai mici;

- Probele de colagen extrase din tendon de curcan nu prezintd banda de la 1240 cm!
caracteristicdi amidei III ceea ce denota lipsa structurii triplu-elicoidale
caracteristicd colagenului triplu-helix existente n tendonul de colagen sau in pielea
bovina;

- Benzile de la 1405 si 1570 cm™ pot fi atribuite produsilor bogati in pirimidina
rezultati iar reducerea severa a benzii de la 1650 (amida 1) este o consecintd a

scindarilor grupelor amidice;



Reticularea duce la aparitia in spectru a unor benzi suplimentare (L.I1.2: 1711, 1695,
1640 cm! sau o bandi mai largd centrati la ~1650 cm™ in cazul L.IIL2) si
intensificarea benzilor caracteristice vibratiilor de intindere simetrice si asimetrice
caracteristice gruparii metilenice din agentul de reticulare.

In cazul gelului de colagen bovin, pe baza datelor de spectroscopie FTIR se pot

deduce urmatoarele:

Spectrul colagenului bovin este similar cu cel extras din tendonul de curcan ceea ce
ingineria tisulara a ligamentului;

In cazul colagenului bovin, denaturarea indusa de extractie dar si de tratamentul
fizico-chimic necesar obtinerii hidrolizatului, este redusd; hidrolizatul de colagen
astfel obtinut incad prezinta banda de amida III (raportul intensitatii benzilor de la
1240 si 1450 este ~1), adica denaturarea moderata a configuratiei triplu-elicoidale a
colagenului;

In cazul hidrolizatelor de colagen bovin se observa o scindare a benzilor de la
amida I si amida II (1650 si 1550cm™) cel mai probabil datoriti proceselor de
hidroliza a gruparilor peptidice din colagen;

S1 in acest caz, reticularea poate fi dovedita prin cresterea intensitatii benzilor de
vibratie caracteristice grupdrii metilenice din glutaraldehidd utilizatd ca agent de
reticulare.

Modificarea chimicd a ligamentelor sintetice de tip LARS a dus la modificarea

suprafetei cu gel si hidrolizat de colagen bovin sau extras din ligament de curcan.

Spectrele FTIR au fost inregistrate pe cele 4 seturi de probe numite generic

LARS L.I-IV.1-2 utilizdnd gelurile si hidrolizatele de colagen sus mentionate.

Analizand rezultatele aferente analizelor de spectroscopie FTIR se pot deduce

urmatoarele:

Depunerile de colagen/gradul de functionalizare a ligamentelor sintetice de tip LARS
sunt dependente de natura agentului de functionalizare atat din punct de vedere al
naturii colagenului (bovin sau curcan) cat si al reticularii;

Utilizarea gelului de colagen extras din ligament de curcan duce la o atasare foarte
buna daca se utilizeaza in forma nereticulatd si moderatd daca se foloseste in forma
reticulatd. Comparativ cu proba martor de ligament sintetic (LARS), in ambele cazuri

se observa o depunere de colagen;



- Utilizarea gelului de colagen bovin reticulat nu este benefic deoarece retinerea pe
fibrele de ligament sintetic este foarte mica; practic nu pot fi puse in evidenta benzile
caracteristice colagenului;

- In cazul utilizdrii hidrolizatelor de colagen, in ambele cazuri de hidrolizat,
functionalizarea este superioard gelului de colagen, indiferent dacad provine din piele
bovina sau tendon de curcan.

Ligamentul de curcan a fost de asemenea analizat prin microscopie FTIR. Analiza
releva faptul ca materialul (ligamentul de curcan) este omogen. Daca se analizeaza, spre
exemplu, benzile caracteristice CH2 si CH3 din ligament se poate lesne observa o foarte
buna corespondentd a intensitatilor acestor benzi si, mai mult, cu benzile caracteristice
lipidelor 1734, 1675 cm’!. Benzile caracteristice colagenului sunt putin diferite de cele
ale CH2/CH3 insa diferentele nu sunt consistente.

De asemenea, probele obtinute prin functionalizarea ligamentelor LARS au fost
analizate prin microscopie FTIR. S-a observat o foarte buna depunere pe probele tratate
cu hidrolizat, indiferent de natura hidrolizatului si de reticulare si o decalare a benzilor
caracteristice colagenului si respectiv a ligamentului sintetic ceea ce Inseamna ca
depunerea colagenului se realizeazd cu precadere interfibrilar unde adeziunea este
favorizatd. Imaginile de microscopie electronica au relevat morfologia speciald a
ligamentului sintetic LARS precum si a celor derivate din acesta. Probele LARS-L.IV.1
si 2 prezintd un continut ridicat de hidrolizat de colagen si prin urmare prezinta

premisele unui raspuns pozitiv din partea organismului gazda.
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LARS_L.IV.2

LARS_L.IV.1

Etapa III a lucrarii. Studiu preclinic. Realizare ligament model experimental si
testare a avut ca obiectiv obtinerea unui model experimental de ligament functionalizat

si testarea lui preclinica.

ITI. Obtinere ligament din polimer sintetic functionalizat cu colagen tip I — model

experimental faza a II-a

Tindnd cont de rezultatele din etapa 2 privind abilitatile de depunere pe
ligamentul LARS, in etapa a 3 a s-au utilizat numai colagen de origine bovina.
Rezultatele cele mai bune din punct de vedere al abilitatii de depunere pe ligamentul
LARS a revenit hidrolizatului de colagen si respectiv ligamentelor functionalizate
LARS-L.IV.1 si 2. Totusi, hidrolizatul de colagen este forma denaturatd a colagenului,
un amestec de aminoacizi si peptide care poate fi recunoscut mai greu de organism. Din
acest motiv, in aceastd etapd a fost utilizat colagenul sub forma de hidrolizat, gel si
amestec al acestora, la pH-ul 7,4, urmate de reticulare cu 0,005% glutaraldehida.

Trei ligamente LARS au fost furnizate in vederea functionalizarii. Ligamentele
LARS a fost imersate in gelul/hidrolizatul de colagen timp de 30 min, urmat de uscare

la 300 C° 1n etuva. Dupa uscare probele au fost sterilizate cu raze X.



Colagen hidrolizat ~ Colagen gel + hidrolizat Colagen gel

Figura 3. Compozitii de functionalizare

IIl.1 Caracterizarea fizico-chimicd, morfologica si structurald a suprafetelor

functionalizate cu colagen tip I din ligament

Imaginile SEM inregistrate pe ligamentele LARS nefunctionalizate pun in
evidenta morfologia fibrilar-impletitd a ligamentului sintetic obtinut pornind de la
fibrile de (20-30) um care, impletite duc la formarea unor structuri de ordinul a Imm,
care de altfel reprezintd elementul de baza al acestor ligamente. Aceasta structurare
permite alungirea ligamentului si implicit preluarea solicitarii mecanice, fara sa implice

ruperea ligamentului si, mai mult, protejeaza tesutul osos de care este ancorat.
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F 4.nil | caracteristice igl sintetic ealat Si |
functionalizat cu material colagenic

Probele LARS functionalizate cu gel de colagen prezintd depuneri vizibile de
colagen care, pe alocuri chiar acoperd zone insemnate de ligament, grosimea acestor
straturi fiind de ordinul zecilor de micrometri. Functionalizarea cu amestec de gel de
colagen si hidrolizat de colagen duce la aparitia unor zone integral acoperite de un strat
colagenic, insd aceste structuri pot fi vizualizate localizat si nu sunt foarte raspandite.
Functionalizarea cu hidrolizat de colagen duce la obtinerea unor suprafete netede, fara a
se putea vizualiza straturi colagenice care sd acopere partial sau integral fibrilele si
fibrele ce alcatuiesc ligamentul sintetic. Acest lucru se datoreaza, cel mai probabil,
vascozitatii scazute a hidrolizatului ceea ce face ca excesul de material colagenic sa se
scurgd de pe ligament.

Probele LARS nefunctionalizate si respectiv functionalizate au fost caracterizate
si prin spectroscopie si microscopie FTIR precum si prin microscopie electronica de
baleiaj urmarind modificarile morfologice si compozitionale de la suprafata
ligamentului sintetic si distributia agentului cu care se face functionalizare pe suprafata
acestuia. Ligamentul LARS luat in considerare, conform bazei de date FTIR, este pe
baza de polietilena de inalta densitate partial oxidata asa cum reiese din spectrul FTIR,
in special datoritd prezentei benzilor de intensitate scazuta (concentratie mica) de la
1110, 1540, 1576 si 1645cm™. Pornind de la ligamentul sintetic LARS, prin
functionalizare cu agenti pe baza de colagen se obtin cele trei modele experimentale
functionalizate ce se vor testa in vivo. Functionalizarea cu colagen a dus la modificarea
cea mai Insemnatd a suprafetei, cantitatea de colagen imobilizat pe suprafata

ligamentului sintetic fiind maxima, cel mai probabil datoritd vascozitatii maxime a



gelului de colagen comparativ cu amestecul de colagen + hidrolizat si respectiv a
hidrolizatului de colagen. In cazul modificarii cu hidrolizat de colagen sau amestec
colagen + hidrolizat de colagen, cantitatea de agent de functionalizare retinut pe
suprafata ligamentului este similara.

Prezenta gelului de colagen si respectiv a hidrolizatului de colagen se poate
evidentia pe baza benzilor specifice acestuia si anume: 2913, 2846, 1650, 1550, 1470,
1461, 1400, 1338, 1239, 1081cm-1. Dintre acestea, cel mai important peak este cel de la
1650 cm™! deoarece are intensitate suficient de mare si este independentd de celelalte
benzi ale materialului polietilenic caracteristic ligamentului. De asemenea este de
remarcat faptul cd hidroliza colagenului duce la sciderea intensititii benzii la 1240cm’.

Imaginile de microscopie FTIR inregistrate pe ligamentul artificial LARS
nemodificat pun In evidenta structura impletita a unei fibre de PE-PEO si omogenitatea
buna a acestor materialele, diferentele ce apar in imaginile FTIR fiind datorate doar
diferentelor de inaltime. Astfel, imaginile FTIR inregistrate la 1470 si 723cm™ sunt
practic identice ceea ce denota o bund omogenitate a materialului.

Imaginile de microscopie FTIR inregistrate pe ligamentul artificial LARS
modificat cu gel de colagen pun in evidentd structura impletita a unei fibre de PE-PEO
acoperite cu gel de colagen. Mai mult, pe baza imaginilor FTIR inregistrate la lungimea
de undid caracteristici ligamentului LARS (adici 1470cm™) si cel caracteristic
colagenului (1650cm™) se poate deduce ci depunerea de colagen este relativ uniforma
pe toatd suprafata ligamentului sintetic desi exista zone izolate care nu prezinta colagen.

Imaginile de microscopie FTIR inregistrate pe ligamentul artificial LARS
modificat cu gel de colagen si hidrolizat de colagen pun in evidenta structura impletita a
unei fibre de PE-PEO acoperite cu gel si hidrolizat de colagen. Mai mult, pe baza
imaginilor FTIR inregistrate la lungimea de unda caracteristica ligamentului LARS
(adicd 1470cm™) si cel caracteristic colagenului (1650cm™) se poate deduce ci
depunerea de colagen este uniforma pe toatd suprafata ligamentului sintetic.

Imaginile de microscopie FTIR inregistrate pe ligamentul artificial LARS
modificat cu gel de colagen si hidrolizat de colagen pun in evidenta structura impletita a
unei fibre de PE-PEO acoperite cu hidrolizat de colagen. Mai mult, pe baza imaginilor
FTIR inregistrate la lungimea de unda caracteristica ligamentului LARS (adica 1470cm”
1 si cel caracteristic colagenului (1650cm™) se poate deduce ci depunerea de hidrolizat

de colagen este neuniforma. Mai mult, utilizarea hidrolizatului de colagen, mult mai



fluid decat gelul de colagen si amestecul gel + hidrolizat de colagen permite o depunere
uniforma pe suprafata si o depunere masiva, interfibrilar.

Analiza prin microscopie FTIR pune in evidentd, de asemenea, o hidrofilie buna
a suprafetelor tratate cu gel, hidrolizat sau amestec gel + hidrolizat de colagen datorita
startului peptidic care prezintd o hidrofilicitate crescutd. Totusi, si ligamentul
nefunctionalizat prezintd peak-urile caracteristice apei fizice atasate datorita, cel mai

probabil, componentei oxidate a polietilenei.

III.2 Caracterizarea mecanica prin testari statice si dinamice a modeleului

experimental de ligament din polimer sintetic functionalizat

Cercetdrile in domeniul ligamentelor artificiale demonstreaza ca cea mai
importantd caracteristicd necesard pentru materialele din care se realizeaza ligamentele
artificiale este biocompatibilitatea (stabilitate chimica, gradul de polimerizare, absenta
aditivilor solubili, prezenta porilor pentru cresterea fibroblastelor).

Pe langa aceastd caracteristica, proprietatile mecanice (rezistenta la tractiune,
rigiditate, alungire, torsiune si rezistentd la abraziune) trebuie sd fie cat mai
asemandtoare cu cele ale ligamentelor naturale. S-au realizat incercari statice pe
modelul experimental al ligamentului artificial functionalizat pentru determinarea
rezistentei la tractiune, deformatiei si alungirii specifice pe ligamente artificiale

functionalizate cu colagen, realizate.

Testele statice

Pentru incercarile statice in vederea determindrii rezistentei la tractiune,
deformatiei si a alungirii s-a utilizat un echipament universal de 1Incercare.
Echipamentul folosit este HOUNSFIELD de tip HIOKT

In figura 5 sunt prezentate graficele de variatie al fortei la in zonele ligamentului
st se ilustreazd modul de rupere al acestor zone.

Din studiul curbelor caracteristice se constatd o variatie neuniforma a fortei,
neuniformitate care se datoreaza ruperii treptate a fibrelor ligamentului artificial, orice
rupere de fibra determinind o scadere a valorii fortei de tractiune. Se remarca faptul ca
pentru zona activa ruperea nu s-a produs in portiunea de lucru, ci putin mai sus, iar cele

doua fragmente nu s-au separat total, oprirea incercarii fiind determinatd de scidderea



masiva a fortei de tractiune datoritd ruperii unui numar mare de fibre componente.

Rezultatele incercarilor sunt centralizate in tabelul 4.
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Tabelul 4- Rezultatul testelor statice

Zona testati a Forta la Rezistenta la Lungime Deformatie | Alungire
ligamentului | rupere [N] | tractiune [N] Initiald [mm] [mm] [%]
Capat fixare 169,5 527 75 39 51
Zona de 87,1 862 42 39.23 93
legatura
Zona activa 59,3 611 46 35,2 76,5




Rezultatele rezistentei la tractiune releva valori ale fortei de rupere mai mici
decat cele gasite pentru ligamentele naturale in literatura de specialitate studiatd, dar
similare cu a altor autori. Pentru toate cele trei zone ale ligamentului se constata
aspectul neliniar al curbelor caracteristice, din cauza ruperii progresive a fibrelor ce
compun ligamentul. Toate zonele testate au prezentat deformatii similare, reliefand un

comportament elastic prin alungirea procentuala ridicata.

Testele dinamice

Incercarea la anduranti a ligamentelor artificiale in laboratorul Institutului
National de Cercetare Dezvoltare pentru Mecatronica si Tehnica Masurdrii s-a realizat
cu un echipament universal de testare INSTRON 8872. Ligamentul artificial a fost testat
la oboseald numai in zona activa, iar prinderea pe masind s-a realizat cu ajutorul
aceluiasi dispozitiv utilizat si pentru incercarile statice.

Pentru incercare s-a avut in vedere rezistenta la rupere determinatd prin
incercdrile statice si s-a utilizat o valoare a fortei de solicitare mai mica, respectiv au
fost aplicate 3 paliere de solicitare de 100, 200 respectiv 300N. Efectul solicitarii ciclice
a fost studiat numai pe portiunea activa a ligamentului, la diferite rate/frecvente de
incarcare, iar forma curbei de incarcare a fost sinusoidald. A fost studiatd comportarea
la frecvente de 0,5; 1; si 2Hz, acestea fiind frecventele posibile a fi atinse in vivo.
Pentru a asigura tensionarea ligamentului artificial pe toatd durata incercarii, s-a
prevazut o fortd minima de solicitare avand 10% din valoarea fortei maxime, respectiv
la forta maximd de 100 N, forta minima a fost de 10 N. Pentru a asigura oprirea
automata a echipamentului de Incercare in cazul ruperii probei, s-au activat limite de
control atat pentru forta cat si pentru deplasare.

S-a observat ca frecventa de testare de 0,5Hz produce neuniformitati ale curbelor
si dupa incercari de scurtd duratd (1000 cicluri) cu fiecare frecventa, pentru reducerea
timpului de incercare s-a adoptat ca frecventa de lucru valoarea de 2Hz. In figura 6 este
prezentat modul de rupere al zonei active a ligamentului dupa testarea la oboseald, iar
rezultatele incercarilor dinamice sunt in Tabelul 5.

Tabelul 5- Rezultatul testelor dinamice

Nr.crt. | Forta de incircare [N] Deplasare N.umz'lf" de Duratfl incercarii
’ [mml] cicluri [-] [zile-ore]
100 0,37 1.000.000 5z 18h
2 200 0,51 1.000.000 5z 18h
300 0,64 768.155 5z 0,5h




Figura 6. Ruperea la oboseald in zona activa

Curbele de histerezis ilustreazd modul de disipare al energiei in ligamentul
artificial, functie de forta aplicatd si de frecventa de lucru. Practic deformatia
ligamentului artificial rdmane n urma fatd de tensiunea mecanicd aplicatd datoritd
elasticitatii sale. Suprafata din interiorul curbei este proportionala cu lucrul mecanic ce
s-a transformat in caldurd. Se remarca usoarele neuniformitati ale curbei de histerezis
pentru forta de 100N, precum si aspectul usor curbat al diagramei. Trebuie subliniat
faptul ca ligamentul testat a fost unul functionalizat cu colagen si cd acest
comportament se poate modifica dupa implantare, in sensul scaderii/cresterii valorilor

maxime.

III.3 Testarea preclinicd prin implantarea de ligament sintetic ligament din

polimer sintetic functionalizat cu colagen tip I pe animalul de studiu

Figura 7. Izolarea cdmpului operator cu material textile steril



Figura 8. Imaginea grefei de ligament incrucisat anterior intraarticular.

Etapa IV a lucrarii. Realizare model functional ligament a avut ca obiectiv
realizarea unui model functional de ligament functionalizat cu colagen tip I si realizarea

unui protocol chirurgical adaptat pentru subiectii umani.

IV. Analiza postoperatorie a mobilitatii si functionalitatii articulatiei cu ligament

artificial

S-au analizat rezultatele obtinute pe animalul de testare si au verificat gradul de
mobilitate al articulatiei operate fatd ce cea neoperata.

Postoperator dupa analiza miscarilor de flexie-extensie efectuate pasiv sub
anestezie generald nu se constatd nicio limitare mecanica, acestea putand fi realizate la
amplitudine maxima.

La interval de o sdptdmana postoperator aspectul plagilor operatorii au fost
favorabile, mersul animalului de studiu era schiopdtat fara sprijin pana la aproximativ 3
saptamani cand acesta a inceput sprijinul partial pe membrul operat pastrand mersul
schiopdtat pand la aproximativ 6 saptdmani dupa care s-a observat o mobilizare normala
a acestuia.

IV.2 Selectarea compozitiilor corespunzitoare a ligamentelor

In etapa anterioara s-au selectat 3 compozitii de colagen tip I din piele bovini
sub forma de 1) gel, 2) hidrolizat de colagen si 3) amestec de gel si hidrolizat de
colagen.

Imaginea de microscopie a unei sectiuni prin grefa ligament mixt sintetic-

biologic 100 X este prezentata in figura 9 .



Figura 9 Sectiune prin LIA mixt sintetic biologic

Se observa fragment de tesut fibro-tendinos (dreapta sus) cu tesut de granulatie
cu celule gigante multinucleate in jurul fragmentelor de material sintetic. Numeroase

fibroblaste activate ce pot fi considerate precursoare ale unei proliferari tisulare.

Figura 10. Imagine microscopie optica (100x) membrana sinoviala grefa mixta

sintetic biologic

Fragmentul de membrana sinoviala prezintd minima hiperplazie a sinoviocitelor
st discrete depozite de fibrina in suprafata.

In imaginea cu genunchiul implantat cu grefa de ligament mixt sintetic biologic
(fig.11) se observa formarea unei membrane de tesut fibro-tendinos in jurul tesaturii de

fibre sintetice, depunere observata si la analiza microscopica a sectiunilor de ligament.



Figura 11.

In urma testelor fizico-chimice, morfologice, mecanice si testelor pe animale, a
fost selectatd ca fiind compozitie optima de acoperire amestecul din hidrolizat de
colagen si gel de colagen in proportie 50:50 reticulate cu glutaraldehida. Este de
mentionat ca aceastd compozitie asigurd lucrabilitate maxima si o functionalizare
omogena a ligamentului LARS, inclusiv in interiorul acestuia deoarece hidrolizatul de
colagen este mai putin vascos si are, de asemenea, o solubilitate mai bund. Luand in
considerare aceasta compozitie optima, in continuare este descris procedeul de realizare

a modelului functional de ligament din polimeri sintetici acoperit cu colagen tip L.

VI.1. Realizare model functional ligament din polimeri sintetici acoperit cu colagen

tip 1

Tinand cont de rezultate anterioare, din punct de vedere al abilitatii de depunere
pe ligamentul LARS, in aceasta etapa s-au utilizat doar compozitia: gel de colagen +
colagen hidrolizat din derma bovina, pH -7,4 ¢ = 0,5%, reticulatd cu glutaraldehida.
Ligamentul LARS a fost imersat in amestecul gel + hidrolizatul de colagen timp de 30

min, urmat de uscare la 30°C in etuva. Dupa uscare probele au fost sterilizate cu raze X.

VI.2. Caracterizarea fizico-chimicd si structural@ a ligamentului din polimeri sintetici

acoperit cu colagen tip 1

Analiza FTIR este concludentd si pune in evidentd prezenta structurilor

colagenice de pe suprafata ligamentului sintetic, in special prin benzile din domeniul



1400 — 1650cm™ benzi aferente grupdrilor amidice specifice doar colagenului
(polimerul sintetic nu absoarbe in aceastd zona).

Analiza FTIR a fost Inregistratd in 3 zone distincte, spectrele rezultate fiind
practic identice s-a considerat faptul ca depunerea a fost omogenad la scald macro si s-a
recurs la analiza prin microscopie FTIR pentru evidentierea omogenitatii la scala
micrometricd. Omogenitatea depunerii a fost analizatd prin microscopie FTIR (Figura

12).

NS0 Ore i s )

PN e wins |

1647¢cm’! 728 cm’!

Figura 12. Imaginile de microscopie FTIR corespunzatoare ligmentului functionalizat

inregistrate la 1647 si 728cm’’

Astfel, depunerea structurilor colagenice a fost evidentiatd prin inregistrarea
imaginilor FTIR la 728cm™ (aferentd ligamentului sintetic utilizat) si respectiv la
1647cm™ (aferentd structurilor colagenice utilizate pentru modificarea suprafetei).
Analiza comparativd a celor doud imagini de microscopie FTIR evidentiazd o
omogenitate foarte buna chiar si la scala milimetrica.

Imaginile de microscopie electronica (Figura 17) au fost inregistrate pe proba
functionalizati conform procedeului descris in etapa anterioara. In scopul analizei, au

fost analizate doud zone caracteristice ligamentului si anume zona activa, centrala,



neimpletitd a ligamentului precum si o zona impletita. In ambele zone se poate observa

ca fibrilele de PET au un diametru de ~20um si ca acestea sunt extrem de netede cea ce,

coroborat cu analiza FTIR confirma omogenitatea depunerii structurii colagenice.

Figura 13. Imagini SEM relevante caracteristice ligamentului sintetic functionalizat
V1.3. Testarea preclinici model functional

In cadrul etapei, s-au realizat incerciri statice pentru determinarea rezistentei la
tractiune, deformatiei si alungirii specifice pe modelul functional al ligamentului
artificial functionalizat cu colagen.

Pentru incercarile statice 1n vederea determindrii rezistentei la tractiune,
deformatiei si a alungirii s-a utilizat un echipament universal de incercare
HOUNSFIELD de tip HIOKT, seria 0034, dotat cu o celula de fortd nr.:0198107, cu
domeniul 1-10.000N, in clasa 0,5 producator Hounsfield Anglia.

Din studiul curbelor caracteristice se constatd o variatie neuniforma a fortei,
neuniformitate care se datoreaza ruperii treptate a fibrelor ligamentului artificial, orice
rupere de fibrd determinand o scadere a valorii fortei de tractiune. Valoarea maxima a
fortei a fost de 1203N, iar alungirea procentuala a fost de 44,6% valori inregistrate
pentru portiunea de inferioara de legatura.

Analizand curba caracteristica a deformarii modelului functional fata de modelul
experimental Tn zona de legdtura se observd o comportare mai bund a modelului
functional prin o deformare mai uniforma si o rezistentd la rupere mai mare. De
asemenea modelul functional este mai rigid in zonele de legaturda decat modelul
experimental avand o deformatie procentuald mai mica.

In figura 14 sunt prezentate curba caracteristici a portiunii active a modelului
functional de ligament functionalizat si modalitatea de rupere a acestuia.

Se remarcd faptul ca pentru zona activa ruperea nu s-a produs in portiunea de

lucru, ci putin mai jos, iar cele doua fragmente nu s-au separat total, oprirea incercarii



fiind determinatd de scaderea masiva a fortei de tractiune datoritd ruperii unui numar

mare de fibre componente.
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Figura 14. Curba caracteristica si ruperea in zona activa a modelului functional de

ligament

Analizand curba caracteristica a deformarii modelului functional fatd de modelul
experimental, in zona activd se observda o comportare mai bund a modelului functional
prin o deformare mai uniforma si o rezistenta la rupere mai mare. De asemenea modelul
functional este mai elastic decat modelul experimental avand o deformatie procentuald
mai mare 1n zona activa.

Rezultatele incercarilor sunt centralizate in tabelul 6.

Zona Forta la Rezistenta la Lungime Deformatie | Alungire
testata rupere [N] | tractiune [N] | initiald [mm] [mml] [%]
Modelul functional de ligament functionalizat
Zona de
legatura 280 892 30 17,5 58,3
superioara
Zona de
legatura 315 1203 46 20,5 44,6
inferioara
Zona activa 375 1011,3 30 19,5 65
Modelul experimental de ligament functionalizat
Zona de 280 862 42 31,5 75
legatura
Zona activa 300 611 46 28 60,9

Rezultatele rezistentei la tractiune releva o imbunatitire a caracteristicilor

modelului functional fatd de modelul experimental. Pentru cele douda zone ale



ligamentului se constatd aspectul neliniar al curbelor caracteristice, din cauza ruperii
progresive a fibrelor ce compun ligamentul. Toate zonele testate au prezentat deformatii

similare, reliefdnd un comportament elastic prin alungirea procentuala ridicata.

VII. Realizare protocol operator pentru implantare ligament artificial pe subiecti
umani

S-a realizat un protocolul operator cu grefa sintetica functionalizata cu colagen
pentru subiecti umani. Acesta cuprinde etapele de pregatire a interventiei, interventia
propriu-zisa si urmarirea postoperatorie a subiectilor umani.

Prima etapa dupa admisia pacientului in sala de operatie este pozitionarea si
stabilizarea acestuia pe masa de operatie, astfel incit sd avem o mobilitate completd a
articulatiei genunchiului in cauza, cu extensie completd si flexia mai mult de 120 de
grade, pe toata durata interventiei chirurgicale.

Pozitia pacientului pe masa chirurgicala se face in decubit dorsal, aplicarea unui
suport stabilizator lateral la nivelul coapsei si un suport la nivelul piciorului montat in
flexie peste 90 de grade. Aplicarea de ciorap compresiv antitrombotic pe membrul
inferior controlateral si suport protectiv de silicon la nivel calcanean.

Efectuarea corectd a celor 2 portale cat si efectuarea unui portal accesor sunt
cruciale in buna vizualizare si desfasurare a reconstructiei ligamentului Incrucisat
anterior.

Portalul antero-lateral (AL) este destinat vizualizarii Intregii cavitati articulare si
stabilirii exacte a diagnosticului intraoperator cat si tratamentului chirurgical al
meniscurilor. Portalul anteromedial (AM) este considerat in general abord de lucru, dar

in anumite situatii are si rol in vizualizare.

Figura 15



Portalul accesor antero-medial este folosit ca abord de lucru in spatiul
intercondilian (notch), cat si pentru efectuarea tunelului femural.

Pentru alegerea pozitiei portalului antero-lateral se ia ca reper polul inferior al
rotulei, iar incizia se realizeaza in apropierea marginii laterale a tendonului rotulian.
Introducerea opticului in genunchi prin acest portal oferd o buna vizualizare a spatiului
intercondilian cand genunchiul este n hiperflexie cat si o buna vizualizare inferior a
insertiei tibiald a ligamentului Incrucisat anterior.

Pozitionarea corectd a portalului antero-medial este foarte importanta in
desfasurarea cu succes a interventiei chirurgicale, astfel se introduce artroscopul pe
portalul antero-lateral cu genunchiul in flexie intre 70-90 de grade si cu ajutorul unui ac
de seringa introdus cat mai aproape de marginea mediald, directionat oblic extern catre
spatiul intercondilian ajustdnd pozitia superior si inferior astfel incat sa fie paralel cu
plafonul notch-ului intercondilian. Apoi se introduce lama de abrazor actionatd
rotational electric la 1500 de rotatii pe minut cu care se Indeparteaza ligamentul mucos
si bontul de ligament incrucisat anterior rupt

Dupa efectuarea notch-plastiei si abrazare a fatetei interne a condilului lateral se

identifica amprenta insertiei LIA nativ si creasta intercondilara (Fig 16).

Fig. 16 Fig. 17

Apoi cu ajutorul ghidului femural se introduce brosa ghid cu diametrul de
2.7mm simultan cu cresterea flexiei genunchiului la aproximativ 120 de grade. Se
perforeaza ambele corticale osoase dupa care se realizeaza tunelul primar cu burghiul de
diametru 4,5 mm 1n ambele corticale pentru a permite trecerea completd a butonului de
fixare pe corticala externa a femurului, acesta avand un diametru de 1,5 mm si lungime

10 mm.[118]



Lungimea ideald a tunelului femural este de aproximativ 40 mm si un minim de
35 mm, pentru a permite o insertie a ligamentului in tunelul osos de minim 20 mm si
maxim 35 mm. Diametrul tunelului de insertie se stabileste in functie de lungimea si
diametrul grefei, avand in dotare burghie cu marimi intre 6,5 mm si 13 mm crescétoare
din 0,5 mm 1n 0,5 mm (Fig.18,19).Dupa forarea tunelului se masoara lungimea exactd a
tunelului din orificiul de intrare pana la suprafata corticalei osoase cu ajutorul jojei si se
marcheaza reperele lungimii pe grefa de ligament si introducerea prin tunel pana la
suprafata tegumentard cu ajutorul brosei ghid al firului de tractiune a grefei, pastrand

bucla firului in interiorul tunelului.

Figura 18 Figura 19

Pregatirea insertiei tibiale se face dupd o inspectie atenta a originii ligamentului,

apoi abrazarea bontului cu péstrarea partiala a acesteia [119] (Fig.20).

Figura 20 Figura 21

Se introduce rigla si se madsoara dimensiunea insertiei tibiale (Fig. 21),
cunoscand faptul c@ aceasta se afld intre marginea anterioara si posterioara a insertiei

cornului anterior al meniscului lateral.



Punctul ideal de insertie a grefei este situat imediat posterior de ligamentul
intermeniscal. Pozitia si traiectoria tunelului tibial este stabilitd dupa pozitionarea
genunchiului 1n flexie 70-90 de grade si introducerea ghidului tibial prin portalul antero-
medial orientat la 55 de grade cu varful tintitorului la 2-3 mm anterior de marginea

posterioara a insertiei cornului anterior al meniscului lateral (Fig. 22).

Figura .22

Dupa stabilirea finala a pozitiei ghidului tibial se introduce brosa transtibial pana
la vizualizarea acesteia in interiorul articulatiei genunchiului (Fig.23). Pozitia finald a

brosei putand fi verificatd intraoperator imagistic prin fluoroscopie [120] (Fig.24).

Figura 23



Figura 24

Dupa confirmarea pozitiei potrivite a brosei ghid se practica tunelul tibial cu
burghiul canulat avand diametrul egal cu cel al grefei ligamentare. Mici ajustari ale
grosimii tunelului pot fi facute cu un burghiu de 5 mm.

Avand ambele tuneluri forate se desface steril grefa de ligament mixt sintetic-
biologic se verifica diametrele si lungimea acesteia dupd care se poate initia
introducerea grefei ligamentare montata pe sistemul de fixare ajustabil, tractat in tunelul
femural cu ajutorul buclei firului tractor. Dupa asezarea butonului pe suprafata corticalei
femurale se tractioneazd treptat grefa ligamentara pand cand In spatiul articular

intercondilian ramane doar portiunea centrala fibrilara.(Fig.25,26)

Figura 25 Figura 26



Fixarea grefei in tunelul tibial se realizeaza cu surub resorbabil dupa tensionarea
grefei intre 40-80 N cu ajutorul unui dinamometru cu genunchiul in flexie intre 20 si 30
de grade. Dupa finalizarea fixarii grefei se introduce artroscopul pe ambele portale
pentru inspectia intregii cavitdti articulare n special al peretelui posterior al condilului
femural extern si a plafonului acestuia sa nu existe contact cu grefa ligamentara pentru a
evita frictiunea in timpul miscarilor de flexie extensie, de asemenea se mai verifica cu

ajutorul palpatorului tensiunea ligamentului in extensie completa.[121]

CONCLUZII

Patologia traumatica a genunchiului soldata cu leziuni de ligament incrucisat a
devenit foarte frecventd in tara noastrd in randul populatiei tinere, datoritd trendului
crescator spre activitdtile fizice recreative si de performantd. Totodatd si tehnicile de
tratament au devenit din ce In ce mai performante cu invazivitate mai mica si timp de
recuperare mai scurt, ca de altfel si pretentiile pacientilor de a se recupera repede si
complet.

O problema indelung dezbdtutd, dar neelucidatd momentan care lasa multe
intrebari fara raspuns, este cea legata de tipul de grefa folosita, cunoscand faptul ca toate
au avantaje dar n egala masura si o multitudine de dezavantaje.

A fost facut un pas important prin cercetdrile de inginerie tisulard si biomateriale
care au avut ca rezultat descoperirea unei game largi de substituenti sintetici de ligament
care s-au folosit cu mult entuziasm 1in trecutul apropiat, dar din diferite motive, n-au
avut rezultatul asteptat pentru a inlocui in totalitate folosirea grefelor de origine
biologica. Dezavantajele tin de biocompatibilitatea si reactia locald a tesuturilor din
interiorul genunchiului la materialul sintetic folosit, de comportamentul lor la uzura si
nu in ultimul rand de aspectul financiar.

Urmatorul pas 1n evolutia cercetdrii acestei patologii si a tipurilor de grefa 1-am
initiat prin aceasta lucrare in care am incercat elaborarea unui model hibrid de ligament
sintetic-biologic prin care sa imbindm calitdtile fizice de rezistentd a unei grefe sintetice
cu partea organicd centrald a structurii ligamentare, si anume colagenul de tip 1.

S-a realizat impreuna cu Institutul National de Cercetare Dezvoltare pentru
Mecatronica si Tehnica Masurdrii caracterizarea mecanicd a ligamentelor naturale si
sintetice pentru determinarea proprietdtilor mecanice care vor constitui date de

comparatie pentru materialele ce se vor dezvolta in cadrul cercetdrii. Dupd stabilirea



proprietatilor mecanice necesare, cu ajutorul colabordrii cu Institutul National de
Cercetare si Dezvoltare pentru Textile si Pielarie s-a realizat dezvoltarea de tehnologii
de obtinere a gelului de colagen precum si a hidrolizatului de colagen, si mai mult,
aceste extrase colagenice au fost utilizate n obtinerea ligamente sintetice functionalizate
pornind de la grefa sintetica aleasa pentru functionalizare, si anume LARS.

Metodele de caracterizare propuse si realizate au permis identificarea prezentei
colagenului pe suprafata ligamentului sintetic, cuantificarea continutului de colagen pe
ligament dar si analiza morfologica a ligamentului LARS functionalizat si
nefunctionalizat.

Rezultatele cele mai bune din punct de vedere al abilitatii de depunere pe
ligamentul LARS au revenit hidrolizatului de colagen motiv pentru care ligamentele
functionalizate LARS-L.IV.1 si 2 au fost prezentate in detaliu.

Dupd obtinerea modelelor experimentale s-au ales modelele de LARS cu cea
mai mare ratd de acoperire cu colagen, s-au pregatit pentru implantare fiind sterilizate
cu ajutorul razelor gamma.

Interventia chirurgicald de reconstructie ligamentard pe animalul de studiu s-a
realizat in cadrul UMF Carol Davila in sala de disectie a Catedrei de Anatomie.

Particularitatea si dificultatea studiului o face colaborarea multidisciplinard cu
cele doud institute de cercetare, medic anestezist veterinar, Catedra de Anatomie,
translocarea intregii logistici pentru realizarea unei interventii chirurgicale artroscopice
in conditii si cu aparaturd similare celor efectuate pe subiecti umani si poate cel mai
important, necesitatea ca acest animal sa fie mentinut si analizat Tn viata la distanta
postoperator.

Interventia chirurgicald s-a realizat cu dificultate datoritd particularitatilor
anatomice ale animalului de studiu. Primul obstacol a fost identificarea exactd a
spatiului articular al genunchiului si reperelor anatomice pentru efectuarea celor doud
portaluri artroscopice. Dupa introducerea camerei video in articulatie, am constatat
numeroase vilozitati sinoviale si o sangerare abundenta care obstructionau vizualizarea
clard a spatiului articular, deoarece anatomia membrului posterior nu ne-a permis
montarea benzii hemostatice la baza acestuia. Cu toate aceste inconveniente am reusit
realizarea reconstructiei ligamentare cu o grefa sintetica functionalizata cu gel hidrolizat
de colagen fixatd femural cu sistem de suspensie ajustabil si tibial cu surub de

interferenta.



La analiza postoperatorie a animalului de studiu 1n care a fost implantat modelul
experimental de ligament functionalizat cu colagen de tip I s-a constatat ca miscarile de
flexie-extensie efectuate sub anestezie generald nu au prezentat nicio limitare mecanica,
acestea fiind realizate la amplitudinea maxima.

Dupa doud saptamani postoperator aspectul plagilor era favorabil, mersul
animalului de studiu era schiopatat fara sprijin, iar dupa aproximativ 3 saptadmani acesta
a inceput sprijinul partial pe membrul operat pastrand mersul schiopatat pand la
aproximativ 6 saptamani dupa care s-a observat o mobilizare normala.

La analiza intraoperatorie, la 3 luni dupa implantarea grefei sintetice
functionalizate, aspectul intraoperator al genunchiului se evidentiazd macroscopic o
peliculd de tesut fibro-conjunctiv de acoperire la suprafata fibrelor sintetice, care
conferd acestora un aspect mai aproape de ligamentul nativ, absenta fenomenelor locale
inflamatorii de sinovita reactiva, degradari ale grefei sau ale cartilajului intrarticular.

Esential in contributia personald si obiectivul studiului este ca la examenul
histologic al fragmentelor de membrana sinoviala si grefa ligamentara nu s-a evidentiat
la nivelul membranei sinoviale o celularitate care sa indice o reactie inflamatorie locala
sau de rejet al grefei, iar la analiza fragmentelor de ligament se observa fragment de
tesut fibro-tendinos cu tesut de granulatie cu celule gigante multinucleate in jurul
fragmentelor de material sintetic si numeroase fibroblaste activate ce pot fi considerate
precursoare ale unei proliferari tisulare.

Ca urmare a rezultatelor testelor fizico-chimice, morfologice, mecanice si a
analizei postoperatorie a animalului de studiu, a fost selectat amestecul din hidrolizat de
colagen si gel de colagen in proportie 50:50 reticulate cu glutaraldehida, ca fiind
compozitia optima de acoperire a ligamentului artificial.

Cu aceasta compozitie a fost realizat modelul functional de ligament
functionalizat cu colagen, ce a fost supus testarii preclinice care a constat in
caracterizarea fizico-chimicad si structurald si testarea la solicitdri statice in vederea
determinarii rezistentei la rupere a zonei active si de legatura. Rezultatele rezistentei la
tractiune au aratat o imbundtatire a caracteristicilor modelului functional fatd de
modelul experimental. Pentru cele douda zone ale ligamentului se constatd aspectul
neliniar al curbelor caracteristice, din cauza ruperii progresive a fibrelor ce compun
ligamentul. Toate zonele testate au prezentat deformatii similare, reliefind un

comportament elastic prin alungirea procentuala ridicata.



Pe baza rezultatelor obtinute care reliefeaza posibilitatea realizarii unor
prototipuri de ligamente functionalizate cu colagen care accelereazd recuperarea, am
realizat un protocol operator pentru interventii pe subiecti umani.

Ca urmare a elementelor constatate in decursul studiului, putem sustine
reliefarea unui nou concept deschis cercetarilor ulterioare in tratamentul regenerativ al
leziunilor ligamentare. Dacd analiza histopatologicd sustine prezenta populatiilor de
fibrocite aderente la suprafata fibrelor sintetice, cercetari ulterioare in domeniul
ingineriei tisulare si biomaterialelor pot initia dezvoltarea unei generatii noi de structuri
ligamentare sintetice care sd reprezinte un schelet care doar sd sustind o viitoare
populare a acesteia cu fibrocite, celule precursoare structurii ligamentare. Astfel ca, pe
un schelet care traseaza orientarea si dimensiunile ligamentului nativ, sd reusim crearea
unei grefe aproape integral biologice, care sd se cladeascd pe o structurd sintetica
minimald, introdusa artroscopic, cu rol doar de sustinere si directionare a celulelor.

O altd tema de discutie, rezervatd urmatoarelor cercetdri este durata in care
aceasta structura biologica de neoligament se formeaza, rezistenta, osteointegrarea si /
sau posibilitatea augmentarii acestor populatii celulare cu terapii regenerative de tipul
PRP sau celule stem din aspirat de maduva osoasd sau fractie stromald vasculard din

tesutul adipos.
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