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IPOTEZA DE LUCRU S$I OBIECTIVELE GENERALE

Atat in chirurgia plastica, cat si 1n alte specialitati, chirurgii se confrunta frecvent cu
leziuni ale nervilor periferici, fie cd acestea sunt reprezentate de urgente sau de pacienti
cronici.

Cand vorbim despre urgente, cel mai frecvent se ia contact la camera de garda cu
leziuni prin sectiune, complete sau incomplete.

Leziunile nervoase nediagnosticate dupa o plaga sunt destul de frecvente (Grobnicu O,
2018). Consecintele, cum ar fi deficitul senzorial, nevromul si sindromul dureros regional
complex de tip I, pot fi severe. (Wojtkiewicz DM, 2015).

In prezenta unei plagi de exemplu la nivelul palmei, au fost propuse mai multe metode
cel mai des, testul la compresa are mai putin de 100% sensibilitate si specificitate. Unii autori
au ardtat recent ca sensibilitatea si specificitatea altor teste obisnuite nu ating nici 100%
(testul Weber static, testul Weber dinamic, testul monofilamentului Semmes-Weinstein).
Majoritatea autorilor incd mai cred cd orice plagd la nivelul mainii in vecindtatea unei
structuri nervoase trebuie explorata chirurgical. (Grobnicu O, 2018).

In cazul exploririi chirurgicale si evidentierii unei sectiuni complete, fara defect, ale
unui nerv periferic, cazul cel mai frecvent intlnit, se abordeaza tehnicile microchirurgicale
de suturad nervoasa. De-a lungul anilor, aceste tehnici s-au rafinat, iar in momentul actual un
chirurg plastician, cu experienta in tehnici microchirugicale realizeaza o neurorafie perfecta
din punct de vedere tehnic. Cu toate acestea, rezulatele pe temen lung, nu sunt mereu
satisfacatore din punct de vedere functional. (Grinsell D, 2014)

In momentul actual, numeroase studii, cerceteazi pentru a imbunatiti rispunsul
functional dupa leziune nervoase periferice, Tmbunatatind de asemenea calitatea vietii
pacientilor.

Fiind atrasd de ramura microchirurgicald a chirurgiei plastice, am urmat un curs
universitar in Strasbourg (Franta) pentru a-mi rafina tehnicile microchirurgicale. In urma
acestui curs pe o durata de 1 an scolar, am obtinut diploma universitara de microchirurgie
din Strasbourg (Anexa 1). Aceasta oportunitate mi-a deschis si mai mult nevoia de a cerceta

in cadrul microchirurgiei.



In paralel, am studiat literatura de specialitate, pentru a evidentia noile cercetiri actuale
in privirea ameliorarii functionalitdtii nervoase periferice si am observat cd nu existd o
practicd, sau un conses international, al unui protocol adjuvant al suturii nervoase pentru
regererare si un protocol de recuperare bine stabilit, uniformizat in lume.

De aceea, studiind literatura am realizat ca, numeroase centre la nivel international au
incercat sd gdseascd o modalitate de a imbunatati regenerarea nervoasa prin mai multe
metode. Cercetarile actuale se bazeaza pe introducerea unor molecule fie Tn momentul
neurorafiei, fie la distanta, fie in mod continuu pe o anumita perioada. Numeroase molecule
au fost studiate, factorul de crestere neuronal fiind unul dintre acestia, care s-a studiat ca
fiind un factor de regenerare, fiind introdus la nivelul suturii nervoase, la nivel subcutanat
sau intra-muscular. (Sciboz OC, 2021).

Originalitatea acestui studiu este reprezentatd de modul de introducere al acestei

substante la nivel epi-perineural, la finalul suturii microchirurgicale.

METODOLOGIA GENERALA A CERCETARII

Urmand principile de evaluare a literaturii de specialitate, a rafindrii principiilor de
microchirurgie si a studiului pe animale de laborator, am realizat un studiu experimental de
cercetare care a urmarit compararea a 2 loturi de leziuni nervi sciatici la sobolan, introducand
o substanta diferita la nivel epi-perineural.

Cele 2 loturi au fost distribuite in modul urmator:

1. Sectiunea nervoasa (sciatic drept) completa, suturd microchirurgicald, intruducerea
de NaCl 0.9%

2. Sectiune nerovasa (sciatic drept) completa, sutura microchirurgicala, introducerea
de B-NGF

La finalul studiului, 10 nervi sciatic stangi, fara leziuni nervoase, a fost trimis pentru
studiu histopatologic pentru a avea structura unui nerv fara leziuni, ca model.

Pentru a fi acceptat, proiectul de cercetare a indeplinit numeroase criterii pentru ca
acesta sa fie desfasurarat in conformitatea cu legislatia actuald a cercetarii stiintifice. Toti
pasii pentru obtinerea autorizatiilor studiului de cercetare au fost Indepliniti. Toate
procedurile practice pe animale de laborator au fost in acord cu declaratia de la Helsinki

din 1975, revizuita in 2008.



Pentru elaborarea unui studiu de cercetare, In vivo, sunt necesare numeroase criterii de
eticd medicala si al sigurantei animalelor de laborator.

Aprobabrea studiului intr-o prima etapa s-a realizat de catre Comisia de Etica, care
evalueaza stiintific proiectul. Urmatorul pas a fost intocmirea dosarului pentru autorizarea
studiului de catre Directia Sanitard Veterinara si pentru Siguranta Alimentelor (DSVSA),
aviz care a fost favorabil.

Spatiul de realizarea a studiului a fost acordat in cadrul Biobazei de cercetare a
Spitalului Clinic de Urgente Floreasca Bucuresti.

Descierea obiectivelor proiectului este marcata de potentialele beneficii aduse de catre
proiect si anume faptul cd rezultatele pozitive ale acetui studiu ar putea ameliora
sensibilitatea nervoasa periferica cat si functia motorie, sechele importante in leziunile
nervoase.

Specia de animale de laborator utilizatd, sobolanii Wistar, o tulpind de sobolani
albinosi din specia Rattus norvegicus, a fost aleasd deorece aceasta tulpind a fost creata
special pentru studii pe animale de laborator, animale usor de manipulat, blande, cu
similitudini fiziologic si anatomice asemanatoare cu specia umana, stiind ca 99% din ADN
acestui tip de sobolan similar celui uman. (Krinke GJ, 2000).

Numarul de animale acceptat a fost redus la numarul minim necerar pentru a avea
rezultate valabil pozitive cu semnificatie statistica, in conformitatea cu regulile eticii (3R:

Reducere, Rafinare, Inlocuire-Replace) (Kirk RGW, 2018).

Sinteza capitolelor

Studiul experimentar a debutat cu anestezia animalelor de laborator. In pregitirea
anesteziei, pasi au fost ghidati de catre protocoalele descrise 1n cartea ,,Laboratoy Animal
Anaesthesia — Paul Flecknell”. (Flecknell PA, 1993).

Modul de administrare ales 1n acest studiu a fost cel intraperitoneal, datorita facilitatii
de efectuare si datorita efectului asteptat analgezic, de relaxare musculara si de suprimare a
reflexelor viscerale.

Pentru acest studiu am folosit anestezia clasica intraperitoneald propusa de ghidurile
europene pentru sobolanii de laborator Wistar, ce include un amestec de Ketamina 50 mg/ml

si Xilazina 2%. Prepararea solutiei injectabile s-a realizat introducand 1 ml Ketamina la 0,15



ml Xilazina completatd cu ser fiziologic pana la 2,5 ml solutie. (Anaesthesia for Minor
Procedures. Research animal training. 2020; Smith AC, 1994).

Dupa ce sobolanul a fost anesteziat, se practica pregatirea campului operator si mai
apoi incizia si disectia planurilor la nivelul coapsei drepte, incizie centrata pe punctul de
proiectie a nervului sciatic drept. Dupd evidentierea nervului sciatic drept, se practica
sectiunea transversala a nervului si neurorafia sub microscop optic (Figuri extrase din teza

doctorala)

Se practica introducerea substantelor. Primului lot de 10 animale 1 s-a injectat in zona
epinerv-perinerv o cantitate de 0,1 ml de ser fiziologic. Acesta a fost introdus cu o seringa
de 0,5 ml cu un ac calibrat la 32GX8mm.

Introducerea acului s-a facut sub control microscopic, intre 2 puncte de sutura in locul
cel mai apropiat de vascularizatia epinervului. Celui de-al doilea lot 1 s-a injectat B-NGF 1n
aceeasi cantitate si tehnica ca si serul fiziologic.

Se practica sutura cutanata. Post operator, sobolanii sunt mentinuti in custi separate,
hraniti si hidratati ad libidum.

Dupa 4 saptamani, se realizeaza evaluarea regenerarii motorii (amprenta de mers-
index de functionalitate sciatic, EMG, masurarea circumferintei coapsei) si evaluarea
sensibilitatii cutanate utilizind monofilamentele Semmes Weinstein.

Se practica in aceeasi zi, o a doua operatie, pentru a putea realiza analiza

histopatologica a neurorafiei. Se practica sectiunea neurorafiei la 0.5 cm distanta in proximal



si distal de aceasta. Capatul distal al neurorafiei se marcheaza cu un fir chirurgical pentru
orientare.
Piesele se trimit la studiu anatomopatologic in flacoane cu solutie glutardehida 2%

tamponata.

In cele din urma se practica eutanasia animalelor de laborator conform ghidurilor
internationale. (Guidelines for the euthanasia of animals, 2020).

Analiza statistica a fost efectuata folosind IBM SPSS Statistics 25 si Microsoft Office
Excel/Word 2013.

Analiza histologica a fost evaluate sub microscop electronic la maxim 200X. De

asemenea imaginile histologice au fost lucrate in Sofwarul Image J.

CONCLUZII FINALE SI CONTRIBUTII PERSONALE

CONCLUZII FINALE

2. Substanta B-NGF introdus la nivel epiperineuronal aduce Imbundtatiri in
regenerarea nervoasa perifericd dupa o sectiune nervoasa is neurorafie in comparatie cu
introducerea unei substante saline (NaCl 0,9%).

3. Sensibilitatea cutanata la 4 saptamani dupa neurorafie si introducere a B-NGF este
substantial ameliorata fata de sensibilitatea cutanata a sobolanilor tratati cu sutura nervoasa
si substantd salina, dupa o sectiune nervoasa.

4. Lotul de sobolani tratati cu substantd salind prezintd un grad de hipertrofie

musculara contra laterala, ca raspuns al atrofiei partiale musculare la nivelul coapsei operate.



5. Nu exista nici o diferentd semnificativ statistica Intre automutilarile piciorului operat
cutanate ceea ce nu a produs durere Tn momentul leziunii, fie o durere nevropatica distala.

6. Indexul nervos sciatic evidentiaza o recuperare musculard mai buna in grupul tratat
cu B-NGF fata de grupul tratat cu SF.

13. Rapoartele histopatologice evidentiazd in primul rand o ratd mare a
neoangiogenezei distal de sutura nervoasa in favoarea lotului tratat cu B-NGF.
Neoangiogeneza poate favoriza regenerarea nervoasa periferica.

14. Un alt aspect histopatologic ce a fost concluzionat este prezenta tesutului
conjunctiv, mult mai evidentiat in lotul trata cu ser fiziologic, ceea ce indica faptul ca exista
o mai mare dezorganizare a fibrelor nervoase in acest lot. Tesutul nervos este mai bine
reprezentat in lotul tratat cu B-NGF .

15. Dimetrul nervului la nivelul suturii nervoase nu prezintd diferente semnificativ
statistice intre cele 2 loturi

16. Nu s-au raportat prezenta nevroamelor in nicun lot

17. S-au raportat aderente la nivelul suturii nervoase in cele 2 loturi de maniere
constanta.

18. La nivelul suturii nervoase nu au existat spatii libere, chiar daca sobolanii nu au
fost imobilizati la nivelul membrului inferior operat. Aceasta poate duce la concluzia ca daca
nu exista tensiune la nivelul suturii nervoase, imobilizarea membrului afectat nu aduce
beneficii. Dar limitele concluziilor sunt legate de faptul ca nu au fost inclusi in studiu

sobolani cu membrul inferior operat si imobilizat pentru a diferentia beneficiul.

Contributii personale

Acesta lucrare a fost realizatd etapa cu etapa si este rodul muncii sistematice. Dupa
primul an de studii doctorale, in care au fost realizare bazele cercetdrii in cadrul universitatii,
urmatoarele etape au constat In cercetarea literaturii de specialitate intr-o bazd de date
informatice dar si in biblioteci. Colectarea datelor de literaturd, interpretarea acestora,
organizarea articolelor pe categorii §i inmagazinarea informatiilor este o0 munca asidua ce

corespunde bazei cercetarii stiintifice inaintea realizarii unui studiu experimetal.
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Rafinarea tehnicilor microchirugicale si studiul animlelor de laborator s-a realizat in
cadrul unei diplome universitare la Universitatea din Strasbourg, Franta.

Ideea de face o lucrare de doctorat bazatd pe studiul nervilor perifeci a fost una
pertinenta deoarece curiozitatea mea era atrasa de faptul ca desi tehnicile microchirurgicale
au evoluat, o regenerare nervoasa periferica era de multe ori imperfectd. De aceea am studiat
literatura moleculelor adjuvante in procesul de regenerare, NGF fiind una din aceste
substante.

In paralel cu aceste etape am publicat 2 articole, pentru care interesul meu a fost axat
pe metode de interpretare a regenerarii nervoase i pe punerea in pagina a tuturor articolelor
de specialitate ce cuprindeau informatii legate de molecula NGF.

Ideea de abordare a monofilamentelor von Frey, a fost una inovativa deoarece este o
noud metoda de interpretare a rezultatelor in studiile actuale in experimentele pe sobolani.
Aceasta este 0 metoda usor subiectiva si simpla de aplicat.

In cadrul acestui studiu, noutatea este adusd de maniera de aplicare a unei substante,
cantitatea si concentatia acesteia pentru a crea un protocol adjuvant in cadrul suturii nervoase
periferice. De fapt ideea a fost ca desi substanta se poate raspandi in tesutul vecin dupa
injectarea locald, o cantitate minima ce actioneaza la nivel epiperineuronal poate ajuta in
regenerarea nervoasa.

In concluzie, atat partea generald dar mai mult partea speciald a acestei lucrari de
doctorat a fost construitd pe o contribugie personalda prin implicarea tuturor resurselor

teoretice §i practice, etapa cu etapa.
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