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“O minte care intelege principiile va fi
in stare sa elaboreze propriile metode.”
(N. Andry)

Summary
Importance of vascularization of the bone and significance
of angiogenesis in the fracture

Bone circulation plays an important role in bone physiology. Angiogenesis at the fracture
site has been identified as one of the most significant parameters influencing the healing
procedure. This is explained by the fact that osteoblasts and endothelial cells are intimately
located within the skeleton, and their interaction is an integral component of bone repair. The
features of local vascularity have also determined new approaches in the surgical treatment by
shifting away from the mechanical toward the biological aspects of fracture fixation, thus
preserving the blood supply to the bone fragments.

Rezumat

Circulatia sangvina a osului joaca un rol substantial in fiziologia acestuia. Angiogeneza in
focarul fracturii s-a dovedit a fi unul dintre cei mai importanti parametri ce influenteaza procesul
de regenerare. Aceasta se explica prin faptul ca osteoblastele si celulele endoteliale sunt intim
localizate in cadrul scheletului, si interactiunea lor asigura continuitatea proceselor reparative din
os. Particularitatile vascularizarii locale au determinat si noi abordari in tratamentul chirurgical,
prin trecerea de la aspectul mecanic la cel biologic al fixarii fracturilor, astfel pastrandu-se sursa
vasculard a fragmentelor osoase.

Introducere

Neo-vascularizarea precede temporal neo-osteogeneza. Osteogeneza determina formarea de
os nou simultan cu cresterea numarului de capilare. Grefele osoase vascularizate s-au dovedit a fi
mult mai eficace decat cele conventionale. Pierderea de tesut osos in osteoporoza este nsotita de
reducerea densitatii capilarelor [1]. Iatd unele date ce releva existenta unei veritabile interactiuni
intre angiogeneza si osteogenezd. Aceastd interactiune devine evidenta mai ales in procesul de
regenerare reparativa a tesutului osos. Angiogeneza, formarea noilor capilare din vasele sangvine
preexistente, reprezinta un moment crucial in consolidarea fracturilor, chiar dacd mecanismul de
reglare a angiogenezei in regenerarea osoasa nu este inca pe deplin Inteles [2].
Vascularizarea tesutului osos

Cu toata varietatea formelor si proportiilor os cortical-0s trabecular-cavitate medulara,
caracteristicile organizarii retelei vasculare osoase sunt aceleasi:
» vase aferente = artere: nutritiva, epifizare, metafizare, periostale;
» retea microvasculara = capilare: periostale, corticale, medulare sinusoide;
» vase eferente = vene: nutritiva, epifizare, metafizare, periostale.

Exista numeroase anastomoze intre aceste retele, ceea ce cauzeazd dezacorduri in privinta
contributiei fiecdrei surse la irigarea diferitor zone ale osului si la regenerarea fracturilor.

Vascularizarea diafizei osului lung la adult este asigurata de a. nutritiva si reteaua periostala.
A. nutritiva, insotitd de 1-2 venule si de filete nervoase, intra prin canalul nutritiv, sub un unghi
drept, in cavitatea medulara si se imparte in 2 aa. medulare: ascendentd si descendenta.
Ramificatiile arterelor medulare au o directie centrifugald, asigurand vascularizarea a 2/3 interne
ale corticalei. Reteaua periostald provenita din arteriolele musculaturii ce se inserd pe osul
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respectiv asigura irigarea a 1/3 externd a corticalei diafizare. Existd numeroase anastomoze intre
circulatia diafizara si cea epifizara [3.,4].

Cunoasterea vascularizarii locale oaselor explicd unele particularitdti de consolidare si
determind alegerea metodei de fixare a capetelor osoase $i monitorizarea complicatiilor tardive
ca pseudoartroza §i necroza aseptica.

Etapele consolidarii fracturii pe cale endocondrala

Consolidarea fracturii reprezintd un proces orchestrat ce cuprinde mai multe etape in
rezultatul carora se reface aspectul biochimic si biomecanic al tesutului osos initial. Cel mai des
fracturile se consolideaza prin mecanismul endocondral. Acesta prezinta urmatoarele faze [5]:

I. Faza inflamatorie (durata — cca 1 saptamana)

Distrugerea celulelor si matricei osoase, a vaselor sangvine si a tesuturilor moi adiacente
determind formarea unei zone necrozate la extremitatile fracturate. Lezarea endoteliului vascular
activeaza cascada complementului cu o ulterioard agregare si degranulare trombocitard. Se
elibereaza factori de crestere si de semnalizare chemotacticd. In urma semnalizarii are loc
migratia leucocitelor polimorfonucleate, limfocitelor, monocitelor sangvine si macrofagelor
tisulare spre focarul fracturii. Acestea sintetizeaza o serie de citokine, printre care mentionam
PDGF (Platelet derived growth factor). PDGF este singurul factor cunoscut cu rol in stimulare a
sintezei de PTN (Pleiotrophin). Importanta angiogenica a PTN va fi elucidata in faza reparativa a
osteogenezei [6]. Un studiu al expresiei genice a diferitor factori pentru angiogenezad si
osteogeneza a stabilit ca, chiar de la prima ord dupa impact, se mareste expresia BMP2, de 3 ori
mai mult comparativ cu norma [7]. Pe langa faptul ca influenteaza celulele osteoprogenitoare,
BMP mai activeaza endoteliocitele pentru angiogeneza, stimuland sinteza de VEGF si IGF [8].

Sangele extravazat coaguleaza. In rezultat se formeaza un hematom medular si subperiostal,
cu rol de:

1. tampon hemostatic;
2. retea fibrilard - platforma pentru migrare celulard;
3. sursa de molecule - semnal pentru initierea evenimentelor celulare reparative.

Ulterior hematomul este inlocuit cu tesut de granulatie, format din: fibroblaste, fibre de
colagen si neocapilare. La sfirgitul fazei inflamatorii extremitatile fracturate sunt unite printr-un
calus fibrino-proteic. In caz de administrare a inhibitorilor angiogenezei are loc formarea
defectd a tesutului de granulatie. Acest lucru demonstreaza importanta angiogenezei incepand de
la etapele timpurii ale regenerarii osoase [9]. Orice inhibitie a neovascularizarii conduce la
necroza avasculara a osului - respectiv la un esec de consolidare a fracturii [10].

Se cunoaste ca in norma 1n os concentratia O, nu depdseste 12,5%. In focarul fracturii, in
faza inflamatorie §i cea reparativd concentratia O, ¢ mai micd de2 % [1 1] Acest medu se
mentine pana la 21 de zile dupa impact. Hipoxia de la nivelul fracturii reprezintd o determinanta
majord a tuturor fazelor de consolidare a fracturii. Ea regleaza proliferarea si migrarea celulara,
sinteza proteinelor matricei extracelulare. Mecanismul de actiune constd in inductia secretiei
citokinelor si declansarea altor cai de semnalizare intra-/extra- celulare. Hipoxia este si un
important reglator a numarului de VEGFR (VEGF Receptor) expresate de endoteliocite. [1]

Réspunsul molecular al celulelor localizate in mediu hipoxic constd in activarea transcriptiei
HIF-1 (hypoxia-inducible factor 1), un heterodimer alcatuit din subunitati alfa si beta,
subunitatile alfa fiind Oj-sensibile. Reglarea strictd a sintezei de HIF-1 determinad expresia
coordonata a unei serii de gene, inclusiv a celor implicate in angiogeneza, glicoliza, metabolism
oxidativ si proliferare celulara [12]. Hipoxia este direct angiogenicd, stimuland osteoblastele
pentru secretia VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) care are rol in proliferarea
endoteliocitelor si formarea capilarelor de novo. La randul lor, endoteliocitele aflate In conditii
hipoxice secretd substante cu potential osteogen: Et-1 (Endothelin-1) si IGF-1 (Insulin-like
Growing Factor-1). Acestea determina proliferarea si diferentierea osteoblastelor, sporind
potentialul angiogenic al acestora. Astfel hipoxia apare in calitate de mediator in inlantuirea
angio- si osteogenezei prin intermediul factorilor paracrini [1].

Mediul hipoxic stimuleaza activitatea macrofagelor. Acestea secretd citokinele cu efect
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angiogen, dintre care am subliniat anterior PDGF care determina sinteza de PTN. Acesta, din
urma, este membru al unei familii de proteine heparin-linkate recent descoperite, ce manifesta
potential angiogen. Faptul ca PTN lipseste in osul normal, dar este expresat in calusul fractural
de catre endoteliocite, fibroblaste si ulterior de osteoblaste, indicd asupra functiei sale in
tratamentul fracturilor. PTN stimuleaza formarea de tesut osos prin marirea invaziei capilare a
calusului. Dar, pe linga potential angiogen, s-a mai dovedit ca PTN joacad un important rol si in
recrutarea osteoblastelor si marirea densitatii osoase [6].

Studiul efectelor hipoxiei asupra celulelor mezenchimale migrate in focarul fracturii a
elucidat urmitoarele momente interesante. in mediu hipoxic are loc inhibitia factorilor de
transcriptie Cbfa-1/Runx2, a genei pt OC (osteocalcin) si pentru colagen tip I. Cbfa-1/Runx2
sunt responsabili de diferentierea osteoblastica, iar inhibitia lor presupune inhibitie in formarea
tesutului osos. OC reprezintd un marker tardiv al diferentierii osteogenice. Lipsa acestuia
confirma blocarea osteogenezei. Nu se expreseaza nici colagenul I care joacd un rol important in
mineralizare. In schimb creste expresia OP. Aceasta asigurd interactiunea mai multor tipuri
celulare, incluzand osteoblastele, endoteliocitele si osteoclastele. Dar cea mai remarcabilad
proprietate a OP este capacitatea de a induce acumularea de macrofage in focarul fracturii,
marind astfel rata raspunsului inflamator [13].

1. Faza reparativa

Faza reparativa include 3 procese majore: condrogeneza, osteogeneza intramembranoasa si
osteogeneza endocondrala [5].

Tesuturile necrozate sunt resorbite. Se atesteaza o crestere a vascularizatiei si a celularitatii
in focarul fracturii. Celulele sunt pluripotente, provenite fie din tesuturile adiacente, fie migrate
prin vase sangvine. In functic de conditiile locale ele se diferentiazd in fibro-/condro-
/osteoblaste. In locurile unde predomini fortele de presiune diferentierea se face spre
condroblaste, unde predomini tractiunea — spre fibroblaste. Tn locurile cu o vascularizare bogata
(in apropierea stratului cambial al periostului) diferentierea urmeaza calea osteoblastica,
dimpotriva, acolo unde persista hipoxia, celulele se transformd in condrocite [4]. Ulterior
diferentierii celulare, calusul fibrino-proteic este inlocuit cu calusul moale format din: cartilaj
(central), tesut conjunctiv fibros si os reticulofibros (periferic) bogat in vase sangvine. Ultimele
asigurd secretia osteoidului si a fibrelor de colagen. Astfel, dupa 2-3 sdptamani de la fractura,
capetele fracturate sunt fixate prin calus moale, fibro-condroid [13].

Mineralizarea calusului fibros parcurge aceleasi evenimente ca osificarea cartilajului de
crestere.  Condrocitele  hipertrofiate  secretd  proteoglicani neutri ce  degradeaza
glicozaminoglicanii (inhibitori ai mineralizarii). Condrocitele si osteoblastele mai elibereaza
vezicule matriceale, extracelulare. Componenta acestora indicd asupra implicarii acestora in 3
fenomene: mineralizare (fosfati de Ca, factor de mineralizare BSP (Bone sialoprotein), fosfataze
neutre si fosfataza alcalind), osteogeneza (factori de diferentiere osteoblastica BMP2) si
angiogeneza (OPN (Osteopontine) cu rol de facilitare a angiogenezei si VEGF, cu efect
angiogenic direct) [14, 15]. Invadarea cartilajului calcificat de catre capilarele din regiunile
adiacente mareste presiunea oxigenului si modifica pH-ul, de la acid la slab alcalin, ceea ce
asigurd activitatea fosfatazei alcaline si a altor enzime care degradeazd matricea bogatd in
proteoglicani si hidrolizeaza esterii fosfati. Astfel se obtin ioni de fosfati ce interactioneaza cu
Ca’* formand sarurile necesare pentru mineralizare. Astfel procesul de mineralizare vine méani in
mana cu procesul de invazie capilard. La finalul acestei faze extremitatile fracturii sunt fixate
rigid printr-un calus 0sos de structura reticulofibroasa, respectiv creste stabilitatea la nivel de
fractura [16].

111. Faza remodelarii

Osul reticulofibros obtine histostructura osului lamelar. Are loc resorbtia excesului de calus
si refacerea canalului medular. in dependenti de factorii mecanici osul isi modifica arhitectonica,
redobandind proprietatile biomecanice si functionale.

Factori ce stimuleaza osteogeneza prin actiunea asupra angiogenezei
VEGF
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Revascularizarea fracturii este importantd pentru resorbtia tesutului necrotic si pentru
migrarea celulelor progenitoare de osteoblaste. In fazele tardive angiogeneza asigurd
vascularizarea cartilajului cu mineralizarea ulterioara a acestuia. Astfel administrarea de VEGF
conditioneaza marirea ariei vasculare care, la randul sau, determina cresterea vitezei de formare a
calusului si accelerarea procesului regenerativ [13]. Astfel, VEGF indeplineste un rol crucial nu
numai in vascularizarea focarului fracturii, dar si in sporirea ratei de dezvoltare a osteoblastelor.
Totusi, stimularea individuald cu VEGF nu e suficientd pentru a asigura formarea retelelor
vasculare functionale. Incercirile de a accelera vascularizarea prin supraexpresia VEGF
(utilizdnd metode genetice) a determinat formarea unor vase imature, nerezistente la factori
mecanici [11]. Singur VEGF nu poate promova regenerarea osoasa. El actioneaza sinergistic cu
BMP4, amplificidnd migrarea celulelor mezenchimale, marirea ratei de supravietuire a acestora si
accentuarea formarii cartilajului in timpul osteogenezei endocondrale. Efectul VEGF este strict
dependent de raportul sau cu BMP4. In caz de exces de VEGF acesta poate promova
diferentierea celulelor mezenchimale in endoteliocite (ceea ce diminueaza numarul celulelor
disponibile pentru a urma calea osteoblastica) si poate determina acumularea osteoclastica, ceea
ce ar conduce la resorbtie excesivd de tesut osos. Astfel efectul osteogenic al VEGF nu este
suficient in tratarea fracturilor fara cumularea efectelor BMP.

Sadat-Habdan mesenchymal stimulating peptide (SHMSP)

SHMSP este un peptid format din 13 aminoacizi, sintetizat in laborator, care stimuleaza
cresterea osoasd si consolidarea fracturilor. In urma unui studiu [10] s-a constatat, ca efectul
propriu-zis al SHMSP este exercitat nu asupra osteoblastelor, ci asupra endoteliocitelor care
sporesc triplu rata neovascularizarii calusului. In consecintd creste rata mineralizarii si
regenerarii tesutului 0sos.

Tensiunea mecanicd

Tensiunea mecanicd joacd un rol major in formarea tesutului osos [17]. Ea actioneaza prin
stimularea activitatii osteoblastice, dar mai ales prin inducerea productiei de factori angiogenici
ca VEGF. VEGF este expresat in urma stimuldrii cu variati factori, ca: compresia, tensiunea,
fluxul citoplasmatic determinat de curenti piezoelectrici. Odatd cu VEGF este stimulatd si
activitatea HIF-1. Influenta factorului mecanic a fost dedusa si din faptul ca, chiar in conditii de
normoxie, celulele pot expresa HIF-1 si VEGF ca raspuns la stimulii mecanici.

Power Doppler Sonography

Incepand cu anii *60 au debutat studiile privitor la mecanismele fizice si biologice ce asiguri
efectivitatea terapeutica a US de intensitate scazuta. Studiile pe fibroblaste izolate in vitro au
demonstrat cd US actioneaza prin mecanismul cavitatiei care induce anumite oscilatii ale
citoplasmei. in consecinti este afectatd permeabilitea membranei celulare fatd de ionii de Ca®* si
Na’. Aportul intracelular marit de Ca®" determina marirea sintezei de ADN si proteine. Tot prin
acest mecanism se explicd §i activarea macrofagelor. Sporirea activitatii fibroblastelor si
macrofagelor este caracteristica pentru procesul normal de consolidare a fracturilor. Studii
asupra efectelor US 1n focarul fracturii au depistat marirea debitului sangvin local si marirea ratei
de sintezi a proteinelor matricei extracelulare. In consecinta creste viteza de tratare a defectului
0sos [18].

Abordarea chirurgicala a fracturilor in relatie cu vascularizarea osoasa

Din punct de vedere istoric, cel mai important moment in tratamentul fracturilor diafizare
este trecerea de la abordarea mecanicd a principiilor de fixare interna la abordarea biologica.
Actual fixarea fracturilor diafizare pune accent pe biologia osului si pe pastrarea aportului
sangvin spre fragmentele fracturale. Se cunoaste ca reducerea directd a capetelor osoase, care se
utiliza de obicei ca procedura de fixare prin compresie interfragmentara cu placa conventionala,
reprezinta cauza majora a devitalizarii osului. O imbunatatire a situatiei s-a constatat la utilizarea
tehnicilor bridge plating. Ideea fundamentald este de a actiona minim asupra extremitatilor
osoase si de a fixa placa pe partile proximald si distala ale osului fracturat. Fixarea placii de
capetele intacte ale osului mentine lungimea, unghiul de rotatie si aliniaritatea fragmentelor.
Acest tip de fixare nu este absolut rigid, astfel incat consolidarea fracturii urmareste mecanismul
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endocondral [19].

In timpul studiului efectelor biologice ale plicilor conventionale de compresie asupra
cortexului subiacent, Perren a facut o importantd descoperire - pldcile interactioneaza
semnificativ cu aprovizionarea vasculara a cortexului. Formarea porozitatilor osoase este direct
relationatd cu gradul de necrozd a tesutului osos localizat sub placd. Aceasta observatie a
determinat crearea placilor cu contact limitat, de ex. LC-DCP (limited-contact dynamic
compression plate), iar ulterior a placilor NCP (noncontact plates).

Concluzii

Consolidarea fracturilor reprezintd un proces fiziologic complex si delicat. Anterior s-a
vorbit despre existenta a 3 parametri fundamentali care determind consolidarea fracturii. Acestea
sunt osteogeneza, osteoinductia si osteoconductia. Pentru a implini imaginea reald a procesului
regenerativ e important de a adauga la cele 3 si angiogeneza. Astfel cunoasterea atat a
particularitatilor de vascularizare locala la nivelul diferitor segmente ale scheletului, cét si a
mecanismului general de actiune a angiogenezei in focarul fractural, reprezintd un imperativ in
instruirea specialistilor in ortopedie si traumatologie.
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Summary

Transplant of the upper limb

Making an analysis of specialized literature on the limb’s transplantation, it can be
ascertained that the satisfactory results in this area have been obtained in 20" century, following
the discovery of suturing vessels techniques and techniques of immunosuppression.
Microsurgical techniques offered the possibility to enlarge the functional capacity of transplanted
limb. Increasing the survivability and preventing severe graft rejection can be ensured by the
administration of corticosteroid hormones, polyclonal antibodies, calcineurin inhibitors,
antiproliferatives coupled with vascularized bone marrow transplantation, which increases the
chimerism. Analysis of data from literature concludes that the main directions of development in
limb transplantation technique are: tissue printing, elaboration and development of new products,
methods and techniques of immunosuppression.

Rezumat

Facand o analizd a literaturii de specialitate asupra transplantului de membru, se poate
concluziona ca rezultatele satisfacatoare in acest domeniu au fost obtinute in secolul XX, in urma
descoperirii tehnicii suturdrii vaselor si tehnicii de imunosupresie. Tehnicile microchirurgicale au
oferit posibilitatea de a mari capacitatea functionald a membrului transplantat. Sporirea
surviabilitatii si prevenirea respingerii severe poate fi asiguratd prin administrarea hormonilor
corticosteroizi, anticorpilor policlonali, inhibitorilor calcineurini, antiproliferativelor cuplati cu
transplantul de maduva osoasa vascularizatad, ce mareste chimerismul. Analiza datelor din
literatura de specialitate conclude ca principalele directii de dezvoltare a tehnicii de transplant de
membru sunt: printingul tisular, elaborarea si dezvoltarea noilor produse, metode, tehnici de
imunosupresie.

Transplantul de membru - visul umanitatii din antichitate - a fost expus n diverse legende
si mituri. Despre primul transplant de membru in literaturd se mentoneaza tranplantarea
membrului inferior efectuatd in secolul III e. n. Aceastd operatie nu poate fi consideratd un
alotransplant de succes, pentru ca la momentul acela nu se cunosteau despre mecanismele
raspunsului imun si tehnicile microchirurgicale de suturare a vaselor.[1,2] In secolul XVIII a fost
efectuat primul alotransplant de tendonul lui Achiles la gaini. In secolul XIX se practica tot mai
des transplantarea tesuturilor: piele, tendoane, nervi, cartilaj, cornee. In secolul XX, dupa
descoperirea tehnicii suturdrii vaselor in anul 1902 Alexis Carrel (chirurg francez), defineste
problema raspunsului imun al organismului, la corpul strdin asociat. O mare insemnatate a avut
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