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ADNOTARE
Palarie Victor Augmentarea osoasd in atrofiile procesului alveolar mandibular cu utilizarea
Sfactorului de crestere plachetar derivat recombinant uman - BB (studiu clinico-experimental)
Teza de doctor in stiinte medicale. Chisinau, 2020
Structura tezei. Teza de doctor 1n stiinte medicale are 157 de pagini si contine: adnotare in limbile
romana, rusd si engleza, introducere, patru capitole, concluzii generale si recomandari practice,
bibliografie cu 230 surse biliografice. Materialul ilustrativ include 7 tabele si 89 figuri. Rezultatele
cercetarilor efectuate au fost reflectate in 11 publicatii stiintifice: 3 articole In reviste nationale
(inclusiv 2 articole monoautor) si 8 articole in reviste internationale cu impact factor.
Cuvinte-cheie: regenerare osoasd ghidata, factori de crestere, grefa osoasd, atrofie osoasa.
Domeniul de studiu: se refera la medicina regenerativa, inginerie tisulard, stomatologie.
Scopul lucrarii: reconstructia proceselor alveolare atrofiate la nivelul mandibulei prin
utilizarea factorului de crestere plachetar derivat recombinant uman - BB.
Obiectivele cercetirii. Determinarea proprietdtilor osteoconductive ale implanturilor de titan
acoperite cu calciu-fosfat; apecierea reformarii osoase dupa aplicarea matricei osoase deproteinizate;
elaborarea metodei de augmentare osoasd cu implantare dentara simultand, folosind matrice din
biomaterial crestal; determinarea influentei membranei de colagen si a factorului de crestere
recombinant derivat din trombocite asupra augmentarii; evaluarea retrospectiva clinica a
implanturilor dentare inserate simultan cu augmentarea osoasa la nivelul mandibulei.
Noutatea si originalitatea stiintifica. A fost demonstrata proprietatea implanturilor bioactive de a
induce cresterea osoasd. Au fost obtinute rezultate privitor la: regenerdrea osoasa cu utilizarea
xenogrefei; procesele biochimice ce au loc 1n perioada de remodelare osoasa; factorii ce influenteaza

..... .

procesele de remodelare ale osului la diverse intervale de timp, evolutia stabilitatii implanturilor
dentare instalate concomitent cu procedurile de regenerare osoasa ghidatd; rata de supravietuire a
acestor implanturi.

Semnificatia teoretica. Constd in crearea unui concept de reconstructie osoasd utilizand principii
moderne de inginerie tisulara cu posibiliatea de utilizare in diverse domenii ale medicinii.

Valoarea aplicativa. Datele experimentale si clinice obtinute sunt utilizate pentru optimizarea
regenerarii osoase dereglate si au potential de utilizare in tratamentul implantologic.
Implementarea rezultatelor stiintifice. Rezultatele obtinute au fost implementate In procesul
didactic al cursului de Medicina regenerativa si in procesul de cercatre stiintific al laboratorului de

Inginerie tisulard si culturi celulare.



AHHOTADNUA

IIhpue Bukrop Yeenuuenue kocmmuoii maccol npu ampoguu anveeonapnozo ompocmia
HUJICHETl YeNl0CMU C UCNOIb306AHUEM PEKOMOUHAHMHO20 (haKmopa pocma mpomoouumos
yenoeexka - BB (kiunuxo-IxcnepumenmaivHoe ucciedosanue).

Juccepranus Ha COMCKaHUE YUEHOU CTENEHH JOKTOpa MEIMIMHCKUX HayK. Kumunay, 2020
Crpykrypa auccepranuu. JlokTopckas nuccepranus uMeeT 157 cTpaHull U COIEp>KUT: aHHOTALIUIO
Ha PYMBIHCKOM, PYCCKOM M QHIJIMMCKOM f3bIKaX, BBEJCHHUE, YEThIPE IJIaBbl, OOILME BHIBOJBI U
NpaKkTUYecKHe peKoMeHaanuu, oubnuorpaduto ¢ 230 ucrounnkamu. WirocTpaTuBHbI MaTepuat
BKJIfOYaeT 7 tabmun u 89 pucyHkoB. Pe3ynbTaThl nccienoBaHus ObUIM OTpaxkeHbl B 11 HaydHBIX
nyOnuKanusax: 3 CTaThu B HALIMOHAJBHBIX XKYpHaaX (BKJI0Yas 2 cTaTbHU OJHOTO aBTOpa) U § craTeit

B MEXXYHAPOIHBIX JKypHAJIaX ¢ UMITAKT-(aKTOPOM.

KiroueBble cioBa: ynpapiisiemMasi pereHepanus KOCTH, (akTopbl pocTa, KOCTHBIM TpaHCILIaHTAaT,
aTpous KOCTH.

O0JsacTh HCCJICIOBAHMSA: OTHOCUTCS K PETEHEPATUBHOM MENULMHE, TKAaHEBOW WHXXECHEPUH,
CTOMATOJIOTHH.

Heab wucciaeqoBaHMsi: PEKOHCTPYKLIUS aTpO(UPOBAHHBIX AJIBBEOJIIPHBIX OTPOCTKOB HIKHEH
YEJIIOCTH C MCII0JIb30BAaHUEM PEKOMOMHAHTHOTO (hakTOpa pocTa TPOMOOIMTOB uesoBeka - BB.
3agauun uccaenoanmus: OnpeneneHue OCTEOKOHAYKTHBHBIX CBOMCTB TUTAHOBBIX MMIIJIAHTATOB C
KaJblHeM-pochaToM; OleHKa pedopManui KOCTH IMOCie NMPUMEHEHHUs JeNpOTEHHU3MPOBAHHOTO
KOCTHOTO MaTpUKca; pa3paboTKa MeToJa YBEIUYEHUS KOCTHOM TKaHM C OJIHOBPEMEHHOM
JICHTAIbHOM MMIUTaHTAIMEH; onpeaeTeHUe BIUsHNUS KOJJIareHOBOM MeMOpaHbl M peKOMOMHAHTHOTO
¢akTopa pocta, IPOUCXOAIIETO U3 TPOMOOLIUTOB; PETPOCIIEKTUBHAS KIMHUYECKAs OLIEHKA 3yOHbBIX
MMIUIAHTATOB, BCTABJIEHHBIX OJJHOBPEMEHHO C YBEIMUYEHUEM KOCTH.

Hayynass HOBM3HA W OpPHMIHHAJIBHOCTHD HCCJEJOBAHMS: IPOJEMOHCTPUPOBAHO CBOMCTBO
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BPEMEHH, HBOJIOMS CTAOMIBHOCTU JEHTAJIbHBIX MMIUIAHTATOB, YCTAHOBJICHHBIX OJJHOBPEMEHHO C
IIpoLeypaMH HallpaBJICHHON pereHepaluy KOCTH; BBDKMBAEMOCTDb 3TUX UMILIAHTATOB.
Teopernyeckass  3HAYMMOCTH  HMCCACAOBAHMSA: 3aKJIIOYAETCS B CO3JAHUM  KOHLEMIMH
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IIpakTHyeckass 3HAYUMOCTb MCCJEI0BAHUSI. OKCIEPUMEHTAJIbHBIE M KIMHUYECKHE JaHHBIE,
UCIOJIb3YIOTCS JUIsl ONTUMHU3ALUU PEr€HEpalui KOCTH M UMEIOT MOTEHIMAJ JJI UCIIOJIb30BAHUS B
UMIUIaHTOJIOTHH.

BHeapenue HaydHbIX pe3yabTaToB. [loimyuyeHHble pe3ynbTaThl ObUIM BHEAPEHBI B yUEOHBIH
npolecc Kypca pereHepaTMBHOM MEAMLMHBI W B HayuyHBId mporecc nabopatopuu TkaHeBoit
VUHXEHEPUU U KIIETOYHBIX KYJbTYD.



SUMMARY
Palarie Victor. Bone augmentation in atrophies of the mandibular alveolar process with the use
of recombinant human platelet-derived growth factor - BB (clinical-experimental study).
PhD thesis in medical sciences. Chisinau, 2020

Thesis structure. The doctoral thesis has 157 pages and contains: annotation in Romanian, Russian
and English, introduction, four chapters, general conclusions and practical recommendations,
bibliography with 230 sources. Illustrative material includes 7 tables and 89 figures. The results of
the research were reflected in 11 scientific publications: 3 articles in national journals (including 2
single-author articles) and 8 articles in international journals with impact factor.

Keywords: guided bone regeneration, growth factors, bone graft, bone atrophy.

Field of study: refers to regenerative medicine, tissue engineering, dentistry.

The aim of study: reconstruction of atrophied alveolar jaws using the recombinant human platelet-
derived growth factor - BB.

Objectives. Determination of osteoconductive properties of titanium implants with calcium-
phosphate surface; assessment of bone reformation after application of deproteinized bone matrix;
elaboration of the bone augmentation method with simultaneous dental implantation, using matrix
from crestal biomaterial; determination of the influence of collagen membrane and platelet-derived
recombinant growth factor on augmentation; clinical retrospective evaluation of dental implants.
Scientific novelty. The property of bioactive implants to induce bone growth has been
demonstrated. Results were obtained regarding: bone regeneration with the use of xenograft;
biochemical processes during remodeling; factors that influence bone remodeling processes at
various intervals, the evolution of the stability of the dental implants installed simultaneously with
guided bone regeneration procedures; the survival rate of these implants.

Theoretical significance. It consists in creating a concept of bone reconstruction using modern
principles of tissue engineering with the possibility of use in various fields of medicine.

Application value. Experimental and clinical data obtained are used to optimize bone regeneration
and have the potential for use in implantology.

Implementation of scientific results. The results obtained were implemented in the teaching
process of the regenerative medicine course and in the scientific process of the Laboratory of Tissue
Engineering and Cell Cultures.
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INTRODUCERE

Actualitatea si importanta problemei abordate.

Edentatiile partiale, cat si cele totale, prezintd o rata inaltd in randul patologiilor
stomatologice, iar reabilitarea acestora este influentatd de factori locali si generali [1-3]. Odata cu
aparitia implantologiei orale, insuficientele ortopedice traditionale sunt compensate de avantajele
constructiilor protetice fixe cu sprijin implantar, cu o bund mentinere si stabilitate, chiar si In cazuri
supuse interventiilor de reconstructie osoasd [4-6]. Oferta osoasd a procesului alveolar, ce adesea
este limitatd, datoratd fenomenelor de distructie si atrofie, a concentrat eforturile cercetdtorilor in
dezvoltarea unor tehnici chirurgicale care sa permitd reconstructia osului cu scopul instaldrii
implanturilor dentare [6-9].

Pe langa marea varietate de afectiuni ce completeaza sarcinile chirurgiei oro-maxilo-faciale,
atrofiile osoase raman una din problemele de baza ale acestui domeniu. Concomitent cu progresul
tehnico-stiintific, au crescut si cerintele fatd de metodele de regenerare a defectelor osoase la
pacientii edentati ce necesitd tratament cu implanturi dentare. Un alt aspect ce creeazd o conexiune
stransad cu cele din urma este calitatea vietii pacientilor [10, 11]. Aceste principii au stat la baza
tendintei de a restabili integritatea arcadelor dentare prin intermediul dispozitivelor implanturilor
dentare instalate in regiuni ce necesitd reconstructie osoasa [12, 13].

Tratamentul defectelor osoase, chiar si prin metode care presupun tehnologii avansate si
adesea costisitoare, poate duce la esecuri cauzate de incapacitatea fiziologica de a regenera si de a
forma un calus osos calitativ [14-17]. In ultima perioada de timp, pentru optimizarea proceselor de
regenerare, o atentie deosebitd se acorda utilizarii materialelor sintetizate prin tehnicile ingineriei
tisulare, factorilor de crestere. Aceste eforturi sunt indreptate spre recuperarea defectelor osoase
survenite ca rezultat al extractiei dentare sau al unui traumatism [18, 19].

Scheletul uman este capabil sa se autorepare, adicd sa regenereze tesuturile deteriorate, in
care un rol important este atribuit factorilor de crestere ce sunt capabili sa stea la baza formarii
diferitor tesuturi in caz de necesitate [20]. Utilizarea clinica a factorilor de crestere std la baza
tehnicilor de regenerare prin inginerie tisulard. Ingineria tisulard este o disciplind medicala care
combind celule, biomateriale si factori biologici semnificativi, pentru a dezvolta substituenti
biologici, cu proprietdti structurale si functionale care repard, restabilesc, mentin si imbunatatesc

functia tesuturilor vii [21, 22].



Este larg definita aplicarea principiilor de inginerie si a stiintelor fundamentale pentru a
dezvolta substituenti biologici care imbunatatesc sau reconstruiesc organe, tesuturi si restabilesc
functia acestora [23]. Principiile de baza de a regenera osul alveolar si tesutul parodontal se bazeaza,
in mare masurda, pe matrice sau spongii, inclusiv grefe osoase si substituenti sintetici de os, sau
materiale celulare exclusive care compartimenteaza locul de regenerare, la fel ca in regenerarea
osoasd ghidata. Strategiile de inginerie a tesutului osos s-au concentrat pe utilizarea matricelor,
pentru a transplanta celule osteogenice, sau a substraturilor conductoare pentru regenerare osoasa
ghidata, sau eliberarea factorilor bioactivi si inductivi din aceste spongii.

Vascularizarea grefei in zona de atrofie osoasa este esentiald, asa cum a fost demonstrat n
1983 de catre Cutting si colaboratorii, cand au aratat ca grefele vascularizate sunt superioare grefelor
nevascularizate [24]. Potrivit lui Brandi, importanta sistemului vascular osos a fost recunoscuta inca
de catre Albrecht von Haller in 1763, atunci cand acesta a afirmat ca “originea osoasa este artera
care transportd sange si elementul mineral” [25]. Mai tarziu, Trueta si colaboratorii au aratat ca
vascularizarea osoasa este importantd nu doar pentru homeostaza calusului, dar joacd si un rol
esential prin furnizarea oxigenului, substantelor nutritive, factorilor de crestere si celulelor
precursoare cdtre tesutul lezat [26, 27]. Vascularizarea insuficientd este una dintre principalele
probleme Intdmpinate atunci cand este vorba de defectele osoase de dimensiune si grosime mare
[28].

Introducerea factorilor de crestere recombinanti pentru imbunatatirea regenerdrii osoase a
potentat posibilitatile de reconstructie a defectelor osoase in scopul pozitiondrii implantului. Acest
proces depinde de prezenta a 3 componente critice: semnale moleculare, celule respondente cu
receptori asociati si matrice extracelulara [29, 30]. Unul dintre factorii biologici cruciali,
responsabili de activitatea reparatorie osoasd, este factorul de crestere derivat din trombocite
(PDGF). PDGF este prezentat ca un factor mitogen important, prezent in ser, dar absent In plasma.
S-a constatat ca este secretat de o-granulele trombocitare activate in timpul coagularii sangelui
pentru a forma serul. PDGF actioneaza prin legarea de receptorii celulari de suprafatd, de pe
majoritatea celulelor de origine mezenchimala si stimuleaza procesele reparative in diferite tipuri de
tesuturi. Efectele stimulatoare puternice ale PDGF ca agent chemotactic si mitogen, impreuna cu
capacitatea sa de a promova angiogeneza, completeaza actiunea factorului de crestere endotelial
vascular (VEGF) in formarea vaselor si se pozitioneaza ca un mediator cheie in repararea tesuturilor

[31-33].
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Pentru crearea grefelor ce vor regenera osul de forma, structura si calitate necesara, culturile
factorilor de crestere urmeaza sa fie crescute pe o carcasa similard ca formad si structurd cu regiunea
destinata substituirii [34-36].

Matricea osoasa deproteinizatd, care este utilizatd in stomatologie si studiatd minutios In
diverse situatii clinice, este utilizata pe larg in chirurgia orald pentru recuperarea defectelor osoase.
Aceasta matrice in stomatologie este reprezentata de osul bovin deproteinizat (DBM) si a ardtat o
rezistenta la resorbtie In urma plasarii acestuia in defecte osoase postextractionale. S-a dovedit ca
induce regenerarea osului, Tnsd aceste aplicatii ajutd la regenerarea unei pierderi osoase mici
localizate in limita peretilor alveolei [28, 29, 37, 38].

Utilizarea tehnologiilor ingineriei tisulare In augmentarea cu matrice osoasd deproteinizatd
pare sd reprezinte viitorul pentru solutionarea problemei legate de activizarea regenerarii tesuturilor
afectate si suplinirea defectelor osoase cu un tesut morfofunctional corespunzator tesutului din zona
[39-41].

Oricare ar fi cauza lipsei de regenerare osoasd, acest fapt reprezintd o problemd majora
pentru pacient, dar si pentru medic, care este pus in situatia de a gasi o metoda optima de revitalizare
a procesului de regenerare si readucere la viatd normala a pacientului [42, 43]. Faptul aparitiei peri-
implantitelor dupa instalarea implanturilor concomitent cu augmentarea osoasa indicd necesitatea
abordirii multilaterale si complexe a problemei. Intreruperea procesului de formare a tesutului osos
la o anumita etapa indicd existenta unor factori care au influentat fatal procesul de remodelare a
grefei. Posibilitatea utilizarii materialelor de augmentare imbibate cu factori de crestere in chirurgia
oro-maxilo-faciald in cadrul stérilor si proceselor succedate de insuficienta regeneratorie osoasa sau
lipsa tesutului osos reclama necesitatea efectudrii unor studii complexe experimentale si clinice n
acest domeniu [44-48].

O alta directie de cercetare in acest domeniu este raspunsul implanturilor dentare la procesul
de augmentare, folosind principiile ingineriei tisulare. Acest raspuns se datoreaza, in primul rand,
caracteristicilor suprafetei imlantului dentar, cercetirile in domeniu demonstrdind o influenta
deosebitd a celei din urmd asupra contactului cu osul peri-implantar. La momentul actual sunt
cunoscute diverse tipuri de suprafata: prelucrate mecanic, sablate si gravate cu acid, suprafete active
de calciu fosfat (CaP) etc. [38, 49].

Initial, fenomenul de osteointegrare a fost perceput drept un proces ce conduce la obtinera

unor structuri similare celor ce mentin dintele in alveola [50]. Mai tarziu 1nsd, aceasta teorie a fost
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contrazisd. Datoritd fenomenului de anchilozare osoasd (osteointegrarea), implantul dentar se
mentine In procesul alveolar, insd nu prezintd structuri anatomice similare dintilor: ligamente si
intruzie.

In chirurgia reconstructiva osoasi alveolari in calitate de standard este considerat abordul
chirurgical, cercetat si descris de catre Simion M. si coautorii (1994) [22], care prevede utilizarea
implanturilor dentare endoosoase tip surub si augmentarea osoasd postimplatara cu matrice bovina
deproteinizata si folosirea unei membrane de bariera pentru consolidarea zonei de reconstructie.
Dupa decolarea lambourilor mucoperiostale si expunerea patului osos, se foreaza neoalveola
conform protocolului operator recomandat de producdtor, apoi se instaleazd corpul implantului.
Zonele de defect osos sunt acoperite cu granule ale grefei demineralizate. In calitate de membrana
de barierd, initial era folositd o membrand neresorbabild din titan, fixatd de os cu 2-4 suruburi
monocorticale din titan. Dupa o perioada de vindecare de 6 luni pentru maxilarul inferior, se expune
repetat patul osos, se inlatura membrana cu suruburile de fixare si se conecta conformatorul
gingival. Peste 2-4 saptamani (dupa vindecarea tesuturilor moi) se initia tratamentul protetic.
Neajunsurile folosirii membranelor neresorbabile (trauma chirurgicala repetatd, decolarea
lambourilor mucoperiostale cu dereglarea vascularizarii extraosoase, edemul postoperator,
sindromul algic, timpul indelungat pentru reabilitarea protetica, rata inalta de complicatii
postoperatorii cum ar fi dehiscente de tesuturi moi, inflamatii purulente) au servit drept imbold
pentru folosirea membranelor resorbabile din colagen [51, 52].

O particularitate importantd, ce determind succesul tratamentului implanto-protetic la
pacientii cu edentatii, este stabilitatea primara (mecanicd) si secundard (biologicd) a implanturilor
instalate concomitent cu aplicarea procedurilor de reconstructie osoasd. Existd o multitudine de
Brénemark, Periotestometria, coeficientul de stabilitate a implanturilor (Ostell), Dental Fine Tester
[6, 9, 10]. Aceste metode permit determinarea atat a stabilitatii mecanice a implanturilor (stabilitatea
primard), precum si a celei biologice (secundare). Cea din urma prezintd un criteriu de apreciere a
gradului de osteointegrare.

Pentru optimizarea procesului de osteointegrare, au fost efectuate multiple studii directionate
catre texturarea implanturilor cu marirea suprafetei de contact si obtinerea proprietatilor hidrofile
(sablare, gravaj acid, aplicare de ioni de calciu, utilizarea nanotehnologiilor etc.). In unele cercetiri

s-a demonstrat cd la utilizarea acestor implanturi are loc o regenerare precoce a structurilor osoase
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mature la 8 siptimani postoperator [53, 54]. In opinia altor cercetitori, tesutul osos formeaza un
contact intim cu suprafata implantului deja la 4 saptamani [55, 56]. Totodatd, trebuie luati in
considerare si ceilalti parametri ce pot influenta procesul de osteointegrare (oferta osoasd,
stabilitatea mecanici, starea generald si locald a pacientului, tehnica chirurgicald etc). In cazul
tehnicilor ce impun si augmentari imediat dupd instalarea implanturilor dentare, evolutia
osteointegrarii nu poate fi monitorizata clinic pe perioada de vindecare, fapt pentru care se utilizeaza
termenii conventionali acceptati pentru perioada de osteointegrare.

Pe langa aspectele sus-mentionate, instalarea implanturilor dentare intr-o sedintd chirurgicala
cu augmentarea osoasd In defectele procesului alveolar cu utilizarea matricei demineralizate
imbogatite cu factori de crestere poate fi 0 metoda sigurd in ceea ce priveste vindecarea timpurie a
zonei reconstruite. Acest lucru se bazeaza doar pe rezultate experimentale preclinice [37, 38, 57-59].
Ramane inca neelucidatd eficienta acestei tehnici in situatii clinice umane, deoarece inca nu se
cunoaste dacd factorul de crestere nu are si o actiune mitogena nedorita, cum ar fi initierea unor
tumori sau a necrozelor osoase. Aceastd metoda ar putea solutiona un sir de dezavantaje ale
procedurilor care sunt disponibile actualmente in clinicd, cum ar fi: resorbtia grefei, initierea
timpurie a angiogenezei si mentinerea suportului vascular, obtinerea integrarii tisulare, micsorarea
numadrului de interventii si termenilor de regenerare a grefei osoase. Este de asemenea necesar de

elucidat daca aceste tehnici favorizeaza osteointegrarea implanturilor dentare in situatii clinice.

Scopul studiului. Reconstructia proceselor alveolare atrofiate la nivelul mandibulei prin

utilizarea factorului de crestere plachetar derivat recombinant uman - BB.

Obiectivele cercetarii:
1. Determinarea proprietatilor osteoconductive ale implanturilor de titan cu suprafete acoperite cu
calciu-fosfat;
2. Apecierea reformarii osoase timpurii dupa aplicarea matricei osoase bovine deproteinizate;
3. Elaborarea metodei de augmentare osoasd cu implantare dentara simultana, folosind matrice din
biomaterial crestal;
4. Determinarea influentei membranei de colagen si a factorului de crestere recombinant derivat din

trombocite asupra augmentarii osoase si asupra osului bovin deproteinizat fixat in implant;
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5. Evaluarea retrospectiva clinicd a implanturilor dentare inserate simultan cu augmentarea osoasa

la nivelul mandibulei.

Noutatea stiintifica a rezultatelor obtinute
In premiera a fost demonstrata proprietatea implanturilor dentare bioactive acoperite cu CaP de a
induce cresterea osoasa pe verticald. Prezentarea acestor reultate au fost apreciate la Congresul
European de Chirurgie Cranio-Maxilo-Faciala — locul I pentru cea mai bund prezentare
(Dubrovnik, Croatia, 2012) (Anexal)

In urma evaludrii comparative a datelor obtinute prin efectuarea experimentelor preclinice si

studierii morfologice au fost obtinute rezultate noi privitor la:

Particularitdtile regenerarii osoase in utilizarea xenogrefei de os demineralizat;
Particularitdtile osteointegrarii implanturilor dentare in regiuni augmentate, folosind xenogrefa si
factorul de crestere hPDGF-BB;
Procesele biologice si biochimice ce au loc 1n perioada de remodelare osoasa dupa interventii de
augmentare;
Factorii ce influenteazd procesele de remodelare a osului la diverse intervale de timp.
In urma evaluirii retrospective clinice au fost obtinute rezultate noi privitor la:
osoasa ghidata;

Rata de supravietuire si succes a acestor implanturi.

Importanta teoretica

In urma analizei rezultatelor obtinute, s-au demonstrat urmatoarele:
Instalarea supracrestald in model experimental preclinic a implanturilor dentare endoosoase
bioactive acoperite cu CaP conduce la o crestere osoasd pe intreaga suprafatd a implantului,
inclusiv si cea supracrestald;
Matricea osoasd demineralizata, Imbibata cu factorul de crestere rhPDGF-BB, este un bun suport
pentru structurile vasculare, asigurand cresterea celulelor in interiorul matricei intr-un anturaj

apropiat de cel fiziologic pentru cresterea si dezvoltarea celulelor osteoblastice;
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- Augmentarea osoasd cu implantare dentard simultand folosind biomatrice crestala a favorizat
cresterea osoasd in profunzime, cu cea mai mare mineralizare in zona marginald a osului,
formand un triunghi de mineralizare cétre suprafata implantului;

- Grefele osoase imbibate cu factorul de crestere rhPDGF-BB stimuleazd celulele recipientului
pentru diferentiere osteoblasticd si se implica nemijlocit In procesul de osteogeneza, prin
fenomene de proliferare si diferentiere in celule osteoprogenitoare;

- Conform studiului retrospectiv, 69% din totalul cazurilor de edentatii, tratate prin intermediul
implanturilor dentare, prezentau atrofii osoase la mandibula;

- Rata complicatiilor tehnicii de instalare a implanturilor dentare concomitent cu regenerarea
osoasd ghidata este destul de mare, iar rata de supravietuire de 1 an este net inferioard decat in

cazul implanturilor instalate in zone ce nu necesita augmentari de os: 83,9% versus 99%.

Valoarea aplicativa a lucrarii

Rezultatele preclinice care au la baza dovezi fundamentale morfologice privind instalarea
implanturilor dentare la nivel osos supracrestal, efectele timpurii si tardive ale matricei bovine
deproteinizate si demineralizate, folosirii membranei resorbabile de bariera, aplicarea factorului de
crestere thPDGF-BB prezinta avantaje semnificative In augmentarea osoasa, precum si rezultatele
evaludrii stabiltatii primare si secundare a implanturilor instalate concomitent cu utilizarea tehnicii
de GBR la pacienti, prezintd avantaje prin: micsorarea numadrului de interventii chirurgicale,
obtinerea unei integrari sigure a grefei pe parcursul perioadei de vindecare si, respectiv, micsorarea
termenilor individuali pentru initierea tratamentului protetic. Metoda elaborata de instalare a
implanturilor concomitent cu aplicarea tehnicii de augmentare folosind osul bovin deproteinizat
imbibat cu factorul de crestere thPDGF-BB a fost implementata in cadrul Laboratorului de
Inginerie Tisulara si Culturi Celulare al USMF , Nicolae Testemitanu”, Bancii de Tesuturi si Celule
Umane, IMSP Spitalul Clinic de Traumatologie si Ortopedie si Clinicii de chirurgie maxilo-faciald

si chirurgie plasticd a Universitatii din Mainz, Germania.

Aprobarea rezultatelor

Rezultatele cercetarilor au fost prezentate la urmatoarele forumuri stiintifice:
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- Congresul Regenerative Medicine: from basic research to orthopaedic applications and beyond
(Santander, Spania, 2011);

- Congresul Mondial de Osteologie (Cannes, Franta, 2011);

- Congresul Mondial Astra Tech (Frankfurt am Main, Germania, 2011 si Goetenburg, Suedia,
2012);

- Congresul European de Chirurgie Cranio-Maxilo-Faciala — locul I pentru cea mai buna
prezentare (Dubrovnik, Croatia, 2012);

- Congresul Asociatiei Europene pentru Osteointegrare (EAO, Copenhaga, 2012 si Dublin, 2013);

- Conferinta stiintifica anuala Zilele Universitatii de Stat de Medicina si Farmacie ,,Nicolae
Testemitanu” — locul I pentru cea mai buna prezentare (2012);

- Conferintele si Congresele stiintifice nationale ale Asociatiei Medicilor Stomatologi din
Republica Moldova (2013).

Rezultatele cercetdrilor efectuate au fost reflectate in 11 publicatii stiintifice: 3 articole in
reviste nationale (inclusiv 2 articole monoautor) si 8 articole in reviste internationale cu Impact
Factor.

Sumarul compartimentelor tezei

Lucrarea este expusa pe 157 pagini si cuprinde: introducere, 4 capitole, concluzii generale si
recomandari, rezumate in limbile romand, rusd, engleza si bibliografie cu 230 de referinte.
Materialul ilustrativ include 7 tabele si 89 figuri. In Introducere sunt prezentate actualitatea si
importanta problemei abordate, argumentarea necesitdtii cercetdrii stiintifice; scopul si obiectivele
lucrarii, noutatea stiintificd a rezultatelor obtinute, importanta teoreticd si valoarea aplicativa,
aprobarea rezultatelor obtinute.

Capitolul 1 este constituit din 7 subcapitole care reflectd unele tendinte ale cercetarilor
stiintifice si rezultatele obtinute pana la momentul actual in reconstructia atrofiilor osoase la
mandibuld, problemele si ipotezele contradictorii existente in chirurgia reconstructiva osoasa. Sunt
expuse date generale despre influenta diferitor tehnici de augmentare asupra fiziologiei si
metabolismului osos. S-a realizat o analizd a grefelor utilizate in reconstructiile osoase. De
asemenea s-a analizat tehnica de utilizare a matricei osoase deproteinizate si demineralizate, asociate
cu aplicarea factorilor de crestere.

In capitolul 2 este prezentat materialul de cercetare si metodele investigationale. Studiul a

fost realizat in cadrul Laboratorului Stiintific de Inginerie Tisulard si Culturi Celulare al USMF
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»Nicolae Testemitanu” si Laboratorul de Morfologie al Universititii din Mainz, Germania.
Cercetarea a fost axata pe interventii experimentale asupra a 60 de animale de laborator - iepuri de
rasa New Zealand. In cadrul experimentelor s-au obtinut 120 de probe biologice pentru examinare
morfologicd. Au fost studiate caracteristicile osteoconductive verticale ale implanturilor de titan cu
suprafete acoperite cu CaP, a fost studiatd remodelarea osoasa dupd aplicarea grefei osoase
deproteinizate in defecte osoase. S-a studiat tehnica de augmentare osoasd cu implantare dentara
simultand, folosind biomatrice crestalda formatd din os bovin deproteinizat. De asemenea
experimentele au fost concepute pentru a evalua influenta membranei resorbabile de colagen si a
factorului de crestere recombinant derivat uman BB asupra regenerarii osoase. Retrospectiv s-au
studiat 86 cazuri clinice de atrofie osoasd la mandibuld, unde s-au instalat concomitent implanturi
dentare cu regenerare osoasd ghidatd. Au fost descrise tehnica de selectare a pacientilor,
investigatiile efectuate, particularitdtile si criteriile de apreciere a ofertei cantitative si calitative a
osului atrofiat, tehnica de instalare a implanturlor si de augmentare osoasd, evolutia si evaluarea
perioadei postoperatorii si a celei de vindecare, aprecierea stabilitatii primare si secundare a
implanturilor dentare, metodologia de calculare a ratei de supravietuire si succes a implanturilor

dentare, analiza statistica efectuata.

Evaluarea statisticd a fost efectuatd in baza analizei unidirectionale a testului post hoc Tukey
si a fost realizatd pentru a compara stabilitatea implanturilor (ISQ, Periotest), precum si in ceea ce
priveste remodelarea osoasd peri-implantara. S-au determinat valorile p descriptive ale testelor.
Valorile <0.05 au fost considerate semnificative. Functia de supravietuire Kaplan-Meier a fost
utilizatd pentru descrierea ratelor de supravietuire si succes. Analizele statistice au fost efectuate
folosind programa computerizatd SPSS15,0 (SPSS, Chicago, Il., Statele Unite ale Americii).

In capitolul 3 sunt redate rezultatele si caracteristicile experimentelor preclinice, folosind
biomateriale. S-au studiat caracteristicile osteoconductive ale implanturilor de titan cu suprafete
acoperite cu calciu fosfat. A fost descrisd remodelarea osoasa dupa aplicarea matricei osoase
deproteinizate si aplicarea factorului de crestere thPDGF-BB. Datele biochimice sunt direct
proportionale cu datele histologice in privinta remodelarii osoase la diferite intervale de timp.
Augmentarea osoasd cu implantare dentard simultand, folosind biomatrice crestala, a ardtat o
crestere osoasd in profunzime, formand o zond de mineralizare la suprafata implantului. Adaugarea
de thPDGF-BB la matricea de DBM are un potential de a spori formarea osoasa precoce pentru

augmentarea complexa.
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Capitolul 4 este constituit din 3 subcapitole in care sunt reflectate rezultatele studiului
retrospectiv si discutiile. S-au evaluat parametrii clinici si paraclinici ai implanturilor dentare
bioactive CaP instalate concomitent cu augmentarea ghidata In sectoarele edentate si atrofiate de
mandibuld. S-a realizat sistematizarea unui algoritm utilizat in implantarea dentara si regenerarea
osoasa ghidatd concomitenta de contur. Pentru a obtine o statistica corecta, interpretarea rezultatelor
a fost efectuata pentru fiecare parametru clinic separat, astfel s-au putut evalua ratele de
supravietuire si de succes a implanturilor dentare. Rata de supravietuire si de success de 1 an a
implanturilor dentare instalate concomitent cu GBR a rezumat la o valoare statisticd de 83,9%.
Datele acestui studiu denotd o rata mare de prezenta a atrofiilor osoase la mandibula si o rata sporitd

de complicatii a tehnicii GBR cu instalare imediatd a implanturilor dentare.
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1. ASPECTE ALE INGINERIEI TISULARE iN AUGMENTAREA OSOASA

1.1. Fiziologia tesutului osos

Osul viu este intr-o constanti remodelare. In scheletul uman existi intotdeauna o simetrie si
un echilibru intre formarea si resorbtia osoasd. Existd doud cauze principale ale procesului de
remodelare constanta. Initial, acest proces permite oaselor si se adapteze schimbarilor fiziologice. In
al doilea rand, remodelarea continud este necesard pentru a repara leziunile cauzate de
microtraumatismele ce apar in urma functiei. Intr-o zona tipica de remodelare, denumiti unitate
multicelulara de bazd, osteoclastele specializate indeparteaza portiunea osoasd Imbatranita timp de
aproximativ 3 saptdmani. Lacuna rezultata in urma resorbtiei este ulterior umplutd de osteoblaste, un
proces care dureaza aproximativ 3 luni [1, 2].

Unitatea structurald de baza a osului compact este osteonul sau sistemul Havers, un canal
vascular central inconjurat de lamele osoase masive, concentrice si mineralizate. In lamelele
consecutive, fibrele matricei sunt aranjate in spirald, contribuind astfel la cresterea rezistentei
mecanice [3].

In esentd, metabolismul osos se datoreazi la doar doud tipuri de celule: osteoblaste si
osteoclaste. Ultimele sunt celule adulte, cu prelungiri, addpostite in niste cavitati ale substantei
fundamentale, denumite osteoclaste. Osteocitele individuale rdmén conectate prin procese celulare
lungi, formand o retea conectatd prin jonctiuni de comunicare, ce reprezintd modalitati de
comunicare intre celule. Osteocitele sunt capabile de a receptiona presiunea mecanicd, pe care o
raporteaza unitatilor constructiei osoase cu ajutorul acestei retele.

Osteoblastele se diferentiaza din celulele medulare stromale. Aceste celule produc partea
organicd a matricei osoase, formatd dintr-o serie de proteine, numite osteoizi. Trei dintre care sunt:
colagenul de tip I, osteocalcina si osteonectina [3].

Colagenul de tip I reprezintd cea mai mare parte din osteoizi. Este compus din unitati triplu
helix, care contin doud lanturi al si un lant a2, ce se formeazd in reticulul endoplasmatic al
osteoblastelor dupa ce lanturile individuale au fost hidroxilate post-translational pe lizine si proline.

Dupa secretia acestei unitdti a procolagenului, peptidele terminale C si N sunt indepdrtate prin
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proteoliza. Monomerii de colagen rezultati agregd spontan, formand fibrile lungi, care sunt ulterior
inldntuite covalent prin lizinad hidroxilatd. Un cofactor necesar pentru hidroxilarea lizinei si prolinei
este vitamina C. Carenta de vitamina C provoaca scorbutul, caracterizat printr-un colagen instabil
din cauza inlantuirii insuficiente [1, 3].

Osteocalcina este o proteina mica, fiind carboxilata de resturile acidului glutamic cu ajutorul
vitaminei K. Glutamatul contine deja o grupare COO, carboxilarea atomului y-C creeaza a doua,
situatd 1anga prima. Cele douad sarcini negative adiacente sunt locuri ideale de fixare pentru ionii de
Ca’". Tonii de Ca’ " sunt concentrati local in os si cu ajutorul sialoproteinei, cristalelor nucleate si
ionilor fosfati formeaza hidroxiapatita Cas (PO4) 3(OH). Vitamina K este necesard pentru
carboxilarea factorilor de coagulare II, VII, IX, X, oferindu-le pozitii esentiale de legiturd cu Ca .
Prin urmare, deficitul de vitamina K provoacd dereglari de coagulare cu mult timp inaintea aparitiei
manifestarilor clinice de afectare osoasd. O altd vitamind importantd pentru osteocalcind este
vitamina D, care activeaza receptorul ce induce transcrierea genelor osteocalcinei. O parte a
osteocalcinei necarboxilate patrunde in sange si functioneazd ca un hormon metabolic, sporind
activitatea insulinei. Aceasta stimuleazd proliferarea celulelor B-pancreatice si creste sensibilitatea
celulelor adipoase la insulind prin stimularea acestora sa secrete adiponectina. Prin acest mecanism,
metabolismul osos influenteaza metabolismul energetic [3].

Osteonectina este un component osteoid care face conexiune intre colagenul de tip I, si
hidroxiapatita, formand o legdturd a matricei osoase organice cu cea anorganica.

In plus, osteoblastele efectueaza exportul directionat de ioni Ca® " si fosfat, inducand local
conditii de suprasaturare pentru a mineraliza osteoizii proaspat produsi. Pentru acest proces, se crede
ca fosfataza alcalina, legatd de partea exterioard a membranei plasmatice a osteoblastelor, joaca un
rol important, cu toate ca functia enzimei ramane insuficient cunoscutd. Acesta poate creste
concentratia fosfatului extracelular prin defosforilarea moleculelor organice sau clivarea
pirofosfatului [1, 3].

Osteoclastele sunt celule gigante multinucleate, care deriva din celulele stem hematopoietice
din maduva osoasd, prin ramificarea liniei care formeaza macrofage si neutrofile. O serie de citokine
induc diferentierea celulelor precursoare in osteoclaste. In plus, mediatorii produsi de macrofage si
alte celule in timpul raspunsului inflamator: IL-1, IL-6, TNFa si prostaglandina E, sporesc

diferentierea osteoclastelor [4].
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1.2. Vindecarea osoasa

Vindecarea osoasd poate fi diferentiatd in trei etape. Prima etapa este denumita faza
inflamatorie. Raspunsul inflamator este initiat imediat dupa leziune, iar apogeul inflamatiei poate fi
observat la 48 de ore. Dupa aparitia defectului, distrugerea celulelor endoteliale vasculare determina
activarea cascadei complementului si degranularea plachetelor. Trombocitele induc cascada de
coagulare, iar ca rezultat are loc formarea unei retele de fibrind care actioneazd ca o spongie
naturald. Cheagul de fibrind asigurd o structura tridimensionald pentru migrarea si proliferarea
celulelor la locul leziunii. In rezultatul eliberirii factorului chemotaxic al citokinelor de catre
celulele din regiunea locald, leucocitele polimorfonucleare, limfocitele, monocitele si macrofagele
migreaza spre zona leziunii. In aceasta fazi micromediul plagii este hipoxic si acid [3].

A doua etapa este faza de regenerare. Celulele periostale si celulele mezenchimale
nediferentiate prolifereaza si se diferentiaza in osteoblaste. Osteoblastele secretd mai apoi osteoizi
pentru a forma calusul osos. In acelasi timp, cheagul de fibrini degradeaza treptat, eliberand produse
de degradare, care la randul lor induc angiogeneza. Invazia vaselor de sdnge in aceasta etapa asigurd
cu substante nutritive si oxigen celulele din zona plagii. Unele celule mezenchimale nediferentiate
migreaza odatd cu invazia vaselor de sange nou formate si participa la formarea calusului [4].

Ultima etapa este remodelarea. In aceastd fazi osul spongios este inlocuit cu os lamelar.
Osteoclastele resorb osul, iar osteoblastele sintetizeaza o noud matrice osoasa, ca raspuns la stimulii
biologici si mecanici locali [3].

Remodelarea osoasd a maxilarelor se produce prin 2 procese: osificare intramembranoasa si
endocondrali. In osificarea intramembranoasi osteoblastele se diferentiaza direct din celulele
periostale condensate sau celulele mezenchimale. Osificarea intramembranoasa apare in calusul
extern. Simultan, osificarea endocondrald apare la periferia calusului. In etapa intermediari de
osificare endocondrald sunt necesare modele cartilaginoase. Astfel tesuturile vasculare, impreuna cu
celulele mezenchimale, invadeaza matricea cartilaginoasd. Apoi aceste celule se diferentiazd in
osteoblaste [1, 3].

1.3 Aspecte ale defectelor alveolare si ale resorbtiei

Osul alveolar este partea specializatd a scheletului cranio-maxilo-facial, care formeaza
suportul principal pentru dinti. Acest os este compus din fascicule osoase asezate 1n straturi orientate
paralel directiei coronar-apicale a dintelui. Osul maxilar superior anterior este mai putin dens decat

osul mandibular, dar mai dens decat osul maxilar superior posterior. Defectele si deformatiile crestei
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alveolare pot fi rezultatul dezvoltdrii congenitale defectuoase, a traumatismelor, a bolilor
parodontale sau a ablatiei chirurgicale, in cazul exciziei tumorale. Cel mai des intalnit tip de atrofie
a crestelor alveolare apare in rezultatul extractiei dentare si a agresivitdtii parodontitelor, care sunt
fenomene fiziologice nedorite si probabil inevitabile [5]. In literatura de specialitate exista multe
studii care documenteaza regenerarea osoasd in regiunile atrofiate, In special In cazul defectelor
severe ale crestei si procedurile de augmentare in aceste situatii clinice [6, 7]. Tehnica chirurgicala
de augmentare si instalare a implanturilor dentare in regiunile augmentate depinde de diversi
algoritmi de tratament, care se bazeazd pe clasificari anatomice si chirurgicale. Urmatoarele
clasificari clinice si radiologice ale osului alveolar au fost sugerate in implantologia dentara, ludnd
in considerare dimensiunile similare ale celor mai multe sisteme de implant de tip surub, metodele si
principiile traditionale ale masurdrilor pentru inserarea lor [8, 9].

Clasificarea stadiilor de atrofie

Clasificarea clinicd a stadiilor de atrofie are la baza sistemul de clasificare al lui Nakamato.
El se bazeaza pe sase segmente separate ale maxilarului, care au fost definite dupd cum se prezinta

in figura 1.1 [10].

Fig. 1.1. Segmentele maxilarului dupa clasificarea lui Nakamato [10i

Mandibula: SEG 1 (anterior), SEG 2 / SEG 3 (posterior, dreapta / stdnga). Sagetile rosii
indica foramenul mentonier, care separd segmentul anterior de cel posterior; Maxilarul: SEG 4
(anterior): intre cei doi canini, SEG 5 /SEG 6 (posterior, dreapta / stinga): intre primul premolar si
tuberozitatea la capatul distal al arcului alveolar. Sagetile rosii indica hotarul dintre canini si primii

premolari.
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Fiecarui segment al maxilarului ii este atribuitd una dintre cele sase etape ale atrofiei descrise

de Atwood, Cawood si Howell [11] (Fig. 1.2).

Etapele atrofiei osoase

Etapa 1 - starea fiziologica de pre-extractie in care dintele este prezent in arcada alveolara.

Etapa 2 este atribuitd imediat dupa pierderea dintilor. Existd reactii timpurii de formare a
osului nou in alveole.

In etapa 3 alveola este complet umpluti cu os nou format. Forma initiald a alveolei nu mai
poate fi identificata, iar varful procesului alveolar devine rotunjit ca urmare a primelor semne de
resorbtie.

In stadiul 4 forma crestei alveolare se modifici, marginea ei devenind subtire si ascutiti;
indltimea si latimea corpului maxilarului este incad adecvata.

Etapa 5 - continuarea resorbtiei duce la formarea unei creste bine rotunjite, plate, deja cu
indltimea si latimea redusa; procesul alveolar a disparut.

Etapa 6 - atrofia excesivd continua a crestei reziduale duce la deprimarea nivelului osos al

crestei, chiar si osul bazal prezentand semne de reducere.

Maxila regiunea anterioara: pre-extractie, post extractional, os nou format, creasta subtire si

ascutita, creasta resorbata
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Mandibula regiunea anterioara: Maxila regiunea anterioara: pre-extractie, post extractional,

os nou format, creastd subtire si ascutita, creastd resorbata

Mandibula regiunea posterioara: Maxila regiunea anterioara: pre-extractie, post extractional,

os nou format, creasta subtire si ascutita, creastd resorbata

Fig. 1.2. Sistemul de clasificare a celor sase etape ale atrofiei maxilarului si mandibulei

dupa Cawood si Howell (1988) [11]

1.4 Aplicarea biologiei osoase in implantologia dentara.
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Deteriorarea osului este una dintre conditiile medicale predominante si costisitoare.
Tratamentul clinic al pierderii osoase volumetrice sau a leziunilor osoase greu vindecabile necesitd
adesea utilizarea grefelor, cu sau fara tratament ghidat adiacent. Aplicarea biologiei osoase in
chirurgia orala este cel mai bine caracterizatd prin extinderea metodelor de reabilitare implanto-
proteticd in urma extractiilor dentare recente. Deseori implanturile dentare pot fi plasate in cursul
aceleiasi vizite a pacientului caruia i s-a efectuat extractia dentard. Acest procedeu este numit
"instalare imediatd a implantului" [12]. Cu toate ca avantajele, dezavantajele si complicatille
postoperatorii (atrofia osului alveolar — Fig. 1.3) si metodologiile specifice sunt incd in curs de
dezbatere, incercarea utilizarii implantologiei pentru imbunatatirea calitdtii vietii va duce, fard

indoiala, la o mai mare utilizare a acestor abordari.

Fig. 1.3. Atrofia osului alveolar dupa inserarea implanturilor dentare: se vizualizeaza
pierderea in volum a tesuturilor, precum si partea vestibulara a implantelor dentare instalate

in regiunea frontal a procesului alveolar.

Recent, cu mai multa incredere se ia in considerare vindecarea naturala a oaselor la locul
extractiei dentare. Utilizarea membranelor de bariera a fost pusa sub semnul intrebarii, iar aplicarea
grefelor 1n defectele reziduale, pentru a depdsi diferentele de dimensiuni dintre implant si alveola, a
fost demonstrata inutild dacd defectele sunt mai mari de 2 mm. Cu toate acestea, incd nu se cunoaste
sigur dacd plasarea unui implant dentar deregleazd vindecarea normala [9, 10].

O alta problema esentiala este atrofia inevitabila a osului, ceea ce poate duce la situatii grave,

cand pentru o reabilitare optima este indicatd o reconstructie osoasd complexa.
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Metodele de reconstructie a defectelor si a atrofiilor osoase complexe au fost studiate
extensiv in studii umane si pe animale, evaludnd vindecarea prin metode histologice, radiologice si
clinice [11]. Dar, de fapt, studierea regenerarii verticale si orizontale a crestelor atrofice edentate
localizate rdmane o procedurd dificila [12]. Modalitatile de reconstructie osoasa disponibile au
inceput sa fie compromise de disconfortul intraoperator si postoperator. Cu exceptia grefelor osoase
autogene si a matricei osoase demineralizate, cele mai multe dintre grefele osoase de inlocuire sunt
considerate matrice pasive, care oferd doar un suport pentru migrarea celulara, dar nu si pentru
formarea tesutului osos [13]. Grefa autogend (autologd), consideratd "standardul de aur" in
reconstructia osoasd, necesita tehnici invazive de recoltare din cavitatea bucald si chiar din regiuni
extra orale. Colectarea acestor grefe impune cunostinte aprofundate ale unor tehnici chirurgicale

destul de dificile, care necesita o calificare profesionald inalta (Fig. 1.4 si 1.5).

Firg. 1.4. Tehnica de colectare a osului autogen de tipul inelelor olimpice cu ajutorul

frezei tip cilindru

Fig. 1.5. Prelevarea grefei autogene din regiunea retromolara a procesului alveolar

inferior cu ajutorul chirurgiei piezo
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Totusi in fata cunoscutelor avantaje ale autogrefelor, cum ar fi capacitatea osteoconductiva si

osteogenicd, reactia imund limitatd, exista si dezavantaje importante, precum inducerea unui defect

secundar al regiunii donatoare (Fig. 1.6), urmat de infectii si alte morbiditéti asociate.

Fig. 1.6. Defect secundar in regiunea mentoniera a mandibulei — regiunea donor de os

autogen

Resorbtia acestor grefe ar putea creste pana la 50% din volumul initial [14]. Pentru a depasi
limita cantitdtii de os recoltatd si pentru a minimiza morbiditatea asociatd cu procedurile de
autogrefare, in ultimul deceniu a fost extinsa utilizarea alogrefelor.

Grefele alogene sunt recoltate de la membrii aceleiasi specii, dar genetic neidentici. A existat
un mare interes in utilizarea alogrefelor, deoarece ele pot fi obtinute de la cadavre, a caror recoltare,
comparativ cu autogrefele, este relativ nelimitatd si sunt eliminate dezavantajele asociate cu un al
doilea loc chirurgical, ca in cazul grefelor autogene. Alogrefele pot fi obtinute si de la donatori vii —
pacienti supusi diferitor interventii ortopedice. Alogrefele sunt utilizate sub diverse tipuri: in stare
proaspatd, congelate, uscate prin inghetare, mineralizate si demineralizate. Fiecare dintre aceste
tipuri sunt disponibile in diferite forme: granule de corticala, blocuri de corticald sau pulbere de os
spongios sau mixtd din corticald si spongioasd. Aceste grefe sunt folosite pentru diverse proceduri
de augmentare osoasd, cum ar fi: interventii de sinus lift, atrofii de creastd alveolara, in alveola
postextractionald etc. [1, 8, 12].

Grefele obtinute din creasta iliaca sau tibie In forma proaspata sau congelatd, ce contin os
spongios si cortical, posedd cel mai mare potential osteoconductiv si osteoinductiv din toate
alogrefele disponibile. Studiile clinice efectuate la pacientii cdrora li s-au efectuat interventii de

sinus lift cu alogrefe cadaverice proaspét inghetate au relevat rezultate morfologice excelente, fiind
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regenerat un os viu care are caracteristici ale unui tesut osos compact si maturizat [14]. Insa riscul
mare de transmitere a bolilor infectioase a facut ca utilizarea grefelor proaspete sau congelate sa fie
limitata [8].

Alogrefele osoase mineralizate si liofilizate sunt utilizate pe scara largd pentru tratamentul
defectelor osoase extinse in regiunea maxilo-faciald, fiind utilizate blocuri mari de os de la donator
cadavru. Avantajele acestor grefe includ volum mai mare a matricei osoase care scade timpul de
resorbtie, insd au un potential inductiv si conductiv mai mic in comparatie cu grefele proaspete.
Aceste grefe se recomanda de a fi folosite in combinatie cu transplantul de os autogen obtinut de la
pacient, pentru a spori procesele de regenerare osoasd. Totusi prezenta antigenilor de pe suprafata
alogrefei, precum si necesitatea de a recolta os autogen, limiteazd folosirea acestor grefe in
implantologia orala [2, 5].

Alogrefele demineralizate si liofilizate sunt frecvent utilizate in paradontologie si chirurgia
reconstructiva alveolard. Potentialul osteoinductiv sporit al acestor grefe este atribuit In principal
prezentei proteinei morfogenetice, stocate in matricea osoasi. Insi aceasta bioactivitate depinde de
varsta donatorului, deoarece tesuturile recoltate de la persoanele donatoare tinere au un potential
osteogen mai mare In comparatie cu grefele preluate de la donatori in varstd. Totusi studiile
demonstreaza cd osul nou, ce se formeaza in urma acestor grefe, se maturizeazd numai dacd se
adauga si os autogen in timpul augmentarii. Aceasta se explicd prin faptul ca particulele de os
demineralizat si liofilizat se remineralizeazd numai in apropierea osului gazda, iar in centrul
defectului raman neschimbate. Remineralizarea in centrul defectului are loc datorita prezentei grefei
autogene [5].

Cu toate acestea, utilizarea alogrefelor poate provoca reactii imunologice nedorite. Mai mult
decat atat, alogrefele pot fi o cauzd a bolilor transmisibile prin sangele donatorului la recipient. Au
fost raportate infectii cu hepatita B, hepatita C, virusul imunodeficientei umane, stafilococ auriu si
enterobacteriaceae, la pacienti, dupa transplantul cu alogrefe. De asemenea intervin si aspecte de
ordin bioetic. Din aceastd cauza utilizarea acestor grefe este limitata in implantologia orald, Tnsd sunt
pe larg intrebuintate in reconstructia defectelor mari din regiunea maxilo-faciala [13, 14].

Matricea osoasa demineralizata, care este reprezentatd pe piata de osul bovin deproteinizat
(DBM), a aratat o rezistentd la resorbtie in urma plasarii acesteia in defectele osoase
postextractionale. S-a dovedit ca induce regenerarea osului, Insd aceste aplicatii ajuta la regenerarea

unei pierderi osoase mici localizate in limita peretilor alveolei [15].
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Despicarea crestei osoase edentare (bome splitting) si distractia alveolara sunt tehnici
alternative ale operatiunilor de recoltare [16-18]. Insid aceasti tehnicd este limitatd din cauza
intolerantei dispozitivelor de distractie si cantitatilor reduse de os obtinute, mai ales atunci cand este
indicati augmentarea verticali. In momentul de fatd cele mai frecvente metode de reconstructie a
crestei includ procedurile de aplicare a grefelor, acoperite cu 0 membrand de barierd - regenerarea
osoasa ghidata (GBR). Membranele de bariera functioneza in primul rand prin conservarea spatiului
critic pentru dezvoltarea cheagului sangvin si maturarea tesutului. Cu toate acestea, functia de
bariera si longevitatea membranei pot sd difere considerabil, limitdnd astfel functia lor pana la
cateva saptamani.

De asemenea, plasarea membranei este adesea asociatd cu dehiscenta lamboului din cauza
vascularizarii compromise, ceea ce poate avea un impact negativ asupra rezultatului regenerarii [19-
22].

Pentru a evita aceste probleme, au fost initiate noi tehnici ce includ o combinatie a ingineriei

tisulare si regenerdrii osoase ghidate.

1.5 Principiile ingineriei tisulare

Ingineria tisulara este o disciplind stiintifica care combina celule, biomateriale si factori
biologici semnificativi, pentru a dezvolta substituenti biologici tri-dimensionali, cu proprietati
structurale si functionale care repara, restabilesc, mentin si imbunatatesc functia tesuturilor vii.

Este indicata aplicarea principiilor de inginerie pentru a dezvolta substituenti biologici care
imbunatatesc sau reconstruiesc organe, tesuturi si restabilesc functia acestora [23]. Primele eforturi
de a regenera osul alveolar se bazeaza Tn mare masurd pe matrice sau spongii, inclusiv grefe osoase
si substituenti sintetici de os, sau materiale celulare exclusive, care compartimenteaza locul de
regenerare, la fel ca in GBR. Strategiile de inginerie a tesutului osos s-au concentrat pe utilizarea
matricelor pentru transplantul celulelor osteogenice sau a substraturilor conductoare pentru
regenerarea osoasa ghidata, sau eliberarea factorilor bioactivi inductivi din aceste matrice.

Vascularizarea grefei osoase este esentiala, fapt demonstrat in 1983 de catre Cutting si
colaboratorii, cdnd au aratat cad grefele osoase autologe vascularizate sunt superioare grefelor
nevascularizate [24]. Potrivit lui Brandi, importanta sistemului vascular osos a fost recunoscuta de
catre Albrecht von Haller in 1763 (fara a avea legdturd cu repararea osoasa), atunci cand acesta a

afirmat cd "originea osoasd este artera care transportd sange si elementul mineral” [25]. Mai tarziu,
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Trueta si colaboratorii au aratat ca vascularizarea osoasa este importantd nu doar pentru homeostazia
calciului, dar joacd si un rol esential in regenerarea tesutului osos, mai ales prin furnizarea
oxigenului, nutrientilor, factorilor de crestere si celulelor precursoare catre tesutul lezat [26, 27].
Vascularizarea insuficientd este una dintre principalele probleme care intervin in cazul defectelor
osoase de dimensiuni mari.

Componentele comune ale unei grefe de tesut includ o spongie, celule si factori biologici
[28].

Spongia (Matricea)

Una dintre proprietdtile cele mai necesare ale spongiilor (matrice osoasd) este capacitatea
acestora de a sustine si a facilita formarea osoasd pentru a oferi bazi structurald unei grefe. Insa
cerintele fatd de spongiile care ar putea inlocui grefele autologe sunt mult mai extinse. Spongia ar
trebui sa favorizeze cresterea si migrarea celulelor precursoare (osteoconductie), sa fie Th masura sa
promoveze diferentierea osteoblastelor (osteoinductie) si sd se integreze in tesutul inconjurator
(osteointegrare). Spongiile si produsele lor de degradare trebuie sa fie non-toxice. O matrice ideala
ar trebui sa fie biocompatibild, biodegradabild, poroasd, permeabild pentru celule, produse chimice
si vasele sangvine, sd fie inertd, non-imunogenica si desigur usor accesibild. Spongiile obtinute prin
inginerie tisulara trebuie si actioneze in calitate de matrice temporara. in cele din urma, vasele de
sange vor invada spongia, se va forma tesutul nou, iar spongia va fi lent absorbita de osteoclaste si
inlocuita cu tesut osos propriu [29].

Matricele trebuie sd aiba rezistentd mecanica adecvatd pentru a face fatd proprietatilor
mecanice fiziologice ale tesuturilor dure sau moi la locul de destinatie. Degradarea lor este, de
asemenea, foarte importanta.

Degradarea ideala a unei spongii trebuie sa decurga paralel cu formarea osului nou. Noul
tesut se va remodela continuu, iar in cele din urma va fi reorganizat in tesut normal, sanatos [28, 29].
Spongiile cele mai frecvent utilizate sunt matricele osoase demineralizate si deproteinizate (DBM).

Celulele

Principala misiune a celulelor in ingineria tisulard este de a crea o distributie celulara, o
diviziune si 0 compozitie a matricei, similard situatiei din tesutul sanatos. Implantarea unei matrice
osteoconductive goale va atrage celulele in spongie, care in cele din urma vor forma tesut osos nou.
Aceasta abordare functioneaza destul de bine pentru defectele mici si poate fi acceleratd considerabil

prin insamantarea matricei cu celulele necesare Tnainte de implantare [30, 31]. In augmentarea
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osoasd, o posibilitate ar fi utilizarea spongiilor cu osteoblaste autologe mature, cultivate. Cu toate
acestea, recoltarea unui fragment de tesut osos provoacd mai mult disconfort si complicatii,
mentionate anterior. Mai mult, exista diferite tipuri de os (cortical, spongios) care contin populatii
diferite de celule, in diferite stadii de maturare.

O abordare mai promitatoare este utilizarea celulelor stem mezenchimale (MSC), care pot fi
izolate din aspirat de maduva osoasi, folosind proceduri de recoltare neinvazive. In plus, utilizarea
celulelor stem mezenchimale ar permite reparatia si restabilirea configuratiei naturale a osului. Cu
toate acestea, viabilitatea limitatd a acestor celule dupd implantarea grefei este un factor care fi
limiteaza utilizarea. Celulele trebuie sa supravietuiasca intr-un mediu neospitalier pana se produce
neovascularizarea, care va permite oxigenului si nutrientilor sd ajunga la ele. Aceasta este cea mai
mare problemd a defectelor mari si complexe, ca In cazul atrofiilor alveolare la mandibula. Prin
urmare, o vascularizare acceleratd a grefelor osoase de dimensiuni critice ar fi foarte valoroasa
clinic.

Un mod de a imbunatati neovascularizarea este construirea unei matrice osoase cu un
amestec optimizat de celule si factori de crestere, Tnainte de implantare, pentru a promova formarea
vaselor in grefa.

Vasele sangvine - celulele endoteliale

Vasele de sange sunt parte a sistemului circulator, transportand sangele de la inima la orice
parte a corpului. Acest lucru se realizeaza prin ramificarea macrovaselor (artere, vene) in microvase
(arteriole, venule) si In cele din urma in capilare. Capilarele contribuie la redistribuirea sangelui si a
substantelor nutritive prin scaderea presiunii, permitand sangelui sd difuzeze in tesut cu o mai buna
distributie a nutrientilor [32].

Vasele de sange din oase sunt in principal microvase si capilare. Capilarele au o captuseala
interioara din celule endoteliale, care formeaza o suprafatd ce previne atasarea celulelor sangvine si
formarea trombilor. Acest strat endotelial este inconjurat de pericite, care au lamina bazald comuna
cu celulele endoteliale [32]. Membrana bazald este de aproximativ 40-50 nm grosime si are rolul de
a separa si izola tesutul conjunctiv de endoteliu. Aceasta este compusa din lamina lucida (adiacenta
celulelor endoteliale si formatd de lamina de proteoglicani si colagen tip IV) si lamina densa
(formati din colagenul de tip VII). In afara de pericite si celule musculare netede, microvasele mai

sunt Tnconjurate si de fibroblasti. Pericitele si celulele musculare netede sunt responsabile de
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extinderea si contractia vaselor. Se presupune ca pericitele servesc si ca precursori pentru
osteoblaste [33, 34].

Formarea vaselor de sange poate avea loc prin trei procese distincte: vasculogeneza,
angiogeneza si arteriogeneza [35].

Vasculogeneza este procesul formarii de novo a vaselor, care are loc in timpul dezvoltarii
embrionare precoce. Celulele endoteliale se diferentiazd din precursorii lor, angioblastele si
prolifereazd intr-un tesut anterior avascular, pentru a forma o retea capilara tubulara primitiva.
Vasculogeneza este urmatd de angiogenezd, in cursul careia reteaua vasculard initiald este
remodelatd in retele mult mai complexe, prin extinderea vaselor, proliferare si formarea puntilor. Un
alt mecanism angiogenic (non-proliferativ) este cresterea microvasculara intususceptivd, in timpul
careia lumenul vaselor existente este impartit de pliurile tesutului interstitial. Arteriogeneza este
procesul de extindere structurald si de remodelare a arteriolelor mici preexistente in vase colaterale
mari [33-35].

Existd multi factori biologici implicati In mecanismele moleculare ale acestor procese. Unii
dintre acesti factori sunt cunoscuti de mult timp si nu sunt specifici pentru formarea vaselor
sangvine (FGF, TGF) [36-39], in timp ce altii sunt mai specifici si mai importanti. Acestia includ
membrii familiei factorului de crestere al endoteliului vascular (VEGF) si ai familiei angiopoietinei
[40-42]. In timpul reparatiei si remodelarii osoase, prin procesul de angiogenezi, noi microvase
invadeaza locul lezat.

Celulele osoase si interactiunile cu celulele endoteliale

Vascularizatia suficientd este foarte importantd pentru formarea si regenerarea normald a
oaselor [43]. Celulele endoteliale sunt situate in interiorul vaselor sangvine, formand un singur strat,
care adera strans la membrana bazala a peretelui vascular, asigurdnd o suprafata non-trombogena, la
care nu pot adera trombocitele si alte celule sangvine. Mai mult, ele regleaza trecerea nutrientilor si
altor substante dizolvate prin bariera hemato-tisular. In dezvoltarea osoasi, aparitia osteoblastelor
coincide cu invazia vaselor sangvine [44]. Acest lucru sugereaza cd celulele endoteliale ar putea fi o
sursd majord de modulatori ai dezvoltarii, formdrii si regenerdrii osoase.

Guenther si colaboratorii au fost primii care au raportat interactiunile dintre celulele
endoteliale si celulele osoase in vitro, aratand ca celulele endoteliale aortice de bovind produc un

mitogen pentru celulele craniene de sobolan [45]. Au fost descoperiti mai multi factori care au efect
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asupra celulelor osoase si invers, in ultimii ani au fost efectuate mai multe studii care au abordat
subiectul celulelor endoteliale - interactiunile celulare osteoblastice [46, 47].

Procesul de regenerare a sistemului osos este caracterizat prin ciclul de remodelare, in care
populatii de celule sunt recrutate si diferentiate in scopul resorbtiei sau formarii osoase. Aceste
activitati sunt coordonate si reglementate de un sistem elaborat de factori de crestere si citokine,
multe dintre care sunt disponibile acum sau sunt in stadii de dezvoltare prin tehnologia de
recombinare pentru aplicare clinicd ulterioara.

In ultimul timp, atentia cercetitorilor a fost concentrati asupra potentialului mediatorilor
biologici in vederea Tmbundtatirii vindecarii ranilor si sporirii beneficiilor clinice ale grefelor pentru
substitutia osoasa [48].

Mediatorii biologici

Unele dintre primele elemente sangvine care apar intr-un loc lezat sunt trombocitele.
Urmeaza activarea plachetelor, agregarea si coagularea. Sunt eliberati factori chemotactici care atrag
diferite tipuri de celule. Granulocitele neutrofile sunt de obicei primele celule care intrd in plagd,
urmate fiind de fagocitele monocitare (care se diferentiaza in macrofage la locul inflamatiei), apoi
fibroblastele, osteoblastele, celulele endoteliale vasculare si diferite celule precursoare [49]. Factorii
produsi de trombocite in timpul fazei precoce de reparatie osoasa, includ FGF, PDGF, IGF, TGF si
VEGF [50-53]. Administrarea locala a factorilor exogeni la locul traumei determina imbunatatirea
formarii osoase si/sau condrogenezei [54-59].

VEGSEF si angiopoietinele

VEGEF este factorul cel mai bine caracterizat, activ in timpul vascularizarii si angiogenezei.
Acesta induce hiperpermeabilitatea vaselor [60], degradarea matricei extracelulare si permite
recrutarea, migratia si reorganizarea celulelor endoteliale (precursoare) in tubi proliferativi (acest
proces complicat implicd si FGF, PDGF si TGF). Vasele de sidnge adulte sunt stabilizate prin
activarea receptorului Tie2 al angiopoietinei-1 (Angl). In timpul remodelarii angiogenice, ca
raspuns la hipoxie [61] sau leziuni tisulare, angiopoietina-2 (Ang2) este stimulata si se leagd de
receptorul Tie2, prevenind astfel legarea angiopoietinei-1 (Angl). Actiunea Ang2 depinde in mare
masurd de VEGF. Destabilizarea vasculard mediatd de Ang2 in absenta VEGF, poate duce la
moartea celulelor endoteliale si regresia vasului, sau la proliferarea vasculara in prezenta VEGF
[62]. Factorul este membrul unei familii care contine VEGF-B, -C, -D si factorul de crestere

plachetar. VEGF este elementul cel mai studiat si cel mai inteles al acestei familii. VEGF-B pare sa
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fie implicat In vascularizarea si cresterea coronariand, insd rolul sau nu este inca pe deplin inteles
[63]. VEGF-C si -D se presupune ca regleaza angiogeneza limfatica [64].

VEGEF se poate lega de mai multi receptori tirozin-kinazici de suprafati a diferitor celule. In
plus, exista un numadr de receptori accesorii, precum neuropilinele, care ar fi implicati In modularea
legdrii cu principalii receptori VEGF [65]. VEGF actioneaza in stransa legatura cu alti factori, n
special cu angiopoietina. Angiopoietinele sunt liganzi pentru o familie de receptori tirozin-kinazici
numiti Tie. Cei mai importanti doi membri ai familiei de angiopoietine sunt Angl si Ang2, ambele
legandu-se cu Tie2. Unele experimente au ardtat ca embrionii de soarece, carora le lipsesc Angl sau
Tie2, dezvolta o vascularizatie primara relativ normala (spre deosebire de cei cu lipsa VEGF), 1nsa
aceastd vascularizatie nu reuseste sd se supund remodeldrii continue. Supra-expresia Angl in piele a
dus la o crestere modestd a numarului de vase, insa la o crestere semnificativa a marimii vaselor si a
rezistentei la scurgere [66]. Alternativ, supra-expresia VEGF a crescut in primul rand numarul de
vase, insd acestea aveau permeabilitatea crescutd [67]. Supra-expresia ambilor factori a dus la o
hipervascularizare fara precedent cu cresterea numarului si dimensiunilor vaselor.

Importanta VEGF in timpul formarii osoase cu resorbtia cartilajului a fost demonstratd de
Gerber si colaboratorii, care au aratat ca blocarea VEGF rezultd in suprimarea invaziei vaselor
sangvine, cu afectarea formarii osului trabecular si expansiunea zonei de condrocite hipertrofice
[68]. Date mai recente indica faptul ca VEGF este important nu doar pentru vascularizarea osoasa,
dar are si un rol in diferentierea condrocitelor hipertrofice, osteoblastelor si osteoclastelor [69, 70].
VEGF este secretat de multe tipuri de celule, inclusiv de condrocitele hipertrofice, osteoblaste si
celule asemanatoare osteoclastelor, iar expresia sa este influentata de mai multe citokine, factori de
crestere si hormoni [71-74].

Mai multe grupuri de cercetdtori au raportat un efect direct al VEGF asupra osteoblastelor
(stimularea migratiei, proliferarea si diferentierea) [75, 76], insa sunt necesare studii suplimentare
pentru a rezolva aceastd controversa [77]. Deoarece angiopoietinele au fost descoperite mai tarziu
decat VEGF, rolul lor exact in angiogeneza si formarea osoasa este mai putin cunoscut.

Plasma bogata in plachete (PRP)

Plasma bogata in plachete (PRP) este plasma autologd cu o concentratie de trombocite de
cinci ori mai mare decat cea gasita In sange. Aceasta contine si un numar mare de factori de crestere
in raporturi naturale, pentru activarea trombocitelor. Factorii de crestere cunoscuti, eliberati de PRP

activata, includ PDGF-AA, PDGF-AB, PDGF-BB, TGF-bl, b2 TGF-, VEGF si EGF [78].
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Avantajul evident al utilizarii PRP fata de factorii de crestere recombinanti este faptul ca aceasta
poate fi produsa intraoperator, din sangele pacientului. Factorii de crestere umani recombinanti sunt
de obicei sintetizati pe celule ovariene de hamsteri chinezi transfectate cu gene umane si sunt
eliberati in doze fiziologice. In plus, in timp ce PRP formeazi un gel care este o conditie prealabila
pentru distribuirea factorilor de crestere, factorii de crestere recombinanti sunt distribuiti cu ajutorul
unui mesager sintetic sau a unui mesager din proteine animale. Gelul PRP, pe langd faptul ca
contine factorii de crestere eliberati din trombocite, este capabil de a capta celulele, facand astfel
PRP o sursi accesibili si ieftind de matrice autologa si de factori biologici (Fig. 1.7). Insa prezenta

diversilor virusi poate diminua efectul dorit al PRP [78].
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Fig. 1.7. Cascada activarii trombocitelor: trombocite libere -- ruptura placii
trombocitare si adesiunea placii trombocitare -- activarea plicii trombocitare -- agregarea
placii trombocitare [78]

Trombocitele aderd la peretii vasului lezat prin legarea cu factorul von Willebrand si sunt
activate prin expunerea la colagen. Eliberarea agonistilor, cum ar fi trombina sau ADP (formati la
locul leziunii vasculare), duce la o schimbare a formei conformationale a trombocitelor, urmatd de
degranularea si eliberarea multor factori de crestere si citokine. Trombocitele se leaga de
fibrinogenul circulant prin receptorii GPIIb-Illa pentru a forma agregate fibrino-plachetare mari

[78].

Factorii moleculari in osteogeneza
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Urist R. si colaboratorii au descris inductia ectopica a osului prin implantarea intramusculara
a matricei osoase demineralizate la iepuri si sobolani. Investigatiile ulterioare au demonstrat ca
proteinele cu masa moleculara micd ar putea fi extrase din matricea osoasd demineralizata [79].
Aceste proteine au demonstrat o activitate osteogenicdi mai mare decat a matricei osoase
demineralizate si de aceea au fost numite proteine morfogenetice osoase (BMP) [80-83]. In prezent
se cunosc mai multe molecule de semnalizare in afara de BMP, care contribuie la dezvoltarea
scheletului, inclusiv alti membri ai familiei factorului de crestere [84-86].

BMP. Pana in prezent au fost identificate aproximativ 20 gene care codificd BMP, iar mai
multe BMP recombinante au dovedit ca au o activitate unica, de a induce formarea ectopica a osului
[87]. Osteoblastele secreta BMP in matricea lor in timpul formarii osoase.

Multe studii au confirmat ipoteza ca BMP sunt implicate in reglarea diferentierii
osteoblastelor si condrocitelor, prin depistarea anomaliilor scheletale la persoanele cu mutatii ale
genelor BMP [88, 89].

Markerii osteoblastici

Progresia diferentierii osteoblastice este descrisd de expresia temporard a proteinelor
matricei osoase [90]. Markerii relevanti in aceastd diferentiere sunt descrisi mai jos:

Colagenul este componentul organic major al matricei osoase si se gaseste in zonele
mineralizate si non-mineralizate. Colagenul in tesutul mineralizat se aliniaza diferit fatd de cel din
tesutul nemineralizat, 1asand spatiu pentru cristalele de apatita [91, 92]. Colagenul este secretat de
catre osteoblaste Tnaintea mineralizarii matricei [93] si este unul dintre primii markeri in timpul
diferentierii osteoblastelor [94].

Osteocalcina (OC) este principala proteind necolagenicd din oase (10-20%). Este sintetizata
doar de cétre osteoblastele mature, prin urmare, reprezintd un marker tardiv al osteogenezei [95].
OC se gaseste in tesutul mineralizat si este un marker foarte util pentru a urmari diferentierea
osteoblastelor la sobolani, nu si la om [96].

Osteopontina (OP) este o glicoproteina fosforilata exprimata foarte devreme in diferentierea
celulelor osoase si mai tarziu, dupa mineralizare. OP este foarte abundentd in os, dar poate fi gasitd
si in condrocitele hipertrofice, rinichi, iar in cantitati foarte mici si in creier si plamani. OP se leaga

foarte ferm de hidroxiapatita si probabil are un rol in atasarea si raspandirea celulelor osoase [97].
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Osteonectina (ON) este o glicoproteind care leagd calciul si hidroxiapatita, fiind gésita si In
plamani, ovare si alte tesuturi. Este extrem de abundenta in os si e un marker al osteoblastogenezei
[98].

Sialoproteina osoasa Il (BSP) este o glicoproteind specifica fosforilata osoasa care se gaseste
in principal 1n tesutul mineralizat. Apare tarziu in timpul osteogenezei [99, 100].

Colagenaza 3 (MMP-13). Metaloproteinazele matriciale (MMP) sunt o familie de proteaze,
care sunt capabile de a degrada componentele matricei extracelulare (in special colagenul) [101].
MMP-13 a fost descoperitd in 1994, ca avand legatura cu carcinoamele mamare [102], iar mai tarziu
a fost demonstrat ca e principalul participant in timpul formarii osoase endocondrale prin degradarea
eficientd a colagenului de tip 11, dar si a agrecanului si colagenului de tip I si IV.

Fosfataza alcalina (ALP) este o ectoenzimd celulara de suprafata, care hidrolizeaza esterii
monofosfat. O functie importanta este scindarea gruparilor fosfat de la OP, ON, OC si BSP pentru a
le face disponibile in procesul de mineralizare a matricei. Activitatea ALP creste in stadiile
incipiente de culturd, cu activitatea maxima Tnainte de debutul mineralizarii si scade dupa
mineralizare (nu este exprimata in osteocite) [103, 104].

Mineralizarea matricei. Determinarea incorporarii calciului este un moment foarte important
pentru a identifica diferentierea osteoblastelor, nu numai pentru ca este un eveniment foarte tardiv al
osteogenezei, dar si pentru cd masoara performanta unui proces activ "de formare osoasa".

In 1974 s-a descoperit ci serul a fost mai eficient decat plasma in promovarea cresterii
fibroblastelor si celulelor musculare netede. Aceastd activitate s-a dovedit a fi bogata in trombocite
[105, 106]. In 1979 factorul de crestere derivat din plachete (PDGF) a fost purificat din lizatul
trombocitar uman si a fost demonstrat cd se leaga de celulele gliale si stimuleaza replicarea ADN-
ului in celulele BALB / 3T3 [107, 108]. De asemenea, s-a mentionat cd moleculele PDGF sunt
compuse din doua polipeptide diferite [109]. In 1983 secventierea partiald a aminoacizilor a relevat
doud lanturi distincte, dar omoloage de polipeptide [110, 111]. Homodimerii PDGF-AA si PDGF-
BB aparuti iIn mod natural au fost identificati mai tarziu in mioblastele scheletice, in celulele
musculare netede arteriale si in trombocitele porcine [112, 113].

Introducerea factorilor de crestere recombinanti pentru imbunatatirea osteogenica, a potentat
depinde de prezenta a 3 componente critice: semnale moleculare, celule respondente cu receptori

asociati si matrice extracelulard [114]. Unul dintre factorii biologici cruciali responsabili de
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activitatea reparatorie osoasd, si care a putut fi sintetizat este factorul de crestere recombinant uman
derivat din trombocite BB (thPDGF-BB). Efectele stimulatoare puternice ale thPDGF-BB ca agent
chemotactic si mitogen, Tmpreuna cu capacitatea sa de a promova angiogeneza, completeaza
actiunea factorului de crestere endotelial vascular (VEGF) in formarea vaselor si se pozitioneaza ca
un mediator cheie in repararea tesuturilor [115, 116]. Studiile ulterioare au demonstrat cd PDGF nu
reprezintd doar o moleculd, ci trei, fiecare fiind o combinatie dimericd din doud lanturi peptidice
distincte, dar inrudite structural, desemnate A si B. Grupul factorilor de crestere polipeptidici PDGF
include PDGF-A, -B, -C si -D, codificate de patru gene localizate pe cromozomi diferiti.

Dupa o leziune cu hemoragie, repararea osoasa Incepe prin activarea cascadei de coagulare si
formarea unui cheag de sange la locul leziunii (Fig. 1.8). Trombocitele agrega si elibereazad granule
de citokine, care contin inclusiv cantitdti variabile de PDGF-AA, PDGF-BB, si PDGF-CC, in

cheagul de sange care se dezvolta.
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PDGF sunt eliberate de trombocite in scopul angiogenezei, chemotaxiei si mitogenezei.
Transformarea factorului de crestere-beta (TGF-b), pare sd joace un rol in chemotaxismul si
proliferarea celulelor in timpul vindecarii leziunilor. Atragerea celulelor osteoprogenitoare
(chemotaxis) si cresterea numarului lor (mitogenezd) furnizeaza o multime de celule osteo-
regenerative, care vor raspunde la proteinele morfogenetice osoase (BMP) [116].

A fost demonstrat cd thPDGF-BB creste activitatea chemotactica si mitogend a celulelor
ligamentare parodontale chiar si la concentratii mici de 1 ng/ml [117, 118]. Intr-un gel de
metilceluloza PDGF-BB a avut un timp de injumatatire de 4,2 ore, cu un clearance al factorului de
crestere marcat radioactiv de 96 ore, mai mare de 96%, atunci cand a fost aplicat In tratamentul

natural al bolii parodontale la cainii de rasa Beagle [119].
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Dupa aplicarea clinicd, actiunile puternice ale acestui factor de crestere au loc precoce,
declansdnd o cascada de evenimente biologice si celulare la nivelul inciziei chirurgicale. Aceste
efecte sunt caracterizate de recrutarea si diferentierea populatiilor de celule mezenchimale, precum
si formarea vaselor noi, in cele din urma contribuind la regenerare si vindecarea ranilor [120].
Cooke si colaboratorii au analizat efectele PGDF-BB asupra nivelurilor de VEGF si turnover-ului
osos in lichidul din rana parodontala la 16 pacienti, care au fost randomizati pentru a primi tratament
cu B-TCP, fie B-TCP plus 0,3 mg/ml rhPDGF-BB sau B-TCP plus 1,0 mg/ml thPDGF-BB pentru
defecte intraosoase[121]. Acesti pacienti au participat intr-un mare trial clinic care a evaluat
eficacitatea si siguranta PDGF-BB 1n tratamentul defectelor parodontale intraosoase. Piridinolina,
telopeptida cross-linkatd gruparii carboxil-terminale a colagenului de tip I este un indicator al
activitatii metabolice osoase si un marker al turnover-ului osos. S-a depistat cd dozele mici de
rthPDGF-BB, la 3 - 5 zile in procesul de vindecare a ranilor, obtin cresterea colagenului de tip I, iar
grupul cu 1 mg/ml rhPDGF-BB a aratat cea mai mare diferentd in VEGF la 3 saptamani. Astfel, o
singura dozi de thPDGF-BB a sustinut actiunile metabolice la locul aplicarii clinice [122]. Intr-un
studiu paralel, eliberarea COL1 in fluidul din leziunea parodontala a fost monitorizata longitudinal
la 47 de pacienti, timp de 24 saptamani, dupd tratamentul chirurgical de regenerare cu PDGF-BB.
Grupurile care au fost tratate cu 0,3 si 1 mg/ml PDGF-BB au prezentat cresteri ale valorilor de
COLI timp de 6 saptamani. La 6 saptdmani, nivelurile de COL1 au fost semnificativ mai mari in
defecte tratate cu PDGF-BB si 3-TCP, in comparatie cu cele grefate doar cu B-TCP. Avand in
vedere clearance-ul biologic rapid al factorului de crestere, aceste rezultate ofera dovezi
suplimentare precum ca o singurd administrare de PDGF-BB exercitd un efect de sustinere asupra
metabolismului osos parodontal si ajuta la identificarea secventelor si a sincronizarii cascadei de

semnaluri implicatd in vindecarea leziunilor parodontale [123].

1.6. Aplicatiile practice ale studiilor despre rhPDGF-BB in chirurgia orala si
implantologia dentara

In prezent, rhPDGF-BB este aprobat clinic pentru regenerarea parodontald doar impreuni cu
un material pentru suplinirea defectelor osoase [124]. Desi materialul pentru suplinirea defectelor
osoase foloseste B-TCP pe post de spongie/matrice de transportator, a existat un interes clinic
considerabil de a combina acest factor de crestere cu alte grefe osoase, in special cu alogrefele

[122]. Alogrefele osoase, cum ar fi cele liofilizate si alogrefele demineralizate si liofilizate, au
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suprafete extrem de osteoconductive si sunt documentate imbunatatiri clinice In parametrii
parodontali, comparativ numai cu debridarea prin lambou deschis [125].

Aceste materiale contin si cantitati variabile de factori de crestere, inclusiv proteine
morfogenetice osoase, avand si capacitate osteoinductivd [126]. Datoritd sigurantei si eficacitatii
alogrefelor osoase, a fost explorat si documentat in culturi celulare si modele preclinice potentialul
acestora de a servi drept transportatori pentru factorii de crestere si alti mediatori biologici.
Rapoartele cazurilor clinice aduc si ele informatii despre eficacitatea clinica a thPDGF-BB utilizate
cu alogrefe osoase. Nevins si colaboratorii [127] si Camelo si colaboratorii [128] au demonstrat prin
dovezi histologice prezenta regenerarii parodontale in defectele intraosoase, tratate cu o combinatie
de rhPDGF-BB si beta-TCP. Nevins si colaboratorii au raportat o serie de cazuri care demonstreaza
rezultatele clinice si radiologice In urma tratamentului defectelor severe intraosoase parodontale cu
rthPDGF-BB si 3-TCP [129]. Examinarile clinice si radiografiile la un an au ardtat umplerea
completa a defectului osos, indicand faptul ca rhPDGF combinat cu B-TCP ofera rezultate clinice
excelente. Studiile preclinice ce au utilizat combinatia unui material aloplastic cu thPDGF-BB au
demonstrat potentialul de a sustine numai etapele initiale ale regenerdrii osoase ghidate in defectele
cronice ale crestei laterale [130].

Studiile preclinice si studiile de cazuri aduc dovezi care sustin principiul cd asocierea
rthPDGF-BB cu alte matrice ale grefelor poate Tmbunatéti formarea osoasd si vindecarea ranilor in
reconstructia crestei alveolare si implantologie. S-a constatat cd aplicarea directd a unei combinatii
de thPDGF-BB si IGF-1 in jurul implanturilor dentare in stadiile precoce, produce de doua-trei ori
mai multd substantd osoasa noud la caini [131, 132]. Studiile efectuate pe caini au raportat o crestere
a procentajului suprafetei implantului si lungimii totale in contact cu osul, in defecte dehiscente,
tratate cu membrane expansionate cu politetrafluoretilend (ePTFE) si PDGF / IGF-I, in comparatie
cu defectele care au fost tratate doar cu membrane ePTFE. De asemenea, intr-un studiu pe caini a
fost descris potentialul unui bloc spongios, deproteinizat, de bovina, infuzat cu thPDGF-BB, de a
regenera cantitati semnificative de os nou in defectele mandibulare severe, verticale ale crestelor,
fara plasarea unei membrane de barierd [133]. Grefele xenogenice bloc au fost infuzate cu thPDGF-
BB si stabilizate in defectele alveolare, folosind doud implanturi dentare, cu sau fard membrane de
colagen. Defectele crestei alveolare tratate cu asocierea de thPDGF-BB si xenogrefa fard membrana
de colagen au demonstrat cea mai mare formare osoasa, rezultatele fiind bazate pe masurari

radiografice si histologice. Rezultatele histologice au aratat o puternicd osteogenezd de-a lungul
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blocului grefei, cu resorbtia semnificativa si inlocuirea grefei. In schimb, defectele crestei alveolare
tratate cu GBR fara factor de crestere au demonstrat o osteogeneza minima sau absenta.

Studiile ce prezintd cazuri clinice relateaza cd osul bovin anorganic poate servi drept matrice
eficientd transportului thPDGF-BB pentru cresterea si reconstructia crestei laterale, ulterior
plasandu-se implante dentare [134, 135]. Concluzia stiintificd de baza este ca in timpul regenerarii
osoase prin osteoinductia grefei (os bovin anorganic - DBM), celulele pluripotente, sub influenta
proteinelor morfogenetice osoase si umorale, diferentiaza in osteoblaste [136]. Printr-o altd cale,
DBM regleaza microARN-ul, care reprezintd o clasa de ARN non-codant, ale nucleotidelor 19-23,
ce regleaza transciptia ARN-ului mesager in proteine [137]. Avantajul acestei combinatii este
sustinuta de prezenta thPDGF-BB ca o interfatd intre grefd si portiunea anatomica. Astfel, procesul
osteoconductiv si osteoinductiv ar putea fi indus si mentinut de thPDGF-BB.

Tehnologiile moderne de sintetirizare a factorului de crestere recombinant au diversificat
optiunile pentru abordurile combinatorii in chirurgia reconstructiva. Grefele (matricele) au rolul de
mentinere a spatiului si de suport osteoconductiv pentru prevenirea colapsului tesuturilor moi, fiind
totodata spongii pentru migrarea celulara si stabilizarea cheagului sangvin. Grefele-matrice, cum ar
fi B-TCP si substituentii spongiosi deproteinizati de bovind, pot servi ca dispozitive de transport
pentru medicamente si produse biologice, desi cinetica de eliberare poate varia la diferite spongii.
Efectul clinic puternic al thPDGF-BB asupra vindecarii tesuturilor moi si a oaselor, extinde
posibilitatea utilizdrii si In cazuri cu atrofie osoasa si dehiscenta tesuturilor moi. Pentru cazurile in
care este necesard pastrarea osoasi, contururile pot fi mentinute prin protocoale minim invazive. in
locurile care necesitd augmentarea tesuturilor dure si moi, aceste procedeuri pot fi combinate,
reducand numarul procedurilor chirurgicale pentru pacienti. S-au obtinut rezultate clinice extrem de
bune folosind rhPDGF-BB in combinatie cu grefele osoase spongioase deproteinizate de bovina
[137]. Osul bovin spongios deproteinizat, combinat cu thPDGF-BB pare sd stimuleze formarea
osoasa si inchiderea mai rapida a plagilor, Imbunatétind dezvoltarea si pastrarea contururilor osoase
si gingivale, critice pentru obtinerea unor implanturi estetice. Utilizarea acestui factor de crestere in
combinatie cu spongii pentru alte indicatii terapeutice decat defectele parodontale, trebuie sd se
bazeze pe o justificare stiintificd solida si dovezi medicale certe si rationale.

Obiectivele clinice ale terapiei sustinute cu factor de crestere includ proceduri chirurgicale
mai putin invazive, cu rezultate temeinice si previzibile ale tratamentului [138, 139]. Desi grefele

autogene raman a fi considerate ‘“standardul de aur” pentru corectarea defectelor crestei [140],

41



reducerea volumului osului autogen disponibil si morbiditatea asociatd cu recoltarea grefei, de multe
ori limiteaza recomandarile tratamentului si acceptarea pacientului. Capacitatea de a obtine o
cantitate optima si previzibild de os si tesuturi moi, fara utilizarea grefelor autogene, ofera un mare
avantaj pentru clinician si pacient.

Aplicarea xenogrefelor osoase, postextractional, pentru augmentarea laterald si verticala a
crestei alveolare este bine documentata in implantologia si medicina experimentala [141, 142] (Fig.
1.9, 1.10, 1.11). Dovezile clinice sprijind utilizarea xenogrefelor pentru augmentarea crestei cu
scopul plasdrii implantului dentar [143], cu toate acestea, gradul regenerarii osoase este variabil si
depinde de factori precum: forma grefei-particule versus bloc si locatia defectului, volum leziunei
osoase si a tesuturilor moi, traumatismul chirurgical, vindecarea postoperatorie, prezenta infectiei

dintilor vecini, etc.

Fig. 1.9. Imagine clinica: xenogrefa (particule de Bio Oss) cu umplere totala a alveolei
postextractionale in regiunea molarului 3 inferior din stanga. Particulele osului deminarilizat
permit o0 meniinere buni a coagului sanguine in zona defectului osos. Osul din jurul

implantului instalat in regiunea dintelui 3.7 nu necisita augumentare de contur.
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Fig. 1.10. Imagine clinica: augmentare orizontala a peretelui vestibular cu particule de
Bio Oss in regiunea implantului inserat in regiunea dinetlui 4.1 la mandibular. Pentru a
impedica formarea in surplus a osului perimplantar s-a instalat imediat conformatorul de

gingie (abutment de vindecare)

Fig. 1.11. Xenogrefa (particule de Bio Oss) in augmentare vertical in regiunea laterala a

mandibulei dreapta.
Datele literaturii stiintifice prezentate in acest capitol ilustreazd necesitatea studierii in

continuare a aplicarii grefelor imbunatatite cu factor de crestere si pentru a obtine rezultate clinice

favorabile prin aceastd abordare terapeutica. Sunt necesare experimente preclinice controlate pentru
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a stabili eficienta relativa a thPDGF-BB combinat cu matrice osoase xenogenice deproteinizate de
bovind, pentru formarea osoasd precoce in cazul augmentarii osoase in atrofiile procesului alveolar.

Relevanta clinicd si stiintificd pentru viitoarele studii in directiile mentionate se bazeaza pe
faptul ca, inainte de a fi introduse in clinica, biomaterialele trebuie sa fie testate in experimente
preclinice pe animale. Conform analizei literaturii stiintifice despre augmentarea osoasa, initial este
important sa se evalueze lucrurile fundamentale specifice in cadrul studiilor pe animale, in cazul in
care calitatea procedurii trebuie imbunatatita.

Cea mai mare parte a studiilor de reabilitare osoasa au fost efectuate pe iepuri si pe cdini.
Motivul selectdrii speciilor mai mici de animale se datoreaza asemandrii structurilor anatomice
specifice, care pot imita conditii umane specifice, de exemplu - modelul tibiei de iepure este potrivit
pentru plasarea implantului si augmentare osoasd orizontald, verticalda si 3-dimensionala. Acest
model mimeaza situatiile clinice pentru atrofiile osoase la mandibula [144-147].

Un alt motiv pentru selectarea animalelor de dimensiuni mici este aspectul etic. Comparabila
cu alte domenii de cercetare medicald, cercetarea pe modele animale in implantologie trebuie sd fie
axatd pe reducerea numarului de animale, reducerea la minimum a suferintei acestora si o posibila
inlocuire a studiilor mari pe animale [148].

Discutiile privind implanturile - vindecarea osoasa prin substitutie, abordeaza aplicarea unor
metode adecvate de investigare. In cele mai multe dintre studii, evaluirile histomorfometrice
necesitd ore suplimentare [149]. Alte metode utilizate sunt parametrii cantitativi, calculati in timpul
diferitor evaluari mecanice, de etichetare cu fluorocrom, evaludri radiografice, precum si analiza
luminii polarizate. Dar de facto toate aceste evaludri necesitd un nivel ridicat de experienta si nu sunt

atat de precise in comparatie cu histomorfometria [146].

1.7. Sinteza la capitolul 1

Conform datelor din literatura de specialitate, se poate concluziona ca existd probleme
semnificative asociate procedurilor clasice de grefare, iar noile tehnologii bazate pe ingineria
tisulard raman utilizate insuficient. Tehnicile de inginerie tisulara existente, asociate cu biomateriale
si implanturi dentare, demonstreazd o combinatie de proprietati structurale si biochimice necesare
pentru o osteo-remodelare fiziologica, usor de utilizat, indispensabild pentru implementarea clinica

de succes.

44



Aplicarea grefelor Tmbogétite cu factori de crestere necesitd efectuarea unor experimente
preclinice pentru a stabili eficacitatea comparativd a matricelor spongii obtinute prin inginerie
tisulard in formarea osoasa precoce in caz de augmentare osoasa pentru reconstructia zonei afectate
de atrofia procesului alveolar. Studiile secundare ar trebui sa fie efectuate pentru a determina
eficienta utilizarii membranelor de barierd resorbabile, avind ca scop Imbundtitirea acestor
proceduri.

Relevanta si rationamentele pentru studiile experimentale in directiile mentionate se bazeaza
pe faptul ca, inainte de a fi introduse in clinica, biomaterialele trebuie sa fie testate prin experimente
preclinice pe animale. Conform analizei literaturii stiintifice, este important sd se evalueze lucrurile
fundamentale specifice in cadrul testelor clinice, unde calitatea trebuie sa fie Imbunatatitd prin

rezultate stiintifice, demonstrate prin teste histologice si biochimice.
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2. MATERIALE SI METODE DE STUDIU

2.1. Modelul animal experimental si grupurile de studiu

Studiul a fost realizat in cadrul Laboratorului Stiintific de Inginerie Tisulard si Culturi
Celulare al USMF ,Nicolae Testemitanu” si Laboratorul de Morfologie al Universitdtii din Mainz,
Germania. Experimentele au fost planificate prospectiv, in conformitate cu protocoalele ARRIVE
[147, 148]. Saizeci de iepuri de rasa Noua Zelandeza, in varsta de 9 luni, cu o greutate de 4,5 £ 0,5
kg, au fost selectati, operati si observati in incinta vivariului din Laboratorul Central Stiintific al

USMF “Nicolae Testemitanu” (Fig. 2.1).

Fig. 2.1 Animal in pregitire pentru experiment — animalul este sedat, anesteziat si fixat
de o masa operatorie rigida

S-au obtinut 120 de probe de os pentru examinare. Animalele au fost tinute separat in
conditii de laborator, la o temperaturd a camerei de 21 + 1,5 °C si umiditatea de 40 + 10%. Toate
animalele au fost supuse unui examen specializat veterinar, pentru a exclude careva patologii,
ulterior au fost selectat numarul necesar pentru efectuarea experimentelor. Acest model este
avantajos si prin faptul ca maturitatea scheletica este atinsa in jurul varstei de 6 luni, la scurt timp
dupad maturitatea sexuald [140]. Un alt moment important este faptul ca practic nu exista diferente
dintre compozitia si densitatea oaselor umane si a celor de iepure. In comparatie cu alte specii, cum
ar fi primatele si canidele, iepurele are o crestere scheleticd si un turnover osos mai rapid
(remodelare intracorticald, haversiand semnificativa) [149]. Acest lucru face posibild extrapolarea
rezultatelor din studiile efectuate pe iepuri, la raspunsul clinic probabil uman, intr-un timp mai scurt.

Iepurii sunt frecvent utilizati pentru screening-ul materialelor de implant Tnaintea testarilor clinice.
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Un alt fapt important este ca implanturile dentare, substituentii ososi, metodele de reconstructie
osoasa in general sunt introduse 1n practica stomatologica fard o documentare stiintifica preclinical
adecvata. Aceste studii sunt initiate dupd ce aceste produse si tehnologii au fost lansate pe piatd si
sunt impuse de complicatiile aparute [141].

Intr-o cercetare de rutini, tibia este un model frecvent folosit pentru a testa implanturi
dentare si materiale osoase. Pentru o stabilizare bicorticala este posibild inserarea implanturilor cu o
lungime de 8 mm, un diametru de maxim 3,5 mm, cel mult 3 implanturi per os. Cu toate acestea,

este preferabil sa se utilizeze un singur implant per os pentru a evita fracturile osoase (Fig. 2.2, 2.3).

Fig. 2.2. Inserarea a 3 tipuri de implante intr-o tibie de iepure. Implantele sunt instalate
supracstal. in urma traumatismului excesiv s-a format o micro fisura a osului tibia la modelul
experimental

In acest caz este posibil de a folosi numai implanturi de tip surub cu diametrul maxim de 1.5
mm. Aceste tipuri de implanturi prezintd dificultati la taierea preparatului morfologic in vederea
examindrii histologice. In urma instalirii acestor tipuri de implante creste riscul traumei excesive
asupra extrimitatilor si ca urma pot aparea microfisui osoase sau chiar fracturi a membrelor

inderioare la animalele de laborator.
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Fig. 2.3. Modelul tibiei cu un implant instalat supracortical in modelul experimental —
masurdrile intraoperatorii sunt efectuate cu o sonda paradontala gradata.

Numarul de animale experimentale a fost ales in conformitate cu standardele in domeniul
cercetarii dispozitivelor medicale pentru studii histologice reprezentative si descriptive statistic. Cel
putin patru iepuri trebuie sd fie utilizati pentru fiecare grup experimental. Pentru aceastd specie,
perioada de timp de testare a implantului este de 3-12 sdptdmani. Standardul international pentru
evaluarea biologicd a dispozitivelor medicale recomandd un numar maxim de 12 iepuri pentru
fiecare grup experimental (Standard International ISO 10993-6, 1994).

Conform obiectivelor studiului experimental de cercetare, au fost formate 4 modele de
testare, care au fost denumite grupuri:

Grupul I - 1n acest grup au fost studiate caracteristicile osteoconductive verticale ale
implanturilor de titan cu suprafete acoperite bioactive: Alfa Gate Dental Implants, MedNet - GmbH,
Munster, Germania si Nobel Active Implants, Nobel Biocare, Goteborg, Sweden.

S-a emis ipoteza ca acoperirea cu CaP ar putea avea caracteristici osteoconductive, sporind
fixarea mecanica si reducand timpul de vindecare. Scopul acestor experimente a fost de a compara
osteoconductivitatea verticala si procentul suprafetei de contact a osului cu implantul, la umarul
implanturilor de titan (suprafete acoperite cu CaP si sablate/corodate cu acid) inserate supracrestal
intr-un model experimental pe iepuri.

Grupul II - a fost studiatd remodelarea osoasa precoce dupd aplicarea matricei osoase
deproteinizate de origine bovina.

Grupul III - acestui grup i-a fost dedicatd studierea augmentdrii osoase cu implantare

dentara simultand, folosind biomatrice crestala formata din os bovin deproteinizat.
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Grupul IV - experimentele au fost concepute pentru a evalua influenta unei membrane de
colagen si a factorului de crestere recombinant derivat uman BB, asupra augmentarii osoase
verticale, in osul bovin deproteinizat implantat.
de laborator, precum si cu protocoalele bioetice ale Uniunii Europene (86/609/CEE). Ambele
comitete de etica, din Chisindu, Republica Moldova si Mainz, Republica Federativa Germania, au
aprobat experimentele. Animalele au fost addpostite in custi individuale fabricate din metal si plastic
hipoalegen, intr-o camerd prevdzutd pentru animalele de laborator, unde a fost mentinutd o
temperaturd constanta de 22 °C si o umiditate relativd de 55%, cu ventilarea incaperii de 18-20 de
ori timp de o ord si cu un ciclu lumina-intuneric de 12 ore. Animalele aveau acces liber la hrana
echilibrata in vitamine si minerale si apd. Perioada de adaptare si de observatie a fost de 1
saptdmana Inainte de interventia chirurgicald. Toate animalele au fost vaccinate conform planului
veterinar si nu erau purtdtoare de boli transmisibile de la animal la animal sau de la animal la om.

Animalele au fost operate sub anestezie generald, prin administrarea intramusculara a
amestecului de solutie Ketamin (Ghedeon Richter) si solutie Relanium (GlaxoSmithKline, Marea
Britanie) cate 1 ml/kg. Membrele posterioare au fost tunse, spalate si prelucrate cu antiseptice:
solutie alcool 70% si solutie betadina, izolate de mediul inconjuritor cu material steril. In regiunea
interventiei a fost infiltrata solutie de Lidocaind 2%, 3 £ 0,5 ml, pentru anestezie locala. A fost
efectuatd incizia cutanata cu lungimea de 4 cm pe linia de proiectie a osului tibial. S-au indepartat
muschii si s-a decolat periostul. Urmatoarele etape difera dupd modelele experimentale de cercetare

si vor fi descrise pentru fiecare model separat.

2.2. Implanturile si biomaterialele utilizate pentru experimente
Implanturile dentare
Avand ca baza studiile experimentale fundamentale elaborate de catre echipele de cercetare
conduse de catre P.-I. Brdnemark de la Universitatea din Goteborg, Suedia si A. Schroeder de la
Universitatea din Berne, Elvetia, utilizarea implanturilor dentare a devenit un concept de tratament
aprobat stiintific in stomatologie pentru tratamentul edentatiilor partiale si totale. Aceste cercetari
stiintifice au la baza descoperirea fundamentala ca implanturile dentare fabricate din titan pur pot fi

ancorate in os viu, avand un contact direct cu osul.
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Intr-o lucrare de referinti, publicati in 1969 de catre Branemark si coautorii, s-a descris acest
fenomen pentru implanturi din titan instalate in model preclinic experimental [142]. Sapte ani mai
tarziu, Schroeder si coautorii au furnizat primele dovezi directe, bazandu-se pe descrieri histologice
[143]. Ei au descris pentru prima datd din punct de vedere morfologic contactul dintre os si implant.
Pentru denumirea acestui fenomen au fost propusi cativa termeni, dintre care cel mai des utilizati
sunt ,,osteointegrarea” si ,,anchiloza functionala”.

Un implant osteointegrat la o analizd microscopicd este caracterizat printr-o apozitie directa
de os la suprafata implantului din titan. Osul peri-implantar are toate caracteristicile unui os viu,
cum ar fi prezenta celulelor osoase sau a vaselor de sange In aproapiere de suprafata implantului

(Fig. 2.4).

Fig. 2.4. Contact intim al osului nou format catre corpul implantului dentar, Coloratie cu
albastru de toluidina, X10.

Materialul comercial cel mai frecvent utilizat pentru implanturi dentare este titanul pur si
vindecare care conduc la integrarea implantului apar la interfata dintre tesut si implant [150]. Fiind
in contact direct cu osul si tesuturile moi ale gazdei, suprafata biomaterialelor implantabile joacd un
rol critic Tn osteointegrare si biocompatibilitate [151]. Modificarile de suprafatd pot schimba
caracteristicile morfologice ale osteoblastelor si pot afecta evenimentele celulare ce au loc la
interfatd, iar in consecintd vor duce la rezultate diferite privind rata si cantitatea osului nou format.
Prin urmare, s-a aratat cd modificarile de suprafatd ale implanturilor de titan pot imbunatati formarea
osoasd in locuri defecte, precum defecte circulare, defecte de tip dehiscentd si defecte
postextractionale [152-155].

Calciul-fosfat (CaP), in special hidroxiapatita, este principalul element anorganic din osul

nativ. Acoperirea cu CaP este una dintre strategiile utilizate pentru a imbunatati caracteristicile
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suprafetei de titan. Bioactivitatea hidroxiapatitei se datoreazd unei coeziuni chimice, printr-un
schimb de ioni, a invelisului apatitic cu tesutul osos inconjurdtor. Acest schimb in osteogeneza
permite formarea bidirectionald a osului de ambele parti, in locul osos recipient si in locul acoperit
cu CaP. Recent au fost furnizate unele sisteme de implant cu un strat adeziv de CaP (Bioactiv) (Fig.
2.5). Acoperirea bioactiva este un proces electrochimic nou dezvoltat pentru acoperirea
implanturilor dentare, intr-o solutie apoasd ce contine ioni de calciu si fosfat. Conform datelor
producatorului, stratul de CaP resorbabil are o grosime de numai 20-30 pum, o structurd
microcristalind, cu o suprafata activd extinsa si o microporozitate cu efect mare asupra capilaritatii
sangvine.

Materialul din care e confectionat implantul constd dintr-un aliaj de titan de gradul 5, cu o
microstructura sablatd si corodatd, un hexagon intern, cu un sistem spiralat, conic, auto-tarodant,
autofiletant, cu doud capete, adanci si ascutite, ce coboara spre apexul implantului, permitand auto-

retentia implantului si asiguarea unei stabilitati primare sporite.

Fig. 2.5. Implant acoperit cu calciu-fosfat (bioactiv), tip surub, cu sistem spiralat, conic, auto-

tarodant, autofiletant, cu doua capete, adanci si ascutite, conexiunea hexagon intern
Implanturile utilizate In experiment au fost identice dupa forma si structurd, donate pentru
studiu de catre companiile Alfa Gate Dental Implants (3,5 mm x 11,5 mm; MedNet - GmbH,

Munster, Germania) si Nobel Active (3,5 x 11,5 mm, Nobel Biocare, Géteborg, Suedia). Conform
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grupurilor de studiu implanturile dentare au fost fie sablate, corodate cu acid si acoperite

electrochimic cu CaP (SLA - CaP) sau doar sablate si corodate cu acid (SLA).

Substituenti ososi

Substituentul osos deproteinizat de bovind (DBM; Bio Oss, Geistlich Pharma, Wolhusen,
Elvetia) a fost utilizat pentru augmentare, avand rolul unei matrice osoase deproteinizate rezistente
la resorbtie. Acest substituent reprezintd o apatita biologicd, ce are o porozitate asemanatoare cu cea

a osului matur uman [151] (Fig. 2.6).

e R —
05/12/06 wWD Mag | Det | Sig Pressure| VacMode —500 pm:
11:42:33/11.07 mm 100x SSD BSE 66.7 Pa Lowvacuum

Fig. 2.6. Imagine de microscopie electronica a substituentului osos DBM cu porozitate
asemanatoare cu cea a osului uman [151]

Acesta poate asigura pastrarea pe termen lung a inaltimii verticale si interproximale osoase si
s-a demonstrat cd poate induce regenerarea defectelor osoase peri-implantare si osteo-parodontale,
mai ales atunci cand este utilizat in combinatie cu membrane de bariera. In timpul regeneririi osoase
a grefei — matricea deminrealizatda DBM prin osteoconductie, celulele pluripotente diferentiaza in
osteoblaste, care apoi vor induce tesut nou osos. Implantarea blocurilor DBM ofera o stabilitate de
volum suplimentara de lunga durata.

Cu toate acestea, augmentarea cu bloc DBM poate fi compromisd din cauza mdarimii
blocului, care poate micsora angiogeneza normald si migrarea celulelor osteogene. In acest
experiment blocul DBM a fost modificat pentru a obtine o matrice necesara geometriei planificate.

Matricea osoasd a fost obtinutd prin procedeul de reparatie descris de catre Draenert si colaboratorii
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[156]. Aceasta tehnica presupune curdtare mecanica, degresare, sterilizare cu aburi fara fermentatie
enzimaticd. Matricea osoasa este pastratd in conditii sterile In vacutanere de unica folosinta
Matricele osoase de 7,5 mm in diametru si 2,0 mm in Indltime au fost obtinute prin frezarea

blocurilor osoase cu o freza diamantata, de 3.0 mm in diametru (Fig. 2.7).

Fig. 2.7. Blocuri osoase de bovina deproteinizate, frezate, fixate si instalate concomitent cu

doua implante in regiunea proximala a tibei - model experimental iepure de laborator

Membranele de bariera

Cele mai frecvente metode de reconstructie a crestei includ proceduri de grefare si acoperire
cu o membrana de bariera [157]. In mai multe studii s-a raportat o crestere a osului marginal atunci
cand au fost utilizate membrane resorbabile aldturi de un material osteoconductiv subiacent [157].
Membranele de colagen mentin o barierd temporard, avand si functia de pastrare a spatiului, cu
asigurarea difuziei nutrientilor necesari pentru proliferarea si diferentierea celulelor. In plus, s-a
demonstrat ca acestea contribuie la angiogeneza transmembranoasd timpurie. Degradarea acestor
membrane incepe la scurt timp dupd implantare. Pentru a elucida ipoteza precum ca existd o
diferentd in formarea histologica a cresterii osului nou atunci cand se utilizeaza o membrand de
colagen, la o parte din animale, In procesul augmentarii osoase, s-au folosit membrane resorbabile

de colagen (Bio-Gide®; Geistlich Pharma AG, Wolhusen, Elvetia) (Fig. 2.8).
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Fig. 2.8. Membrana de colagen aplicati in zona de interes experimental. Membrana este
aplicata sub periost, avind scop de acoperire in totalitate a implantului dentar si a

complexului format din matrice de os demineralizat.

Factorul de crestere

Optimizarea bioactivd suplimentard a matricei DBM pentru transportarea factorilor de
crestere, precum e factorul de crestere uman derivat din trombocite (PDGF), este o oportunitate
atractivd de a determina osteoinductia ulterioard [158]. PDGF - o glicoproteind dimerica compusa
din doua lanturi A- (AA) sau doua lanturi B- (BB), sau dintr-o combinatie a lanturilor de tip A si B
(AB) - a fost descoperitd a fi un factor mitogenic important prezent in ser, secretat de granulele
trombocitare activate in timpul coagularii sangelui [159]. Pentru a clarifica influenta factorilor de
crestere asupra reorganizdrii DBM in os nou, in experimente s-a utilizat factorul de crestere
recombinant uman derivat din trombocite de tip-BB (thPDGF-BB, Sigma, St. Louis, MO, SUA)
(Fig. 2.9). Blocul DBM a fost imbibat cu factor de crestere intr-o erpubeta sterila (Fig. 2.10).

Dupa plasarea solutiei ce contine thPDGF-BB 1n tuburi sterile de polipropilen, cu volumul
de 50 ml, in conditii sterile, a fost cu precautie aplicatd grefa de matrice bovind demineralizata in
interiorul eprubetei. Ulterior tuburile au fost centrifugate in centrifuga cu termoreglator Hitech la
1000 rpm timp de 20 minute la temperatura de 8°C, ca rezultat s-a obtinut o matrice de transport

pentru factorul de crestere thPDGF-BB.
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Fig. 2.9. Factorul de crestere recombinant uman derivat din trombocite, de tip-BB (rhPDGF-

BB, Sigma, St. Louis, MO, SUA) inainte de procesare

Fig.2.10. Blocul de DBM in solutie de rhPDGF-BB

2.3. Procedurile chirurgicale
Toate animalele au fost operate sub anestezie generald prin injectii intramusculare cu o
combinatie de solutie Ketamind si solutie Relanium, precum si prin bloc anestezic periferic a

membrelor inferioare la nivelul nervului femural inferior, cu solutie Lidocaind de 2% (Sanofi-
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Aventis, Frankfurt am Main, Germania). In toate grupurile experimentale s-a utilizat ca model osul
tibia.

Acesta a fost modelul ales, deoarece este un model favorabil tehnic si acceptat in cercetarea
biomaterialelor [159]. La toate animalele tibia proximald a fost expusd dupd incizia si elevarea
periostului. Osul a fost netezit cu o freza sferica diamantata, sub irigare abundenta cu ser fiziologic

steril de 0,9% (Fig. 2.11, 2.12).

Fig. 2.11. Zona de incizie pentru acces chirurgical

Fig. 2.12. Examinarea osului inainte de efectuarea experimentului
Dupa procedurile chirurgicale, animalele au fost examinate zilnic pe parcursul intregii
perioade de studiu. Dupa interventie animalele au primit 30 mg fenilbutazond si tetraciclina. Restul

procedurilor s-au efectuat in functie de grupul experimental.
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Grupul I

In osul tibial a 12 iepuri au fost inserate implanturi acoperite cu calciu fosfat (SLA - CaP)
sau implanturi conventionale sablate/corodate cu acid (SLA) printr-o abordare transdermica si
transmusculard bilaterala — In total au fost studiate 24 probe de implant osos. Implanturile au fost
inserate 3 mm supracrestal (Fig. 2.13 — :). Animalele au fost sacrificate cu o supradoza de

pentobarbital intravenos (100 mg/kg), la 3 sdptamani de la interventia chirurgicala.

Fig. 2.13. Imagine clinica implant dentar SLA-CaP inserat supracrestal in tibia unui iepure

Fig. 2.14. Imagine intraoperatorie cu portiunea supracrestala a implantului SLA
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Fig. 2.15. Schema implantului amplasat supracrestal cu parametrii ce necesita documentare:
procentul de umplere osoasa liniara (PLF) si procentul suprafetei de contact a osului cu
implantul (BIC): cortical bone — os cortical, spoingious bone — os spongios

Grupul II

In acest studiu unui grup experimental de 12 iepuri i-a fost aplicati o matrice osoasi
demineralizatd (Bio-Oss Block, Geistlich Pharma, Wolhusen, Elvetia) cu utilizarea factorului de
crestere thPDGF-BB (test) si fard utilizarea factorului de crestere (control), utilizand ca model tibia,
bilateral. Probele pentru analizele histologice au fost prelevate dupd 3 saptdmani si au relevat
vindecarea timpurie a oaselor (formarea timpurie a calusului dur) la iepuri. Biomaterialele au fost
plasate in ambele oase tibiale, medial, printr-o abordare transdermica anterioara (24 probe in total)
dupa gaurirea unui defect de 3-4 mm, cu o freza sferica diamantata, la 800 rotatii per minut si irigare
cu solutie salini sterild. Inchiderea plagilor s-a efecuat prin suturi resorbabile cu Vicryl 3-0
(Ethicon, Inc., Somerville, NJ, SUA), in doua straturi.

Pentru a documenta regenerarea osoasa continud la aceste animale, a fost colectat sangele
periferic. Serul sangvin obtinut prin centrifugarea sangelui periferic a fost utilizat pentru detectarea
in el a markerilor remodelarii osoase: fosfataza alcalind si acida. Probele de sange periferic s-au
prelevat din vena superficiald auriculard (Fig. 2.16) la urmatoarele etape:

- 1nainte de interventie,

- 0 ora postoperator,

- 24 ore postoperator,
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- 72 ore postoperator,
- 7 zile postoperator,
- 2 saptamani,

- 3 saptamani dupa interventie.

Fig. 2.16. Prelevarea sangelui din vena auriculara superficiala

Sangele a fost centrifugat, pentru a sedimenta componentul celular, si a fost colectat serul
sangvin si pastrat la -2 0C° pana la efectuarea investigatiilor.

Determinarea activitatii fosfatazei alcaline totale si osoase s-a efectuat colorimetric conform
urmatorului principiu: fosfataza alcalind scindeaza in mediu alcalin fenilfosfatul cu eliberarea
fenolului, care la oxidare in prezenta 4-aminofenozonei formeazd un compus complex de culoare
rosie. Intensitatea coloratiei este proportionatd cu activitatea enzimei. S-a determinat activitatea
fosfatazei acide si alcaline cu ajutorul seturilor de reagenti firma “Elitech” (Franta). Activitatea

enzimei a fost exprimatd in U/L.

Grupul IIT

Implantul bifazic consta din doud parti care au fost asamblate in conditii sterile in hota cu
flux laminar de aer (Fig. 2.17). Implanturile au fost depozitate la -30°C inainte de interventia
chirurgicala. Implanturile bifazice au fost plasate in ambele oase tibiale, medial, printr-o abordare
transdermica anterioard, la 12 animale (n = 24 probe de os), conform protocolului descris de
Draenert si coautorii [156] (Ring Control Professional System, Hager & Meisinger Inc., Neuss,

Germania). Suturarea plagilor s-a efectuat cu suturd resorbabila Vicryl 3-0 (Ethicon, Inc.,
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Somerville, NJ, SUA). in primele zile dupi interventia chirurgicala animalelor li s-a administrat, in
mod regulat, tetraciclind, pentru examinarea fluorescentd a specimenelor de os. Dupd 30 de zile de

la interventie, iepurii au fost sacrificati.

Fig. 2.17. Implantul bifazic constind dintr-o matrice osoasa demineralizata bovina si
implantul propriu-zis (VHX-600 microscop digital tridimensional, Keyence Inc., Osaka,

Japonia)

Grupul IV

24 de animale au fost distribuite in mod aleatoriu in patru subgrupuri, vindecarea fiind
urmadritd la doud intervale distincte de timp, in functie de procedurile de tratament si timpul de
observare — in total 48 probe osoase (Tab. 2.1). DBM a fost imbogitit cu 0,5 ml thPDGF-BB
(concentratie 1 mg/ml). Pentru a evalua diferentele, atunci cand se utilizeaza membrana de colagen,
a fost folosit un model statistic documentat: intr-o tibie periostul a fost suturat deasupra blocului, iar
in cealalta tibie - sub periost a fost utilizatd suplimentar membrana de collagen (Fig. 2.8). Periostul,
muschii, tesutul subcutanat si pielea au fost repozitionate anatomic si fixate cu suturi intrerupte din

fir resorbabl Vicryl 3-0 (Ethicon GmbH, Norderstedt, Germania).
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Tabelul 2.1. Proiectarea schematica a modellor experimentale pe animale (total n = 24)

Grupul Proceduri 3 Saptamani 6 Saptaméani
Grupul n=12 Grupul n=12
Control DBM 3 (la) 3(3a)
Test 1 DBM + membrana 3 (1b) 3 (3b)
Test 2 DBM + rhPDGF-BB 3 (2a) 3 (4a)
+ BB +
Test 3 DBM + rhPDGF-BB 3 (2b) 3 (4b)

membrana

Fig. 2.18. Schema blocului DBM impreuni cu implantul inserat bicortical: tibia cortical bone

— osul cortical al tibiei, tibia spongious bone — osul spongios al tibiei
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2.4. Biopsiile si procedurile histologice si biochimice

Biopsia

Animalele au fost sacrificate in conformitate cu planul de cercetare, la anumite intervale de
timp, conform protocolului experimental, printr-o supradoza de pentobarbitona la 100 mg/kg.
Inainte de sacrificare animalele au fost sedate cu sol. Relanium 2 ml intramuscular.

In primele doui ore dupa sacrificare s-au efectuat microradiografii pentru aprecierea locului
de sectionare a pieselor anatomice (Fig. 2.19). Toate imaginile au fost procesate in mod digital si

studiate computerizat prin intermediul programului Romexis (Planmeca Romexis®, Finlanda).

Fig. 2.19. Imagini radiologice ale zonelor experimentale (postmortem)

Metodele morfologice de studiere a regeneratului osos

Dupa prelevarea pieselor anatomice, la nivelul interventiei experimentale (osul tibial la
iepure), in functie de lotul experimental, dupd inlaturarea pielii, atent, au fost preparate anatomic
tesuturile invecinate locului experimental cu inspectarea lor. S-a documentat gradul de atasare a
tesuturilor moi, consistenta, atasamentul lor fatd de regiunea osoasd experimentald, vascularizarea
zonei augmentate. Cu sonda de disectie au fost sondate regiunile de formare a tesutului osos. Dupa

inlaturarea tesuturilor moi adiacente, care nu prezinta interes pentru studiul efectuat, regiunea osoasa
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a fost prelevata in bloc (macropreparat) cu marcare ulterioard. Preparatele au fost pastrate in solutie

de formalind tamponata cu concentratia de 10% (Fig. 2.20).

Fig. 2.20. Proba de os — imagine macroscopica. Se documenteaza osul tibia cu zona de formare
a noului tesut in urma experimentului
Dupa fixarea prin imersie si decalcifiere timp de 4 saptdmani, probele osoase au fost taiate in
bucdti corespunzatoare si pregatite pentru examinarea histologica. Toate probele au fost taiate la o
grosime de 5 mm, perpendicular pe axa implanturilor dentare plasate sau biomaterialelor, cu un
ferastrau comercial prin irigare intensa (sistem de racire cu apa, Exakt, Hamburg, Germania) (Fig.
2.21).
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Fig. 2.21. Sistem de racire cu apa pentru procesarea preparatelor morfologice (Exakt,

Hamburg, Germania): micinarea macropreparatului, sectionarea osului imreuni cu

implantul din titan

Etapele de procesare a blocului morfologic pentru a obtine preparatul histologic pentru

studiu microscopic au fost descrise de Donath K. si Breuner G. [150]:

1
2
3.
4
5

Macinarea osului tibial,

Procesarea cu microtomul a blocului de os pentru studiu,
Adeziunea prin vacuum a micropreparatului de lamela histologica,
Aplicarea adezivului de fixare pe lamela histologica,

Uscarea si polimerizarea micropreparatului.

Bucitile de os au fost slefuite pana la grosimea de 30-50 microni (Fig. 2.22 si 2.23). Toate

probele au fost deshidratate cu alcool de 70-100% si apoi colorate cu sol. Technovit 7200 (Heraeus

Kulzer GmbH & Co., Wehrheim, Germania). Tehnicile de deshidratare, infiltrare si colorare a

micropreparatelor pentru studiul histologic effectuate conform algortmului din anexa 2 sunt

prezentate in tabelele 2.2 si 2.3.

Tab. 2.2. Tehnica de deshidratare a pieselor morfologice pentru examinarile histologice

Mediul de procesare chimica Concentratia Timpul necesar (zile) de
procesare pentru o grosime a
micropepreparatului de 30-50
microni

Alcool etilic / H,O 60 % 3

Alcool etilic / H,O 80% 3

Alcool etilic / H,O 96% 3

Alcool etilic 100% 3

Alcool etilic 70% 3

Tab. 2.3. Tehnica de infiltrare si colorare a pieselor histologice

Mediul de infiltrare si colorare | Rata agentilor chimici Timpul  necesar (zile) de

chimica procesare pentru o grosime a
micropepreparatului de 30-50
microni

Alcool / Technovit 7200 70/30 3

Alcool / Technovit 7200 50/50 3

Alcool / Technovit 7200 30/70 3

Technovit 7200 pur 100 3

Technovit 7200 / Apa distilata 70/30 3
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Dupa aceasta materialele histologice au fost examinate prin microscopie optica si
fluorescentd cu ajutorul microscopului Leica DM8000 M (Leica Microsystems, Heidelberg,
Germania). Pentru calculele histomorfometrice, toate diapozitivele au fost digitizate. Datele au fost
analizate ca medii si deviatii standard. Pentru analiza a fost utilizat programul "Prism" versiunea

5.0d (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, SUA).

Fig. 2.21. Imagine cu piesa morfologica pana la colorare si slefuire de 30 microni

Fig. 2.22. Imagine cu piesa morfologica slefuita la SO0 microni dupa colorare cu albastru de
toluidina.
Examinarile histomorfometrice
Masurdtorile histometrice au fost efectuate integral computerizat, utilizind un sistem de

analiza automata a imaginii (VisioMorph - Visiopharm Integrator System®, Visiopharm, Hersholm,
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Danemarca), cuplat cu o camera video (Nikon digital Sight DS-5Mc), montatd pe un microscop
optic (Nikon Eclipse 90I). Parametrii de studiu au fost evaluati de doi evaluatori, care nu cunosteau
modalitatea utilizata pentru augmentarea osoasa (examinare oarbd):

(1). Zona de os nou format la locul augmentarii (NBA). Pentru aceasta, relatia dintre
suprafata totald a augmentdrii primare si zona osoasd nou formatd a fost evaluata pe partea stanga si
partea dreaptd a implantului, pentru fiecare implant (%). Au fost masurate valorile totale ale tuturor

probelor, din fiecare grup (Fig. 2.23)

“%\.} \J . 2 '“_;_.,-._- 3

=
VAR At < " P ’
Fig. 2.23. Aprecierea zonei de os nou format la locul augmentarii. Coloratie cu albastru de
toluidina, X10.

(2). Osul nou mineralizat, ca un marker pentru inaltimea osoasa verticald marginald (VBH,
in mm), care a fost masuratd in zona augmentatd, in cinci puncte alese arbitrar pe stdnga si pe
dreapta fiecarei probe. Osul nou format este spongios si se poate usor diferentia de frontiera
corticala.

(3). Procentul umplerii osoase liniare (PLF).

A fost determinat PLF la stanga si la dreapta de corpul implantului. Pentru aceasta, a fost
evaluata relatia dintre volumul osos total si al osului nou format, intr-o regiune de interes de 1,5 mm

x 1,5 mm (Fig. 2.24). Au fost calculate valorile totale.
V\J P / y e ) \t"'.z & T = L,
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Fig. 2.24. Imagine de calcul a PLF in zona spirelor implantului. Coloratie cu albastru

de toluidina, X10.

(4). Procentul contactului osos cu implantul (BIC).

BIC la corpul implantului a fost calculat ca raportul lungimii suprafetei implantului in
contact direct cu suprafata osoasa, la suprafata totala a implantului. Contactul osos a fost definit
drept contactul intim Intre interfata osoasa si suprafata implantului, fard niciun tesut moale vizibil

(Fig. 2.25).

Fig. 2.25. Imagine de calcul a raportului lungimii suprafetei implantului in contact direct cu
suprafata osoasa, la suprafata totald a implantului. Coloratie cu albastru de toluidina, X10.
Examinarile biochimice
Activitatea fosfotazelor: acidd totald (TAcPh), fosfotaza acidd osoasa (BAcPh), fosfotaza
alcalind totald (TA1Ph) si fosfotaza alcalind osoasd (BA1Ph) s-a determinat din sangele periferic al

animalelor, folosind chiturile biochimice standard (Elitech, Franta).
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2.5. Evaluarea statistica experimentala

Datorita naturii explorative a acestui experiment, au fost efectuate urmatoarele analize: au
fost examinati toti parametrii, inclusiv valorile osoase totale (NBA, VBH) partea stanga si dreaptd a
implantului. Datoritd caracterului pilot al studiului si dimensiunilor esantionului pentru fiecare grup,
toate valorile au fost raportate descriptiv. Rezultatele la diferite intervale de timp au fost comparate
numai in interiorul grupurilor. Sunt raportate valorile descriptive p ale testelor. Analizele au fost

efectuate folosind versiunea SPSS 20.0 pentru Mac (IBM, Armonk, NY, SUA).

2.6 Evaluarea retrospectiva clinica

Scopul acestui studiu retrospectiv este de a caracteriza atrofiile la maxilarul inferior. Studiul
retrospectiv a cuprins evaluarea fiselor a 124 pacienti, carora li s-au instalat 311 implanturi in cazuri
de edentatii partiale ale procesului alveolar inferior pe perioada anului 2008. Au fost selectate 86
cazuri (69%), ce prezentau 126 implantari dentare si proceduri de regenerare osoasd ghidata la
mandibula.

In scopul aprecierii evolutiei clinice si a tratamentului postoperatoriu, o atentie deosebiti a
fost acordatd anamnezei, precum si includerii anumitor categorii de pacienti in acest tip de
tratatment.

Selectarea pacientilor s-a efectuat in mod minutios, reiesind atat din contraindicatiile si
indicatiile generale si locale pentru inserarea implanturilor dentare si augmentarea osoasa, cat si din
particularitatile metodelor utilizate in obiectivele de cercetare.

Contraindicatii absolute pentru implanturi dentare:

- infarct miocardic in ultimii 3 ani,

- proteze cardiovasculare si tratament anticoagulant,

- dializa renala, diabet subcompensat sau decompensat, osteoporoza sistemica,

- medicatie cu bifosfonati,

- dereglari psihice, alcoolism cronic si dependenta de droguri,

- patologii oncologice maligne, precum si tratamente cu citostatice sau radioterapie in
ultimii trei ani,

- patologii endocrine severe,
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alte patologii sistemice ce presupun riscuri asupra remodelarii osoase,

tabagism sever - mai mult de 20 tigarete pe zi [151].

Contraindicatii relative pentru inserarea implanturilor dentare:

fumatul moderat (pana la 10 tigarete pe zi), fara modificari patologice la nivelul oro-
faringelui,
tratament corticosteroid cu 6 luni preoperator, patologii renale si hepatice cronice de

severitate redusa, diabet compensat medicamentos non-insulino-dependent [151].

Niciun pacient nu a prezentat intolerantd medicamentoasd la preparatele farmacologice

folosite in perioada tratamentului (de exemplu: reactii alergice la antibiotice, antiinflamatoare

nesteroidiene sau substante anestezice locale din grupa amidelor). La pacientii ce primeau

tratamente concomitente pentru alte patologii se temporiza instalarea implanturilor pand la finisarea

tratamentelor respective.

Contraindicatii locale:

afectiuni inflamatorii oro-faringiene acute si cronice,

leziuni pretumorale sau tumori benigne ale capului si gatului,

igiena precard, parodontopatii generalizate severe,

prezenta resturilor radiculare multiple (contraindicatie relativd) sau necesitatea asanarii

cavitdtii bucale anterior interventiei de implantare si augmentare osoasa.

Pe langd indicatiile si contraindicatiile locale pentru includerea cazurilor in studiu, a fost

necesard indeplinirea unor criterii ce tin de particularitatile metodelor utilizate in proiectul de

cercetare dat si anume:

oferta osoasa cantitativa,
oferta osoasa calitativa;
preferential sectoarele posterioare ale mandibulei;

perioada dupa extractia dentara (minim 12 luni).

In toate cazurile au fost efectuate radiografii panoramice preoperator si postoperator — Fig.

2.265i2.27.
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Fig. 2.26. Imagine radiologica preoperatorie pentru calcularea lungimei de insertie a

implantului dentar

Fig. 2.27. Imagine radiologica postoperatorie de instalare a doud implante dentare in regiunea
dintilor 4.5 so 4.6

Implanturile dentare folosite In tratment prezentau o suprafatd bioactiva de CaP (Alfa Gate

Dental Implants MedNet - GmbH, Munster, Germania). Aceastd suprafatd prezintd proprietati

hidrofile (Fig. 2.28, 2.29).
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Fig. 2.28. Efect hidrofil al suprafetei bioactive CaP — analiza in vitro cu solutie fiziologica de
NaCl 0.9%

Fig. 2.29. Imagine clinica a efectului hidrofil a implantului la atingerea imediata cu neo

alveola in regiunea dintelui 3.6
Inainte de efectuarea interventiei chirugicale, pacientii au fost examinati clinic cu
scrupulozitate, precum si radiografic, s-a stabilit planul interventiei de implantare si augmentare

osoasd, precum si numdrul implanturilor necesare reabilitarii morfo-functionale si estetice.
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Preoperator s-a efectuat irigarea cavitatii bucale cu sol. Clorhexidina 0,2% (Presidnet Forte, Italia),
iar tegumentele faciale si campul operator au fost prelucrate cu solutie de povidona cu iod (sol.

Betadina 100 mg/ml, Egis, Ungaria) si izolate cu material impermeabil steril (Fig. 2.30).

Fig. 2.30. Prelucrarea si izolarea antiseptica a campului operator

Grosimea mucoasei procesului alveolar s-a apreciat in momentul efectuarii anesteziei, cu
acul seringei, pe varful crestei alveolare, pe versantul vestibular si lingual.

Toate interventiile chirurgicale au fost efectuate sub anestezie locald cu sol Articaina 2% cu
adrenalind 1/100,000 (sol. Septanest, Ontario, Canada) prin metoda deschisa: incizia
mucoperiostului pe mijlocul crestei alveolare cu continuare in mucoasa procesului alveolar
vestibular cu decolarea tesuturilor moi. Grosimea si relieful osului s-a documentat intraoperator cu

ajutorul a doud sonde paradontale (Fig. 2.31, 2.32).
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Fig. 2.31. Imaginea crestei alveolare atrofiate. Determinarea grosimei peretilor

procesului aveolar cu ajutorul sondei paradontale

Fig. 2.32. Incizie mucoperiostala in pronfuzime pe mijlocul crestei a procesului alveolar
inferior cu bisturiul Nr 15C
Prepararea osoasa pentru neoalveole a fost efectuatd la o vitezd redusa (800 rotatii per
minut), cu o forta aplicata la forare de 35 Ncm, folosind irigare intensa cu solutie salind NaCl 0.9%.
Pentru instalarea implanturilor, forajul s-a initiat cu freza pilot (91,8mm), apoi s-a efectuat forajul
neoalveolei de dimensiunea necesard. Conform recomandarilor producatorului (Alfa Gate Dental
Implants MedNet - GmbH, Munster, Germania), forajul s-a efectuat cu freze metalice calibrate,
sterile, cu racire externd, iar diametrul ultimei freze a fost cu 0.5 mm mai mic decat diametrul
implantului dentar (Fig. 2.33).
Schema de foraj osos prezinta frezele cu urmatoarele diametre:
- 2,2 mm;
- 2,8 mm;

- 3,2 mm;
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- 3,5 mm;

- 4, 1mm.

Fig. 2.33. Imagine intraoperatorie in timpul forajului neoalveolei. Forajul s-a efectuat cu freze
metalice calibrate, sterile, cu racire externai, iar diametrul ultimei freze a fost cu 0.5 mm mai
mic decat diametrul implantului dentar

Densitatea osoasd (I-IV) a fost documentatd intraoperator, in timpul forajului, si se inregistra

pentru fiecare caz in parte [212] (Fig. 2.34).

@& @

D1 D2 D3 D4

Fig. 2.34 Imagine schematica a densitatii osoase [212]

Dupa crearea neoalveolei si inserarea implanturilor, integritatea peretilor ososi era

fotografiata intraoperator, procesata digital si stocata pentru documentare clinica (Fig. 2.35).
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Fig. 2.35. Defect osos vestibular dupa inserarea implanturilor dentare, ce necesita

augumentare de contur pe verticala si orizontala

Toate implanturile au fost inserate manual, iar cuplul final de insertie a fost masurat cu cheia

dinamometrica (Fig. 2.36).

Fig. 2.36. Documentarea fortei finale de inserare a implantului dentar cu ajutorul cheii
dinamometrice in Ncm
Inainte de aplicarea surubului de acoperire (opercul) se efectua lavajul platformei
implantului dentar cu solutie Clorhexidina 0,2% pentru a inlatura ramasitele sangvine din interiorul
implanturilor. Toate implanturile au fost acoperite cu opercule. Etapa finala a fost augmentarea
osoasd conform principiilor clasice de regenerare osoasa ghidata: forarea osului vestibular pentru a

forma orificii de sangerare, aplicarea materialului de augmentare DBM (Bio Oss, Geistlich Pharma,
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Wolhusen, Elvetia). La final regiunea augmentata a fost acoperitd cu o membrand resorbabila de
barierd de colagen (Bio-Gide; Geistlich Pharma AG, Wolhusen, Elvetia). La necesitate membrana a
fost fixata cu operculul de implant, iar pligile au fost suturate cu fir separat neresorbabil, combinand

si suturi in saltea. Suturile au fost inlaturate 8 zile postoperator (Fig. 2.37 — 2.42).

Fig. 2.37. Imagine clinica a atrofiei pronuntate la mandibular. Creasta alevolara este subtire si

ascutita

Fig. 2.38. Defect osos in forma de crater in vecinitatea imediata a implanturilor dentare. Acest

defect de os necesita agumentare tri demnsionala a crestei alveolare
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Fig. 2.39. Imagine clinica — crearea orificiilor pentru a obtine microhemoragie osoasa

Fig. 2.40. Augmentarea de contur cu particule de os demineralizat in regiunea
anterioara a mandibulei
Postoperator, pacientii au efectuat obligatoriu examen radiologic de control, pentru a stabili
calitatea interventiei efectuate, distanta interimplantara, raportul implanturilor cu procesul alveolar,
formatiunile anatomice si dintii adiacenti. Tuturor pacientilor le-a fost prescris tratament
frarmacoterapeutic antimicrobian, antiinflamator, antimicotic si antiseptic pe un termen de 7 zile.
Initierea tratamentului medicamentos s-a efectuat preoperator, cu 2 ore TInaintea inceperii

interventiei.
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Fig. 2.41. Imagine clinicd — membrana resorbabila fixata prin intermediul operculelor

de acoperire de implantele dentare

Fig. 2.42. Sutura plagii cu fir separat, fara tensiune

Schema farmacoterapeutica prescrisa pacientilor:
- Antibioticoterapia: tablete de amoxicilind cu clavulanat de potasiu 875 mg/125 mg- 1g Augmentin
(GlaxoSmithKline, Marea Britanie) de 2 ori pe zi, pe o perioada de 7 zile.
- Tratamentul antiinflamator a fost indicat pe o perioada de 3 zile, cu administrarea ulterioara la
necesitate. Remediul utilizat: tab. Ibuprofen (Nurofen, Reckitt Benckiser Healthcare, Marea

Britanie) 0.4 g - 2 ori/zi.
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- Profilaxia antimicoticd a fost realizata cu administrarea de fluconazol 150 mg (Eurofarmaco SA,
Republica Moldova), indicat la a 3-a si a 6-a zi de la adminstrarea antibioticelor.
- Profilaxia locala s-a efectuat prin utilizarea solutiei de Clorhexidina 0,2% (Presidnet Forte, Italia).

Pe parcursul perioadei de vindecare, pacientii erau chemati pentru vizita de control la
intervale de 24 ore, 3 zile, 1 sdptamanad si 4 saptdmani postoperator pentru a aprecia evolutia plagii.
In cadrul vizitelor de control, s-a evaluat igiena cavititii orale, prezenta sau lipsa proceselor
inflamatorii 1n regiunea interventiei chirurgicale, prezenta sau lipsa mucozitdtilor, microabceselor
sau dehiscentelor de tesuturi moi.

Durata de timp necesard pentru maturarea osului nou regenerat, inainte de incarcarea
functionald, depinde de morfologia si dimensiunile leziunii, vascularizarea, calitatea osului
inconjurdtor, precum si de igiena orald optima. Pentru aceste cazuri timpul de vindecare a fost de 6
luni.

Peste 6 luni, a doua interventie chirurgicala de inserare a abutmentului (bontului) de
vindecare a fost efectuatd in dependentd de aspectul tesuturilor dure peri-implantare evaluate in
baza radiografiei panoramice de control. In cazul in care nu s-a apreciat apozitia osoasa deasupra
marginilor implanturilor, descoperirea platformelor implantare s-a efectuat prin miniincizii, fard

decolarea excesiva a tesuturilor moi (Fig. 2.43).

Fig. 2.43. Abutmente de vindecare instalate fara decolarea lamboului mucoperiostal
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In cazul cand s-a determinat o apozitie de os, expunerea implanturilor s-a efectuat prin
decolarea lamboului mucoperiostal, iar acest surplus de tesut a fost inldturat prin raclaj sau frezare,
folosind irigare automati cu solutie salina de NaCl 0.9%. In aceste cazuri plaga a fost suturati cu fir

neresorbabil si mentinuta pentru 7 zile (Fig. 2.44).

Fig. 2.44. Sutura postoperatorie a plagii dupa inserarea abutmentului de vindecare prin

crearea lamboului mucoperiostal

Inaltimea abutmentului de vindecare a fost selectati in dependentd de grosimea tesuturilor
moi si spatiul viitoarei lucrdri protetice, in asa mod ca sa nu permita acoperirea sa cu mucoasd si
totodatd sd nu prezinte contact cu dintii antagonisti.

Bontul de vindecare a fost mentinut pentru o perioadd de 14 zile. in toate cazurile
reabilitarea ortopedica a fost efectuata cu constructii protetice cimentabile fixe pe abutmentele din
titan prefabricate in laboratorul de tehnica dentara. Documentarea clinica a fost efectuata imediat
postoperator, la 6 si 12 luni dupa interventiile chirurgicale.

Criterii de evaluare

Criteriile primare de evaluare a rezultatelor au fost rata de supravietuire si rata de succes a
implanturilor, in conformitate cu criteriile elaborate de Albrektsson si colaboratorii [213].

Rezultatele au fost inregistrate in conformitate cu:

- rata de supravietuire sau pierdere a implantului dentar,

- translucenta radiologica peri-implantara,

- atrofia osoasa,
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- semne de inflamatie si lezare a formatiunilor anatomice.
De asemenea, rata de succes a fost evaluatd in conformitate cu criteriile propuse de Buser si

colaboratorii [214]:

pozitia implantului,

mobilitatea implanturilor,

translucenta radiologica peri-implantara,

semne de infectie si / sau inflamatie,

- absenta durerii cronice si / sau senzatiei de corp strain.

In studiul dat s-au utilizat si alte criterii secundare de evaluare a rezultatelor, precum:

- aprecierea indicelui gingival modificat, dupd Loe si Silness [215];

- indicele de placd, dupa Mombelli [216];

- scorul de sangerare, dupa Miihlemann [217].

Pentru aprecierea indicelui gingival suprafetele bucald, meziald, distala si orala ale

tesuturilor gingivale au fost documentate in concordantd cu urmatoarele criterii:

0 - clinic gingie vizibil normala, fara inflamatie;

1 - inflamatie usoard - modificari de culoare, edem nesemnificativ, absenta sangerarii la
sondare;

2- inflamatie moderata - roseatd, edem, sangerare la sondare;

3 - severd - roseatd si edem substantial, ulceratii, singerare spontana.

Indicele gingival a fost masurat in patru aspecte ale implantului, iar cel mai mare scor per
implant a fost utilizat pentru analiza.

Indicele de placa a fost notat ca:

0 - lipsa placii,
1 - mai mult de 0, dar mai putin de 1/3 din suprafata acoperitd cu placa,
2 - 1/3 pana la 1/2 din suprafata acoperita cu placa,

3 - mai mult decat 1/2 din suprafata acoperita cu placa.
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Indicele de placa a fost masurat in patru aspecte ale implanturilor, cea mai mare valoare fiind
folosita pentru analiza datelor. Acest indice a fost folosit pentru a documenta cantitatea de placa
acumulata pe suprafata supragingivald a implantului.

Pe parcursul masurarii scorului de sdngerare, cea mai mare valoare per implant a fost folosita

pentru analiza datelor :

0 — lipsa sangerarii,

1 - sangerare indusa,

2 — sangerare spontand.

Integrarea implanturilor dentare in regiunile supuse remodelarii osoase ghidate comporta un
caracter complex, depinzand de factori locali si generali. Evolutia clinicd a integrarii implanturilor n
spatii augmentate comportd si un caracter individual, iar metodele clinice de evaluare a
osteointegrarii sunt limitate la evolutia stabilitatii biologice (secundare) fatd de cea mecanica
(primard). La moment, sunt mai multe metode de evaluare a gradului de stabilitate, precum proba
Bréanemark, Dental Fine Tester, determinarea frecventei rezonantei (ISQ), utilizarea efectului de
damping (Periotestometria — PTV) [70].

Urmatoarele analize paraclinice [218, 219] au fost utilizate pentru a documenta stabilitatea
primara si secundard (analiza frecventei rezonantei (ISQ; Osstells Mentor®, Osstell AB, Géteborg,
Suedia)) si Periotest® (Medizin Gulden, Bensheim Germany), precum si analiza radiologicd — Fig.
2.45-247.

In studiul dat a fost utilizat dispozitivul Periotest Classic. Intervalul de valori (PTV) ale
Periotestometriei este cuprins intre -8 si +50. Pentru implanturile dentare sunt admisibile valorile
stabilitdtii secundare de la 0 pand la -8. De asemenea, PTV serveste drept reper pentru analiza
periotestometriei si dupd incarcarea protetica a implanturilor. Un alt avantaj al metodei date este
aprecierea gradului de solicitare a implanturilor si depistarea cazurilor de suprasolicitare functionald
(atunci cand valorile Periotestului prezintd un decalaj mai mare de 6 unitdti intre masurarea In

pozitia de intercuspidare maxima si cea din inocluzie) [219].
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Fig. 2.45. Imagine animata a principiului de lucru al apararului Osstell [9]

G

Fig. 2.46. inregistrarea datelor ISQ - Osstell AB, Goteborg, Suedia
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Fig. 2.47. inregistrarea valorilor stabilitatii implantelor dentare cu ajutorul aparatului

Periotest® (Medizin Gulden, Bensheim, Germania)

.....

rezonanta au fost inregistrate cu dispozitivul Osstell Mentor, imediat dupa implantare si 6 luni post-
insertie.

Unitatea de masura pentru aceastd metoda este coeficientul de stabilitate implantara (ISQ)
care apreciazd micromiscdrile implantului. Dispozitivul analizeaza frecventa rezonantei unui
transductor 1infiletat la corpul implantului. Stimuland transductorul, se creeaza asupra implantului
forte de indoire similare solicitarilor functionale, doar ca la o scara mult mai micd. Stimularea are
loc simultan in doua directii perpendiculare una fatd de alta. Aceasta permite obtinerea concomitent
a doua valori ISQ, spre exemplu in plan mezio-distal si vestibulo-oral. Diapazonul ISQ este cuprins
intre 0 si 100, valoarea sa fiind in relatie directa cu stabilitatea implanturilor. Stabilitatea adecvata
este consideratd deja in limitele ISQ de 55 — 80 [218].

Testele cu Periotest s-au efectuat dupa instalarea implanturilor, la 6 luni si 1 an post inserare.
Toate valorile au fost Inregistrate de trei ori si valoarea medie a fost documentata.

Una din cele mai obiective metode de evaluare radiologica in implantologie este tomografia
computerizata cu fascicul conic (CBCT) (Fig. 2.48). Datorita capacitatilor de evaluare pe sectiuni, a
volumului tridimensional si gradului de iradiere redus comparativ cu alte metode radiologice
(tomografii conventionale), aceastd investigatie devine tot mai frecvent metoda de electie in

planificarea si tratamentul stomatologic.
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Fig. 2.48. Planificarea inserarii implanturilor in baza tomografiei computerizate cu

fascicul conic

Utilizarea CBCT-ului are o importanta deosebitd, deoarece este posibild evaluarea atat

a reliefului tesuturilor moi, cat si a celui osos, precum si planificarea digitala a planului de

f‘

tratament (Fig. 2.49).

Fig. 2.49. Imagine CBCT a tesuturilor dure si moi
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Dar, din cauza costului ridicat, tomografia computerizatd este dificil de realizat, mai ales ca
trebuie repetatd pentru evaluarea postoperatorie, la a doua sedintd chirurgicala si la examinarea
postprotetica.

Cea mai des utilizatd metodd de evaluare in implantologia orald ramane ortopantomografia
digitala (OPG). In pofida dezavantajelor sale (redarea doar a unei imagini sagitale si prezenta erorii
dimensionale), aceastd metodd este cea mai accesibild, nu este costisitoare si raimane ca standard de
aur in calculul ratelor de succes si supravietuire a implanturilor dentare [220]. Imaginile digitale

ortopantomografice au fost utilizate pentru calculul pierderii osoase — Fig. 2.50.

Fig. 2.50. Imagine readiologica — atrofie osoasa peri-implantara

Pentru evaluarea radiografica a pozitiei platformei implantare fatd de nivelul corticalei
osoase, a remodelarii osului peri-implantar pe parcursul perioadei de vindecare si la 1 an
postprotetic, a fost utilizatd metoda descrisd de catre A. Mostovei si V. Topalo [160]. Conform
aspectului pe OPG, remodelarea osului peri-implantar a fost apreciatd mezial si distal.

In cazurile cand s-au documentat esecuri ale procesului de osteointegrare, aceste implanturi

au fost Inldturate si studiate prin investigatia de microscopie electronica prin scanare (Fig. 2.51).
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Fig. 2.51. Microscopie electronica prin scanare
Microscopia electronicd prin scanare a fost utilizatd la studierea structurii de suprafatd a
implanturilor inlaturate. Pentru studierea suprafetei texturate, implanturile dentare, dupd spalare in
fosfat de bufer salin, au fost plasate in solutie de 2% de Glutaraldehida (pH 7.2 — 7.4) pentru doua
ore, deshidratate in solutie de acetond. Dupd uscare implanturile au fost acoperite cu praf de aur,
dupd care au fost studiate la microscopul electronic prin scanare Vega Tescan, in laboratorul de
testare a materialelor de la Universitatea Tehnicd a Moldovei. Intensitatea curentului a fost de

30.0+0,2 kV.

2.7. Evaluarea statistica clinica

Analiza unidirectionala a testului post hoc Tukey a fost realizatd pentru a compara
stabilitatea implanturilor (ISQ, Periotest), precum si in ceea ce priveste pierderea osoasd peri-
implantard. S-au determinat valorile p descriptive ale testelor. Valorile <0.05 au fost apreciate ca o
diferenta statistic semnificativd. Functia de supravietuire Kaplan-Meier a fost utilizatd pentru
descrierea ratelor de supravietuire si succes. Analizele statistice au fost efectuate folosind programul

computerizat SPSS15,0 (SPSS, Chicago, 1., Statele Unite ale Americii).
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2.8. Sinteza la capitolul 2

Cercetarea experimentald reprezintd un studiu controlat, axat pe 60 de animale de laborator,
cu varsta medie de 9 luni, la care s-au efectuat interventii de reconstructie osoasa, simuland cazuri
de atrofie osoasd la mandibula. Conform obiectivelor studiului experimental de cercetare, au fost
formate 4 modele de testare, In care s-au studiat: caracteristicile osteoconductive verticale ale
implanturilor de titan cu suprafete acoperite bioactive de CaP, remodelarea osoasd precoce dupa
aplicarea matricei osoase deproteinizate de origine bovind, augmentarea osoasd cu implantare
dentara simultand, folosind biomatrice crestald formata din os bovin deproteinizat si influenta
membranei de colagen si a factorului de crestere recombinant derivat uman BB asupra augmentarii
osoase.

La evaluarea integrarii implanturilor in studiul retrospectiv au fost analizati urmatorii
parametri: oferta cantitativa si calitativa a tesuturilor dure osoase, diametrele si lungimile
implanturilor, forta de insertie, valorile stabilititii implanturilor (Periotestometria si ISQ),
complicatiile postoperatorii, indicii radiologici (remodelarea osoasd peri-implantard) in baza
ortopantomografiilor efectuate preoperator, postoperator, la finele perioadei de vindecare si la un
dupa interventiile chirurgicale.

Analiza statisticd a rezultatelor obtinute a fost efectuatd prin calculul valorilor testului post
remodelarea osoasd peri-implantard. S-au determinat valorile p descriptive ale testelor, analiza

variatiei dispersionale ANOVA, analiza discriminanta.
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3. CARACTERISTICILE EXPERIMENTELOR PE ANIMALE
FOLOSIND BIOMATERIALE

3.1. Caracteristicile osteoconductive ale implanturilor de titan cu suprafete acoperite cu
calciu-fosfat

Vindecarea postoperatorie a fost In general bund, fard particularitati. Toate animalele au
ajuns la finalul studiului si au putut fi incluse in analiza statistica descriptiva. De-a lungul intregii
perioade de studiu nu au fost observate complicatii precum fracturi, reactii alergice, edeme, abcese,
sau infectii.

Analiza histomorfometrica

Analiza descriptiva

Noul os supracrestal a fost observat dupa 3 saptdmani in 75% implanturi SLA-CaP (75%) si
in 50% implanturi SLA (75%). In toate cazurile osul a crescut de forma unui triunghi, cu baza pe
osul cortical subiacent, spre implant (Fig. 3.1 si 3.2).

PLF

Dupa 3 saptamani, la examenul histologic, osul spongios nou format a putut fi gasit in jurul
umadrului implantului, la cele mai multe dintre implanturi. Implanturile SLA-PAC au provocat un
PLF de 46,5 %. Pentru implanturile SLA, a fost masurat un PLF de 11,2% (Fig. 3.3). A existat o
diferentd semnificativa Intre cele doud grupuri (p = 0.008;).

BIC

Analiza histomorfometrica a indicat cd BIC 1n zona umarului a fost de 71,4% pentru
implanturile SLA-Cap si de numai 13,0% pentru implanturile SLA. BIC a implanturilor acoperite cu

CaP, a fost semnificativ mai mare comparativ cu implanturile neacoperite (p<0.001; Fig. 3.4 si 3.5).

e =R S

Fig. 3.1. Masurarea PLF si BIC digitalizata pe o proba histologica, (Coloratie cu albastru de
toluidina, X10).
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Fig. 3.2. Proba histologica reprezinta osul nou format la umarul unui implant SLA-CaP dupa

3 saptimani de la inserare. Coloratie cu albastru de toluidina, X10.
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Fig. 3.3. Proba histologica prezinta osul nou format la umarul unui implant SLA-CaP dupa 3

saptaméani. Coloratie cu albastru de toluidina, X10.
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Fig. 3.4. Procentul liniar de umplere osoasa (PFL) dupa 3 saptamani
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Fig. 3.5. Procentul contactului osos cu implantul dupa 3 saptaméani

Utilizarea iepurilor pentru cercetarea pe modele animale a fost recomandata de catre diferiti
autori ca un instrument benefic pentru a testa caracteristicile de suprafata ale implantului [161-163].
Modelul tibiei a fost evaluat anterior la cateva animale si s-a observat ca este un model adecvat
[164]. In acest studiu am folosit analiza histomorfometrici bidimensionali. Pani in prezent,
histomorfometria bidimensionald este standardul de aur pentru evaluarea probelor, iar noi am
comparat datele noastre cu datele altor studii care au utilizat aceleasi tehnici. Pentru cercetarile
viitoare, evaluarea tridimensionald prin microtomografie computerizatd ar putea fi o abordare
interesantd pentru a analiza implantul si tesutul din jurul sau.

Interactiunea dintre biomaterial si mediul biologic, dupa implantare, are loc initial la
suprafata. Existd o serie de suprafete, disponibile in comert, pentru implanturile dentare; insa rolul
exact al topografiei si structurii mecanice, in stadiile initiale ale osteointegrarii, este inca in curs de
examinare [165-167]. Unul dintre conceptele folosite pentru a spori osteointegrarea este de a crea
suprafete bioactive, promovand astfel reactiile dintre os si tesuturi. Titanul este considerat a fi un
material bioinert si nu formeazd legaturi directe cu osul, deci un material bioactiv, care acopera
suprafetele implantului de titan, ar putea creste reactivitatea de suprafatd. Acoperirea bioactiva cu
CaP induce atat formarea unor structuri marite ce acopera chiar si cele mai complicate forme de

implanturi, cat si o solubilitate crescuta si o ratd de absorbtie controlatd de ioni de calciu si fosfat in
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prima perioadd de vindecare si osteointegrare [168]. Rezultatele noastre sunt in consens cu alte
studii, care au ardtat o osteointegrare precoce imbunatatitd a suprafetelor acoperite cu CaP, in
comparatie cu suprafetele de titan comercial fara acoperire [169]. Studiul lui Webster si a colegilor
sdi a demonstrat ca titanatul de calciu promoveaza adeziunea osteoblastelor si cu acest scop a propus
CaTiO3, ca un candidat puternic pentru amplificarea osteointegrarii. Au fost evaluate efectele unui
strat nanostructurat de calciu pe suprafetele implanturilor sablate de titan, in formarea osoasa peri-
implant 1n tibiile de iepure. Se poate deduce ca suprafetele acoperite cu CaP pot imbunatati
osteointegrarea, probabil datoritd reactiilor chimice ale suprafetelor biologic active [170]. Alte
grupuri ar putea arata rezultate mai bune ale suprafetelor acoperite cu CaP, comparativ cu
suprafetele sablate, in oasele de calitate inferioara [171]. In schimb, investigatiile histologice ale lui
Fontana si a colegilor sdi au aratat cd acoperirea CaP nu a avut niciun efect benefic In imbunatatirea
aderentei la interfata osului si implantului, intr-un model de iepure [172, 173].

Discrepanta dintre aceste rezultate ar putea fi cauzatd de mai multi factori, precum folosirea
unui protocol chirurgical diferit, un alt model animal utilizat, sau o tehnica diferita de acoperire cu
CaP. In acest studiu, tehnica acoperirii electrochimice rezulti intr-un invelis CaP mai solubil decat
acoperirile cu plasma pulverizatd. Teoretic, o solubilitate mai mare a CaP poate creste raspunsul
osos initial. In plus, posibilele efecte dezavantajoase pe termen lung, cum ar fi fracturile stratului de
acoperire cu insuficienta ulterioara a implantului, pot fi prevenite, stratul de CaP resorbandu-se
treptat si fiind inlocuit cu tesut osos. Cu toate acestea, trebuie retinut faptul ca, teoretic, aceastd
resorbtie ar putea reduce stabilitatea In faza de remodelare. Acest efect de resorbtie treptatd a
suprafetelor acoperite cu CaP nu a fost obiectivul studiului si acest aspect nu a fost evaluat dupa 3
saptdmani. Studiile pe termen lung ar putea arata diferite caracteristici osteoconductive verticale ale
implanturilor de titan acoperite cu CaP. Prin urmare, studii suplimentare sunt necesare pentru a
examina acest aspect.

Mai multe studii au indicat cd o cantitate crescutd de calciu in stratul exterior de oxid ar
putea Tmbundtati adeziunea celulara pe suprafetele de titan, prin cresterea adsorbtiei proteinelor [11].
Dupa implantare, eliberarea de CaP in zona peri-implantara creste saturatia fluidelor din organism si
elibereaza o apatita biologica pe suprafata implantului [14]. Acest strat de apatitd biologica ar putea
include proteine endogene si oferd o matrice pentru atasarea si cresterea celulelor osteogene [175].
Prin urmare, acest strat de apatitd biologica imbunatateste procesul de vindecare a osului din jurul

implantului si accelereaza fixarea biologica a implanturilor de titan in tesutul osos. Acest lucru poate
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explica o rata de succes pe termen lung mai bund, sau cel putin echivalentd, pentru implanturile

acoperite cu CaP, comparativ cu implanturile de titan neacoperite [176].

3.2. Reformarea osoasa precoce dupd aplicarea matricei osoase deproteinizate de
bovina

DBM este una dintre cele mai studiate materiale pentru augmentarea osoasa in cercetdrile
preclinice si clinice, pentru tratamentul defectelor mici si mijlocii. Cu exceptia catorva studii
raportate, DBM demonstreazd un bun potential osteoconductiv ca o grefa osoasa inlay §i onlay in
bloc si forme macroparticulate. In acest studiu a fost investigata eficacitatea precoce a DBM, ca o
grefd combinatd, Intr-un model experimental. Rezultatele aratd cd DBM imbibata cu factorul de
crestere thPDGF-BB are un bun potential osteoconductiv, aceleasi rezulate fiind prezentate si in alte
studii experimentale si studii clinice, publicate de mai multi autori [177-180]. In acest studiu,
procentul de os nou regenerat in fazele timpurii de vindecare, calculat prin histomorfometrie, este
egal cu 19%. Acest procent este comparabil cu procentajele osului nou format, raportate in studiile
anterioare. Zitzmann si colaboratorii au constatat un procentaj al regenerarii osoase noi de 22,6%, la
grefarea onlay a DBM in maxilar, la sase pacienti partial edentati [177]. Slotte si colaboratorii au
constatat prezenta a 17,3% de os nou regenerat mineralizat si nemineralizat, cand camerele de titan,
umplute cu DBM, au fost fixate pe oasele parietale de iepure si lasate pentru a se vindeca timp de 12
saptdmani [178]. Norton si colaboratorii au utilizat DBM in procedurile de ridicare a sinusului
maxilar si de conservare a alveolelor, la cincisprezece pacienti, cu o ratd de dezvoltare a osului nou
de 29,9%, dupa sase luni de vindecare [179]. Cu toate acestea, alte cateva studii au ajuns la concluzii
diferite in ceea ce priveste eficienta osului bovin ca material osteoconductiv. Slotte si colaboratorii
(1999) au investigat potentialul osteoconductiv al DBM sub cupole de silicon fixate pe craniul
sobolanului. Dupa opt saptamani de vindecare, el a constatat ca cupolele ce contineau DBM au avut
cantitati mai mici de os mineralizat, in comparatie cu lotul martor. Autorii studiului au concluzionat
ca DBM este doar biocompatibil, nu si un material osteoconductiv [180]. De asemenea s-a constatat
ca tesutul nemineralizat total a fost mai mare in grupul DBM si ca distributia osoasa noua a fost mai
uniforma in grupul DBM fata de grupul martor, in locul unde osul s-a format mai aproape de osul
bazal. Autorul a mentionat ca originea tesutului nemineralizat, depistat In cantitate mai mare in
grupul DBM, nu a putut fi identificata, In ciuda ariilor sporadice de depozite osteoide intdlnite la

examenul histologic. Insa cercetatorii au mentionat cd sutura sagitald a craniului nu a putut fi evitata
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si cd tesuturile moi din suturd ar fi crescut in spatiul izolat. S-a raportat de asemenea ca, dupa opt
saptdmani, particulele de os bovin au colabat la 69% din volumul lor initial, din cauza "impachetarii
dense".

Stavropoulos si colaboratorii au constatat ca DBM a inhibat formarea osoasa noui. In doua
studii, efectuate in 2001 si 2003, in grupul de control, in capsulele de teflon goale, s-a format mai
mult os decat in capsulele umplute cu DBM [181, 182]. Discrepanta dintre rezultatele acestor studii
si rezultatele prezentului studiu, poate fi atribuitd metodei de fixare, utilizat in fiecare studiu. In
ambele studii ale lui Stavropoulos, capsulele de teflon nu au fost fixate rigid pe suprafata osului, ci
mai degraba suturate cu suturi de matase, ceea ce ar fi putut cauza miscarea si etansarea incompleta
a capsulei de tesuturile moi din profunzime.

Pinholt si colaboratorii de asemenea au constatat cda DBM 1n ambele forme, sinterizatd si
nesinterizatd, implantate in maxilarele si muschii abdominali ai sobolanilor si lasate pentru a se
vindeca timp de patru sdptdmani, nu erau nici osteoinductive nici osteoconductive [183].
Cercetatorii au gasit unele dovezi de existentd a unor celule asemdnatoare osteoblastelor in imediata
apropiere a particulelor DBM, dar fard dovezi oficiale a osteoconductiei. Diferenta dintre aceste
rezultate, comparativ cu rezultatele prezentului studiu, ar putea fi atribuita faptului cd in studiul lui
Pinholt nu a fost evaluatd regenerarea osoasd precoce. Particulele DBM implantate la suprafata
maxilarului nu au fost izolate de tesutul moale Tnconjurator si nu au fost nici stabilizate 1n loc.

In acest experiment s-a observat ci cea mai mare parte a osului nou regenerat s-a format in
apropiere de osul nativ. Al-Harkan si Slott au ajuns la o concluzie similara in experimentele
efectuate [178, 180]. Cu toate acestea, in timp ce majoritatea studiilor publicate aratd ca noul os
regenereaza In imediata apropiere a osului gazda, raportarea cresterii in indltime de la suprafata
osului gazda variaza Intre aceste studii. Chiar si in modelele preclinice, timpul de vindecare necesar
pentru regenerarea osului este inca necunoscut. In studiul de fati, osul nou format a avut o iniltime
semnificativa in grupul DBM precoce, cu o medie de 1,9 mm. Astfel, rezultatele preclinice actuale
practic denota ca utilizarea tehnicii descrise In acest studiu este eficientd cand implantul dentar,
plasat intr-o creastd atroficd, are nevoie de aproximativ 2 mm de augmentare osoasd pentru ca
viitorul implant sa fie inconjurat din toate partile de tesut osos suficient.

Examinarea sectiunilor histologice a relevat ca, in lotul control, pe marginea osului rezecat
se determind fragmente osoase minuscule in distructie; lacune osteocitare goale, caracteristice

necrozei aseptice osoase. Zona defectului este invadatd de elemente caracteristice formarii unui
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cheag sangvin, cu celule polimorfe asemanatoare fibroblastelor. Totodata, de la marginile defectului
osos se formeaza trabecule osoase care-si au originea in lamelele native adiacente defectului creat,
fapt care se datoreazd osteogenezei din partea periostului. Tesutul nou-format acopera in totalitate
marginile defectului osos. De asemenea se evidentiaza particule neresorbite de matricea osoasd
demineralizata utilizata in calitate de grefa pentru augmentare. Printre aceste particule se evidentiaza
vase sangvine tinere de calibru mic.

Pentru lotul test, drept surse pentru regenerarea osoasd sunt celulele osoase marginale dupa
efectuarea defectului, elementele periostale si endostale ale marginii osoase. Se poate mentiona
faptul ca de la baza defectului osos nu se observa o activitate proliferativa evidentd. O activitate
majord o are osteogeneza din partea grefei osoase demineralizate Tmbibate cu factorul de crestere
rhPDGF-BB. Tesutul osos nou format inconjoari, ca un manson, marginea osoasi. in mijlocul zonei
augmentate, se determind un tesut bogat in vase sangvine, care sunt inconjurate de celule sangvine
polinucleate. Trebuie de mentionat o neoangiogeneza intensiva in loturile experimentale test si o
invazie extensiva celulard in defectul osos de la marginile defectului inspre particulele grefei
imbibate cu factor de crestere. Pe marginea osului lezat s-a format un strat de tesut lamelar, ceva
asemandtor cu o placa terminald care micsoreaza dimensiunile defectului; in zona defectului osos.
Drept surse pentru dezvoltarea acestei placi au fost marginile defectului cu elemente ale endostului
si periostul. In celelalte loturi procesul de regenerare decurge mai lent, comparativ cu termenul
precedent, dar este in ascensiune.

In unele locuri se mai determina fragmente mici de autoos spongios, care sunt inconjurate de
trabecule osoase — proces de remodelare osoasd. Totodatd, pe perimetrul defectului, tesutul
neoformat este mai opac comparativ cu centrul zonei de augmentare. Pe piesele histologice se
determind elemente caracteristice matricei extracelulare — un produs al elementelor celulare
osteoblastice.

In toate cazurile loturilor test si control trabeculele osoase se vizualizeaza pe intreg spatiul
vechiului defect osos. Prin urmare, putem conclude cd existd o continuare a invaziei extensive
celulare in defectul osos.

In lotul unde s-a utilizat numai grefd formata din os bovin deproitenizat procesul reparator
decurge mai putin activ decét in lotul unde s-a utilizat si ca factor de crestere celulard moleculele de
rthPDGF-BB, dar la finele termenului de supraveghere in regiunea de mijloc se determind o

depresiune, care reprezintd o persistenta a unui defect de os.
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Resorbtia DBM raméne un subiect stiintific controversat. In timp ce dovezile histologice ale
resorbtiei DBM au fost raportate in studiile pe animale [184, 185] si in studiile umane [177], unele
studii si rapoarte clinice nu au evidentiat nicio resorbtie a DBM dupad perioada de vindecare,
cuprinsa intre patru luni si sase ani sau mai mult [178, 179]. in acest studiu, ne-am confruntat cu o
dificultate tehnicd in sectionarea particulelor non-demineralizate de DBM, iar in rezultat, a fost o
deplasare a particulelor de la locul aflarii in piesa morfologica. Prin urmare, nu am ajuns la o
concluzie bine dovedita cu privire la resorbtia DBM.

In toate lamelele histologice analizate nu s-a observat nicio urma de tesut moale in interfata
osoasd nou formatd. Dupa examinarea tuturor probelor morfologice, s-a ajuns la concluzia ca noul
os a fost in contact direct cu particulele de DBM, confirméind potentialul osteoconductiv al acesteia
(Fig. 3.6).

Nu au fost observate semne clinice de inflamatie in timpul vindecarii sau in timpul disectiei
modelelor din prezentul studiu. Desi nu au fost studiate histologic tesuturile moi, o analiza
minutioasa a tesutului dur din diapozitivele histologice nu a ridicat nicio suspiciune cu privire la

existenta inflamatiei sau a reactiei de tip corp strdin. Lipsa reactiei de tip corp strdin si a inflamatiei,

observata si in alte studii, sustine rezultatele prezentului studiu [186-189].

Fig. 3.6. Proba histologica care prezinta interactiunea dintre DBM si osul nativ. Coloratie cu

albastru de toluidina, x 20.
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Examinarile biochimice

Este bine cunoscut faptul cd determinarea fosfotazelor alcaline i acide are un rol important
in caracterizarea metabolismului in tesutul osos. Markerii biochimici ai metabolismului osos permit
obtinerea datelor importante privind patogenia osului si informatii despre remodelarea osoasa.
Fosfotaza alcalind este un marker care reflectd activitatea osteoblastelor (indicd prezenta si
activitatea osteoblastelor in formarea tesutului osos nou); un alt factor este fosfotaza acida, care face
parte din enzimele lizozomale, fiind concentratd in osteoclaste, care participa la resorbtia osoasa si
asigura hidroliza esterilor hexozofosforici cu eliberarea ionilor-fosfat in mediul acid [3]. Activitatea
fosfotazei acide osoase este un marker al resorbtiei osoase (un indicator al activitatii osteoclastelor).
Concentratia acestor substante a fost determinata in serul sangvin la animalele studiate in acest lot
experimental.

Determinarea activitatii fosfotazei alcaline totale si osoase s-a efectuat colorimetric, conform
urmatorului principiu: fosfotaza alcalind scindeaza in mediu alcalin fenilfosfatul cu eliberarea
fenolului, care la oxidare in prezenta 4-aminofenozonei formeazd un compus complex de culoare
rosie. Intensitatea coloratiei este proportionald cu activitatea enzimei. S-a determinat activitatea

fosfotazelor acide cu ajutorul seturilor de reagenti Elitech [97].

Tabelul 3.1. Rezultatele numerice biochimice la diferite interval de timp sunt prezentate

Lot de Fosfotaza acida Fosfotaza acida Fosfotaza alcalina Fosfotaza alcalina

studiu totala 0s0asi totala 0s0asi
1-0 6,653 6,398 232,925 160,050
1-2 12,198 11,686 128,975 128,425
1-3 14,928 13,563 241,175 187,000
1-4 18,851 18,169 269,775 198,825
1-5 12,456 14,987 248,783 182,365
2-0 13,904 12,539 186,175 119,625
2-1 7,848 6,653 121,275 69,850
2-2 7,848 7,421 154,550 152,350
2-3 16,634 15,013 210,925 183,975
2-4 14,928 14,757 222,200 148,500
2-5 11,260 10,918 183,425 141,900
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1- Lotul de animale test la diferite intervale de timp.

2- Lotul de animale control la diferite intervale de timp.

Concentratia acestor substante a fost determinatd in serul sangvin la animalele studiate in
acest lot experimental. Preoperator (0) nu s-au documentat diferente in rezultatele biochimice intre
animalele de studiu. O ora postoperator (1), datoritd traumei osoase chirurgicale, toti parametrii erau
crescuti considerabil in animalele test fatd de animalele control (TAcPh p=0.001, BAcPh p=0.003,
TAIPh p=0.021, BAIPh p=0.006). 24 ore postoperator (2) numai TAIPh a crescut considerabil in
grupul de animale test (p=0.035). 72 ore dupd interventiile chirurgicale (3) toti parametrii au crescut
considerabil n grupul test (TAcPh p<0.001, BAcPhp p<0.001, TAIPh p=0.013, BAIPh p=0.024).

Dupa 7 zile de la interventii (4), diferente statistice nu au putut fi documentate. Dupa 2
saptamani TAcPh (p=0.003), BAcPh (p=0.003) si BAIPh (p=0.007) au fost gdsite mai mari in
animalele din grupul control.

O diferentd statistica considerabild in favoarea animalelor din grupul control a fost
documentata la 3 saptdmani postoperator (TAcPH p=0.002, BAcPH p=0.001, TAIPH p=0.001,
BAIPh p=0.008). Graficul statistic al valorilor biochimice este prezentat in Fig. 3.7.

In loturile test dinamica cresterii fosfotazelor alcaline este comparabild, pe cand in lotul
control curba cresterii acestor fosfotaze este mai lentd. Odatd cu marirea regeneratului si
componentelor celulare osteoblastice Tn regenerat se atestd o crestere a fosfotazelor alcaline si o
scadere a fosfotazelor acide, ceea ce indicd asupra cresterii activitatii si numarului de osteoblaste si
micsorarii activitatii si numarului de osteoclaste.

Acest fapt coreleaza si cu datele histologice care indicd o masd osoasd mai mica comparativ
cu loturile unde au fost transplantate grefe demineralizate imbibate cu factori de crestere. Indicii
madriti ai activitatii enzimatice in fazele timpurii pentru grupul test denotd o remodelare intensa la
adaugarea factorului de crestere hPDGF-BB in zona defectului osos.

Rezumand cele afirmate anterior, se poate spune ca matricea osoasd deproteinizatd cu adaos
de factor de crestere thPDGF-BB stimuleaza formarea tesutului osos in spatiul de reconstructie

0soasa.
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Totodata, folosirea matricei osoase demineralizate solitare are un efect regenerator mai slab,

fapt demonstrat de studiile histologice care aratd o dezvoltare mai pasivd a tesutului osteogen in

defectul critic al osului tibial. Reprezentand o structura tridimensionald, osul bovin demineralizat

imbibat cu factorul de crestere rhPDGF-BB este un bun suport pentru grefele celulare, asigurand

cresterea celulelor In interiorul matricei intr-un anturaj aproape de cel obisnuit pentru cresterea si

dezvoltarea celulelor osteoblastice.
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3.3. Augmentarea osoasa cu implantare dentara simultana folosind biomatrice crestala

Dupa 30 de zile au fost prelevate probe, ce reprezentau sfarsitul vindecdrii osoase primare
[190, 191]. Datorita suprafetei acoperite cu fosfat de calciu, implanturile dentare Bioactive sunt
favorabile pentru vindecarea osoasd [194, 195]. Biocompatibilitatea materialului DBM a fost
demonstratd intr-un studiu anterior si a fost reproductibild in acest experiment [190]. Datoritd
structurii poroase a spongiilor DBM, mineralizarea si cresterea osoasd in profunzime au fost rapide.
Folosirea materialului bovin a demonstrat biocompatibilitatea procesdrii DBM in biomateriale
osoase xenogenice. Acest studiu pilot furnizeazd date descriptive valide. De asemenea a fost

analizata cresterea verticald a osului marginal mineralizat.

Examinarea histologica

Examinarea prin microscopia optica

S-a determinat o bund osteointegrare a implantului de titan in osul local, in toate probele
histologice (Fig. 3.8). Examinarea inelelor de biomaterial format de matrice de substitutie a aratat o
crestere a tesutului osos in profunzime, cu cea mai mare mineralizare in zona marginald a osului,
formand un triunghi de mineralizare de la suprafata osoasa locald catre suprafata implantului
supracrestal. Structura materialului matricei demineralizate a fost complet inlocuit cu os nou format.
Cea mai mare parte a osului matur cu mineralizare avansatd a fost observatd in triunghiul osos

marginal, intre corpul implantului supracrestal si marginea orizontald a osului crestal.

1000 pm

Fig. 3.8. Proba histologica care prezinta vindecarea osoasa avansata si mineralizarea

zonei triunghiului marginal, Coloratie cu albastru de toluidina (X20)
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Examinarea prin microscopie fluorescenta

Examinarea prin metoda de fluorescenta a aratat in toate probele prezenta tesutului osos nou
mineralizat in zona triunghiulard descrisa, precum si la interfata implantului (Fig. 3.9). A fost
masurati cresterea verticald a osului nou mineralizat, marginal. Iniltimea osului mineralizat nou
format a fost cuprinsd intre 5,1 si 10,4 mm (in medie 6,8 mm), acoperind in totalitate suprafata

implantului (Fig. 3.10).

Fig. 3.9. Microscopia fluorescenta evidentiaza osul marginal nou format datorita matricei
fluorescente (asamblat din mai multe imagini folosind tehnica mozaicii digitale), X20,

15

height (mm)

0

I
bone rings (2-mm height)
Fig. 3.10. iniiltimea cresterii verticale a osului marginal mineralizat, cu medie si

deviatie standard
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Un studiu anterior pe iepuri a aratat, dupa 3 luni, o vindecare limitatd in cazul grefelor
osoase cilindrice autologe, imobilizate prin suruburi de osteosinteza, indicand o evolutie nesigura a
inelelor de os cortical pentru augmentarea verticald, in mai multe publicatii cu studii clinice [196].
Acest studiu a raportat in 50% din cazuri vindecare fibroasa la interfatd si resorbtie fibroasa
completa a transplantului osos in 50% din cazuri.

Scopul acestui studiu experimental a fost de a evalua optiunea tratamentului cu material osos
spongios procesat din os xenogen. Rezultatele histologice indica o vindecare osoasd favorabild in
toate cazurile, cu o crestere completd in profunzime a tesutului osos matur. Inceperea calcifierii
poate fi observatd in triunghiul osos marginal, o locatie tipica pentru acest proces. Aceste rezultate
sustin actualul succes clinic al augmentdrii osoase verticale cu acest tip de material (date
nepublicate) si accentueaza importanta unei structuri spongioase, cu pori, ca material folosit pentru
augmentarea osoasa verticala.

Blocurile de biomaterial oferd avantaje in comparatie cu augmentarea osoasa verticald prin
particule [197, 198]. Nu sunt necesare dispozitive medicale de stabilizare, precum ar fi plasa de titan
sau membranele consolidate cu metal. Suruburile de osteosintezd sunt dezavantajele augmentarii cu
blocuri. Acest lucru poate fi evitat dacd implantul dentar este plasat simultan [199]. Materiale
aloplastice, cum ar fi hidroxiapatita, fosfatul tricalcic si altele, sunt prea fragile la fortele tensiunii
interne, care rezultd in fractura blocului de material. Folosind biomatrice derivate din DBM, cu
rigiditate mecanicd sporitd, se evitd morbiditatea locului donor format in urma recoltarii blocurilor

osoase autologe.

3.4. Influenta membranei de colagen si a factorului de crestere recombinant derivat din
trombocite asupra augmentarii osoase cu os bovin deproteinizat fixat cu implant

Augmentarea osoasa verticald pentru reconstructia functionala si estetica este larg raspandita,
desi este criticatd stabilitatea pe termen lung a metodei [200]. Prin urmare, studiul histologic a avut
scopul de a determina efectul utilizdrii membranei si a DBM Imbogatite cu thPDGF-BB asupra
vindecarii osoase precoce, dupd augmentarea verticala. La momentul efectuarii interventiilor, acesta
era primul studiu experimental care documenta cresterea osoasa precoce dupa utilizarea augmentarii
osoase verticale, folosind membrane in combinatie cu blocuri DBM incarcate cu thPDGF-BB si

fixate in implant. Schwarz si colaboratorii au efectuat un studiu similar despre defecte cronice ale
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crestelor laterale ale mandibulei de caine. Insi trebuie retinut faptul ci augmentarea orizontald nu
poate fi comparata cu tehnicile augmentarii verticale [201].

Osul bovin deproteinizat este un material osos xenogen, cu un grad ridicat de
biocompatibilitate, structura sa fiind similara cu cea a osului spongios. Dupd remodelarea lentd in
timp a fost descrisd incorporarea in osul nativ, lucru sustinut si de rezultatele experimentelor de
cercetare anterioare [203]. A fost discutat pe larg ca potentialul mare de regenerare a transplanturilor
osoase autologe se datoreaza transferului mai multor tipuri de celule vitale (celule stem
mezenchimale, osteoblaste, precum si celulele lor precursoare) si factorilor autologi locali de
crestere [204]. O biofunctionalizare suplimentarda a DBM, de exemplu cu rthPDGF-BB, este o
optiune apropiata. Nu sunt cunoscute incad detalii despre absorbtia si cinetica de eliberare, probabil
necontrolatd, a rhPDGF-BB in combinatie cu blocurile DBM. Bateman si colaboratorii au
demonstrat ca absorbtia in vitro a PDGF la transportatorii b-TCP este dependentd de timp si de
concentratie. Eliberarea in vitro a fost de aproximativ 45%, dupd 10 zile, mai lenta decat eliberarea
in vivo [205]. Prin urmare, utilizarea DBM imbibat cu thPDGF-BB parea rezonabild. Pentru a obtine
un efect evident, in studiu a fost aleasd o doza comparabild mai mare de hPDGF-BB.

Actualmente in ingineria tisulard sunt utilizate doua strategii de baza: aplicarea factorilor de
crestere in vitro pe transplant si invadarea matricei, precum si regenerarea celulard mitogena.

Tehnologia ingineriei tisulare si celulare include mai multe etape:

1. obtinerea materialului ce contine factori de crestere;

3. alegerea suportului adecvat (matrice sau alte structuri tridimensionale care servesc drept
transport pentru celule si le permit proliferarea in directia necesard);

4. transplantarea materialului mixt format din matrice si factori de crestere (compozit).

Anumite conditii locale in care se desfasoara procesul de reparatie a osului — irigarea
sangvina, oxigenarea etc. — determind directia de dezvoltare a acestui tesut de granulatie in cartilaj,
in tesuturi osos sau fibros. Tesutul osos nou-format are punti extraosoase si intraosoase de o calitate
mai joasa, de aceea restabilirea lui este un proces de duratd (luni de zile) si finalizeaza cu
remodelarea osoasa prin formarea de os lamelar plasat din interior si din exterior, delimitandu-1 pe

cel spongios [206].
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Zona de os nou format (NBA) la locul augmentarii

Dupa 3 saptdmani, in grupul la, s-a observat o NBA totald medie de 20% (valori individuale
pentru animale (SV): 30,3%, 15,9%, 13,8%). NBA in grupul 1b a fost de 16,3% (SV: 24,8%, 16,6%,
7,4%), In grupul 2a - de 35,28% (SV: 39,6%, 32,6%, 33,6%), iar in grupul 2b - de 15,4% (SV: 0%;
30,3 %; 15,9%). Valorile sunt expuse in tabelul 3.2. In grupul 2a s-a determinat o constanti NBA
mai mare. Dupa sase saptdmani, In grupul 3a a fost observata o NBA de doar 2,47% (SV: 2,5%; 0%,
4,9%). in grupul 3b, media NBA calculata a fost de 28,5% (SV: 19,8%, 34,9%, 30,7%), in grupul 4a
- de 5,3% (SV: 5,1%; 7,5%; 4,4%) si in grupul 4b - de 35.54% (SV: 30,9%, 35,3%, 40,4%). Toate
valorile sunt expuse in tabelul 3.2 si Fig. 3.11. Ambele grupuri in care s-au folosit membrane (3b si
4b) au aratat o valoare a NBA mai mare decat grupurile non-membranare (Fig. 3.12). Nu a fost nicio
diferenta vadita intre grupurile 3b si 4b.

Dupa 3 saptamani, o VBH medie de 1,1 mm (SV: 1,2 mm; 1,2 mm; 1 mm) a fost masurata in
grupul la. O VBH de 0,87 mm (SV: 0,7 mm, 0,9 mm, 1 mm) a fost observata in grupul 1b, o VBH
de 0,88 mm (SV: 0,7 mm, 0,9 mm: 1 mm) 1n grupul 2a si o VBH de 0,7 mm (SV: Omm, 1,1 mm, 1
mm) in grupul 2b. Valorile pentru ambele grupuri sunt expuse in tabelul 3.3 si Fig. 3.13, 3.14. Nu au
existat diferente evidente intre grupuri.

Dupa sase saptamani, in grupul 3a media VBH a fost de 0,4 mm (SV: 0,3 mm, 0,3 mm, 0,6
mm). in grupul 3b - de 2,02 mm (1,6 mm, 2,4 mm, 2,1 mm), In grupul 4a - de 0,62 mm (SV: 0,4
mm, 0,7 mm, 0,8 mm) si in grupul 4b - de 1,87 mm (SV: 1,8 mm, 2 mm ; 1,8 mm). Grupul 3b,
precum si grupul 4b (grupuri cu membrane) au avut o constantd VBH medie mai mare decat

grupurile non-membranare (Fig. 3.15). Diferenta dintre grupul 3b si 4b nu a fost evidenta.

Efectul membranei

Dupa 3 saptamani, membrana a avut un efect negativ asupra zonei osului nou format (grupul
la vs. 1b: valoarea medie 3.7% [SV _5.5%; + 0,7%; 6.4%]; grupul 2a vs. 2b: valoarea medie
_19.84% [SV _39.6%, 2.3%, 17.7%]). A existat si un efect usor negativ asupra VBH (grupul 1a
vs. 1b: valoarea medie 0.27 mm [ 0.5 mm, 0.3 mm, 0 mm]; grupul 2a vs. 2b: valoarea medie

_0.18 mm [ 0.7 mm; 0.2 mm; 0 mm)]).
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Dupa 6 saptdmani, a existat o zona suplimentard de os nou format persistent, in grupul cu

membrane (grupul 3a vs. 3b: valoarea medie + 26.02 [SV + 17,3; 34.9, 25.8], grupul 4a vs. 4b:

valoarea medie + 30.23 [SV + 25,8; 27.8; 36]). Acelasi efect pozitiv a fost observat si pentru VBH.

Tabelul 3.2. Valorile absolute ale ariei medii de os nou format (%) dupa 3 si 6 siptamani.

Grupul
Termeni Zona de os nou format (%)
3 sdptdmani DBM 20
DBM-+membrana 16.3
DBM+rhPDGF-BB 35.27
DBM+rhPDGF-BB+membrana 15.43
6 saptdmani DBM 2.47
DBM-+membrana 28.49
DBM+rhPDGF-BB 5.31
DBM+rhPDGF-BB+membrana 35.544

Tabelul 3.3. inz‘tl!:imea osoasi marginald (mm) dupa 3 si 6 saptimani

Termeni Grupul Cresterea osoasa marginala (mm)
3 sdptdmani DBM 1.14
DBM-+membrana 0.87
DBM+rhPDGF-BB 0.88
DBM+rhPDGF-BB+membrana 0.7
6 saptdmani DBM 0.4
DBM-+membrana 2.02
DBM+rhPDGF-BB 0.62
DBM+rhPDGF-BB+membrana 1.87
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Fig. 3.11. Proba histologica a unei probe din grupul DBM + rhPDGF-BB dupa 3 saptamani.
Liniile galbene indica zona de interactiune dintre hotarul osului nativ si regiunea augmentata.

Coloratie cu albastru de toluidina, X20.
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Fig. 3.12. Reprezentarea grafica a zonelor de os nou format (NBA), in diferite grupuri, dupa 3

si 6 saptamani
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Dupa 3 saptamani (stanga), nu au fost observate diferente semnificative statistic, dupa 6 sdptamani

(dreapta), grupurile cu membrand au avut o NBA semnificativ mai mare decdt grupurile non-

membranare.

Fig. 3.13. Osul nou format in probele histologice. Coloratie cu albastru de toluidina, x20.
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Fig. 3.14. Boxele arata cresterea osoasd marginala (VBH, mm) in diferite grupuri dupa 3 si 6

saptamani. DBM + rhPDGF-BB + membrana, precum si din grupul DBM dupa 6 saptaméani
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‘ Flg 3.15. Formarea ;ege upul
DBM + rhPDGF-BB + membrana (stinga) si din grupul DBM (dreapta) dupa 6 saptimani.
Coloratie cu albastru de toluidina, X20)

Dupa 3 saptamani de vindecare, analiza histomorfometrica a dezvaluit ca rhPDGF-BB tinde
sa creascd suprafata totald de os nou la locul augmentat. Comparativ cu grupul DBM (NBA medie:
20%), aditia de PDGF-BB aproape a dublat aceasta valoare (medie NBA: 35,27%). Membrana,
probabil, a oprit acest efect pozitiv (NBA medie: 15,4%). Chiar daca valorile arata diferit, acest
lucru nu poate fi considerat ca fiind statistic semnificativ.

Apogeul in procesul de regenerare este atins 1n perioada de 6 saptimani, fiind posibile doua
cai de actiune a factorilor de crestere, utilizati in procesul de regenerare: a) grefa cu thPDGF-BB
stimuleazd celulele recipientului pentru diferentiere osteoblasticd; b) grefa cu rhPDGF-BB se
implicd nemijlocit in procesul de osteogenezd, prin proliferatie si prin diferentiere in celule
osteoprogenitoare care, la randul lor, se pot diferentia in osteoblaste.

Dupa sase saptamani, efectul membranelor asupra reformarii volumului de os nou format si a

indltimii osoase verticale pare sd mareasca efectul factorului de crestere a thPDGF-BB. Simion si
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colaboratorii, la 4 luni dupa augmentarea verticald a crestei la cini, au observat efectul benefic al
matricei osoase demineralizate cu adiugarea de thPDGF-BB. In studiul lor, cel mai bun efect a fost
obtinut in cazul fard utilizarea membranei de colagen. S-a concluzionat cd membrana exclude
celulele osteogene derivate din periost [19]. Aceste constatdri sunt in contradictie cu rezultatele
prezentului studiu, precum si cu rezultatele actuale privind angiogeneza transmembranoasad precoce
[202] si cu succesul raportat de unele studii privind tehnicile de regenerare osoasd ghidata [207].
Schwarz si colaboratorii relateazd cd membrana de colagen nu a interferat cu inductia osoasd a unui
factor de crestere (thBMP-2) [202].

Rezumand studiul dat, separarea periostului (furnizarea resurselor esentiale de celule pentru
formarea osoasa mediata de rhPDGF-BB) nu a influentat intr-un mod negativ formarea precoce a
osului nou [202]. Rezultatele sustin ipoteza cd membrana de colagen ar putea in primul rand exclude
vascularizatia si cresterea in profunzime a celulelor osteoprogenitoare din periost. Functiile
suplimentare presupuse ale membranei, cum ar fi stabilizarea cheagului de sange si de a tine la
distantd celulele nedorite ale tesuturilor moi, nu par a stimula cresterea precoce a osului [208]. Prin
urmare, din cauza functiei de bariera a membranei, efectul precoce al thPDGF-BB + DBM +
membrand asupra formarii osoase nu diferd de cel din grupul non thPDGF-BB. Dupa 6 saptamani,
ar fi avut loc o neovascularizare transmembranard cu mineralizarea mai mare a osului nou si o
biodegradare a respectivei membrane de colagen. Prin urmare, dupa 6 sdptamani, efectul pozitiv al
membranei a fost evident. Acest fapt este in contradictie cu rezultatele obtinute de Rothamel si
colaboratorii, dar acest grup de cercetdtori a utilizat o0 membrana de colagen dubla cu o functie de
bariera prelungitd, In comparatie cu membrana subtire din studiul nostru [208]. Un dezavantaj al
utilizdrii membranelor poate fi considerat faptul ca o expunere precoce a membranelor de colagen la
mediul oral poate compromite rezultatul din cauza unei infectii sau din cauza dezintegrarii rapide.
Aceastd complicatie este inca foarte des intdlnita [205]. Jensen si Terheyden au declarat ca incidenta
dehiscentei tesuturilor moi a fost mai mare in cazul utilizarii membranelor neresorbabile decat a
membranelor resorbabile [209].

Studiile anterioare nu au putut evedentia o diferentd intre VBH in blocurile DBM sau
blocurile DBM pretratate cu BMP sau VEGF [203, 206]. Aceleasi concluzii au fost obtinute si in
prezentul studiu, dupa sase saptdmani nu s-au observat diferente semnificative intre grupul DBM si

grupul DBM + rhPDGF-BB.
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Noua VBH s-a determinat a fi din zona de contact a materialului inserat. Acest lucru
subliniaza incd o data necesitatea contactului direct a transplantului cu osul pentru o augmentare de
succes [206] si subliniaza importanta substituentilor ososi implant-fixati. Mai mult decat atat, a fost
observat un efect suplimentar al suprafetelor de implant asupra osificdrii initiale. Acest lucru este n
concordantd cu studiile anterioare [208]. Recent, V. Fald a demonstrat Tn model experimental ca
procesul de osteogeneza timpurie era mai pronuntat in defectul plombat cu Bio-Oss, imbogétit cu
BioR. Radiologic si histologic s-a confirmat ca Bio-Oss-ul este biocompatibil si are o citotoxicitate
joasa [210]. Studiile pe sobolani realizate de G. Granciuc au relevat ca administrarea subcutana a

compusilor de zinc si vanadiu are proprietatea de a spori activitatea de remodelare osoasa [211].

3.5. Sinteza rezultatelor capitolului 3

Rezultatele histomorfometrice indica faptul ca procesele chimice de pe suprafata bioactiva a
implanturilor dentare acoperite cu CaP pot asigura efecte sinergice pentru formarea osoasa peri-
implantard. DBM este un material osteoconductiv atunci cand este folosit pentru a regenera defecte
mici, de pand la 2 mm. Aceastda tehnicd ar putea fi aplicatd clinic pentru regenerarea
postextractionald, Tnainte de implantare.

Augmentarea osoasd complexd, folosind ca matrice biologici DBM cu sistem poros
interconectat, cu o structura spongioasa, combinatd cu plasarea simultana a implantului dentar, este
de succes In modelul experimental. Aceasta determind o bund crestere osoasd in profunzime a
matricei osoase si osteointegrarea implantului dentar.

Adaugarea de thPDGF-BB la blocurile DBM are un potential de a spori formarea osoasa
precoce pentru augmentarea complexa si utilizarea unei membrane in aceastd faza timpurie nu are
niciun beneficiu sau chiar micsoreaza formarea osoasd, probabil prin reducerea aprovizionarii

vasculare necesare. RhPDGF-BB are un efect local suplimentar.
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4. STUDIUL CLINIC RETROSPECTIV CU UTILIZAREA IMPLANTURILOR
DENTARE iN AUGMENTAREA OSOASA iN ATROFIILE PROCESULUI
ALEVOLAR AL MANDIBULEI

4.1. Caracteristica stabilitatii primare si secundare a implanturilor dentare

Progresele in cercetarea si dezvoltarea a noi biomateriale si imbunatatirea tehnicilor
chirurgicale au dus la o crestere continua a utilizarii implanturilor dentare in tratamentul edentatiilor.
Succesul pe termen lung al implanturilor dentare depinde in mare masurd de gradul de
osteointegrare in osul edentat. Volumul osului este adesea redus din cauza timpului prelungit dupa
pierderea dintelui, inainte de plasarea implantului, sau din alte cauze enumerate in capitolele
precedente. Dupa extractia dentard o pierdere medie de tesut osos a osului alveolar de 1,5-2 mm
(vertical) si 40% -50% (orizontal) are loc in termen de 6 luni. Cele mai multe modificari atrofice ale
procesului alveolar au loc in primele 3 luni de la pierderea dintelui. In cazul in care niciun tratament
nu este asigurat pentru a restabili pierderea dentara, atrofia osoasd continua, ajungand pana la 40% -
60% din volumul pre-extractional. Aceste modificari au loc In primii 3 ani de la instalarea edentatiei
[28]. Atrofiile osoase reprezintd o mare provocare pentru instalarea implanturilor dentare si de
asemenea pot determina rata de succes si supravietuire a acestor implanturi.

Influenta proprietatilor suprafetei implanturilor dentare asupra formarii interfetei dintre
implant si tesutul osos inconjurdtor este bine cunoscuta si documentatd [221]. Cu toate cd nu existd
nici o dovada a superioritatii unei suprafete fatd de alta, in raport cu rata de succes pe termen lung,
totusi este dovedit ca suprafata implantului dentar joaca un rol important in fazele timpurii de
osteointegrare [222].

Suprafata bioactivd acoperitd cu CaP a fost studiatd intensiv preclinic si recent s-au
demonstrat rezultate benefice In remodelarea osoasa initiald si timpurie [223]. Studiile clinice care
compard suprafetele bioactive de CaP sunt contradictorii, insa toate se rezuma la efectele benefice
ale CaP in fazele postoperatorii. Studii clinice referitor la relatia dintre aceste suprafete si
materialele de augmentare osoasa nu au fost relevate [224].

Prin urmare, in acest studiu retrospectiv de cazuri clinice s-au evaluat parametrii clinici si
paraclinici ai implanturilor dentare bioactive CaP, instalate concomitent cu augmentarea ghidata in

sectoarele edentate si atrofiate de mandibula [173].
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De asemenea s-a observat si beneficiul metodei clasice de regenerare osoasa ghidatd a
defectelor osoase imediat postimplantare. Problema de bazd, ce determind succesul acestei metode,
este determinatd de doud aspecte de baza ce impun dificultati in crearea si mentinerea spatiului unde
este nevoie ca osul sa regenereze. Primul factor este cauza acestei atrofii. Etiologia diversa (trauma,
infectii, suprasolicitarea cu proteze dentare) duce la o regenerare necompleta si inmaturd osoasa.
Aceste schimbari pot avea un caracter mitogen si pot influenta de asemenea tehnica chirurgicala de
regenerare osoasd ghidata. Al doilea factor este regenerarea sporitd a tesuturilor moi ale cavitatii
bucale in urma traumei. Aceasta regenerare sporitd de asemenea poate compromite zona osoasa
augmentata [20, 21].

Pentru a evita dificultatile de mentinere a spatiului biologic, tehnica de regenerare osoasa
ghidata impune folosirea membranelor de barierd in combinatie cu materiale de augmentare osoasa,
care au o ratd de resorbtie scdzutd, ca In cazul xenogrefei formate din matricea osului bovin
deproteinizat.

Regenerarea ghidatd, denumita anterior regenerare osteofilicd, a fost utilizatd pe larg,
incepand din 1965, in legdturd cu augmentarea osoasd in caz de traumatizme mari si defecte osoase
in urma interventiilor in patologiile oncologice. Efectul membranei depinde de marimea
microporilor din suprafata acesteia. Actualmente sunt folosite membrane resorbabile din colagen cu
marimea porilor de 0,5 um, ce nu permit invadarea precoce a tesutului fibros in regiunea grefata [19-
22]. Dupa resorbtia membranei de colagen, celulele ce deriva din periost vor completa regenerarea

0soasa.

Schema biologica [163] a acestei tehnici bazate de augmentare este prezentata in Fig. 4.1.
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Fig 4.1. Schema biologica a unei zone osoase augmentate: Blood vessel — vas sangvin;
Graft — grefa; Soft tissues - tesuturi moi; Recipient bone bed — osul native [163]

A —zona de formare a osteoclastelor;

B — zona de formare a osteoblastelor;

C —zona de actiune a factorilor de crestere vasculari;

Utilizarea acestei tehnici moderne de reconstructie osoasd permite o regenerare controlata
fara sd apard cicatrici ale tesuturilor moi ce pot invada zona augmentatd, care pot duce la formarea
tesutului fibros conjunctiv in loc de o remodelare osoasa.

Ca urmare a acestei interventii, fibrele de colagen si vasele sangvine invadeaza spatiile
formate de granulele substituentului osos demineralizat— DBM si spatiile dintre grefa si osul gazda.
Fibrele de colagen servesc drept cale de ghidaj pentru formarea capilarelor si formarea osului nou
intre suprafata implantului si zona augmentatd [15, 20]. Beneficiile de utilizare a xenogrefei
demineralizate DBM in situatiile clinice ce impun regenerarea osoasa ghidata in atrofiile procesului
alveolar inferior [28, 136, 137] pot fi sistematizate prin urmatoarele constatari:

1. DBM este un material steril, biocompatibil, ce nu induce riscuri de infectii;

2. DBM reprezintd o matrice deproteinizatd si demineralizatd, de aceea nu induce reactii

imunologice;

3. Suprafata rotunda si regulatd a granulelor de DBM scade riscul de iritare mecanicad a

tesuturilor Inconjuratoare si reduce reactia postoperatorie de inflamatie;
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4. Rezistenta si stabilitatea mecanicd a DBM previne degradarea timpurie a biomaterialului

si astfel se evitd activitatea necontrolatd a macrofagelor;

5. DBM este integrat in osul nativ fard incapsularea tesutului conjunctiv in zona augmentata.

Conform datelor rezultate din experimentele preclinice in vivo, adaosul de la acest complex

al factorului de crestere thPDGF-BB ar influenta pozitiv migrarea osteoblastelor si ar favoriza

angiogeneza in zona de augmentare a defectului osos. Insd aplicarea acestui factor in chirurgia orald

si maxilo-faciald este de abia in faza experimentald si studiile clinice nu pot avea actualmente [117,

139, 144, 163, 199, 222].

Analiza retrospectiva a permis sistematizarea unui algoritm folosit in implantarea dentara si

regenerarea osoasa ghidata de contur concomitenta:

10.
11.

12.
13.
14.

Anestezie loco-regionald si infiltrativa bucala;

Aprecierea grosimii mucoasei pe mijlocul crestei alveolare cu acul de la serings;

Incizia mucoperiostului pe mijlocul crestei alveolare cu continuare in mucoasa
procesului alveolar vestibular;

Decolarea mucoperiostului din partea vestibulara si orald cu ajutorul decolatoarelor
periostale;

Aprecierea grosimii si reliefului osos cu ajutorul osteometrului orizontal;

Forarea osului atimatizatd folosind racier abundentd cu solutie sterile NaCl 0.9% la
temperature camerei;

Aprecierea si documentarea grosimii peretilor neoalveolei cu ajutorul osteometrului
vertical si orizontal;

Inserarea implantului dentar cu determinarea fortei finale de inserare cu ajutorul cheii
dinamometrice (N/cm);

Aprecierea defectului de contur postimplantar;

Crearea prin forare a orificiilor osoase vestibulare pentru a obtine o microhemoragie;
Sectionarea periostului de mucoasd vestibulard cu ajutorul bisturiului si foarfecelor
chirugicale curbate;

Avivarea marginilor plagii linguale;

Augmentarea osoasa cu particule de os bovin demineralizat;

Ajustarea membranei resorbabile de collagen pentru a acoperi in totalitate zona de
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augmentare;

15. Fixarea etansa, la necesitate, a membranei de colagen cu surubul de acoperire in implant

si aplicarea deasupra zonei augmentate;

16. Sutura plagii fara tensiune cu fire neresorbabile, combinand tehnica in saltea si cea cu

fire separate.

Pentru a evalua clinic interferenta intre implant si os sunt folosite metode invazive (invers
torque) si non-invazive (Osstell — ISQ si analiza Periotest). Aprecierea indicilor ISQ si utilizarea
dispozitivului Periotest pentru documentarea stabilitatii primare (biologice) si secundare (mecanice)
a implanturilor dentare arata rezultate notabile stiintifice [218-220].

Perioada de observare clinicd a fost divizata in trei etape: postoperator, la 6 si 12 luni dupa
instalarea implanturilor dentare. Stabilitatea primara si secundara a fost documentatd cu ajutorul
dispozitivelor Osstell Mentor si Periotest.

Datele aparatului Osstell (ISQ) au fost colectate imediat dupa insertia implanturilor dentare
(Fig. 4.2) si dupa 6 luni, la etapa de protezare. Datele examindrii cu aparatul Periotest s-au obtinut,
in toate cazurile, imediat dupa o interventie chirurgicald, dupd 6 si 12 luni. Au fost documentate
valori mai mari de ISQ dupa 6 luni de vindecare, comparativ cu valori dupa interventia chirurgicala.
Datele numerice pentru Periotest au crescut in perioada primelor 6 luni si au rdmas constante dupa
12 luni de examinare. Aceste valori indicd o vindecare timpurie benefica in raport cu remodelarea
osoasa fatd de implant.

Procedurile de testare a stabilitatilor primare si secundare cu aparatele Periotest si Osstell nu
au indus erori, dificultati In documentarea si evaluarea statistica, nu au impus complicatii ce ar putea
influenta negativ osteointegrarea implanturilor si procesul de vindecare. Aceste tehnici sunt sigure

din punct de vedere tehnic 1n astfel de situatii clinice.
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Fig. 4.2. Imagine clinica a transductorului aparatului Osstell fixat de implant

Valorile medii Osstell ale implanturilor dentare la 6 luni postoperator, inainte de incarcarea
protetica, au constituit 59,1 ISQ (41-72, SD 5.7), comparativ cu valoarea medie de 63,1 (56-73; SD
3.5) imediat dupa inserarea implanturilor.

Valorile medii de analizd, cu ajutorul aparatului Periotest, imediat dupd inserarea
implanturilor au constituit: -3.64 (-8 pand la 3; SD 2.14). Dupa 6 luni de vindecare, la faza de
inserare a abutmentului de vindecare gingivald valoarea medie Periotest a fost -4.74 (-8--1; SD
1,57). Valoarea medie pentru analiza Periotest dupa 12 luni postoperator a fost -4.75 (-8 - + 2; SD
1,57).

Diferenta observata intre stabilitatea implanturilor dentare se poate explica prin faptul ca
procesul alveolar inferior atrofiat poate avea o densitate osoasd diferitd de la caz la caz. Aceasta
diferentd este determinatd de etiologia acestor defecte osoase, precum si de alti factori, precum:

timpul scurs de la extractia dentara, trauma si metoda extractiei, prezenta unor procese inflamatorii,
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traume sau tumori. De asemenea procedura de inserare a implanturilor, precum si aplicarea
metodelor de augmentare duce la schimbarea calitatii osoase, fapt ce se rasfrange si asupra
stabilitdtii secundare a implanturilor.

Rezultatele studiului aratd un cuplu de insertie pentru acest sistem de implanturi cu proprietati
autofiletante cu valori intre 10 - 50 Nem.

In osul de calitate clinici densid (D1) s-a documentat cea mai mare fortd de inserare a
implanturilor, avand in medie un cuplu cu 47,7 Nem (40-50; SD 3.1). O diferentd statistica

semnificativa (p <0,0001; Fig. 4.3) s-a observat intre fortd de insertie si calitatea osoasa:

- os DI1- forta medie de insertie de 47,7 Ncm, 5.5 % din cazuri;

- os D2 — forta medie de insertie de 37,6 Ncm (30-45; SD 2,96), 39,2% din cazuri;

- os D3- valoarea medie a cuplului de insertie de 30 Nem (15-35; SD 3.7), 40,2% din
cazuri;

- os de densitate moale D4 — cuplu mediu de insertie 21 Nem (10-25; SD 3.3), 15,1% din

cazuril.

50 4

40 l

Insertion Torque (Necm)
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T T T 1
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Bone Quality

Fig. 4.3. Reprezentarea grafica a relatiei intre forta de inserare a implanturilor dentare si
densitatea osoasa
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Cel mai mare cuplu a fost obtinut in regiunea anterioard a mandibulei cu valoarea medie de
peste 40 Ncem.Valori medii clinic favorabile 33 si 34 Ncm au fost documentate in sectoarele
posterioare ale mandibulei.

O diferenta statisticd semnificativa (P <0,0001) a fost estimata 1n ceea ce priveste diametrul
implantului si forta de insertie: cele mai mari valori au fost notate pentru implanturile cu diametrul
de 3,3 mm, (40-50 Ncm), 3,75 mm (30-35 Ncm), 4,2 mm (25- 35 Ncm) si respectiv 4,7 mm (30-40
Ncm). Lungimea implantului nu a influentat valorile statistice. Aceasta poate rezulta din faptul ca in
toate cazurile, cel putin 2/3 din suprafata implantului era instalatd in os, fapt ce nu necesita
augmentare ghidata, astfel obtindndu-se acelasi tip de fixare primara in regiunea apexului
implantului.

Datele din literatura de specialitate raporteazd o forta medie de insertie pentru implanturile
fara proprietati de autofiletare de 28.8 Ncm si de 25.9 Nem pentru implanturile autofiletante [225].
Rezultatele sistemului de implanturi autofiletante NobelActive demonstreaza un cuplu final de
inserare de la 15 la 70 Ncm in zonele procesului alveolar inferior [226]. In orice caz, rezultatele
depind de asemenea de calitatea osoasd, zona edentatd a mandibulei, precum si de tehnica
chirurgicala folositd pentru implantare. Alsaadi si coautorii au notat ca pentru 761 implanturi
autofiletante Ti-Unite MK-III forta medie de insertie a fost de 40 Ncm pentru os de tipul I si II, 22
Ncm - pentru os de tipul III si 17 Nem - pentru os de tipul IV [227]. Grupul de cercetatori condus de
Akca raporteazd pentru implanturile ITI Straumann si Astra Tech inserate in sectoarele posterioare

ale mandibulei valori ale fortelor de insertie de 57.58 si respectiv 68.53 Ncm [228].

4.2. Caracteristica criteriilor care determina rata de supravietuire si de succes a
implanturilor dentare

In coordonanti cu constatirile internationale, schimbrile osoase la nivelul peri-implantar
sunt un parametru esential pentru a descrie starea actuala a implantului si rata de succes si de
supravietuire a implantului dentar.

In acest studiu radiografiile panoramice au fost examinate. Evaluarea potentiald a
schimbadrilor osoase, precum si posibilitatea de a obtine valori veridice statistice pe baza imaginilor
radiologice reprezintd metode de incredere in cercetarea clinicd [177]. Bazandu-se pe
disponibilitatea imaginilor bidimensionale, numai zonele meziale si distale ale implanturilor au

putut fi interpretate (Fig. 4.4 51 4.5).
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In total, dupa 6 luni de la instalarea implanturilor dentare, valoarea medie documentati pentru
pierderea de masd osoasd in regiunea corticala alveolara a fost de 0,051 mm. Dupa 12 luni, o
apozitie cu valoarea medie de 0.016 mm a fost observata. Din datele sistematizate se poate observa
o diferenta statisticd esentiald Intre valorile resorbtiilor si apozitiilor osoase atestate la implanturile
instalate concomitent cu regenerarea osoasa ghidata (Fig. 4.6). Din cauza discrepantei matematice,

aceastd diferenta statistica nu permite trasarea anumitor concluzii clinice.

Fig. 4.4. Imagine radiologica imediat dupa inserarea implanturilor dentare
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Fig. 4.5. Imagine radiologica la 6 luni dupa inserarea implanturilor

Remodelarea osoasd de asemenea ar putea fi influentata in cazurile in care, la etapa a doua
chirurgicala, platforma implanturilor este acoperitd de os. In aceste cazuri, crearea lambourilor
mucoperiostale pentru inlaturarea substratului osos ce acoperd platforma implantard ar putea
conduce la dereglarea aportului sangvin, iar raclajul osos impune initierea unui proces de
remodelare posttraumaticd ce se poate rasfringe negativ asupra nivelului osos peri-implantar in timp
si, respectiv, a spatiului biologic. Astfel, apozitiile osoase ce conduc la acoperirea partiala sau totala
a platformei implantare nu pot fi considerate drept avantaj sau succes obtinut pe parcursul perioadei
de vindecare [217]. Crearea acestor lambouri de asemenea influenteazd negativ cand in acelasi

sector Intalnim concomitent situatii de apozitie si resorbtie osoasa la diferite implanturi (Fig.4.7)

120



04 ~

0.2 +

Bone loss (mm)
Q
o
1

T T
Bone loss after six months Bone loss after twelve months

Fig. 4.6. Remodelarea osoasa peri-implantara

Fig. 4.7. Imagine radiologica — resorbtie si apozitie de os in raport cu platforma si corpul

implantului
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Pe unele imagini radiologice de asemenea se vizualizeazd particule de os demineralizat
folosit n procedurile de augmentare, ce denota faptul ca materialul DBM nu era resorbat complet la

a doua etapd chirurgicala (Fig. 4.8).
y - ]

Fig. 4.8. Imagine radiologica la a 2-a etapa chirurgicala unde se vizualizeaza particule de
DBM.
In cele mai multe cazuri (73.9%) s-a documentat tesut gingival normal. In 23.9% cazuri s-a
depistat o inflamatie avansata. Scorul moderat de inflamatie a putut fi calculat in 8.4% cazuri.
Rezultatele au ardtat ca numai In 11.3% cazuri s-a putut provoca o usoarda sangerare peri-
implantara (gradul 1). Mucoasa peri-implantara este definita ca tesut cicatriceal cu rezistenta redusa
fatd de colonizarea bacteriand [228]. Procesele de sangerare sunt considerate ca simptome de
mucozitd peri-implantard [211] care sunt raportate in general la 50% din toate implanturile instalate

[229].
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In acest studiu procesele de sangerare au fost masurate in concordanta cu patru grade definite
de Miihlemann [216]. Cu toate ca pot avea loc posibile daune iatrogene - induse prin sondare [109],
pare a fi mai rezonabil de a lua in considerare doar reactiile de gradul 3 si 4, ca o dovada a unei

afectiuni mai severe.

Ratele de supravietuire si de succes
20 de implanturi dentare (15.8% din cazuri) au fost Inldturate din cauza inflamatiei severe 1n
primele patru sdptamani postoperator. Implanturile au fost inserate 1n mediu dupa 3,3 ani (1-9 ani)
dupd extractiile dentare. Toate implanturile au fost inserate in regiunea molarilor inferiori.

Diametrul implanturilor a variat intre 3,3 si 4.2 mm, iar lungimile intre 6 si 10 mm (Tabelul 4).

Tabelul 4.1. Repartizarea numarului de implanturi dupa diametru si lungime

Diametru (mm) Numair Lungime (mm) Numair
3.3 3 6 2

3,75 10 8 12

4,2 7 10 6

Total 20 20

Toate implanturile au fost inserate In os moale D4 cu stabilitatea primara mai micd de 15
Ncm. Valorile Periotest erau in mediu de + 2 si datele ISQ Osstell de — 47. Dintii prezentau depuneri
avansate de tartru dentar, iar gingiile sdngerau la o sondare usoard. Aceste semne indica o deficientd
in igiena dentara. Toti pacientii erau fumatori.

Imaginile radiologice au evidentiat zone de radiotransparenta peri-implantara, ce indicau un
proces de distructie osoasd. Implanturile esuate prezentau mobilitate de gradul 2-3. Implanturile au
fost inldturate sub anestezie locoregionala, au fost desurubate manual. Implanturile prezentau in

treimea superioard o masa dura de substantad alba-surie (Fig. 4.9).
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Fig. 4.9. Imagine dupa inliturarea imediata a implantului dentar din regiunea unde a

esuat augmentarea osoasa

La examenul microscopiei electronice s-au dovedit a fi particule de os demineralizat (DBM)

intercalate 1n os (Fig. 4.10).

SEM MAG: 102 x DET: SE Detector

HV: 20.0 kV DATE: 02/10/16 1 mm Vega ©Tescan
UTM

Fig. 4.10. Imagine la microscopia electronica a regiunii superioare a implantului

inldturat
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In regiunea apexului implanturilor dentare erau prezente semne de apozitie osoasa (Fig.

4.11).

SEM MAG: 72 x DET: SE Detector
HV: 20.0 kV DATE: 02/10/16 1 mm Vega ©Tescan
UTM

Fig. 4.11. Semne de apozitie osoasa pe suprafata spirelor implantului dentar

Regiunea corpului (mijlocul) implantului prezenta schimbdri de distructie, fisuri in suprafata
implantului dentar, precum si urme de tesut biologic necrotizat (Fig. 4.12). Natura morfologica a
acestui tesut nu a putut fi analizatd, din cauza cd la bombardarea cu particule de aur asupra
suprafetei implantului la examinarea microscopiei electronice, acest tesut era distrus din puct de

vedere biologic.
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Fig. 4.12. Fisuri multiple ale suprafetei metalice cauzate de procesul inflamator

Aceste imagini si documentari induc la concluzia cd regenerarea osoasa in aceste tehnici de
instalare a implanturilor incepe din regiunea osului nativ in zona contactului implantului cu osul.
Aceasta zona este regiunea apexului implantului dentar. De asemenea, in aceastd zond are loc
stabilizarea primard a implanturilor in aceste tipuri de defecte. Deci integrarea implanturilor dentare,
in situatii cand sunt utilizate si tehnici de regenerare osoasd ghidata, incepe in zona apexului
implantului, unde are lor fixarea primard in osul nativ, neafectat de procesul de resorbtie. Aceste
concluzii sunt sustinute si de rezultatele preclinice anterioare [ 139, 222, 230, 231, 232].

In total, rata de supravietuire de 1 an a rezumat la o valoarea statistica de 83,9%. Evaluarea
succesului s-a realizat dupa criteriile bazate pe principiile elaborate de Albrektsson si Buser [21,
212, 233]. Conform acestor criterii, succesul a fost confirmat in 83,9% din cazuri. Aceste date sunt
net inferioare si mult mai mici in comparatie cu implanturile instalate in sectoare edentate ce nu

necesita interventii de crestere osoasd — aproximativ 99% [173, 219, 234, 235].
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4.3. Sinteza rezultatelor la capitolul 4

In urma analizei rezultatelor obtinute s-a constatat ci atrofiile osoase la mandibuld
reprezintd 69% din totalul cazurilor ce necesitau instalarea implanturilor in cazul edentatiilor.
Instalarea implanturilor intr-o sedintd chirurgicald cu augmentarea osoasd a defectelor imediat
postimplantare permite aprecierea dinamicii stabilitatii lor. Pentru implanturile instalate in aceste
sectoare, stabilitatea primara a implanturilor se micsoreaza postoperator si creste treptat dupd 6 luni
de vindecare.

Stabilitatea biologicd a implanturilor grupului de studiu este statistic mai mare comparativ cu cea
mecanicd. Acest fapt poate fi explicat prin remodelarea osoasa in regiunea augmentatd. Procesul de
remodelare osoasa dupa augmentare se poate manifesta nu doar prin resorbtie, dar si prin apozitie de
os in jurul implanturilor dentare. Factorii primordiali care duc la esecul osteointegrarii implanturilor
dentare sunt: densitatea osoasd mica a osului alveolar, traumatismul chirurgical avansat, igiena
deficitara, precum si fumatul. Un dezavantaj important pentru inserarea implanturilor intr-o sedinta
chirurgicalda cu regenerarea osoasa ghidata este riscul aparitiei dehiscentelor mucoasei peri-

implantare, cauzate de mebrana de barierd, fapt ce conduce la pierderi semnificative de os.

Metoda datd are o rata de succes de integrare a implanturilor dentare egala cu 83.9% si este mult mai
inferioard in comparatie cu implanturile instalate in regiuni ce nu necesitd proceduri de reconstructie
0s0asa.

Reiesind din cele mentionate, instalarea implanturilor intr-o sedintd chirurgicala cu regenerarea
osoasd ghidatd, este invazivd, induce interventii chirurgicale laborioase, compromite integrarea si

stabilitatea implanturilor, precum si reabilitarea implanto-protetica a pacientilor.
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CONCLUZII SI RECOMANDARI

Concluzii

1. Rezultatele histomorfometrice indica faptul ca procesele chimice de pe suprafata bioactiva
a implanturilor dentare acoperite cu CaP asigura efecte sinergice pentru formarea tesutului 0sos nou
in regiunea peri-implantara.

2. Matrice osoasd demineralizatd este un material osteoconductiv atunci cand este folosit
pentru a regenera defecte mici, ale mandibulei de pand la 2 mm. Aceasta tehnica ar putea fi aplicata
clinic pentru regenerarea postextractionald, Tnainte de implantare.

3. Augmentarea osoasa complexd, in modelul experimental, folosind ca matrice biologica
osul deproteinizat cu sistem poros interconectat si structurd spongioasd, combinatd cu plasarea
simultand a implantului dentar, aratd o regenerare b, cu formare de tesut osos nou si care are un
atasament sigur la suprafata implant-os.

4. Adaugarea de thPDGF-BB la blocurile osoase demineralizate a ardtat ca exista potential
de a spori formarea osoasa precoce pentru augmentarea complex, totodata utilizarea unei membrane
de collagen 1n aceasta fazd timpurie nu are nici un beneficiu sau chiar micsoreazd formarea osoasa,
probabil prin reducerea vasculogenezei necesare.

5. La instalarea implanturilor concomitent cu augmentarea osoasd, intr-o sedinta
chirurgicald, evaluarea dinamicd a indicat ca stabilitatea primara a implanturilor se micsoreaza
postoperator, dar creste treptat dupa 6 luni de la implantare.

6. Studiile clinic efectuate aratd ca procesul de remodelare osoasd dupa augmentare se poate

manifesta nu doar prin resorbtie, dar si prin apozitie de os in jurul implanturilor dentare.
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Recomandari practice

1. Modelarea pe iepuri a leziunilor osoase poate fi obtinutd experimental prin creare
defectelor osoase, reproducand o reactie similara cu atrofiile procesului alveolar la mandibula.

2. Utilizarea iepurilor pentru cercetarea ca model experimental animal este recomandata
pentru a testa caracteristicile a diverse biomaterile, utilizdnd analiza histomorfometrica
bidimensionald pentru a studia evolutia modelului experimental de atrofie osoasd a preocesului
alveolar al mandibulei.

3. Acest model experimental pe iepuri de creare a atrofiilor osoase poate fi folosit in
domeniul medicinei regenerative si stomatologiei experimentale pentru studierea tehnicilor de
reginerare osoasd ghidate si testarea noilor metode de tratament.

4. Pentru evaluarea procesului de patologic reprodus pe modelul animal experimental se
recomanda de apreciat corelatia dintre substituientul osos utilizat si factorii de crestere n
remodelarea osoasa.

5. Pentru obtinerea substituientului osos in vederea reocnstructiei atrofiei, solutia ce contine
factorul de crestere rhPDGF-BB este aplicata pe grefa de matrice bovina demineralizatg, iar ca
rezultat se ob{ine o matrice osteconductiva.

6. Se recomanda ca extractul biologic utilizat pentru determinarea marcherilor biochimici ai
metabolismului osos sd se efectueze colorimetric, conform urmatorului principiu: fosfataza alcalind
scindeazd In mediu alcalin cu eliberarea fenolului, care la oxidare in prezenta 4-aminofenozonei
formeaza un compus complex de culoare rosie.

7. Pentru a preveni degradarea pieselor anatomice se determind gradul de atasare a tesuturilor
moi, consistenta, atasamentul lor fatd de regiunea osoasd experimentald, vascularizarea zonei
augmentate. Dupa 1inldturarea tesuturilor moi adiacente, regiunea osoasd se inlaturd In bloc
(macropreparat) cu marcare ulterioard. Preparatele se pastreaza in solutie de formalina tamponata cu
concentratia de 10%

8. In cazul dacd macroprepartul nu se utilizeazi complet, se recomanda ci acesta sa fie stocat
in frigider la -70 grade Celsius. Aceasta conditie ne permite sd evitdm formarea cristalelor de gheata

care lezeaza membranele celulare in material.
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10. Avand 1n vedere fragilitatea sporitd a macropreparatului ce contine implante dentare din
titan este important de a procesa blocul morfologic cu ajutorul unui microtom performant si slefuire
ulterioara pana la grosimea de 30-50 microni.

11. Pentru determinarea zonei de os nou format la locul augmentarii, indltimei osoase
verticale marginale, procentul umplerii osoase si procentului contactului osos cu implantul,
examindrile pieselor histologice trebuie efectuate computerizat, utilizand un sistem de analiza

automata a imaginii, cuplat cu o camera digitald video.
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Anexa 2

Algoritmul tehnicilor de deshidratare, infiltrare si colorare a pieselor histologice

Alcool etil\ilj 60% (3 zile)
Alcool etil\ilj 80% (3 zile)
Alcool etil\ilj 96% (3 zile)
Alcool etili\lc/ 100% (3 zile)
Alcool etil\ilj 70% (3 zile)
Alcool / Technox;ij 7200 70/30 (3 zile)
Alcool / Technoxii; 7200 50/50 (3 zile)
Alcool / Technovit 7200 30/70 (3 zile)

\%

Technovit 7200 pur (3 zile)

\%

Technovit 7200 / Apa distilata 70/30 (3 zile)
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