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II. CONTRIBUTII PERSONALE

CAPITOLUL 3 - OBIECTIV GENERAL, OBIECTIVE SPECIFICE SI

IPOTEZA DE LUCRU

3.1. Obiectiv general

Obiectivul general a fost de a compara in vitro si in vivo doua biomateriale de coafaj pulpar

pe baza de silicat tricalcic, dar cu mecanisme diferite ale reactiei de priza.

3.2. Obiective specifice

1.

Evidentierea naturii fazelor componente ale materialelor prin analizd termica complexa si
identificarea fazelor minerale ale materialelor prin difractie de raze X

Caracterizarea suprafetelor materialelor prin microscopie electronica de baleiaj cuplatd cu
microsonda de energie dispersiva de raze X, a topografiei prin masuratori de microscopie
de forta atomica si determinarea balantei hidrofob-hidrofile prin mésuratori ale unghiului
de contact.

Masurarea rezistentei materialelor prin determinarea microduritatii Vickers.
Caracterizarea in vitro a biomineralizarii materialelor prin microscopie electronica de
baleiaj cuplatd cu microsonda de energie dispersiva de raze X si prin spectroscopie n
infrarosu cu transformata Fourier

Evaluarea in vivo a celor doud materiale Tn urma realizarii procedurii clinice de coafaj

pulpar direct pe model animal, prin interpretarea histologica a rezultatelor obtinute.

3.3. Ipoteza de lucru

Am pornit de la ipoteza ca existd diferente In ceea ce priveste efectul celor doud materiale

testate asupra fiziologiei complexului pulpo-dentinar, unul dintre materiale fiind considerat in

momentul de fata standardul de aur, iar cel de-al doilea material este un material mult mai nou,

hibrid, modificat pentru Tmbunétatirea proprietatilor fizico-chimice si biologice.



CAPITOLUL 4. CARACTERIZAREA IN VITRO A DOUA MATERIALE
PE BAZA DE SILICATI DE CALCIU

4.1. Introducere

Cimentul MTA este un biomaterial utilizat la nivelul spatiului endodontic, fiind introdus in
practica stomatologica la Inceputul anilor 1990 si este utilizat in procedurile clinice de terapie
pulpara vitald, in manoperele endodontice regenerative drept barierd apicala in dintii cu pulpe
necrotice si apexuri deschise, pentru repararea perforatiilor radiculare sau a perforatiilor podelei
camerei pulpare, ca material de obturatie radiculara. In momentul de fati cimenturile MTA pot fi
privite drept noul standard de aur In cadrul manoperelor de terapie vitald, cum este coafajul pulpar
direct sau indirect.

In ultimii ani s-a incercat elaborarea unor cimenturi noi, provenite din MTA, modificate sau
hibride, care sa suplineasca anumite dezavantaje si sa imbunatateasca proprietatile fizico-chimice,
antibacteriene si biologice. Un astfel de material este si cimentul TheraCal LC, un material pe baza
de silicat tricalcic, modificat cu rasind fotopolimerizabild. TheraCal LC este utilizat clinic drept
material pentru obturatiile de baza sau ca liner, precum si ca agent de coafaj pulpar, actionand
drept un izolator sau bariera cu rol protector al pulpei dentare.

Ambele materiale sunt bioactive si capabile de a induce remineralizarea prin capacitatea lor
de a forma apatita folosind silicati de calciu si/sau aluminati de calciu. Acest aspect are ca rezultat
formarea de punti dentinare. Desi TheraCal LC a prezentat unele rezultate favorabile in comparatie
cu cele prezentate de MTA, acest material a fost investigat insuficient.

Rezultatele acestui studiu ofera perspective noi in domeniul materialelor dentare pe baza de
silicati de calciu. Scopurile specifice au fost de a evalua si compara in vitro: (1) compozitia chimica,
(i1) suprafata si caracteristicile microstructurale si (iii) testarea rezistentei a doud materiale dentare
comerciale, de coafaj pulpar, cu mecanisme diferite ale reactiei de priza: TheraCal LC si BIO

MTA+.
4.2. Materiale si metode

4.3.1. Materiale
Cele doua materiale incluse in studiu au fost:

e Theracal LC (Bisco, Schaumburg, IL, SUA)



e BIO MTA+ (Cerkamed, Stalowa, Polonia)
e 4.3.2. Metode
Materialele au fost analizate: (i) mineralogic prin difractie de raze X (XRD), analiza termica
complexa (DTA-TG), (i1) microstructural si proprietdti ale suprafetei prin microscopie electronica
de baleiaj (SEM) cuplatd cu energie dispersiva de raze X (EDX), microscopie de fortd atomica
(AFM), masuratori ale unghiului de contact (CA) si determinarea microrezistentei mecanice prin
teste de microduritate Vickers.
4.3. Rezultate
4.3.1. Analiza termicda complexd
Analiza termica complexa a fost efectuatd pe TheraCal LC intarit pentru a pune in evidenta
natura fazelor componente ale materialului. Trei faze exotermice, in cascada, cu pierdere de masa,
pot fi observate pe diagrama DTA, cu un efect mai puternic la 426°C. Pierderea de masa poate fi

atribuita descompunerii si arderii termice a componentei organice a probei de TheraCal LC.

4.3.2. Difractia de raze X

Diagramele XRD pentru TheraCal LC au sugerat ca faza minerald a fost formatd in
principal din silicat tricalcic (Ca3Si0s, PCDFWIN [042-0551]) si doua faze bogate in Ba si Sr
(BaZrO3-PCDFWIN [006-0399] si SrZrO;-PCDFWIN [023-0651]). Halourile din domeniul

unghiurilor mici (5°-20°) pentru proba necalcinata este datorat prezentei fazei organice.
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Diagrama XRD a pulberii anhidre de BIO MTA+ a aréatat principalele faze mineralogice:
silicat tricalcic (Ca3zSiOs, PCDFWIN [042-0551]), silicat dicalcic (Ca;SiOs, PCDFWIN [036-
0642]) st oxid de bismut (Bi2O3 — PCDFWIN [071-0466]).

4.3.3. Microscopie electronica de baleiaj cuplatia cu microsonda EDX

Microscopia electronica de scanare a fost initial efectuata pe ambele probe de material Intarit.
Proba intaritd de TheraCal LC a prezentat particule minerale distribuite uniform in matricea
organicd, caracterizatd prin prezenta unei micro-porozitati. Spectrele EDX sunt in corelatie cu
rezultatele analizei XRD, care prezintd prezenta principalelor elemente caracterisitice ale fazelor

minerale.
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Spectrul EDX este in bund concordanta cu rezultatele analizei XRD. Prezenta elementului P
a fost cel mai probabil datoratd unei faze fosfatice care a fost sub limita de detectic a
difractometrului sau a avut un grad scazut de cristalinitate. A fost de asemenea vizibila prezenta
Bi203, sub forma de tije, si a fazelor principale de hidratare - hidrati de silicat de calciu (CSH) sub

formd de ace / folii pliate si hidroxid de calciu (CH) sub forma de placi hexagonale.
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Imagini SEM pentru BIO MTA+ intérit la 3 zile, 37°C, R.H.=100%, cu detaliu pe
particulele de Bi,0s si spectrul EDX caracteristic

4.3.4. Microscopie de forta atomicd

Topografia suprafetelor ambelor probe a fost determinatd prin masurdtori AFM. Pentru
proba TheraCal LC, masurdtorile AFM au aratat o suprafata relativ netedd cu o rugozitate medie
(Ra) de 29,9 nm si o rugozitate medie patratda (Rms) de 38,3 nm. In ceea ce priveste BIO
MTA+, proba a avut o suprafatd rugoasa, cu o rugozitate medie (Ra) de 0,173 um si o rugozitate

medie patratd (Rms) de 0,215 um .



Rugozitatea medie a suprafetei TheraCal LC si repectiva MTA, obtinutd in urma masuratorilor AFM

Biomaterial Rugozitate medie Rugozitate medie patratica
TheraCal LC 0,029 pm 0,038 um
BIO MTA+ 0,173 pm 0,215 pm

4.3.5. Determinarea unghiului de contact

Pentru probele intarite de TheraCal LC si BIO MTA+ a fost determinat unghiul de contact.
Suprafetele celor doud materiale prezinta un caracter hidrofil, cu valori asemanatoare pentru cele
douad probe. Proba de TheraCal LC a prezentat o valoare a unghiului de contact de 62,83° indicand
un caracter putin mai hidrofil fata de proba de BIO MTA+, care a inregistrat o valoare a unghiului
de contact de 66,64".

Masuratorile unghiurilor de contact pentru biomaterialul TheraCal LC si respectiv BIO MTA+

Biomaterial Unghi de contact Deviatie standard
TheraCal LC 62,83° 0,81
BIO MTA+ 66,64° 4,15

4.3.6. Determinarea microduritatii Vickers
Microduritatea suprafetelor celor doua materiale a fost determinata prin masurdtori ale
microduritatii Vickers. In cazul materialului TheraCal LC a fost inregistrati o microduritate de 16

HV, iar in cazul BIO MTA+ o microduritate de 64 HV.

4.4 Discutii

Caracterizarea suprafetei reprezintd un pas important In stiinta materialelor datorita
modificarilor care pot surveni In momentul procesarii si al testarii acestora.

Difractia de raze X este o tehnica importanta de caracterizare a materialelor cristaline.
Difractia de raze X, utilizatd pentru caracterizarea compozitiei si a fazei cristaline, efectuata pe
probele de TheraCal LC, a indicat prezenta urmatoarelor faze minerale: Ca3SiOs, BaZrOs si
SrZrOs. In plus, imaginile SEM au prezentat o distributie uniforma a acestor faze in matricea
polimerica si spectrul EDX a demonstrat prezenta bariului si a strontiului ca elemente radio-

opacizante.



Difractograma efectuata pe pulberea anhidra de BIO MTA+ a indicat prezenta silicatilor de
calciu cu urmatoarele faze principale - Ca3SiOs, Ca2Si04 s1 Bi2Os, rezultatele fiind in concordanta
cu alte studii efectuate. Aceste aspecte sunt in concordanta cu principalele faze solide, identificate
in urma analizdrii XRD a cimentului Portland (ciment care st la baza compozitiei MTA-ului:
silicat tricalcic (alit / Ca3SiOs) si silicat dicalcic (belit / CaxSiO4), Impreuna cu componentele
oxidice principale: CaO, Si02, AL2O; si Fe2Os3, intr-un studiu efectuat de Scrivener, K.L. si col.

Adaugarea elementului radioopacizant Bi>O3 este necesard, radioopacitatea fiind una dintre
cerintele de baza ale unui material dentar, iar hidrocompusii care rezultd In urma reactiei de priza
au fost depusi pe suprafata materialului.

Rezultatele masuratorilor AFM au ardtat cd proba TheraCal LC a avut o suprafatd mai
netedd decat cea a BIO MTA+. Cristalele minerale de dimensiuni mai mici au fost dispersate usor
in matricea rasinicd a TheraCal LC, facand suprafata mai omogena.

Unghiul de contact sau energia de suprafatd este o proprietate importanta a materialelor
prin care se determind caracterul hidrofil sau hidrofob a unei suprafete. Ambele materiale, BIO
MTA+ si TheraCal LC, prezinta un caracter hidrofil, fara o diferentd semnificativa.

Din punct de vedere al microduritatii celor doud suprafete, a fost observat faptul ca
microduritatea materialului TheraCal LC este mai scazuta fata de cea a cimentului MTA. Acest
aspect poate fi explicat prin prezenta componentei rasinice, in compozitia materialului TheraCal

LC, care influenteaza modulul de elasticitate al acestuia.

4.5. Concluzii

1. Ambele materiale prezinta ca fazd mineralogica principala silicatul de calciu, cu
mentiunea ca cimentul MTA contine mai multe faze minerale, iar materialul TheraCal
LC contine rasina fotopolimerizabila in compozitia sa.

2. Oxidul de bismut, identificat in compozitia BIO MTA+, poate constitui substrat de
cristalizare pentru fazele minerale noi formate, aspect confirmat de prezenta compusilor
CSH la nivelul acestuia.

3. Ambele materiale prezinta suprafete rugoase, MTA-ul atingand o valoare mai mare fata
de TheraCal LC, iar cele doua biomateriale prezinta un caracter hidrofil al suprafetelor.

4. Din punct de vedere al microduritatii suprafetelor, BIO MTA+ este superior TheraCal
LC-ului, inregistrand o valoare similara cu microduritatea dentinei, aspect ce il indica in

tehnicile stratificate de restaurare coronara.
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CAPITOLUL 5. BIOMINERALIZAREA IN VITRO A DOUA MATERIALE
DE COAFAJ PULPAR PE BAZA DE SILICATI DE CALCIU

5.1. Introducere

Hidroxiapatita este principalul mineral de fosfat de calciu de la nivelul tesuturilor dure ale
organismului, precum oasele sau dintii. Hidroxiapatita este un compus de naturd anorganica care
se gdseste 1n cantitatea cea mai crescutd in compozitia smaltului dentar si este compusa in principal
din calciu si ioni de fosfat. De exemplu, in cazul smaltului, demineralizarea presupune pierderea
de calciu si ioni de fosfat din structura acestuia, in timp de remineralizarea presupune acumularea
de calciu si fosfat, provenit din fluidele orale suprasaturate, la nivelul smaltului.

Materialele pe bazd de silicati de calciu si derivatii acestora au potentialul de a forma
structuri cristaline la nivelul stratului dentinar. Studii in vitro si clinice au ardtat o crestere a
depunerii minerale in dentina atunci cand cimenturile silicati de calciu au fost aplicate la nivelul
unor leziuni carioase create artificial in vitro si leziuni cariose in vivo, fiind asociata cu depunerea
minerald intratubulara si superficiala.

MTA este in principal format din oxid de calciu sub forma de silicat tricalcic, silicat dicalcic
si aluminat tricalcic cu oxid de bismut adaugat pentru radioopacitate si este considerat un ciment
silicat, mai degraba decat un amestec de oxizi, capabil sd induca cristalizarea substratului dentinar.
TheraCal LC, un material pe bazd de silicat tricalcic cu continut de matrice rasinica
fotopolimerizabild, este indicat pentru coafajul pulpar si are la randul sdu un potential stimulator
pentru formarea de hidroxiapatitd si inducerea formarii dentinei tertiare.

Scopul studiului a fost de a compara, din punct de vedere al bioactivitatii, caracteristicile
suprafetei si microstructurii, doud biomateriale care indeplinesc aceeasi functie clinica (formarea
barierei dentinare), dar care sunt sisteme liante cu mecanisme de reactie de priza diferite: TheraCal
LC - un silicat tricalcic fotopolimerizabil si BIO MTA+, un ciment trioxid mineral agregat.
Ambele materiale prezinta proprietati bioactive, care interactioneaza cu mediul apos si formeaza

faze de apatitd, care contribuie la mineralizarea suprafetei.
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5.2. Materiale si metode
5.2.1. Materiale

Bioactivitatea in vitro a ambelor materiale a fost evaluata pe probele intarite de TheraCal
LC, prin foto-polimerizare, si probe de BIO MTA+, intarite timp de 3 zile la 37°C, R.H. Pentru
aceasta, probele intdrite au fost imersate intr-o solutie de fluid corporal simulat (SBF).

Compozitia solutiei de SBF

Reactant Cantitate

NaCl 7,996 g/L
NaHCOs3 0,350 g/L
KCl 0,224 g/
KoHPO4 - 3H20 0,228 g/L
MgCl, - 6H,O 0,305 g/L

1 Kmol / m® HCI (87,28 ml de 40 cm® / 1000 mL
35,4% HCI)

CaCl, 0,278 g/L
NaxSO4 0,071 g/L
(CH20H3)CNH;(tris) 0,057 g/L

1 Kmol / m* HCI pentru ajustarea pH - ului la 7,25

5.2.2. Metode
Bioactivitatea in vitro a fost evaluata calitativ prin SEM cuplat cu EDX si FT-IR, evidentiind
mineralizarea suprafetei.

5.3. Rezultate

5.3.1. Microscopie SEM cuplati cu micro-sondi EDX

Se observa ca, prin imersarea in solutie SBF, la 7, 14 si 28 de zile, suprafata materialelor a
fost mineralizata, datoritd formarii fazelor apatitice, sub forma de placi care au format sfere.
Formarea acestor faze apatitice a fost sustinutd de spectrele EDX, unde s-a observat o intensitate
importanta a elementului P.

In ceea ce priveste proba de TheraCal LC, s-a observat prezenta Si impreuna cu Ca, ceea ce
sugereazi formarea de hidrosilicati in prezenta SBF. In cazul probei de BIO MTA+ imersati in
solutie SBF, intensitatea Si a scazut cu timpul de imersie in SBF, ceea ce sugereazd depunerea pe

suprafetele de CSH a fazelor apatite.
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Micrografii SEM la diferite magnificatii si analiza elementala a suprafetei de BIO MTA+ la 28
de zile, care arata mineralizarea

5.3.2. Spectroscopie in infrarosu cu transformata Fourier

Spectrul initial FT-IR pentru TheraCal LC a aritat prezenta unor benzi de COs* 1a 700 cm’!
si 0 bandi la 917 cm™!, atribuitd SiO4*, indicand faza de alit. O bandi caracteristici de indoire
pentru alit (Ca3SiOs) a fost vizibili la 937 cm™. Benzi pentru grupirile PO4>" au fost observate la
1043 si 1075 cm™! si 0 bandi pentru intinderea asimetrici a CO3> la 1410 cm™'. Aceste benzi au

fost atribuite apatitei si calcitului, care nu au putut fi identificate in urma analizei XRD.
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Spectrele FT-IR pentru pulberea BIO MTA+ au prezentat diferente in momentul in care au
fost comparate cu cele obtinute initial pentru TheraCal LC. O bandi pentru SO4> din anhidrit
(sulfat de calciu anhidru) sau ghips (sulfat de calciu) a fost identificatd la 620 cm™. Banda de
intindere de 1a 917 cm™' a fost atribuitd SiO4* din alit (Ca3SiOs); benzi la 878 — 873 cm™! au indicat

prezenta SiO4* din alit. A fost atribuitd in urma hidratirii o bandi la 960 cm™ pentru CSH.

TheraCal LC la 37°C, u,,,=100% TheraCal LC imersat in SBF

1402

14 zile

Absorbanti (a.u.)

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
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917

material initial 93\14 %0
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Lungime de undi (em™)

Spectrele FT-IR pentru TheraCal LC in timpul reactiei de priza si dupa imersia in SBF
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5.4. Discutii

Capacitatea de a forma structuri asemanatoare apatitei este datorata potentialului de eliberare
in mediu ambient de ioni de hidroxil (OH") si ioni de calciu (Ca®"), in momentul in care suprafata
materialului vine in contact cu fluide fiziologice ce contin fosfat. Precipitatele se formeaza prin
dizolvarea hidroxidului de calciu care se formeaza in timpul reactiei initiale de hidratare,
determinand cresterea pH-ului si a concentratiei de ioni de Ca®" si ducand la suprasaturarea
fluidului care contine fosfat in raport cu fosfatii de calciu si, prin urmare, favorizeaza precipitarea.

Materiale bioactive si biocompatibile precum MTA pot sa moduleze reparatia tisulara si sa
faciliteze depunerea de tesut dur dentar prin favorizarea depunerii de apatitd carbonatatd. Acest
aspect este important deoarece materialele de coafaj pulpar pot induce remineralizarea dentinei
afectate de procesele carioase si pot activa procesul de neodentinogeneza cu formarea unei punti
noi de dentina tertiara.

Comportamentul in vitro al celor doua materiale investigate a fost studiat prin spectroscopie
FT-IR si imagistica SEM la 3, 14 si 28 de zile de la imersarea probelor in solutia de SBF. In cazul
ambelor materiale, formarea de faze apatitice, a fost identificatd prin formarea de sfere alcatuite
din placi de agregate. Aceste aspecte au fost confirmate de spectrul EDX asociat masuratorilor
SEM. Imagistica SEM tipicd mineralizarii a fost datd de prezenta unor aglomerari sferice formate
din placi de apatita. Formatiunile de CSH au fost observate sub forma de ace.

Aspecte similare au fost descrise de catre Abu Zeid si col. in caracterizarea SEM a doua
cimenturi MTA comerciale. In cazul TheraCal LC, prezenta fosfatului de calciu la nivelul
suprafetei a fost evidentiatd prin prezenta elementului P in spectrul EDX si al PO4*" in spectrul FT-
IR. Formarea hidroxiapatitei pe suprafetele de White MTA si TheraCal LC, la 7 zile dupa
imersarea acestora intr-o solutie salind tamponata cu fosfat (PBS), a fost observatd de Yamamoto,
S. si col.. Imaginile SEM din acelasi studiu au ardtat prezenta unor precipitate cristaline de
dimensiuni diferite pe suprafatd, cu un aspect sferic cu micro-proiectii aciculare (sub forma de
ace). Intr-un alt studiu condus de Guimardes, B.M. si col. a fost observati prezenta fosfatului de
calciu pe suprafetele unor cimenturi MTA si respectiv MTA fluid, dupd imersarea acestora intr-o
solutie de SBF timp de 28 de zile. Acelasi studiu a identificat oxidul de bismut ca agent
radioopacizant in compozitia cimentului MTA, iar aspectul imagistic SEM a aratat prezenta pe
suprafata neregulata a materialului a unor particule de oxid de bismut cu dimensiuni variabile, in

matricea cimentului.
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Rezultatele analizei FT-IR pentru TheraCal LC au prezentat benzi similare pentru alit
(Ca3SiOs) si apatitd (HA-C19(PO4)s(OH)2), COs*, SiO4*, CSH si carbonat de calciu, similar
datelor din literatura si, dupa terminarea reactiei de priza, au putut fi identificate benzi pentru CSH.
Prin imersie in SBF s-a observat ca benzile caracteristice ale grupurilor fosfatice au crescut,
datorita mineralizarii suprafetei materialului intarit. Analiza FT-IR efectuata pe pulberea anhidra
de BIO MTA+ a aritat benzi pentru COs* si alit, similare cu cele obtinute de Abu Zeid si col. si
Gandolfi si col. Prin hidratare la 37°C, R.H. = 100%, silicatii de calciu au fost transformati in
hidrosilicati de calciu, prezenta lor fiind demonstrata prin imaginile SEM, prin intermediul
formelor de ac / folii si a spectrului FT-IR. La nivelul suprafetei de TheraCal LC a fost observata
prezenta matricii rasinice amorfe si o microstructurd densd, cu cristale de fosfat de calciu
romboidale la nivelul acesteia. Analiza EDX a identificat intensitati mai mari pentru calciu. Aceste
aspecte sunt similare cu cele identificate in studiul personal.

Biomineralizarea cimentului MTA a fost observata experimental de catre Lim M. si col. prin
aditie de clorurd de calciu (CaClz) 5%, amestec care a dus la cresterea proliferdrii si a expresiei
genetice a celulelor stem pulpare umane, fara sa fie afectata solubilitatea si rugozitatea suprafetei.
Rugozitatea crescuta a suprafetei BIO MTA+ si lipsa matricei de rasina poate duce la o depunere
mai buna a hidroxiapatitei dupa 28 de zile de imersie in solutia SBF. Factori precum concentratia
ionilor de calciu, dar si pH-ul mediului inconjurator, pot influenta formarea fazelor de apatita la
nivelul suprafetei unui biomaterial prin accelerarea acestui proces.

5.5. Concluzii

1. Ambele materiale testate au proprietati bioactive, putand sd dezvolte apatita la nivelul
suprafetelor, dupa imersia acestora intr-o solutie asemandtoare mediului fiziologic intern
uman.

2. Cele doud biomateriale prezintd abilitatea de a forma hidrosilicati In prezenta solutiei de
SBF.

3. Chiar daca ambele materiale contin silicati, BIO MTA+ contine mai multe faze minerale.

4. Mineralizarea a fost mai buna in cazul materialului BIO MTA+, atat faza anhidra, cat si
cea hidratatd formand depozite de apatita la nivelul suprafetei.

5. BIO MTA+ pare a fi o alegere mai buna fatd de TheraCal LC din punctul de vedere al

capacitatii de stimulare a remineralizarii dentinare.
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CAPITOLUL 6. EVALUAREA IN VIVO A DOUA BIOMATERIALE DE
COAFAJ PULPAR

6.1. Introducere

Biomaterialele de coafaj pulpar trebuie sa aiba abilitatea de a stimula potentialul regenerator
al pulpei dentare, prin activarea neodentinogenezei si formarea de dentina tertiara sub forma unei
punti dentinare, prin activarea odontoblastelor de la nivel pulpar. Aceste aspecte survin in
momentul Tn care pulpa dentara este expusa direct mediului oral, necesitand efectuarea manoperei
clinice de coafaj pulpar direct. Biomaterialul utilizat in coafajul pulpar poate dicta prognosticul si
succesul manoperei clinice.

Numeroase biomateriale au fost propuse de-a lungul timpului pentru manoperele clinice de
coafaj pulpar. MTA, un ciment pe baza de silicati de calciu, a devenit in ultimii ani materialul ideal
de coafaj pulpar, ajungand “standardul de aur” in aceasta categorie de biomateriale. MTA a fost
utilizat cu succes in testdri in vivo, atat pe subiecti umani cat si pe model animal, rezultatele
indicand o biocompatibilitate bund, Inchidere marginald eficientd, activitate antimicrobiana, un
raspuns pulpar inflamator scdzut si stimularea proliferarii celulelor pulpare, cu diferentierea
odontoblastelor. TheraCal LC, un silicat tricalcic modificat cu rasina fotopolimerizabila, a fost
utilizat cu succes in vivo, In coafajul pulpar direct. Totusi, au existat raportari in privinta unui
raspuns nefavorabil al pulpei dentare Tn anumite situatii, acest aspect putand fi o consecinta a
efectelor toxice ale monomerilor de rasind rdmasi nepolimerizati.

Scopul experimentului in vivo pe model animal a fost de a compara efectul celor doua
biomateriale asupra pulpei dentare in urma coafajului pulpar direct. Obiectivele au fost de evaluare
a gradului inflamator pulpar si activarea procesului de neodentinogeneza sub forma depunerii
dentinei tertiare.

6.2. Materiale si metode

6.2.1. Materiale

6.2.1.1. Animale de experiment
Experimentul in vivo a constat in realizarea unor cavitati cervicale vestibulare la nivelul
incisivilor maxilari si mandibulari de iepure, cu deschiderea camerei pulpare si plasarea unor

biomateriale (BIO MTA+ si TheraCal LC) care, in contact cu pulpa dentara, stimuleazd
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odontoblastele din periferia pulpei dentare sa secrete dentind tertiard (proces de

neodentinogenezd), formand o barierd de tesut dentinar la locul de deschiderii camerei pulpare.
Animalele utilizate pentru experimentul in vivo de neodentinogeneza au fost iepuri din

tulpina New Zealand White. Locul in care s-a realizat studiul in vivo a fost Crescétoria de animale

de laborator - INCDMI “Cantacuzino”.

6.2.1.2. Instrumentar
6.2.1.3. Biomateriale
Materialele utilizate au fost agenti de coafaj pulpar — TheraCal LC si BIO MTA+.

Materialele au fost preparate conform indicatiilor producatorilor.

Incisiv central superior dreapta Incisiv central superior stanga

TheraCal LC BIO MTA+

Incisiv central inferior dreapta Incisiv central inferior stanga

Repartizarea materialelor experimentale TheraCal LC si BIO MTA+ la nivelul incisivilor
maxilari si mandibulari de iepure

6.2.2. Metode

6.2.2.1. Efectuarea in vivo a coafajului pulpar direct
6.2.2.2. Obtinerea sectiunilor dure dentare

6.2.2.3. Procesarea histologica a dintilor de iepure
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6.2.2.4. Exameninarea lamelor histologice si a sectiunilor dure dentare

6.2.2.5. Imunohistochimie

6.3. Rezultate

6.3.1. Sectiuni dure dentare

Sectiuni dure prin incisivi superiori coafati pulpar cu TheraCal LC (a) si cu BIO MTA+ (b)
6.3.2. Studiu histologic
6.3.2.1. Status inflamator pulpar

Statusul pulpar al dintilor implicati in studiu, din punct de vedere al necrozei

Stasus pulpar din punct de vedere al prezentei (Scor=1)
sau absentei (Scor =0) necrozei
DINTE SCOR DINTE SCOR
CSo1 0 CS11 0
CS02 0 CS12 0
CS03 0 CS13 0
CS04 0 CS14 0
CSo05 0 CS15 0
CSo06 0 CS16 0
CS07 0 cS17 0
CSo08 0 CcS18 0
CS09 0 cS19 0
CS10 0 CS20 0
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Imagini histologice ale pulpelor dintilor CS01-CS08
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6.3.2.2. Masuratori ale straturilor de odontoblaste
Au fost realizate masuratori ale indltimii straturilor odontoblastice vestibulare si orale
(palatinale/linguale). Pentru fiecare dinte implicat in studiu au fost efectuate cate doua masuratori

pentru stratul odontoblastic vestibular (Vi si V2) si respectiv doud pentru cel oral (O si O2).
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Masuratori ale inaltimii straturilor de odontoblaste in punctele V; si Oy

6.3.2.3. Formarea puntii dentinare

20 um

Punte dentinard formata in dintele CS04. Magnificatie 20x si 40x. Coloratie HE.
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6.3.2.4. Imunohistochimie

Marcare IHC pentru dintele CS02

6.4. Discutii

Succesul clinic al coafajului pulpar direct poate fi influentat de o serie de factori precum
dimensiunea suprafetei expunerii pulpare, prezenta microorganismelor, varsta pacientului sau tipul
biomaterialului de coafaj utilizat si de raspunsul pulpar generat. Numeroase materiale de coafaj
pulpar au fost propuse si utilizate de-a lungul timpului, iar In momentul de fata se poate observa
prezenta MTA-ului drept standardul clasei de biomateriale pe baza de silicati de calciu. Noutatea
MTA-ului a constat in abilitatea acestui ciment de a-si desfagura reactia de priza in medii cu
umiditate crescuta.

Pe langa formarea tesutului nou dentinar, a fost urmdritd inflamatia pulpard care poate
surveni in urma coafajului pulpar. Un material ideal de coafaj pulpar nu trebuie sa induca aparitia
inflamatiei pulpare, care poate fi urmatd de necrozd pulpard. Ambele materiale testate
experimental au generat o inflamatie pulpard minima, eventual localizatd sau minimal difuza, iar
necroza pulpard a fost absenta in toti dintii coafati pulpar. Aceste aspecte certificd o
biocompatibilitate crescutd, atat pentru TheraCal LC, cat si pentru BIO MTA+. Studii pe model
animal in vivo confirma biocompatibilitatea optima a celor doud materiale, cu o prezenta scazuta
a gradului inflamator pulpar.

Studii in vivo efectuate de Cannon, M. si col. si Li, X. si col. au aratat ca TheraCal LC, un
agent de coafaj pulpar hibrid, a indus depunerea de tesut dur dentinar la nivelul locului de expunere
cu raspuns scazut al celulelor inflamatorii. Acest lucru este o consecintd a formarii CH in urma

reactiei de hidratare, care a creat premisa unui pH ridicat cu activitate antibacteriana si formarea
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de ioni de calciu care a indus morfodiferentierea si proliferarea celulelor odontoblastice la nivelul
locului de expunere a pulpei [203]. Un alt studiu a raportat absenta formarii puntii dentinare, cel
mai probabil din cauza prezentei necrozei pulpare, precum si a prezentei tesutului pulpar necrotic
si al cheagului de sange sub zona de expunere pulpara, la 70 de zile consecutiv realizarii coafajului
pulpar direct.

Dentina tertiard are un aspect distrofic, cu un traiect mult mai sinuos si dezorganizat al
tubulilor dentinari sau poate prezenta o structurd atubulard. Aceste aspecte sunt similare cu puntea
dentinard nou formatd, completd, observatd in cazul dintelui CS04, care prezintd o structurd
tubulard neregulata in periferie si o zona centrald omogena de tesut dur, atubulara. Punti dentinare
nou formate, complete sau incomplete au fost observate si in cazul altor dinti (CS01, CS02 si
CS05).

Rezultatele obtinute in urma imunohistochimiei au indicat prezenta formarii dentinei tertiare
in cazul a doi dinti, unul coafat pulpar cu TheraCal LC (CS10) si celalalt cu BIO MTA+ (CS02).

Biomaterialele de coafaj pulpar sunt utilizate cu succes in procedurile minim invazive din
cadrul terapiilor vitale pulpare. Raspunsul pe care materialul il genereaza la nivelul complexului
pulpa-dentina trebuie sa fie optim si sd genereze un beneficiu maxim prin activarea procesului de
neodentinogenezd. Un numar considerabil de studii sustine biocompatibilitatea, stimularea
formadrii barierei dentinare si un raspuns inflamator pulpar scazut pentru majoritatea cimenturilor

MTA si a celor pe baza de silicati de calciu.

6.5. Concluzii

1. Ambele materiale au indus un grad inflamator pulpar minim in urma coafajului pulpar
direct.

2. Niciun dinte nu a prezentat necroza pulpara in urma coafajului pulpar direct.

3. A fost observata prezenta dentinei tertiare sub forma de punti dentinare complete sau
incomplete.

4. Marcarea IHC a dentinei si odontoblastelor a fost observata in cazul ambelor materiale,
indicand formarea dentinei tertiare.

5. lepurele din rasa New Zealand nu reprezinta un model ideal pentru coafajul pulpar in vivo

din cauza cresterii constante a incisivilor.
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CAPITOLUL 7. CONCLUZII GENERALE SI CONTRIBUTII
PERSONALE

7.1. Concluzii generale

Pastrarea statusului vital al pulpei dentare este o necesitate pentru mentinerea dintilor la
nivelul arcadelor dentare, pentru o perioada cat mai indelungata de timp. Biomaterialele de coafaj
pulpar direct sunt utilizate de zeci de ani pentru tratamentul situatiilor clinice in care pulpa dentara
este expusa direct mediului oral, n urma unor patologii variate. Progresul tehnologic al ultimilor
ani a favorizat aparitia unor materiale de coafaj pulpar din ce in ce mai elaborate si complexe, care
prezintd proprietati fizico-chimice, mecanice si biologice superioare fatd de vechile generatii de
materiale.

Cele trei directii de cercetare au o abordare multi- si pluridisciplinard. Au fost testate doua
biomateriale pe bazd de silicati de calciu, care indeplinesc clinic acelasi rol si anume stimularea
formarii dentinei tertiare, prin activarea procesului de neodentinogeneza, in urma manoperelor de
coafaj pulpar direct, dar cu mecanisme diferite ale reactiei de prizd. Corelarea datelor in vitro
despre compozitia celor doud biomateriale, prin determindri de analizd termicd complexa si
difractie de raze X, cu cele obtinute Tn urma imagisticii SEM si analizei elementale prin EDX, cu
determinarea topografiei suprafetelor prin AFM si al caracterului hidrofob-hidrofil prin CA,
testarea rezistentei mecanice prin microduritate Vickers, cu biomineralizarea in vitro a suprafetelor
testate, imersate timp de 28 de zile in solutie de SBF, cu date obtinute in urma coafajului pulpar in

vivo, pe model animal, ofera originalitate studiului.

Doud biomateriale de coafaj pulpar au fost caracterizare fizico-chimic, mecanic $i prin
imagistica SEM si EDX.

o Analiza termicd complexd si analiza XRD, efectuate pe ambele materiale, au pus in
evidentd natura fazelor cristaline principale, cu mentiunea ca cimentul MTA contine mai
multe faze minerale, iar materialul TheraCal LC contine rasina fotopolimerizabild in
compozitia sa.

o Analiza XRD a materialului TheraCal LC, calcinat si necalcinat, a pus in evidenta faza

mineralogica principala de silicat tricalcic, precum si doud faze bogate in Ba si Sr, atribuite
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zirconatului de bariu si zirconatului de strontiu, iar proba necalcinatd de TheraCal LC a
indicat prezenta fazei organice.

Suprafetele biomaterialelor au fost caracterizate prin imagistica SEM, indicand o
microstructurd densd pentru cimentul BIO MTA+ si un aspect de particule dispersate in
matricea organica pentru TheraCal LC.

A fost identificat oxidul de bismut, prin imagistica SEM, in cazul BIO MTA+, sub forma
de tije, care poate constitui substrat de cristalizare pentru fazele minerale nou formate.
Masuratorile AFM au indicat o suprafatd mult mai rugoasa pentru cimentul BIO MTA+,
datorita lipsei componentei organice din compozitia sa, iar caracterul hidrofil al ambelor
materiale a fost determinat prin masuratori ale unghiului de contact. Avand in vedere
plasarea materialelor de coafaj direct, in imediata proximitate a unui strat celular
(odontoblastic), o suprafatd cu rugozitate si caracter hidrofil devine indicata.
Microduritatea Vickers a indicat o valoare de patru ori mai mare pentru cimentul BIO
MTA+, valoare similara cu cea a dentinei, fapt ce il favorizeaza in tehnicile stratificate de

obturatie coronara.

Biomineralizare suprafetelor celor doud biomateriale a fost evaluata pe o perioada de 28 de

zile, In urma imersiei probelor intr-o solutie asemanatoare mediului fiziologic intern uman.

(@)

Ambele materiale au proprietdti bioactive, putand sa dezvolte apatitd la nivelul
suprafetelor, dupa imersia acestora intr-o solutie de SBF.

Cele doud cimenturi au abilitate de a forma compusi hidrosilicati la nivelul suprafetelor,
dupa imersia in SBF.

Chiar daca ambele materiale contin silicati de calciu, n special silicat tricalcic, BIO MTA+
contine mai multe faze minerale, aspect ce reiese din imaginile SEM si in urma analizei
FT-IR.

Mineralizarea a fost mai bund in cazul materialului BIO MTA+, atat faza anhidra, cat si
cea hidratatd formand depozite de apatita la nivelul suprafetei, asa cum reiese din
imagistica SEM.

Avand in vedere numarul mai mare de faze minerale ale BIO MTA+ si lipsa componentei
raginice, acesta pare o alegere mult mai buna fata de TheraCal LC din punct de vedere al

regenerarii dentinare.
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Testarea celor doua biomateriale, in vivo, pe model animal, a fost realizata dupa efectuarea
manoperelor clinice de coafaj pulpar direct.

o Atat TheraCal LC, cat si BIO MTA+, au determinat inflamatie pulpard minimala in urma
coafajului pulpar. Niciun dinte de iepure nu a prezentat necroza pulpara.

o Masurdtorile Tnaltimii stratului odontoblastic vestibular au prezentat in treimea coronard a
pulpei, o grosime mai mare decét a celui oral, in toti dintii cu coafaj pulpar direct, fata de
dintii inclusi in lotul de control negativ, unde cele doud straturi au prezentat inaltimi
similare sau o grosime mai mare a celui oral.

o Au fost generate punti dentinare, complete sau incomplete, in urma activarii procesului de
neodentinogeneza.

o Evaluarea IHC, cu anticorp Anti-osteocalcind, a indicat prin marcare specifica prezenta

dentinei tertiare pentru doi dinti coafati pulpar cu cele doud biomateriale incluse in studiu.

7.2. Contributii personale

Prezenta cercetare abordeazd o tema de interes si de actualitate Tn medicina dentara, avand
drept scop investigarea in vitro si in vivo a doua materiale de cofaj pulpar cu compozitie similara,
dar cu mecanisme diferite ale reactiei de priza, care sunt utilizate in procedurile de coafaj pulpar
direct, in terapiile pulpare regenerative, din cadrul stomatologiei minim invazive. Stadiul
cunoasterii este prezentat in primele doud capitole, partea generald a lucrdrii si reprezinta o
recenzie a literaturii de specialitate.

Partea de cercetare personald incepe cu Capitolul 4, in care au fost evaluate in vitro cele
doud biomateriale din punct de vedere al compozitiei chimice, a suprafetei si caracteristicilor
microstructurale, precum si a rezistentei mecanice. Avand in vedere compozitia similard a celor
doud cimenturi, pe baza de silicati de calciu, in special silicat tricalcic, cu mentiunea existentei
raginii fotopolimerizabile intr-unul din materiale, a fost creata premiza testdrii celor doua
cimenturi. Evaludrile prin analiza termica complexa, XRD, SEM, EDX, AFM, CA si microduritate
Vickers au indicat atat plusurile, cat si minusurile fiecarui material in parte, oferind o analiza
comparativa a celor doua.

In Capitolul 5 au fost comparate in vitro cele doud materiale de coafaj pulpar din punct de
vedere al bioactivitatii, din punct de vedere al caracteristicilor suprafetei si microstructurii.
Plasarea ambelor materiale intr-un mediu simulat, similar mediului intern al organismului uman,

a generat formarea si depunerea de hidroxiapatita la nivelul suprafetelor acestora. Caracterizarea

26



SEM a probelor a indicat biomineralizarea, la intervale diferite de timp, prin prezenta fazelor
apatitice la nivelul suprafetelor, acest aspect fiind sustinut de analiza EDX, prin prezenta
elementului P din apatitd. Tindnd cont de natura compozitiei cimentului MTA, acesta a dezvoltat
mai multe faze anorganice la nivelul suprafetei sale. Analiza FT-IR a indicat prezenta benzilor
caracteristice fazelor apatitice, fapt ce confirma la randul sau bioactivitatea celor doua materiale.
In Capitolul 6 a fost evaluat in vivo efectul biologic al materialelor asupra pulpei dentare,
pe model animal. Testarea in vivo a celor doud biomaterialelor ofera raspunsul cel mai apropiat si
adecvat al activitatii acestora la nivelul pulpei dentare. Ambele materiale au prezentat o
biocompatibilitate bund in urma coafajului pulpar direct, inducand inflamatie pulpard minima si
lipsa necrozei pulpare 1n dintii testati. Cele doua materiale au prezentat activitate biologica la nivel
pulpar, activand procesului de neodentinogeneza si formarea dentinei tertiare. Aceste aspecte au

fost confirmate de formarea puntilor dentinare si de marcarea IHC.

Tema abordatd in prezenta lucrare aduce contributii importante oferind o cunoastere
aprofundata a comportamentului unor biomateriale de coafaj pulpar direct in vitro si in vivo si
poate reprezenta un punct de plecare pentru viitoare noi cercetdri cu aplicabilitate in practica
stomatologici. In ciuda diversititii modelelor animale sau dintilor, tipului de expunere a pulpei si
conditiilor de coafaj pulpar direct, rata de succes in urma cercetarilor translationale pentru unele
dintre cimenturile de silicat de calciu ar putea acoperi o gama largd de dinti permanenti sau

temporari umani.
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