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INTRODUCERE

Inflamatia pulpara (pulpita dentara), atit in dentitia temporara cét $i in cea permanenta,
se desfdgoard in 2 etape, reversibila si ireversibild, iar fiecare dintre ele beneficiaza de
tratament dentar diferit. In pulpitele reversibile este indicati prezervarea tesutului pulpar
vital, in special in cazul dintilor permanenti tineri, in timp ce inflamatiile pulpare ireversibile
necesitd indepdrtarea completd a tesutului infectat, sterilizarea §i obturarea spatiului
endodontic [1]. De multe ori formele de inflamatie ireversibild predomina celor reversibile,
necesitand tratamente radicale.

Instalarea inflamatiei pulpare ca urmare a invaziei bacteriene este acompaniatd de
eliberarea a diversi mediatori, multi dintre ei cu rol sinergic sau antagonist, care determind
modificdri la nivel molecular si celular [3]. Literatura de specialitate este caracterizatd printr-
o lipsd de studii bazate pe determindri ale unor parametri biochimici in ceea ce priveste
tesuturile pulpare dentare recoltate de la copii si adolescenti.

In prezent, diagnosticul patologiei pulpare se realizeazi de obicei in stadii tardive,
iar metodele clinice existente sunt de multe ori imprecise si subiective [5]. Dezvoltarea unor
proceduri pentru abordarea minim invaziva si diagnosticul precis al patologiei pulpare
reprezintd un element esential in terapia endodonticd, in special pentru diagnosticul
diferential Intre inflamatia reversibild i ireversibila a dintilor temporari i permanenti.

Motivatia alegerii temei respective a fost reprezentata de perspectiva identificdrii
prezentei si concentratiei unor mediatori (TNF-a, IL-2, IL-17, SOD-3, Catalaza, MMP-7,
MMP-9, Osteocalcina si TGF-f1) care participd in procesele inflamatorii ale dintilor
temporari $i permanenti $i intelegerea mecanismelor de inflamatie pulpard cu scopul de a
pune bazele In vederea stabilirii unor protocoale pentru diagnostic precis care va deveni util

in alegerea celor mai potrivite metode de tratament.

I. PARTEA GENERALA

In partea generali sunt cuprinse trei capitole care contin informatii relevante despre
tema abordatd In partea speciald, precum $i o analizd descriptivd a realizdrilor pand in
prezent, pe baza literaturii de specialitate din Romania si strainatate.

In primul capitol s-a realizat o descriere amdnuntitd a tesutului pulpar dentar in ceea

ce priveste originea, structura, vascularizatia, inervatia si functiile lui.



Capitolul 2 cuprinde informatii referitoare la inflamatia pulpard de cauza bacteriand,
rolul odontoblastilor in procesele de apdrare a pulpei dentare, $i raspunsul imun inndscut si
dobandit a tesutului pulpar. De asemenea, sunt descrise modificarile macroscopice care apar
la nivelul pulpei dentare in urma inflamatiei, simptomatologia si examinarea clinicd in cazul
pulpitelor dentare precum si mecanismele de reparatie si regenerare ale complexului pulpo-
dentinar.

In capitolul 3 sunt incluse informatii generale despre biomarkerii studiati si utilizarea
lor in diverse patologii orale locale si sistemice. In plus, a avut loc o descriere amdnuntitd a
diverselor studii realizate in antecedente care au evaluat prezenta diversilor biomarkeri in

conditii de inflamatie pulpara.

II. CONTRIBUTII PERSONALE

Capitolul 4. Ipoteza de lucru si obiective generale

Ipoteza de lucru pentru prezenta cercetare a fost reprezentatd de posibilitatea
determindrii modificdrilor biochimice din pulpa dentara inflamata cu ajutorul biomarkerilor.
Pentru testarea acestei ipoteze au fost prelevate probe de tesuturi pulpare inflamate
ireversibil (de tip acut si/sau cronic) si tesuturi pulpare sdndtoase, atit de la de la dinti
temporari cat si de la dinti permanenti.

Prin urmare, aceastd cercetare este bazatd pe trei studii ce 1si propun urmatoarele
obiective generale:

1. Determinarea concentratiei biomarkerilor inflamatiei, a stresului oxidativ, a
degraddrii matricei extracelulare (ECM) si a mecanismelor de reparatie si
mineralizare a tesuturilor in pulpa dentara inflamata si analiza lor comparativ
cu cele prelevate de la dinti sanatosi, atat temporari cat i permanenti.

2. Stabilirea unor corelatii intre diferitele tipuri de biomarkeri in dentitia
primard si definitiva.

3. Compararea concentratiei biomarkerilor in tesuturile pulpare inflamate de la

dintii temporari versus dintii permanenti.



Capitolul 5. Metodologia generala a cercetarii
Selectarea pacientilor

In toate studiile cercetiri au fost inclusi copii si adolescenti cu varstd cuprinsa intre 6-
18 ani care s-au prezentat pentru tratament la Disciplina de Pedodontie a Facultatii de
Medicina Dentara, Universitatea de Medicina si Farmacie ,,Carol Davila”, Bucuresti.

o Criteriile generale de includere a pacientilor: pacienti fard afectiuni generale
(diabet, afectiuni metabolice etc)/locale (afte, herpes, pldgi), pacienti sub medicatie
generald/locald (in ultimele 24 de ore), reprezentanti legali ai pacientilor au semnat
acordul informat, pacienti cooperanti, pacienti care acceptd anestezia locald si
izolarea cu diga.

o Criterii generale de excludere a pacientilor: afectiuni generale/locale, medicatie
generald/locald, pacienti necooperanti, pacienti care nu acceptd anestezia locald

si/sau izolarea cu diga.
Recoltarea probelor de tesut pulpar

In urma stabilirii diagnosticului clinic prin coroborarea datelor din anamneza
pacientului, semnele clinice, examinarea radiografiilor si informatiilor obtinute de la testele
paraclinice s-a selectat tratamentul potrivit care a fost reprezentat de extractii dentare sau
pulpectomii vitale. Toate tratamentele au fost realizate in conditii aseptice (igienizare
profesionald, toaleta dintelui, a celor vecini si a mucoasei in vederea realizdrii anesteziei).
S-a efectuat anestezie locala prin infiltratie si/sau topicd (dinti temporari cu mobilitate mare).

Grupul de studiu in toate cele trei studii a fost reprezentat de probe de tesut pulpar
inflamat ireversibil (dinte temporar/dinte permanent) obtinut prin pulpectomie vitald, iar
grupul de control a fost reprezentat de probe de tesut pulpar sdnatos (dinte temporar/dinte
permanent) prelevate dupa extractia si sectionarea dintilor. De la fiecare participant s-a
obtinut o singurd proba de tesut pulpar dentar.

Probele de pulpd dentard au fost congelate la -70 °C panad la momentul procesarii si
obtinerii lizatului pulpar. Prelucrarea probelor si analiza cu ajutorul metodei ELISA au fost
efectuate in cadrul Disciplinei de Biochimie a Facultitii de Medicind Dentard, Universitatea

de Medicind si Farmacie ,,Carol Davila”, Bucuresti.



Obtinerea lizatului pulpar

Probele au fost decongelate la temperatura camerei, in fiecare recipient cu probd de
tesut pulpar s-a addugat solutie salind tamponatd cu fosfat si tesutul s-a méaruntit cu ajutorul
unei tije din sticld. Ulterior, au fost sonicate timp de 3 minute, urmate de centrifugare timp

de 10 minute la 4000 rpm cu obtinerea supernatantului.

Evaluarea nivelului biomarkerilor cu ajutorul metodei ELISA

Nivelul IL-2, IL-17, MMP-7, MMP-9, TNF-a, SOD-3, Catalazei, Osteocalcinei si
TGF-f1 a fost determinat prin metoda sandwich ELISA conform metodei larg cunoscute [7]
utilizind kituri comerciale de la  Elabscience (Houston, TX, SUA) si un analizor
semiautomat ELISA STAT FAX 303-PLUS de la Awareness Technologies (Palm City, FL,

SUA). Protocolul de lucru general al metodei sandwich ELISA este sintetizat in Figura 5.1.

Microplaca cu Ac de captura blocat

Adaugarea probei (Ag)
Incubare, spilare
Adaugarea Ac de detectie cu Biotina

Incubare, spilare

Addaugarea enzimei
Incubare, spilare
Adaugarea substratului enzimatic

Addugarea solutiei de stopare

Citirea rezultatelor la 450 nm

Figura 5.1. Protocolul general al metodei ELISA sandwich



Protocol de lucru general, clinic si de laborator

e Periaj, detartraj profesional, toaleta dintilor i a mucoasei cu alcool.

e Realizarea anesteziei locale prin infiltratie/ doar topicd in cazul extractiei dT cu
mobilitate mare.

e Izolare cu digd in cazul pulpectomiei vitale.

e Extractia si sectionarea dP/dT pentru lotul control/ Indepirtarea tesutului dentar
cariat $i accesarea spatiului endodontic a dP/dT pentru lotul de studiu.

e Colectarea blanda a pulpei dentare cu instrumentar steril, nou.

e Plasarea probelor in eprubete sterile cu solutie de ser fiziologic si congelare pana
la procesarea ulterioara.

e Obtinerea lizatului pulpar.

e Determinarea concentratiei diversilor biomarkeri utilizind metoda sandwich

ELISA

Analiza statistica a rezultatelor experimentale

Analiza statistica a fost efectuata folosind IBM SPSS Statistics 25 si Microsoft Office
Excel/Word 2013. Variabilele cantitative au fost testate pentru distributie folosind testul
Shapiro-Wilk si au fost exprimate sub forma de medii cu deviatii standard (DS) sau mediane
cu intervale interpercentile (IQR). Variabilele calitative au fost exprimate sub forma absoluta
sau ca procente.

Variabilele cantitative independente cu distributie non-parametrica au fost testate
folosind testul Mann-Whitney U. Variabilele cantitative independente cu distributie
parametrica au fost testate folosind testul Student/Welch. Aceste teste statistice au fost
aplicate in toate cele trei studii. O valoare a p<0.05 a fost considerata semnificativa din punct

de vedere statistic.




Capitolul 6. Determinari biochimice in tesutul pulpar al dintilor

permanenti
9

6.1. Introducere

Scopul studiului a fost identificarea diferentelor in ceea ce priveste nivelul
biomarkerilor TNF-a, IL-2,1L-17,SOD-3, Catalaza, MMP-7, MMP-9, Osteocalcina
si TGF-f1 in pulpitele acute totale comparativ cu tesuturile pulpare sdnitoase in
dentitia permanenta.

Obiectivele studiului au fost reprezentate de determinarea concentratiilor
biomarkerilor inflamatiei (TNF-a, IL-2, IL-17), a stresului oxidativ (SOD-3,
Catalaza), a degraddrii ECM (MMP-7, MMP-9) si a reparatiei i mineralizdrii
(Osteocalcina, TGF-$1) in tesuturile pulpare inflamate acut comparativ cu cele

sdndtoase ale dintilor permanenti (dP).

6.2. Material §i metoda

In studiul de fata au fost inclusi 42 de pacienti cu varste cuprinse intre 6-18 ani.

Criteriile de includere si excludere a pacientilor sunt descrise la capitolul ,,Metodologia

generald a cercetarii”.

Criterii de includere a dintilor pentru obtinerea tesutului pulpar: dP cu
simptomatologie de inflamatie pulpara ireversibild simptomatica (grup de studiu), dP
sdndtosi, indemni la carie, fard traumatisme asociate sau afectiune parodontald (grup
control)

Criterii de excludere a dintilor pentru obtinerea tesutului pulpar: dP cu
inflamatie pulpard ireversibild partiald/ asimptomaticd/ necroza/gangrend, dP fara
simptomatologie, dar cu prezenta leziunilor carioase, traumatisme, afectiune
parodontala, dP cu tratamente de canal, resorbtii interne/externe, calcificari

Lotul de studiu a constat in probe de tesuturi pulpare inflamate ireversibil prelevate
prin pulpectomie vitald de la dP cu diagnostic clinic de pulpita acuta totala (n=23)
care au necesitat tratament de urgenta.

Lotul control a fost reprezentat de tesut pulpar sdndtos recoltat de la dP (n=19)

sdndtosi care au fost extrasi in scop ortodontic [33].



Protocolul de lucru general clinic si de laborator este descris in capitolul
,Metodologia generala a cercetarii’”.

Analiza statistica a rezultatelor experimentale s-a realizat utilizand testele
Shapiro-Wilk, Mann-Whitney U, Student/Welch in functie de tipul si distributia

fiecarei variabile.

6.3. Rezultate

Vérstd medie + deviatia standard (DS) pacienti lot total: 10.98 + 3.65 ani, varsta medi
e = DS pacienti lot control (n=19) 10.91 £ 3.18 ani, varsta medie + DS pacienti (n=23) lot
studiu 11.06 £4.25 ani.

Toti biomarkerii au fost detectati att in lotul de studiu cét si in cel control. Valorile
medii §i comparatia statisticad tuturor biomarkerilor Intre cele 2 loturi sunt expuse in tabelul

VI.1.

Tabel VI. 1. Valorile medii ale IL-2, IL-17, TNF-o, MMP-7, MMP-9, SOD-3, Catalazei,
Osteocalcinei si TGF-$1 in probe de tesuturi pulpare inflamate acut ireversibil versus

sanatoase ale dP

Biomarker Lot control (n=19), Lot studiu (n=23), SS
Valoare medie + DS Valoare medie + DS »
IL-2 (pg/mg prot.) 2223 +£4.66 11321 £29.14 <0.001*
IL-17 (pg/mg prot.) 182 +2.04 138.04 + 16.54 <0.001*
TNF-a (pg/mg prot.) 6.342 +3.429 54435+ 11.195 <0.001*
MMP-7 (ng/mg prot.) 1.853 £0.59 23+0.85 0.061%*
MMP-9 (ng/mg prot.) 1.568 £ 0.44 1496 £0.5 0.625%*
SOD-3 (ng/mg prot.) 2.142+£097 2632+7.71 <0.001*
Catalaza (U/mg prot.) 2258 £0.66 2.67+0.74 0.064**
Osteocalcina (ng/mg prot.) 2.258 +0.66 797 +4 <0.001*
TGF-f1 (pg/mg prot.) 12.12 £2.54 23.16 £ 11.79 <0.007 %%

(SS=Semnificatie Statisticd, prot.=proteine, * Welch T-Test, ** Student T-Test, *** Mann-Whitney U Test)

64. Discugii

IL-2,IL-17, TNF-a, SOD-3, Osteocalcina si TGF-f1 prezinta concentratii crescute in
probele de tesut pulpar inflamat ireversibil comparativ cu tesuturile pulpare sdndtoase,
diferentele dintre cele 2 loturi fiind semnificative (p<0.05). Aceste rezultate sunt in

concordantd cu majoritatea studiilor efectuate In antecedente cu toate ca acestea au utilizat

10




probe de tesut pulpar prelevate de la pacienti adulti [76] [101] [142] [151] [152] [153] [155]
[156][158] [159] [164,165].

In ceea ce priveste nivelul IL-2, Anderson si colab. [143] si ElSalhy si colab. [76] au
raportat absenta unor diferente semnificative din punct de vedere statistic (p>0.05) intre
tesuturile pulpare inflamate ireversibil si sdnatoase.

Tulunoglu si colab. [8] nu au mentionat diferente semnificative privind activitatea
totald a SOD in probe de tesut pulpar inflamat ireversibil versus tesuturi pulpare sanatoase
prelevate de la dP ale copiilor, iar Varvara si colab. [160] au observat o activitate semnificativ
scazutd (p<0.001) a Cu, Zn-SOD 1n inflamatii pulpare ireversibile comparativ cu probe de
pulpd dentard sdndtoasa care se poate datora progresiei inflamatiei si distructiei enzimei.

In studiul nostru, enzimele MMP-7, MMP-9 si Catalaza nu au prezentat diferente
semnificative intre lotul de studiu si control (p>0.05), rezultatele fiind in contradictie cu alte
studii care au raportat concentratii crescute semnificativ in inflamatiile pulpare [7,103,108,112]
[169]. Diferentele dintre rezultatele studiului de fatd si cercetdrile efectuate in antecedente se
pot datora metodelor moleculare diagnostice utilizate, tintei lor de determinare (proteine,
activitate enzimaticd) sau variatii ale intensitdtii stimulului care determind producerea
acestor enzime chiar i in cazul unor simptome clinice similare.

Nu a fost identificat niciun studiu care sa evalueze prezenta MMP-7 in tesutul pulpar.
Concentratia si ARNm al MMP-7 au fost determinate in leziuni tisulare inflamatorii recoltate
din abcese apicale cronice si in probe de ligament parodontal sdndtos, cu rezultate
semnificativ crescute In ceea ce priveste probele patologice [171].

In inflamatia pulpard ireversibild tratamentul are ca scop indepdrtarea in totalitate a
tesutului pulpar infectat, sterilizarea $i obturatia spatiului endodontic, dP cu astfel de
tratament pot deveni mai fragili, casanti, cu risc crescut de fractura. In cazul dP tineri cu
apex deschis, o astfel de patologie ar trebui urmatd de initierea procedurii de apexificare cu
scopul de a forma o barierd dura apicald in lipsa cresterii in grosime i lungime a radicinii,
cu riscul de a fi urmate de aceleasi consecinte ca i in cazul dP maturi.

Procedurile moleculare pot deveni utile in stabilirea cu precizie a diagnosticului
pulpar, ideal cat mai precoce Intr-o etapa reversibild, pentru efectuarea tratamentelor vitale
si cat mai putin invazive, in special in cazul dP imaturi, urmate de continuarea formarii

rdddcinii si inchiderea apexului.
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Capitolul 7. Determinari biochimice in tesutul pulpar al dintilor

temporari
7.1. Introducere

Scopul studiului a fost evaluarea comparativa a nivelului IL-2, IL-17, TNF-o,, MMP-
7, MMP-9, SOD-3, Catalazei, Osteocalcinei si TGF-1 in pulpitele acute, pulpitele cronice
si pulpa dentard sdndtoasa in dentitia temporara.

e Obiectiv specific #1: Determinarea concentratiei IL-2, IL-17, TNF-a, MMP-7,
MMP-9, SOD-3, Catalazei, Osteocalcinei si TGF-f1 in tesuturile pulpare inflamate
acut versus tesuturi pulpare sdndtoase ale dT.

e Obiectiv specific #2: Evaluarea nivelului IL-2, IL-17, TNF-a, MMP-7, MMP-9,
SOD-3, Catalazei, Osteocalcinei si TGF-f1 in tesuturile pulpare inflamate cronic
versus cele sanatoase ale dT.

e Obiectiv specific #3: Evaluarea comparativa a concentratiei IL-2, IL-17, TNF-a,
MMP-7, MMP-9, SOD-3, Catalazei, Osteocalcinei si TGF-£1 in pulpitele acute si

cronice ale dT.
7.2. Material §i metoda

Acest studiu a inclus un numar de 46 de subiecti cu varste cuprinse intre 6-12 ani.
Criteriile de includere si excludere a pacientilor sunt descrise la capitolul ,,Metodologia
generald a cercetarii”.

e Criterii de includere a dT pentru obtinerea tesutului pulpar: dT cu pulpitd acutd
totald, dT cu pulpitd cronicd inchisa totald, dT care au necesitat extractie in urma
exfolierii fiziologice/retentiei suplimentare pe arcada dentarad, dT cu rizaliza
fiziologicd

e Criterii de excludere a dT pentru obtinerea tesutului pulpar: dT cu pulpitd acutd
partiala, dT cu pulpitd cronica partiald/deschisd, dT cu necrozd/gangrena
simpld/complicata, dT cu perforatii/ resorbtii patologice (interne/externe), dT cu
leziuni periapicale acute/cronice

e Lotul de studiu 1 a fost reprezentat de tesuturi pulpare inflamate acut (n=18)
obtinute prin pulpectomie vitala de la dT cu diagnostic clinic de pulpitd acutd
(simptomaticd) ireversibila. Pacientii de la care s-au recoltat aceste probe au necesitat

tratament de urgenta.
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e Lotul de studiu 2 a constat n tesuturi pulpare inflamate cronic (n=15) prelevate prin

pulpectomie vitala de la dT cu diagnostic clinic de pulpitd cronicd (asimptomatica)

inchisd. Pacientii de la care s-au recoltat aceste probe s-au prezentat pentru

tratamentul unor presupuse carii simple, care In urma examindrii obiective s-au

dovedit a fi complicate, ele avand afectare pulpara.

e Lotul control a inclus probe de tesuturi pulpare sanatoase (n=13) obtinute de la dT

sdndtosi clinic cu resorbtie fiziologicd in stadiul final sau cu exfoliere Intarziata si

retentie prelungitd pe arcadele dentare care au necesitat extractie.

Protocol de lucru general clinic si de laborator este descris in capitolul ,,Metodologia

generala a cercetarii”. Analiza statistica a rezultatelor experimentale s-a realizat utilizand

testele Shapiro-Wilk, Mann-Whitney U, Student/Welch in functie de tipul si distributia

fiecarei variabile.

7.3. Rezultate

Varsta medie + DS a pacientilor: Cei 46 de pacienti care au fost inclusi in al doilea

studiu au avut 8.58 + 1.39 ani. Lotul control a fost reprezentat de 13 probe de tesuturi pulpare

sdndtoase obtinute de la 13 pacienti de 8.35 = 1.46 ani. Lotul cu pulpitd acutd a fost obtinut

de la 18 pacienti avand 8.8 +£1.06 ani, in timp ce probele cu inflamatie cronica inchisa au fost

prelevate de la 15 pacienti 8.52 + 1.68 ani.

Proteine ale tuturor biomarkerilor au fost detectate prin metoda ELISA 1in toate probele

de tesut pulpar analizat (Tabel VII.28 .-VIL.30.).

Tabel VII. 28. Valorile medii ale IL-2, IL-17, TNF-o, MMP-7, MMP-9, SOD-3, Catalazei,

Osteocalcinei si TGF-f1 in pulpitele acute ireversibile versus tesuturi pulpare sinitoase ale

Biomarker Lot control (n=13),dT Lot pulpita acuta (n=18), SS
Valoare medie + DS Valoare medie + DS »)

IL-2 (pg/mg prot.) 2144 +5 108 +32.77 <0.001*
IL-17 (pg/mg prot.) 18.14+£2.6 130.71 £12.38 <0.001*
TNF-a (pg/mg prot.) 6.75+3.15 57.71 £10.78 <0.001%**
MMP-7 (ng/mg prot.) 1.63+£0.78 2.25+40.69 0.071#**
MMP-9 (ng/mg prot.) 1.59+£0.32 1.44+0.53 0.464%*
SOD-3 (ng/mg prot.) 1.56 £0.44 27.45+8.31 <0.001*
Catalaza (U/mg prot.) 2.35+0.6 2.59+0.75 0.187**
Osteocalcina (ng/mg prot.) 251+1 5.87+3 0.002*
TGF-f1 (pg/mg prot.) 13.24 +1.48 18.07+4.5 <0.001*
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Tabel VII. 29. Valorile medii ale IL-2, IL-17, TNF-o, MMP-7, MMP-9, SOD-3, Catalazei,

Osteocalcinei si TGF-$1 in pulpite cronice inchise ireversibile versus tesuturi pulpare

sanatoase ale dT

Biomarker Lot control (n=13), Lot pulpita cronica (n=15), SS
Valoare medie + DS Valoare medie + DS »
IL-2 (pg/mg prot.) 2144 £5 121.33 £21.67 <0.001*
IL-17 (pg/mg prot.) 18.14£2.6 149.44 +16.21 <0.0018
TNF-a (pg/mg prot.) 6.75+3.15 49.33 £10.38 <0.0018
MMP-7 (ng/mg prot.) 1.63£0.78 236+1.1 0.120%*
MMP-9 (ng/mg prot.) 1.59+0.32 1.57+£0.47 0.960%**
SOD-3 (ng/mg prot.) 1.56 +0.44 26.29+£7.16 <0.001*
Catalaza (U/mg prot.) 235+0.6 2.81+0.75 0.060%*
Osteocalcina (ng/mg prot.) 251+1 11.23+3.13 <0.001*
TGF-f1 (pg/mg prot.) 13.24 +1.48 31.06+15.3 0.006*

Tabel VII. 30. Valorile medii ale IL-2, IL-17, TNF-o, MMP-7, MMP-9, SOD-3, Catalazei,

Osteocalcinei si TGF-f1 in pulpite acute ireversibile versus pulpite cronice
9

inchise ireversibile ale dT

Biomarker Lot pulpita acuta (n=18), Lot pulpita cronica (n=15), SS
Valoare medie + DS Valoare medie + DS »
IL-2 (pg/mg prot.) 108 +32.77 121.33 £21.67 0.295%*
IL-17 (pg/mg prot.) 130.71 £12.38 149.44 £ 16.21 0.005%*
TNF-a (pg/mg prot.) 57.71 £ 10.78 49.33 £10.38 0.159%%**
MMP-7 (ng/mg prot.) 225+0.69 236+1.1 0.926%**
MMP-9 (ng/mg prot.) 1.44+£0.53 1.57+0.47 0.543**
SOD-3 (ng/mg prot.) 27.45+8.31 26.29+7.16 0.986%*
Catalaza (U/mg prot.) 2.59+0.75 2.81+0.75 0.506**
Osteocalcina (ng/mg prot.) 587+3 11.23+3.13 0.001**
TGF-f1 (pg/mg prot.) 18.07+4.5 31.06+ 153 0.035*

(SS=Semnificatie Statisticd, prot.=proteine, * Welch T-Test, ** Student T-Test, *** Mann-Whitney U Test)

74. Discugii

O parte din biomarkerii studiati au fost inclusi anterior in alte cercetari cu diferenta cd
acestea au utilizat ca si probe tesuturi pulpare recoltate de la dP, majoritatea fiind de la

pacienti adulti. in consecintd, rezultatele studiului prezent au fost comparate cu studii
care au determinat parametrii moleculari In tesuturi pulpare inflamate obtinute de la dP.

TNF-a, IL-2, IL-17, SOD-3, Osteocalcina si TGF-f31 au prezentat niveluri ridicate in

grupurile de studiu comparativ cu lotul control al dT, diferentele fiind semnificative din
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punct de vedere statistic (p<0.05). Rezultatele studiului de fatd sunt similare cu cele ale lui
Pezelj-Ribaric si colab. [155], Kokkas si colab. [153] si Abd-Elmeguid si colab. [101], care au
utilizat ELISA, RT-PCR, Multiplex respectiv, si au demonstrat cresterea semnificativa a
TNF-a. in tesuturile pulpare inflamate acut comparativ cu cele sdndtoase. Rauschenberger si
colab. [142] au raportat concentratii crescute semnificativ a IL-2 in tesuturi pulpare inflamate
simptomatic, in contrast Anderson si colab. [143] nu au observat diferente semnificative intre
pulpitele simptomatice si dintii sdnatosi.

Liu si colab. [152] si Xiong si colab. [151] au determinat prezenta IL-17 in inflamatii
pulpare ireversibile simptomatice cu diferente semnificative fatd de dintii sdnatosi. In ceea
ce priveste SOD-3, constatdrile noastre sunt similare cu Bodor si colab. [156], Davis si colab.
[158] si in contrast cu Tulunoglu si colab. [8], Varvara si colab. [160] care au observat o
crestere semnificativdi a SOD in dinti sanatosi versus cei cu inflamatii pulpare. Abd-
Elmeguid si colab. [101] au determinat prezenta Osteocalcinei cu ajutorul metodei Multiplex
s1 au concluzionat cd existd o concentratie semnificativ mai mare in pulpitele reversibile si
ireversibile simptomatice in raport cu tesuturile pulpare sandtoase. Si in ceea ce priveste
determinarea TGF-$1, rezultatele noastre sunt in concordanta cu Piattelli si colab. [165].

Singurul studiu efectuat pe probe de tesut pulpar recoltat de la dT a fost cel a lui
Suwanchai si colab. [7] care au determinat cu ajutorul metodei Western-Blot prezenta MMP-
9 in tesuturi pulpare inflamate reversibil si ireversibil (fard diferenta intre cele 2 tipuri de
inflamatii) comparativ cu tesuturi pulpare sdndtoase, cu niveluri semnificativ crescute in
lotul de studiu (p<0.05).

MMP-7, MMP-9 si Catalaza nu au prezentat diferente semnificative in tesuturile
pulpare acut si cronic inflamate comparativ cu cele sdndtoase. Rezultatele studiului de fata
in ceea ce priveste concentratiile Catalazei si MMP-9 vin in contradictie cu alte studii care
indiferent de metoda moleculard de diagnostic (Zimografie, RT-PCR, Western-Blot,
spectrofotometrie) au raportat nivel semnificativ crescut (p<0.05) al acestor enzime 1n grupul
de studiu reprezentat de tesut pulpar inflamat comparativ cu tesuturi pulpare sanatoase
[7.103,108,112]. Similar cu primul studiu, dupd cunostintele noastre nivelul MMP-7 nu a mai
fost determinat in inflamatii pulpare.

Osteocalcina, TGF-f1 si IL-17 au prezentat concentratii crescute in pulpitele cronice
inchise comparativ cu cele acute (p=0.001/p=0.035/p=0.005 respectiv). In leziuni
periapicale cronice au fost observate niveluri crescute de IL-17 si TGF-£3, semnalizarea TGF-
B fiind esentiald pentru formarea IL-17 de catre celulele Th17 [144][145]. Mecanisme similare

pot explica si nivelurile crescute ale acestor parametri in pulpitele cronice. Osteocalcina a
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fost asociata cu prezenta biomarkerilor angiogenezei si a putut fi detectatd in zone de fibroza
tisulard, aceste fenomene caracterizind inflamatia cronicad tisulara [101]. Se poate specula ca
s1in pulpita cronica Osteocalcina prezintd mecanisme asemanatoare.

Si1n cazul dT determinarea unor parametri moleculari si corelatia cu simptomatologia
clinicd pot deveni utile In diagnosticarea precisd a stadiului de inflamatie pulpara . In acest
scop, prezentarea pacientului la tratament cit mai rapid este esentiald in vederea indepartarii
tesutului pulpar intr-o cantitate cit mai redusa si interceptarea inflamatiei Intr-o etapa
reversibild urmata de tratamente vitale in scopul mentinerii vitalitdti $i prevenirea pierderii

dintelui cu toate consecintele nedorite.

Capitolul 8. Determinari biochimice in pulpitele acute ale dintilor
temporari si permanenti si stabilirea unor posibile corelatii intre
diferitele tipuri de biomarkeri

8.1. Introducere

Scopul studiului a fost de a identifica dacd existd diferente la nivel molecular in ceea
ce priveste inflamatia pulpard acutd in cazul dintilor temporari i permanenti. De asemenea,
a fost evaluatd prezenta unor corelatii intre biomarkerii inflamatiei, a stresului oxidativ, a
degraddrii ECM s1 a reparatiei i mineralizdrii tesuturilor dure dentare in conditii de sdndtate
si inflamatie in dentitia temporara $i permanenta.

e Obiectiv specific #1: Determinarea concentratiei TNF-a, IL-2, IL-17, SOD-3,
Catalazei, MMP-7, MMP-9, Osteocalcinei si TGF-f1 in tesuturile pulpare acut
inflamate recoltate de la dintii temporari versus cele obtinute de la dintii permanenti
s1 compararea lor.

e Obiectiv specific #2: Stabilirea unor eventuale corelatii in ceea ce priveste
biomarkerii care iau parte in mecanismele inflamatiei (TNF-a., IL-2, IL-17), stresului
oxidativ (SOD-3, Catalaza), degraddrii ECM (MMP-7, MMP-9) si reparatiei si
mineralizdrii tesuturilor dure (Osteocalcina, TGF-B1) in inflamatia pulpard
ireversibild a dentitiei temporare $i permanente.

e Obiectiv specific #3: Determinarea unor posibile corelatii intre TNF-a, IL-2,1L-17,
SOD-3, Catalaza, MMP-7, MMP-9, Osteocalcina si TGF-£1 in starile fiziologice si

patologice pulpare ale dintilor temporari i permanenti.
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8.2. Material §i metoda

Studiul a inclus tesuturile pulpare sdndtoase si inflamate ireversibil recoltate de la dintii
temporari $i permanenti ale copiilor si adolescentilor, cu varsta cuprinsa intre 6-18 ani, care
s-au prezentat pentru tratament in cadrul catedrei de Pedodontie, a Universitatii de Medicina
si Farmacie ,,Carol Davila”, Bucuresti. Criteriile de includere si excludere a pacientilor sunt
descrise la metodologia generald a cercetarii.

In scopul atingerii primului obiectiv s-au stabilit 2 grupuri de studiu cu diagnostic
clinic de pulpitd acuta totald. Lotul de studiu 1 a inclus 18 tesuturi pulpare inflamate acut
obtinute de la dT in timp ce al 2a lot de studiu a fost reprezentat de tesuturi pulpare inflamate
acut de la dP (n=23).

Pentru indeplinirea obiectivului 2 au fost stabilite 2 grupuri de studiu reprezentate de
tesuturile pulpare inflamate ireversibil de la dT si dP. Lotul de studiu 1 a constat in tesuturi
pulpare inflamate acut si cronic (n=33) de la dT iar lotul de studiu 2 a continut 23 de tesuturi
pulpare inflamate acut de la dP.

Pentru atingerea obiectivului 3, lotul total al dT a fost reprezentat de 46 probe de tesut
pulpar (n=13 sdndtosi, n=18 cu pulpita acutd, n=15 cu pulpita cronicd inchisa) iar lotul total
pentru dP a continut 42 de probe de tesut pulpar (n=19 sdndtosi, n=23 cu pulpita acuta).

Criteriile de includere si excludere a pacientilor sunt descrise la metodologia
generald a cercetdrii.

Criterii de excludere dinti: dT/dP cu pulpitd acutd partiald, dT/dP cu
necroza/gangrend simpld/gangrena complicata, dT/dp cu resorbtie
patologicd/perforatii/leziuni periapicale

Recoltarea tesuturilor pulpare, procesarea pentru obtinerea lizatelor pulpare si analiza
ELISA sandwich sunt descrise in ,Metodologia generald a cercetdrii” si pentru fiecare
dentitie in parte in studiile 1 si 2.

In ceea ce priveste analiza statisticd, pentru obiectivul 1 au fost utilizate testele
Shapiro-Wilk, Mann-Whitney U, Student/Welch in functie de tipul si distributia fiecarei
variabile conform descrierii din partea generald a cercetdrii, pentru stabilirea corelatiilor cu
variabilele cantitative independente si distributie parametrica a fost utilizat coeficientul de
corelatie Pearson, In timp ce corelatiile stabilite intre variabilele cantitative independente cu
distributie non-parametrica au fost determinate folosind coeficientul de corelatie Spearman’s

rho.
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8.3. Rezultate

Intre tesuturile pulpare inflamate acut ale dT si dP nu au fost observate diferente

semnificative din punct de vedere statistic (Tabel VIII.14.)

Tabel VIIL.14. Comparatia biomarkerilor in inflamatiile acute ale dT si dP

Biomarker Lot pulpita acuta dT (n=18), Lot pulpita acuta dP (n=23), SS

Valoare medie + DS Valoare medie + DS (»)
IL-2 (pg/mg prot.) 108 +32.77 11321 £29.14 0.973%*x
IL-17 (pg/mg prot.) 130.71 £12.38 138.04 £ 16.54 0.167%*
TNF-a (pg/mg prot.) 57.71+£10.78 54435+ 11.195 0.125%**
MMP-7 (ng/mg prot.) 225+0.69 23+085 0.867***
MMP-9 (ng/mg prot.) 1.44 +£0.53 1496 £0.5 0.763**
SOD-3 (ng/mg prot.) 27.45+8.31 26.32+7.71 0.750%*
Catalaza (U/mg prot.) 2.59+0.75 2.67+0.74 0.466**
Osteocalcina (ng/mg prot.) 5.87+3 7974 0.305**
TGF-f1 (pg/mg prot.) 18.07+4.5 23.16 £ 11.79 0.185%**

(SS=Semnifica§ie Statisticd, prot.=proteine, * Welch T-Test, ** Student T-Test, *** Mann-Whitney U Test)
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Figura 8.11. Corelatia dintre IL-2 si Osteocalcina
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Figura 8.12. Corelatia dintre IL-17 si TGF-

1 in lotul cu inflamatie pulpara acuta si cronicii a dT

Figurile 8.10.-8.12. reprezinta corelatiile analizate intre biomarkeri in probele pulpare
cu inflamatie ireversibila acuta si cronicd a dT. Distributia variabilelor este normald conform
testului Shapiro-Wilk (p>0.05). Majoritatea corelatiilor analizate sunt nesemnificative cu
exceptia urmatoarelor corelatii:

e Corelatia dintre TNF-a si IL-17 este semnificativa si negativa de grad inalt (p=0.021,
R=-0.786). Aceasta arata ca valorile mai mari de TNF-a s-au asociat mai frecvent
cu valori mai mici de IL-17 si viceversa.

e Corelatia dintre IL-2 si Osteocalcina este semnificativa si pozitiva de grad foarte inalt
(p=0.002, R=0.905). Aceasta reflectd faptul ca valorile mai mari de IL-2 s-au asociat
mai frecvent cu valori mai mari de Osteocalcina si viceversa.

e Corelatia dintre IL-17 si TGF-f1 este semnificativa si pozitivd de grad foarte inalt
(»p=0.012, R=0.825). Aceasta indica ca valorile mai mari de IL-17 s-au asociat mai

frecvent cu valori mai mari de TGF-f1 si viceversa.
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In ceea ce priveste corelatiile analizate intre biomarkeri in lotul total al dT, distributia

variabilelor este non-parametrica In majoritatea variabilelor conform testului Shapiro-Wilk

(p<0.05). Au fost observate corelatii semnificative in urmatoarele situatii:

Corelatiile observate intre TNF-a si IL-2 (p<0.001, R=0.811), TNF-a si IL-17
(p=0.020, R=0.544), TNF-a si SOD-3 (p<0.001, R=0.819), TNF-a si Osteocalcina
(»p=0.012, R=0.579) si intre TNF-a si TGF-£1 (p=0.008, R=0.602) sunt semnificative
si pozitive de grad inalt sau foarte inalt. Aceastd sugereaza cad valorile mai mari de
TNF-a s-au asociat semnificativ mai frecvent cu valori mai mari de IL-2, IL-17,
SOD-3, osteocalcina si TGF-f1.

Corelatiile observate intre IL-2 si IL-17 (p=0.001, R=0.707), IL-2 si SOD-3
(»<0.001, R=0.806), IL-2 si osteocalcind (p=0.001, R=0.721) si intre IL-2 si TGF-
p1 (p=0.016, R=0.558) sunt semnificative si pozitive de grad Inalt sau foarte nalt.
Aceasta reflectd faptul ca valorile mai mari de IL-2 s-au asociat semnificativ mai
frecvent cu valori mai mari de IL-17, SOD-3, osteocalcina si TGF-f1.

Corelatiile observate intre IL-17 si SOD-3 (p=0.004, R=0.639), IL-17 si Osteocalcina
(p=0.006, R=0.624) si intre IL-17 si TGF-£1 (p=0.037, R=0.494) sunt semnificative
si pozitive de grad moderat sau nalt. Aceastd sugereaza ca valorile mai mari de IL-
17 s-au asociat semnificativ mai frecvent cu valori mai mari de SOD-3, Osteocalcina
si TGF-41.

Corelatiile observate intre SOD-3 si osteocalcina (p=0.015, R=0.562) si intre SOD-
3 si TGF-p1 (p=0.025, R=0.526) sunt semnificative si pozitive de grad inalt. Aceastd
indica ca valorile mai mari de SOD-3 s-au asociat semnificativ mai frecvent cu valori
mai mari de Osteocalcina si TGF-£1.

Corelatia observatd intre Catalaza si Osteocalcind (p=0.014, R=0.567) este
semnificativa si pozitiva de grad inalt. Aceasta arata ca valorile mai mari de catalaza
s-au asociat semnificativ mai frecvent cu valori mai mari de Osteocalcina.

Corelatia observatd 1intre Osteocalcina si TGF-f1 (p=0.005, R=0.636) este
semnificativa si pozitiva de grad inalt. Aceastd sugereaza ca valorile mai mari de

osteocalcina s-au asociat semnificativ mai frecvent cu valori mai mari de TGF-f1.
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Figura 8.30. Corelatia dintre TNF-o. si TGF-£1 in lotul cu

inflamatie pulpara ireversibild simptomatici a dP

Figurile 8.29. - 8.30. reprezinta corelatiile analizate intre biomarkeri in inflamatiile
pulpare acute a dP. Distributia variabilelor este normald conform testului Shapiro-Wilk
(p>0.05) cu exceptia parametrilor TNF-a si TGF-f1 (p<0.05). Majoritatea corelatiilor
analizate sunt nesemnificative cu exceptia urmatoarelor corelatii:

- Corelatia dintre TNF-a si MMP-7 este semnificativa si pozitiva de grad moderat
(p=0.045, R=0.524) ceea ce sugereaza ca valorile mai mari de TNF-a s-au asociat
mai frecvent cu valori mai mari de MMP-7 si viceversa.

- Corelatia dintre TNF-a si TGF-£1 este semnificativa si negativa de grad moderat
(»=0.019, R=-0.595) care ne indica ca valorile mai mari de TNF-a s-au asociat

mai frecvent cu valori mai mici de TGF-f1 si viceversa.

Corelatiile analizate intre biomarkeri in lotul total al tesuturilor pulpare a dP aratd ca

distributia variabilelor este non-parametrica in majoritatea variabilelor conform testului
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Shapiro-Wilk (p<0.05) cu exceptia parametrilor MMP-9, MMP-7 si Catalazei (p>0.05).

Corelatiile semnificative observate sunt:

Corelatiile observate intre TNF-a si IL-2 (p<0.001, R=0.715), TNF-a si IL-17
(p=0.001, R=0.651), TNF-a si MMP-7 (p<0.001, R=0.670), TNF-a si SOD-3
(p=0.001, R=0.624), TNF-a si osteocalcind (p=0.006, R=0.543) si intre TNF-a. si
TGF-41 (p=0.038, R=0.426) sunt semnificative si pozitive de grad moderat sau
inalt. Aceasta indica faptul ca@ valorile mai mari de TNF-a s-au asociat
semnificativ mai frecvent cu valori mai mari de IL-2, IL-17, MMP-7, SOD-3,
osteocalcina si TGF-f1;

Corelatiile observate intre IL-2 si IL-17 (p<0.001, R=0.704), IL-2 si SOD-3
(p=0.001, R=0.638), IL-2 si osteocalcind (p<0.001, R=0.664) si intre IL-2 si
TGF-£1 (p=0.002, R=0.590) sunt semnificative si pozitive de grad inalt. Aceasta
sugereaza ca valorile mai mari de IL-2 s-au asociat semnificativ mai frecvent cu
valori mai mari de IL-17, SOD-3, osteocalcina si TGF-f1;

Corelatiile observate intre IL-17 si MMP-7 (p=0.010, R=0.513), IL-17 si SOD-3
(»<0.001, R=0.823), IL-17 si catalaza (p=0.028, R=0.448), IL-17 si osteocalcina
(p=0.001, R=0.620) si intre IL-17 si TGF-p1 (p=0.002, R=0.604) sunt
semnificative si pozitive de grad moderat sau inalt. Aceasta indica ca valorile mai
mari de IL-17 s-au asociat semnificativ mai frecvent cu valori mai mari de MMP-
7, SOD-3, catalaza, osteocalcina si TGF-£1;

Corelatia observatd intre MMP-9 si catalaza (p=0.034, R=0.435) este
semnificativa si pozitiva de grad moderat. Aceasta sugereaza ca valorile mai mari
de MMP-9 s-au asociat semnificativ mai frecvent cu valori mai mari de catalaza;
Corelatiile observate intre MMP-7 si SOD-3 (p=0.008, R=0.531), MMP-7 si
catalaza (p=0.044, R=0.415) sunt semnificative si pozitive de grad moderat ceea
ce indicd, ca valorile mai mari de MMP-7 s-au asociat semnificativ mai frecvent
cu valori mai mari de SOD-3 si Catalaza;

Corelatiile observate intre SOD-3 si Osteocalcina (p=0.001, R=0.628) si intre
SOD-3 si TGF-B1 (p=0.001, R=0.647) sunt semnificative si pozitive de grad
inalt. Aceasta arata ca valorile mai mari de SOD-3 s-au asociat semnificativ mai
frecvent cu valori mai mari de Osteocalcina si TGF-f1;

Corelatia observatd intre Osteocalcind si TGF-f1 (p=0.015, R=0.492) este

semnificativa si pozitiva de grad moderat. Aceastd indica, ca valorile mai mari
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de Osteocalcind s-au asociat semnificativ mai frecvent cu valori mai mari de

TGF-AL.

8.4. Discutii

Cu toate cd intre dT si dP exista particularititi cu diverse implicatii clinice si
terapeutice [177], pe baza acestor rezultate putem specula ca la nivel molecular procesul
inflamator ireversibil simptomatic ai pulpei dentare nu difera in cele 2 dentitii.

In inflamatia pulpard ireversibild a dT a fost observata o relatie invers proportionalad
intre citokinele proinflamatorii, TNF-a si IL-17 ceea ce poate sugera un rol antagonist in
inflamatia pulpara ireversibild a dT, rezultatele fiind in contrast cu alte studii care sustin
existenta unui rol sinergic intre cele 2 citokine [146]. Corelatiile intens pozitive ale IL-2 cu
Osteocalcina si IL-17 cu TGF-1 pot sugera tendinta tesutului pulpar de a limita inflamatia
pulpard accentuatd prin actiunea IL, prin eliberarea concomitentd a Osteocalcinei si TGF-f1
care pot participa la vindecarea tesutului pulpar prin formarea matricei dentinei tertiare.

In inflamatiile pulpare acute ireversibile ale dP, TNF-a a fost corelatd pozitiv cu
MMP-7 ceea ce confirma rolul important al citokinelor in reglarea expresiei MMP.
Concentratia ridicatd a TNF-a poate influenta activitatea crescutd a MMP-7 in pulpitele
dentare, MMP-7 putand avea la randul ei un impact asupra procesului inflamator prin
eliberarea unor cantitati crescute de TNF-a.. O relatie invers proportionald a fost remarcatd
intre TNF-o si TGF-31 in pulpitele acute ale dP, TNF-a fiind o citokind proinflamatorie
care mediaza i sustine inflamatia pulpard, in schimb TGF-£1 este un factor de crestere care
poate fi eliberat din dentind si are rol in sinteza proteinelor ECM participand la procesele de
dentinogeneza. Astfel, concentratiile reduse ale TNF-o si cresterea sintezei TGF-f1
sugereazd o tendintd de reducere a inflamatiei pulpare si posibilitatea de vindecare si
reparatie pulpara (si viceversa).

In ceea ce priveste corelatiile biomarkerilor in conditii de sdndtate §i patologie
inflamatorie a dintilor temporari $i permanenti, majoritatea au prezentat corelatii pozitive
intre ele care sugereazd o interconectiune a biomoleculelor care participd In mecanismele
inflamatiei, a stresului oxidativ, a degraddrii ECM si reparatiei si mineralizdrii tesuturilor
dure dentare, atit in pulpa dentard sdndtoasa cat si in cea inflamata ireversibil in ambele
dentitii.

In cazul dP sdndtosi si cu pulpitd acutd au fost raportate corelatii pozitive si intre TNF-
o cu MMP-7,IL-17 cu MMP-7, IL-17 cu Catalaza, MMP-7 cu SOD-3, MMP-7 cu Catalaza

si SOD-3 cu TGF-f31. Se poate observa o activitate enzimaticd mai intensa in pulpitele acute
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ireversibile ale dP si dintii sdndtosi care ar putea fi explicatd prin stabilirea unui diagnostic

clinic mai precis (varstd mai mare a pacientilor inclusi in studiu, informatii concrete si

corecte legate de simptomatologia, testele de vitalitate si percutia dintelui in ax mai

concludente, maturitate SNC) comparativ cu dT (véarstd mai mica, limbaj si SNC insuficient

dezvoltate, grad mai mare de fricd). La dT tesutul pulpar la nivel molecular ar putea fi deja

intr-o etapa foarte avansatd de inflamatie comparativ cu observatiile clinice, eventual cu

evolutie spre necroza, influentatd si de modificarile regresive care apar in mod fiziologic si

care pot fi asociate cu distructia sau depletia anumitor enzime.

9. Concluzii si contributii personale
9.1. Concluzii

in tesuturile pulpare inflamate ireversibil a dintilor permanenti §i temporari exista o
crestere a nivelului biomarkerilor TNF-a, IL-2,1L-17,SOD-3, Osteocalcinei si TGF-
p1 (Figura 9.1.1.).

Biomarkeri cu nivel crescut pot avea un rol important in procesele inflamatorii
pulpare ale dintilor temporari $i permanenti a copiilor si adolescentilor.

IL-17, Osteocalcina si TGF-1 au prezentat nivele crescute in pulpitele cronice
comparativ cu cele acute ale dintilor temporari si pot fi considerati parametri
candidati in diferentierea celor doua tipuri de inflamatie (Figura 9.1.1.).

Lipsa modificarilor semnificative ale MMP-7, MMP-9 si Catalazei intre loturile de
control si de studiu, atit la dintii temporari cét si la cei permanenti, pot sugera
existenta unei faze avansate a inflamatiei pulpare ireversibile spre stadiul de necroza
asociata cu scdderea productiei/distructiei enzimelor respective.

Corelatiile semnificative reduse in loturile de studiu cu inflamatie pulpard
ireversibild in ambele dentitii indicd necesitatea cercetarii suplimentarii Tn domeniu
pentru evidentierea cu exactitate a rolului si mecanismelor biomarkerilor in conditii
de inflamatie pulpara.

Evidentierea prezentei tuturor biomarkerilor in toate probele de tesut pulpar recoltate
(sdndtoase si cu inflamatie ireversibild) si corelatiile semnificative intre majoritatea
biomoleculelor in conditii generale de sdndtate si patologie sugereaza rolul major si
implicarea lor atit in mecanismele de mentinerea a homeostaziei tesuturilor pulpare,

cat si in cazul agresiunii bacteriene cu instalarea inflamatiei.
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Se poate confirma lipsa neconcordantei intre simptomatologia clinicd $i mecanismele
moleculare, aspect Intalnit frecvent in special in cazul dentitiei temporare.

Absenta diferentelor semnificative in cazul determindrii biomarkerilor in pulpitele
acute ale dintilor temporari comparativ cu cei permanenti indicd prezenta unor
mecanisme moleculare similare in cele 2 dentitii cu toate cd existd particularitati
morfo-structurale intre dintii temporari $i permanenti.

Gradul de cooperare a pacientilor pediatrici, comunicarea $i exprimarea mai dificila,
dar si rezultatele incerte ale testelor clinice $i paraclinice reprezinta un factor esential
in crearea conditiilor pentru recoltarea probelor de tesut pulpar si o posibila cauzi a
lipsei cercetarilor care studiaza prezenta biomarkerilor in pulpitele dintilor temporari
s1 permanenti a copiilor si adolescentilor.

Testele clinice diagnostice traditionale utilizate pentru determinarea prezentei
inflamatiei pulpare sunt strict subiective si pot avea interpretari variabile, iar nivelul
expertizei profesionale variazd si pot aparea discrepante in interpretarea lor 1in
special in cazul copiilor si adolescentilor.

Constatarile studiilor sugereaza necesitatea unor modalitdti de diagnostic moleculare
care ar putea fi asociate cu datele clinice pentru elaborarea diagnosticului de
certitudine, ideal cat mai precoce.

Este imperioasd punerea in practicd a metodelor moleculare de diagnostic cu
stabilirea unor valori prag a biomarkerilor in functie de tipul inflamatiei
(reversibild/ireversibild) precum si gdsirea unor instrumente fezabile de utilizat in
practica zilnica.

Numarul mic de probe de tesut pulpar utilizate, dar si dinamica proprie a procesului
inflamator pulpar pot fi factori cauzali in diversitatea rezultatelor fata de alte studii.
Identificarea unor noi parametri de evaluare mai precisd a diagnosticului i realizarea
unor tratamente mai putin invazive trebuie luate in calcul in special in cazul
proceselor inflamatorii la copii si adolescenti.

Gdsirea unor noi modalitdti de determinare inflamatiei pulpare la nivel molecular
prin metode mai putin invaziv, precum recoltarea salivei de la pacienti cu pulpite $i
asocierea cu datele clinice.

Amaénarea tratamentelor si controalelor stomatologice $i prezentarea tardiva in fazele
avansate ale inflamatiei conduc la necesitatea realizdrii unor tratamente radicale

precum indepadrtarea in totalitate a tesutului pulpar cu multiple consecinte in ambele
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dentitii (dinti casanti, fragili cu risc de fracturd, pierderea precoce, malpozitii,
malocluzii).

e Stabilirea unor diagnostice cit mai precoce $i realizarea unor tratamente pulpare
vitale reprezintd standardul de aur in special in cazul dintilor permanenti tineri in

scopul continudrii apexogenezei.
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Figura 9.1.1. Concluzii

Literatura de specialitate este caracterizatd prin lipsd de studii In ceea ce priveste

diagnosticul molecular al inflamatiei pulpare la copii si adolescenti, astfel aceste determinari,

precum si pacienti de la care au fost obtinute probele de tesut pulpar, conferd lucrari de fata

un caracter inovativ $i original.

Contributiile personale ale prezentei cercetdri sunt reprezentate de:

Rezultatele capitolului 6 care arata nivelurile crescute a biomarkerilor TNF-a, IL-2,

IL-17, SOD-3, Osteocalcina si TGF-A1 in pulpitele ireversibile acute ale dP obtinute de la

copii si adolescenti ceea ce nu s-a studiat pAnd acum dupd cunostintele noastre (cu exceptia

SOD, dar cu rezultate incerte). De asemenea, In acest studiu a fost determinatad pentru prima
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datd prezenta si concentratia MMP-7 in inflamatii pulpare ireversibile ale copiilor si
adolescentilor. in plus, au fost determinati biomarkeri, precum Osteocalcina si TGF-f1, care
in trecut au fost evaluati Intr-un numdr foarte limitat de cercetdri. Diagnosticul molecular
unor astfel de parametri poate deveni util prin asociere cu simptomatologia si semnele clinice
ale pacientului-copil in vederea stabilirii un diagnostic precoce a patologiei pulpare in
stadiile reversibile urmat de tratamente vitale mai putin invazive cu indepdrtarea partiald a
tesutului pulpar, mentinerea vitalitdtii pulpare §i continuarea apexogenezei in cazul dP tineri.

Studiul din capitolul 7 s-a bazat pe evaluarea concentratiei diversilor biomarkeri n
pulpite acute, pulpite cronice si tesuturi pulpare sdndtoase prelevate de la dT ai copiilor si
adolescentilor, ceea ce nu a reprezentat pAna acum o temad studiatd in literatura de specialitate
dupa cunostintele noastre. Studiul de fatd si-a propus sd arate importanta aplicarii metodelor
moleculare si In cazul inflamatiei dT iar rezultatele aratd cd TNF-a, IL-2, IL-17, SOD-3,
Osteocalcina si TGF-f1 pot fi utilizati ca biomarkeri de baza in diagnosticul pulpitelor acute
si cronice ale dT. De asemenea, pentru prima datd au fost studiati comparativ diversi
biomarkeri in pulpite acute si cronice in dentitia temporara, iar constatarile studiului nostru
sugereaza un rol major al IL-17, Osteocalcinei si TGF-31 in pulpitele cronice. $i in acest
studiu se observa importanta stabilirii unor metode moleculare de diagnostic precoce pentru
evitarea tratamentelor radicale urmate de multe ori de pierderea dintilor.

Capitolul 8 a urmdrit sd determine existenta unor diferente in ceea ce priveste nivelul
TNF-a, IL-2, IL-17, SOD-3, Catalazei, MMP-7, MMP-9, Osteocalcinei si TGF-f1 in
pulpitele acute ale dT si dP. Si acest aspect nu a fost studiat pAnd acum dupd cunostintele
noastre, iar rezultatele studiului sugereaza mecanisme similare in ceea ce priveste inflamatia,
stresul oxidativ, degradarea ECM si mineralizarea si reparatia tesuturilor in ambele dentitii.
Nu au fost gdsite studii cu temd asemdndtoare, nici studii care sd determine prezenta
corelatiilor in tesuturile pulpare inflamate si sdndtoase ale copiilor si adolescentilor.
Corelatiile pozitive Intre diversi biomarkeri in tesuturile pulpare sdnitoase si in inflamatia
pulpara arata existenta unor interconectiuni in ceea ce priveste parametrii studiati in ambele
dentitii. Corelatiile negative observate in inflamatiile pulpare ireversibile ale dT si dP pot
sugera existenta unor roluri antagoniste intre anumiti biomarkeri si uneori roluri de sinergism
cu reducerea inflamatiei $i accentuarea proceselor reparatorii.

Desi studiile din prezenta cercetare au avut la bazd determindri efectuate pentru
prima datd, fie cazul unor biomarkeri, precum MMP-7, fie tipul de dentitie de la care s-au
obtinut tesuturile pulpare, mai multe cercetdri sunt necesare pentru elucidarea rolului exact

a biomarkerilor studiati, dar i a altor parametrii in vederea punerii in practicd.
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