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Ipoteza de lucru si obiective

Factorii psihosociali induc individului o stare de stres cronic, care are efecte atat
psihologice, cat si fiziologice. Modificarile biologice includ raspunsuri ale sistemului
neuroendocrin, cu consecinte multiple, inclusiv la nivel salivar. Deoarece saliva joaca rolul
de mediu de protectie pentru cavitatea bucald, chiar si modificari minore ale compozitiei sale
ar putea avea un impact asupra functiondrii corespunzitoare a acestui ecosistem. Prin
urmare, in contextul cariei dentare, pierderea proprietatilor protectoare ale salivei poate duce

la o incidenta crescuta a cariilor dentare.

Pornind de la aceste observatii si de la faptul ca modificarile din cavitatea bucala
reflecta starea generald de sanatate, am elaborat ipoteza de studiu conform careia experienta
carioasa la copii este influentata de stres si de nivelul proteinelor salivare. Obiectivul general
al prezentului studiu a fost de a investiga daca stresul si diferitele tipuri de proteine salivare

au o influenta asupra experientei carioase la copii.

In primul studiu (Capitolul 5) am evaluat experienta carioasa si nivelurile activititii
enzimatice salivare — activitatea proteazei totale si activitatea metaloproteinazelor
matriceale, la un grup de scolari, precum si elucidarea relatiei dintre cele mentionate mai
sus. In plus, ne-am propus si investigim daca nivelurile acestor proteine salivare reflecta
severitatea afectarii prin carie dentara si daca diferd intre copiii din diferite categorii de

varsta.

In cel de-al doilea studiu (Capitolul 6) am evaluat nivelurile biomarkerilor salivari ai
stresului, alfa amilazd salivara si cortizol, la un grup de scolari, in relatie cu experienta

carioasa si cu activitatea enzimatica salivara.

In cel de-al treilea studiu (Capitolul 7) am evaluat nivelul de anxietate dentar la un
grup de scolari care s-au prezentat pentru tratament stomatologic intr-o clinica specializata
de stomatologie pediatrica. In continuare, ne-am propus si determinim nivelul de stres indus
de doud tratamente dentare diferite (o interventie neinvaziva constand in proceduri de
profilaxie dentard versus o interventie invaziva constand in prepararea unei cavitdtii si
aplicarea unei restaurari dentare). Nivelurile de stres au fost determinate prin combinarea
evaludrilor psihometrice (scala State-Trait Anxiety Inventory for Children) si
comportamentale observationale (Frankl Behavior Rating Scale) cu masurdtori ale

nivelurilor biomarkerilor salivari ai stresului (alfa amilaza salivara si cortizolul salivar).



Metodologia generala a cercetarii
Conditii de desfasurare si consideratii etice

Studiile au fost efectuate pe un grup restrans de scolari sandtosi, care s-au prezentat la
Clinica de Pedodontie a Facultatii de Stomatologie, a Universitatii de Medicina si Farmacie
Carol Davila, Bucuresti, pentru tratamente stomatologice 1n perioada ianuarie 2019 — iunie

2022, tinand cont de conditiile generate de pandemia COVID-19.

Studiile au fost aprobate de Comisia de Eticd a Cercetarii a Universitatii de Medicind
si Farmacie Carol Davila Bucuresti (nr. 188/28 ianuarie 2019) si au fost realizate in
conformitate cu recomandarile Declaratiei de la Helsinki (2008) a Asociatiei Medicale
Mondiale si cu Ghidurilor de Buna Practica Clinica. Inainte de a fi inclusi in grupul de studiu,
parintii sau tutorii legali ai participantilor au fost informati despre scopurile si protocoalele

studiului si, dacd au acceptat sa participe, au semnat un consimtamant informat scris.
Participantii la studiu

Copiii care s-au prezentat pentru prima data la Clinica Universitard de Pedodontie au
fost recrutati in grupul de studiu daca au indeplinit urmatoarele criterii de includere:

- sanatos fizic si psihic;

cu varsta cuprinsa intre 5 si 14 ani;

prezenta a cel putin unei leziuni de carie dentara pe dintii temporari sau permanenti;

absenta leziunilor mucoasei orale sau a bolii parodontale.

Participantii au fost exclusi pe baza urmatoarelor criterii:

- antecedente de boli sistemice;

- prezenta dizabilitatilor intelectuale;

- administrarea de tratamente medicamentoase care ar fi putut afecta activitatea
glandelor salivare in cele 3 luni anterioare admiterii in studiu;

- refuzul participarii din partea parintilor sau a tutorilor legali care 1i insotesc la clinica;

- prezenta unei urgente dentare care a necesitat un tratament complex imediat (durere
acuta datorata afectiunilor pulpare, abcese dentare, leziuni traumatice);

- copii cu experiente traumatice in cabinetul stomatologic.



Indicii de experienta a cariilor dentare

Experienta carioasd a subiectilor inclusi in studiu a fost stabilita prin evaluari clinice
folosind instrumente standard de examinare. Examindrile au fost efectuate de un singur
examinator instruit (R.-P.V.) intr-un cabinet stomatologic, respectand recomandarile
Organizatiei Mondiale a Sanatatii (Peterson et al., 2013). Ulterior, au fost calculati indicii de
experientd a cariilor dentare. Indicii Decay-Missing-Filled (DMF/dmf) au fost calculati
raportat la numadrul dintilor (DMFT/dmft) si suprafetelor (DMFS/dmfs). Avand in vedere
ca participantii cu dentitie mixta au avut experienta carioasd evaluata prin intermediul a patru
indici diferiti care nu reflectau o viziune globald asupra situatiei actuale, am folosit si
indicele Manifest Caries Lesion (MCL) pentru a obtine o mai buna intelegere a afectarii prin
carii active. Scorurile MCL au fost calculate prin insumarea numarului de dinti cu carii
dentare netratate. In plus, am definit MCL% ca procentul de dinti cu carii dentare netratate

din numarul total de dinti prezenti in cavitatea orala.
Colectarea probelor de saliva

Pentru a standardiza protocolul de colectare a salivei, toate colectarile de saliva au fost
efectuate Intre orele 8 si 11 a.m. Acest timp a permis evitarea discrepantelor majore intre
inregistrarile pacientilor, care ar fi putut fi generate de variatiile diurne ale parametrilor
salivari investigati (Dawes, 1972). Inainte de prelevarea probelor de saliva, au fost furnizate
instructiuni specifice in scris parintilor sau tutorilor legali ai participantilor (Kelly et al.,
2008). In ziua recoltarii salivei, la sosire, copiii au fost invitati in cabinetul stomatologic si
s-au asezat confortabil pe scaunul stomatologic. Subiectilor li s-au oferit recipiente sterile si
gradate din polipropilena, iar examinatorul a indicat pe recipient cantitatea de saliva care ar
fi necesar sa fie depozitatd. Metoda de recoltare prin salivare pasiva a fost realizata sub
supravegherea examinatorului, pand cand aproximativ 2 ml de saliva s-au acumulat in
recipiente (Putnam et al., 2012). Probele de saliva au fost centrifugate la 3500 g timp de 15
minute si alicote din supernatantii de saliva au fost transferate in flacoane Eppendorf de 0,5
ml si depuse la -80°C, pentru a evita ciclurile multiple de inghetare si dezghetare ale aceleiasi

probe de saliva.
Activitatea enzimatica salivara

Concentratia totald a proteinelor salivare (TPC) a fost determinata folosind kitul

Pierce™BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific, Landsmeer, The Netherlands), asa cum



a fost descris anterior (Prodan si colab., 2015). Rezultatele au fost exprimate in pg/mL.
Activitatea proteolitica totald salivard a fost detectata utilizand substraturi peptidice cuplate
prin metoda Fluorescence (sau Forster) Resonance Energy Transfer (FRET). Substraturile
peptidice ~ FRET utilizate 1in acest studiu au fost PEK-054 ([FITC]-
NIeKKKKVLPIQLNAATDK-[KDbc]) si PFU-089 ([FITC]-FR-[KDbc]), asa cum a fost
descris anterior (Janus si colab., 2015). Activitatea proteoliticd totald salivara a fost
exprimata in cresteri ale fluorescentei pe minut (AF/min). Nivelurile salivare ale MMP-8 si
MMP-9 au fost determinate utilizdnd tehnologia Luminex XMAP (multianalyte profiling)
pentru detectare si cuantificare. Un panou multiplex a fost obtinut prin combinarea a doua
kit-uri Simplex care contin anticorpi specifici pentru fiecare metaloproteinaza testata
(ProcartaPlex Multiplex Immunoassay, Affymetrix, eBioscience, Thermofischer, Viena,
Austria). Testul a fost efectuat pe baza protocolului furnizat de producator (Vacaru si colab.,

2022a).
Biomarkeri salivari ai stresului

Activitatea alfa amilazei salivare a fost determinata cu un test colorimetric al activitatii
enzimatice. Substratul specific alfa amilazei utilizat a fost 2-clor-4-nitrofenil-a-D-
maltotriozidd (Sigma-Aldrich, Zwijndrecht, The Netherlands), care a fost dizolvat intr-o
solutie tampon de testare (100 mM MES, 350 mM NaCl, 6 mM Calcium Acetate, 900 mM
Potassium Thiocyanate, 0.1% Sodium Azide) pentru a obtine solutia de substrat. Rezultatele

au fost exprimate in U/mL. (Vacaru si colab., 2022a).

Cortizolul salivar a fost evaluat folosind o metodd ELISA — Enzyme Linked
ImunoSorbent Assay, cu un kit disponibil comercial (NovaTec Immundiagnostica GmbH,
REF DSNOV20, Dietzenbach, Germania). Rezultatele au fost exprimate in ng/mL (Vacaru
si colab., 2022b).

Evaluare comportamentala observationala

Frica asociatd unui eveniment specific a fost masurata subiectiv folosind scala de
evaluare a comportamentului Frankl (FBRS) (Frankl SN, 1962). Reactia comportamentala a
subiectului la tratamentul stomatologic a fost evaluata de medicul stomatolog pediatru care
a efectuat interventia (R.-P.V.) si a fost clasificatd In una din urmatoarele categorii de

comportament: categoric negativa (--), negativa (-), pozitiva (+), categoric pozitiva (++).



Evaluari psihometrice

Pentru evaluarile psihometrice, a fost administrata versiunea in limba roména validata
a scalei State—Trait Anxiety Inventory for Children (Mindgarden, Inc., Menlo Park, CA,
SUA, licenta OL-00008675/ 2019-11.22 distribuitd de D&D Consultants/TestCentral)
(Spielberger CD, 1973). Testul a fost compus din doud chestionare ce au evaluat anxietatea
ca stare si ca trasaturd, fiecare contindnd 20 de itemi. Chestionarele au fost administrate la
sfarsitul sedintelor de tratament, in acelasi cabinet stomatologic, Tnainte de recoltarea probei
post-tratament de salivd. Copilul a fost indrumat si supravegheat de medicul stomatolog
pediatru, care a oferit si raspunsuri explicative ori de cate ori subiectul a intdmpinat
dificultati in intelegerea termenilor folositi in formulare. Forma de anxietate ca ,,stare”
(STAIC S-Anxiety) evalueaza modul in care subiectul se simte intr-o situatie data, iar forma
de anxietate ca ,trasaturd” (STAIC T-Anxiety) evalueaza modul in care se simte subiectul

in situatii generale.
Analiza statistica a datelor

Analiza statisticaA a datelor a fost efectuatd folosind programul Stata/IC 16
(StataCorp.2019. Stata Statistical Software: Release 16. College Station, TX, USA:
StataCorp LLC). Distributia normala a fost testatd folosind testul Shapiro-Wilk. Distributiile
datelor au fost exprimate ca medii, abateri standard (SD), mediane, cuartile (Q1 si Q3),
intervale si procente. Corelatiile dintre variabile au fost investigate folosind fie coeficientii
de corelatie Pearson (r), fie Spearman (7). Pentru evaluarile variabilelor categorice s-au
folosit teste Pearson Chi-squared. Testul Fisher Exact a fost utilizat cand frecventa asteptata
a oricarei celule din tabel a fost <5. Comparatiile intre nivelurile pre-post au fost determinate
folosind paired t-test sau sign test. Comparatiile intre grupuri au fost efectuate folosind testul
unpaired t-test sau one-way ANOVA, cu corectie Scheffé. Semnificatia statistica a fost luata

in considerare pentru valorile p < 0,05.



Capitolul 5. Evaluari ale experientei carioase la copii in relatie cu

activitatea enzimatica salivara

Acesta a fost un studiu clinic observational transversal efectuat pe un lot de 22 de
scolari sanatosi (varsta medie 8,2 + 2,6 ani), care s-au prezentat pentru tratamente
stomatologice la Clinica de Pedodontie a Facultatii de Stomatologie, Universitatea de
Medicina si Farmacie Carol Davila, Bucuresti, in perioada ianuarie 2019 — martie 2020. in
timpul primei vizite, au fost explicate obiectivele si protocolul studiului, au fost furnizate
informatii scrise privind descrierea studiului si instructiunile specifice si, dacd au acceptat
sd participe, au fost efectuate evaludri clinice. Colectarea probelor de salivd a fost
programata in a doua vizitd, in scopuri de standardizare. La a doua vizitd s-au efectuat
evaluarea clinicd si prelevarea probelor de saliva. Ulterior au fost calculati indicii de
experientd a cariei dentare si au fost efectuate analize biochimice salivare pentru a determina

continutul total de proteine, activitatea proteoliticd totald si nivelurile MMP-8 si -9.

In Capitolul 5 am demonstrat ci a existat o relatie intre experienta carioasi si
activitatea enzimaticd salivard. Am observat cd indicii de experientd a cariei dentare au
diferit intre diferitele grupe de varstd. O explicatie plauzibila este faptul ca majoritatea
copiilor inclusi in studiu au prezentat o dentitie mixta la momentul participarii la studiu. Prin
urmare, numarul de carii dentare netratate deja existente la nivelul dintilor temporari s-a
cumulat cu numarul de carii dentare ce au aparut la nivelul dintilor permanenti, ce au afectat
cel mai frecvent primii molari permanenti. In contextul unei experiente carioase crescute,
primii molari permanenti sunt adesea afectati de carie dentara din mai multe motive: lipsa
unei igiene orale adecvate - copiii nu sunt capabili sd igienizeze suprafetele dentare
posterioare, expunerea la diete cariogene si lipsa de informare a parintilor — care ar putea sa
nu fie constienti de faptul cd ultimul molar apartine dentitiei permanente si din acest motiv
adesea ignora necesitatea sigildrii imediate sau, in unele cazuri, chiar a tratamentului acestui
dinte (Llena et al., 2020). Prin urmare, este importantd informarea parintilor despre igiena
orala si obiceiurile alimentare adecvate, despre necesitatea tratamentului cat mai precoce al
leziunilor carioase a dintilor temporari si despre implementarea unor terapii profilactice, cum

ar fi fluorizarea locala si sigilarea dintilor permanenti nou erupti.

Nivelurile activitatii enzimatice salivare nu au aratat diferente semnificative Intre
diferitele categorii de varstd. In ceea ce priveste activitatea proteoliticd totald, cele doud

substraturi utilizate, PFU-089 si PEK-054, au prezentat relatii diferite cu experienta carioasa.



Aceastd observatie este justificatd de diferenta dintre cele doua substraturi in ceea ce priveste
lungimea si componenta secventei de aminoacizi si, prin urmare, prin diferitele tipuri si
numarul de proteaze salivare care ar putea degrada aceste substraturi. Considerand
rezultatele noastre, PEK-054 pare mai probabil sd fie un indicator al afectarii prin carie
dentara, spre deosebire de PFU-089. Secventa de aminoacizi mai lungd a PEK-054,
contindnd o varietate de aminoacizi diferiti, ofera o gamd mult mai larga de situsuri de
scindare pentru diferite enzime, spre deosebire PFU-089, ce prezintd o combinatie unica de
fenilalanind-arginina. Avand in vedere asocierea puternic pozitiva dintre degradarea PEK-
054 si experienta carioasa, realizarea de experimente viitoare pentru a determina care parte
(parti) din secventa substratului PEK-054 sunt scindate in prezenta cariei dentare par
justificate si ar putea ajuta la dezvoltarea unui substrat si mai specific, cu un potential
imbunatatit in diagnosticul cariei dentare. Pe baza preferintelor de scindare ale MMP-8, ar
putea fi posibil ca PEK-054 sa fie degradat de aceastd metaloproteinaza matriceala
(Rawlings si colab., 2002). Rezultate nepublicate din experimente preliminare tind sa

confirme aceastd ipoteza, dar sunt necesare cercetari suplimentare.

In ceea ce priveste activitatea metaloproteinazelor matriceale, nivelurile salivare
ridicate atat ale MMP-8, cat si ale MMP-9 au fost asociate cu o experientd carioasa crescuta.
Aceasta observatie ar putea fi justificata de o relatie bidirectionald intre activitatea MMP-
urilor salivare si experienta carioasi. In primul rind, in timpul aparitiei cariei cavitare,
datoritd pH-ului acid local, pro-MMP-urile sunt eliberate din dentind si sunt activate,
contribuind la degradarea structurii dentare, ulterior ajungand si in saliva, unde devin
detectabile. In al doilea rAnd, MMP-urile provenite din saliva sau din lichidul crevicular
gingival, deja prezente in cavitatea bucald, pot patrunde prin jonctiunea smalt-dentina si pot
fi implicate in procesul de degradare a structurilor dentare (Chaussain-Miller et al., 2006,

Chaussain et al. , 2013).

Avand 1n vedere ca nivelurile salivare ridicate ale MMP-8 si MMP-9 sunt indicatori ai
leziunilor distructive existente in cavitatea bucald si ca subiectii inclusi in prezentul studiu
nu au prezentat semne de boald parodontala sau alte leziuni orale, precum si faptul ca probele
de saliva nu au fost contaminate cu sange, putem concluziona ca, la acest grup de pacienti,

nivelurile ridicate ale MMP-8 si MMP-9 sunt indicatori ai experientei carioase.

In plus, in studiile viitoare, evaluarile nivelurilor salivare ale MMP-8 si MMP-9 in

relatie cu prezenta cariilor dentare ar trebui sa fie realizate prin comparatie cu un grup de



participanti control indemn de carii. Mai mult, nivelurile de MMP-8 si MMP-9 salivare
inregistrate la copiii afectati de carie dentara ar trebui comparate si cu nivelurile inregistrate
la copiii indemni de carie dentara, dar care sunt afectati de boala parodontala. Din pacate,
avand in vedere ca studiul a fost realizat intr-o clinica universitard, unde de obicei se prezinta
pacienti cu diverse probleme stomatologice, rareori este cazul ca un copil lipsit de carii sa se
prezinte, cu exceptia situatiilor In care se asociaza o altd patologie orald, precum
traumatismele dentare sau anomaliile dentare. Prin urmare, in studiul de fatd nu a fost inclus
niciun grup de control indemn de carie. Pentru a crea un astfel de grup de control, studiile
viitoare ar trebui sd recruteze copii si prin alte mijloace, de exemplu, recrutarea cu ajutorul

cabinetelor scolare.

In plus, cercetirile ulterioare ar trebui efectuate folosind un design de studiu
longitudinal. Un posibil design longitudinal ar putea presupune recrutarea unui grup de copii
fara carii si determinarea nivelurilor initiale ale activitdtii enzimatice salivare. Acest lucru ar
oferi niveluri de referintd individuale pentru fiecare copil. Ulterior, modificarile nivelurilor
enzimatice ar trebui monitorizate in timpul controalelor viitoare. Obiectivul ar fi de a evalua
daca activitatea enzimatica salivard se modifica la copiii care dezvolta carii dentare in
perioadele de urmarire. Un alt design longitudinal posibil ar putea fi sa includem copii cu
diferite grade ale experientei carioase si sa evaludm dacd dupa tratamentul cariilor dentare
se modifica nivelul activitatii enzimatice salivare. Un obiectiv suplimentar ar fi sa se
investigheze daca dupa tratamentul cariilor dentare nivelurile de activitate enzimatica sunt
comparabile cu nivelurile Inregistrate la copiii indemni de carie. Abordérile longitudinale
propuse ar trebui sd ofere informatii valoroase cu privire la rolul acestor enzime salivare
asupra progresiei cariilor dentare In timp. Activitatea enzimatica salivard s-ar putea dovedi
a fi un indicator practic al nivelurilor de experientd carioasd, precum si un indicator al

eficacitatii tratamentului in reducerea afectarii prin carie dentara.

In mod optimist, activitatea enzimatica salivari ar putea fi evaluati in viitorul apropiat
cu teste de diagnostic utilizate in cabinetul stomatologic, similare cu cele utilizate pentru a
determina pH-ul salivar, capacitatea tampon sau incarcatura bacteriana salivara. Aceste teste
ar putea fi utilizate ca instrumente practice pentru a monitoriza activitatea cariilor pacientilor
de-a lungul timpului, ca parte integrata a stomatologiei minim invazive, pentru a detecta
perioadele in care nivelul de activitate a cariilor creste. Acest instrument ar putea oferi

medicului stomatolog informatii pentru a sti cdnd este necesar sd implementeze metode de



tratament preventiv sau curativ. Dimpotriva, In cazul unei activitati carioase scazute, asa
cum este indicatd de nivelurile activitdtii enzimatice salivare, leziunile de carie incipiente
sau superficiale ar putea fi pur si simplu monitorizate si tinute sub control prin metode
profilactice de rutina. In plus, disponibilitatea unui test rapid ar putea ajuta la motivarea
pacientilor s se conformeze mai bine la controalele stomatologice periodice si sa

implementeze rutine eficiente de ingrijire orala.



Capitolul 6. Stresul la copii in asociere cu experienta carioasa si

activitatea enzimatica salivara

Acesta a fost un studiu clinic observational transversal realizat pe acelasi grup de 22
de scolari sanatosi (varsta medie 8,2 + 2,6 ani) recrutati la prima vizitd in Clinica de
Pedodontie a Facultdtii de Stomatologie, Universitatea de Medicina si Farmacie Carol
Davila, Bucuresti, in perioada ianuarie 2019 — martie 2020, care a fost prezentat in Capitolul
5. Evaluari ale experientei carioase la copii in relatie cu activitatea enzimatica salivara.
Protocolul de cercetare a inclus evaludri ale experientei carioase si colectarea probelor de
saliva. Din aceleasi probe de saliva care au fost deja colectate in studiul precedent, asa cum
s-a descris anterior, pe langa evaluarea activitdtii enzimatice salivare, au fost efectuate
analize biochimice suplimentare pentru a determina nivelurile salivare ale biomarkerilor de

stres, alfa amilaza si cortizol.

In Capitolul 6 am aritat ci cele doud sisteme de raspuns la stres, axa HPA si SNA,
par sd aiba efecte diferite asupra experientei carioase la copii. Evenimentul potential stresant,
asa cum a fost perceput de subiectii din acest studiu, a fost reprezentat de vizita intr-o clinica
stomatologicd. Ambii biomarkeri de stres, alfa amilaza salivara si cortizolul salivar, au
raspuns in consecintd, asa cum a fost demonstrat de asocierea dintre nivelurile lor
normalizate la concentratia proteinelor totale salivare. Cu toate acestea, atunci cand relatia
lor cu experienta carioasa a fost explorata In continuare, acesti biomarkeri salivari au actionat
diferit. De fapt, alfa amilaza salivara pare sa aiba un rol protector, deoarece niveluri mai mari
au fost asociate cu o experientd carioasd mai scazutd, spre deosebire de nivelurile de cortizol
salivar care nu au aratat nicio legaturd cu experienta carioasd. Relatia negativa observata
intre alfa amilaza salivard si experienta carioasa ar putea fi justificatd de activitatea sa
enzimaticad (Lahiri et al., 2021), desi nivelurile sale sunt influentate de raspunsurile
sistemului SNA la stimuli stresanti (Ali si Nater, 2020). In timp ce AOC reprezinti un
raspuns combinat si coordonat al activitatii sistemelor HPA si SNA (Ali si Pruessner, 2012),
relatia sa cu experienta carioasd se datoreaza, cel mai probabil, relatiei dintre alfa amilaza

salivara si experienta carioasa.

Avand 1n vedere perioadele lungi de timp necesare pentru aparitia unei leziuni de carie
dentara, este putin probabil ca stresul situational sa aiba o influentd directa asupra aparitiei
cariilor dentare. In acest studiu, am evaluat nivelurile acute ale biomarkerilor de stres salivar,

in asociere cu o situatie data si nu am evaluat nivelurile de stres cronic, care ar fi mai plauzibil



sa aibd o influentd asupra aparitiei cariei dentare. Pentru a obtine informatii despre stresul
cronic resimtit, trebuie sa se colecteze mai multe probe de saliva de la copiii participanti, in
diferite momente de-a lungul zilei, precum si 1n diferite zile pe o perioadd mai lunga de timp.
Aceasta abordare ar permite o comparatie intre diferitele situatii ce pot avea efect asupra
nivelurilor de stres. Astfel de studii ar trebui sd includa si evaludri ale nivelurilor bazale de

referinta, evaluate din probe de saliva colectatd dimineata, acasa, la trezire, in zile succesive.

Suplimentar, am investigat potentialele interactiuni dintre biomarkerii salivari ai
stresului si activitatea enzimaticd salivard. Am aratat ca niveluri mai mari de alfa amilaza
salivara au fost asociate cu o activitate proteolitica totald salivara mai scazuta si cu niveluri
salivare mai scazute ale MMP-9. Avand in vedere cd am demonstrat anterior ca nivelurile
mai mari ale alfa amilazei salivare sunt asociate cu o experienta carioasd mai scazuta si ca
nivelurile scazute ale activitdtii proteolitice totale si ale MMP-9 sunt asociate cu o experientd
carioasa scdzutd, interactiunea mentionata mai sus pare plauzibild. Din cunostintele noastre,
aceasta relatie nu a fost explorata anterior in studii clinice, iar potentialele interactiuni dintre
aceste proteine salivare si influenta lor asupra experientei carioase reprezintd subiecte de

cercetare interesante si promitatoare care ar trebui explorate in viitor.



Capitolul 7. Efectul diferitelor tipuri de tratamente dentare utilizate
in managementul cariilor asupra stresului si a nivelului proteinelor

salivare

Acesta a fost un studiu clinic pre-post efectuat pe un grup de 28 de scolari sdnatosi,
care s-au prezentat pentru tratamente stomatologice la Clinica de Pedodontie a Facultatii de
Stomatologie, Universitatea de Medicind si Farmacie Carol Davila, Bucuresti, in perioada
ianuarie 2019 - iunie 2022. Inainte de a fi inclusi in grupul de studiu, parintii sau tutorii legali
ai participantilor au fost informati despre scopurile si protocoalele studiului si, daca au
acceptat sd participe la studiu, au semnat un consimtamant informat scris. Copiii au avut
nevoie de tratamente stomatologice si in functie de nevoile lor au fost repartizati in doud
grupuri de studiu: un grup de profilaxie (PR) si un grup de preparare a unei cavitatii dentare
(CP). In cadrul urmatoarei vizite in clinica, copiii din grupul PR (n = 14) au beneficiat de un
tratament profilactic constand in igienizare profesionald cu instrumentar rotativ si fluorizare
topicd cu geluri cu fluor. Copiii din grupul CP (n = 14) au beneficiar de un tratament
stomatologic restaurator. Inainte si la 30 de minute dupa finalizarea sedintei de tratament,
copiilor li s-a cerut sa colecteze o proba de saliva totald nestimulatd pentru analiza nivelurilor
biomarkerilor de stres salivar. In plus, nivelurile de anxietate au fost evaluate folosind

metode observationale si psihometrice, asa cum a fost descris anterior.

In Capitolul 7, am aritat ci diferite tratamente dentare au un efect diferit asupra
nivelurilor salivare ale biomarkerilor de stres, alfa amilaza si cortizol, si ca cele doua sisteme
de stres, axa HPA si SNA, au reactionat diferit la niveluri de stres comparabile. Cu cat
evenimentul a fost mai stresant, cu atat a fost mai mare cresterea nivelurilor salivare ale
ambilor biomarkeri de stres. Cu toate acestea, acesti biomarkeri si-au urmat in continuare
tiparul diurn (McCarthy et al., 2009, Rohleder si Nater, 2009), ceea ce a insemnat ca,
indiferent de expunerea la un eveniment care induce stres, cum ar fi cele doud tratamente
stomatologice pe care le-am efectuat, nivelurile post-tratament ale cortizolului salivar au
scazut, In timp ce nivelurile post-tratament ale alfa-amilazei salivare au crescut in comparatie
cu nivelurile pre-tratament. Avand 1n vedere cad nivelurile post-tratament au inregistrat o
scadere mai mare a cortizolului salivar si o crestere mai mica a alfa amilazei salivare in cazul
profilaxiei dentare comparativ cu prepararea unei cavitatii dentare, inseamna ca profilaxia
dentara, o interventie neinvaziva, a fost perceputd ca fiind mai putin stresanta in comparatie

cu prepararea cavitatii dentare, care a fost perceputd ca o interventie mai complexa si mai



invaziva. Varsta si experienta carioasd nu au influentat gradul de stres sau nivelul de

anxietate In cazul copiilor expusi la tratamente stomatologice.

Suplimentar, copiii care au manifestat un comportament mai putin cooperant in timpul
tratamentelor stomatologice au inregistrat niveluri mai mari de anxietate ca stare. Aceasta
observatie aratd cd, cu cat o situatie data este perceputa ca fiind mai stresanta, cu atat copilul
se va comporta mai putin cooperant. Cu toate acestea, scorurile State-Trait Anxiety
Inventory for Children nu au reusit sd arate vreo asociere cu nivelurile salivare ale
biomarkerilor de stres, alfa amilaza si cortizol. Mai mult, In acest studiu, evaludrile
psihometrice nu au fost suficient de sensibile pentru a face diferenta intre copiii expusi la
tratamente stomatologice non-invazive si copiii expusi la tratamente stomatologice invazive.
Cu toate acestea, in studii pe loturi mai mari de participanti, aceste evaludri psihometrice ar
putea ardta rezultate promitatoare si ar trebui explorate in continuare in studiile din sfera

stomatologica.

Mai mult, o strategie importantd de prevenire a anxietatii dentare ar fi includerea
copiilor intr-un program de educatie si preventie stomatologicd, precum si initierea primelor
lor vizite la stomatolog la o varstd mai frageda, cand nu au aparut Inca afectiuni dentare.
Varsta si experienta carioasd nu au influentat gradul de stres sau nivelul de anxietate la copii,
ceea ce inseamna ca este necesard evaluarea mai multor factori pentru intelegerea anxietatii
dentare si a nivelurilor de stres induse de tratamentele dentare. Copiii care au manifestat un
comportament mai putin cooperant in timpul tratamentelor stomatologice au inregistrat
niveluri mai ridicate de anxietate de stare, asociatd cu o anumitd experientd, dar nu si de

anxietate de trasatura, care ar defini o anxietate cronica, generala.



Discutii generale, concluzii si contributii personale

Aceste studii au demonstrat rezultate interesante, in ciuda mai multor limitari care vor
fi discutate in continuare. Restrictiile impuse de pandemia de COVID-19 au limitat procesul
de recrutare al participantilor, ceea ce Inseamna cd dimensiunea esantionului din acest studiu
a fost relativ mica. Designul initial al studiului a avut si o componentd longitudinala, ce
presupunea ca dupa realizarea tuturor tratamentelor stomatologice sa fie efectuate reevaluari
ale nivelurilor salivare ale parametrilor investigati pentru a evalua daca reducerea experientei
carioase are un efect asupra acestor parametri salivari. Din pacate, restrictiile pandemiei de
COVID-19 au facut imposibild urmarirea tuturor participantilor inclusi sau, in unele cazuri,
chiar finalizarea tuturor tratamentelor stomatologice, limitand acest studiu la un design
transversal. Acesta nu a fost singurul motiv pentru pierderea monitorizarii pacientilor, dar,
de asemenea, dupa ce li s-au efectuat toate tratamentele stomatologice, unii pacienti nu au

mai revenit la controlul periodic.

O provocare neasteptatd cu care ne-am confruntat a fost colectarea probelor de saliva.
Colectarea salivei in general si capacitatea de a furniza volumul necesar de saliva au parut
problematice pentru unii copii, In special pentru cei mai mici de varstd, care aveau nevoie
de mai mult timp pentru a finaliza aceasta sarcind. Acesta este, de asemenea, unul dintre
motivele pentru care am exclus posibilitatea de a avea mostre de saliva recoltate acasa de
citre parinti ce ar fi servit pentru stabilirea unor valori de referinta. In aceasta situatie nu am
fi putut controla procesul de colectare, precum nici conditiile de depozitare si de transport

ale probelor.

O altd limitare metodologica este faptul cd evaludrile comportamentale au fost
realizate de un singur investigator, existand astfel riscul de a introduce o oarecare
subiectivitate acestor evaluari. O optiune de reducere a acestui risc ar fi utilizarea
inregistrarilor video ale sedintelor de tratament, care ar putea fi folosite pentru ca alti

investigatori sd evalueze comportamentul subiectilor.

In final, trebuie sa luim in considerare si faptul ca copiii au fost inclusi in studiu pe
mdsurd ce s-au prezentat in clinica universitard in cadrul turei de lucru a investigatorului
principal (R.-P.V.), si numai dacd au indeplinit toate criteriile de eligibilitate. Acest lucru a
insemnat cd au existat intervale de timp Intre diferiti pacienti si, prin urmare, probele de

saliva colectate de la diferiti subiecti au avut timpi diferiti de depozitare in congelator. Pentru



a minimiza acesti timpi de depozitare, analizele biochimice au fost efectuate in loturi si
executate imediat ce a fost recoltat un numar rezonabil de probe. Desi aceastd procedurd a
redus degradarea biochimicd a parametrilor salivari In timpul depozitarii, totusi, a introdus

0 anumita variatie inter-test asociata cu procesarea in lot.

Considerand aceste limitari ale studiilor efectuate, concluziile noastre contribuie la
cunostintele existente despre modul in care diferitele proteine salivare sunt asociate cu
experienta carioasd la copii. De fapt, noutatea acestui studiu este reprezentata de faptul ca
am realizat un studiu interdisciplinar cuprinzator prin realizarea de evaludri pe mai multe
niveluri intr-un grup de pacienti pediatrici. Din cunostintele noastre, aceastd asociere de

evaludri efectuate n cadrul aceluiasi studiu nu a fost realizata anterior.

Acest studiu ofera informatii valoroase despre modul in care diferite proteine salivare
interactioneaza si 1si moduleaza reciproc activitatea, precum si despre cum aceste proteine
salivare ar putea influenta progresia cariilor dentare. Acest fapt le recomanda ca potentiali
indicatori pentru monitorizarea evolutiei cariei dentare. Dintre parametrii investigati, alfa
amilaza salivard, MMP-8 si MMP-9 s-au dovedit a fi indicatori ai experientei carioase. Desi
determinarea activititii proteolitice totale salivare folosind substratul PEK-054 nu a
demonstrat o specificitate pentru diagnosticul cariei dentare, are totusi potentialul de a fi un
indicator promitator. O altd perspectiva valoroasa a cercetarii descrise in aceasta teza este
demonstrarea interactiunilor dintre cele doua sisteme de raspuns la stres, axa HPA si SNA.
Dintr-o perspectiva practicd, prin integrarea unor evaluari obiective si subiective ale
comportamentului si reactiilor copiilor in timpul sedintelor de tratament stomatologic,
medicii stomatologi pediatri ar putea sa-si optimizeze abordarea terapeutica si sa gestioneze
mai eficient nivelul de stres al pacientilor, mai ales luand in considerare faptul cd un

comportament cooperant nu exclude intotdeauna prezenta anxietdtii dentare.

In concluzie, rezultatele noastre subliniazd necesitatea unei mai bune intelegeri a
mecanismelor prin care stresul si nivelul proteinelor salivare ar putea influenta experienta
carioasa si modul in care diferite tratamente dentare influenteaza comportamentul si nivelul

de stres al copiilor.
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