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Introducere

Utilizarea derivatilor plasmatici obtinuti prin concentrarea singelui venos periferic,
cunoscuti sub numele de “concentrate trombocitare”, a fost implementats, de peste un deceniu,
ca alternativa de tratament minim — invazivi intr-o gami largi de afectiuni din sfera ortopediei
si a chirurgiei plastice. Interesul pentru aprofundarea cunostinfelor privind concentratelor
trombocitare a crescut progresiv in ultima perioadd datoritd extinderii folosirii clinice a
concentratelor trombocitare in alte specialitéti, mai ales in medicina dentara.

Desi domeniul cercetarii mecanismelor biologice implicate in regenerarea tisulari s-a
dezvoltat exponential in ultimii ani, preocuparea specialistilor tinde si exploreze cu precidere
aria practicd (cunoasterea efectelor clinice ale concentratelor trombocitare), si mai putin ariile
legate de stiintele fundamentale (investigatii de biologie moleculard asupra actiunii
mecanismelor fiziopatologice al derivatilor plasmatici autologi).

Accesibilitatea tot mai mare a acestor terapii in medicind dentard a fundamentat
cercetarea de fatd, care isi propune de a completa datele existente in literatura de specialitate cu
privire la fiziopatologia regenerdrii tisulare, sub actiunea factorilor de crestere din concentratele
trombocitare.

in acest sens, prima directic de cercetare a tezei a vizat stabilirea prin teste
imunohistochimice a profilului factorilor de crestere al concentratului trombocitar cel mai
utilizat in practicd la momentul de fatd - Plasma bogati in plachete/fibrini (PRF) - comparativ
cu cheagul alveolar postextractional; studiul incearci si aducd argumente in favoarea utilizirii
terapeutice a factorilor de crestere, intrucdt substratul fiziopatologic al interventiei acestor
molecule in regenerarea tisulari este incd obscur.

Plecind de la diferentele evolutive ale leziunilor mucoasei orale, comparativ cu cele
tegumentare (caracterizate printr-o rati crescutd a cicatriziirii patologice), a doua directie de
cercetare pentru elaborarea tezei de doctorat s-a orientat spre explorarea complexa
imunohistochimicd a factorilor de crestere exprimati la nivelul cicatricilor mucoasei orale,
comparativ cu fesutul cicatricial. Rezultatele acestei cercetdiri suscitd un mare interes practic,
confirménd existenta unei legéturi intre factorii de crestere investigati si evolutia favorabili a

procesului de vindecare.



Intrucdt partizanii utilizirii clinice a concentratelor trombocitare sustin eficacitatea
acestora, ca o modalitate biologica sigurd pentru a accelera procesul de vindecare, m-am orientat
- in cadrul celei de-a treia directii de cercetare — spre evaluarea comparativa in vitro a efectului
exercitat asupra culturilor celulare de catre doua tipuri de concentrate trombocitare (diferite prin
modalitatea de preparare), comparativ cu cheagurile alveolare postextractionale.

Clarificarea acestui aspect, neabordat pana acum de alti autori, ne face s consideram cé
indicatiile de tratament in medicina dentara pot fi mai largi decat se credea, utilizarea factorilor
de crestere din concentratele trombocitare avind certe perspective de ameliorare a regenerarii

tisulare.

Originalitatea si contributiile inovative ale tezei

Cercetarea din cadrul tezei se incadreazi intr-un domeniu extrem de inovativ, cel al
aplicatiilor concentratelor trombocitare, bogate in factori de crestere, in medicina dentara.
Prezenta lucrare ilustreazi rezultatele cercetdrilor complexe imunohistochimice si de biologie
moleculard asupra diferitelor tipuri de concentrate trombocitare utilizate in domeniul medicinei
dentare. Studiile realizate au fost validate prin publicarea in reviste de specialitate.

Originalitatea cercetirii consti in stabilirea profilului imunohistochimic al concentratelor
trombocitare §i respectiv compararea efectului biologic a doud tipuri diferite de produse
plasmatice (bogate in factori de crestere), realizatd experimental pe culturi celulare.

Rezultatele acestei cercetdri sunt promitétoare, venind in sprijinul validérii aplicérii unor
procedee minim invazive cu obtinerea unor rezultate favorabile in regenerarea tisulard, in
domeniul medicinei dentare. Tratamentul cu aceste produse plasmatice autologe are un pret de
cost redus, aplicarea lor aviand potential benefic, reprezentat de favorizarea procesului de
regenerare tisulara, cu risc redus de aparitie a complicatiilor.

Domeniul aplicatiei in medicina dentard a concentratelor trombocitare bogate in factori
de crestere este unul de avangarda, cercetdrile aducnd o contributie valoroasi la ameliorarea
fundamentului teoretic pentru utilizarea acestor procedee in practica clinicd, in beneficiul

pacientilor.




Capitolul 1. Consideratii generale asupra rolului biologic al trombocitelor

Cu toate cd mecanismele celulare implicate in fiziologia si fiziopatologia trombocitara
sunt incd incomplet elucidate, rolul lor cheie in multiplele procesele metabolice atrage atentia nu
doar asupra factorilor ce pot afecta aceasti linie celulars, dar si mai ales potentialului terapeutic
al concentratelor trombocitare.

in prezent sunt disponibile in practicd doud sisteme mari de obtinere a concentratelor
trombocitare de generafia a doua: 1) Sistemul Platelet Rich Fibrin (Advanced PRF, A-PRF) —
concentratul trombocitar bogat in trombocite si fibrind si 2) Sistemul Plasma Rich in Growth
Factors (PRGF - Endoret®) - concentratul de plasma bogat in factori de crestere (trombocitari).
Pentru ambele tipuri de sisteme de preparare a concentratelor trombocitare de generatia a doua
au fost realizate studii care sustin o serie de indicatii potentiale in terapiile regenerative tisulare
pentru medicina dentara.

Desi au fost realizate progrese remarcabile in cunoagtereca si intelegerea rolurilor
fiziologice si a implicatiilor fiziopatologice ale trombocitelor, rimin numeroase aspecte de
elucidat deoarece trombocitele sunt celulele responsabile de vindecarea tesuturilor, avand
capacitatea fiziologicd de a sintetiza si elibera (imediat posttraumatic) atit a unor molecule
inflamatorii (citokine) si, mai ales, a unei multitudini de factori de crestere, cu rol in regenerarea
tisulara.

Utilizarea derivatilor plasmatici, rezultati prin concentrarea trombocitelor din singele
venos propriu, a fost propusd ca 0 metoda alternativa de tratament minim-invazivi a leziunilor
tisulare. Avantajul major al procedeului, afirmat de sutindtorii procedeului, consta in aceea ci
foloseste un concentrat al propriului material biologic al pacientului, riscul de complicatii fiind
foarte redus.

Desi folosirea concentratelor trombocitare In medicina dentard a devenit extinsd in
ultimii ani, nu exista date concludente in literaturd care si elucideze suportul molecular care ar
putea explica rezultatele promititoare (in vitro si in vivo), demonstrate de studiile clinice. Ca
urmare, cercetarea mea s-a orientat spre stabilirea suportului biologic prin care concentratele

trombocitare faciliteazi vindecarea.



Capitolul 2. Factorii de crestere cu potential regenerativ tisular

Factorii de crestere reprezintd un grup de molecule ce reuneste o serie de substante
bioactive ce actioneza cu precddere pe o anumitd linie celulard, modulénd o serie de procese
biologice, printre care cresterea celulars, activitate mitogena sau inhibarea apoptozei.

Intelegerea mecanismelor biologice care stau la baza functiondrii factorilor de
crestere, precum §i cunoagterea deruldrii proceselor fiziopatologice care apar dupd producerea
unei leziuni traumatice, dar si a fenomenelor care intervin in reactia de vindecare endogend,
reprezintd oportunititi pentru clarificarea rolului potential al concentratelor trombocitare in
stimularea regendrii tesuturilor epiteliale si conjunctive de la nivelul mucoasei orale.

Studiile recente de fiziopatologie statueaza cé factorii de crestere sunt secretati majoritar
de citre trombocite, dar, practic, exista si alte linii celulare ce sunt capabile si secrete acesti
agenti biologici. Atentia cercetirilor a fost indreptatd mai ales asupra concentratelor
trombocitare, avand in vedere ci factorii de crestere plachetari actioneaza, simultan, la nivelul
mai multor procese fiziopatologice, fiind capabili s moduleze mai multe procese biologice din
procesul de vindecare. Literatura de specialitate consemneazi rezultate clinice favorabile in
regenerarea tisulara, atunci cand se folosesc in scop terapeutic factori de crestere de origine
trombocitara.

Cercetirile experimentale din cadrul cercetarii personale au fost directionate pe
evaluarea completd si amanuntitd a implicérii factorilor de crestere in regenerarea tisulard, cu
scopul de a aduce argumente clare asupra rolului terapeutic potential al concentratelor

trombocitare in vindecare.



Contributia personali

Cercetarea este structuratd in trei pérti:
1. Studiu de evaluare imunohistochimici al factorilor de crestere din concentratele trombocitare
2. Studiu de evaluare imunohistochimic3 a expresiei factorilor de crestere la nivelul cicatricilor
mucoasei orale si cicatricilor tegumentare
3. Studiu experimental privind efectele concentratelor trombocitare asupra capacititii de

proliferare si migrare celulara in vitro, comparativ cu cheagul alveolar postextractional.

Metodologia generali de studiu

Protocolul studiului a fost aprobat de catre Comisia de Etici a Spitalului Clinic de
Chirurgie Oro-Maxilo-Faciald “Prof.dr.Dan Theodorescu™ Bucuresti (nr. 250/14.01.2016) si de
citre Comisia de Etica a Spitalului Clinic ”Colentina” Bucuresti (nr. 63/31.10.2016)

Toti participantii la studiile clinice desfagurate la Clinica de Chirurgie OMF a Spitalului
Clinic de Chirurgie Oro-Maxilo-Faciald ”Prof.dr.Dan Theodorescu” Bucuresti si-au exprimat
acordul si au semnat consimtdméntul informat.

In calitate de autor al acestei lucriri de doctorat, imi asum anonimizarea datelor folosite
la redactarea acestei teze de doctorat, toate datele pacientilor urmariti in acest studiu pistrandu-
si caracterul confidential.

Determindrile histopatologice si imunohistochimice au fost realizate in colaborare cu
serviciul de Anatomie patologicd al Spitalului Clinic Colentina, respectiv cu Laboratorul de
Imunobiologie al Institutului National de Cercetare-Dezvoltare in Domeniul Patologiei si

Stiintelor Biomedicale *’Victor Babes”.



Capitolul 3. Studiu de evaluare imunohistochimica al factorilor de crestere
din concentratele trombocitare

Studierea substratului celular si molecular care ar putea justifica luarea in consideratie a
produselor biologice obtinute prin centrifugarea singelui venos periferic in regenerarea tisulari
nu a reprezentat, pani in prezent, o directie prioritard de cercetare. in acest context, mi-am
propus identificarea profilului celular si molecular al concentratelor trombocitare, utilizate in
practicd, la ora actuald, in cadrul cercetdrii doctorale.

Obiectivul studiului

Scopul studiului a fost identifcarea profilului celular si evaluarea imunoprofilului
histochimic al celui mai utilizat tip de concentrat trombocitar de generatiec noud (PRF),
comparativ cu structura celulard si profilul molecular al cheagului alveolar, organizat
postextractional.

Material si metoda

Am realizat un studiu de tip case control, efectuat pe cheaguri PRF provenind de la un
numir de 12 pacienti, fard discrazii sanguine sau coagulopatii in antecedente, selectati aleatoriu
din cazuistica Clinicii de Chirurgie OMF a Spitalului Clinic de Chirurgie Oro-Maxilo-Faciald
”Prof.dr.Dan Theodorescu” Bucuresti. Toti acesti pacienti au necesitat efectuarea unor extractii
dentare elective; lotul a fost constituit din sase indivizi de sex feminin si sase de sex masculin,
cu vérste cuprinse intre 35 de ani si 65 de ani. Pentru control, am folosit cheaguri alveolare
postextractionale, recoltate de la aceeasi subiecti din lotul investigat.

Produsele biologice de testat, respectiv cheagurile PRF si cheagurile alveolare
postextractionale, au fost obtinute astfel:

a) Cheagurile PRF

Pentru obtinerea concentratelor trombocitare am utilizat protocoalele standardizate
utilizate la ora actuald in practici, recoltarea singelui venos in vederea obtinerii produsului de
centrifugare (cheagurile PRF) efectudndu-se de la aceeasi pacienti cdrora li s-au recoltat
cheagurile alveolare postextractionale. Pentru a obtine cheagurile PRF, de la cei 12 subiecti care
au necesitat extractii dentare a fost colectat cu 10 minute preoperator sdnge venos periferic in
patru eprubete sterile de sticla tip A-PRF, cu capacitate de 10 ml; eprubetele au fost plasate
imediat dupa recoltarea singelui venos periferic intr-o centrifugd preprogramati, conform
protocolului A4-PRF, timp de 14 minute, la o turatie de 1300 rpm. Dupé incheierea procesului de
centrifugare, produsul rezultat a fost extras din eprubete si s-a realizat mecanic separarea fractiei

de hematii de restul structurii, ceea ce constituie cheagul de fibrind (cheagul PRF).



b) Cheagurile alveolare postextractionale

Pentru obfinerea cheagurilor alveolar postextractionale, protocolul chirurgical a constat
in decolarea unui lambou muco-periostal cu grosime totald, rezultat in urma realizirii unei
incizii intrasulculare unice, ferme, urmata de luxarea si extractiaatraumatici a dintilor, utilizdnd
instrumentar conventional. Dupa toaletarea plagii postextractionale cu ajutorul unei solutii
izotone de ser fiziologic si verificarea obtinerii hemostazei la nivelul alveolei, a fost reacolat
lamboul muco-periostal deasupra pligii postextractionale si a fost aplicat un pansament
compresiv supraalveolar. Dupd 20 de minute de la finalizarea extractiei, pansamentul a fost
indepdrtat si s-a obiectivat cheagul constituit intraalveolar; acesta a fost mobilizat si recoltat cu
ajutorul unor chiurete alveolare de dimensiuni corespunzitoare. Dupd toaletarea pligii
postextractionale restante cu solutie de ser fiziologic, s-a practicat sutura lambourilor muco-
periostale cu fire resorbabile 3-0. Atét cheagurile alveolare postextractionale cét si cheagurile
(masele) PRF nu au necesitat orientare macroscopicd. Ambele tipuri de materiale (cheagurile
alveolare si cheagurile PRF) au fost imersate imediat dupa preparare in solutie de formaldehida
10% tamponatd, pand a doua zi.Prelucrarea histopatologici a constat in urmitoarele etape
succesive: deshidratare, clarificare i impregnare cu parafini cu ajutorul histoprocesorului Leica
ASP200S dupd spilare prealabild in apd de robinet timp de 1,5 ore. Piesele au fost incluse in
blocuri de parafind, cu ajutorul unei statii Thermo Fisher Microm EC 1150 H si s-au practicat
sectiuni de céte 3y, cu ajutorul microtomului rotativ Leica RM 2265. Produsele au fost expuse
pe lame de sticld standard (pentru coloratia de rutina hematoxilini-eozini, HE) si pe lame de tip
super-frost (pentru coloratiile imunhistochimice, IHC). Coloratia HE a fost efectuati cu ajutorul
coloratorului automat Leica ST 5020, lamele colorate fiind montate cu ajutorul echipamentului
automatizat Leica CV 5030. Pentru studiul imunohistochimic al produselor de testat (cheagurile
PRF) si ale produsului de control (cheagurile alveolare) am utilizat anticorpii monoclonali
specifici fiecarui tip factor de crestere trombocitar, respectiv pentru citokina proinflamatorie
TNF-a, proteind ce constituie un marker fidel pentru raspunsul inflamator (etapa initiali a
regenerdrii tisulare); de asemenea, pentru identificarea trombocitelor, am utilizat imunotiparea
cu anticorpi CD61. Testele IHC au fost efectuate cu ajutorul imunocoloratorului automat Bond
III Leica; pentru developare s-au folosit kiturile Bond ™ polymer refine detection (DAB) si
Bond ™ polymer refine red detection. Examinarea sectiunilor a fost efectuatd de catre doi
medici anatomo-patologi cu experientd §i a urmdrit:1. identificarea in microscopie opticd
conventionald (coloratie HE) a tipurilor celulare din structura cheagului PRF, comparativ cu
produsul de control (cheagul alveolar); 2. identificarea prin teste IHC a expresiei factorilor de

crestere In cheagul PRF, comparativ cu cheagul alveolar postextractional.



Rezultate si discutii
Literatura internationali de specialitate, pe tema organizarii structurale a concentratelor

trombocitare, se rezumi la un numir mic de articole publicate in reviste de profil si clteva
mentiuni legate de acest subiect in contextul unor altor studii mai ample, pe teme conexe. in
acelasi timp, profilul molecular pe care il poseda concentratele trombocitare nu a ficut obiectul
niciunui studiu in profunzime pani in acest moment. Astfel, in cadrul cercetérii, am stabilit ca in
structura cheagului PRF se regiseste un “nucleu” de fibrind, in reteaua formatd de filamente
fiind incluse numeroase trombocite, dispuse fie izolat, fie grupate sub forma de agregate, dar si
alte celule (in principal leucocite i mai putin macrofage).

Spre deosebire de cheagul PRF, produsul de referinti — cheagul alveolar postextractional
prezinti o retea de fibrind ceva mai laxa si o configuratie celulara mai pufin abundents, mai ales
in ceea ce priveste proportia trombocitelor; aceastd observatie este concordanti cu literatura de
specialitate, care arata diferente semnificative intre cheagul alveolar postextractional si cheagul
sanguin, organizat in urma procesului de coagulare fiziologici.

Diferentele identificate intre cheagul PRF si cheagul alveolar postextractional nu
constituie argumente suficiente, care si justifice per se, optiunea selectiondrii concentratelor
trombocitare, in detrimentul cheagului alveolar (constituit fiziologic), ca instrument terapeutic in
favorizarea regenerérii tisulare.

Este rezonabil si presupunem c& echipamentul molecular al cheagului PRF si justifice
efectele pozitive, stabilite in studiile clinice care au avut ca obiectiv stabilirea eficacitifii
concentratelor trombocitare. Acest echipament molecular se referd in principal la citokine si la
factorii de cregtere.

Cercetarea de fatd a confirmat prezenta in cantitati mari a TGF-B1, TGF-B3 si PDGF in
masa cheagului PRF, fapt ce ne face si ipotezim ci aceste molecule trombocitare (eliberate
imediat posttraumatic) sunt adsorbite pe suprafata filamentelor de fibrind, de unde sunt eliberate
lent, pe masurd ce trombocitele isi epuizeazi capacitatea functionald. Aceste date pot sustine
astfel oportunitatea utilizirii PRF, ca promotor al regeneririi tisulare, intrucat eliberarea lentd a
factorilor de crestere din reteaua de fibrind ar mentine efectul biologic al acestora, pentru o
perioadd mai Indelungatd de timp (spre deosebire de cheagul alveolar postextractional, unde
factorii de crestere sunt epuizati rapid).

In ceea ce priveste imunoexpresia redusa a TGF-B2, FGF1 si TNF-o in cheagul PRF,
este posibil ca explicatia sa fie datd de adsorbtia mai redusa pe suprafata filamentelor de fibrini;
sublinem c# nu existi in literatura date care sd argumenteze aceasti opinie. Pe de altd parte, este

posibil ca variabilitatea procesului de adsorbtie si fie consecinta unor factori mai putin



cuantificabili, care tin fie de individ, fie de procesul de prelucrare histologici al specimenelor
prelevate.

Pentru a clarifica aceste aspecte, care limiteaza interpretarea cu acuratete a rezultatelor,
consider cd sunt necesare studii suplimentare care s evalueze variatiile adsorbtiei factorilor de
crestere trombocitari la reteaua de fibrind, monitorizand acei parametri care ar putea influenta
fenomenul de adsorbtie (nivelul glicemiei, profilul lipidic, etc.). in ceea ce priveste posibilitatea
erorilor legate de prelucrarea histologicd a produselor testate, subliniez ci am utilizat un
histoprocesor performant pentru prelucrarea probelor, variatiile putdnd proveni doar din erori
minore legate de procesul de fixare, celelalte etape de prelucrare fiind automatizate
(deshidratarea, clarificarea si impregnarea cu parafini), iar fixarea realizdndu-se in toate cazurile
cu o solutie fixator standard (formol 10% tamponat); astfel, singura variabila a acestui proces,
suspectd de a genera variatii, riméne timpul de fixare. Ca urmare, pentru o cit mai buni
standardizare, mi-am propus ca pentru studiile ulterioare s stabilesc o metodologie, care si imi
permite asigurarea unei durate similare a intervalului de fixare, pentru toate probele.

Nu in ultimul r4nd, consemném ci studiul de fati a confirmat prezenta in cantitate mare
a izoformelor TGF-B1 si TGF-B3 la nivelul zonei de”tranzitie”; surprinzitoare este paucitatea
trombocitard 1n aceasti arie, expresia CD61 fiind cvasi-nuli.

Concluziile studiului

Datele obtinute in studiul nostru sugereaza ci este posibil ca prezenta cheagurilor PRF si
creeze conditii favorabile raspunsului inflamator local, etapd initiali, esentiali, a procesului
fiziologic de regenerare tisulara.

Sub rezerva imposibilitatii validarii statistice a rezultatelor (din cauza dimensiunii reduse
a lotului experimental), diferentele dintre profilele imunohistochimice exprimate de
concentratele trombocitare §i cheagul alveolar postextractional sunt notabile; astfel, spre
deosebire de cheagul alveolar, cheagul PRF reprezintd un potential “rezervor”de factori de
cregtere trombocitari, necesari deruldrii fazei de inflamatie - etapa esentiald a vindecirii tisulare.

in ceea ce priveste zona de “tranzitie”, rezultatele preliminare obtinute in cercetare
necesitd studii suplimentare, pentru a clarifica dacd aceastdi portiune a concentratului

trombocitar tip PRF are intr-adevér un rol semnificativ in regenerarea tisulari.




Capitolul 4. Studiu de evaluare imunohistochimica a expresiei factorilor de
crestere la nivelul cicatricilor mucoasei orale si cicatricilor tegumentare

Trombocitele sunt responsabile de eliberarea unor factori de crestere cu impact
definitoriu in initierea procesului inflamator, etapa cardinaléd In regenerarea tisulard. fn conditiile
in care trombocitele elibereazi aproape instantaneu posttraumatic citokine si factori de crestere,
se poate presupune ci epuizarea functionald a plachetelor, la citeva zile de la debutul
raspunsului inflamator, este compensatd si augmentatd prin secretia factorilor de crestere
(responsabili de modularea celorlalte etape ale procesului imun) de cétre alte tipuri de celule
prezente la nivelul leziunii. Experienta clinicd arati cd cicatrizarea patologicd (cicatricea
hipertrofica, cheloidul, etc.) este un fenomen rar observat la nivelul mucoasei orale, comparativ
cu tegumentul.

Obiectivul studiului

Cercetarea de fafi s-a concentrat pe analiza expresiei imunohistochimice a mediatorilor
inflamatiei cu rol in regenerarea tisulard la nivelul cicatricilor mucoasei orale i a cicatricilor
tegumentare.

Material si metoda

Am analizat un numir de 32 cicatrici tegumentare (Grupul A) si 32 de cicatrici ale
mucoasei orale (Grupul B), selectate aleatoriu din cauzistica Departamentului de Anatomie
Patologicd a Spitalului Universitar Colentina din Bucuresti. Specimenele de cicatrici
tegumentare au fost obtinute in urma reinterventiilor pentru tumori cutanate rezecate anterior.
Unele piese operatorii au prezentat tumord reziduald, dar au fost selectate fragmente fard tumora
(cel putin 4 mm intre tumora reziduala si zona cicatriciala selectatd pentru analizd).

Toate aceste fragmente au fost procesate conform protocolului urmator: fixare 24-72 ore
in formalini tamponatd 10%; lavaj 1-2 ore in api robinet; procesare histopatologicéd automati pe
un analizor tisular Leica ASP200S - 90 minute etanol 70°si 40°C, 105 minute etanol 80° la 40°
C, 105 minute etanol 96° la 40° C, 60 min etanol 100° la 40° C, 90 min etanol 100° 1a 40° C, 90
min etanol 100° la 40° C, 2 ore xylene la 52° C 3 bdi, 1 ori parafina 58° C, 2 ore parafini 58° C,
3 ore parafina 58° C). Pentru blocurile de parafind am folosit Thermo Fisher Microm EC 1150
H; 30 de sectiuni de grosime 3 microni au fost realizate cu un microtom rotativ Leica RM 2265.
S-au realizat coloratia de rutind (Hematoxilind eozind HE), coloratii speciale periodic acid
Schiff (PAS) si teste imunohistochimice (THC). Testele de imunohistochimie au studiat urmétorii
anticorpi: factorul de crestere si transformare betal (TGF-B1), factorul de crestere si

transformare beta2 (TGF-B2), factorul de crestere si transformare beta 3 (TGF-B3), factorul de

necrozi tumorald alfa (TNF-a), factorul de crestere derivat plachetar(PDGF), factorul de
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crestere a fibroblastelor si a celulelor endoteliale(FGF1). Testele IHC au fost efectuate cu
ajutorul imunocoloratorului automat Bond III Leica.

Examinarea sectiunilor a fost realizatdi de citre doi medici anatomo-patologi cu
experientd si a urmdrit pentru evaluare o scald semicantitativi cu 3 grade pentru pozitivitate: O -
negativ, 1 - slab pozitiv (examinare sectiuni cu 40x), 2 - intens pozitiv (pozitivitate evidents
cand sectiunile au fost examinate la 10x) indiferent de numarul de celule pozitive. Pozitivitatea
a fost inregistratd pentru celule mezenchimale (fibroblaste si fibrocite), celule endoteliale,
macrofage i, dacd au fost prezente, celule gigante multinucleate. Nivelul de pozitivitate a fost
interpretat in corelatie cu sexul, localizarea, prezenta tumorii reziduale si vérsta cicatricii.
Analiza statistici a fost realizatd folosind programele EXCEL si EPIINFO, rezultatele fiind
considerate semnificative statistic pentru P (x2) mai mic de 0,05.

Rezultate si discutii

Cicatrizarea patologica (hipertroficd sau cheloidd) frecvent observati in cazul pligilor
tegumentare, reprezintd un fenomen rar in cazul mucoasei orale. Asa cum se cunoaste,
cicatrizarea patologicd este consecinta hiperproliferdrii tesutului mezenchimal, putind fi
consecinta actiunii unor factori multipli, dintre care mai importanti suntfibrogeneza intensi si
alterarea fenomenelor de contractie si remodelare; ca urmare, interesul cercetitorilor in directia
investigarii mecanismelor care intervin in regenerarea tisulari a fost canalizat in ultimii ani citre
stabilirea rolului complex pe care il joacd factorii de crestere si citokinele proinflamatorii
(TNFa).

In studiu, toate cicatricile mucoasei orale si majoritatea cicatricilor tegumentare au
prezentat expresia factorului pro-fibrotic TGF-f1, in cazul cicatricilor tegumentare existand si o
corelatie intre varsta avansata a cicatricei si expresia TGF-B1; izoforma TGF-B2 a prezentat, in
peste 75% dintre cicatricile tegumentare, valori pozitive in celulele gigante multinucleate, in
timp ce expresia acestui factor pro-fibrotica fost nuld in cicatricile mucoasei orale. Pe de alti
parte, s-a observat pozitivitatea intensd a factorului anti-fibrotic TGF-B3 in macrofagele
prezente in toate cicatricile mucoasei orale, expresia aceluiasi factor in macrofage fiind usor
pozitivd in 50% din cicatricile tegumentare. In acest context, citokinele imunomodulatoare tip
TNF-o, actioneazi antagonic factorilor de crestere TGF-B pro-fibrotici (izomerele TGF-B1 si
TGF-B2), intensificand procesele inflamatorii in cursul reparatiei tisulare.

Am remarcat absenta expresiei TNF-a in celulele prezente in cicatricile mucoasei orale,
in timp ce la nivelul cicatricilor tegumentare aceeasi citokind a avut expresie pozitivd in
macrofagele din peste 50% dintre cazuri, §i mai putin frecvent in celulele mezenchimale si
endoteliale, fenomen ce explica rata redusa de cicatrizarea patologici in cazul mucoasei orale,

comparativ cu tegumentul.
11



Factorul de crestere derivat din trombocite (PDGF) pare s& joace un rol major in
regenerarea tisulard, avind efect atit in etapa inflamatorie, prin actiunea mitogend asupra
celulelor mezenchimale, dar si in faza de granulatie si proliferare. Cercetarea din acest studiu a
aratat PDGF este pozitiv atit in macrofage cét si in celulele endoteliale (fiind absent in celulele
mezenchimale) din toate cicatricile mucoasei orale examinate. in cazul cicatricilor tegumentare,
jumitate dintre celulele mezenchimale prezintd pozitivitate pentru PDGF, prezenta in macrofage
si celule endoteliale fiind mult redusd. Aceste observatii ar putea explica rata redusd de
cicatrizare patologici in cazul leziunilor mucoasei orale, comparativ cu cicatricile tegumentare,
caracterizate printr-o rati ridicata a fibrozarii.

Alte molecule biologic active, eliberate prin degranularea trombocitelor, sunt cele din
familia factorului de crestere fibroblastic, cel mai reprezentativ fiind factorului de crestere
fibroblastic 1 (FGF1), responsabil, de stimularea angiogenezei, fenomene major in regenerarea
tisulard. In cazul cercetirii mele, tiparul expresiei FGF1 in cicatricile mucoasei orale a fost
aseminitor cu cel observat in cazul PDGF, in ceea ce priveste macrofagele si celulele
endoteliale, dar se remarca prezenta FGF1 in toate celulele mezenchimale; in cazul cicatricilor
tegumentare, FGF1 a exprimat mult mai slab imunocoloratie la nivelul macrofagelor si celulelor
endoteliale precum si in celulele mezenchimale.

Concluziile studiului:

Evaluarea tipurilor celulare prezente in cicatricile orale si tegumentare si a mediatorilor
inflamatiei din continutul acestora oferd informatii valoroase cu privire la evolutia plégilor,
avind In vedere ci eliberarea citokinelor si factorilor de crestere cu rol imunomodulator
inceteazi la cateva zile de la initierea procesului de vindecare, odati cu epuizarea functionald a
trombocitelor.

In urma cercetirii, am identificat diferente remarcabile in exprimarea proteinelor
biologic active, implicate in etapele procesului de vindecare, ce urmeaza fazei de inflamatie
initiala - modulata de factorii de crestere trombocitari.

Astfel, macrofagele orale expun cantititi ridicate de factori de crestere implicati in
etapele tardive ale vindecérii - faza de granulatie (FGF1) si faza de proliferare (PDGF BB), ceea
ce nu se constatd in cazul macrofagelor din cicactricile tegumentare.

Pe de alti parte, celule gigantice multinucleate din cicatricile tegumentare expun intens
moleculele profibrotice (citokina TNF-a si factorii de crestere TGF-B1 si TGF-$2), in timp ce
macrofagele din cicatricile mucoasei orale exprimid molecule antifibrotice, precum factorul de
crestere TGFP3. Aceste rezultate clarificd in mare méasurd de ce nu se manifestd tendinta de
cicatrizare patologici (observatd in cazul leziunilor tegumentare)la nivelul mucoasei orale,

observatie stabilitd in premier# prin cercetarea de fata.
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Capitolul 5. Elaborarea unui model experimental pentru testarea
capacitatii de proliferare si migrare a fibroblastelor in cazul
concentratelor trombocitare si al cheagului alveolar

Implicarea fibroblastelor in regenerarea tisulard a fost evidentiatd de numerosi autori,
care subliniaza, in studiile lor prezenta unor variatii morfologice in ceea ce priveste fenotipul
fibroblastic prezent in vindecare. Asa cum aritam in capitolul precedent, existd diferente
cuantificabile clinic intre tiparul de cicatrizare la nivelul mucoasei orale, comparativ cu cel de
vindecare a  pligilor tegumentare, vindecarea mai rapidi si cu reactii
inflamatorii/hiperproliferative fibroase mult mai putin comune fati de tegument.

Obiectivul studiului

Obiectivul general al acestui studiu experimental a fost cel de testare a capacitatii
concentratele trombocitare de a stimula procesul de regenerare tisulard, utilizind un model
experimental pentru a stabili efectul a doud tipuri diferite de concentrate plachetare de generatie
noud asupra capacititii fibroblastele umane de a prolifera si migra in vitro sub actiunea acestora,
comparénd efectele cu cele observate in cazul utilizarii cheagurilor alveolare postextractionale.

Materiale si metodi
Materiale:

a) Cultura de fibroblaste

Pentru experiment am ales fibroblastele, celule pe care le regisim in cantitate mare la
nivelul mucoasei orale si care prezintd o capacitate naturala de proliferare de proliferare - atit in
vivo, cét si in conditii de culturd - net superioara celulelor epiteliale (al doilea tip celular major
din structura mucoasei orale).

Pentru investigatie am folosit linia standard de fibroblaste dermice umane - 1929
(cat.No. ATCC® CCL-I™), din colectia European Collection of Authenticated Cell Cultures
(ECACC) si conservata in biobanca Institutului National de Cercetare — Dezvoltare in Domeniul
Patologiei si Stiintelor Biomedicale ,, Victor Babes”, conform cerintelor furnizorului.

Manipularea materialului pe parcursul testelor experimentale s-a efectuat intr-o hoti cu
flux laminar de Clasa II, care asigurd un mediu aseptic necesar experimentelor cu culturi
celulare.

Depozitarea fiolelor cu fibroblaste s-a fécut prin congelare in azot lichid.
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b) Cheagurile alveolare postextractionale

Lotul de studiu a fost reprezentat de un numér de 10 subiecti clinic sdnatosi — cinci de
sex feminin si alti cinci de sex masculin, cu varste cuprinse intre 18 de ani si 60 de ani, care au
necesitat efectuarea unei extractii dentare elective in cadrul Clinicii de Chirurgie OMF a
Spitalului Clinic de Chirurgie Oro-Maxilo-Faciala *Prof.dr.Dan Theodorescu” Bucuresti.

Tehnica de extractie practicatd pentru fiecare pacient a constat in incizii ”in plic”, cu
reclinarea unui lambou muco-periostal, urmatid de extractia atraumatica a dintilor cu leziuni
irecuperabile, utilizind instrumentar de extractie adecvat. Dupd 20 de minute de la finalizarea
procedurii chirurgicale, pentru fiecare subiect s-a identificat si prelevat in totalitate cheagul
format la nivelul alveolei postextractionale; dupd toaleta plégii restante cu solutie de ser
fiziologic, s-a practicat sutura cu fire resorbabile 3-0.

Cheagurile recoltate au fost resuspendate intr-o cantitate de 1 ml de mediu de culturd
celulard, la care nu s-au adiugat suplimente; pentru a indepédrta toate celulele si resturile
celulare, toate cheagurile resuspendate au fost filtrate prin filtre sterile de 0,22 pm (Millipore).
Ulterior, s-au realizat dilutii seriale In mediu de culturd celulard simplu dupd cum urmeaz3 1:4;
1:8; 1:16; 1:48, in vederea analizarii proliferrii celulare cu ajutorul sistemului XCELLIgence.
¢) Concentratele trombocitare:

Cheagurile A-PRF

Pentru fiecare dintre cei 10 subiecti care au necesitat efectuarea unei extractii dentare
elective (de la care s-au prelevat cheagurile alveolare postextractioanle), s-a efectuat prelevarea
de singe venos periferic preoperator, colectindu-se céte patru eprubete sterile de sticla (A-
PRF10), cu capacitate de 10 ml; eprubetele au fost plasate imediat dupad recoltarea sangelui
venos Intr-o centrifugd preprogramatd, setatd conform protocolului A-PRF: turatie 1300 rpm,
timp de 14 minute, in vederea obtinerii cheagurilor PRF.

Cheagurile PRGF-Endoret

Pentru a produce cheagurile PRGF, de la cei zece subiecti din lotul de studiu
susmentionat, am recoltat sdnge venos periferic (dintr-o vend contralaterald celei din care s-a
recoltat pentru procedeul descris la pct.b) in cite o eprubetd cu capacitate de 9 ml contindnd 0,9
ml de citrat trisodic 3,8% (greutate / volum); probele de singe au fost centrifugate la 580 G timp
de 8 minute la temperatura camerei in centrifuga PRGF-Endoret System 1V (BTI Biotechnology
Institute), coloana de plasma de deasupra cheagului (cheagul PRGF) fiind colectata separat de

stratul leucocitar.
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Metoda de lucru:
Pregdtirea culturii de fibroblaste:

Pentru multiplicarea fibroblastelor in cultura de celule este necesard prezenta
mediuluiEagle's Minimum Essential Medium - EMEM (4TCC), in formula complets: solutie de
saruri, aminoacizi neesentiali, 2mM L-glutamina, 1mM piruvat de sodiu, 1500 mg/l bicarbonat
de sodiu, la care s-a adaugat ser defibrinat de cal in concentratie 10% (4TCC) si o solutie
antibiotic-antimicotic 1% (Sigma-Aldrich).

Fiolele cu fibroblaste se decongeleazi pand la temperatura de 37°C, obfindndu-se un
sediment, sub forma unui cristal de marimea unui bob de orez; dupi separarea de sediment,
suspensia se transferd intr-o eprubetd sterild, ce contine mediul EMEM, suplimentat cu ser
defibrinat de cal 10%, in volum fix de 2 ml; amestecul rezultat se supune centrifugirii la 1000
rpm, timp de 10 min, la o temperaturi de 4°C.

Suspensia de fibroblaste rezultatd este introdusd intr-o camerd de numdirare tip Burker-
Turk, in care se adaugd o solutie colorantd (trypan blue), pentru a permite identificarea
fibroblastelor viabile; astfel, peste o cantitate de 20-50 pl suspensie celulari s-a adiugat un
volum egal de colorant trypan blue 0,4-0,5%, omogenizindu-se amestecul cu ajutorul unei
pipete automate; dispersia formata din fibroblaste si solutia coloranti de contrast, a fost
transferatd in camera de numarare, pana la umplerea uniforma a intregului volum al acesteia; s-
au numdrat separat fibroblastele viabile (necolorate) si fibroblastele moarte (colorate albastru
datorita Incorpordrii colorantului)in cel putin doui careuri ale camerei de numirare.

Concentratia celulard (numérul de celule per ml suspensie) si numirul total de celule din
suspensie a fost determinati folosind urmitorul algoritm de calcul:

e concentrafia celulard = numir mediu de celule per careu x factorul de dilutie x 10%

e numdr total de celule = numar celule per ml x volumul suspensiei;

e viabilitatea celulara (%) = (numar mediu de celule vii per careu/numir mediu total de
celule per careu) x100

Suspensia celulara cu viabilitate peste 90% a fost transferati apoi in plicile de celule
(flaskuri de culturd); placile de celule au fost introduse ulterior in incubatorul setat la 37°C in
atmosferd cu 5% CO; si 95% aer; monitorizarea culturilor a fost realizati zilnic, cu ajutorul unui
microscop inversat, obiectivindu-se distributia in placa de celulele a fibroblastelor cu aspect
morfologic normal — alungit.

Odata ajunse la o confluentd de 70-80%, fibroblastele de novo au fost desprinse de pe
mediul de culturd, pentru a fi cultivate la o densitate mai micd; pentru a indepirta urmele de ser
de cal, care contine inhibitori de tripsin, stratul de fibroblaste a fost spilat cu blandete cu o

solutie de tripsini 0,25% -EDTA 0,53mM; dupa indepirtarea solutiei de tripsini, utilizati pentru
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spilare, s-a addugat in placile de celule o cantitate de 2,5 ml solutie tripsind 0,25% -EDTA
0,53mM.

Dupa obiectivarea cu ajutorul microscopul inversat a fibroblastelor desprinse de suport,
s-a adiugat o cantitate de 6 ml mediu EMEM si s-a repartizat suspensia celualrd in mai multe
plici de celule, rezultdnd o ratad medie de subcultivare de 1:2; cultura de fibroblaste obtinutd
astfel a fost incubati la 37°C in atmosferd cu 5% CO; si 95% aer.

Dupa finalizarea testelor experimentale, fibrobalstele au fost desprinse de suport cu
ajutorul solutiei de tripsini si spalare prin centrifugare, iar sedimentul fibroblastic rezultat a fost
depozitat in mediul de inghetare (zépada carbonici), suplimentat cu 5% (v/v) dimetilsulfoxid si
stocat in azot lichid.

Pentru evaluarea interactiunii dintre o culturd celulari (fibroblaste) si cele trei tipuri de
produse biologice de testat (cheagul PRF, cheagul PRGF si cheagul alveolar postextractional),
utilizand evaluarea proliferdrii i migréarii fibroblastelor prin dou# metode:

1. monitorizare in dinamici secventiald a proliferarii si migririi celulare, in vitro, folosind
un test standard de cicatrizare la suprafatd modificat
2. monitorizare in timp real a proliferdrii si migrarii celulare, in vitro, cu ajutorul
tehnologiei XCELLIgence.
1. Monitorizarea in dinamicd secventialda proliferdrii si migrdrii in vitro a fibroblastelor

Pentru monitorizarea procesului de proliferare si migrare a fibroblastelor, am utilizat un
experiment inspirat de testul standard de cicatrizare Beyeler ([13]). Astfel, fibroblastele au fost
insimantate in plici de celule speciale (Ibidi GmbH), la o densitate de 0.33x10° celule/placa in
volum total de 1,7 ml; cultura a fost incubati pe durata noptii, la 37°C, intr-o atmosfera cu 5%
CO,; dupi obiectivarea la microscopul inversat a monostratului compact de fibroblaste, a fost
indepdrtat cadranul de silicon, expunand o portiune liberd de celule cu o arie de 500 pm; in acest
mod, am reprodus un “defect tisular” cu o arie corespunzitoare dimensional pentru a simula cu
acuratete dinamica procesului de vindecare.

Pentru indepartarea fibroblastelor restante din suspensie, placile de celule au fost spélate
de doui ori cu o solutie tampon sterila fosfat; consecutiv, au fost introduse in “defectul tisular”
creat experimental, produsele biologice de testat; in plicile de celule care contineau produsele
biologice de testat a fost adiugati o cantitate de 3 ml mediu EMEM simplu (pentru testarea
compusilor), iar in plicile de celule utilizate pentru control s-a adiugat o cantitate de 3 ml mediu
EMEM suplimentat cu 10% ser defibrinat de cal.

Pliacile de celule au fost introduse apoi Intr-un sistem de monitorizare imagisticd a
proliferdrii si migrarii fibroblastelor (in prezenta compusilor de testat) — platforma BioStation

IM-Q (Nikon); acest echipament este format dintr-o camerd de incubare, care mentine
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temperatura constantd si atmosfera necesard cultivarii celulelor, si un sistem de monitorizare
imagisticid a culturii, alcatuit dintr-un microscop inversat (setabil in functie de necesitatile
experimentului, atit in microscopie opticd - 20x, 40X, 60X- cit si in microscopie de
fluorescentd), o cameri foto cu senzor de inaltdi sensibilitate tip CCD, senzori de
temperaturd/umiditate si CO,.

Testul propriu-zis a constat in observarea directi, la microscopul optic inversat, a
migrarii fibroblastelor in “defectul tisular” reprodus experimental, in contact cu produsele
biologice evaluate - cheagul alveolar postextractional, cheagul PRF sau cheagul PRGF. Analiza
secventiald s-a ficut la intervale de 24 §i respectiv 48 de ore, intrucét, asa cum se cunoaste,
fibroblastele maninfesta o rati initiald crescutd de proliferare.

2. Monitorizarea in timp real a proliferdrii si migrdrii in vitro a fibroblastelor

Pentru a mésura in timp real modificérile celulare generate de fenomenele esentiale ale
regenerdrii tisulare — proliferarea si migrarea celulars, am utilizat dispozitivul xCELLingence
(Roche Applied Science/ ACEA Biosciences).

Principiul pe baza céruia functioneazi dispozitivul este inregistrarea impedantei
electrochimice a fibroblastelor, variabili care permite cuantificarea non-invaziva a fiziologiei
celulare prin introducerea populatiei de fibroblasti in plici speciale de culturi previzute cu
circuite integrate formate din microelectrozi de aur.

Aplicarea unui curent continuu de voltaj mic (sub 20 mV) determind un semnal care
genereazd un camp electric intre electrozi care interactioneazi cu mediul ionic din interiorul
godeurilor cu celule si este diferit in functie de numarul de celule din godeu, morfologia celulei
si gradul de aderare al acesteia la suprafata; toate aceste modificari sunt detectate atit temporal,
la nivelul de milisecunde, cét si spatial, la nivelul modificarilor spatiale membranare.

Asa cum ardtam, tehnologia utilizeazd un echipament specific (xCELLigence)pentru
inregistrarea impedantei electrochimice a fibroblastelor, format dintr-o statie de inregistrare
efectivd a parametrilor celulari in atmosferd controlata de temperaturi si 5% CO», la care se
ataseazi un computer, care inregistreazi si prelucreazi datele de impedanti. inregistrarea este
prezentatd In timp real - cinetica impedantei si indexul celular (CI) — fiind determinati automat
de software, la anumite intervale de timp.

Pentru a finregistra proliferarea fibroblastelor s-au utilizat plicile E-Plate 16 (un
dispozitiv cu 16 godeuri), care se plaseazi direct intr-un incubator previzut cu atmosfera de 5%
CO,; software-ul specific inregistreaza nivelul impedantei la timpii setati de utilizator si afiseazi

valoarea acesteia in timp real.
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Pentru inregistrarea impedantei celulare a fibroblastelor din cultura de celule a fost
adiugat un volum de 50ul in fiecare din cele 16 godeuri; celulele, cultivate in conditiile descrise
mai sus, au fost desprinse din plicile de culturd cu ajutorul solutiei de tripsind, au fost numérate
si Insimantate in plicile de misurare a impedantei la densitatea de 2.500 celule/godeu, intr-un
volum de 100ul, astfel incit prin adaugarea compusilor testati (in cite 50 pl) volumul
total/godeu sa fie de 200ul; dupd 5 minute de la insiméntare, placile E16 au fost introduse in
echipamentul de masurare si se seteazi inregistrarea la 15ms timp de 2 ore, iar dupi 2 ore de la
inceperea experimentului au fost introdusi compusii de testat in triplicate; echipamentul a fost
setat pentru inregistrarea la 15 min timp de 48 ore, pentru inregistrarea proliferirii
fibroblastelor.

Monitorizarea in timp real a migrdrii fibroblastelor a fost realizatd cu ajutorul placilor
pentru testarea migririi celulare (CIM-Plate 16), camere de tip Boyden, formate din doud
camere (compartimente): una superioard si una inferioara, care se asambleaza dupd introducerea
culturii de fibroblaste.

Membrana microporoasi din constructia plicutelor pentru testare, realizatd din
polietilen-tereftalat, permite migrarea fibroblastelor in sensul gradientului de concentratie;
portiunea inferioard a membranei contine microelectrozii care inregistreazid impedanta
fibroblastelor care migreaza din compartimentul superior in cel inferior al placii CIM-Plate 16.

Pregatirea culturii de fibroblaste incepe prin aplicarea solutiei de tripsind, cu 4 ore
inainte de desprinderea culturii de fibroblaste din plicile de celule, celulele cultivindu-se in
mediu EMEM simplu (fard ser defibrinat de cal addugat); fibroblastele se desprind de suport si
se resuspendd in mediu (nesuplimentat cu ser defibrinat de cal), ajustandu-se suspensia pana la o
concentratie de 1x10°/ml.

Inainte de initierea sistemului de monitorizare a migririi fibroblastelor a fost necesara
pregitirea plicilor CIM-Plate 16si a suspensiei de celule. Aceastd etapéd este necesara pentru a
facilita migrarea fibroblastelor prin membrana microporoass, fenomen realizat prin tratarea
plicii cu o solutie de fibronectind cu concentratie de 1pg/ml in tampon fosfat salin steril; dupa
pipetarea a cte 75l solutie fibronectini in fiecare godeu al compartimentului superior al placii
CIM, compartimentul a fost sigilat si incubat peste noapte la 4°C, iar in ziua urmétoare a fost
indepartatd solutia de fibronectind din camera superioard prin spalare dubld cu tampon fosfat
salin steril.

Ulterior s-au adiugat produsii de testat (cheagurile alveolare postextractioanle,
cheagurile PRF, cheagurile PRGF) peste cultura de fibroblaste din compartimentul inferior al
placutei CIM; In plicutele de control s-a addugat ser defibrinat de cal 10%; dupd asamblarea

componentelor, placutele CIM a fost ldsaté pentru echilibrare la incubator.
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Dupd o ori a fost inregistrat semnalul bazal in modulul modulul RTCA al dispozitivului
xCELLIgence; peste compusii de testat din camera inferioard (cheagurile alveolare, cheagurile
PRF, cheagurile PRGF) am addugat 160 pl mediu EMEM, fir3 ser defibrinat de cal, iar ulterior
am addugat cite 20.000 celule/godeu in volum de 100 pl, in camera superioaria plicii CIM
(tratatd anterior cu fibronectind); dupa reasamblarea compartimentelor plicii CIM, s-a inceput
inregistrarea migrérii fibroblastelor, timp de 48 de ore, utilizind modulul RTCA.

Rezultate si discutii

Asa cum ardtam in capitolul precedent, patologia vindecdrii este o sursi majori de
morbiditate; in acest context, este esentiald cunoasterea mecanismelor celulare si moleculare,
care regleazd regencrarea tisulard, scopul fiind identificarea factorilor care pot interveni
favorabil asupra vindecdrii. Astfel, pe langd mijloacele terapeutice clasice (cu aplicabilitate
relativ redusd in leziunile mucoasei orale), in ultimii ani a fost propusi utilizarea concentratelor
trombocitare, bogate in molecule biologic active (citokine, factori de crestere).

In studiul de fata, testarea in vitro, atat in dinamica, cit si in timp real, a evidentiat
aparitia proliferdirii si migarii fibroblastelor, la interfata culturii de celule cu dispersia de cheag
alveolar postextractional. Acest rezultat este unic in literatura de specialitate, nefiind studiat de
alti autori.

Asa cum aminteam, la ora actuald sunt larg utilizate in practici doud procedee de
obtinere a concentratelor trombocitare de generatia a doua — A-PRF si PRGF-Endoret. intrucat
literatura este foarte siiracd in studii asupra compararii acestor doud tipuri de concentrate
trombocitare, am decis si evaluez comparativ cele doua tipuri de produse biologice, finind cont
de faptul cé cele doud procedee tehnice de preparare a cheagurilor de fibrini - PRF sau PRGF —
sunt foarte diferite, existdnd supozitia ca ar putea exista diferente semnificative atit in calitatea
produsului, cit mai ales a concentratiei de trombocite.

Rezultatele studiului de fad, atdt in cazul monitorizirii fenomenelor proliferative
celulare in dinamicd, cét si in cazul evaludrii in timp real (prin inregistrarea electroimpedantei
celulelor), au confirmat existenta unor diferente semnificative statistic intre proliferarea si
migrarea fibroblastelor, fenomene cu amplitudine superioard in cazul utiliziirii cheagurilor
PRGF, in comparatie cu cheagurile PRF; aceste date vin in contradictie cu observatiile unor
autori care au identificat cantitifi mai reduse a factorilor de crestere trombocitari (TGF-B,
PDGF, VEGF), comparativ cu PRF. Aceste rezultate trebuie interpretate prin prisma faptului ci,
aga cum ardtam in Capitolul precedent, concentratele trombocitare contin, alituri de factorii de
crestere cu potential pro-regenerativ, si molecule pro-inflamatorii (interleukine); urmare a

faptului ci aceste interleukine (care interferd actiunea factorilor de crestere) sunt in cantitate
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scazutd in cheagul PRGF, ar putea justifica efectul pro-proliferativ asupra fibroblastelor, mai
intens decét al concentratelor obtinute prin procedeul A-PRF.

Pe de altd parte, asa cum aritam in Capitolul 3, in concentratele trombocitare coexistd
alituri de plachetele sanguine si alte celule - cel mai frecvent leucocitele; in acelagi timp,
continutul PRGF se regiseste doar o cantitate foarte redusé de leucocite, observatie care vine in
concordantii cu rezultatele studiului meu, care stabileste o capacitate ridicatd de proliferare si
migrare in vitro a fibroblastelor, net superioard celei asociate prezentei cheagurilor PRF. Nu in
ultimul rind, remarc ci este foarte posibil ca efectul pro-proliferativ, manifestat de fibroblaste
sub actiunea concentratelor trombocitare, si se regéiseascd si in cazul altor suge celulare.

Rezultatele studiului de fatd sunt relevante in ceea ce priveste capacitatea concentratelor
trombocitare de generatia a doua asupra proliferarii fibroblastelor, avand in vedere cd, pentru
acuratetea demersului stiintific, am considerat oportun s utilizez doud metode diferite pentru
monitorizarea proliferdrii si migarii celulare; desi majoritatea cercetirilor asupra dinamicii
celulare din literaturd au utilizat exclusiv testul standard de cicatrizare, opinez cd interpretarea
rezultatelor acestuia trebuie facutd cu rezerve, intrucit procedeul presupune un grad important
de subiectivitate in analiza datelor.

Desi rezultatele mele confirma eficienta concentratelor trombocitare asupra proliferarii
fibroblastelor in vitro, extrapolarea acestei observatii in practicd este hazardatd, in lipsa unor
studii clinice prospective randomizate, care ar trebui sd valideze eficacitatea si aplicabilitatea
produselor biologice testate in prezentul studiu. Pe de alta parte, intrucit cerectarea prezenta se
rezumi doar la efectul concentratelor trombocitare de generatia a doua asupra fibroblastelor,
sunt necesare studii care si evalueze impactul asupra altor linii celulare - celule epiteliale,
osteoblaste - pentru a testa capacitatea de stimulare a dinamicii celulare.

Concluziile studiului

Identificarea unor teste experimentale care sd confere obiectivitate si care
si poatd aduce argumente in evaluarea fiziologiei regenerdrii tisulare riméne o continui
provocare; in prezentul studiu am utilizat pentru monitorizarea proliferarii i migririi celor mai
reprezentative celule cu rol in vindecare — fibroblastele — doud metode de evaluare, primul
dintre acestea, testul standard de cicatrizare, oferind doar rezultate in dinamic3, orientative,
datoritd ptentialelor variatii de interpretare subiectivd; ca urmare, am procedat la validarea
observatiilor primului test prin misurarea electroimpedantei, metoda absolut reproductibila si

cu acuratete superioara.
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Atat monitorizarea Tn dinamica secventiald, cit si cea im timp real, a demonstrat ci in
cazul culturilor de fibroblaste asupra cérora s-au aplicat cheaguri de fibrina obtinute fie prin
procedeul PRGF-Endoret existd o corespondentd semnificativd statistic cu rata de migrare
celulard, superioard atdt cheagurilor de fibrinda PRF, cit si cheagurilor alveolare
postextractionale.

In cazul cheagurilor de fibrind obtinute prin tehnica A-PRF, dupi o perioadi de latenta
(primele 24 de ore), proliferare si migrarea fibroblastelor evolueazi similar cu situatia in care se

utilizeazi cheagul alveolar postextractional, ceaa ce indici potentialul in vindecare.
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Capitolul 6. Concluzii

Complexitatea fiziologiei factorilor de crestere nu este elucidatd complet pand in prezent,
facAndu-ne si privim cu scepticism eficacitatea concentratelor trombocitare in regenerarea
tisulari din teritoriul oro-maxilo-facial.

Teza de fati aduce contributii importante intr-un domeniu de mare actualitate,
respectiv utilizarea clinica a concentratelor trombocitare, propuse ca alternativé terapeuticd in
promovarea regenerarii tisulare - gratie potentialelor roluri imunomodulatoare conferite de
continutul crescut de plachete sanguine - si avind in vedere necesitatea maximizirii resursele
proprii organismului si oportunitatea reducerii aportului de biomateriale exogene,cu rol in
regenerarea tisulari.

Cu toate ci evaluarea sistematica a profilului molecular constituie un demers esential
pentru validarea potentialului terapeutic al concentratelor trombocitare, aceastd temd nu a mai
fost abordatd in literature studiati. Ca urmare, am implementat un studiu imunohistochimic
pentru decelarea factorilor de crestere din concentratul trombocitar cel mai uzitat in practicd la
ora actual — PRF - luand ca termen de comparatie profilul molecular al cheagul alveolar
postextractional, prelevate de la acelasi subiect.

Acest studiu fiind unul pilot, analizele statistice efectuate nu au putut evidentia nici o
asociatie semnificativa statistic (componenta numericd a lotului investigat fiind redusd); totusi,
consemnim ci rezultatele obtinute sunt concordante cu putinele date disponibile in literaturd,
demonstrand ci in cheagul de fibrind se regisesc numerosi factori de crestere, cu origine
predominant trombocitari.

Importanta clinici a acestei observatii este evidentd, intrucit factorii de crestere
trombocitari eliberati posttraumatic, intervin in prima si cea mai importantd fazi a vindecérii
(etapa de inflamatie), ceea ce justificd optiunea aplicéirii concentratelor trombocitare pentru
promovarea regenerdrii tisulare, ca alternativd la “solutia” fiziologicd - cheagul alveolar
postextractional. Remarcdm c3 aceste concentrate trombocitare pot fi considerate un veritabil
“rezervor” de factori de crestere, perfect biocompatibil, care elibereazd rapid moleculele
bioactive.

Pe misurd ce reteaua de fibrind din cheagul PRF se degradeazi, apare si epuizarea
functionald a trombocitelor, ceea ce semnifica si o reducere rapid progresivd a factorilor de
crestere cu origine plachetard. Pe de altd parte, realitatea clinic evidentiazd ca procesul de

vindecare nu suferd sincope, consecutive incetérii activitatii trombocitelor, dovada ca stimularea
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regenerdrii tisulare este preluatd de factori de crestere sintetizati de alte linii celulare locale;
acesti factori de crestere sunt identici structural cu cei eliberati de trombocite si exerciti roluri in
fazele tardive ale vindecarii (granulatie, proliferare, maturizare/remaniere).

Pe baza datelor din literaturd, care indica cd regenerarea tisulard nu urmeazi aceeasi
tendin{d pentru toate tesuturile de origine epitelial, existdnd diferente nete intre tegument (tesut
grevat de aparitia frecventd a cicatricilor patologice de tip hipertrofic) si mucoasa orald, am
desfisurat urmétorul studiu din cadrul cercetdrii doctorale; acest studiu a vizat stabilirea
profilului imunohistochimic al moleculelor biologic active in cicatricile mucoasei orale,
respectiv in cicatricile tegumentare.

Rezultatele studiului au fost extrem de interesante, apardnd diferente remarcabile in
exprimarea proteinelor implicate in etapele procesului de vindecare consecutive fazei de
inflamatie initiald (etapa modulati de factorii de crestere trombocitari).

Astfel, am constatat ci macrofagele orale expun cantitati ridicate de factori de crestere
implicati in etapele tardive ale vindecarii - faza de granulatie (FGF1) si faza de proliferare
(PDGF BB), fenomen nespecific cicactricilor tegumentare. O alti observatie remarcabili a
reprezentat-o expunerea moleculelor profibrotice (citokina TNF-a si factorii de crestere TGF-f1
si TGF-B2), de citre celule gigantice multinucleate din cicatricile tegumentare; in acelasi timp,
macrofagele din cicatricile mucoasei orale exprima intens factorul de crestere TGF-B3, cu efect
antifibrotic.

Aceste rezultate clarificd in mare mésura de ce la nivelul mucoasei orale nu se manifesti
tendinta de cicatrizare patologica (tipar frecvent observat in cazul leziunilor tegumentare),
observatie stabilitd in premiers prin cercetarea de fata.

Pe baza acestor observatii, putem considera ci existd argumente pentru continuarea
studiilor asupra determinarii rolului macrofagelor, leucocitele si a altor tipuri celulare,
identificate si in compozitia concentratelor trombocitare - mai ales la nivelul “zonei de tranzitie”
— care ar putea reprezenta un factor-cheie in modularea fazelor tardive ale regenerdrii tisulare.

Cea de-a treia directie de cercetare a demonstrat printr-un procedeu original, evaluarea
eficientei potentiale a produselor biologice studiate, in regenerarea tisulari. Prin misuritorile
efectuate, atit secvential (cu evaluare la 24 de ore si 48 de ore), cét si in timp real (pe parcursul
a 48 de ore), am constatat obiectiv o reducere progresivi a dimensiunii “defectului tisular” creat
experimental, prin migrarea fibroblastelor nou-formate, atat in cazul utilizirii cheagurilor
alveolare, cét si al concentratelor trombocitare obtinute prin procedeul PRGF-Endoret sau prin
tehnica A-PRF.
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Desi declansarea precoce a proliferdrii fibroblastelor nu poate fi consideratd un
parametru obiectiv care si indice progresul spre vindecare fiziologici, mentionez ca, in cazul
aplicérii cheagurilor PRF peste cultura celulard, am constatat o tendintd redusa de obliterare a
suprafetei “defectului tisular” in primele 24 de ore de la initierea multiplicérii celulare, cu o
crestere importantd in urmitoarele 24 de ore; semnificatia acestei “activiri” a migririi
fibroblastelor nu poate fi interpretatd, desi se poate specula ci prezenta altor elemente celualre
(leucocite) sau moleculare (citokine) ar putea explica fenomenul observat.

Rezultate acestui studiu trebuie privite sub rezerva faptului ci testarea s-a facut doar
pentru o linie celulard standardizati, ludnd in consideratie o dimensiune conventionald
a”defectului tisular” (500p). In acelasi timp, nu se pot extrapola a priori. observatiile
experimentale, intrucit evolutia in vivo a plagilor nu respectd accelasi patern pentru toti
pacientii; de asemenea, investigatia s-a desfisurat pe un interval limitat (48 de ore), duraté care
se suprapune doar partial peste perioada de vindecare a plégilor; ca urmare, opinez cd pentru
validarea acestor date preliminare, sunt necesare studii clinice prospective randomizate.

Pe baza studiilor realizate in cadrul acestei cercetari, consider ca existd premise pentru a
considera concentratele trombocitare ca pe o posibild alternativd terapeutici cu caracter
adjuvant, gratic capacititii potentiale de favorizarea vindecdrii, reprezentdnd un produs
biocompatibil, obtinut cu costuri reduse. Pentru validarea clinicd a utilizdrii concentratelor
trombocitare in practica medico-dentara este necesard efectuarea de investigatii suplimentare, in
cadrul unei platforme de studiu mai largi (universale), care si aducd in discutie rezultatele

inconsistente sau incomplete ale studiilor efectuate pana la momentul actual.
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