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REPERE CONCEPTUALE ALE CERCETARII

Actualitatea si importanta temei

Biologia celulelor stem este in prezent una dintre cele mai actuale directii de cercetare
biomedicald datorita perspectivelor promititoare pentru punerea in aplicare a unor noi strategii n
medicina regenerativa.

Celulele stem sunt celule nespecializate, care au capacitatea de a se autoreplica nelimitat si de
a se diferentia in mai multe tipuri celulare. Celulele stem embrionare au capacitatea de a prolifera
nelimitat in vitro fara a-si pierde potentialul de diferentiere si pot da nastere tuturor tipurilor celulare
dintr-un organism, ceea ce le face deosebit de atractive pentru medicina regenerativa [31].

Odata cu aceastd descoperire, tesutul adipos s-a dovedit a fi o sursa bogata in celule stem cu
un potential mare pentru medicina regenerativa. Mai mult, aceste celule pot fi recoltate prin metode
minim invazive, in numar mare, de la pacienti sdndtosi care suferd interventii chirurgicale de
remodelare corporala (lipoaspiratie). In ultimul deceniu, numeroase studii au furnizat date preclinice
privind siguranta si eficacitatea utilizarii celulelor ASC in viitoarele aplicatii clinice [5].

Unele studii clinice au demonstrat posibilitatea utilizdrii ca sursd de regenerare a celulelor
stem din tesut adipos in domenii medicale cum ar fi: chirurgia plastica, ortopedia, chirurgia oro-
maxilo-faciala si cardiaca [33].

Vindecarea ranilor este un proces care poate fi perturbat de diverse conditii patologice de tipul
diabetului, imunosupresiei etc. Aplicarea individuald, in regiunea leziunii, a factorilor de crestere
implicati in vindecare nu a dus la obtinerea rezultatelor scontate. In aceste situatii nefavorabile,
probabil datoritd implicarii unui numdr foarte mare de factori de crestere in acest proces complex.
Pentru a obtine rezultate optime, aplicarea locala, intermitenta a acestor factori nu este suficienta, fiind
necesara prezenta unei surse continue [7].

Medicina regenerativa este un domeniu de cercetare multidisciplinar care a evoluat 1n paralel
cu biotehnologia si implica utilizarea de biomateriale, factori de crestere si celule stem in vederea
repardrii, Tnlocuirii sau regenerdrii unui tesut sau organ lezat. Solutia ideald pentru reconstructia
tesuturilor moi ar favoriza regenerarea de novo a tesutului adipos vascularizat, pornind de la precursori
adipogenici implantati in scaffold-uri biocompatibile si biodegradabile, pentru a umple complet
volumul defectului [6].

Dezvoltarea celulelor stem in medicina dentara va face in timp, o revolutie mai mare decat au
facut-o implanturile dentare. Aliajele metalice, compozitele si chiar implanturi din titan nu sunt solutii

permanente [14].



Astfel din celulele stem din pulpa dintilor temporari si permanenti se poate genera substratul
necesar formarii dintelui. Dintii sunt o sursd usor accesibild de a recolta celule stem postnatale de la
diferite tesuturi, inclusiv pulpa dentara, ligamentul parodontal, foliculul dentar, papila apicala, din
dinti in curs de dezvoltare. Gronthos et al. pentru prima data a izolat celulele stem din pulpa dentara
din molarii trei. Aceste celule sunt foarte proliferative si pot sa se diferentieze in diferite tipuri de
celule, ce sunt capabile de a forma complexul dentin-pulpa, dar nu os lamelar, dupa transplantul
in vivo [2]. Trei ani mai tarziu, Miura et al. au obtinut celulele clonogenice de la dintii temporari si
le-au diferentiat in odontoblaste, adipocite si celule neuronale [9]. Atat celulele stem din pulpa dentara
a dintilor temporari cat si permanenti sunt situate n nisa perivasculara si exprima markerul celulelor
stem mezenchimale STRO-1 si markerul pericitar CD146 [29].

Asadar, datorita aspectelor complexe pe care le impun celulele stem in practica stomatologica,
consideram ca realizarea acestui studiu este de o reala importanta si de mare actualitate.

Scopul studiului: studierea celulelor progenitoare din tesuturile dentare moi, obtinerea unei
structuri 3D a pulpei dentare prin decelularizarea ei pentru utilizarea lor in medicina regenerativa.

Obiectivele studiului:

1. Evaluarea caracteristicilor pulpei dentare, a volumului, a componentei celulare.

2. Studierea modalitatii de obtinere a celulelor din tesuturile dentare si confectionarea unui
dispozitiv pentru obtinerea pulpei dentare.

3. Caracterizarea celulelor stem din tesuturile dentare: studiu comparativ al activitatii celulelor
obtinute din diferite tesuturi dentare (dinti temporari si permanenti).

4. Evaluarea modalitatilor de decelularizare si recelularizare a pulpei dentare.

5. Elaborarea unor recomandari privind utilizarea celulelor stem obtinute in medicina
regenerativa.

Metodologiei cercetarii stiintifice. Prezenta cercetare porneste de la preocuparile actuale din
domeniu la nivel global, urmarind continuarea studiilor in vederea elucidarii posibilitatilor de a obtine
si a utiliza celulele stem din dinti in domeniul ingineriei tisulare a dintilor. Acest studiu a fost efectuat
pe dinti de la purcelusi vietnamezi (n = 50) si dinti umani (n = 100). Pentru studierea elementelor
histologice ale dintelui a fost utilizata coloratia uzuald cu hematoxilind-eozina, iar pentru evidentierea
structurilor colagenice — coloratia tricrom Masson, astfel asigurandu-se posibilitatea de a identifica
patternurile de distributie a fibrelor de colagen, precum si starea, organizarea acestora in structuri

native si decelularizate.



Baleiajul electronic (SEM) a fost utilizat pentru evaluarea structurilor pulpei dentare
decelularizate native si liofilizate.

Pentru studiul stromei dentare, la nivel molecular, au fost folosite inclusiv metode de analiza
imunohistochimica a celulelor CD34 si CD45 pozitive. Cu ajutorul metodelor histochimice au fost
evaluate distributia acestora in pulpa dentara.

Noutatea si originalitatea stiintifica a cercetarii.

1. A fost elaborata modalitatea de evaluare a volumului camerei pulpare prin tomografia
computerizata.

2. Au fost determinate componentele celulare in dependenta de valorile camerei pulpare la
diferite grupuri de dinti.

3. In lucrarea dati a fost raportatid efectuarea decelularizarii pulpei dentare si aspecte ce tin de
recelularizarea ei cu celule obtinute din maduva osoasa sau din pulpa dentara.

4. A fost definita amplasarea celuleor CD34 si CD45 in pulpa dentara si capacitatea celulelor din
pulpa dentara de a se diferentia in osteoblaste si chondrocite.

Semnificatia teoretica. Prin cercetarea efectuata au fost elucidate particularitatile de obtinere a
celulelor stem dentare si posibilitatii de utilizare in diverse domenii ale medicinii moderne,
implementarea in Republica Moldova a metodelor de obtinere a celulelor progenitoare din aparatul
dentar pentru ingineria tisulara in particular si medicina regenerativa in ansamblu.

Valoarea aplicativa a lucririi. Importanta practicd a prezentei cercetari stiintifice consta in
elaborarea modalitdtii de evaluare a potentialului celular al pulpei dentare in baza de tomografie
computerizatd. Posibilitatea obtinerii unor grefe celulare pentru medicina regenerativa destinate
restabilirii tesuturilor afectate din regiunea maxilo-faciala.

Aprobarea rezultatelor stiintifice. Rezultatele stiintifice expuse in lucrare au fost comunicate
s1 discutate in cadrul diferitor foruri stiintifice nationale si internationale: Conferinta Internationala de
Nanotehnologie si Enginerie Biomedicala, 2013, 2021, Congresul International al Studentilor si
Tinerilor Medici "MedEspera”, editia a IV-a, 2012, Sesiunea XIX-lea a zilelor medicale balcanice,
Republica Moldova, 2013, Conferinta Internationala de Managementul Tehnologiei Sanatatii, editia
a 3-a, Chisinau 2016, reuniunea europeana a Societatii Internationale pentru Inginerie Tesuturilor si
Medicind Regenerativd, TERMIS, Davos, Elvetia, 2017, salonul international de inventici PRO
INVENT editia a XI-a, 2013, Cluj-Napoca, Diploma de Excelenta si Medalia de Aur, Expozitia
Europeana a Creativitatii si Inovarii EURO INVENT, 2013, Iasi, Diploma de Excelenta si Medalia de



Argint, MexayHapoaHbIii calloH M300peTeHHi W HOBbIX TexHojorui ‘"Hooe Bpems’’ VIII, r.
CeBacronomnb, J[UmioM mouTeHus .

Teza a fost discutata, aprobata si recomandatd spre sustinere la sedinta comuna a Laboratorului
de Inginerie tisulara si culturi celulare cu Catedra anatomie si anatomie clinica a USMF “Nicolae
Testemitanu™ (proces verbal nr. 2 din 16.01.2023) si Seminarul Stiintific de profil 321. Medicina
generald; 341. Biotehnologii cu aplicatie in medicind; Specialitatea: 321.24. Transplantologie, 341.01.

Inginerie tisulara si culturi celulare (process verbal nr.4 din 16.02.2023).

Implementarea rezultatelor stiintifice. Rezultatele investigatiilor au fost implementate in
procesul instructiv-metodic la Catedra anatomie si anatomie clinica si cursul optional de Medicina
Regenerativa pentru studentii anului IV USMF ,Nicolae Testemitanu”. Ca metode de cercetare au
fost utilizate in Laboratorul Inginerie tisulara si culturi celulare din cadrul USMF ,Nicolae

Testemitanu™.

Publicatii la tema tezei. Materialele tezei au fost reflectate in 9 publicatii, inclusiv 2 lucrari

fara coautori, 5 publicatii 1n reviste nationale si 4 publicatii in reviste internationale.

Volumul si structura tezei. Teza realizata in limba romana este expusa pe 117 pagini. Teza
constd din adnotari, introducere si 4 capitole, dintre care capitolul 1 prezinta reviul literaturii, capitolul
2 — materialul si metodele de cercetare, capitolele 3 si 4 — include datele obtinute; discutii; concluzii;
recomandari practice; bibliografie. Bibliografia include 153 de titluri de referinte. Lucrarea contine
34 figuri, 12 tabele si 3 anexe.

Cuvintele-cheie: celule stem, pulpa dentara, decelularizare, inginerie tisulara, grefe celulare.

CONTINUTUL TEZEI

1. Surse de celule stem pentru medicina regenerativa

In capitolul dat a fost efectuati o analizi a publicatiilor existente la acest moment in domeniul
cercetarilor efectuate in domeniul celulelor stem, preponderent Tn stomatologie.

Desi exista numeroase lucrari stiintifice consacrate studierii morfologiei dintelui, structurii si
posibilitatii utilizarii componentului celular pentru obtinerea de tulpini celulare nu sunt definite clar
posibilitatile de obtinerea a acestor celule din complexul dento-ligamentar.

Literatura de specialitate in domeniu nu contine un punct de vedere unic asupra ponderii si
rolului celulelor stem din dinte in calitate de surse de celule pentru medicina regenerativa.

Evidentierea lor in prezenta cercetare va permite identificarea anumitor cdi si propuneri privind
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utilizarea lor in medicina practica. Este foarte important de a cunoaste la care varsta si care dinti ar fi
mai favorabili de a fi colectati ca sursa de celule pentru terapia celulara. In acest context, este necesar
de a elucida care poate fi aportul pulpei dentare ca sursa de celule stem, la femei si barbati, pentru
tratament. Trebuie evoluatd posibilitatea determindrii neinvazive a numarului posibil de celule
nucleate stem din pulpa dentara.

Analizand aceste surse bibliografice s-a ajuns la concluzia ca este necesara gasirea unor
modalitati, tehnici de revitalizare a dintelui devitalizat, sau posibila creare de dinti prin intermediul
ingineriei tisulare.

2. Materiale si metode de cercetare

Pornind de la ipoteza de cercetare, in temeiul realizarii obiectivelor tezei, pentru studierea
modalitatii de obtinerea a celulelor stem din tesuturile dentare, acest studiu a fost realizat, in perioada
2012-2021, prin care au fost caracterizate si efectuata o analiza comparativa a celulelor nucleate din
tesuturile dentare. Tn acest scop au fost folosite diverse metode de cercetare, pentru fixarea fenomenelor
evidentiate 1n acest studiu, totodatd a fost elucidate dinamica, tendintele si corelatia lor cu diversi factori.

Prezenta cercetare a fost realizata in patru etape:
Etapa I. Definirea problemei si elaborarea planului de cercetare.
1. Studierea situatiei existente in domeniu prin analiza literaturii stiintifice si metodico-didactice la
tema vizata in cercetare.
2. Aprecierea scopului si a obiectivelor cercetarii.
3. Determinarea volumului si a perioadei de studiu.
Etapa Il. Acumularea si descrierea materialului studiat.
1. Elaborarea fiselor de evidentd si a metodelor si posibilitatilor de acumulare a materialului studiat.
2. Inregistrarea observatiilor pe parcursul studiului pe misura efectudrii studiilor experimentale si
completarea datelor in fisele studiilor experimentale.
Etapa I11. Analiza comparativa a rezultatelor obtinute.
Etapa IV. Analiza statistica si sinteza rezultatelor obtinute.

Proiectul de cercetare si protocolul de studiu au fost aprobate de catre membrii Comitetului de

Etica a Cercetarii al Universitatii de Stat de Medicina si Farmacie ,,Nicolae Testemitanu”
(proces-verbal nr. 25 din 31.01.2013).

Studiul actual, inclusiv cel experimental a fost realizat in cadrul Laboratorului de Inginerie
tisulara si culturi celulare si a Catedrei de anatomie si anatomie clinica, USMF , Nicolae Testemitanu”.

Obiectele de studiu au fost molarii superiori si inferiori (n=50) extrasi de la purcelusi vietnamezi



(n=25) cu varsta de 4,8 £ 1.2 luni si greutatea de 0,450 + 1,500 kg si dinti extrasi de la subiecti umani:
dinti permanenti (n=70), dinti temporari (30).

Studiul efectuat pe dintii colectati de la subiecti umani.

Dintii colectati de la subiecti umani au fost separate in doua loturi:

* Lotul de cercetare L, care a inclus 70 de dinti permanenti extrasi de la subiecti umani, 35 femei,

35 barbati cu varsta cuprinsa intre 20-35 ani;

* Lotul de cercetare L,, care a inclus 30 de dinti temporari extrasi de la copii 15 de sex feminin, 15 de

sex masculin cu varsta cuprinsa intre 6 - 12 ani.
Criteriile de includere a dintilor extrasi in lotul de cercetare au fost:
* dinti intacti fara obturatii cu doua si trei radacini.

Criteriile de excludere a dintilor extrasi din lotul de cercetare au fost:

S P

Fig. a Fig. b

Fig. 1. Dispozitiv pentru fragmentarea dintelui extras.
Fig. a - misuta demontabili, in sectiune si din superior; Fig. b - aspectul lateral al dispozitivului. Fig. a,
b contine soclul stabilizator reprezentat de un dispozitiv metalic in forma de potcoava (elipsa) (1), pe el
este fixatd o masutia demontabila (2), dreptunghiulari cu o eminenti la mijloc, care este inzestrata cu un
sistem speciale pentru fixarea dintelui ce constd din patru fixatoare filetate (3). La extremitatea
superioara a soclului este solidarizata tija de compresie (4), cu miner rotund filetat si componentul de
fragmentare demontabil (5), cilindru (6)
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In scopul simplificarii procesului de obtinere a pulpei dentare din dinte a fost confectionat un
dispozitiv pentru fragmentarea dintelui extras (Brevet de inventie MD 559 (13)Y, A61C 19/00
(2006.01), dispozitiv pentru fragmentarea dintelui extras), care nu duce la supraincalzirea dintelui
extras si este mai simplu in utilizare. Dupa prelucrarea dintelui extras cu antiseptici, se plasa pe masuta
demontabila, la rasucirea tijei, prin compresie, Se obtinea pulpa radiculara si coronara (fig. 1).

Dispozitivul corespunde cerintelor si normelor sanitare, fiind executat din material inoxidabil,

utilizat la fabricarea instrumentarului medical.

Metode de izolare a celulelor stem dentare.

Izolarea celulelor stem din pulpa dentara este relativ simpla. Dintii (n= 110) au fost impartiti
aleatoriu Tn trei grupuri. Din 110 probe, 36 au fost incluse in grupul I (metoda de digestie enzimatica);
36 — in grupul II (metoda prin explant) si 38 in grupul III (digestia bucatilor de pulpa si fixarea lor
sub lamela Tn mediu).

Cu ajutorul dispozitivului de fragmentare a dintelui extras a fost separata partea coronara de
cea radiculard si s-a obtinut pulpa dentara. Dupa spdlarea cu tampon fosfat salin (PBS), pulpa dentara
a fost fragmentatd cu bisturiul in buciti cu dimensiunile de 1 x 1 + 0,5 mm. In grupurile I si III,
fragmentele au fost digerate ntr-o solutie de 1 mg/ml colagenaza/dispaza timp de 30 min. la 37°C si
centrifugate la 1200 rp timp de 5 min. Suspensiile celulare au fost Insdmantate in vase de cultura de
60 mm, care contineau modificarea alfa minima esentiala in mediu (a.-MEM), cu 20% ser bovin fetal
(FBS), 100 U/ml penicilina-G, 100 pg/ml streptomicind si 1 pg/ml amfotripsind B. Grupurile II si 111
au fost acoperite cu o lamela, pentru a fixa tesutul si a impiedica miscarea acestuia in mediu. Toate
specimenele au fost incubate la 37°C si 5% CO2 in incubator. Mediul a fost schimbat la fiecare 3 zile.
Celulele au fost trecute 1:5 cu 0,25% tripsind/ImM EDTA la fiecare 5 zile. Culturile celulare erau
examinate zilnic prin microscopie cu contrast de faza, pentru a verifica cresterea, morfologia, dar si
eventuala contaminare bacteriologica sau fungica. Numarul celulelor vii a fost determinat prin
utilizarea solutiei albastru de trepan de 1% cu ajutorul hemocitometrului.

Tomografia computerizatia. Tomografia computerizata pentru a masura si calcula volumul
camerei pulpare poate furniza informatii mai precise pentru a prognoza numarul posibil de celule din
pulpa dentara. A fost utilizat aparatului Kodak 9500 (Dental Systems, Carestream Health) operat la
90 kVp, cu dimensiunea voxelui de 300 pm si un camp vizual de 90x150 mm. Toate masuratorile au

fost realizate Tn plan coronal.
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Prelucrarea statisticA a fost realizatd prin metodele descriptiva, analitica si statistica
computerizate ale statisticii variationale si ale analizei discriminante, metodei ¥ ( a fost evaluatd
semnificatia pentru valorile relative, exprimate procentual).

3. Structura celulara a dintelui

Rezultatele au demonstrat diferente morfologice in diferite grupuri. In grupul I (metoda
enzimaticd) au fost observate cateva colonii de celule in decurs de 4 zile de la plasarea initiala. Celulele
atasate sunt fibroblast-like. Digestia segmentelor de pulpa cu colagenaza/dispaza au distrus schela
pulpara, celulele fusiforme au fost observate la 2-3 zile de la cultura primara. Prin metoda culturii de
organ (explant), segmentele de pulpd nedigerata au prezentat o margine intactd si au produs celule mai
tArziu decat tesutul digerat. In cazul metodei explant au fost necesare 10-12 zile pentru a creste un numar
suficient de celule. Migratia celulara prin periferie a fost, de asemenea, vizibila in acest grup. Coloniile
erau eterogene ca aspect, cu un fus in forma de butoi si o configuratie rotunda. Celulele izolate prin
aceasti metoda au avut cea mai lentd ratd de proliferare. In mod surprinzitor, prin aplicarea de suport
pe fragmentele de pulpa dentara la 2 zile de la inceperea cultivarii, au aparut populatii eterogene de
celule cu crestere rapida. In acest grup cu plasticitate considerabila, toate specimenele au prezentat o
rata crescuta de crestere a celulelor stem. Rezultatul a demonstrat ca a treia metoda a fost mai eficienta
(mai mult de 6.5 + 3%), iar cea de a doua a fost mai putin eficientd (aproximativ 3.8 + 1,2%) in izolarea
celulelor stem si aceste diferente au fost semnificative statistic (p < 0,05).

Tomografia computerizata, a devenit o metoda indispensabila in practica dentara. Acesta se
utilizeaza pe scara larga in tratamentul endodontic pentru examinarea morfologiei canalelor radiculare.

Pentru a mésura si calcula volumul camerei pulpare, tomografia computerizata poate furniza
informatii mai precise pentru a prognoza numarul posibil de celule din pulpa dentara. Scopul acestui
studiu a fost de a utiliza TC pentru evaluarea volumului camerei pulpare la diferite persoane.

Pentru a calcula numarul de celule stem din camera pulpara, am determinat volumul camerei
pulpare. In acest studiu au fost examinati prin TC, dinti sanitosi, 60 de molari superiori si 60 de molari
inferiori de la 40 de pacienti maturi: 20 de femei si 20 de barbati, cu varsta cuprinsa intre 18-45 ani.
S-au format urmatoarele loturi de studio: femei cu varsta 18-30 ani (tabelul 3.4), femei cu varsta
31-45 (tabelul 3.5), barbati cu véarsta 18-30 (tabelul 3.6), barbati cu varsta 31-45.

Toate masuratorile au fost realizate in plan coronal. Selectarea corespunzatoare a sectiunii a
fost efectuatd in modul urmator: initial planul coronal al molarului a fost aliniat in conformitate cu
planurile axial si sagital al dintelui. Acesta a fost ajustat astfel Tncat punctul de vedere coronal sa

reprezinte o sectiune longitudinala dreapta a dintelui de la varful cuspidului la furcatie.
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Dupa ce planul coronal a fost identificat din punctul de vedere axial, 5 linii au fost plasate pe
5 repere diferite pe dinte: A - inceputul camerei pulpare, B - planseul camerei pulpare, C - primul
punct de separare intre radacini (furcatia) si D - ultimul punct de separare intre radacini (la separarea
completd a radacinii), E - varful radacinii.

Toate reperele anatomice au fost aproximate la puncte trasate, care au fost identificate Tn
functie de vizualizarea axiala. Usoara diferenta care ar fi putut surveni la determinarea punctelor a
fost neglijabila si nu a afectat masuratoarea.

Volumul camerei pulpare s-a calculat dupa formula: V=h* L* |, unde h = A+B+C+D. (Fig. 2).

Masuratorile directe au fost luate intre cele 5 linii, iar urmatoarele distante au fost calculate
dupad cum urmeaza:

A - Tnceputul camerei pulpare pana la planseul camerei pulpare

B - planseul camerei pulpare pana la primul punct de separare intre radacini (furcatia)

C - primul punct de separare intre radacini (furcatia) pana la ultimul punct de separare intre radacini
(la separarea completa a radacinii).

D - ultimul punct de separare intre radacini (la separarea completa a radacinii) pana la varful radacinii.

E - varful radacinii.

Fig. 2. Liniile care au folosit ca reper pentru determinarea volumului camerei pulpare

A C

v

Fig. 3. Tomografie computerizati. Imagini ce identifica parametrii utilizati in masurarea volumului
camerei pulpare a molarului de minte.
(A) Vedere axiala, (B) Vedere sagitala, (C) Linia verde a planului sagital trece de-a lungul axei
longitudinale a dintelui. Linia galbena a planului axial trece perpendicular pe linia planului sagital si
este paralela cu suprafata ocluzala
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Tabelul 1. Masuriri realizate prin tomografia computerizata a volumului camerei pulpare la molarii
superiori si inferiori la femei si barbati varsta 18-45 ani

Volumul camerei pulpei dentare
Media Mediana 1HQ DS
Nr. | Tipdinte
1 Molar | 19,503 19,200 4,5 2,4817
superior
2 Molar 11 17,541 17,500 1,2 ,7265
superior
3 Molar i 16,560 16,700 1,3 ,8199
superior
4 Molar 1 16,403 15,750 2,9 2,1113
inferior
5 Molar Il 15,130 14,450 2,9 1,8297
inferior
6 Molar Il | 14,553 14,100 1,6 1,3923
inferior
204 205 210
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Fig. 4. Box plotul la volumul camerei pulpare la molarii superiori si inferiori la femei si barbati virsta
18-45 ani

Constatam faptul ca initial indicii din loturile experimentale erau identici, alternand, pentru ca
in final volumul camerei pulpare sa creasca de la molarul 3 superior la molarul 1 superior, la molarii

inferiori este invers descrescator de la molarul 3 inferior spre molarul 1 inferior (Fig. 4). Actualmente,
13



tomografia computerizata, ne ofera posibilitatea de a calcula automat pe imaginile (tomogramele)
digitale suprafetele care ne intereseaza. Datele obtinute aratd o corelatie directa intre inaltimea,
lungimea, latimea camerei pulpare si volumul ei. A fost investigata relatia dintre varsta si volumul
camerei pulpei al molarilor superiori si inferiori. Sexul si varsta sunt doua variante de estimare a
volumului camerei pulpare, ceea ce s-a dovedit in studiul de fatd. TC este un instrument important
pentru masurarea volumul camerei pulpei, in special pentru a aduna informatii in ceea ce priveste
reperele camerei pulpare relevante pentru determinarea volumului.

Efectuarea masurarilor imaginilor scanate tri-dimensional, permit de a determina parametrii
camerei pulpare folosind un standard definit de abordare spatiala. Acest studiu evidentiazd prezenta
potentiald pe diferite addncimi in zona furcatiei si identificarea acestora cu ajutorul TC.

In studiul de fati, ne-am concentrat doar asupra dintilor intregi, fard restaurdri sau tratati

endodontic pentru a permite o identificare adecvata din parametrii studiati.

Cultivarea celulelor in vase de cultura.

4

Fig. 5. Initierea cultivirii celulelor prin cultura de organ. A 12 zi de cultivare. a) pulpa

dentari; b) celulele ,,fibroblast like” care se expandeaza radial de la tesut spre periferie

Rezultatele au demonstrat diferente morfologice in diferite grupuri. In grupul I (metoda
enzimaticd) au fost gasite cateva colonii de celule in decurs de 4 zile dupa plasarea initiald. Celulele
atasate sunt fibroblast-like. Digestia segmentelor de pulpa cu colagenaza/dispaza distrug schela
pulpara, celulele fusiforme sunt observate la 2-3 zile dupd cultura primara. Prin metoda cultura de
organ (explant), segmentele de pulpa nedigeratd prezintd o margine intacta si produc celule mai tarziu

decat tesutul digerat. In metoda explant au fost necesare 10-12 zile pentru a primi un numar suficient
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de celule (confluenta celulara de 70-80%). Migratia celulara prin pemriferie a fost, de asemenea,
vizibild 1n acest grup. Coloniile erau eterogene ca aspect, cu un fus in forma de butoi si o configuratie
rotunda. Celulele izolate prin aceastd metoda au avut cea mai lenta rata de proliferare (fig. 5).

Prin aplicarea fasiei de sticla de mentinere/fixare pe fragmentele de pulpa dentara la 2 zile dupa
inceperea cultivarii, au aparut populatii eterogene de celule cu crestere mai rapida. In acest grup,
majoritatea specimenelor au prezentat o rata bund de crestere a celulelor stem. Analiza rezultatelor a
demonstrat ca in al treilea lot cresterea a fost mai eficientd (mai mult de 25+3%) comparativ cu lotul
Il (p <0,05).

Diferentierea celulelor stem din pulpa dentara in osteoblaste

Pentru obtinerea odontoblastelor din celulele maduvei osoase au fost studiate mai multe surse
de specialitate, din care a fost selectatd o metoda posibila de executat in conditiile noastre si care da
un rezultat optim in procesul de cultivare. A fost utilizata grefa celulara obtinuta din pulpa dentara.
Dupa procesarea si separarea celulelor mezenchimale ele au fost cultivate pe mediu nutritiv DMEM.

Metodologia:

1. CSM au fost obtinute prin protocolul de izolare a celulelor din pulpa dentara umana, cu
concentratia celulelor in mediul nutritiv, la inceputul cultivarii, a constituit 0,25 = 0,01 x 10%/ml
(p<0,05). Dupa aderarea celulelor mezenchimale la plastic, celelalte celule neaderente au fost inlaturate
si a fost adaugat mediu nutritiv proaspat si in conditii similare au fost cultivate timp de 3 zile.

2. In 3 cutii de culturd cu diametrul de 30 mm cu 1,25ml, 1,75 ml, 2,25 ml mediu de cultura,
s-au addugat celule mezenchimale din pulpa dentara, calculate in proportie de 2,5 x 103celule la 1 ml de
mediu nutritiv pentru cultivarea celulelor, si s-au plaseaza in incubatorul COz la 37°C, umiditatea 85%.

3. Celulele rotunde aderente din pulpa dentara s-au transformat in celule cu citoplasma alungita
asemandtoare fibroblastelor (fig. 3.14). Pentru diferentierea in osteoblaste, dupa obtinerea unei
confluente celulare de minimum 70% pe suprafata godeului vasului de cultura s-a adaugat un mediu
special, cu actiune osteogend: acid ascorbic 2 x 104, B-glicerofosfat disodic 7 x 10, dexametazona
10°M.

4.Laziua 5,7 si 9 s-au fixat celulele Tn cate 3 godeuri, in ziua a 9-a Tn una dintre cutii celulele
s-au colorat cu HE (lot de verificare).

5. Rezultatele obtinute atesta posibilitatea diferentierii celulelor stem din pulpa dentara in vitro
in celule osteoblastice, ceea ce confirma ca celulele obtinute sunt celule progenitoare si, totodata, ca
aceste celule ar putea fi utilizate pentru stimularea regenerarii tesutului osos in defectele scheletului

facial.
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Fig. 6. Diferentierea celulelor mesenchimale din pulpa dentara in odontoblaste. Coloratie
alizarina red. a) x 100; b) x 40

Pentru vizualizarea celulelor, acestea au fost fixate in solutie de 2% glutaraldehida, dupa care
au fost colorate cu hematoxilind-eozina. Celulele mezenchimale au fost decolate de la flaconul de
cultura prin utilizarea solutiei de tripsina 0,25% cu EDTA 1mM. Dupa eliminarea mediului nutritiv si
spalarea celulelor cu PBS, solutia cu ferment a fost lasatd sa actioneze timp de 5 min. la temperatura
de 37°C, dupa care fermentii au fost inactivati cu mediu nutritiv care contine 15% SBF. Suspensia de
celule obtinuta a fost centrifugata la 1000 rpm pentru sedimentarea lor, iar celulele obtinute au fost
resuspendate in mediu nutritiv si cultivate in plici de culturd celulard cu 96 de godeuri, cu suprafata
0,5 cm?, concentratia celulelor a constituit 2,5 = 0,12 x 10° per cm? (p < 0,05). In cadrul cercetirii
noastre am obtinut dovada transformarii si diferentierii celulare de la celule mononucleate la cele
asemanatoare fibroblastelor si, ulterior, sub actiunea factorilor specifici care determind diferentierea
in celule osteogene — in celule de forma poligonala, caracteristice osteoblastelor in cultura. FA,
colagenul de tip I, osteonectina si osteoclacina sunt markerii care indica activitatea osteoblastului..

3. Ingineria tisulara a pulpei dentare

Deoarece complexul pulpo-dentinar este agresat prin metodele de activitate in domeniul
stomatologiei curente si deoarece formeaza un organ, am actionat pentru a nu afecta arhitectonica
acestei structuri. Materialul recoltat pentru acest studiu a fost obtinut prin alegerea de material pulpar
din totalul cazurilor.

Dupa prelucrarea cavitatii bucale cu solutie de betadind, se efectueazd anestezie locala cu
solutie Septanest 4% - 1,7 ml. Dupa efectuarea sindesmotomiei are loc extractia propriu-zisa a dintelui,
apoi se aplica sutura. Dintii extrasi sunt prelucrati cu o solutie de etanol 70% si apoi plasati in eprubete

sterile care contin mediu nutritiv DMEM (HIMEDIA), antifungice, antibiotice, pentru a fi transportati
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la laboratoare pentru proceduri de decelularizare. Pulpa dentara excizata a fost montata pe sistemul de
perfuzie si spalata cu 1-1,5 litri apa distilata si ulterior decelularizatd prin doud metode: cu agent de
decelularizare — 0,25% sau 0,5% dodecil sulfat de sodiu (SDS) [20] si a doua metoda, in care am
asigurat perfuzia pulpei dentare cu solutie anticoagulanta (citrat fosfat dextroza) inainte de
decelularizare si apoi — decelularizare cu 0,25% sau 0,5% SDS. Ulterior, pulpa dentara a fost perfuzata
cu 1-1,5 L de solutie de PBS 1%. Segmentele de pulpa dentara intacta si decelularizata au fost fixate
in formol 10% si ulterior s-a efectuat pregatirea histologica a probelor si colorarea H-E. Extractia
acizilor nucleici a fost efectuatd conform protocolului de extractie QlAamp Blood Mini Kit (2003).
Fiecare probd a fost cuantificatd cu un spectrofotometru (Nano Drop 200 C Thermo Scientific).
Continutul de hidroxiprolina a fost determinat pe un spectrofotometru pe baza oxidarii hidroxiprolinei
in pirol sub actiunea cloraminei B.

Evaluarea macroscopica a pulpei dentare la inceputul experimentului a aratat ca, dupa spalarea
acesteia cu apa distilata (prima metoda) si cu apa distilatd si citrat dextroza fosfat (a doua metoda),
pulpa dentara a devenit mai palida in comparatie cu a doua (fig. 7). S-au observat insa diferente vizuale
de culoarea lichidului de perfuzie: lichidul de perfuzie obtinut in urma spalarii cu amestecul distilat si
anticoagulant avea o culoare maro-intens, ceea ce se explicd prin indepartarea mai eficienta a
cheagurilor de sénge.

Histologic, pulpa dentara, are o structurd si o componenta celulara caracteristica unei pulpe

dentare sidnatoase.

Fig. 7. Proces de perfuzie a pulpei dentare cu detergent si solutie anticoagulanta
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De asemenea, rezultatele macroscopice dupa decelularizare au aratat o decelularizare
uniforma a pulpei dentare si o culoare albicioasd in al doilea lot experimental comparativ cu primul
lot in care pulpa dentard a fost spdlatd fara solutie anticoagulantd, culoarea galbend indicand prezenta
reziduului celular.

Tn cazul schelelor de pulpa dentari decelularizati fara folosirea solutiei anticoagulante, am
observat cd existd conglomerate celulare, detritus necrotic si celule autolizate. Arhitectura pulpei
dentare conjunctivala este dezorganizata, peretele vascular este in unele portiuni cu conturul

contractat si perivascular autolizat al elementelor celulare.

Fig. 8. Pulpa dentara decelularizata prin SDS fara spalare cu anticoagulant. H-E, x 90

Schelele pulpei dentare decelularizate cu SDS si spalate initial cu anticoagulant au evidentiat
histologic: conturul ingrosat al peretelui vascular central, arhitectura conjunctivala retinutd. Conturul
ingrosat al peretelui vascular este clarificat de prezenta fibrelor de colagen care constituie o conditie

favorabila pentru matricele utilizate pentru recelularizare (fig. 8).

Fig. 9. Pulpa dentara decelularizati prin SDS cu spalare anticoagulanta. H-E, x 90
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Fig. 10. Imagine a pulpei dentari umani decelularizata 24 ore SDS. Baleajul electronic arati structura
poroasi a pulpei dentare decelularizata in sectiunile transversale
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Fig. 11. Baleaj electronic Imagine a pulpei dentard umana dupa 24 ore de decelularizare. Baleajul
electronic arata structura poroasa a pulpei dentare decelularizata care este lipsita de elemente celulare
a) amplificarea 63x; b) amplificarea 244x

Studiul histologic comparativ al schelelor de pulpa dentara decelularizatd a demonstrat o
eficacitate mai mare a decelularizarii prin spalarea anterioara cu anticoagulant (fosfat citrat dextroza)
cu o arhitectura buna de colagen pastrata.

Pentru aprecierea calitdtii decelualrizarii, adicd posibile celule care au rdmas dupa
decelularizare, o altd metoda utilizatd reprezintd cantitatea de ADN. ADN reprezentind nucleul
celulei, este normal sa fie intr-un tesut celularizat, dar cantitatea trebuie sa fie diminuata radical dupa

decelularizarea tesuturilor.
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Daca comparam concentratia de ADN obtinuta din probele biologice din pulpa dentara supusa
decelularizarii prin ambele metode cu concentratia de ADN obtinuta din tesutul intact al pulpei dentare
observim ci aceasta este mai mica. In probele obtinute prin decelularizare cu SDS, care au fost spilate
cu solutie anticoagulanta, concentratia de ADN a fost de 1,04, 0,25 ng/ul, ceea ce a constituit de 5 ori
mai putine resturi celulare decat in probele decelularizate SDS si a fost spalatd anterior doar cu apa
distilata la care concentratia este de 1.266 ng/ul. Aceastd manifestare poate fi explicat prin faptul ca
anticoagulantul folosit a permis indepartarea mai eficientd a cheagurilor de sange, permitand astfel
agentului de decelularizare ionic sa treacd prin intreaga suprafata a pulpei dentare si sa o elimine.

Deasemenea dupa decelularizare ramane, in principiu, schela (matricea) tesutului, in cazul
nostru a pulpei dentare, care este constituita preponderent din colagen. Astfel cantitatea de colagen
pentru o unitatea de volum, in matrice devine mai mare comparativ cu tesutul nativ. Intrucat
caracterizarea schelelor extracelulare dupa decelularizare este o conditie necesard pentru repopularea
celulara ulterioara in vitro, a fost determinat continutul de hidroxiprolina libera care se considera a fi
direct proportional cu continutul de colagen din materialul biologic analizat (pulpa dentard). Prin
urmare, a fost obtinuta o cantitate de hidroxiprolind de 0,156 + 0,07 mM/g de tesut uscat din material
biologic intact, care este mult mai micd in comparatie cu cantitdtile de hidroxiprolina din probele
decelularizate care sunt 2,035 £ 0,95 mM/g de tesut uscat prin metoda din care nu s-a folosit fosfat
citrat dextroza si 0,22 prin metoda in care s-a folosit.

Pulpele dentare decelularizate cu solutie de sodiu dodecilsulfat de 0,5% au prezentat remanieri

morfologice semnificative dupa eliminarea componentelor celulare ale zonei periferice si zonei

centrale ale pulpei dentare si prezintd o arhitectonica conjunctiva organizata (fig. 12).

ST IR e

Fig. 12. Pulpa dentara decelularizati cu solutie SDS 0,5% (A), arhitectonica conjunctiva a pulpei
dentare, fibre colagenice H-E x 90
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Fig. 13. Pulpa dentara decelularizati cu SDS (A), arhitectonici conjunctiva a
pulpei dentare, fibre colagenice H-E x 90

Fig. 14. Pulpa dentara decelularizati cu SDS (A), arhitectonici conjunctiva a
pulpei dentare, fibre colagenice H-E, x90

Toate pulpele dentare decelularizate au prezentat o decelularizare completd prin lipsa
elementelor celulare si obtinerea unei matrici extracelulare colagenice uniform decelularizata.

Evaluarea efectului citotoxic al pulpei dentare decelularizate prin metoda MTT pe
culturi celulare obtinute din maduva osoasa.

Pentru evaluarea efectului citotoxic al pulpei dentare decelularizate, pentru a stabili daca ea
este, dupd procesarea efectuata — decelularizare, liofilizare, compatibila cu celulele vii si daca nu au
un efect citotoxic. Pentru aceasta a fost utilizatd metoda MTT pe culturi celulare obtinute din maduva
osoasa de iepure.

Pulpa dentara decelularizata si liofilizata, sterila, a fost sectionatd in fragmente de 1x1 mm
pentru experimentul de testare a toxicitatii.

Au fost utilizate celule stem obtinute din maduva osoasa de iepure, cultivate in solutie DMEM
(HiMedia), cu 10% FBS, 5% CO,, temperatura 37°C si umiditatea de 85% in incubatorul Binder.
Experimentul a fost relizat pe placi pentru cultivarea celulelor cu 96 de godeuri. Celulele au fost

repartizate pe godeuri Tn cantitatea de 5x10* celule pe godeu. Dupd 24 de ore, necesare pentru
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adaptarea celulelor, in godeuri au fost plasate cate un fragment de pulpa dentara, preparate in prealabil.
Citirea a fost efectuata la 0 zile, pana a fi plasate fragmentele de pulpa dentara decelularizata; la 24;
48 s1 72 de ore dupa plasarea in mediu a fragmentelor examinate. Toate loturile au fost realizate in
triplicate pentru fiecare termen, concomitent a fost si lotul martor in care nu au fost plasata pulpa
decelularizata. Evaluarea rezultatelor a fost efectuatd prin citirea in Spectrofotometrul VersaMax,

Microplate reader, SUA in lungimea de unda 570 nm (Tabelul 2.; Figura 15).

Tabelul 2. Evaluarea efectului citotoxic al pulpei dentare decelularizate prin metoda MTT pe

culturi celulare obtinute din maduva osoasa

Pulpa Viabilitatea celulara Viabilitatea celulara Viabilitatea celulara

decelularizata la 24 ore, % la 48 ore, % la 72 ore, %

S1 S2 S3 Media S1 S2 S3 Media S1 S2 S3  Media

Lotul | 98 97 99 098 94 97 98 963 97 9 97 966
Lotul 1l 98 98 97 976 99 95 97 97 99 97 96 973
p=0,67 p=0,54 p= 0,58

Diferenta statistic nesemnificativa intre loturile de pulpe decelularizate.

MTT test cu celule stem mesenchimale din
maduva osoasa

101%
100%
99%
98% /
97%
96% °
95%
94%

0 ore 24 ore 48 ore 72 ore

MTT test cu celule stem mesenchimale
din maduva osoasa

=@==| 0ot | =@=|o0t2

Fig. 15. Diagrama rezultatelor testului de toxicitate (MTT) ale pulpei dentare decelularizate si liofilizate
din loturile 1 si 2. Diferenta statistic nesemnificativa a testului de toxicitate. p>0.05
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SINTEZA REZULTATELOR OBTINUTE

Dupa cateva decenii de experimente, terapia cu celule stem devine o sperantd pentru medicind.
Cu fiecare experiment desfasurat, cunostintele despre capacitatile celulelor stem sunt in crestere, desi
riman mai multe obstacole de depisit. In pofida acestor impedimente, influenta celulelor stem in
medicina regenerativi si transplantologie este imensa. In prezent, bolile neurodegenerative netratabile
au posibilitatea de a deveni tratabile cu terapia de celule stem. Pluripotenta indusa permite utilizarea
de catre pacient a propriilor celule [12]. Bancile de tesuturi devin din ce in ce mai populare, pe masura
ce aduna celule care sunt o sursa eficienta pentru medicina regenerativa. Odata cu dezvoltarea terapiei
de celule stem si a tuturor beneficiilor medicinii regenerative, suntem capabili sd prelungim viata
umand. Dintii sunt o sursa usor accesibild pentru a recolta celule stem postnatale de la diferite tesuturi,
inclusiv din pulpa dentara, ligamentul parodontal, folicul dentar, papila apicala din dinti in curs de
dezvoltare [28]. Pulpa dentara este un tesut moale, situat in cavitatea pulpard a dintelui,
multistructural, compus din fibroblaste, odontoblaste, limfocite, celule endoteliale si alte celule. Pulpa
dentard sdndtoasd este importantd datoritd functiilor formative, senzoriale si de protectie ale
complexului pulpa-dentina. Functiile sale includ furnizarea de nutrienti dintilor, formarea dentinei,
detectarea, apdrarea si alte functii fiziologice. Pulpita ca boald si necroza pulpard prezintd patologii
frecvente cauzate de traumatisme si carii dentare [4]. Cu volumul mic al canalului radicular si
foramenul apical ingust, alimentarea cu sange a pulpei este insuficientd; prin urmare, odata ce pulpa
este inflamata, deseori, ea poate provoca necroza pulpard irecuperabild. Odatd cu dezvoltarea
medicinei regenerative, regenerarea pulpei cu functii biologice este o noud directie pentru tratarea
bolilor pulpei dentare. Prin transplantarea celulelor stem impreuna cu factori de crestere si o schela
biologica in cavitatea pulpara pregatita, celulele stem pot prolifera si se pot diferentia in diferite celule
din pulpa, pentru a obtine o regenerare functionald a pulpei [17].

TC a devenit o metoda indispensabild 1n practica dentard. Aceasta se utilizeaza pe scara larga
in tratamentul endodontic pentru examinarea morfologiei canalelor radiculare. Masurarea si
calcularea volumului camerei pulpare prin TC furnizeazd informatii mai exacte pentru a estima
numarul posibil de celule din pulpa dentara [21].

Prin urmare, scopul acestui studiu a fost de a utiliza TC pentru evaluarea volumului camerei
pulpare la diferite grupuri de dinti.

Determinarea volumului camerei pulpare prin metoda neinvaziva permite prezicerea cu
aproximatie a numarului de celule nucleate care pot fi obtinute dintr-un dinte pana la extragerea lui,

astfel fiind exclusi dintii cu potential mai mic de celule [22].
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Selectarea sectiunii optime pentru masurarea parametrilor a fost partea critica a acestui studiu.
Planul coronal a fost utilizat pentru cea mai buna vizualizare a intregii coroane si a zonei de furcatie.
Ajustarea imaginilor TC din partea vederii axiale si sagitale ne-a permis sa selectim sectiunea
coronald optima pentru a masura parametrii privind reperele camerei pulpare [16].

Utilizadnd vizualizarea axiala ca un ghid, ne-a permis amplasarea exacta a parametrilor doriti
si a Tmpiedicat suprapunerea parametrilor anatomici in diferite planuri. O astfel de standardizare ar
asigura reproductibilitatea masurarilor [13].

Tn acest studiu, prezentim 2 tipuri de masurari ale volumului camerei pulpare la molarii
permanenti: 1) masurdri de la varful cuspidului, cum ar fi in rapoartele anterioare efectuate de
Musikants, si 2) masurari din fosa centrald. Deoarece pregétirea de acces este adesea initiata in centrul
suprafetei ocluzale, fosa centrald pare a fi un punct de referintd mai adecvat decat varful cuspidului
utilizat in studiile anterioare. In plus, multe variabile pot afecta indltimea cuspidala, cum ar fi locatia
si dimensiunea [11]. Bifurcatia este intotdeauna mentionata ca un punct unde se termind structura
dentara si se separa radacinile. Cu toate acestea, furcatia este o zona care rezultd din separarea a doua
sau mai multe radacini [32]. Cu ajutorul vederii axiale, a fost remarcat faptul ca punctul de separare a
radacinilor nu se poate Intdmpla intotdeauna la acelasi nivel de-a lungul intregii zone de furcatie.
S-au observat diferite adancimi la nivelul bifurcatiei, mai frecvent intalnite la maxilarul superior
(69%) decat cel inferior (34%), indicand faptul ca furcatia este o zona si nu poate fi mentionata ca un
punct [15]. Alinierea scandrilor in centrul dintelui poate duce la suprapunerea reperelor anatomice si
la esecul de a identifica cel mai coronal punct unde radacinile se separi. In acest studiu, am identificat
zona de furcatie la 2 niveluri diferite, ghidate prin vederea axiald. Au fost identificate niveluri diferite
de adancime ale zonei de bifurcatie. In pofida variatiei largi a lungimii dintilor, iniltimea coroanei
pare a fi foarte asemanatoare la toti molarii (8-9 mm de la fosa centrala si 10-11 mm de la varful
cuspidului) [8]. Distanta de la fosa centrala pana la bifurcatia la molarii maxilari (8,78-0,79 mm) a
fost foarte asemanatoare cu cea a molarilor mandibulari (8,53-0,65 mm). Variatia este, probabil,
cauzatd de discrepanta indltimii cuspidale dintre molarii maxilarului superior si inferior. Inaltimea
camerei pulpare a avut cea mai mare valoare pentru molarii maxilari (38,2%) si pentru cei mandibulari
(44,4%). Aceste constatari au fost similare cu rapoartele anterioare. O astfel de variatie mare este,
probabil, cauzatd de depunerea de dentina in curs de desfasurare, ceea ce reduce indltimea camerei
pulpare. Se poate interpreta ca procesul de calcifiere apare la tavanul camerei pulpare ca un mecanism
de protectie la stimulii externi. Acest detaliu a fost raportat de mai multi autori — reducerea inaltimii

camerei pulpare este rezultatul depunerii dentinei pe podea mai mult decat pe plafon [19].
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Toate aceste metode dau nastere la celulele dentare care au proprietati de celule stem. Efectele
diferitelor metode de izolare a celulelor pulpare au fost puse, de asemenea, sub semnul intrebarii. Unul
dintre primele studii ale cercetatorului Nakashima au aratat ca cele patru tipuri de separari enzimatice
(tripsina, colagenaza cu si fara tripsind, amestec tripsina-colagenaza) nu au avut efect asupra
caracteristicilor morfologice ale celulelor pulpare, dar pretratamentul cu tripsina si metoda de digestie
cu colagenazd au dat cel mai mare numar de celule izolate. Cu toate acestea, metoda de digestie
enzimatica permite dezvoltarea diferitelor tipuri de celule. Nakashima a raportat 3 morfologii diferite
in ax, stelate si celulele epiteliale. Huang a aratat tipuri de colonii compacte si largi dupa digestie
enzimatica. Deoarece digestia enzimatica asigura ca toate tipurile de celule sd fie eliberate din tesut,
nu este surprinzator sa observam diferite celule. Cu toate acestea, numai celulele care au un aspect
fibroblastic au putut sa supravietuiasca dupa mai multe pasaje ale celulelor mezenchimale promovate
de mediul de cultura [25, 26]. DPSC-urile pot fi izolate prin trei metode: metoda digestiei enzimatice,
metoda prin explant si metoda prin explant cu fixarea sub lamela in mediu. Prima metoda implica
colectarea tesutului pulpar in conditii sterile, cu digestia enzimelor corespunzatoare (colagenaza,
dispaza, tripsind), cultivate in vase de culturd continand, in special, mediul suplimentat cu aditivii
necesari, a doua metoda implica faptul ca pulpa extrasa este taiata in segmente de 2-3 mm si direct
incubata 1n vase de culturd contindnd mediu esential cu suplimente. Este, in general, necesara o
perioada de doua sdptamani pentru a permite unui numar suficient de celule sa migreze din tesut [10].
Odata ce aceste celule sunt cultivate pe o suprafatd bidimensionala, este posibil de a le transfera pe o
structurd tridimensionald. Matricea ofera un mediu 3D pentru celule ca sa se atageze si sd creasca, prin
urmare, mimand starea in vivo [27].

O problema relevanta pentru utilizarea terapeutica a celulelor stem este cantitatea esentiala de
celule pentru a obtine un efect optim. Extinderea celulelor stem in culturd este un pas crucial pentru
medicina regenerativa si s-a facut o incercare considerabild de a evalua consecintele cultivarii asupra
comportamentului celulelor stem [21].

De obicei, au fost folosite douda metode pentru a cultiva celulele stem ale pulpei dentare:
1) metoda de digestie a enzimelor si 2) metoda explantului. Datorita scaderii viabilitatii celulare legate
de metoda de tratament cu enzime, cea a explantului a fost sugerata ca metoda secundara [30].

Al treilea molar se dezvoltd ultimul, asadar este, in mod normal, intr-un stadiu incipient de
dezvoltare. Studiile au aratat ca molarii 3 impactati extrasi sunt capabili sa produca o cantitate optima
de tesut de pulpa dentara pentru izolarea DPSC-urilor. Un alt punct pozitiv este ca recoltarea de celule

stem din acest tesut neutilizat dupd extractie nu provoaca controverse etice.
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In acest experiment, metoda de izolare a avut un efect benefic asupra expansiunii populatiei,
lar cea de-a treia metoda imbunatatita a oferit cea mai mare expansiune in vitro decat cele doua metode
mentionate si poate oferi cele mai multe celule pentru aplicatii biotehnologice si biomedicale. Huang
si colaboratorii au comparat metodele de digestie cu enzime si explant si au constatat ca celulele
izolate prin digestia enzimatica au o rata de proliferare mai mare decat cele izolate prin cealaltd metoda
[21]. Desi rezultatul nostru este similar cu cel al Huang si colaboratorii, se pare ca celulele izolate prin
metoda noastra imbunatatita au fost mai putin deteriorate si, prin urmare, au fost suficient de sandtoase
pentru a se propaga mai mult timp in vitro decat celelalte metode. Poate cé celelalte metode dauneaza
celulelor sau, alternativ, au eliminat elementele critice din nisa endogena [23].

Cu metoda noastrd imbundtdtita, la numai 1 pana la 2 zile dupd cultura primara, au apdrut
populatii eterogene de celule stem cu crestere rapida. Exista diferite tipuri de celule in pulpa.
Odontoblastele, a caror functie biologicd este dentinogeneza, fac parte din suprafata exterioard a
pulpei dentare. Capilarele si fibrele nervoase mici se ramifica Tn stratul subodontoblastic. Zona este
bogata in celule ce contin fibroblaste si celule nediferentiate. Zona pulpara centrald include vasele
mari si nervii. Majoritatea celulelor pulpei sunt fibroblaste. Aceste celule prezintd variatii mari in
gradul lor de diferentiere. Poate cd mai multe celule stem sunt capabile sa formeze toate aceste celule.
Emitem ipoteza ca, posibil, existd mai mult de un tip de celule stem in pulpa si ca diferite metode de
izolare ar putea identifica tipuri de celule distincte [24].

Desi potentialul terapeutic al celulelor stem este promitdtor, trebuie luate in considerare
numeroase chestiuni naintea utilizarii clinice. Problemele de etica sau politicile guvernamentale
restrictioneazd izolarea si cultivarea celulelor stem embrionare umane. Privite din perspectiva
sigurantei, celulele stem embrionare pot dezvolta adesea tumori in urma transplantarii. Mai mult decat
atat, exista posibilitatea ca celulele stem embrionare sa nu depaseasca incompatibilitatea imunologica

intre gazda si transplant [34].
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CONCLUZII GENERALE

1. Dimensiunile camerelor pulpare n functie de gen au aratat cd, pentru molarul 3, volumul
camerei pulpare constituie la barbati 17,2 + 2,3 mm? si la femei 17,88 £ 2,1 mm?, diferenta nefiind
semnificativa. Pe parcursul cercetarii a fost studiatd modalitatea de obtinere a celulelor din tesuturile
dentare si de confectionare a unui dispozitiv pentru obtinerea pulpei dentare.

2. Imaginile TC impreuna cu metodele utilizate anterior constituie instrumente utile si precise
pentru determinarea parametrilor camerei pulpei. Determinarea volumului camerei pulpare prin
metoda neinvazivd permite prezicerea cu aproximatie a numarului celulelor nucleate care pot fi
obtinute dintr-un dinte pana la extragerea lui, astfel fiind exclusi dintii cu potential mai mic de celule.

3. Evaluarea comparativa a continutului de tesuturi ADN dupa decelularizare prin cele doud
metode in raport cu tesutul intact demonstreaza ca metoda decelularizarii pulpei dentare cu SDS si
spalare cu solutie anticoagulanta de fosfat citrat dextroza prezinta rezultate mai bune.

4. Metoda de decelularizare utilizata mentine arhitectura conjunctiva a fibrelor de colagen,
continutul de hidroxiprolind in MEC demonstreaza fezabilitate pentru utilizarea ulterioara ca structura
tridimensionala in ingineria tisulara pentru recelularizare.

5. Se recomanda continuarea studiilor si elaborarea unui protocol/tehnologie de recelularizare
a pulpei dentare decelularizate cu celule proprii, astfel ca celularizarea sa fie uniforma si pe toata

matricea.
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RECOMANDARI PRACTICE

1. Colectarea pulpei dentare, pentru obtinerea celulelor, se efectueaza la pacientii fara semne
de infectie in regiunea dintelui, cu functia normala a organelor vitale si a maduvei osoase colectate
prin punctia aripii osului iliac sau a metafizei tibiale proximale, sub anestezie infiltrativa. Pentru
cultivarea celulelor autologice din maduva osoasa, se recomanda utilizarea autoserului, care poate fi
obtinut din sangele periferic. Cantitatea de ser necesara pentru obtinerea autogrefei celulare este de
12 + 6 ml.

2. Pentru ingineria tisulara a dintelui/pulpei dentare, este necesara izolarea celulelor cu fenotip
corespunzator din pulpa dentara, multiplicarea lor in medii de culturd, HAM, care contine 10% SBF
sau autoser, umiditate 85%, 5% continutul de CO, n incubator cu CO», la temperatura de 37°C.

3. Pentru cultivarea mai eficace a celulelor din pulpa dentara, se recomanda utilizarea
autoserului care poate fi obtinut din sangele periferic al donatorului de dinte. Cantitatea de ser necesara
pentru cultivare se recomanda a fi de 12 + 6 ml.

4. Se recomanda efectuarea decelularizarii pulpei dentare cu SDS 0,2% si spalarea ulterioara
abundenta cu solutie de anticoagulant de fosfat citrat dextroza. Prin urmare, este esential sa se obtina
0 schela pentru regenerarea pulpei dentare care sa contind MEC caracteristica pulpei dentare, pentru
a promova diferentierea odontoblastelor si formarea dentinei.

5. Pentru a stabili cd decelularizarea este completd, se recomanda efectuarea unui studiu
morfologic in vederea vizualizarii nucleelor raimase si a determinarii continutului de ADN in tesut.

6. Pentru o pastrare ulterioara a pulpei dentare decelularizate, se propune liofilizarea in vid,

ceea ce permite pastrarea ei la temperatura mediului ambiant si facilitarea transportarii.
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ADNOTARE

Samson Stella ,,Tesuturile dentare moi — sursi de celule stem pentru medicina

regenerativa”, teza de doctor in stiinte medicale, Chisinau, 2023

Structura tezei: lucrarea este expusa pe 117 pagini si include introducere, 4 capitole, discutii,
concluzii generale si recomandari, bibliografie din 153 de titluri. Teza este ilustratd cu 12 tabele,
34 de figuri si 3 anexe. Rezultatele obtinute sunt publicate in 9 lucrari stiintifice.

Cuvintele-cheie: celule stem, pulpa dentara, decelularizare, inginerie tisulara, grefe celulare.
Domeniul de studiu: medicina regenerativa, stomatologie, inginerie tisulara.

Scopul luerarii: studierea celulelor progenitoare din tesuturile dentare moi, obtinerea unei structuri
3D a pulpei dentare prin decelularizarea acesteia pentru utilizarea lor in medicina regenerativa.
Obiectivele lucrarii: evaluarea caracteristicilor pulpei dentare, a volumului, a componentei celulare;
studierea modalitatii de obtinere a celulelor din tesuturile dentare si confectionarea unui dispozitiv
pentru obtinerea pulpei dentare; caracterizarea celulelor stem din tesuturile dentare: studiu comparativ
al activitatii celulelor obtinute din diferite tesuturi dentare (dinti temporari si permanenti); evaluarea
modalitatilor de decelularizare si recelularizare a pulpei dentare; elaborarea unor recomandari privind
utilizarea celulelor stem obtinute in medicina regenerativa.

Noutatea si originalitatea stiintifica: studierea procesului de obtinere a celulelor stem din tesuturile
dentare si a capacitdtii lor de proliferare; confectionarea unui dispozitiv pentru fragmentarea dintelui
extras.

Semnificatia teoretica: crearea unui concept de obtinere a celulelor stem dentare si evaluarea
posibilitatii de utilizare a acestora in diverse domenii ale medicinii moderne, implementarea in
Republica Moldova a medicinii regenerative in scopul utilizarii tehnologiilor celulare.

Valoarea aplicativa a lucrarii: tehnica analizata tinde a fi un prim pas in domeniul ingineriei tisulare,
care va deschide noi cai in directia obtinerii unor structuri dento-parodontale din tesuturi vii, prelevate
de la subiecti tineri. S-a studiat posibilitatea obtinerii unor grefe celulare pentru medicina regenerativa
destinata restabilirii tesuturilor afectate din regiunea maxilo-faciala.

Implementarea rezultatelor stiintifice: rezultatele studiului au fost implementate in procesul
instructiv-metodic si de cercetare in cadrul Universitatii de Stat de Medicina si Farmacie ,,Nicolae
Testemitanu”, Laboratorul de inginerie tisulara si culturi celulare, Banca de tesuturi si celule umane

(act de implementare nr. 10, anexa 1).
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AHHOTADIUA

Camcon Cresia « Msirkue TKaHu 3y0a — HCTOYHUK CTBOJIOBBIX KJIETOK JIJIs1
pereHepaTUBHONH MeIUIUHBDY, IUCCEPTALHA HA COMCKAHUE YYE€HOH CTeNmeHn

KAaHIWJAAaTa MeIUIMHCKUX HayK, Knmmnay, 2023

CrpykTypa padoTsl: paboTa mpezcTaBieHa Ha 117 1ucTa OCHOBHOT'O TEKCTa M BKIIFOUAET: BBEACHHUE,
4 TnaBbl, 00CYX1eHU, 00IME BHIBO/IBI M pEKOMEH1alluu, Onbmuorpadus HacuuThIBaeT 153 ucTouHu-
koB. Jluccepranus uumoctpupoBana 12 tabnuuamu, 34 pucyHKamu, 3 MpUIOKEHUSIMU. Pe3ynbTaThl
oInyOJIMKOBaHbI B 9 HaAy4HBIX CTaThsX, pPa3pabOTaHO OAHO U300pETEHUE.

KuiroueBble ciioBa: CTBOJIOBbIE KJIETKH, IMyJblla, TKAHEBAas WHXEHEPUs, ELEIUTIOIApU3aLus,
TPAHCIUIAHTAThl KJIETOK.

O0J1acTh HccJIe0BaHUA: CTOMATOJIOT YL, pET€HEPATUBHAS MEAUIIMHA, TKAHEBasl pereHepanusl.
3amaum padoThl: OLIEHKA XapaKTEPUCTHUK TyJIbIIEI 3y0a, ee 00bemMa, KJIETOYHOI0 COCTaBa; U3yuyeHUe
crioco0a mosyyeHus! KJIeTOK U3 TKaHel 3y0a M M3roTOBJIEHHE YCTPOMCTBA Ui MOJIyYEHUS MYJIbIbI
3y0a; XapaKTEepUCTHKAa CTBOJIOBBIX KJETOK TKaHEW 3y0OB, CPaBHHMTEIBHOE HM3Y4YECHUE aKTHBHOCTH
KJICTOK, MOJIYYEHHBIX U3 PA3JIMYHbIX TKaHel 3yOOB (BPEMEHHBIX M IOCTOSHHBIX), OLIEHKA METO/I0B
JEUeJUTIONISIPU3allud U PeleUTIONApU3allui  MyJblbl  3y0a, pa3paboTka peKoMeHJaluil 1o
UCIOJIb30BAHUIO CTBOJIOBBIX KJIETOK, IOJYYEHHBIX JUIsl pEr€HEpaTUBHON MEIUIIMHBI.

HayyHasi HOBH3HA M OPUITMHAJIBHOCTB: ObLI MU3yYEH IPOLECC MOTYyYEHUS CTBOJIOBBIX KJIETOK U3
TKaHeil 3y00B U X cOCOOHOCTH K mponudepanuu. beiio paspadoraHo ycTpoiicTBO s ApoOIeHUS
W3BJICYECHHOTO 3y0a.

Teopernueckoe 3Ha4YeHHe: CO3AaThb KOHLEMLMIO Ul MOJIYYEHUs 3yOHBIX CTBOJIOBBIX KJIETOK M
UCIOJIb30BAaHUs UX B PA3JIMYHBIX 00JIACTSIX COBPEMEHHON MEUIIMHBI, BHEApEHNHE B MOJIZIOBE C TOUKH
3peHus I UCIIONb30BAHMS B PET€HEPATUBHON MEAULIMHE U KIIETOUYHBIX TEXHOIOTHUSIX.

3HadyeHue padoOTBI: DTOT IPEIVIOKEHHBIH METOJI IpeJHa3HAYeH B KayecTBE IIEPBOro Iuara B
TKQHEBOI MHKEHEPHUH, UTOObI OTKPHITh HOBBIE ITyTH ISl IIOJYUEHHUS] CTOMAaTOJIOIMUYECKUX MapOI0H-
TaJIBHBIX CTPYKTYP U3 KUBBIX TKAHEH, B3ATHIX OT MOJIOJBIX CYyObEKTOB.

BHeapeHue HayYHBIX pPe3yJbTaTOB: PE3YJIbTAaThl HCCIECOBAHNS OB BHEAPEHBI B METUIIMHCKOM
yausepcutere «Hukomnae Tecremunany», 1adbopatopus TkaHeBO WHKEHEPUH U KIETOUHBIX KYIbTYP

(axt peamuzaruu Ne 10, mpunoxenue 1).
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SUMMARY

Stella Samson ,,Dental soft tissues - source of stem cells for regenerative

Medicine” PhD thesis in medical sciences, Chisinau, 2023

Structure of the thesis: the paper is exposed on 117 pages of electronic text and includes:
introduction, 4 chapters, general conclusions and recommendations, bibliography of 153 sources. The
thesis is illustrated with 12 tables, 34 figures, 3 annexes. The results obtained are published in
9 scientific papers.

Key words: stem cells, dental pulp, tissue engineering, decellularization, cellular grafts.

Domain of study: dentistry, regenerative medicine, tissue engineering.

Purpose of the reaserch work: obtaining and characterization of stem cells from dental tissues for
tissue regeneration.

Objectives: evaluation of dental pulp characteristics, volume, cellular composition; studying the
method of obtaining cells from dental tissues and making a device for obtaining dental pulp;
characterization of stem cells from dental tissues, comparative study of the activity of cells obtained
from different dental tissues (temporary and permanent teeth), evaluation of methods of
decellularization and recellularization of the dental pulp, development of recommendations for the
use of stem cells obtained for regenerative medicine.

Novelty and scientific originality: the process of obtaining stem cells from dental tissues and their
proliferation capacity has been studied. A device for fragmentation of the extracted tooth has been
developed.

Theoretical significance: consists in the creation of a concept for obtaining dental stem cells and the
possibility to use it in various fields of modern medicine, the implementation of regenerative medicine
in the Republic of Moldova in the aspect of the use of cellular technologies.

Applied value of the reaserch work: this proposed technique is intended to be a first step in the field
of tissue engineering that opens new pathways towards obtaining dento-periodontal structures, derived
from living tissues, taken from young subjects.

Implementation of the scientific results: the results of the study were implemented in the instructive-
methodical and research process within the USMF , Nicolaec Testemitanu”, Laboratory of Tissue
Engineering and Cell Culture, the Bank of Tissues and Human Cells (implementation certificate

nr. 10, annexa 1).
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