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ADNOTARE

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

regenerativa”, tezi de doctor in stiinte medicale, Chisindu, 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
ilustrata 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 lucririi: 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 modalitdtilor 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 capacitatii lor de proliferare; confectionarea unui dispozitiv pentru
fragmentarea dintelui extras.

Semnificatia teoretica: crearea unui concept de obtinere a celulelor stem dentare si evaluarea
Republica Moldova a medicinii regenerative in scopul utilizarii tehnologiilor celulare.

Valoarea aplicativa a lucrdrii: tehnica analizatd tinde a fi un prim pas in domeniul ingineriei
tisulare, care va deschide noi cdi 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 tisulard si culturi celulare, Banca de tesuturi si celule

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



AHHOTAIUA

Camcon Cresuia «Msirkue TKaHH 3y0a — MCTOYHUK CTBOJIOBBIX KJIETOK ISl
pereHepaTUBHOI MeIMLIMHBI», TUCCEPTAIUS HA COUCKAHME YYEHOH CTeneHun

KAaHIMIaTa MeIUIUHCKUX HAyK, Kummunsy, 2023

CtpykTypa padoThl: pabora mpejactaBieHa Ha 117 aucTa OCHOBHOTO TEKCTa M BKIJIHOYACT:
BBeJICHUE, 4 TJ1aBbl, 00CYX ACHUSI, 00IIKE BBIBOABI U peKOMEHAalnU, Oubnuorpadus HACYUTHIBAET
153 wucrounukoB. J[luccepraumsi wwtoctpupoBaHa 12 Tabnuumamu, 34 pucyHkamu, 3
NPWIOKEHUSMU. Pe3ynbTarel OMyONHMKOBaHBI B 9 HAydHBIX CTaThsAX, pa3padOTaHO OJHO
HU300peTCHHE.

KuioueBble cjioBa: CTBOJIOBBbIE KJIETKH, ITyJiblla, TKaHEeBas HWHXXEHEPUS, ACLEIUTIONISIpU3alIA,
TPaHCIIAHTAThI KJIETOK.

O0JacTh HccIeI0BAHMA: CTOMATOJIOTHSI, pEreHepaTUBHAsI MEIUIIMHA, TKAHEBAsl pEreHepalysl.
3agauu padoThI: OLIEHKA XapaKTEPUCTHK IMyJbIbI 3y0a, ee o0beMa, KIETOUYHOIO COCTaBa;
U3y4YEeHHE CIoco0a MOMy4YeHHs] KJIETOK W3 TKaHel 3y0a M HM3rOTOBJIIEHHWE YCTPOWMCTBA IS
MOJTy4YeHHS MyJIbIBI 3y0a; XapaKkTepUCTHKA CTBOJIOBBIX KJIETOK TKaHEH 3y0OB, CpaBHHUTEIHHOE
M3y4eHUE AKTHUBHOCTH KJIETOK, TOJYYEHHBIX W3 Pa3IMYHBIX TKAaHEW 3yO0O0B (BpPEMEHHBIX M
MOCTOSTHHBIX), OIIEHKa METOJIOB JEUEIUTIONSAPHU3AUN U PELEUTIONAPU3aluU MyJblbl 3y0a,
pa3paboTka pPEKOMEHJAIMi MO HCHOJB30BAHUIO CTBOJIOBBIX KIIETOK, TOJTYYEHHBIX TS
pereHepaTUBHON MEIUITUHBL.

HayuyHnasi HOBU3HA M OPUTHHAJBHOCTb: ObUT U3YYEH MPOIECC MOTYUYESHUs CTBOJIOBBIX KIETOK U3
TKaHel 3y0OB M WX cmOcoOHOCTh K mponudepanuu. bpuio pa3paboTaHo YCTPOWCTBO s
IpoOIieHUs] U3BICYEHHOTO 3y0a.

TeopeTnueckoe 3HaYeHHMe: CO3aTh KOHIEMHIIUIO ISl MTOJIyYE€HUS 3yOHBIX CTBOJIOBBIX KJIETOK U
WCIIOJIb30BAHUS UX B Pa3IUYHBIX 00JACTSIX COBPEMEHHOW MEIWIIMHBI, BHEApEeHUE B MoioBe ¢
TOYKH 3PEHHUS JIJIsl UCIIOJIb30BAHUS B PET€HEPATUBHON MEIULIMHE U KIIETOYHBIX TEXHOIOTHUSIX.
3HayeHue padoOThI: 3TOT NPEAJOKEHHBIM METOJ IpelIHa3HAYeH B KauecTBE NEPBOro Iara B
TKaQHEBOW HWH)XEHEPUHU, YTOOBI OTKPBHITH HOBBIC IMYTHU JIs TOJIYYEHUS CTOMATOJIOTHYECKUX
MapOIOHTATBHBIX CTPYKTYP U3 KUBBIX TKAHEH, B3SITHIX OT MOJIOJIBIX CYOBEKTOB.

BHenpeHue Hay4YHBIX Ppe3yJbTATOB: pE3ylbTaThl HCCIEAOBaHUS OBUTM BHEJPEHBI B
MeaunuHcKkoM yHHBepcuTeTe «Hukomae Tecremuniany», nabopatopusi TkaHeBOW WHKEHEPUU U

KJIETOYHBIX KyJIbTYyp (akT peanuzanuu Ne 10, npunoxenue 1).



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 ,,Nicolae Testemitanu”, Laboratory
of Tissue Engineering and Cell Culture, the Bank of Tissues and Human Cells (implementation

certificate nr. 10, annexa 1).



LISTA ABREVIERILOR

ADN actinobacillus actinomycetemcomitans

ALP fosfataza alcalinica (engl. alkaline phosphatase)

ARN acid ribonucleic

ASC celule stem adipoase (engl. adipose stem cells)

BMP proteind morfogenetica osoasa /(engl. bone morphogenetic proteins)

CSMMO celule stem mezenchimale derivate din maduva osoasa (engl. bone marrow
mesenchymal stem cells)

CSH celule stem hematopoietice

CSM celule stem mezenchimale (engl. mesenchymal stem cells)

DFSC celule stem din foliculul dentar

DMEM mediu Dulbecco Eagle modificat ( engl. Dulbecco’s Modified Eagle Medium)

DPSC celule stem adulte dentare

EDTA acid etilendiaminotetraacetic

EDA displazia ectodermald

FBS ser fetal de bovine (engl. fetal bovine serum)

FGF factor de crestere a fibroblastelor

GF factor de crestere

EPSC celule stem epiteliale

FATR fosfataza acida tartrat rezistenta

FIV fertilizare in vitro

HLA antigen leucocitar uman (engl. human leukocyte antigen)

HDPSC (engl. human dental pulp stem cells)

MCI masa celulard interna

IPS celule stem pluripotente induse

LIF factor de inhibitie leucemica

MEC matrice extracelulara (engl. extracellular matrix)

MTT compusul bromurii de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-defeniltetrazolium

PDGF factor de crestere derivat din plachete (engl. plateled derived grown factor)

PDL ligament parodontal

PDLSC celulele stem din ligamentul parodontal

PGE; prostaglandina E;

PLA celule procesate lipoaspirate (engl. processed lipoaspirate cells)

PLSC celule stem din ligamentul parodontal

PRP plasma sangvind bogatd in trombocite

SBF ser bovin fetal

SCF factor al celulelor stem

SCAP celule stem din papila apicala

SDS sulfat de sodiu

SHED celule stem din dinti temporari

SCO celule stem ombilicale

TC tomografie computerizata

TGF-B factor de crestere transformator B (engl. transforming growth factor )

TNF-B factor de necroza 3 (f -Tumor necrosis factor)

TRAP fosfataza acida tartrat rezistentd (engl. tartrat resisten acid fosfat)




INTRODUCERE

Actualitatea si importanta problemei abordate

Biologia celulelor stem este In prezent una dintre cele mai excitante directii de cercetare
biomedicald datoritd perspectivelor promitatoare referitoare la punerea in aplicare a unor noi
strategii in 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 [1,3].

In pofida tuturor beneficiilor mentionate, existd numeroase probleme etice, legislative si
politice care limiteaza manipularea embrionilor umani. O abordare alternativa, care exclude aceste
inconveniente, este utilizarea celulelor stem izolate din organismele adulte, care au capacitatea de
a se autoregenera perioade lungi de timp si de a da nastere unui numar limitat de tipuri de celule
mature. Desi existenta celulelor stem adulte a fost semnalata incepand cu anul 1963, pand in anul
2000 investigatiile celulelor stem hematopoietice (CSH), ale celulelor stem mezenchimale din
maduva osoasd (CSMMO), ale celulelor stem neurale si ale celulelor satelit musculare au fost
limitate [3, 137]. In anul 2001, Zuk si colaboratorii au publicat prima lucrare privind izolarea unor
celule din lipoaspirat uman, pe care le-au numit celule procesate lipoaspirate (PLA), care se gasesc
in fractia stromal-vasculari a tesutului adipos [152, 153]. In anul 2002, aceiasi cercetitori au izolat
din cultura primara a celulelor PLA o populatie de celule stem adulte (ASC), care exprima markerii
de suprafata specifici celulelor stem mezenchimale (CSM) si posedd potential de diferentiere
adipogenic, condrogenic, osteogenic si miogenic [152, 153].

Descoperirea stiintifica semnificativa transforma tesutul adipos intr-o sursd bogatd in
celule stem cu un potential mare pentru medicina regenerativa. Mai mul decat atat, aceste celule
pot fi recoltate In numar mare, prin metode minim invazive, de la pacienti sandtosi care sufera
interventii chirurgicale de remodelare corporald (lipoaspiratie). In ultimul deceniu, numeroase
studii au furnizat date preclinice privind siguranta si eficacitatea utilizarii celulelor ASC in
viitoarele aplicatii clinice [23].

Unele studii clinice au demonstrat posibilitatea utilizérii ca sursa de regenerare a celulelor
stem din tesut adipos in domenii medicale precum: chirurgia plastica, ortopedia, chirurgia oro-

maxilo-faciala si cardiaca.



Vindecarea ranilor este un proces ce poate fi perturbat de diverse conditii patologice de
tipul diabetului, al imunosupresiei etc. Aplicarea individuald, in regiunea leziunii, a factorilor de
crestere implicati in vindecare nu a dus la obtinerea rezultatelor scontate. Aceastd situatie
nefavorabila s-a inregistrat, probabil, din cauza implicarii unui numar foarte mare de factori de
crestere in acest proces complex. Pentru a obtine rezultate optime, aplicarea locald, intermitenta a
acestor factori nu este suficientd, fiind necesara prezenta unei surse continue [14, 15].

Odata cu caracterizarea profilului secretor al celulelor, s-a constatat ca aceste celule secreta
majoritatea factorilor implicati in regenerarea ranilor si ca, dupd implantare, raman viabile si
secreta factori de crestere iIn mod continuu, ca raspuns la stimulii mediului in care se afla, simuland
astfel perfect procesul normal de vindecare [23]. Pe langa toate acestea, ASC-urile pot modula
nisa de celule stem ale tesutului-gazda prin stimularea recrutarii endogene de celule stem si
promovarea diferentierii lor catre acele tipuri celulare specializate necesare pentru
regenerare/vindecare. Nu 1n ultimul rand, acestea pot furniza antioxidanti si proteine chaperone la
situsul ischemic [48, 50].

Medicina regenerativa este un domeniu de cercetare multidisciplinar, care a evoluat in
paralel cu biotehnologia si implica utilizarea de biomateriale, factori de crestere si celule stem in
vederea repardrii, a Inlocuirii sau a regenerarii 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 grefe biocompatibile si biodegradabile, pentru
a umple complet volumul defectului [64].

Progresele Inregistrate in ingineria materialelor si in optimizarea proceselor de fabricare a
structurilor tridimensionale (3-D) destinate aplicatiilor de inginerie tisulara au permis dezvoltarea
unor sisteme de cultivare ex vivo a celulelor. In plus, noile abordari in ceea ce priveste proiectarea
acestor structuri au facilitat directionarea diferentierii celulelor stem In anumite tipuri celulare
mature [35, 36].

O noua provocare a ingineriei materialelor o reprezintd viabilitatea scdzuta a celulelor
direct implantate, fie ca urmare a neintegrarii lor in tesut, fie ca urmare a efectelor citotoxice pe
care le exercitd tesutul-gazda asupra lor. Leziunile sau organele afectate prezintd medii ostile
pentru celulele sandtoase din cauza concentratiei mari de citokine inflamatorii. Prin urmare, un rol
suplimentar al constructiilor destinate ingineriei tisulare ar fi protejarea celulelor implantate de
sistemul imunitar al gazdei, eliminand, totodatd, necesitatea administrarii unui tratament de
imunosupresie, pentru a asigura supravietuirea grefei [67, 97, 105].

Medicina regenerativa, bazata pe metodologia terapiei celulare si a ingineriei tisulare, este

un domeniu multidisciplinar in curs de dezvoltare, care implicd biologie, medicina si manipulare
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genetica. Acest tip de terapie are ca scop mentinerea, restaurarea sau sporirea functiei tesuturilor
si organelor, ajutand astfel la tratamentul unor boli umane cu severitate variabild: de la situatii
cronice la cele amenintitoare de viati. In bolile care evolueazi cu compromiterea functiei
tesuturilor sau a organelor, cercetarea celulelor stem promite sd ne ofere o cale eficienta spre
terapia regenerativa. Totusi, aplicarea acestor cercetdri in tratamentul bolilor umane nu este
posibila fara o cunoastere aprofundata a proprietatilor biologice ale tuturor tipurilor de celule stem
[1, 12].

In contextul unei anumite boli, trebuie sa se decida, in primul rand, care este cel mai eficient
tip de celuld stem: embrionard sau provenita din organismul adult. De asemenea, este necesara
identificarea unei surse de celule stem disponibile in numar mare, care sa nu determine preocupari
etice [60].

Dezvoltarea celulelor stem in medicina dentard va genera, in timp, o revolutie mai mare
decét cea pe care au initiat-0 implanturile dentare.

Aliajele metalice, compozitele si chiar implanturile din titan nu sunt solutii permanente.
Insa din celulele stem din pulpa dintilor temporari si permanenti se poate produce substratul
necesar pentru formarea dintelui. Dintii sunt o sursa usor accesibila pentru a recolta celule stem
postnatale din diferite tesuturi, inclusiv din pulpa dentara, ligamentul parodontal, foliculul dentar,
papila apicala si din dintii in curs de dezvoltare. Gronthos et al. au fost primii care au izolat celulele
stem din pulpa dentara a molarilor 3 [37, 59]. Aceste celule sunt foarte proliferative si pot s se
diferentieze in diferite tipuri de celule, care sunt capabile de a forma complexul dentina-pulpa, dar
nu os lamelar, dupa transplantul in vivo [34]. Trei ani mai tarziu, Miura et al. au obtinut celulele
clonogenice din dintii temporari, pe care le-au diferentiat in odontoblaste, adipocite sau celule
neuronale [90].

Celulele stem atat din pulpa dentara a dintilor temporari, cat si din dintii permanenti sunt
situate in nisa perivasculard si exprima markerul CSM-lor STRO-1 si markerul pericitar CD146
[8, 38].

Celulele stem sunt celule nediferentiate, capabile sd se reinnoiasca. Prin diferentiere, ele
au potentialul de a se dezvolta in multe linii celulare diferite. Tipurile de celule stem se deosebesc
in functie de specificul celulelor pe care le pot crea si localiza in corp. In ultimii ani de studii s-a
demonstrat ca tesuturile dentare moi sunt o sursa de celule stem. Structura tesuturilor moi s-a
dovedit promitdtoare si are ca rezultat regenerarea tesuturilor sau a organelor cavitatii bucale.
Acolo existd multipli factori care pot produce resorbtia osoasa din cauza extractiei ori a pierderii
dintilor sau din cauza cariilor si complicatiilor intervenite, a traumatismelor ori a fracturilor

radiculare sau chiar din cauza bolii parodontale. La pacientii edentati, resorbtia osoasa continua
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de-a lungul vietii, in special la mandibula, ceea ce face dificila inlocuirea dintilor lipsa cu
implanturi dentare [62].

Asadar, tinand cont de aspectele complexe pe care le impun celulele stem in practica
stomatologicd, consideram ca realizarea acestui studiu este de reald importantd 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 Tn 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 $i permanenti).

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

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

Ipoteza de cercetare:

Dintele nu este doar un element cu functie de masticatie, ci reprezinta, totodata, o structura
vie, activa, care constd din mai multe componente. Pornind de la complexitatea structurala a
dintelui s1 de la lipsa unor mecanisme naturale de restabilire a dintilor pierduti, au fost formulate
urmatoarele ipoteze de cercetare:

o Intre componentul celular al elementelor dintelui si varsta, tipurile dintilor

(molari, incisivi etc.) exista o relatie evidenta.

o Celulele dentare pot fi utilizate in terapia celulara si ingineria tisulara.

o Volumul camerei pulpare ar putea fi un marker in prognozarea
cantitdtii/numarului celulelor care pot fi obtinute din pulpa dentara.

. Este posibila crearea, prin inginerie tisulard, a unor dinti vii, pentru
inlocuirea celor pierduti.

o Pulpa dentara alogena decelularizata ar putea servi ca trama pentru

recelularizarea cu celulele pacientului si revascularizarea dintilor devitalizati.
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Sinteza metodologiei de cercetare si justificarea metodelor de cercetare alese

Prezenta cercetare porneste de la preocupdrile actuale din domeniu la nivel global,
stem din dinti Tn 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 uzuala 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 1n 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.

Inovatia si originalitatea stiintifica ale rezultatelor obtinute

1. Elaborarea modalitdtii de evaluare a volumului camerei pulpare prin tomografia
computerizata (TC).

2. Determinarea componentelor celulare in functie de valorile camerei pulpare la diferite
grupuri de dinti.

3. Efectuarea decelularizarii pulpei dentare si a altor aspecte ce tin de recelularizarea ei cu
celule obtinute din maduva osoasa sau din pulpa dentara.

4. Determinarea amplasarii celulelor CD34 si CD45 in pulpa dentara si a capacitatii
celulelor din pulpa dentara de a se diferentia in osteoblaste si condrocite.

Problema stiintifica rezolvata

Prin cercetarea noastrd au fost evidentiate particularitatile de obtinere a celulelor stem
si posibilitatea implementdrii in Republica Moldova a metodelor de obtinere a celulelor
progenitoare din aparatul dentar in ingineria tisulara, in particular, si in medicina regenerativa, in
ansamblu.

Valoarea aplicativa a lucrarii

Importanta practicd a prezentei cercetari stiintifice constd in elaborarea modalitatii de

evaluare a potentialului celular al pulpei dentare in baza TC.
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De asemenea, caracterul aplicativ este accentuat de posibilitatea obtinerii unor grefe
celulare pentru medicina regenerativa destinate restabilirii tesuturilor afectate din regiunea maxilo-
faciala.

Implementarea inovatiei in practica

Rezultatele investigatiilor au fost implementate in procesul instructiv-metodic la Catedra
anatomie si anatomie clinicd, cursul optional de medicind regenerativa pentru studentii anului IV
ai Universitatii de Stat de Medicina si Farmacie ,,Nicolae Testemitanu”. Ca metode de cercetare
au fost utilizate in Laboratorul de Inginerie tisulara si culturi celulare din cadrul aceleiasi institutii.

Aprobarea rezultatelor stiintifice

Materialele tezei au fost prezentate si discutate In cadrul urmatoarelor evenimente
stiintifice:

1) Conferinta stiintifica anuala a Universitatii de Stat de Medicina si Farmacie ,,Nicolae
Testemitanu™ 2012, 2015;

2) Congresul International al Studentilor si Tinerilor Medici ,,MedEspera”, editia a IV-a,
2012;

3) Conferinta Internationala de Nanotehnologie si Inginerie Biomedicala, 2013, 2021;

4) Salonul international de inventica ,,PRO INVENT?”, editia a XI-a, 2013, Cluj-Napoca,
(Diploma de excelenta si Medalia de aur);

5) Expozitia Europeana a Creativitdtii si ,,Inovarii EURO INVENT”, 2013, Iasi (Diploma
de excelenta si Medalia de argint);

6) MexayHapoaHbI CaJIOH M300peTeHnil U HOBBIX TexHojoruil «Hosoe Bpems» VIII,
2013 r. CeBactonons ([umnmom mouteHus);

7) Sesiunea a X1X-a a Zilelor Medicale Balcanice, Republica Moldova, 2013,

8) Conferinta Internationald de Management al Tehnologiei Sanatatii, editia a 3-a,
Chisinau, 2016;

9) Reuniunea Europeana a Societdtii Internationale pentru Ingineria Tesuturilor si
Medicina Regenerativa, TERMIS, Davos, Elvetia, 2017.

Rezultatele tezei au fost aprobate n cadrul:

1) Sedintei Laboratorului de Inginerie tisulard si culturi celulare si a Catedrei de anatomie
si anatomie clinicd, Institutia Publicd Universitatea de Stat de Medicind si Farmacie ,,Nicolae
Testemitanu” (Proces-verbal nr. 2 din 16 ianuarie 2023 );

2) Sedintei Seminarului stiintific de profil 321. Medicina generala si 341. Biotehnologii cu

aplicatie in medicina; Specialitatile: 321.24. Transplantologie, 341.01. Inginerie tisulara si culturi
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celulare, ,,Institutia Publica Universitatea de Stat de Medicina si Farmacie ,,Nicolae Testemitanu”
(Proces-verbal nr. 4 din 16 februarie 2023).

Publicatii la tema tezei

Materialele tezei au fost reflectate In 9 publicatii, inclusiv 2 lucrari fara coautori,
5 publicatii in reviste nationale si 4 publicatii n reviste internationale.

Sumarul compartimentelor tezei

Teza este expusa pe 117 de pagini si include: introducere, 4 capitole, discutii, concluzii
generale si recomandari, bibliografie din 153 de titluri, 3 anexe, 34 de figuri si 17 tabele.

Tn introducere sunt argumentate actualitatea si necesitatea cercetarii stiintifice, reflectate
datele despre impactul celulelor stem, descrise scopul si obiectivele tezei, noutatea stiintifica a
rezultatelor obtinute, importanta teoretica, valoarea aplicativa a tezei si aprobarea rezultatelor.

In capitolul 1 sunt prezentate definitiile, conceptele generale, datele si criteriile de
clasificare a celulelor stem. Acest capitol contine o sinteza a rezultatelor prezentate in literatura de
specialitate privind conceptul modern de utilizare a celulelor stem. Totodata, s-a insistat in mod
deosebit pe rolul celulelor stem de a se diferentia in multiple tipuri celulare in timpul vietii.

Tn capitolul 2 sunt descrise detaliat materialul si loturile de studiu, precum si metodologia
cercetarii. Etapele cercetarii, metodele de investigatie utilizate si principiile de aplicare a testelor
de laborator reprezinta celelalte componente ale capitolului. Totodata, capitolul contine o descriere
minutioasi a metodelor de analizi statistica aplicate in cunoasterea fenomenului studiat. In capitol
sunt inserate 4 tabele si 7 figuri.

In capitolul 3 sunt infatisate rezultatele studiului, in special privind componentul celular al
dintelui; volumul camerei pulpare; modalitatile de obtinere/extragere a celulelor si cultivarea lor
in medii de cultura. Alt aspect reflectat in acest capitol tine de identificarea prin colorare tricrom
Masson a structurilor de colagen si prin imunihistochimie a celulelor CD34 si CD45 pozitive.
Capitolul contine 6 tabele si 14 figuri.

In capitolul 4 sunt abordate modalititile de decelularizare a pulpei dentare. In acesta am
evidentiat ideea ca utilizarea unor compusi, de exemplu hidroxidul de calciu sau mineralul agregat
trioxid, promoveaza dentinogeneza. Capitolul include 2 tabele si 13 figuri.

Discutii - contine analiza, argumentarea si deliberarea rezultatelor studiului propriu-zis,
care sunt confruntate cu abordarile si datele obtinute de alti cercetdtori, reflectate in literatura
mondiala.

Concluzii generale si recomandari reflecta toate dovezile obtinute 1n cercetarea efectuata
in domeniul de studiu.

Bibliografia este constituita din 153 de titluri.

15



1. SURSE DE CELULE STEM PENTRU MEDICINA REGENERATIVA

1.1. Celula stem — definitii si concepte generale

Celula stem este o celula speciala, care are capacitatea unica de a se reinnoi si de a da
nastere celulelor specializate. Desi majoritatea celulelor din corp, cum ar fi celulele miocardice
sau epiteliale, sunt desemnate sa conduca o functie specifica, celula stem este nediferentiata si
ramane nediferentiatd pand cand primeste semnalul specific pentru a se modifica intr-o celula
specializata. Capacitatea lor proliferativa combinata cu abilitatea lor de a deveni celule specializate
le identifica ca celule stem [49, 50].

Celulele stem au o capacitate remarcabila de a se diferentia in multiple tipuri celulare in
timpul vietii, in afara de aceasta, In multe tesuturi ele constituie un sistem intern de reparare, fiind
supuse unor procese de diviziune continua atat timp cat organismul ramane viu. Atunci cand celula
stem se divide, fiecare celuld derivata are potentialul de a ramane in stadiul de celula stem sau de
a se diferentia 1n alte tipuri celulare, cu functii specializate [13, 49].

Celulele stem se diferentiaza de alte tipuri celulare prin doua caracteristici esentiale. In
primul rand, sunt nespecializate, capabile de a se reinnoi prin diviziune celulara chiar si dupa
perioade lungi de inactivitate. In al doilea rand, in anumite conditii fiziologice sau experimentale,
pot fi induse spre formarea unor celule specifice tesuturilor sau organelor. La nivelul anumitor
organe, cum ar fi maduva osoasa, celulele stem se divid cu regularitate pentru a repara si a regenera
tesuturi imbatranite sau distruse. In alte organe, precum pancreasul sau miocardul, acestea se divid
doar 1n anumite conditii [1, 10].

Proprietatile care caracterizeaza celulele stem:

1) sunt capabile sa se divida si sa se reinnoiascé pe perioade lungi de timp;

2) sunt nespecializate;

3) se pot diferentia in celule specializate.

Spre deosebire de celulele musculare, hematice sau nervoase, care, in mod normal, nu se
pot replica, celulele stem sunt capabile de replicare sau proliferare [14]. O populatie de celule stem
care prolifereaza pe o perioada de cateva luni in laborator poate da nastere unui numar de milioane
de celule. Daca celulele rezultate continua sa fie nespecializate, celulele stem pastreaza capacitatea
sa se reinnoiasca pe termen lung [23].

La ora actuald, cercetatorii incearcd sd inteleagd doua chestiuni fundamentale legate de

capacitatea de reinnoire a celulelor stem pe termen lung: capacitatea celulelor stem embrionare de
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a prolifera in laborator fara a se diferentia si lipsa acestei capacitati la celulele stem adulte, care
nici nu prezinta factorii ce regleaza in mod normal proliferarea si reinnoirea celulelor stem [134].

O alta proprietate fundamentala a celulelor stem este ca nu au o structura specifica unui
tesut, astfel incat sa poatd efectua functii specifice. Cu toate acestea pot da nastere celulelor
specializate, cum ar fi cele miocardice, hematice, nervoase si dentare [128].

Tn timpul diferentierii, celulele traverseazi mai multe etape, devenind din ce in ce mai
specializate. Procesele de semnalizare intra- si extracelulare nu sunt inca pe deplin intelese.
Semnalele interne sunt generate de factorii de transcriptie intracelulari dispersati sub forma unor
insule de ADN care transporta informatii codificate, destinate tuturor structurilor celulare si
functiilor acestora [80]. Semnalele externe ale diferentierii celulare includ substante secretate de
alte celule, contactul fizic cu celulele invecinate si anumite molecule prezente in mediul
microscopic. Interactiunea semnalelor in timpul diferentierii determina ADN-ul celular sa
acumuleze markeri epigenetici care restrictioneaza expresia ADN-ului la nivelul celulei, pentru ca
aceasta sa poata trece prin procesul de diviziune [107, 109].

Exista incd multe semne de intrebare cu privire la diferentierea celulelor stem, la cdile de
semnalizare si similaritatea lor pentru toate celulele. Oferirea raspunsurilor la aceste Intrebari
Cercetarile in embriogeneza au demonstrat existenta unei clase de celule stem cu capacitatea de a
se diferentia in orice celuld a corpului uman. Acestea sunt numite celule pluripotente, insemnand
ca au potentialul de a se diferentia in oricare din cele peste 200 de tipuri celulare cunoscute.
Celulele stem cu aceasta proprietate unica provin din embrioni si celule fetale [59].

O celula stem este definitd ca o celuld care poate continuu produce celule descendente
nealterate si, in plus, are capacitatea de a genera celule cu proprietati diferite si restranse.

Celulele stem se pot diviza simetric sau asimetric. Diviziunile asimetrice pastreaza numarul
de celule stem nemodificate, totodatd genereaza celule cu care, in procesul de diferentiere, obtin
proprietati specifice. Aceste celule se pot multiplica fie ca celule progenitoare, fie ca celule
amplificatoare de tranzit sau se reinnoiesc in mod independent, astfel generand orice tip de tesut
pe durata vietii. Aceasta este o proprietate-cheie pentru o terapie de succes. Capacitatea de
extindere a celulelor stem in cultura reprezintd un pas indispensabil pentru medicina regenerativa
si a fost depus un efort considerabil pentru a evalua consecintele cultivarii celulelor stem [111,
126].

Celulele stem nu pot fi identificate cu certitudine in orice tesut, acestea sunt identificate
prin stabilirea proprietdtilor indirecte, cum ar fi expresia unor proteine de suprafata [83]. Cu toate

acestea, niciunul dintre aceste criterii nu sunt specifice. Evaluarea capacitatii de autoreinnoire se
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bazeaza pe izolarea si transplantarea unor tulpini pure de celule, urmate de transplantul in serie si
reconstituirea pe termen lung a unui tesut. in ultimii ani, celulele stem au fost folosite pe larg in
mai multe discipline medicale pentru repararea si regenerarea defectelor tesuturilor si organelor
(de exemplu: os, ligament, inima). Noile abordari terapeutice sunt Th mare parte inspirate de
volumul cunostintelor noastre in dezvoltarea embrionara [17, 21].

Scopul medicinei regenerative este de a reproduce in vitro mecanismele si procesele pe
care natura le foloseste in timpul initierii morfogenezei unui organ. In acest context, cercetarea in
domeniul celulelor stem are un potential mare in mentinerea homeostaziei, repararea si regenerarea
tesuturilor si organelor corpului uman. Posibilitatea manipularii celulelor stem in situ prin folosirea
moleculei specifice de semnalizare sau prin extinderea lor ex vivo este un domeniu incitant de
cercetare [31, 94, 136]. Prin urmare, medicina regenerativa a devenit un camp experimental n
izolarea, manipularea celulelor stem embrionare si adulte pentru crearea de noi tesuturi
functionale, care vor Inlocui organele lipsd sau defectele tisulare. Celulele stem embrionare si
adulte au fost investigate intens si se incearca utilizarea lor la crearea in vitro de noi organe, cum
ar fi ficat, piele, cord, muschi si tesuturi scheletice. Celulele stem adulte care poseda un potential
limitat de diferentiere pot fi usor izolate de la un pacient dupa amplificare in vitro si, prin
diferentiere, ar putea fi reinjectate la acelasi pacient, evitand astfel respingerea imuna, ca in cazul
alogrefelor sau al xenogrefelor. Cu toate acestea, cunostintele in tehnologia de manipulare a
celulelor stem sunt incd limitate in toate disciplinele medicale si dicteazd necesitatea unor noi
abordari stiintifice, strategice in toate domeniile, inclusiv stomatologie. Terapia cu celule stem
constituie o provocare inclusiv pentru domeniul stomatologiei [16, 32, 103].

Celula stem embrionara

Celulele stem embrionare sunt, de obicei, derivate in culturi celulare din embrioni fertilizati
in vitro in faza de blastocist. Celulele embrionare umane sunt generate prin transferarea celulelor
din stratul intern al blastocistului pe un mediu de cultura unde se divid. Celulele embrionare se pot
diviza pe mediul de cultura pana la sase luni fara a se diferentia, pastrandu-si pluripotenta [140].

Celulele pluripotente au abilitatea de a da nastere tuturor tipurilor celulare ale
organismului. In ultimii ani au fost facute numeroase progrese in intelegerea bazei moleculare a
pluripotentei. Transcriptomul celulelor stem embrionare a fost intens studiat pentru a identifica
mecanismele moleculare de reinnoire si pluripotentd. Aceste studii au relevat componente si
structuri arhitecturale ale retelei de reglare transcriptionald a pluripotentei si sugereaza faptul ca
factorii de transcriptie mentin statusul pluripotent la nivelul cromatinei accesibile. Fluctuatiile
retelei transcriptionale pot determina variatia starii de pluripotenta cu posibilitati diferite de

reinnoire si diferentiere [105]. Celulele stem embrionare reprezinta prototipul pluripotentei, fiind
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utilizate ca un excelent sistem de studiu al diferentierii celulare atat in conditii fiziologice, cat si
patologice. Acestea au, de asemenea, un mare potential de aplicabilitate terapeuticd, avand in
vedere abilitatea de a se diferentia in vitro. Un pas important spre aplicarea terapeutica il reprezinta
identificarea moleculelor si a cailor de semnalizare care guverneaza proliferarea si diferentierea
lor [19, 33].

Celulele stem embrionare sunt derivate in vitro din masa celulara interna (MCI) a
blastocistului. O alta sursa de celule pluripotente poate fi derivata in vitro din celulele germinale
primordiare embrionare. Ambele au acelasi profil transcriptional, care a fost examinat minutios in
vederea identificarii factorilor moleculari si a mecanismelor de control al pluripotentei.

Pentru a studia transcriptomul celulelor stem embrionare, s-au utilizat analize ale expresiei
secventiale, analize seriale ale expresiei genice, iar pentru a defini amprenta moleculara a celulelor
stem pluripotente, au fost comparate profilurile de expresie ale celulelor stem embrionare cu cele
ale celulelor diferentiate [4, 17, 22, 113, 130], ale celulelor provenite din alte faze embrionare
[131], ale altor celule pluripotente si ale celulelor stem adulte sau ale celulelor stem embrionare
provenite de la alte specii [151]. Concluzia acestor studii a evidentiat ca exista unele gene care se
exprima predominant sau exclusiv la nivelul celulelor pluripotente, cum ar fi Oct4, Nanog. Rexl si
Utfl. De asemenea, a fost determinatd actiunea anumitor cai de semnalizare la nivelul celulelor
stem embrionare, precum Jak/Stat, Bmp, Wnt si factorul de crestere a fibroblastelor (FGF). Multe
dintre aceste studii demonstreaza o reprezentare excesiva a factorilor de transcriptie, de remodelare
a cromatinei si de reparare a ADN-ului in transcriptomul pluripotent, sugerand faptul ca acesta
joacd un rol esential in pluripotentd. In timpul diferentierii in vitro, genele asociate pluripotentei
sunt inhibate constant, indiferent de metoda de diferentiere, in timp ce genele induse sunt
dependente de metoda de diferentiere [104].

Expresia predominanta sau exclusiva a unei gene la nivelul celulelor stem embrionare nu
asigurd suficiente dovezi ale rolului ei in procesul de reinnoire sau pluripotentd. S-a demonstrat ca
unele gene care sunt exprimate predominant la celulele stem embrionare sunt regulatori importanti
ai pluripotentei. Combinand profilul de expresie cu interferente ARN, au fost descoperiti noi
regulatori ai procesului de autoreinnoire a celulelor stem embrionare [5, 106].

Genele coexprimate la nivelul celulelor pluripotente sunt reglate de aceiasi factori de
transcriptie. O serie de factori de transcriptie au fost identificati ca fiind exprimati la nivelul
celulelor stem embrionare si implicati in mentinerea pluripotentei [108, 127].

Celulele stem embrionare umane sunt similare celor provenite de la soareci din punctul de
vedere al proprietdtilor de autoreinnoire si al abilitatii de a da nastere tuturor celulelor din cele trei

straturi embrionare. Deci, nu este surprinzator faptul cd ambele exprimd componentele retelei
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transcriptionale ale pluripotentei. Totusi, existd diferente intre tintele acestor factori de transcriptie
si intre celulele stem embrionare umane si cele provenite de la soareci. Aceste diferente sunt
reflectate in divergenta dintre trunscriptomul uman si cel al soarecelui si sunt corelate cu diverse
cerinte in privinta citokinelor si a factorilor de crestere. De exemplu, mai multe componente ale
caii de semnalizare a FGF-ului sunt exprimate la nivelul celulelor stem embrionare umane si sunt
absente la soareci [110]. Diferentele dintre celulele stem embrionare umane si cele animale pot
reprezenta programe transcriptionale specifice. Mai mult decat atat, existd 0 corespondentd mai
mare ntre genele exprimate la nivelul celulelor stem embrionare umane si cele epiblastice ale
soarecilor decét intre acestea si celulele stem embrionare animale. Este, asadar, posibil ca celulele
stem embrionare umane si cele animale sa corespunda unor etape diferite de dezvoltare embrionara
[54, 57].

Astfel, exista dovezi substantiale ca atat caile de semnalizare conservate, cét si cele
divergente actioneaza pentru a regla autoreinnoirea, iar pluripotenta celulelor stem embrionare
actioneaza pentru a regla procesele de innoire si pluripotenta si la om, si la animal. Desi celulele
stem embrionare provenite de la soareci reprezinta un model de studiu excelent al proceselor de
dezvoltare fiziologica si al diverselor stari patologice, trebuie manifestatd precautie atunci cand
rezultatele sunt extrapolate pe celulele stem embrionare umane.

Celula stem adulta

Celula stem adultd este o celuld nediferentiatd, intalnitd printre celulele diferentiate in
tesuturi sau organe, care este capabila sd se reinnoiasca si sa se diferentieze pentru a forma o parte
sau toate tipurile celulare specializate din tesutul sau organul respectiv. Principalul rol al celulelor
stem adulte este de a intretine si a regenera tesuturile in care rezida [58].

Cercetarile asupra celulelor stem adulte au inceput in urma cu aproximativ 50 de ani, cand
s-a descoperit ca maduva osoasa contine cel putin doua tipuri de celule stem. Prima populatie este
cea a celulelor stem hematopoietice, iar cea de-a doua — cea a celulelor stromale: CSM din care se
diferentiaza celulele tesutului osos, muscular, tesuturile dentare [74].

Celulele stem adulte rezida dintr-o arie specifica a fiecarui tesut — nisa celulelor stem —
ramanand in stare inactivd pentru mari perioade de timp, pana cand sunt activate de necesitatea
fiziologica de aparitie a unor celule noi, de anumite procese patologice sau de lezarea tesutului
respectiv.

Tn mod normal, existd un numar mic de celule stem adulte la nivelul fiecarui tesut si acestea,
odatd indepartate din organism, au capacitate limitati de diviziune. In organism celulele stem
adulte sunt la dispozitia tesuturilor pentru o perioada lunga de timp si pot da nastere tipurilor

celulare mature cu forma caracteristica, structuri si functii specializate tesutului respectiv.
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O serie de experimente au demonstrat faptul ca anumite celule stem adulte pot fi
diferentiate 1n tipuri celulare prezente in alte organe sau tesuturi decat cele in care rezida. Acest
proces se numeste transdiferentiere. Multe tesuturi adulte ale mamiferelor 1si mentin starea de
sandtate printr-o continua reinnoire care presupune ,,turnover” celular. Ca raspuns la trauma, la
diverse stari patologice sau la suprasolicitare, organismul fie repard, fie regenereaza tesuturile.
diferit de cel initial ca organizare structurala, continut si functie celulard, in timp ce prin reparatie
rezultd o concentratie mare de tesut fibros, cicatrizare, organizare structuralad limitata si functie
diminuatd. Anumite tesuturi au abilitati regenerative datorate celulelor progenitoare rezidente la
acest nivel. Alte tesuturi contin celule diferentiate care au capacitatea de ,,a se dediferentia” si a
reintra intr-o faza proliferativa inainte de a se diferentia din nou. Multe tipuri de celule hematice
deriva din celule stem hematopoietice. In plus, la nivelul miduvei osoase rezidi celule stem
multipotente, capabile sa regenereze diferite tipuri de tesuturi [50, 96].

Caracterizarea celulelor proliferative din maduva osoasa care au potential de diferentiere a
fost studiatd pe multiple modele experimentale, inclusiv soareci, porcusori de Guineea, sobolani,
iepuri, caini, cai si oameni. Chiar daca multe rapoarte sugereaza faptul ca acestea sunt celule stem
adulte, caracterizarea lor a fost de multe ori incompleta.

Pe parcursul studiilor, fost izolata si caracterizata o populatie omogena de celule provenite
din maduva osoasa si s-a aratat ca aceste celule pot fi diferentiate in linii condrogenice, osteogenice
si adipogenice. S-a demonstrat faptul ca celulele provenite dintr-o singura clond celulara pot fi
diferentiate 1n aceste trei linii celulare si de aceea au fost denumite CSM. CSM-urile umane sunt
cel mai bine caracterizate dintre speciile mamiferelor si au fost izolate din maduva osoasa
provenita de la mai mult de 500 de donatori voluntari. Cultivarea CSM permite intelegerea mai
buna a celulelor progenitoare importante pentru multe tesuturi si pentru dezvoltarea unor noi
protocoale terapeutice in regenerare tisulard. Maduva osoasa a fost multi ani considerata o sursa
de celule progenitoare ale sistemului hematopoietic, dar studiul precursorilor tesuturilor de contact
la nivelul maduvei a fost inceput de Friedenstein, Owen si colaboratorii [84].

Intr-o serie de publicatii au fost descrise celulele de tip fibroblaste prezente in maduva
osoasd, care pot fi izolate prin aderare la suprafata vasului de culturd, prin simpla inlaturare a
celulelor neaderente. Celulele aderente aveau initial o forma de suveica, dar capatau rapid aspect
de fibroblast. Ele aveau capacitate evidenta de proliferare, dar multe din ele nu puteau forma
colonii. Totusi, culturile se extindeau extensiv, pentru a asigura celule pentru studii de crestere si
transplant. Celulele au fost numite celule formatoare de colonii fibroblastice, iar celulele similare

au fost denumite celule stromale provenite din maduva osoasa, unitdti fibroblastice formatoare de
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colonii, celule precursoare osteogenice, celule progenitoare provenite din maduva osoasd. Dupa
implantarea in camera de difuziune, studiile histologice au evidentiat diferentierea acestora in
celule osoase sau cartilaj [3]. Recent a fost posibild utilizarea unor celule diferite din punct de
vedere genetic sau transducerea ADN-ului unor celule [84, 89].

Pentru a diferentia celulele implantate de cele ale gazdei au fost utilizati diferiti markeri.
Aceste studii nu au demonstrat insa potentialul multiliniar al unei celule individuale [138].

Izolarea si cultivarea unei populatii omogene de celule mezenchimale umane din maduva
osoasd a fost pentru prima oard efectuate de Caplan, Hayneworth si colaboratorii, acestia
preparand anticorpi care s-au dovedit a fi utili in caracterizarea celulelor. Ulterior, s-a obtinut
imbunatatirea tehnicii de izolare pentru a obtine o populatie celulara bine definita si reproductibila,
avand o omogenitate de 99%, dovedita prin masurarea de flowcitometrie. Cu ajutorul CSM-lor
purificate este posibild diferentierea catre multiple linii celulare mezenchimale in studii efectuate
in vitro pe parcursul a 2-3 saptamani [61].

Anticorpii monoclonali Tmpotriva moleculelor de suprafata s-au dovedit a fi utili n
identificarea CSM-urilor umane in timpul izolarii si multiplicarii pe mediu de cultura, dar nu s-a
identificat un anticorp specific care sa identifice fara echivoc CSM-urile. Anticorpii acestor celule
asigura si markerii specifici care pot fi urmariti in timpul diferentierii osteogenice. Caracterizarea
unor markeri aditionali de suprafata asigura un profil molecular extins pentru caracterizarea
acestor celule [11]. CSM-urile umane pot influenta populatiile celulare aflate in vecinatatea lor
sau la distanta prin secretarea unor mediatori precum factorul de inhibitie leucemica (LIF), factorul
celulelor stem (SCF), de stimulare a coloniilor granulocitare (G-CSF), interleukinal (1L-I),
interleukina 6 (IL-6), interleukinal (IL-11) [60].

CSM-urile au avantajul unei proliferari extensive pe mediu de cultura spre deosebire de
alte celule aflate in stadiul de diferentiere primara. Limitarea CSM-urilor se referd la faptul ca nu
sunt nemuritoare, devenind senescente dupd mai multe pasaje. Asadar, se impune rezolvarea de
rutind a unor noi populatii de CSM-uri. Acestea sunt, in mod normal, celule diploide care nu sunt
afectate de oncogene sau de virus ca alte linii celulare sau modele experimentale. Aceasta
proprietate permite CSM-urilor sa fie utilizate pentru a studia semnalele de transducere si reglarea
genetica fara limitele impuse de liniile celulare diferentiate [108].

Desi multe lucruri raman incd neclare in legdtura cu rolul CSM-urilor in regenerarea
tisulara, abilitatea lor de crestere si diferentiere in multiple linii celulare in vitro dovedeste calitatea
lor de celula stem. Nutrientii bazali, densitatea celulara, organizarea spatiala si fortele mecanice,
precum si factorii de crestere si citokinele par a avea o influentd profunda in initierea cresterii

celulelor stem [111].
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Dupa izolarea initiala, celulele nu intrd intr-o faza de crestere si formeaza lent colonii.
Deocamdata nu este clar daca acest lucru se datoreaza faptului ca celulele se confrunta cu criza
unui nou mediu, cu lipsa factorilor de crestere necesari, a interactiunilor celula-matrice sau a
interactiunilor intercelulare. Insi s-a demonstrat ci abilitatea CSM-urilor de a raspunde la semnale
specifice este importantd pentru determinism, diferentierea functionald si pentru integrarea in
tesuturile inconjuratoare. Urmeaza a se cerceta daca CSM-urile izolate in vitro au aceleasi faze
proliferative ca si cele aflate in maduva osoasa neagresata. Totusi, CSM-urile izolate din maduva
0s0asa reprezintd o sursa importanta de celule stem pentru diferentierea mai multor linii celulare
mezenchimale, de aceea cercetdrile asupra acestora trebuie continuate. Deslusirea relatiei dintre
studiile in vitro si rezultatele implantarii va face posibild intelegerea biologei acestora si

dezvoltarea terapiilor cu CSM [95, 144].

1.2. Clasificarea celulelor stem

Celulele stem sunt fundatia fiecarui organ si tesut din corpul uman. Existd multe tipuri de
celule stem, care provin din diferite locuri ale corpului sau care se formeaza in momente diferite
ale vietii noastre. Acestea includ celule stem embrionare, care exista doar in primele etape de
dezvoltare, si diferite tipuri de celule stem specifice tesuturilor (sau adulte), care apar in timpul
dezvoltarii fetale si raman in corpul nostru de-a lungul vietii. Toate celulele stem se pot autoreinnoi
(fac copii ale lor) si se pot diferentia (se dezvolta in celule mai specializate). Dincolo de aceste
doua abilitati critice, totusi celulele stem variaza foarte mult in functie de ceea ce pot si nu pot face
si de circumstantele in care pot si nu pot face anumite lucruri. Acesta este unul dintre motivele
pentru care cercetatorii folosesc toate tipurile de celule stem in investigatiile lor. Celulele stem au
fost clasificate in [1]:

1) celulele stem de origine embrionara;

2) celule stem specifice unor tesuturi concrete (neural, muscular, cardiac, intestinal etc.);

3) celule stem mezenchimale;

4) celule stem pluripotente induse.

1. Celulele stem de origine embrionara sunt obtinute din masa celulard interioard a
blastocistului — o bila de celule, in principal goala, care, la om, se formeaza de la 3 pana la 5 zile
dupa ce o celuld-ou este fertilizatd de un spermatozoid. Un blastocist uman are aproximativ
dimensiunea punctului de deasupra acestui ,,i”. In dezvoltarea normali, celulele din interiorul
masei celulare interioare vor da nastere la celule mai specializate, care, la randul lor, dau nastere
intregului corp — toate tesuturile si organele noastre. Cu toate acestea, atunci cand oamenii de

stiintd extrag masa celulard interioard si cresc aceste celule in conditii speciale de laborator, ei
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pastreaza proprietatile celulelor stem embrionare. Celulele stem embrionare sunt pluripotente,
ceea ce Inseamnd ca pot da nastere fiecarui tip de celule din corpul complet format, dar nu si
placentei si cordonului ombilical. Aceste celule sunt incredibil de valoroase, deoarece ofera o
resursa regenerabild pentru studiul dezvoltarii normale si al bolilor, precum si pentru testarea
medicamentelor si a altor terapii. Celulele stem embrionare umane au fost derivate, in principal,
din blastociste create prin fertilizarea in vitro (FIV) pentru reproducerea asistata, care nu mai erau
necesare [22].

2. Celulele stem specifice resuturilor (denumite si celule stem somatice sau adulte) sunt
mai specializate decat celulele stem embrionare. De obicei, aceste celule stem pot genera diferite
tipuri de celule pentru tesutul sau organul specific in care traiesc. De exemplu, celulele stem
formatoare de sidnge (sau hematopoietice) din maduva osoasd pot da nastere la globule rosii,
globule albe si trombocite. Cu toate acestea, celulele stem care formeaza sdnge nu genereaza celule
hepatice sau pulmonare sau cerebrale, iar celulele stem din alte tesuturi si organe nu genereaza
globule rosii sau albe sau trombocite. Unele tesuturi si organe din corpul uman contin celule stem
specifice tesuturilor a caror sarcina este sa inlocuiasca celulele din acel tesut care se pierd in viata
normala de zi cu zi sau in rani, cum ar fi cele din piele, sdnge si mucoasa intestinului. Celulele
stem specifice tesuturilor pot fi dificil de gasit in corpul uman si nu par sa se autoreinnoiasca in
cultura la fel de usor ca celulele stem embrionare [30, 139].

3. Este posibil ca termenul celula stem mezenchimala (CSM) sa fie utilizat cu referire la
celulele izolate din stromad, tesutul conjunctiv care inconjoara alte tesuturi si organe. Aceste celule
sunt numite de catre multi oameni de stiinta celule stromale. Primele CSM au fost descoperite n
maduva osoasa si s-au dovedit a fi capabile sd produca celule osoase si adipoase. De atunci au fost
cultivate din alte tesuturi, cum ar fi grdsimea si sangele din cordonul ombilical. Se crede ca diferite
CSM au proprietati de celule stem si chiar imunomodulatoare, fiind testate ca tratamente pentru
multe tulburari, Insd pana in prezent exista putine dovezi ca acestea sunt benefice. Oamenii de
stiintd nu au elucidat pe deplin daca aceste celule sunt, cu adevarat, celule stem sau ce tipuri de
celule sunt capabile si genereze. Insi acestia au ajuns la un consens ci nu toate CSM-urile sunt la
fel si ca toate caracteristicile lor depind de unde provin din organism si de modul in care sunt
izolate si crescute [41, 144].

4. Celulele stem pluripotente induse (IPS) sunt celule care au fost proiectate Tn laborator
prin conversia celulelor specifice tesutului, cum ar fi celulele pielii, in celule care se comporta ca
celulele stem embrionare. Celulele IPS sunt instrumente esentiale pentru oamenii de stiintd in
procesul de studiere a dezvoltarii normale si a debutului si progresiei bolii si sunt, de asemenea,

utile pentru dezvoltarea si testarea de noi medicamente si terapii. In timp ce celulele IPS au multe
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dintre caracteristicile celulelor stem embrionare, inclusiv capacitatea de a da nastere la toate
tipurile de celule din organism, ele nu sunt identice. Oamenii de stiintd exploreaza aceste diferente
si semnificatia lor. In primul rand, primele celule IPS au fost produse prin utilizarea virusilor
pentru a introduce copii suplimentare ale genelor in celulele specifice tesuturilor. Cercetatorii
experimenteaza multe modalitati alternative de a crea celule IPS, astfel incat acestea sa poata fi

utilizate, in cele din urma, ca sursa de celule sau tesuturi pentru tratamente medicale [92].

1.3. Surse pentru obtinerea celulelor stem

Drept surse pentru obtinerea celulelor stem servesc urmatoarele tipuri de celule:

1) celulele autologice — donatorul si recipientul este una si aceeasi persoana;

2) celulele alogene — donatorul si recipientul sunt indivizi diferiti, dar de aceeasi specie;

3) celulele xenogene — donatorul si recipientul sunt din specii diferite;

4) celulele stem pluripotente induse;

5) celulele singenice — de la gemeni monozigoti.

Dintele se formeaza in urma interactiunii epiteliale si mezenchimale, de aceea vor rezulta
doua populatii diferite de celule stem ce urmeaza sa fie luate in considerare: celule stem epiteliale
(EPSC), care dau nastere la ameloblast, si CSM, care formeaza odontoblastele, cementoblastele,
osteoblastele, fibroblastele si ligamentul parodontal [9, 44].

Astfel, ingineria dentard, folosind celule stem, se bazeazd pe izolarea si asocierea lor ca
recombinante in vitro sau in conditii ex vivo de a evalua, in primul rdnd, morfogeneza dintelui si,
in al doilea rand, diferentierea celulelor in celule specifice dentare, care va forma dentina, smaltul,
cementul si osul alveolar. In functie de originea celulelor stem, pot fi folosite diferite abordari.
Multe studii recente s-au concentrat pe localizare de tesuturi, organe la adulti in care identifica
populatii de celule stem adulte. Celulele stem adulte sunt nediferentiate, au un ciclu lent si sunt
inconjurate de celulele vecine si matricea extracelulara (MEC). Acest micromediu este specific
pentru fiecare compartiment de celule stem, insad existd probabilitatea sd fie influentat de factori
precum vascularizatia sau presiunea de incircare. Intelegerea acestor micromedii si reglementarea
lor este cheia spre reproducerea cu succes a unor astfel de nise [7, 42, 111, 117].

Autocelulele

Autocelulele stem mature sunt considerate actualmente unul dintre materialele cu cea mai
mare perspectiva pentru terapia cu celule si pentru ingineria tisulara [1, 94]. Spre deosebire de
celelalte celule embrionare, autocelulele au capacitati de proliferare si de diferentiere mai limitate,
dar, totodata, pot fi considerate ca cel mai bun material pentru terapia celulara. Maduva osoasa,

sangele ombilical este o sursa sigurd de celule predecesorii; ea este bogata in celule de acest tip si
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multi autori cerceteaza posibilitatea utilizarii lor in optimizarea si in activizarea procesului
reparator tisular [2, 4, 13, 66, 107].

Exista tehnologii de obtinere a celulelor stem din sangele periferic, dupd administrarea
prealabila a preparatelor hematopoietice, care stimuleaza exodul celulelor stem din maduva osoasa
in patul sangvin. Astfel, folosind utilaj special, are loc separarea si utilizarea lor pentru
transplantare [66]. Unii autori considera ca sangele periferic este sarac in CSM [10]. Avantajele
utilizarii autocelulelor din maduva osoasa, tesutul adipos sunt evidente: lipseste conflictul imun
(rejetul grefei); este redusd la minimum posibilitatea de contaminare a pacientului cu maladii
hematotransmisibile; metoda este binevenita din punct de vedere moral si etic [3]. Dezavantajul
constd in diminuarea numarului de celule stem odata cu varsta: s-a calculat ca la nastere unei celule
stem 1i revin 10 000 de celule sangvine, la 15 ani raportul este de 1:100 000 si la 50 de ani de 1:500
000.

Exista studii care indica posibilitatea obtinerii celulelor stem, practic, din toate tesuturile,
inclusiv din mucoasa nazala, tesutul adipos, cordonul ombilical [2, 141].

Utilizarea celulelor maduvei osoase pentru regenerarea osului este argumentatd prin
existenta in maduva osoasd a celulelor predecesorii. Din CSM-urile localizate in stroma maduvei
osoase se pot dezvolta, in anumite conditii, osteoblaste, fibroblaste, condroblaste si adipocite.
Injectarea transcutanatd a maduvei osoase extrase In focar a fost utilizata pentru tratamentul
pseudartrozelor, chisturilor osoase si in necroza aseptica de cap femural. Concentratia si cantitatea
celulelor stem din transplant asigura eficacitatea tratamentului grefei celulare [98, 99, 143].

Unele lucrari descriu utilizarea plasmei sangvine bogate in trombocite (PRP) in tratamentul
dereglarilor de consolidare a osului. Factorii de crestere secretate de aceste celule (PDGF) pot
stimula angiogeneza, deplasarea in focarul celulelor pluripotente mezenchimale, monocite,
macrofage [82].

La autocelule, de asemenea, pot fi atribuite celulele din sangele cordonului ombilical, care
se colecteazd la nasterea fatului intr-un container steril, din care se separd celulele stem si se
crioconserveaza, pastrandu-se la temperaturi joase timp indelungat. In caz de necesitate, ele se
utilizeaza pentru tratamentul donatorului [2, 7, 52].

Celulele embrionare obtinute prin clonare (transfer de nucleu) cu informatia genetica a

recipientului pot fi considerate ca autocelule, deoarece contin informatia genetica a pacientului.
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Celule stem dentare

CSM-urile pot fi izolate din surse diferite. Au fost descrise pentru prima data in maduva
osoasi de Friedenstein in 1970 [3]. CSM-urile au fost extensiv caracterizate in vitro prin expresia
markerilor cum ar fi STRO-1, CD146 sau CD44. STRO-1 este un antigen de suprafata celulara
utilizatd pentru a identifica precursori osteogenici in maduva osoasa, CD146 este un marker
pericitar si CD44 este un marker de CSM. CSM-urile poseda o capacitate mare de autoreinnoire,
precum si potential de a se diferentia In linii mezodermale, formand astfel cartilaj, oase, tesut
adipos, musculatura scheletica si stroma tesutului conjunctiv. Potentialul CSM-urilor dentare
pentru regenerarea dintilor a fost intens studiat n ultimii ani si au fost evaluate pentru ingineria
tisulara dentara [55, 72, 83, 135, 149].

Izolarea celulelor stem postnatale dintr-o sursa usor accesibila este indispensabild pentru
ingineria tisulard si aplicatia clinicd. Descoperirile recente au demonstrat izolarea de celule
progenitoare mezenchimale din pulpa dintilor temporari umani. Aceste celule au fost numite
SHED (celulele stem din dinti temporari) si au prezentat o mare plasticitate, deoarece acestea ar
putea diferentia in neuroni, adipocite, osteoblaste si odontoblaste. In vivo celulele SHED pot
induce formare de os sau dentina, dar, spre deosebire de pulpa dentara, celulele stem adulte dentare
(DPSC) nu au reusit sa produca un complex dentina — pulpa [20, 128, 129].

DPSC-urile. Dupa o afectiune a tesutului dentar, pulpa dentara este implicata intr-un
proces numit dentinogeneza reparatorie, in care celulele elaboreaza si depun un nou strat de
dentind [127]. S-a demonstrat ca pulpa dentara contine precursori capabili de a forma odontoblaste
sub semnale corespunzdtoare [127]. Printre aceste semnale sunt hidroxidul de calciu sau calciul
fosfat, care constituie materiale folosite de stomatologi pentru coafajul direct sau indirect in
tratamente dentare. Celulele progenitoare din pulpa dentara nu au fost identificate in mod clar, dar
unele date sugereaza ca pericitele sunt capabile sa diferentieze 1n osteoblaste si, de asemenea, in
odontoblaste [8, 25, 56].

Celulele stem din papila apicala (SCAP) au fost izolate si potentialul lor de a se diferentia
in odontoblaste a fost comparat cu cel al celulelor stem din ligamentul parodontal (PDLSC).
SCAP-urile prezinta o ratad de proliferare mai mare si pare mai eficientd decat PDLSC pentru
formarea dintilor. Important este faptul ca SCAP-urile sunt usor accesibile, deoarece pot fi izolate
din molarii 3 permanenti [20, 51, 133].

Celulele stem din foliculul dentar (DFSC) au fost izolate de la cel al molarilor de minte si
exprima markerii celulelor stem Notchl, STRO-1 si nestina. Aceste celule pot fi mentinute in
cultura timp de cel putin 15 pasaje. STRO-1 a DFSC-urilor pozitive se pot diferentia in

cementoblaste in vitro si sunt capabile sa formeze cementul in vivo. Celule foliculare dentare
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imortalizate sunt capabile de a recrea un nou ligament parodontal (PDL) dupa implantare in vivo
[55, 63, 65].

PDLSC-urile. Ligamentul parodontal este un tesut specializat situat intre cement si osul
alveolar si are rol de Intretinere si suport al dintilor. Regenerarea continua a acestuia poate implica
celule progenitoare mezenchimale care se formeaza din foliculul dentar. PDL contine celule
STRO-1 pozitive, care intretin o anumitd plasticitate, deoarece acestea pot adopta fenotipuri
adipogenice, osteogenice si chondrogenice in vitro. Este evident ca PDL insusi contine celule
progenitoare, care pot fi activate pentru a autoreinnoi si a regenera alte tesuturi, cum ar fi cementul
si osul alveolar [43, 45, 65].

CSMMO-urile au fost testate pentru capacitatea lor de a recrea tesut parodontal. Aceste
celule sunt capabile sa formeze in vivo cementul, ligamentul periodontal si osul alveolar dupa
implantare in defectele tesuturilor parodontale. Astfel maduva osoasd oferd o sursa alternativa de
CSM pentru tratamentul bolilor parodontale [43, 73]. CSMMO-urile impartasesc numeroase
caracteristici cu DPSC si sunt capabile de a forma structuri osoase asemanatoare cu cele ale
dintelui. Cu toate acestea, CSMMO-urile afisau un potential odontogenic mai mic decat DPSC-
urile [77, 91], care indica faptul ca CSM-urile de la diferite origini embrionare nu sunt echivalente.
Tntr-adevar, DPSC-urile derivi din creasta celulelor neuronale, in timp ce CSMMO-urile provin
din mezoderm. In plus, compararea potentialului osteogenic si adipogenic de CSM-urile de origine
diferitd aratad cd, desi celulele transportd markeri genetici comuni, acestia nu sunt echivalenti si
sunt deja angajati fatd de o cale de diferentiere specifica [100, 112]. Angajamentul ar putea aparea
la conditionarea celulelor stem de micromediul lor specific sau de la nisa de celule stem. CSM-
urile pot fi, de asemenea, obtinute din mai multe surse, cum ar fi membrana sinoviala [40] si
periostul [97]. Deoarece populatiile acestor celule afiseaza proprietati biologice distincte n functie
de tesutul lor de origine rdmane sa fie determinata sursa care ar putea fi utilizata in stomatologie
[115, 132].

Tesutul adipos este o sursa de celule stem adulte. Desi, inca din 1964, Rodbell a raportat
izolarea unei populatii de celule din tesutul adipos al sobolanilor dupa digestia cu colagenaza,
aderente la plastic, abia Tn 2001 s-a dovedit existenta celulelor stem in fractia stromal vasculard
izolata din lipoaspirate umane. Randamentul obtinerii celulelor ASC depinde de zona din care este
prelevat tesutul adipos si de tehnica chirurgicala utilizata (excizie sau diverse proceduri de
liposuctie). Celulele ASC prezintd un imunofenotip similar cu cel al CSM in stadiul nediferentiat,
fac parte din categoria celulelor stem multipotente, avand capacitatea de diferentiere adipogenica,
condrogenici si osteogenica. In plus, in conditii specifice, celulele ASC pot suferi diferentiere in

celule endoteliale ce participa la formarea de noi vase sangvine, In miocite ce reprezinta o
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perspectiva promitatoare in repararea tesutului cardiac in urma infarctului sau a leziunilor
ischemice, in hepatocite si chiar in celule neuronale. Mecanismul molecular al diferentierii
adipogenice este insuficient cunoscut, existand clar deosebiri intre procesul in vivo si in vitro. In
general, sunt cunoscuti hormonii, citokinele si factorii de crestere implicati in adipogeneza in vitro,
ceea ce permite selectarea unui mediu de crestere care sa favorizeze procesul [39, 73, 78, 120].

De asemenea, existd studii care sugereaza implicarea cascadelor de semnalizare
cAMP/protein kinaza A si diacilgliceroli/protein kinaza C in promovarea adipogenezei prin
intermediul unor liganzi ai proteinelor G. Hormoni de tipul insulinei si glucocorticoizilor
declanseaza adipogeneza prin cresterea expresiei C/EBPB si C/EBPS. Acestia din urma induc
impreuna expresia factorului de transcriptie KLF5 (Kriippel-like transcription factor 5), care
activeaza, la randul sau, promotorul PPARy2. In vivo, MEC a tesutului adipos reprezintd o
structura tridimensionald, precum si o sursd de factori de crestere/diferentiere care moduleaza
migrarea, proliferarea, angiogeneza, rdspunsul imun etc. Una dintre primele modificari observate
in diferentierea adipocitelor este depunerea colagenului la interfata MEC-celuld si biogeneza
membranei bazale. Studii realizate pe adipocite, in vitro, au demonstrat ca, in cursul diferentierii,
scade nivelul colagenului tip 1 si tip III si creste continutul de tip IV, laminind si
glicozaminoglicani. De asemenea, scade fibronectina pericelulard. Pentru diferentierea
preadipocitelor este necesara o sinteza activa de colagen [39, 146].

Medicina regenerativa este un domeniu de cercetare multidisciplinar, care a evoluat n
paralel cu biotehnologia si implica utilizarea de biomateriale, factori de crestere si celule stem in
vederea repararii, a inlocuirii sau a regenerarii unui tesut sau organ lezat. Beneficiile celulelor ASC
in ingineria tisulard si medicina regenerativa sunt variate. in primul rand, introducerea lor intr-un
tesut bolnav poate stimula recuperarea datorita secretiei de citokine si de factori de crestere. In
plus, ele pot modula ,,nisa de celule stem” ale tesutului-gazda, prin stimularea recrutarii endogene
de celule stem si promovarea diferentierii lor catre acele tipuri celulare specializate necesare pentru
regenerare/vindecare. Nu in ultimul rand, ele pot furniza antioxidanti si proteine chaperone la
situsul ischemic [28, 87, 94, 102].

Spre deosebire de grefele autologice de tesut, disponibile pe scara larga, dar care prezinta
numeroase limitari, strategiile de inginerie tisulard actuale isi propun crearea de suporturi
implantabile care s mimeze cat mai exact micromediul natural al celulelor pentru care sunt
concepute. Astfel, ele trebuie sd furnizeze o matrice optima la care celulele sa adere si care sd le

permitd, n acelasi timp, proliferarea si diferentierea.
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Culturile celulare alogene

Tn acest tip de celule sunt evidentiate celulele stem de origine embrionari, care, de obicei,
sunt colectate din embrionul in faza de blastocist, intr-o perioada de 5 zile de la fecundarea
oocitului de catre spermatozoid, si sunt colectate din masa celulara localizatd in interiorul
blastocistului, din care se dezvolta 3 foite embrionare (ectoderm, mezoderm si endoderm). Aceste
grefe de celule pot servi drept sursa pentru obtinerea de celule stem, deoarece dispun de o
pentru transplantarea in Incercarea de a trata diferite defecte si maladii. Celulele respective sunt
totipotente, din ele se pot dezvolta orice tip de celule caracteristice organismului matur. Tn pofida
faptului ca celulele embrionare deja au fost utilizate in tratamentul experimental in vivo (studii
experimentale) si pe pacienti cu diferite patologii, posibilitatea utilizarii lor in tratamente pe
pacienti in institutiile medicale genereazd mai multe discutii, preponderent de origine etica.
Totodata, in afard de problemele de origine etica, se atestd si altele: aceste celule, fiind foarte
active, exista pericolul si riscul de malignizare, dar si de posibile reactii adverse, cum ar fi rejetul
grefelor celulare transplantate. Prin manipularea celulelor de origine embrionara, savantii au
generat tulpini celulare stem imortalizate [97, 104].

Exista alte surse de celule stem, cum ar fi membrana amniotica, din care, prin metode
experimentale (iepuri), au fost dobandite celule stem din invelisurile amniotice. Ulterior din ele au
fost cultivate celule stem predecesoare in vitro pe o mesa construitd din colagen. Aceste grefe au
fost utilizate in recuperarea unui defect al membranei amniotice ca rezultat al fetoscopiei.

Celulele fetale pot fi izolate din sangele fetal, mdduva osoasa si din alte tesuturi fetale, cum
sunt ficatul si rinichiul. Se cunoaste ca tesuturile fetale nu au un sistem imun maturat, ceea ce face
posibild o reactie imunologica mai blanda la aceste tesuturi, inclusiv la celulele obtinute din ele,
fapt care reduce probabilitatea reactiilor imune dupa transplantare [96].

Sangele fetal este bogat in celule stem hematopoietice (CSH), care prolifereaza mai rapid
decat celulele cordonului ombilical sau celulele maduvei osoase de la adult. In primul trimestru,
sangele fetal contine o populatie de CSM care sustin hematopoieza si se pot diferentia in mai multe
linii celulare [2, 96].

Majoritatea celulelor care formeaza tesuturile fetale sunt in proces de diferentiere, adica
slab diferentiate, totodatd au proprietdti mari de proliferare si de diferentiere si se pot implica In
procesul de regenerare a tesuturilor si organelor. Originare din tesuturile fetale, celulele
predecesoare, la utilizarea in tratamentul diferitor maladii prin implantare Tn organismul
primitorului, pot sa se diferentieze si sa se transforme in celule identice cu cele din loja (regiunea)

in care au fost inoculate [140]. Capacitatea de proliferare celulara este dependenta de densitatea
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cu care sunt insdmantate si de gradul de viabilitate in mediul existent. Pe parcursul cresterii si
proliferarii, celulele elimind, pe langd alte substante, ca rezultat al metabolismului celular, o
cantitate impunatoare de factori de crestere si de diferentiere.

Astfel, la inocularea celulelor, impreuna cu mediul nutritiv in care cresc, se administreaza
o cantitate anume de citokine si factori de crestere caracteristici tipului de celule crescute, care pot
participa la stimularea regenerarii tesuturilor. Grefele celulare sus-numite sunt colectate de la
embrioni umani, obtinuti in cadrul avorturilor medicale, efectuate, de obicei, in termenul de §8-12
saptamani. Altd sursd de celule fetale alogene o reprezinta celule fetale obtinute din sangele
cordonului ombilical, placentd sau din lichidul amniotic [2, 144, 146].

O cale care ar putea solutiona necesitatea obtinerii unei cantitati suficiente de celule pentru
transplant ar fi clonarea sau asa-numitul transfer nuclear (de nucleu somatic) intr-un oocit
denucleat, care permite obtinerea celulelor asemanatoare celulelor izogenice (celulele obtinute de
la gemeni monozigoti). Aceste celule sunt practic identice cu cele ale recipientului (pacientului) si
aceastd modalitate ar putea solutiona problema deficitului materialului donator. Urmeaza o cale
lungd de evaluare si perfectionare a tehnologiilor de obtinere a celulelor prin aceste tehnologii
relativ noi.

Celule fetale de origine alogena pot fi obtinute intr-o cantitate mare. Folosirea lor pe scara
largd este limitatd din cauza barierei imunologice, care impiedicd incorporarea tesuturilor
incompatibile. Acest fapt se confirma prin urmdtorul argument: blastocistul, desi contine si
antigenii tatdlui, necompatibili cu ai mamei, nu se respinge, cu toate ca lipseste bariera placentara.
Celulele stem embrionare aflate in culturd cu T-limfocite inhibd proliferarea lor. Luand in
considerare capacitatea de proliferare si diferentiere a celulelor predecesoare de origine
embrionard si capacitatea imunologicd diminuatd, acestea reprezintd o sursd bogatd pentru
medicina de regenerare si inginerie a tesuturilor [2, 142, 145].

Donatorii maturi, de asemenea, pot oferi o gama larga de celule de origine alogenica. Ca
surse de celule ar fi celulele obtinute din depourile de maduva osoasa rosie de la nivelul metafizelor
osoase, al oaselor bazinului, al sternului. Aceste surse ar putea asigura medicina regenerativa cu
celule pentru tratamentul maladiilor hematopoietice, dar si al tesuturilor si organelor lezate [1, 148,
150]. In prezent, pentru recuperarea tesuturilor si organelor, sunt folosite celule de origine alogena,
obtinute din depourile organismului de maduva osoasd. Pentru tratarea cu succes a unor maladii
oncologice ale sangelui, a anemiilor, a maladiilor imunodeficiente, a leucemiilor, se foloseste
transplantarea celulelor alogene de origine hematopoietica, care sunt stocate in bancile de celule
stem. Ceea ce limiteaza utilizarea acestor metode este posibilitatea rejetului acestor celule

transplantate, in cazul in care sistemul antigenului leucocitar uman (HLA) al donatorului nu
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corespunde sau corespunde numai partial cu cel al donatorului de maduva osoasa. Anume din
aceste considerente reteaua de banci de celule stem care au aparut in ultimul timp sunt indreptate
spre solutionarea acestei probleme, oferind o gama mai largd de grefe celulare pentru selectare
[94, 118, 136].

Celule ombilico-placentare umane

Stocarea sangelui din cordonul ombilicului a inceput relativ recent, in 1988, in Franta, dupa
ce a fost realizat primul transplant de celule stem din sangele ombilical in cazul unui copil de 6 ani
care suferea de anemia Fancony. Astfel, sangele cordonului ombilical a devenit inca o sursa de
CSH si a adus la crearea unor banci de CSH din sangele cordonului ombilical. Sangele cordonului
ombilical are mai multe avantaje: colectarea sangelui ombilical nu reprezinta dificultati si nu-i
provoaca niciun efect negativ donatorului. Sangele ombilical, care reprezintd o grefa de celule
stem hematopoietice, se poate colecta si pastra dupd nasterea copilului, creand o rezerva de celule
stem hematopoietice. Probabilitatea transmiterii maladiilor la transplantarea acestui material este
redusa la minimum datorita efectudrii investigatiilor necesare gravidei pana la nastere si datorita
testarii nemijlocite a sangelui colectat. Totodatd, este asiguratd posibilitatea efectuarii testelor
imunologice necesare pana la transplantare. Un grup de autori sud-coreeni au prezentat un caz
clinic de tratament cu celule obtinute din sangele ombilical al unei femei cu traumatism al maduvei
spindrii. Au fost inoculate subdural si subarahnoidian cite 1 milion de celule, fara sa fie efectuata
inceput sd miste picioarele. Complicatii legate de transplantare nu au fost inregistrate [2, 47].

Din dezavantajele SCO putem evidentia cd toata cantitatea de celule colectata prin aceasta
metoda poate sa nu fie suficientd pentru un copil corpolent sau pentru un adult, deoarece volumul
optimal pentru o grefare reusitd incd nu este stabilit, ceea ce constituie un factor limitativ
important. La fel, inca nu se cunoaste cu precizie durata de viabilitate a SCO 1in conditiile Tn care
se pastreaza in bancile de sange. In datele publicate este indicat termenul de 10-15 ani (dupa care
ar urma recuperarea functionald a celulelor stem). Majoritatea unitétilor de sdnge utilizate pana in
prezent au fost crioconservate pentru un termen de 6 ani si mai putin [1, 94].

Au fost efectuate mai multe studii cu utilizarea grefelor de la donatori neinruditi, in care
au fost implicati Intre 18 si 562 de subiecti. Majoritatea pacientilor au beneficiat de grefe care
prezentau o incompatibilitate HLA.

Dovezile emergente arata ca diferite tesuturi adulte ale corpului uman addpostesc cantitati
mici de CSM adulte care au potentialul de a da nastere la toate tipurile de celule ale tesutului
specific in care se afld. Aceste celule au fost gasite In maduva osoasa, muschi, grasime, creier,

cartilaj, pulpa dentara etc. Eforturile de cercetare realizate anterior au aratat ca CSM adulte au un
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potential terapeutic larg datorita capacitatii lor de a se diferentia fata de mai multe tipuri de celule
adulte in conditii adecvate. Aceastd proprietate unicd caracterizeazd CSM adulte ca potentiali
candidati pentru aplicatii biomedicale si clinice. In ultimul deceniu, tesuturile extraembrionare
umane (placenta, membranele amniotice si cordonul ombilical), precum si lichidele placentare
umane (lichidul amniotic si sangele din cordonul ombilical) au fost definite ca surse de CSM ceea
ce reprezintd un mare interes pentru medicind. Placenta umana este un organ fetomatern, care
functioneaza ca o bariera naturala intre mama si fat si joaca un rol crucial pentru nutritie si toleranta
imund pe toatd perioada dezvoltarii fetale. Din punct de vedere anatomic, placenta poate fi
impartitd in patru regiuni: epitelial amniotic, mezenchimal amniotic, mezenchimal corionic si
trofoblastic corionic. Urmeazd ca oamenii de stiintd in domeniu sa cerceteze proprietatile
imunomodulatoare ale placentei umane, precum si aplicabilitatea clinicd a unor astfel de parti
placentare precum membranele amniotice pentru vindecarea ranilor, tratamentul arsurilor si
reconstructia cavitatii bucale. Datorita structurii si functiilor specifice placentei, CSM-urile
extraembrionare umane reprezintd tipuri de celule stem care combind unele proprietati ale
celulelor stem embrionare pluripotente cu alte proprietati ale CSM-urilor multipotente. Datorita
relatiei stranse ontogene cu celulele stem embrionare, CSM-urile derivate din diferite regiuni
placentare, precum si din lichidul amniotic si sangele din cordonul ombilical au caracteristici
imunoprivilegiate, o plasticitate mai larga si prolifereaza mai repede decat CSM-urile adulte. Mai
mult decét atat, placenta umana este in mod normal aruncata dupa nastere, iar celulele pot fi izolate

evitand orice preocupadri etice [14, 18].

1.4. Trialuri clinice cu utilizarea celulelor stem dentare

Biologia celulard, in general, si biologia celulelor stem embrionare sau adulte, in particular,
permit, la ora actuald, desfasurarea unor directii interesante de cercetare, care trebuie explorate in
vederea de a identifica intregul spectru al tipurilor de celule stem care prezintd anumite
caracteristici utile pentru tratamentul diferitelor maladii. In timp ce pluripotenta si capacitatea de
reinnoire a celulelor stem embrionare sunt bine cunoscute, potentialul terapeutic al celulelor stem
adulte si fetale ramane doar partial elucidat [1, 29].

Anomaliile comune, precum ageneziile dentare sau leziunile corono-radiculare, nu
reprezintd afectiuni fatale, dar au o importanta clinicd majora. Desi rdman multe intrebari
importante fard raspuns, cum ar fi natura exactd a celulelor capabile sa dea nastere tesuturilor
dentare, asigurarea unei surse indicate pentru inlocuirea structurilor orale si rezultatele care arata

abilitatea celulelor nondentare cultivate pentru a Tnlocui mezenchimul embrionar,
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transformandu-I in primordiu dentar complet la nivelul maxilarului adult, ofera o posibilitate reala
pentru tesuturile dentare produse in vitro si transplantate autolog in terapia umana [3].

Bineinteles ca si alte surse celulare au fost luate in considerare pentru potentialul lor plastic.
O astfel de sursa a fost reprezentata de celulele stem embrionare, care, desi sunt capabile sa dea
nastere celulelor progenitoare, ridicd numeroase probleme de etica de importanta critica. Avantajul
distinctiv al utilizarii CSM-urilor este faptul ca sunt celule stem recoltate de la donatori capabili
sa-si exprime consimtamantul informat [2, 88].

Dintii au o compozitie structurald complexa, care asigurd atit duritate, cat si durabilitate.
Cu toate acestea, structura lor este vulnerabila la traume si infectii bacteriene. Cand dintele este
deteriorat, dar inca intr-0 stare de a putea fi tratat, regenerarea unor parti din structura dintelui
poate preveni sau intarzia pierderea intregului dinte. Acest fapt este de o importantd majora,
deoarece pierderea dintilor afecteaza nu numai functiile de baza ale aparatului stomatognat, dar si
calitatea vietii. Raspunsul regenerativ al dintilor la deteriorarea si degenerarea structurald este
divers, deoarece dintii sunt structuri complexe. Dintre toate structurile dentare doar smaltul este
incapabil de regenerare in structura sa initiala, in timp ce tesuturile ramase poseda aceasta calitate
in grade diferite, in functie de mai multi factori. Pulpa dentara joaca un rol important in regenerarea
dintilor, prin participarea la un proces numit dentinogeneza reparatorie. Cand tesutul pulpar este
expus unei pierderi de dentina, terapia prin coafajul direct permite pulpei de a forma un strat nou
de dentina. S-a observat ca utilizarea diferitilor compusi, cum ar fi hidroxidul de calciu si mineral
agregat trioxid, promoveaza activitatea dentinogenezei [75, 81].

Celulele care raman in partea sanatoasa a pulpei migreaza in cea afectata, prolifereaza
datorita factorilor de crestere eliberati din jurul dentinei-matrice si ataseaza stratul necrotic pentru
a forma osteodentind. Mai tarziu, celulele atasate de osteodentind diferentiaza in odontoblaste
pentru a produce dentind tubulara, formand astfel dentina reparatorie. Acest tesut mineralizat
precoce pastreaza integritatea pulpei si serveste ca bariera de protectie. Cand dintele este in
continuare deteriorat, regenerarea dentinara devine dificila, deoarece necesita o pulpa sanatoasa.
Astfel, traumele mai mari sau cariile avansate sunt tratate prin terapie endodontica, in care intreaga
pulpa este inlaturata si inlocuitd cu un material de obturare canaliculara. Cu toate acestea, pulpa
vie este esentiald pentru mentinerea homeostaziei si longevitatii dintelui. O forma ideala de terapie
ar putea consta in abordari de regenerare in care pulpa necrotica este eliminatd si inlocuita cu
tesuturi pulpare regeneratoare pentru revitalizarea dintilor. In special, terapia pulpari de regenerare
ar reconstitui tesutul normal continuu la frontiera dintre pulpa si dentind, prin reglementarea

proceselor tesuturilor specifice de dentinogeneza reparatorie [66, 121].

34



Doua tipuri de regenerare a pulpei dentare pot fi luate in considerare in functie de situatiile
clinice: regenerarea partial in situ a pulpei sau sinteza de novo a inlocuirii totale a pulpei. Ingineria
tisulara si regenerarea tesutului pulpar dentar ramane inca o sarcind dificila. Un tesut pulpar
regenerat trebuie sa fie functional competent: sa fie vascularizat, sa contina celule similare cu cele
ale pulpei naturale, sa fie capabil de a da nastere la noi odontoblaste, s produca dentind noua si
sa fie inervat. Primul pas pentru ingineria tisulara este de a izola celule cu fenotipuri corecte si a

le propaga Th medii de cultivare adecvate [6, 123, 125].

1.5. Sinteza capitolului 1

1. Desi exista numeroase lucrari stiintifice consacrate studierii aspectelor morfologice ale

dento-ligamentar.

2. Literatura de specialitate in domeniu nu prezintd o viziune unicd asupra ponderii $i a
rolului celulelor stem din dinte 1n calitate de surse de celule pentru medicina regenerativa.
Evidentierea acestor date in prezenta cercetare va permite identificarea anumitor cai si solutii
privind utilizarea celulelor stem din dinte in medicina practica.

3. Stabilirea varstei si a dintilor favorabili de a fi colectati ca sursa de celule pentru terapia
celulard reprezinti elemente determinative in dezvoltarea domeniului de cercetare. In acest
context, este necesard evaluarea potentialului pulpei dentare, la femei si barbati, ca sursa de celule
stem pentru tratament. Urmeaza a fi dezvoltatd posibilitatea determinarii prin metode neinvazive
a numarului posibil de celule nucleate stem din pulpa dentara.

4. Se impune identificarea unor modalitati si tehnici de revitalizare a dintelui devitalizat

sau de creare a dintilor prin intermediul ingineriei tisulare.
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2. MATERIALE SI METODE DE CERCETARE

Pornind de la ipoteza de cercetare si in scopul realizarii obiectivelor tezei, Tn perioada 2012-
2021 am realizat acest studiu, in care am efectuat o caracterizare a celulelor nucleate din tesuturile
dentare, precum si o analiza comparativa a acestora.

Pentru realizarea acestui studiu am apelat la diverse metode de cercetare, cu fixarea
fenomenelor observate si cu explicarea dinamicii, a tendintelor si a corelatiei acestora cu diversi
factori.

Prezenta cercetare a fost realizata in patru etape:

Etapa I. Definirea problemei si elaborarea planului de cercetare

1. Analiza surselor stiintifice si metodico-didactice in domeniul de cercetare

2. Formularea scopului si a obiectivelor cercetarii

3. Determinarea volumului si a perioadei de studiu

Etapa |l. Acumularea si descrierea materialului studiat

1. Elaborarea fiselor de evidenta si a metodelor si tehnicilor de acumulare a materialului
studiat

2. Inregistrarea observatiilor pe parcursul efectuirii studiilor experimentale si completarea
fiselor cu datele obtinute

Etapa I1l. Analiza comparativa a rezultatelor obtinute

Etapa IV. Analiza statistica si sinteza rezultatelor obtinute

2.1. Caracterizarea generala a cercetarii efectuate: etapele si designul studiului

Proiectul de cercetare si protocolul de studiu au fost aprobate de catre membrii Comitetului
de etica a cercetarii al Universitatii de Stat de Medicind si Farmacie ,,Nicolae Testemitanu”
(Proces-verbal nr. 25 din 31 ianuarie 2013).

Studiul actual, inclusiv cel experimental, a fost realizat in cadrul Laboratorului de inginerie
tisulard si culturi celulare si al Catedrei de anatomie si anatomie clinicd a Universitatii de Stat de
Medicina si Farmacie ,,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 cu greutatea de 0,450 £+ 1,500 kg. Animalele
experimentale au fost intretinute In conditii similare cu hrana identica.

Interventiile chirurgicale s-au efectuat cu respectarea strictd a conditiilor asepsiei si
antisepsiei si In conformitate cu prevederile Comitetului International pentru Utilizarea si

Tngrijirea Animalelor. Toate animalele au fost tratate in conformitate cu politicile si principiile
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(86/609/CEE). Animalele au fost adapostite in custi individuale, fabricate din metal si plastic
hipoalergen, intr-o camera prevazutd pentru animalele de laborator, unde au fost mentinute o
temperatura constanta de 22°C si o umiditate relativa de 55%, cu ventilarea incaperii de 18-20 de
ori timp de o ord si cu un ciclu lumina-intuneric de 12 ore. Animalele aveau acces liber la hrana
echilibratad in vitamine si minerale si la apa. Perioada de adaptare si de observatie a fost de o
sdptamana inainte de interventia chirurgicala. Toate animalele au fost vaccinate conform planului
veterinar si nu erau purtatoare de boli transmisibile.
Conform tabelului 2.1, pentru a avea un lot reprezentativ de animale, au fost investigate

25 de animale. De la fiecare animal s-au extras cate 2 molari (fig. 2.1), astfel in studiu au fost

inclusi 50 de molari extrasi de la purcelusi vietnamezi.

Tabelul 2.1. Repartizarea dintilor colectati pe grupe

Sursa dintilor Numarul de | Dinti extrasi Varsta (ani) Greutatea
subiecti

Dinti umani 100 100 6-35 -

Dinti purcelusi vietnamezi 25 50 4,8+ 1,2luni | 0,450 + 1,500 kg

Studiul desfasurat pe dintii colectati de la animalele de laborator (purcelusi
vietnamezi)

Animalele au fost operate sub anestezie generald, prin administrarea intramusculard a
amestecului de Calypsol (Ghedeon Rihter) si Apaurin (KRKA), in raport 1:1, volumul
anestezicului a fost utilizat in functie de greutatea animalului si a constituit 1 ml de amestec/kg la
masa corporald. Pentru a micsora sensibilitatea tesuturilor, local a fost infiltrata o solutie de
lidocaina 2% 2 + 0,8 ml. A fost prelucratd cavitatea bucald cu solutie de betadina, iar dupa
efectuarea sindesmotomiei a avut loc extractia propriu-zisa a molarilor superiori si inferiori, cu
suturarea plagii restante cu fire resorbabile (fig. 2.2; 2.3). Dintii extrasi au fost prelucrati cu solutie
de 70% etanol, apoi au fost plasati in eprubete sterile, care contineau mediu nutritiv DMEM

(HIMEDIA), +4° C pentru a fi transportati in laborator pentru procedurile de izolare a celulelor.
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Fig. 2.1. Extragerea dintilor la purcelusi vietnamezi — cate 2 molari
de la fiecare purcelus vietnamez

Fig. 2.2. Prelucrarea chirurgicala a plagii dupa extractie
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Fig. 2.3. Suturarea plagii dupa extractie cu fire din material resorbabil

Studiul efectuat pe dintii colectati de la subiecti umani
Dintii colectati de la subiecti umani au fost separati in doua loturi:

1) Lotul de cercetare L, care a inclus 70 de dinti permanenti extrasi de la subiecti umani:

35 de femei si 35 de barbati, cu varsta cuprinsa intre 20-35 de ani;

2) Lotul de cercetare L, care a inclus 30 de dinti temporari extrasi de la copii: 15 de sex

feminin si 15 de sex masculin, cu varsta cuprinsa intre 6-12 ani (tabelul 2.2).

Tabelul 2.2. Repartizarea in loturi de studiu a dintilor colectati de la subiecti umani

Lotul Dinti permanenti | Dinti temporari | Varsta (ani) | Sex masculin Sex
feminin

L, 70 20-35 35 35

L, 30 6-12 15 15

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: dintii cu radacini sub

Studiul in cauza a fost realizat in conformitate cu cerintele Comitetului de etica a cercetarii,
in baza unui acord informat sau a unui acord informat proxim de la fiecare pacient. Pentru

atingerea obiectivelor trasate, au fost efectuate cercetdri conform Protocolului de investigare
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clinica, care cuprinde colectarea si interpretarea datelor anamnestice ale examenului clinic obiectiv
si rezultatele examindrilor paraclinice.

Pe parcursul studiului am utilizat urmatoarele metode de colectare a datelor: intervievarea
pacientilor conform unui chestionar special elaborat, analiza documentatiei medicale pentru
completarea datelor, aprecierea rezultatelor investigatiilor clinice si paraclinice.

Dintii au fost extrasi din motive ortodontice si profilactice. Dupa prelucrarea cavitatii
bucale cu solutie de betadin, a fost efectuatd anestezia locala cu solutie Septanest 4% — 1,7 ml.
Dupa efectuarea sindesmotomiei, s-a recurs la extractia propriu-zisa a dintelui, apoi la aplicarea
suturii. Dintii extrasi au fost prelucrati cu solutie de 70% etanol, plasati in eprubete sterile, ce
contineau mediu nutritiv DMEM (HIMEDIA), antifungice, antibiotice, pentru a fi transportati in

laborator si pentru a realizate apoi procedurile de izolare.

Fig. 2.4. Tub in care se plaseazi pulpa dentara in solutie de mediu nutritiv
DMEM cu 10% ser bovin fetal

2.2. Metode de cercetare

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) [124], dispozitiv pentru fragmentarea dintelui extras). Dispozitivul a fost revazut sa nu
cauzeze supraincalzirea dintelui extras, sd fie mai simplu in utilizare, mai ieftin in producere si sa
permita extragerea integri a pulpei dentare. In prealabil, masuta demontabila si componentul de
fragmentare demontabil au fost supuse sterilizirii la temperatura de 180°C pentru 45 min. Dupi
prelucrarea dintelui extras cu antiseptici, acesta a fost plasat pe masuta demontabila in asa fel ca

suprafata ocluzald a dintelui sa fie perpendiculara cu tija de compresie. La rasucirea tijei filetate
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prin intermediul manerului, componentul de fragmentare a actionat prin compresie asupra dintelui,
fragmentandu-l. Astfel s-a obtinut pulpa radiculara si coronara (fig. 2.4). Dupa obtinerea pulpei
dentare si plasarea intr-un mediu nutritiv steril, dispozitivul a fost dezasamblat, iar partile
componente ale acestuia au fost curatate si sterilizate (fig. 2.5).

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

inoxidabil si destinat pentru fabricarea instrumentarului medical [79].

Fig. 2.5. Dispozitiv pentru fragmentarea dintelui extras:
a) — masuta demontabili, in sectiune si din superior; b) — aspectul lateral al dispozitivului;

a) si b) contin soclul stabilizator, reprezentat de un dispozitiv metalic in formi de potcoava (elipsi)
— 1, pe el este fixata o masutda demontabila — 2, dreptunghiulara cu o eminenta la mijloc, care este
inzestratia cu un sistem special pentru fixarea dintelui, ce consta din patru fixatoare filetate — 3;
la extremitatea superioara a soclului este solidarizata tija de compresie — 4, cu maner rotund
filetat si componentul de fragmentare demontabil — 5, cilindru — 6.
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Metode de izolare a celulelor stem dentare

Izolarea celulelor stem din pulpa dentard este relativ simpla. Dintii (n = 110) au fost
impartiti aleatoriu in trei grupuri (tabelul 2.3, 2.4). Din 110 probe, 36 au fost incluse in grupul |
(metoda de digestie enzimatica); 36 —n grupul Il (metoda prin explant) si 38 in grupul III (digestia

bucitilor de pulpa si fixarea lor sub lamela in mediu).

Tabelul 2.3. Repartizarea in loturi de studiu a dintilor colectati de la subiecti umani conform
metodelor de izolare a celulelor nucleate din pulpa dentara

Lotul Dinti permanenti Dinti Varsta (ani)
temporari

Lotul I (metoda enzimatica) 10 10 Media 23,7
DS 79
Mediana 25
11Q 20-32
Lotul Il (metoda prin explant) 10 10 Media 23,7
DS 79
Mediana 25
11Q 20-32
Lotul 1l (metoda prin explant cu 10 10 Media 23,7
fixarea sub lamela in mediu) DS7,9
Mediana 25
11Q 20-32

Tabelul 2.4. Repartizarea in loturi de studiu a dintilor colectati de la purcelusi vietnamezi
conform metodelor de izolare a celulelor nucleate din pulpa dentara

Lotul Dinti purcelusi vietnamezi Varsta (luni)

Lotul T (metoda enzimatica) 16 Media 16,2
DS 13,6
Mediana 11
1Q 11-30

Lotul 11 (metoda prin explant) 16 Media 16,2
DS 13,6
Mediana 11
11Q 11-30
Lotul 1l (metoda prin explant cu 18 Media 16,2
fixarea sub lamela in mediu) DS 13,6
Mediana 11
11Q 11-30

Cu ajutorul dispozitivului de fragmentare a dintelui extras a fost separata partea coronara
de cea radiculard si s-a obtinut pulpa dentara. Dupa spalarea cu tampon fosfat salin (PBS), pulpa

dentari a fost fragmentata cu bisturiul in buciti cu dimensiunile de 1 x 1 + 0,5 mm. (fig. 2.6), n
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grupurile I si III, fragmentele au fost digerate intr-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 culturd 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 [16]. Grupurile II si III au fost acoperite cu o lameld, pentru a fixa tesutul si a
Tmpiedica 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.

Fig. 2.6. Pulpe dentare native extrase din dinti permanenti,
plasate in vase Petri cu mediu nutritiv

Cultivarea celulelor in vase de cultura

Rezultatele au demonstrat diferente morfologice in diferite grupuri. In grupul T (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 pulpad nedigeratd au prezentat o margine intacta
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
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o configuratie rotunda. Celulele izolate prin aceastd metodd au avut cea mai lentd ratd de
proliferare.

In mod surprinzator, prin aplicarea de suport pe fragmentele de pulpa dentari la 2 zile de
la inceperea cultivarii, au aparut populatii eterogene de celule cu crestere rapida. In acest grup cu
plasticitate considerabild, toate specimenele au prezentat o ratd crescutd de crestere a celulelor
stem. Rezultatul a demonstrat ca a treia metoda a fost mai eficientd (mai mult de 6.5 + 3%)), iar
cea de a doua a fost mai putin eficienta (aproximativ 3.8 + 1,2%) in izolarea celulelor stem si

aceste diferente au fost semnificative statistic (p < 0,05).

Metode de diferentiere a celulelor

Diferentierea osteogenica (odontoblastica)

In scopul de a induce diferentierea osteogenicd (odontoblastici), celulele la o densitate de
3500/cm? au fost cultivate in DMEM, cu 10% FBS, 1% penicilini-streptomicini, 0,1 mM
dexametazona (Sigma), 50 M ascorbat-2-fosfat (Sigma), 10 mM glicerofosfat (Sigma). Mediul a
fost schimbat la fiecare 3-4 zile. Celulele din mediul bazal au fost folosite pentru control. Pentru
a demonstra diferentierea osteogenica, dupa 21 de zile, celulele au fost fixate si colorate pentru
ALP [118, 128].

Diferentierea condrogenica (cultura Micromass)

Celulele din culturi subconfluente au fost detasate cu 0,05% tripsina in 0,01% EDTA,
numdrate si utilizate pentru a genera culturi Micromass. Asadar, 2,5 x 10° celule au fost
centrifugate la 500 rpm in tuburi de polipropilena conice de 15 ml, iar paletele rezultate au fost
cultivate timp de 4 saptdmani. Culturile de control au fost crescute in compozitie chimica definita
un ser-free mediu, constaind din DMEM suplimentat cu 1 pM insulind bovina, 8 nM apo-
transferind, 8 nM BSA, 4 uM acid linoleic, 1 mM piruvat de sodiu. Pentru a induce diferentierea
condrogenica, mediul de control a fost suplimentat cu 10 ng/ml TGF, 100 nM dexametazona si
250 uM ascorbat 2-fosfat. Culturile au fost incubate timp de 4 saptamani la 37°C, intr-o atmosfera
care contine 5% CO2, umiditatea 85%, mediul a fost schimbat la fiecare 2-3 zile. Agregatele de
celule au fost recoltate la 2 si 4 sdptamani, apoi fixate si prelucrate pentru histologie [68].

Metodele macro- si microscopice de studiere a tesuturilor dentare

Dupa prelevarea pieselor anatomice (pulpei dentare), in functie de lotul experimental, cu
maxima atentie au fost preparate si inspectate formatiunile adiacente. In acest proces au fost luate

in considerare forma, consistenta si vascularizarea. Dupd Inlaturarea tesuturilor dure, regiunea a
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fost prelevata in bloc (macropreparat), cu marcarea lui ulterioara. Preparatele au fost pastrate in
solutie de formalina tamponata cu concentratia de 10% si pH neutru [27, 93].

Investigatiile microscopice la nivelul de studiu al macropreparatelor s-au efectuat conform
metodelor traditionale. Preparatele au fost deshidratate in solutie alcoolicd de concentratie
ascendenta, ulterior fiind incluse in blocuri de parafina. Din aceste blocuri s-au facut sectiuni
histotologice cu grosimea de 5 um la microtomul cu glisiera. Studierea microscopica, cu obtinerea
imaginilor lamelor histologice, s-a efectuat cu ajutorul microscoapelor MICROS (Austria), dotate
cu sistem digital de captare a imaginii (camera CAM V300 color). Au fost captate mai multe
imagini histologice in format JPEG, care au fost utilizate la documentarea studiului mentionat.

Colorarea cu solutie de hematoxilina si eozina

Studiu histologic

Piesele au fost prelucrate prin intermediul tehnicii histologice clasice, pentru a fi incluse
in parafina. Dupd deparafinare, sectiunile reusite au fost colorate cu hematoxilind-eozina (70 de
preparate): nucleele s-au colorat in albastru-inchis, in timp ce citoplasma — in diverse nuante de
roz, colagenul in roz-pal. La coloratia dupa Giemsa, nucleele sunt albastre, citoplasma — bleu.
Granulele se coloreaza diferit: eozinofilele — in portocaliu, celulele granulocitare tinere — in rosu-
violet. Tesuturile dure dentare au fost colorate cu hematoxilind-eozina si apoi s-au realizat
preparate slif din acestea. Pentru a vizualiza morfologia generald a celulelor, sectiunile au fost
colorate cu hematoxilind si eozind. Hematoxilina coloreaza nucleele cu albastru, in timp ce
citoplasma, tesutul conjunctiv si alte structuri extracelulare au fost colorate cu roz sau rosu de
eozind. Sectiunile selectate au fost deparafinate cu spalari histocleare de 2 x 10 min. si apoi
rehidratare printr-o serie gradata de spalari cu etanol de 2 min. (100%, 90%, 70% si 50%). Ulterior,
sectiunile au fost spalate timp de 10 min. in apd distilata, inainte de scufundare in hematoxilin
Erhlich timp de 10 min. Hematoxilina in exces a fost indepartatd prin spdlarea sectiunilor sub jet
de apa timp de 10 min. Apoi, sectiunile au fost clatite scurt in apd distilata si apoi scufundate in
alcool acid (0,5% HCI, 70% etanol) timp de 15 sec. Dupa care sectiunile au fost colorate cu eozina
apoasd 0,5% timp de 2 min. si spalate in apa distilatd inainte de deshidratare printr-o serie de
spalari cu etanol (70%, 90% si doud 100%) timp de 2 min. fiecare. Dupa curdtarea in doua
schimbari de histoclear, sectiunile au fost acoperite cu Neo-Mount® sub hota. Sectiunile au fost
vizualizate in cAmp luminos cu ajutorul microscopului Zeiss (Axioskope 2 plus) si capturate cu un

AxioCam HRC, prin intermediul software-ului Axiovision.
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Colorarea cu albastru de anilina

Lamelele au fost plasate in doud spaldri histocleare, cate 10 min. fiecare, urmate de
rehidratare in spdlari descrescatoare cu etanol (100%, 90%, 70%, 50%), la 2 min. fiecare. Dupd o
spalare cu apa deionizatd de 2 min., lamelele au fost colorate cu hematoxilina Ehrlich timp de
10 min. Dupa aceea, sectiunile au fost spalate usor in apa curenta timp de 10 min. si clatite cu apa
deionizata inainte de colorare cu albastru anilina 2,5% timp de 2 min. Apoi lamelele au fost clatite
scurt In apa deionizata si scufundate in acid acetic 1% timp de 5 min., dupa care a urmat alta clatire
cu apa deionizatd. Lamelele au fost deshidratate cu etanol 90% (1 min.) si doua spalari cu etanol
100%, la 5 min. fiecare. Tnainte de acoperire cu Neo-Mount, lamelele au fost curitate in doui
spalari de 5 min. cu histoclear si ldsate sa se usuce peste noapte la temperatura camerei intr-0 hota
[76, 93].

Microscopia electronica prin scanare a fost utilizata la studierea structurii de suprafata
a pulpei dentare native si decelularizate. Pentru aceasta, pulpele dentare extrase au fost spalate in
PBS si au fost plasate in solutie de 2% de glutaraldehida (pH 7.2 — 7.4) (SIGMA) pentru 2 ore,
apoi au fost deshidratate 1n solutie de acetond. Dupa uscare, mostrele au fost acoperite cu praf de
aur, dupa care au fost studiate la microscopul electronic prin scanare Vega Tescan (fig. 2.7) in
Laboratorul de testare a materialelor din cadrul Universitatii Tehnice a Moldovei. Intensitatea
curentului a fost de 30,0 £ 0,2 kV. Aceastd metoda a fost utilizata pentru studierea particularitatilor
de structurd ale suprafetei pulpei dentare native si decelularizate. De asemenea, a fost posibila

determinarea aderentei celulelor obtinute din pulpa dentard la suprafata cultivata.

SN S W

Fig. 2.7. Microscop pentru baleiaj electronic Vega Tescan
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Studierea grefelor celulare

In Laboratorul de Inginerie tisulara si culturi celulare au fost studiate 60 de culturi celulare,
obtinute din diverse pulpe dentare: dinti purcelusi vietnamezi — 50 si umani — 70. Studierea vitala
a proliferarii celulelor nemijlocit in mediul de culturd s-a efectuat la microscopul inversat, cu
contrast de fazd KXD.

Pentru caracterizarea histologica din sedimentul celular, au fost preparate frotiuri uscate la
aer si fixate in metanol absolut si vopsite dupa Romanovschi-Giemsa. Studierea citologica s-a
realizat cu microscop optic (amplificarca 400). Viabilitatea celulelor a fost apreciata prin
vizualizare in microscopul optic dupa plasarea lor in solutie cu albastru de trepan — au fost
considerate neviabile celulele in care, din cauza deteriorarii membranei celulare, a patruns
colorantul, iar celula a capatat o culoare albastra-inchis.

Teste imunohistochimice

Din blocurile de parafina s-au facut sectiuni cu grosimea de 5 um la microtomul cu glisiera.
Dupa deparafinare cu xilol, sectiunile reusite se coloreaza conform protocolului propus de catre
producator. Culturile celulare au fost fixate in solutie de 2,0% de glutaraldehida (SIGMA) pentru
20 min., iar apoi au fost procesate conform protocolului producatorului (set pentru marcarea
celulelor pozitive (SIGMA)).

Pentru evidentierea celulelor stem, in cultura celulara cu fenotipul CD 34 s1 CD45 au fost
utilizati markeri specifici CD 34 si CD45. S-a apelat la metoda indirectd tristadiald — avidina-
biotind-peroxidaza. Tehnica a fost aplicata pe frotiuri din culturi celulare obtinute din maduva
osoasa, dupa fixarea prealabila in solutie de formaldehida 2% (SIGMA). S-a produs inhibarea
peroxidazei endogene cu o solutie de apa oxigenata 3% (20 min.), iar dupa spalare in PBS, legarea
situsurilor nespecifice cu ser de cal, s-a adaugat anticorpul primar specific, cu incubarea timp de
12 ore la temperatura camerei. Dupa aceasta, s-a spalat repetat in solutie PBS si s-a adaugat
anticorpul secundar, biotinilat, care a fost incubat in camera umeda timp de 30 min. la temperatura
camerei. S-a spalat repetat in solutie PBS, incubat 45 min. cu streptavidina (LSAB kit, DAKO),
apoi s-a spalat in apa si s-a adaugat solutie de diaminobenzidina, care a produs un precipitat de
culoare bruna in citoplasma sau nucleul celulei. Dupa montarea lamelei, acestea s-au cercetat la
microscopul optic si celulele colorate (CD 34 pozitive) au fost apreciate procentual la numarul
total de celule.

Tomografia computerizata

TC a devenit o metodd indispensabild in practica dentara. Aceasta se utilizeaza pe scard

larga in tratamentul endodontic pentru examinarea morfologiei canalelor radiculare.
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TC utilizata la masurarea si calcularea volumului camerei pulpare poate furniza informatii
mai precise in scopul prognozirii numarului posibil de celule din pulpa dentari. In acest sens, a
fost utilizat aparatului Kodak 9500 (Dental Systems, Carestream Health), operat la 90 kVp, cu
dimensiunea voxelului de 300 pm si cu cdmpul vizual de 90 x 150 mm. Toate masurarile au fost
realizate in plan coronal. Selectarea corespunzatoare a sectiunii a fost efectuata in modul urmator:
initial planul coronar al molarului a fost aliniat in conformitate cu punctul de vedere axial si sagital
al dintelui, apoi acesta a fost ajustat astfel Incat punctul de vedere coronar sa reprezinte o sectiune
longitudinala dreapta a dintelui de la varful cuspidului la furcatie.

Coloratia cu rosu de alizarina pentru analiza mineralizatiei

O solutie de 40 mM Alizarin rosu (BDH, Marea Britanie) a fost ajustata la 10 mM pH4.2
cu acid acetic (BDH, Marea Britanie) (Gregory et al., 2004). Colorarea a fost realizata prin fixarea
celulelor in 10% paraformaldehida (VWR, UK) timp de 30 min., apoi ele au fost spalate cu PBS,
dupa care s-a adaugat solutie de rosu de alizarind 1ml la fiecare vas de culturd, agitand usor cu
expozitie timp de 20 min. Excesul de colorant a fost indepartat prin spalare cu solutie PBS.
Lamelele au fost examinate la microscopul optic, fiind evaluate aglomeratiile vopsite in culoare
rosietica, care indica structuri mineralizate produse de osteoblastele aflate 1n cultura.

Studierea morfologica

In conditii de laborator au fost studiati 30 de dinti temporari si 70 de dinti permanenti.
Studierea vitala a proliferarii celulelor nemijlocit in mediul de cultura s-a efectuat la microscopul
inversat, cu contrast de fazd Olimpus si KXD.

Pentru caracterizarea histologica din sedimentul celular au fost preparate frotiuri uscate la
aer, fixate in metanol absolut si vopsite dupd Romanovschi-Giemsa. Studierea citologica s-a
realizat cu microscop optic (amplificarea x 400). Viabilitatea celulelor a fost apreciatd prin
colorare cu albastru de trepan si vizualizare microscopica. Sunt considerate neviabile celulele in
care patrunde colorantul din cauza deteriordrii membranei celulare.

Examinarea microscopica a lamelor histologice a fost efectuata cu ajutorul microscoapelor
Nikon Eclipse E600 si Nikon Labothot-2. Prin intermediul unei camere foto digitale Muticam-5
au fost obtinute mai multe imagini ale micropreparatelor in format JPEG, care au fost utilizate la
documentarea cercetarilor efectuate.

Pentru cuantificarea celulelor s-a utilizat metoda hot-spot, care reprezinta o tehnologie
manuala, folositd pentru cuantificarea elementelor din lamelele histologice. Cuantificarea a fost
efectuata cu microscopul optic la amplificarea x200, prin identificarea a 3 sau 5 zone aleatorii Tn

care structurile din campurile selectate au fost numarate, cu calcularea mediei aritmetice.
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Densitatea structurilor studiate a fost calculatd in portiunile superioard, medie si inferioard ale
pulpei dentare.

Calcularea ratelor, a proportiilor, a valorilor medii, a dispersiilor, a testelor neparametrice si
a erorilor, construirea graficelor in functie de rezultatele calculului s-au realizat prin intermediul
programului computerizat Microsoft Excel, pentru a asigura veridicitatea rezultatelor. Parametrii

calitativi au fost prezentati in tabele de congruenta.

2.3. Prelucrarea statistica a rezultatelor

Prelucrarea statisticd a fost realizatd prin metodele descriptiva, analiticd si statistica
computerizati ale statisticii variationale si ale analizei discriminante, metoda y? ( a fost evaluati
semnificatia pentru valorile relative, exprimate procentual).

Calcularea ratelor, a proportiilor, a valorilor medii, a dispersiilor, a testelor neparametrice
si a erorilor, construirea graficelor in functie de rezultatele calculului s-au realizat prin intermediul
programului Microsoft Excel.

Media aritmetica ponderald a fost calculatd dupd formula x = Xx/n, unde Z (sigma) = suma;
x = valoarea individuald; n = numarul total de observatii.

Deviatia standard exprima media devierilor de la media aritmetici: DS = V Z(x-x)?/n.

Eroarea standard (ES) a mediei este un indice care exprima gradul de incredere al mediei:
ES = DS/Vn, unde ES misoard dispersia mediilor posibile la multiple esantioane de populatie.
Forta sa este invers proportionald cu variabilitatea individuala. Cu ajutorul erorii standard a fost
stabilit ,intervalul de incredere”, adica limitele intre care se situeaza, aproape sigur, media
respectivei serii (valoarea p<0,05 a fost considerata relevanta, ceea ce confirma diferenta statistic
semnificativa dintre loturile studiate). Metoda analitica a verificat ipotezele si a condus la

aprecierea indicatiilor pentru diverse metode de tratament.

2.4. Sinteza capitolului 2

1. Materialul de studiu al actualei cercetari a inclus dinti de la persoane tinere cu diferite
varste: de la 6 si pand la 35 de ani. Investigatiile imunohistochimice au implicat pulpe dentare in
care au fost evaluate celulele CD34 si CD45 pozitive. Totalitatea numarului de obiecte
morfologice confectionate si evaluate prin preparate histologice a constituit 70 de unitati.

2. Pentru executarea coloratiilor specifice, histologice si histochimice, materialul biologic
colectat a fost sectionat 1n sectiuni cu grosimea de Sum, care, dupa sectionare, au fost montate pe
lame standarde histologice. Pentru efectuarea coloratiilor imunohistochimice, pe lame silanate au

fost montate sectiuni cu grosimea de 3um. In aceastd lucrare s-au utilizat metode histologice
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(coloratie cu hematoxilind eozina, albastru de anilina si tricroma Masson) si histochimice (CD34;
CD45). Datele obtinute au fost examinate prin metode statistice care au permis evaluarea corecta
a rezultatelor obtinute, enuntarea concluziilor si a recomandarilor practice.

3. Rezultatele studiului actual indica faptul ca pulpa dentara adultd contine celule stem care
pot fi izolate si extinse eficient. Aceste celule pot fi una dintre sursele de regenerare dupa leziuni
pulpare. Ele ar putea fi valoroase si in abordarile terapeutice bazate pe celule.

4. Studiile suplimentare in acest domeniu pot oferi o intelegere sporitd a ceea ce se Intdmpla
cu aceste celule la recoltare si in timp 1n cultura. Aceste informatii sunt importante in dezvoltarea
procedurilor de izolare celulara in vitro, pentru utilizarea ulterioard in experimente si pentru

elaborarea de biotehnologii sau terapii celulare noi.
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3. STRUCTURA CELULARA A DINTELUI

3.1. Dezvoltarea embrionara a dintilor temporari si permanenti

Dezvoltarea embrionard, dupa fecundarea oocitului de catre spermatozoid, debuteaza cu
formarea unui embrion monocelular, care incepe ulterior sa se divizeze in celule, astfel ca la ziua
5-7 formeaza blastocistul — structura formata dintr-un strat exterior — trofoblastul, si MCI. MCI a
blastocistului, din care se formeaza embrionul, reprezinta sursa de celule stem care se pot replica
pe o perioada lunga de timp si de a se diferentia 1n diferite tipuri celulare.

Dezvoltarea dentitiei la om reprezintd o serie de evenimente, incepand cu determinarea
regionald a dentitiei si a familiilor dentare: grupul incisiv, grupul molar etc., si finalizdnd cu
stabilirea morfologiei individuale a fiecdrui dinte.

Dintii se dezvoltd prin interactiuni intre tesuturile epiteliale si mezenchimale pe parcursul
embriogenezei. Datorita formei si structurilor diferite ale dintilor, acestia pot fi considerati ca
organ.

Forma dentard este determinata de expresia diferitelor gene n regiunile mezenchimului
maxilar, reprezentate, in special de genele homebox — care dirijeaza celulele precursoare si
diferentierea dentara [26]. Acestea actioneaza asupra celulelor mezenchimale inaintea initializarii
proceselor de odontogenezi, pentru a induce forma viitoarelor structuri dentare. Tn stadiul de
clopot apare o structurd epiteliala — nodul de smalt, care este specifica pentru morfogeneza
coronara.

Mugurii dentari se dezvolta de-a lungul laminei dentare — viitoarea arcada dentara. FGF-
urile si proteinele morfogenice osoase (BMP) dirijeaza procesele de diferentiere, in special la
nivelul membrelor si regiunii faciale. In primele faze, FGF8 este implicat in specificatia regionala
a fetelor orale ale primului arc branhial. in fazele ulterioare apare expresia factorului Pax9, care
este necesar pentru morfogeneza dintelui.

Startul proceselor dc morfogeneza dentara este reprezentat de interactiunea dintre epiteliul
oral si celulele mezenchimale derivate din creasta neurald. In saptimana a 6-a de dezvoltare a
embrionului uman, celulele mezenchimale sunt nediferentiate. Ameloblastele se formeazd din
celulele epiteliale, iar celelalte, cum ar fi odontoblastele, cementoblastele, celulele pulpare,
ligamentul parodontal, sunt formate din celulele mezenchimale [117].

La etapa de dezvoltare, intre initierea morfogenezei si aparitia coroanei dentare, se
formeaza mugurele dentar. Mugurele dentar apare la inceput ca o excrescenta a laminei dentare,

care continua dezvoltarea specificd organului si marcheaza transferul de la tesutul epiteliul la cel
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mezenchimal. Se diferentiaza celulele specifice dintelui — odontoblastele din mezenchim,
ameloblastele din epiteliu, cu producerea matricei dentare si amelare [7].

Fiecare tesut dentar se formeaza intr-un mod unic si intr-un mod strans reglat, unde un tesut
ghideazd sau sustine formarea celuilalt. Odontogeneza timpurie este caracterizatad printr-0
interactiune epitelial-mezenchimala, care este, de asemenea, un model pentru formarea altor
organe, cum ar fi foliculii de par sau glandele exocrine. Epiteliul este derivat din endodermul
embrionar, in timp ce mezenchimul este derivat din creasta neurala craniana. Ingrosarile placodale
ale epiteliului bucal de-a lungul laminei dentare induc, mai intdi, o condensare celulard a
mezenchimului subiacent. Primordiul dintelui trece apoi prin diferite stadii morfologice, formand
un mugure, un capac si, ulterior, un stadiu de clopot. In timp ce epiteliul da nastere smaltului,
mezenchimul este sursa pulpei ulterioare, a aparatului parodontal si a substantelor dure, precum
dentina si cimentul. Apoi componentele epiteliale 1si pierd competenta odontogena inductiva, in
timp ce o inductie reciproca incepe de la mezenchim. Aceste diafonii reciproce sunt guvernate de
un program de semnalizare, constand dintr-un numar mare de molecule care interactioneaza in
caile de semnalizare. Exemple majore ale acestor factori sunt familii precum BMP, FGF,
wingless/Intl (Wnt), hedgehog (Hh) sau displazia ectodermalda (EDA), care functioneaza ca
inductori morfogenetici. Morfogeneza este condusd de centrele de semnalizare, care orchestreaza
interactiunile tisulare si sunt implicate in dimensiunea si modelarea unui singur dinte. Pe langa
semnalizarea celulara, fortele tisulare, de exemplu, printr-o contractie epiteliala, condensare

mezenchimald sau biomecanica osoasa, participa la formarea morfologiei dintelui [117, 121].

3.2. Structura macro- si microscopica a dintelui

Organul dentar

Odontonul (organul dentar) este alcdtuit din 2 componente: odontiul si parodontiul.
Organul dentar este un complex format din tesuturi dure nevascularizate: smaltul, dentina si pulpa
dentard moale vascularizata inervata. Pulpa dentara este strans asociatd cu dentina si gazduieste
odontoblaste, DPSC), pericite si alte populatii celulare. Vasele de singe care patrund in pulpa
hranesc celulele rezidente, in timp ce nervii participad la schimbul de informatii senzoriale dintre

pulpa si mediul oral.
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Pulpa dentara
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Fig. 3.1. 1 —structura tubulara a dentinei; 2 — pulpa cu stratul bogat Tn celule formate din:
3 — odontoblaste, 4 — fibroblaste si 5 — tesut conjunctiv lax, H-E, x 140

Complexul pulpodentar este format dintr-un parenchim conjunctivo-vascular, ocupa
cavitatea dintelui si reprezinta unitatea biologica fundamentala a dintelui (fig. 3.1).

Aceastd cavitate este mai largd la nivelul coroanei si are o formd asemanatoare cu ea,
numita cavitatea coronara (camera pulpard), care se prelungeste prin canale radiculare magistrale
cu un diametru de aproximativ 1 mm, care se deschid la nivelul apexului printr-un orificiu Tngust
apical (foramen apicis dentis). Forma pulpei reproduce la dimensiuni mai mici forma exterioara
generald a dintelui si se muleaza perfect dupa peretii cavitatii (fig. 3.2).

Pulpa dentara este inconjurata de dentina mineralizata, care 1i ofera fixare si protectie.
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Fig. 3.2. Pulpa stratului coronar. 1 — pulpa dentara; formata din 2 — tesut conjunctiv lax;
3 —vase sangvine; 4 — predentina si 5 — dentina cu structurile tubulare. H-E, x 90

Aceasta comunica cu tesutul conjunctiv alveolar prin foramenul apical, canalele accesorii laterale
si canalele deltei apicale. Canalele se intind in sens radiculo-triturant pand la 3 mm de la apex;
celelalte canale laterale, accesorii se intalnesc pe toatd lungimea radacinii, predominind in
jumadtatea apicald si in zona furcatiei, iar o parte dintre ele se obtureaza cu dentind si cement.

Zona centrald (pulpa propriu-zisd) este un amestec dispersat de celule, substanta
fundamentald si fibre conjunctive, contine vase sangvine si fascicule nervoase pulpare. Celulele
au dimensiuni variabile intre 25-40 p si se dispun in palisade.

Odontoblastele se afla la periferia organului pulpar, in care se gasesc prelungirile
citoplasmatice periferice, prelungirile directe centrale, ce alcatuiesc plexul periferic Retterer,
plexul central al lui Weil, fibrele nervoase amielinice care se insinueaza printre odontoblaste si se
prelungesc 1n canaliculele dentare. Zona Weil este o zona sdraca in celule dendritice, fibroblastele

sunt situate subiacent zonei de odontoblaste, fiind reprezentata in regiunea coronara cu o grosime
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de 40 pm, lipsind uneori n pulpa radiculara, totodata, la nivel coronar, densitatea celulara este mai
mare (celule mezenchimale, fibroblaste, macrofage, limfocite) si celule Hohl.

Celulele pulpare se impart in 4 grupuri:

1) celule Tnalt specializate — odontoblastele (fig. 3.3, €);

2) celule ,,de baza” — fibroblaste (fig. 3.3, c);

3) celule rotunde ale lui Weil sau celulele lui Hohl;

4) celule cu rol de aparare (fig. 3.3, f) — macrofage, mastocite, plasmocite, limfocite,
leucocite.

Studierea pulpei dentare in coloratia hematoxilind-eozind evidentiazd o componenta
dentara intens celularizata. Distributia celulelor se prezinta neuniforma, astfel ca s-a observat
aranjarea acestora in cateva straturi. Portiunea periferica a pulpei este reprezentata de stratul
odontoblastelor, stratul slab celular si stratul intens (bogat) celular, iar cea mai largd portiune a

pulpei — de miezul pulpei (fig. 3.3).

Fig. 3.3. Distributia celulara a pulpei dentare. a — X10; b — x40; ¢ — zona bogata in celule;
D — zona fira celule; e — odontoblaste; f — alte tipuri de celule (fibroblaste, macrofage,
mastocite, plasmocite, limfocite, leucocite); g — predentina. Coloratia H-E

Distributia celulelor potential stem a fost neuniforma, numeric acestea predominau in zona
bogat celulara in comparatie cu miezul pulpei. Densitatea celulelor stem din zona bogat celularad a
variat de la 12-21 celule/cdmp, uneori acestea fiind localizate Tn nemijlocita apropiere de
odontoblaste. Tn miezul pulpei, celulele stem erau localizate frecvent in apropierea vaselor
sangvine de calibru mediu si mic, iar densitatea acestora a variat de la 4-12 celule/camp. Densitatea

medie a celulelor potential stem in ambele arii studiate a fost calculata si prezentata in tabelul 3.1.
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Tabelul 3.1. Densitatea celulelor potential stem in pulpa dentara

N Stroma P
Celulele potential stem din stratul bogat celular 14 17,21 + 2* < 0,001
Celulele potential stem din miezul pulpei 14 6,26 + 2* < 0,001

*M £ DS, n — numar de cazuri incluse in studiu, p — valoare obtinuta prin test Student.

Celulele stem se caracterizeaza morfologic printr-un nucleu hipercrom, de forma rotunda,
mai rar de forma ovala, citoplasma mult redusa (fig. 3.4). Majoritatea celulelor stem au fost de

talie mica-medie in comparatie cu alte celule invecinate (tabelul. 3.2, 3.3).
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Fig. 3.4. Aspecte morfologice ale celulelor stem din pulpa dentara: a — zona bogat celulari, x60;
b — miezul pulpei, X60; coloratia HE

Odontoblastul este fiecare dintre celulele diferentiate specifice pulpei dentare. Acestea sunt
asezate una langd alta, la periferia pulpei dentare, avand o forma cilindricd sau ovalard sau
cuboidala sau a unei prisme poligonale, cu o indltime intre 30-50 pm, cu diametrul de 5-7 pm.
Pana la mijlocul radacinii are o forma cuboida, iar spre apex — 0 forma plata, fusiforma, cu
prelungiri citoplasmatice periferice. In pulpa dentard sunt prezente, in forme libere, fibre de
colagen, fibre de reticulind, fibre Von Korftf in zona Weil, fibre oxitalanice, glucozaminoglicani si
fibre elastice in peretii vasculari. Substanta fundamental este hidratatd si eozinofild, mai

pronuntata la tineri.
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Tabelul 3.2. Celule potential stem din zona bogat celularizata si din regiunea miezului

Nr. Celule potential stem din Celule potential stem din
crt. zona boga’t celulara zona miezul pulpei
1 2 3 Media |1 2 3 Media

1. 20 21 18 19,67 10 6 11 9,00
2. 17 25 20 20,67 12 8 8 9,33
3. 18 21 19 19,33 8 7 9 8,00
4. 19 16 15 16,67 6 8 8 7,33
S. 15 17 15 15,67 5 5 4 4,67
6. 12 12 15 13,00 4 4 4 4,00
7. 20 16 20 18,67 6 8 8 7,33
8. 15 20 20 18,33 7 10 10 9,00
9. 17 17 17 17,00 6 5 5 5,33
10. 19 14 16 16,33 5 5 5 5,00
11. 16 16 16 16,00 4 4 4 4,00
12. 17 17 17 17,00 5 5 5 5,00
13. 14 18 15 15,67 3 6 4 4,33
14, 18 16 17 17,00 5 6 5 5,33
Deviatia standart 1,98 1,98
Mediana 17,0 53

1nQ 15-18 4-8

Smaltul dentar

Smaltul este cel mai mineralizat tesut acelular din corpul uman, format din 95% cristale de

hidroxiapatita si 5% materie organica si apa in greutate [10, 11]. Smaltul este supus uzurii pe tot

parcursul vietii. Cu toate acestea, spre deosebire de alte tesuturi mineralizate ale corpului uman,

smaltul nu poate fi regenerat din cauza naturii sale acelulare.

Dentina

Dentina este un tesut acelular calcificat, format din 70% hidroxiapatitd, 20% faza organica

si 10% apd. Formarea dentinei este executatd de odontoblaste (sau dentinoblaste), care sunt celule

de origine mezenchimal. In timpul dentinogenezei, odontoblastele migreaza citre pulpa dentara

si depun colagen de tip I, III si V, proteoglicani si alte proteine matriceale, care asigura baza de

nucleare pentru cristalele de hidroxiapatita. Pe langa mineralizarea mediata de schele, precipitarea

mineralelor si mineralizarea determinata de veziculele matricei derivate din celule au loc in diferite

etape ale dentinogenezei.
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Tabelul 3.3. Cuantificarea celulelor CD34 pozitive in pulpa dentari

Nr. Celule CD34+
crt. .
1 2 3 Media

1. 12 12 7 10,33
2. 10 10 10 10,00
3. 16 12 12 13,33
4, 25 23 23 23,67
5. 24 19 20 21,00
6. 18 15 19 17,33
7. 19 12 18 16,33
8. 28 22 22 24,00
9. 18 20 22 20,00
10. 25 20 22 22,33
11. 25 17 24 22,00
12. 25 23 24 24,00
13. 14 21 14 16,33
14, 23 14 14 17,00
15. 24 20 18 20,67
16. 15 12 14 13,67
17. 23 15 21 19,67
18. 25 16 22 21,00
19. 14 10 16 13,33
20. 15 19 16 16,67
21. 10 12 11 11,00
Deviatia standard 454
Mediana 17.3
1Q 13-21

Parodontiul

Parodontiul este componenta organului dentar, care cuprinde tesuturile ce mentin si sustin
dintele. Acesta este constituit din cement, desmodontiu si os alveolar si este divizat in doua
portiuni: marginal si cel apical. Parodontiul marginal este localizat superficial si are 2 componente:

mucoasa gingivala si ligamentele supraalveolare (fig. 3.5).
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Parodontiul apical ofera suportul necesar pentru a mentine dintii in functiune. Este format
din patru componente principale: gingia, ligamentul parodontal, cementul si osul alveolar. Fiecare
dintre aceste componente este distinctd in locatie, arhitectura
si proprietati biochimice, care se adapteaza pe parcursul vietii
structurii. De exemplu, pe masura ce dintii raspund la forte sau

migreaza medial, osul se resoarbe pe partea de presiune si este

adaugat pe partea de tensiune.

Cementul este un tesut avascular calcificat subtire

intre dentind si ligamentul parodontal, care este produs de

cementoblaste. Cementul contine colagen tip I, sialoproteina

osoasd, osteopontind, glicoproteine si proteoglicani dispusi

intr-o retea fibroasd cu depozite de hidroxiapatita. Diferite

tipuri de cement sunt prezente Tn regiuni distincte ale

radacinilor dentare mature: cementul acelular subtire este

Fig. 3.5. Sectiunea dintelui — depus in jurul zonei dintelui cervical si dedesubt, in timp ce
molar I: a — smalt; b — dentina;
C — camera pulpara; d — pulpa

dentari). Coloratie cu H-E, x 10 | patrund in cement se localizeaza la varfurile radacinii.

cementul gros cu cementocite prinse si procesele lor care

Studiile histologice indica, de asemenea, ca un strat subtire
de cement acelular dens se afld sub cementul celular la varful radacinii si joaca un rol important
in metabolismul mineral al cementului. Volumul cementului se mareste de-a lungul duratei de
viata si nu este supus unor remodeldri precum oasele. Precursorii de cementoblast sunt prezenti in
ligamentul parodontal si pot fi mobilizati pentru regenerarea cementului daca este necesar.

Ligamentul parodontal este format din tesut conjunctiv, cu predominarea tesutului fibros
si este situat intre rddacina dintelui si alveold. Acesta este un tesut bine vascularizat, cu multiple
celule plasate in jurul radacinii dintelui adiacent osului alveolar, care trece in tesutul conjunctiv al
gingiei si comunica cu canalele vasculare 1n os.

Osul alveolar reprezinta portiuni ale maxilei si mandibulei. Procesul alveolar asigura
fixarea dintelui, formeaza aparatul de fixare a radacinii dentare cu cementul radicular si
desmodontiu si diminueazd presiunea fortelor masticatorii aplicate pe dinte. Procesul alveolar

apare concomitent cu eruptia dentara, iar in cazul pierderii dintelui are loc o regresie a acestuia.
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3.3. Determinarea volumului camerei pulpare prin tomografia computerizata

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

Pentru a masura si a calcula volumul camerei pulpare, TC poate furniza informatii mai
precise 1n scopul prognozarii numarului posibil de celule din pulpa dentara.

In vederea calcularii numarului de celule stem din camera pulpari, am determinat volumul
camerei pulpare. In acest studiu au fost examinati prin TC dinti sdnitosi: 40 de molari superiori si
40 de molari inferiori de la 40 de pacienti maturi (20 de femei si 20 de barbati, cu varsta cuprinsa
intre 18-45 de ani). S-au format urmatoarele loturi de studiu: femei cu varsta de 8-30 de ani (tabelul
3.4), femei cu varsta de 31-45 de ani (tabelul 3.5), barbati cu varsta 18-30 de ani (tabelul 3.6),
barbati cu varsta de 31-45 de ani (tabelul 3.7). Imaginile CBCT au fost realizate cu ajutorul
aparatului Kodak 9500 (Dental Systems, Carestream Health), operat la 90 kVp, cu dimensiunea
voxelului de 300 pm si un camp vizual de 90 x 150 mm. Toate scandrile au fost facute prin
protocolul recomandat de producator.

In acelasi timp, toate masurarile au fost realizate in plan coronal. Selectarea
corespunzatoare a sectiunii a fost efectuata in modul urmator: initial planul coronal al molarului a
fost aliniat in conformitate cu planurile axial si sagital ale dintelui. Acesta a fost ajustat astfel incat
punctul de vedere coronal sd reprezinte o sectiune longitudinald dreapta a dintelui de la varful
cuspidului la furcatie (fig. 3.7).

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 n
functie de vizualizarea axiald. Usoara diferenta care ar fi putut surveni la determinarea punctelor
a fost neglijabila si nu a afectat masurarea.

Volumul camerei pulpare s-a calculat dupa formula: V. =h * L* 1, unde h = A+B+C+D
(fig. 3.6).

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

A —inceputul camerei pulpare pana la planseul camerei pulpare;

B — planseul camerei pulpare pana la primul punct de separare intre rddacini (furcatia);

C —primul punct de separare Intre radacini (furcatia) pana la ultimul punct de separare intre

radacini (la separarea completa a radacinii);
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D — ultimul punct de separare intre radacini (la separarea completd a radacinii) pana la
varful radacinii;

E — varful radacinii.

Fig. 3.6. Liniile care au folosit ca reper pentru determinarea volumului camerei pulpare

Fig. 3.7. TC. 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 3.4. Masuriri realizate prin TC a volumului camerei pulpare la molarii
superiori si inferiori la femei si birbati varsta 18-45 de ani

Nr. Tip dinte Volumul camerei pulpei dentare
crt. Media Mediana 1Q DS
1. Molar | 19,503 19,200 4,5 2,4817
superior
2. Molar Il 17,541 17,500 1,2 0,7265
superior
3. Molar 11 16,700 1,3 0,8199
superior 16,560
4. Molar | 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
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Fig. 3.8. Diagrama la volumul camerei pulpare a molarilor superiori si inferiori
la femei si barbati, varsta 18-45 de ani

Conform diagramei (fig. 3.8), constatam faptul ca initial indicii din loturile experimentale

erau identici, alternand, iar la final volumul camerei pulpare a crescut de la molarul 3 superior la
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molarul 1 superior, pe cand la molarii inferiori procesul este invers descrescator — de la molarul 3
inferior spre molarul 1 inferior (fig. 3.9).

Actualmente, TC ne oferd 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 (tabelul 3.4).

Volumul camerei pulpare la molarii superiori si inferiori

M Superior
M Inferior
W Average

Femei 18-30 Barbati18-30 Femei 31-45 Barbati 31-45

25

20

1

€]

1

o

(€]

Fig. 3.9. Volumul camerei pulpare la molarii superiori si inferiori la femei si barbati

Pe parcursul studiului a fost investigatad relatia dintre varsta si volumul camerei pulpei
molarilor superiori si inferiori. Sexul si varsta sunt doud variante de estimare a volumului camerei
pulpare, ceea ce s-a demonstrat in studiul nostru. TC este un instrument important pentru
masurarea volumului camerei pulpei, in special pentru a aduna informatii In ceea ce priveste
reperele camerei pulpare relevante pentru determinarea volumului [114].

Masurarile imaginilor scanate tridimensional permit determinarea parametrilor camerei
pulpare folosind un standard definit de abordare spatiald. Acest studiu evidentiazd prezenta
potentiald a volumului camerei pulpare pe diferite addncimi in zona furcatiei si identificarea
parametrilor cu ajutorul TC.

In cercetarea desfasuratd, ne-am concentrat doar asupra dintilor intregi, fara restaurari sau

tratati endodontic, pentru a permite o identificare adecvata din parametrii studiati.
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3.4. Cultivarea celulelor obtinute din pulpa dentara
Colectarea celulelor nucleate din pulpa dentara
Materiale necesare:

- un dinte sanatos;

- mediu nutritiv — 10 ml;

- cutii Petri sau cutii de cultura TC 60 mm — 2;

- eprubeta de 15 ml;

- pipetd S ml —1;

- seringd 5 ml — 1;

- foarfeca — 2;

- pensa — 2;

- servetele de tifon — 5;

- alcool 70% — 20ml;

- bisturiu — 1,

- recipient cu gel super rece — 1

Protocolul:

1. In hota cu flux laminar de aer, in conditii sterile, se

70% (fig. 3.10). Acesta se sectioneaza cu ajutorul unui fieres

pe gheata.

2. Digestia se face cu fermenti.

3. Se transfera suspensia celulara din cutie Intr-o eprubetd de 15 ml, cu ajutorul unei pipete

4. Se numara celulele. Se pastreaza la rece.

dezinfecteaza dintele cu alcool de
trau oscilant sau al unui dispozitiv
pentru fragmentarea dintelui extras — brevet de inventie MD 559 (13)Y, A61C 19/00 (2006.01).
Se extrage pulpa dentara care se spala atent cu PBS si se plaseaza in cescuta Petri cu 3-5 ml de

mediu nutritiv, care, pentru a diminua metabolismul, se pune pe recipientul cu gel super rece sau

de 5 ml. Se omogenizeaza suspensia celulara din eprubeta cu pipeta.

ET

Fig. 3.10. Molarul 3.8 dupa extragere

64



Izolarea celulelor stem din pulpa dentara. Dintii (n = 110) au fost Impartiti aleatoriu in
trei grupuri (tabelul 3.5, 3.6). Din 110 probe, 36 au fost incluse in grupul I (metoda de digestie
enzimaticd); 36 — in grupul 1l (metoda prin explant), iar 38 de probe — in grupul 111 (metoda prin

explant cu sectionarea pulpei in fragmente si fixarea lor sub lamela de sticla in mediul nutritiv).

Tabelul 3.5. Repartizarea in loturi de studiu a dintilor colectati de la subiecti
umani conform metodelor de izolare a celulelor nucleate din pulpa dentara

Lotul Dinti Dinti Varsta (ani)
permanenti temporari

Lotul I (metoda enzimatica) 10 10 Media 23,7
DS 79
Mediana 25
11Q 20-32
Lotul Il (metoda prin explant) 10 10 Media 23,7
DS 79
Mediana 25
11Q 20-32
Lotul 1l (metoda prin explant cu 10 10 Media 23,7

fixarea sub lamela in mediu) DS 7,9
Mediana 25

11Q 20-32

Tabelul 3.6. Repartizarea in loturi de studiu a dintilor colectati
de la purcelusi vietnamezi, conform metodelor de izolare a celulelor
nucleate din pulpa dentara

Lotul Dinti purcelusi Varsta (luni)
vietnamezi

Lotul I (metoda enzimatica) 16 Media 16,2
DS 13,6
Mediana 11
11Q 11-30
Lotul 11 (metoda prin explant) 16 Media 16,2
DS 13,6
Mediana 11
11Q 11-30
Lotul 111 (metoda prin explant cu fixarea 18 Media 16,2
sub lameld in mediu) DS 13,6
Mediana 11
11Q 11-30

Cu ajutorul dispozitivului de fragmentare a dintelui extras se separa partea coronara de cea
radiculara si astfel obtinem pulpa dentard. Dupa spalarea cu tampon fosfat salin (PBS), pulpa

dentari se fragmenteaza cu bisturiul in buciti cu dimensiunile de 1 x 1 £ 0,5mm. In grupul I,
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fragmentele obtinute din pulpa dentard au fost digerate Intr-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% FBS, 100 U/ml penicilind-G, 100 pg/ml streptomicina si
1 pg/ml amfotripsina B. In grupul II, fragmentele din pulpa dentard au fost plasate pe vasul de
culturd, aplicate pe ele cate o picatura de mediu nutritiv si lasate in incubatorul CO2 pentru 2 ore,
ca sa se atageze fragmentele la suprafata vasului de culturd, dupa care a fost adaugat mediul de
cultura. In lotul III, fragmentele pulpare, maruntite in prealabil, au fost acoperite cu o lamel sterila
de sticla, pentru a fixa tesutul si a impiedica miscarea acestuia si, ulterior, a fost addugat mediul
nutritiv corespunzator. Toate specimenele au fost incubate la 37°C si 5% CO; in incubator. Mediul
a fost schimbat la fiecare 3 zile. Dupa obtinerea unei confluente de 70-80% in vasul de cultura,
celulele au fost detasate cu solutia preparatd ex tempore, continand 0,25% tripsina si ImM EDTA
n raportul de 1:5.

Culturile celulare au fost examinate zilnic prin microscopie cu contrast de faza, pentru a

verifica cresterea, morfologia, dar si eventuala contaminare bacteriologica sau fungica.

Cultivarea celulelor in vase de cultura

4

Fig. 3.11. Initierea cultivirii celulelor prin cultura de organ. A 12-a zi de cultivare:
a— pulpa dentara; b — celulele fibroblast like, care se expandeazi radial
de la tesut spre periferie

Rezultatele au demonstrat diferente morfologice in diferite grupuri. In grupul T (metoda
enzimaticd) au fost gasite 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 distrug schela

pulpara, celulele fusiforme sunt observate la 2-3 zile de la cultura primara. Prin metoda cultura de

66



organ (explant), segmentele de pulpa nedigerata prezinta 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 de celule (confluentd celulara de 70-80%). 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 aceastd metodd au avut cea mai lentd ratd de
proliferare (fig. 3.11).

Prin aplicarea fasiei de sticla de mentinere/fixare pe fragmentele de pulpa dentara, la 2 zile
de la inceperea cultivrii au aparut populatii eterogene de celule cu crestere mai rapida. In acest
grup, majoritatea specimenelor au prezentat o ratd buna 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), (fig. 3.12, 3.13).
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Diferentierea celulelor stem din pulpa dentara in osteoblaste

Materiale utilizate: CSM obtinute din pulpa dentard; mediu de cultura — 50 ml; mediu
nutritiv de cultura osteogen — 100 ml; cutii de cultura celulara TC 30 mm; pipete serologice; mediu
nutritiv — 150 ml; FBS; PBS.

Pregitirea solutiilor: mediu de culturd: mediu nutritiv cu FBS — 10%.

Mediul osteogen este format din: mediu nutritiv; FBS — 10%; dexametazona — 0,1mM;
B-glicerofosfat de Ca — 10 mM; vitamina C — 50 mM.

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 prezinta un rezultat optim in procesul de cultivare. A fost utilizata grefa celulara obtinuta din
pulpa dentara. Dupa procesarea si separarea celulelor mezenchimale, acestea au fost cultivate in
mediu nutritiv DMEM.

Metodologia:

1. CSM au fost obtinute prin protocolul de izolare a celulelor din pulpa dentard umana, cu
concentratia celulelor in mediul nutritiv, la Inceputul cultivarii, a constituit 0,25 + 0,01 x 108/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. 1n 3 cutii de culturd cu diametrul de 30 mm cu 1,25ml, 1,75 ml, 2,25 ml mediu de cultura,
s-au adiugat celule mezenchimale din pulpa dentari, calculate in proportie de 2,5 x 103celule la
1 ml de mediu nutritiv pentru cultivarea celulelor, si s-au plaseaza in incubatorul CO2 la 37°C,
umiditatea 85%.

3. Celulele rotunde aderente din pulpa dentara s-au transformat in celule cu citoplasma
alungita asemanatoare fibroblastelor (fig. 3.14). Pentru diferentierea in osteoblaste, dupa obtinerea
unei confluente celulare de minimum 70% pe suprafata godeului vasului de culturd s-a adaugat un
mediu special, cu actiune osteogeni: acid ascorbic 2 x 10, p-glicerofosfat disodic 7 x 107,
dexametazoni 10°M.

4. La ziua 5, 7 si 9 s-au fixat celulele in cate 3 godeuri, in ziua a 9-a in 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,
totodatd, ca aceste celule ar putea fi utilizate pentru stimularea regenerarii tesutului osos in

defectele scheletului facial.
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Fig. 3.14. Diferentierea celulelor mezenchimale 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-eozind. Celulele mezenchimale au fost decolate de la flaconul
de culturd prin utilizarea solutiei de tripsind 0,25% cu EDTA 1mM. Dupa eliminarea mediului
nutritiv si spalarea celulelor cu PBS, solutia cu ferment a fost lasata sd 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 obtinutad a fost centrifugata la 1000 rpm pentru sedimentarea lor, iar
celulele obtinute au fost resuspendate in mediu nutritiv si cultivate 1n placi de cultura celulara 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 asemandtoare fibroblastelor si, ulterior, sub actiunea factorilor
specifici care determina 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.

3.5. Sinteza capitolului 3

1. Dimensiunile camerelor pulpare in functie de gen au aratat ca, pentru molarul 3, volumul
camerei pulpare constituie la barbati 17,2 + 2,3 mm? si 17,88 = 2,1 mm?® la femei, diferenta nefiind
semnificativa.

2. Imaginile TC impreuna cu metodele utilizate anterior constituie un instrument util si
precis pentru a determina parametrii camerei pulpare, care permite evaluarea aproximativa a

numarului de celule pe care le contine pulpa dentara.
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3. Determinarea volumului camerei pulpare prin metoda neinvaziva 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.

4. Se impune aprecierea concordantei dintre volumul camerei dentare si continutul de

celule specific in ea si a concordantei dintre gen, amplasarea dintelui si varsta donatorului.
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4. INGINERIA TISULARA A PULPEI DENTARE

4.1. Decelularizarea pulpei dentare

Complexul dentina-pulpd este deteriorat 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.

In intelegerea biologiei celulelor stem, in ultimii ani, s-au inregistrat progrese considerabile
si au fost dezvoltate noi metode pentru obtinerea acestora si dirijarea lor spre ariile afectate de
boald. Dintii au o compozitie structurald complexa, care asigura atit duritate, cat si durabilitate.
Cu toate acestea, structura respectiva este vulnerabila la traume si infectii bacteriene.

Deteriorarea continua a dintelui face dificila regenerarea dentinard, deoarece necesitd o
pulpa sanatoasa. Astfel, cariile avansate prin complicatii se solutioneaza prin terapii endodontice,
in care pulpa este integral Inldturatd si canalele sunt obturate cu un material special. Astfel, dintele
devine un organ neviabil, iar pentru mentinerea homeostaziei si a vitalitatii organului dentar este
nevoie de o pulpa vie, care reprezintd o formatiune esentiala pentru atingerea acestui scop.

Cand dintele este deteriorat, dar inca posibil de tratat, regenerarea unor parti din structura
dintelui poate preveni sau intirzia pierderea intregului dinte. Acest fapt este de o importantd
majord, deoarece pierderea dintilor afecteazd nu numai functiile de baza ale aparatului
stomatognat, dar si calitatea vietii. Raspunsul regenerativ al dintilor la deteriorarea si degenerarea
structurald este divers, din toate structurile doar smaltul este incapabil de regenerare in structura
sa primard, in timp ce celelalte tesuturi au aceasta capacitate, care este, desigur, dependentd de mai
multi factori.

Pulpa dentara joaca un rol hotdrator in regenerarea tesutului dentar, prin procesul de
dentinogenezi reparatorie. In cazul unei pierderi de dentina, actiunea terapeutici de coafaj direct
sau indirect ajuta pulpa sd formeze un strat nou de dentina. Utilizarea unor compusi, de exemplu
hidroxidul de calciu sau mineralul agregat trioxid, promoveaza dentinogeneza. Celulele din partea
sandtoasd a pulpei migreaza si prolifereaza in cea afectata, prin concursul factorilor de crestere
care sunt n anturajul matricei dentinei, atasandu-se la stratul bolnav si formand osteodentina.
Ulterior, se diferentiaza in odontoblaste care produc dentina reparatorie. Acest tesut mineralizat
precoce pastreaza integritatea pulpei si serveste ca bariera de protectie. O forma ideald de terapie
ar putea consta in abordari de regenerare in care pulpa necrotica este eliminatd si inlocuita cu

tesuturi pulpare regeneratoare pentru revitalizarea dintilor. In special, terapia pulpara de regenerare
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ar reconstitui tesutul normal continuu la frontiera pulpa-dentind, prin reglementarea proceselor
tesuturilor specifice de dentinogeneza reparatorie [7, 118]. Douad tipuri de regenerare a pulpei
dentare pot fi luate in considerare in functie de situatiile clinice: regenerarea partiala in situ a pulpei
sau sinteza de novo a pulpei pentru inlocuirea totala a ei.

Ingineria tisulara si regenerarea tesutului pulpar dentar ar parea actualmente o sarcind
complicata. Ca un dinte sd fie functional, acesta trebuie sd fie bine vascularizat, componenta
celulard sa fie similard cu cea a pulpei native, care ar fi apta de a favoriza aparitia odontoblastelor,
formarea dentinei si restabilirea sistemului nervos dentar.

Pentru ingineria tisulard a dintelui/pulpei dentare este necesarda izolarea celulelor cu
fenotipuri corecte, multiplicarea lor in medii de culturd, ceea ce a fost realizat in prima parte a
lucrarii.

Pulpa dentara este un tesut moale, situat in cavitatea pulpara, multistructural, fiind compus
din fibroblaste, odontoblaste, limfocite, celule endoteliale si alte celule. Pulpa dentara sanitoasa
este importanta 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 si necroza pulpard sunt boli frecvente, cauzate de
traumatisme si carii dentare [117]. Cu volumul mic al canalului radicular si foramenul apical
ingust, alimentarea cu sange a pulpei poate deveni insuficientd. Prin urmare, odata ce pulpa este
inflamata, deseori poate provoca necroza pulpara irecuperabila.

Odata 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 scheld biologica in cavitatea pulpard pregétita, celulele stem pot prolifera
si diferentia in diferite celule din pulpa pentru a obtine o regenerare functionala a pulpei. Schelele
joacda un rol important In ingineria tesuturilor, oferind o structura spatiald temporara,
tridimensionald si o componentd a MEC pentru a mentine mediul regenerativ si functia celulelor
stem. MEC este esentiald pentru diferentierea, proliferarea, supravietuirea si migrarea celulelor.
Schelele construite pentru a imita MEC promoveazi regenerarea tesuturilor si a organelor. in
regenerarea pulpei dentare au fost utilizate mai multe carcase, schele, inclusiv acidul polilactic si
colagenul. Cu toate acestea, problema majora care persista este lipsa MEC a pulpei dentare,
limitand astfel capacitatea de a forma dentina.

Prin urmare, este esential sd se construiasca o scheld pentru regenerarea pulpei dentare care
sa contind MEC caracteristica organului pulpar, pentru a promova diferentierea odontoblastelor si
formarea dentinei. MEC naturala acelulara este utilizata ca scheld biologica pentru pastrarea

structurii anatomice a organului natural si a MEC. Acestea includ colagenul I (COL I), colagenul
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IIT (COL III), fibronectina si laminina, care promoveaza migrarea, proliferarea si diferentierea
celulelor. MEC naturald acelulard a fost utilizatd pentru regenerarea inimii, a ficatului, a
plamanilor etc. Prin urmare, studiul de fata a investigat structura si compozitia MEC decelularizate
a pulpei dentare cu integritatea retelei vasculare. Acest studiu a fost realizat in conformitate cu
cerintele Comitetului de etica a cercetarii pe baza unui acord informativ al fiecarui pacient. Pentru
atingerea obiectivelor evidentiate in acest studiu, cercetarile au fost efectuate conform protocolului
de investigatie clinicd, care include colectarea si interpretarea datelor: rezultatele anamnestice,
examenul clinic obiectiv si examenul paraclinic. Am folosit metode informationale de colectare a
datelor: intervievarea pacientilor conform chestionarului special elaborat, analiza documentatiei
medicale pentru completarea datelor, evaluarea rezultatelor investigatiilor clinice si paraclinice,
evaluarea dinamicd a manifestarilor clinice. Dintii au fost extrasi din motive ortodontice si
profilactice.

Dupa prelucrarea cavitatii bucale cu solutie de betadind, a fost efectuata anestezia locala
cu solutie Septanest 4% — 1,7 ml. Dupa efectuarea sindesmotomiei, s-a efectuat extractia propriu-
zisd a dintelui, apoi a fost aplicatd sutura. Dintii extrasi au fost prelucrati cu o solutie de etanol
70% si plasati in eprubete sterile, cu mediu nutritiv DMEM (HIMEDIA), antifungice, antibiotice,
pentru a fi transportati 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, decelularizata
prin doud metode: 1) cu agent de decelularizare — 0,25% sau 0,5% dodecil sulfat de sodiu (SDS)
[20]; si 2) asigurarea perfuziei pulpei dentare cu solutie anticoagulanta (citrat fosfat dextroza)
inainte de decelularizare si apoi a decelularizarii cu 0,25% sau 0,5% SDS. Ulterior, pulpa dentara
a fost perfuzatd cu 1-1,5 L de solutie de PBS 1%. Segmentele de pulpd dentara intacta si
decelularizatd au fost fixate in formol 10% si s-a efectuat pregatirea histologica a probelor si
colorarea H-E. Extractia acizilor nucleici a fost efectuata conform protocolului de extractie
QIAamp Blood Mini Kit (2003). Fiecare proba 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 ardtat cd, dupa
spalarea acesteia cu apa distilata (prima metoda) si cu apa distilata si citrat dextroza fosfat (a doua
metoda), pulpa dentard a devenit mai palida in comparatie cu a doua (fig. 4.1). 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 eficientd a cheagurilor de sange.
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Histologic, pulpa dentard avea o structurd si o componentd celulard caracteristicad unei pulpe

dentare sanatoase (fig. 4.8, 4.9).

Fig. 4.1. Proces de perfuzie a pulpei dentare cu detergent si solutie anticoagulanti

De asemenea, rezultatele macroscopice dupa decelularizare au aratat o decelularizare
uniforma a pulpei dentare si o culoare albicioasa in al doilea lot experimental comparativ cu primul
lot, in care pulpa dentard a fost spdlatd fara solutie anticoagulanta, culoarea galbena indicand
prezenta reziduului celular (fig. 4.3).

In cazul schelelor de pulpa dentard decelularizata fara folosirea solutiei anticoagulante, am
observat ca exista conglomerate celulare, detritus necrotic si celule autolizate. Arhitectura pulpei
dentare conjunctivala este dezorganizatd, peretele vascular, pe unele portiuni, are conturul

contractat si perivascular autolizat de elemente celulare.

R

Fig. 4.2. Pulpa dentara decelularizata prin SDS fara spilare cu anticoagulant. H-E, x 90
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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

reprezintd o conditie favorabild pentru matricele utilizate in scopul recelularizarii (fig. 4.2).

¥ —

SEM MAG: 232 x DET: SE Detector

HV: 20.0 kV DATE: 02/11/17 200 pm Vega ©Tescan
uUTM

Fig. 4.4. Imaginea pulpei dentare umane decelularizate 24 de ore SDS. Baleiajul electronic
prezinta structura poroasi a pulpei dentare decelularizate in sectiunile transversale
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Fig. 4.5. Baleiaj electronic. Imaginea pulpei dentare umane dupa 24 de ore de decelularizare.
Baleiajul electronic prezinta structura poroasa a pulpei dentare decelularizate, care
este lipsiti de elemente celulare: a — amplificarea x 63; b — amplificarea x 244

Studiul histologic comparativ al schelelor de pulpa dentara decelularizata a demonstrat o
eficacitate mai mare a decelularizdrii prin spalarea anterioard cu anticoagulant (fosfat citrat
dextroza) si o arhitectura buna de colagen pastrata (fig. 4.4, 4.5).

Pentru aprecierea calitatii decelularizarii, adica posibile celule care au ramas dupd
decelularizare, o altd metoda utilizata reprezinta cantitatea de ADN. ADN-ul reprezentand nucleul
celulei, este normal sa fie intr-un tesut celularizat, dar cantitatea trebuie sa fie diminuata radical
dupa decelularizarea tesuturilor.

Daca comparam concentratia de ADN obtinutd din probele biologice din pulpa dentara
supusd decelularizdrii prin ambele metode cu concentratia de ADN obtinuta din tesutul intact al
pulpei dentare, observam ci aceasta este mai mica. In probele obtinute prin decelularizare cu SDS,
care au fost spalate 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 cu SDS si spalate
anterior doar cu apa distilata la care concentratia este de 5,2-1,266 ng/ul. Aceasta manifestare
poate fi explicatd prin faptul ca anticoagulantul folosit a permis indepdrtarea mai eficientd a
cheagurilor de sange, permitand astfel agentului de decelularizare ionic s treaca prin intreaga
suprafatd a pulpei dentare si sd o elimine.

De asemenea, dupd decelularizare, raméne, in principiu, schela (matricea) tesutului, in
cazul nostru a pulpei dentare, care este constituita preponderent din colagen. Astfel, cantitatea de

colagen pentru o unitate de volum Tn matrice devine mai mare comparativ cu tesutul nativ. Intrucat
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caracterizarea schelelor extracelulare dupd decelularizare este o conditie necesara pentru
repopularea celulara ulterioara in vitro, a fost determinat continutul de hidroxiprolina libera, care
se considera a fi direct proportionala cu continutul de colagen din materialul biologic analizat
(pulpa dentara). 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 mica in comparatie cu cantitatile 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 anticoagulant
(tabelul 4.1).

Tabelul 4.1. Evaluarea continutului de hidroxiprolina in pulpa dentara
intacta si decelularizata prin diverse metode

Tipul probei Continutul de hidroxiprolina (mM/g)
Pulpa dentara intacta 0,156+0,07
Pulpa dentara decelularizata cu solutie de 0,5% SDS 2,035+0,95
Pulpa dentara decelularizata cu 0,25% de SDS si 2,42+0,43
anticuagulant

Cantitatea mai mica de hidroxiprolind din tesutul intact se explica prin prezenta celulelor.
Aceeasi cantitate de material luata pentru cercetarea tesutului intact continea componente celulare
si componenta tesutului conjunctiv, pe cand in tesuturile schelei extracelulare predominau
elementele tesutului conjunctiv. Faptul ca, in procedura de decelularizare in care s-a utilizat
anticoagulantul, continutul de hidroxiprolind era mai mare demonstreazd obtinerea unei
decelularizari mai eficiente. Totodata, prezinta si un continut mai mic de reziduuri celulare.

O buna pastrare a schelei extracelulare ar permite diferentierea, proliferarea si mentinerea
functionalitatii celulare dupa repopularea in vitro, care prezintd o prioritate in bioingineria
organelor.

Rezultatele obtinute In cercetarea noastrd au aratat ca matricele tridimensionale obtinute
contin o cantitate mica de material celular rezidual, astfel Tncat matricele sunt mai putin
imunogene, ceea ce micsoreazd esential posibilitatea unui rejet dupa transplantare.

De asemenea, detergentii care au fost utilizati in procesul de decelularizare provoaca liza
st eliminarea celulelor, dar timpul de actiune si concentrarea acestora trebuie monitorizat pentru
conservarea proteinelor MEC.

Am obtinut MEC de pulpa dentara utilizdnd detergent ionic SDS, care are potential de

solubilizare a membranei celulare si indepartare completd a celulelor, dar, conform literaturii de
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specialitate, mai poate fi utilizat pentru a obtine o matrice cu proprietati chimice, fizice, biologice
imbunatatite si combinatii ale acestor agenti [24]. Conceptul de bioinginerie a organelor presupune
nu numai obtinerea unei schele tridimensionale dupa indepartarea celulelor cu potential imunogen,
ci si conservarea structurilor retelei vasculare pentru aprovizionarea eficienta cu oxigen si nutrienti
[62, 70]. Conform studiilor experimentale, conservarea structurii microvasculare a MEC dupa
decelularizare este esentiald pentru functionalitatea acesteia in cazul transplantului [94].

Decelularizarea este procedeul utilizat in ingineria tisulara pentru a izola MEC a unui tesut
de celulele care il populeaza, obtinand o MEC a tesutului original, care poate fi utilizata in
obtinerea organelor artificiale si regenerarea tisulara. Transplantul de organe si tesuturi poate trata
o varietate de probleme medicale, variind de la insuficienta de organe pana la chirurgia cosmetica.
Prin acest proces se creeaza un biomaterial natural, care reprezintd o scheld pentru cresterea
celulard, diferentierea si dezvoltarea tesutului. Prin recelularizarea unei schele MEC cu celule
proprii ale unui pacient, rispunsul imun advers este eliminat. In prezent sunt disponibile in comert
o gama largd de schele MEC pentru ingineria tisulara.

Pentru studiul decelularizarii pulpei dentare s-au utilizat pulpele dentare din molarii a
12 pacienti, din care 6 pulpe dentare au fost supuse procesului de decelularizare cu SDS 0,5% timp
de 5 ore, urmat de spdlarea acesteia in solutie NaCl 0,9% si fixarea in formalina de 10% pentru
efectuarea analizei histologice. Pulpele dentare care nu au fost supuse decelularizarii au fost fixate

in formalina de 10% si analizate morfometric (fig. 4.6).
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Fig. 4.7. Pulpa dentara normala. A — zona periferici, B — celulele pulpei
dentare, C — zona centrala H-E, x 90

Pulpele dentare intacte analizate histologic prezintd urmatoarea structurd: zona pulpara

periferica, care contine stratul de odontoblaste, si zona pulpara centrala, care contine principalul

Fig. 4.8. Pulpa dentara nativa. A — Zona periferici, B — celulele pulpei
dentare, C — Zona centrala H-E, x 90
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sistem de sustinere pentru pulpa periferica, sistem ce include vasele mari si nervii de la care pleaca
plexuri spre straturile externe pulpare, iar principalele celule sunt fibroblastele si componentul de

baza extracelular — colagenul (fig. 4.7).

Fig. 4.9. Pulpa dentara nativa. A— zona periferica, B — celulele pulpei
dentare, C — zona centrali (a) H-E, x 90

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 au manifestat o arhitectonicd conjunctiva organizata

(fig. 4.10).

Fig. 4.10. Pulpa dentara decelularizata cu solutie SDS 0,5% (A), arhitectonica
conjunctiva a pulpei dentare, fibre colagenice H-E, x 90
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Fig. 4.11. Pulpa dentara decelularizata cu SDS (A), arhitectonica conjunctiva
a pulpei dentare, fibre colagenice H-E, x 90

Fig. 4.12. Pulpa dentara decelularizata cu SDS (A), arhitectonica conjunctiva
a pulpei dentare, fibre colagenice H-E, x 90

Toate pulpele dentare decelularizate au prezentat o decelularizare completa, prin lipsa

elementelor celulare si obtinerea unei MEC colagenice uniform decelularizate (fig. 4.11, 4.12).

4.2. Evaluarea efectului citotoxic al pulpei dentare decelularizate prin metoda MTT
pe culturi celulare obtinute din maduva osoasa
In scopul evaluarii efectului citotoxic al pulpei dentare decelularizate si al stabilirii daca

aceasta este, dupa procesarea efectuata — decelularizare, liofilizare, compatibild cu celulele vii si
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dacd nu au un efect citotoxic, a fost utilizatd metoda MTT pe culturi celulare obtinute din maduva
osoasa de iepure.

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

In acest sens, au fost utilizate celule stem obtinute din miaduva 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 realizat pe placi pentru cultivarea celulelor cu 96 de
godeuri. Celulele au fost repartizate in cantitatea de 5 x 10* celule pe godeu. Dupi 24 de ore
necesare pentru adaptarea celulelor, in godeuri au fost plasate cate un fragment de pulpa dentara,
preparate in prealabil. Citirea a fost efectuatd la 0 zile, pana a fi plasate fragmentele de pulpa
dentara decelularizata; la 24; 48 si 72 de ore dupa plasarea in mediu a fragmentelor examinate.
Toate loturile au fost realizate n triplicate pentru fiecare termen, concomitent s-a monitorizat si
lotul- martor, in care nu a fost plasata pulpa decelularizata. Evaluarea rezultatelor a fost efectuata
prin citirea in Spectrofotometrul VersaMax, Microplate reader, SUA, cu lungimea de unda 570 nm

(tabelul 4.2, figura 4.13).

Media Media Media
Lotul | 98 97 99 098 94 97 98 96,3 97 96 97 96,6
Lotul Il 98 98 97 97,6 9 95 97 97 99 97 9% 97,3
p=0,67 p=054 p=0,58

Diferenta statistic nesemnificativa intre loturile de pulpe decelularizate
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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

=@ Ot | Lot 2

Fig. 4.13. Diagrama rezultatelor testului de toxicitate (MTT) a pulpei dentare
decelularizate si liofilizate din loturile 1 si 2. Diferenta statistic nesemnificativa
a testului de toxicitate, p > 0,05

4.3. Sinteza capitolului 4

Ingineria tisulard si regenerarea tesutului pulpar dentar ar parea actualmente o sarcina
complicata. Ca un dinte sd fie functional, el trebuie bine vascularizat, iar componenta celulara sa
fie similard cu cea a pulpei native, care ar fi apta de a favoriza aparitia odontoblastelor, formarea
dentinei si restabilirea sistemului nervos dentar.

Pentru ingineria tisularda a dintelui/pulpei dentare, sunt necesare izolarea celulelor cu
fenotipuri corecte, realizarea multiplicarii lor in medii de cultura, efectuate, de fapt, in prima parte
a lucrarii.

Prin urmare, este esential sd se construiasca o scheld destinata regenerarii pulpei dentare
care sd contind MEC caracteristicd pulpei dentare, pentru a promova diferentierea odontoblastelor
si formarea dentinei.

Evaluarea comparativa a continutului de tesuturi ADN dupa decelularizare prin cele doua
metode, in raport cu tesutul intact, demonstreaza ca metoda decelularizarii pulpei dentare cu SDS
st spdlare cu fosfat citrat dextroza asigura rezultate mai bune.

Mentinerea arhitecturii conjunctive si a fibrelor de colagen, obtinerea continutului mai
mare de hidroxiprolind in MEC prin metoda propusd de noi a demonstrat fezabilitatea lor ridicata

pentru utilizarea ulterioara ca structurd de bioinginerie in procesul de recelularizare.
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DISCUTII

Medicina regenerativa bazata pe metodologia terapiei celulare si a ingineriei tisulare este
un domeniu multidisciplinar in curs de dezvoltare, care implica biologie, medicind si manipulare
genetica. Acest tip de terapie are ca scop mentinerea, restaurarea sau sporirea functiei tesuturilor
si organelor, ajutand astfel la tratamentul unor boli umane cu severitate variabild — de la situatii
cronice la cele care pun viata in pericol [1,122]. In bolile care evolueazi cu compromiterea functiei
tesuturilor sau a organelor, cercetarea celulelor stem promite sd ne ofere o cale eficienta spre
terapia regenerativa. Totusi, aplicarea acestor cercetdri in tratamentul bolilor umane nu este
posibila fard o cunoastere aprofundata a proprietatilor biologice ale tuturor tipurilor de celule stem.

Tn contextul unei anumite boli, trebuie de decis, in primul rand, care este cel mai indicat
tip de celula stem: cea embrionara sau de tip adult [10]. De asemenea, este necesara identificarea
unei surse de celule stem care sa fie accesibild si in numar mare, precum si sd nu genereze
preocupari etice [53, 69].

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 regenerativd si transplantologie este imensi. In prezent, bolile
neurodegenerative netratabile au posibilitatea de a deveni tratabile cu terapia de celule stem.
Pluripotenta indusd permite utilizarea de catre pacient a propriilor celule [94, 97]. Bancile de
tesuturi devin din ce in ce mai populare, pe masura ce aduna celule care sunt o sursa eficienta
pentru medicina regenerativd. Odata cu dezvoltarea terapiei de celule stem si a tuturor beneficiilor
medicinii regenerative, suntem capabili sa prelungim viata umana. Dintii sunt o sursd usor
accesibila 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 [94]. Pulpa
dentard este un tesut moale, situat in cavitatea pulpard a dintelui, multistructural, compus din
fibroblaste, odontoblaste, limfocite, celule endoteliale si alte celule. Pulpa dentard sanatoasa este
importantd datoritd functiilor formative, senzoriale si de protectie ale complexului pulpd-dentina.
Functiile sale includ furnizarea de nutrienti dintilor, formarea dentinei, detectarea, apararea si alte
functii fiziologice. Pulpita ca boald si necroza pulpara prezinta patologii frecvente cauzate de
traumatisme si carii dentare [129]. 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 necrozd pulpara irecuperabild. Odatd cu dezvoltarea medicinei

regenerative, regenerarea pulpei cu functii biologice este o noud directie pentru tratarea bolilor
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pulpei dentare. Prin transplantarea celulelor stem impreund cu factori de crestere si o schela
biologica in cavitatea pulpard pregatita, celulele stem pot prolifera si se pot diferentia in diferite
celule din pulpa, pentru a obtine o regenerare functionala a pulpei [123].

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

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.

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 sd selectam
sectiunea coronald optima pentru a masura parametrii privind reperele camerei pulpare [114, 122].

Utilizand vizualizarea axiala ca un ghid, ne-a permis amplasarea exactad a parametrilor
doriti si a Tmpiedicat suprapunerea parametrilor anatomici in diferite planuri. O astfel de
standardizare ar asigura reproductibilitatea masurarilor [114].

In acest studiu, prezentim 2 tipuri de masuriri 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 pregatirea de acces este adesea initiatd in
centrul suprafetei ocluzale, fosa centrala pare a fi un punct de referintd mai adecvat decat varful
cuspidului utilizat in studiile anterioare. In plus, multe variabile pot afecta iniltimea cuspidala,
cum ar fi locatia si dimensiunea [114]. Bifurcatia este intotdeauna mentionata ca un punct unde se
termind structura dentara si se separa radacinile. Cu toate acestea, furcatia este o zona care rezulta
din separarea a doud sau mai multe radacini [ 114]. 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%) decét cel inferior (34%), indicand faptul ca furcatia este o
zond si nu poate fi mentionatd ca un punct [16]. Alinierea scanarilor in centrul dintelui poate duce
la suprapunerea reperelor anatomice si la esecul de a identifica cel mai coronal punct unde
radicinile se separa. 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
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pofida variatiei largi a lungimii dintilor, Tndltimea coroanei pare a fi foarte asemanatoare la toti
molarii (8-9 mm de la fosa centrald si 10-11 mm de la varful cuspidului). Distanta de la fosa
centrald pana la bifurcatia la molarii maxilari (8,78-0,79 mm) a fost foarte asemandtoare cu cea a
molarilor mandibulari (8,53-0,65 mm). Variatia este, probabil, cauzatd de discrepanta inaltimii
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 dentind 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 1naltimii camerei
pulpare este rezultatul depunerii dentinei pe podea mai mult decat pe plafon [37, 114].

De remarcat faptul cd astfel de masurari si diferentele lor nu pot determina locatia unde
incepe procesul de calcificare. Sunt necesare investigatii suplimentare pentru a determina efectul
cariilor si restaurari pe indltimea camerei pulpei in raport cu fosa centrala [123].

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
separdri enzimatice (tripsina, colagenaza cu si fara tripsina, amestec tripsina-colagenaza) nu au
avut efect asupra caracteristicilor morfologice ale celulelor pulpare, dar pretratamentul cu tripsina
si metoda de digestie cu colagenaza 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 sa 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. DPSC-urile pot fi izolate prin
trel metode: metoda digestiei enzimatice, metoda prin explant si metoda prin explant cu fixarea
sub lameld in mediu. Prima metoda implicd colectarea tesutului pulpar in conditii sterile, cu
digestia enzimelor corespunzatoare (colagenaza, dispaza, tripsind), cultivate in vase de cultura
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 incubatd in vase de culturd contindnd
mediu esential cu suplimente. Este, In general, necesara o perioada de doud saptamani pentru a
permite unui numar suficient de celule sa migreze din tesut. Odata ce aceste celule sunt cultivate

pe o suprafatd bidimensionala, este posibil de a le transfera pe o structurd tridimensionala. Matricea
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ofera un mediu 3D pentru celule ca sa se ataseze si sa creasca, prin urmare, mimand starea in vivo
[70, 85, 86].

O problema relevantd 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.

De obicei, au fost folosite doud metode pentru a cultiva celulele stem ale pulpei dentare:
1) metoda de digestie a enzimelor si 2) metoda explantului. Datoritd scaderii viabilitatii celulare
legate de metoda de tratament cu enzime, cea a explantului a fost sugeratd ca metoda secundara
[121].

Al treilea molar se dezvolta 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 dentard pentru izolarea DPSC-urilor. Un alt punct pozitiv este ca
recoltarea de celule stem din acest tesut neutilizat dupa extractie nu provoaca controverse etice.

Tn acest experiment, metoda de izolare a avut un efect benefic asupra expansiunii
populatiei, iar cea de-a treia metoda imbunatatita a oferit cea mai mare expansiune in vitro decét
cele doua metode mentionate si poate oferi cele mai multe celule pentru aplicatii biotehnologice
s1 biomedicale. Huang si colaboratorii au comparat metodele de digestie cu enzime si explant si
au constatat cd celulele izolate prin digestia enzimatica au o rata de proliferare mai mare decat cele
izolate prin cealaltd metoda [118, 121]. Desi rezultatul nostru este similar cu cel al Huang si
colaboratorii, se pare ca celulele izolate prin metoda noastra Tmbundtatitd au fost mai putin
deteriorate si, prin urmare, au fost suficient de sanatoase pentru a se propaga mai mult timp in vitro
decéat celelalte metode. Poate ca celelalte metode dauneaza celulelor sau, alternativ, au eliminat
elementele critice din nisa endogend [117, 147, 148].

Cu metoda noastra Tmbunatititd, la numai 1 pana la 2 zile dupd cultura primard, au aparut
populatii eterogene de celule stem cu crestere rapidd. Exista diferite tipuri de celule in pulpa.
Odontoblastele, a caror functie biologica este dentinogeneza, fac parte din suprafata exterioard a
pulpei dentare. Capilarele si fibrele nervoase mici se ramificd in 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 prezinta variatii
mari in gradul lor de diferentiere. Poate ca 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 [119, 147].
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Desi potentialul terapeutic al celulelor stem este promitator, trebuie luate in considerare
numeroase chestiuni inaintea utilizarii clinice. Problemele de etica sau politicile guvernamentale
restrictioneaza 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 [126].

Luand in considerare toate acestea, cercetatorii si-au indreptat atentia catre celulele stem
adulte sau cétre cele provenite din tesuturi fetale in cautarea unor populatii precursoare mai putin
controversate.

Distributia larga si plasticitatea celulelor stem au fost apreciate de curand. Pe langa sursele
bine cunoscute provenite din maduva hematopoietica adultd sau mezenchim [1], populatii adulte
de celule stem au mai fost descoperite in tesutul adipos [78], ficat, tesut muscular [71], sistemul
nervos central, piele si pulpa dentara [117].

Rapoarte recente sugereaza ca diferentierea celulelor stem adulte nu este restrictionata la
derivati ai tesuturilor in care rezidd. Studiile au demonstrat cd celulele stem adulte se pot
transforma n progenitori ai altor straturi germinative embrionare, proces numit diferentiere
transgerminala. De exemplu, celulele stem ectodermale neurale pot fi diferentiale in derivati
mezenchimal, inclusiv celule sangvine, celule musculare si endoteliale.

Plasticitatea celulelor stem adulte oferda posibilitatea de a dezvolta noi terapii celulare
autologice. Celulele stem adulte pot oferi numeroase avantaje fatd de celulele stem embrionare.
Totusi, utilizarea lor in terapii de regenerare nu este lipsitd de obstacole. Mai multe rapoarte
abordeaza problema plasticitatii celulelor stem adulte. Cateva studii au sugerat ca plasticitatea
transgerminala demonstrata atat in vivo, cat si in vitro este, mai degraba, rezultatul fuzionarii
celulare decat al diferentierii propriu-zise. Pe de altd parte, unele studii au demonstrat
transdiferentierea celulelor hematopoietice in vivo in absenta fuziunii celulare [150].

Recent s-a demonstrat ca CSM-urile transplantate in tesutul nervos al adultului nu au
supravietuit. Dimpotriva, aceste celule si-au transferat markerii celulari (bromodeoxyuridine si
bis-benzamide) catre celulele gliale si neuronale, dand o falsa impresie de plasticitate a celulelor
donatoare. Aceste rezultate, aparent contradictorii, au ridicat numeroase probleme cu privire la
caracteristicile plasticitatii celulelor stem adulte si la potentialul terapeutic pe care il prezinta.

Celulele stem embrionare derivate din embrioni in stadiul de blastocit sunt caracterizate de

un potential aproape nelimitat de regenerare si diferentiere.
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Ele pot fi utilizate pentru a examina mecanismele de diferentiere ale celulelor progenitoare
pentru a identificarea semnalele specifice pentru intretinerea celulara, regenerarea celulara si
activarea diferitelor cai de semnalizare.

Celulele stem fetale pot oferi un numar de avantaje terapeutice fatd de celulele stem
embrionare, facadndu-le interesante pentru tratamentele de inlocuire. Celulele stem fetale sunt usor
accesibile si provin din tesuturi extraembrionare care sunt, in mod normal, evacuate la nastere,
inclusiv din cordonul ombilical si placentd [2], evitand astfel problemele de etica medicala.
Celulele stem fetale prolifereaza rapid in mediu de cultura si prezintd plasticitate asemanatoare
celulelor stem embrionare, dar, deocamdata, raimane nedocumentata dezvoltarea tumorala in vivo
[3]. Mai mult decét atat, celulele stem fetale pot fi mai indicate in cazul transplanturilor datorita
caracteristicilor imunologice privilegiate [1, 3] .

Studiul mecanismelor moleculare care stau la baza morfogenezei dentare au evoluat
considerabil Tn ultimii ani. S-a ajuns la concluzia cd interactiunile epiteliu-mezenchim sunt
mediate de aceleasi familii de proteine de semnalizare la toate vertebratele. Detaliile moleculare
ale retelelor de semnalizare au fost studiate in detaliu, in special familiile BMP, FGH, Hh, Wnt.
Functiile acestor cai de semnalizare si interactiuni tisulare au fost studiate pe culturi celulare si
modele animale, relevand semnale inductive si ierarhii in cascada factorilor de transcriptie. La ora
actuala au fost studiate peste 200 de gene implicate in morfogeneza dentara. Analiza modelelor de
expresie a acestor gene au relevat asocierea multor factori genetici in acest proces.

Dupa studierea amanuntita a fazelor de morfogeneza, s-a incercat reproducerea proceselor
embrionare in speranta obtinerii tesuturilor dentare care ar putea fi transplantate la adulti [43].

Incercarea de a induce a treia dentitie se bazeazi pe gisirea unor factori de crestere si
diferentiere care ar induce formarea tesuturilor dentare din nou la adult in cazul unor pierderi
dentare. Mutatia genei RUNX2, care este responsabila de aparitia displaziei cleidocraniene,
manifestatd prin aparitia celei de-a treia dentitii. Astfel, aceasta ar fi o posibild metodd de
regenerare dentara. La momentul actual, la adult nu au fost gasite celule care ar fi sensibile la
aceasta gena [64].

In ultimii ani a fost studiati capacitatea de diferentiere a celulelor mezenchimale provenite
din maduva hematogena adultd catre linia osteoblastica si odontoblastica. Studiile anterioare au
demonstrat ca CSM-urile pot fi diferentiate si in condrocite sau adipocite. Desi structurile osoase
si dentinare sunt similare ca structurd a matricei proteice, Structura organica este total diferita.
Procesele dinamice ale regenerdrii tisulare si mecanismele distincte de regenerare mediate de

CSM-uri provenite din maduva hematogend, precum si de cele provenite din complexul pulpo-
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dentinar nu sunt pe deplin elucidate. Osteogeneza si dentinogeneza incep la 2-4 saptamani
posttransplantare si duc la regenerarea structurilor osoase si dentinare.

La 15 saptamani posttransplantare se poate observa o cantitate mai mare de tesut mineralizat
in comparatie cu transplanturile dupa 8 saptamani, ceea ce indica faptul ca CSM-urile au
capacitatea de a continua procesul de formare a tesutului mineralizat si dupa formarea structurilor
specifice de organ. Acest lucru sugereaza faptul ca CSM-urile nu sunt capabile doar sd se
diferentieze spre linia osteoblastica sau odonloblaslica in vivo in fazele initiale ale transplantarii,
ci pot induce celulelor-gazda participarea la regenerarea tisulara.

Dezvoltarea structurilor organice mediatda de catre celulele stem este un proces dinamic,
care implica interactiuni intre celulele transplantate si mediul-gazda. De fapt, structura organica
rezultatd este o structurd himerica a componentelor celulare ale donatorului si ale gazdei.

Cel mai frecvent utilizate tipuri de celule stem pentru regenerarea 0soasa orofaciala au fost
CSMMO-urile din creasta iliaca, DPSC, ASC, celulele stem derivate din periost si celulele
osteoprogenitoare, care au fost aplicate pe langa alte CSM derivate din diferite tesuturi dentare.
Cu toate acestea, succesele obtinute in refacerea completa a defectelor osoase ale mandibulei
umane folosind DPSC si o scheld din burete de colagen au fost mult mai promitatoare. Sunt
necesare investigatii mai detaliate pentru a determina mecanismul real al osului nou- format in
cresterea crestei mediatd de SC (osteoinductie de catre celulele transplantate sau osteoconductie
de catre celulele osteogene gazda), deoarece acele CSMMO insamantate ar putea elibera si GF-uri
care induc celulele-gazda si actioneaza ca o sursa de celule osteogene pentru formarea de oase noi.
O astfel de diferentiere poate fi observata folosind studiile histomorfometrice si micro-CT pentru
a demonstra ca osul regenerat pe baza de celule deriva din celulele transplantate [68, 75].

Retinerea capacitatii si viabilitatii osteogene celulare sunt alte cerinte pentru producerea
MEC 1in ingineria tesutului osos. Cu toate acestea, perspectivele rezultatului clinic al celulelor
transplantate si consecintele lor imunologice sunt slab studiate, desi o cantitate tot mai mare de
dovezi afirma ca celulele stem dentare pot fi utile pentru terapiile imune si regenerative. Migrarea
si moartea celulelor transplantate au fost raportate in unele studii pe modele animale. In mod
surprinzator, HDPSC-urile aratd rezultate mai acceptabile in comparatie cu CSMMO pentru
regenerare. SHED-urile sunt, de asemenea, potentiali candidati pentru terapia regenerativa pe baza
de celule stem dentare. Aceste populatii SC au creat un viitor promitator pentru ingineria
tesuturilor pe baza de celule stem ca solutie pentru nlocuirea unui dinte lipsa. Noile tratamente
dentare pe baza de celule stem sunt, de asemenea, sugerate a fi utile pentru corectarea despicaturii
palatine, dintii extrasi, oasele maxilare, defectele parodontale si, de asemenea, pentru regenerarea

biologica de novo a intregii structuri dentare. Regenerarea de novo a intregului dinte este scopul
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final 1n stomatologie si reprezintd cea mai mare provocare pentru viitoarele cercetdri clinice
relevante. Cu toate acestea, nici un material de restaurare nu poate imita toate proprietatile
fiziologice si biologice ale tesutului dentar; regenerarea sa este consideratd benefica pentru
imbunititirea depunerilor fiziologice de dentina si reducerea leziunilor interfaciale. In biologia
regenerativa cranio-faciala, strategiilor terapeutice regenerative ale parodontiului li s-au acordat
primordialitate; insd existd limitari in ceea ce priveste utilizarea grefelor osoase autologe, a

alogrefelor sau a materialelor aloplastice in unele aplicatii clinice [69, 120].
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CONCLUZII GENERALE

1. Dimensiunile camerelor pulpare in functie de gen au aratat ca, 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 neinvaziva 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 utilizatd mentine arhitectura conjunctiva a fibrelor de colagen,
continutul de hidroxiprolina In MEC demonstreaza fezabilitate pentru utilizarea ulterioara ca
structura tridimensionald 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 toatd 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 normald 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 singele periferic. Cantitatea de ser necesard pentru obtinerea autogrefei
celulare este de 12 = 6 ml.

2. Pentru ingineria tisulard a dintelui/pulpei dentare, este necesard izolarea celulelor cu
fenotip corespunzator din pulpa dentard, multiplicarea lor in medii de cultura, HAM, care contine
10% SBF sau autoser, umiditate 85%, 5% continutul de CO2 in 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 obtind o scheld pentru regenerarea pulpei dentare care sa contind MEC caracteristica pulpei
dentare, pentru a promova diferentierea odontoblastelor si formarea dentinei.

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

6. Pentru o pastrare ulterioard a pulpei dentare decelularizate, se propune liofilizarea in vid,
ceea ce permite pastrarea ei la temperatura mediului ambiant si facilitarea transportarii.

3. Pentru cultivarea celulelor autologice din pulpa dentara, se recomanda utilizarea
autoserului care poate fi obtinut din sangele periferic al donatorului de dinte. Cantitatea de ser

necesara pentru
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