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INTRODUCERE

Lucrarea intitulata Metode imagistice 2D si 3D utilizate pentru
evaluarea procesului de regenerare osoasa la nivelul structurilor cranio-
optimizare a metodelor imagistice actuale in vederea cresterii valorii
diagnostice subiective in evaluarea procesului de regenerare osoasa la
nivelul structurilor cranio-maxilo-faciale. Nu s-a avut in vedere
capacitatea teoretica a unui echipament sau tehnici, ci rezultatul practic al
aplicarii in realitate. Studiile prezentate in aceastd lucrare au implicat
utilizarea mai multor tehnici de radiografiere si realizarea de analize
histologice, motiv pentru care am decis desfasurarea unor studii pe
animale. Cercetarile experimentale au fost realizate in cadrul UMF Cluj -

Napoca.

STADIUL ACTUAL AL CUNOASTERII

CAPITOLUL I. NOTIUNI DESPRE OS
1.1. STRUCTURA TESUTULUI OSOS

Cunoasterea proprietatilor structurale ale tesutului osos si a derularii
etapelor de regenerare osoasa in diferite conditii ajuta clinicianul in
restaurare a defectelor osoase reprezinta o problema actuala a chirurgiei

dento-alveolare si cranio-faciale.




Biologia tesutului 0sos sub ambele aspecte - plastic sau rigid -
ramane sa fie dirijatd numai sub dinamica remanierii interne osteonice®.
Din punct de vedere al organizarii molecularez, osul, ca organ, are patru
ordine de structura (Petersen).

1.2. EMBRIOLOGIA TESUTULUI OSOS

Atat osul cat si articulagia au originea mezenchimala (teoria
trofoblastica - diferentierea mezodermului)®. in siptimana a 5-a apare
segmentarea membrelor pentru ca, in luna a 3-a, sa se realizeze rotatia
membrelor in axul longitudinal. Osificarea se produce pe modelul
membranos (conjunctiv) al viitorului os. Acest model (ebosa) apare in
saptamana a 3-a a vietii embrionare si pana in luna a 3-a / a 4-a se osifica
dupa 2 modalitati: desmala (sau fibroasd) si enchondralda (sau
cartilaginoasa).

1.3. DINAMICA REMANIERII INTERNE A OSULUI

Activitatea de remodelare si remaniere a osului reprezinta suma
activitatii a milioane de unitati microscopice (osteoni)®,”. Aceastd unitate
celulara microscopica a fost numita de Frost unitate multicelulard de baza
- basic multicellular unit (BMU®) si este conceputa ca o unitate histologica
si microfunctionald, care devine sediul derularii a trei fenomene legate
intre ele intr-un ciclu: A-->R->F

A = activarea, cuprinde timpul de stimulare si de activare cu durata
in ore

R = resorbtia, cuprinde timpul de activare a osteoclastelor si faza de
resorbtie osoasd, sub forma de lacune Hawship in osul trabecular sau de

tunel (canal Havers in osul cortical), cu o durata de 30 de zile




F = formarea, cuprinde timpul de osteoformare, ce dureaza
aproximativ 90 de zile

Mecanismul de baza implicat in biologia tesutului osos, pe toata
durata vietii este, prin urmare, procesul de remaniere’. Procesul de
remodelare longitudinalda si transversala a osului incepe 1in timpul
perioadei fetale si se incheie la 18-20 ani. Procesul de remaniere interna a
osului incepe in timpul perioadei fetale, se accentueaza in copilarie si

continua pe tot parcursul vietii.

CAPITOLUL Il. GREFELE OSOASE
Integrarea si remodelarea adaptativi a grefelor osoase si

substituentilor de os

Grefele osoase sunt curent aplicate in tratamentul modern al
fracturilor si in ortopedia reconstructiva. Rolul lor este atit mecanic cat si
biologic, de accelerare a procesului de formare a osului nou prin
osteoinductie si osteoconductie.

2.1 BIOLOGIA GREFELOR

Succesul integrarii unei grefe osoase este determinat de posibilitatea
transplantului de a-si mentine structura atat in timpul cat si dupa integrare.
Osteoinductia, osteoconductia si osteogeneza, sunt cuprinse in termenul
general de osteointegrare, termen ce descrie interactiunea biologica dintre
grefa si gazda in cursul procesului de integrare osoasa, proces ce include
reactia inflamatorie, ca urmare a interventiei chirurgicale asupra locului de

aplicare a grefei si raspunsul gazdei la materialul grefat, printr-un proces




de proliferare, migrare si diferentiere celulara, care conduce la formarea de
0S nou.

2.2. CLASIFICAREA GREFELOR

Grefele osoase pot fi clasificate astfel: autogrefe, alogrefe si substituenti
de os.

2.3. OSTEOINDUCTIA

OSTEOINDUCTIA reprezinta fenomenul de recrutare a celulelor
stem mezenchimale pluripotente, din patul grefei si diferentierea lor pe
linie osteoformatoare®. Ea este in principal mediata de factori de crestere
ce se gasesc in matricea osoasa (si in cea demineralizata), precum: TGF-p,
BMP, PDGF, IGF, FGF si citokinele.

Superfamilia de polipeptide TGF-f (Transforming Growth Factor-
B), foarte active, multifunctionale, include si proteine morfogenetice
osoase BMP (Bone Morfogenetic Protein), implicate in reglarea cresterii
si diferentierii mai multor tipuri de celule®.

Osteoinductia presupune migrarea, proliferarea si diferentierea
celulelor din osul gazda'®*™. Raspunsul inflamator precoce ce are loc in
primele ore ale implantarii grefei - furnizeaza celule ce se pot transforma
in osteoblaste si precursori vasculari. Un rol critic in determinarea
modelului de incorporare si in succesul grefei osoase il are interactiunea
precoce dintre celula gazdei si grefa?.

Repararea osoasa este facilitata prin intermediul unei arhitecturi
stromale cadru, ce poate fi o grefa osoasa sau, astazi, din ce in ce mai

frecvent, un biomaterial.




CAPITOLUL I111. DEFECTELE OSOASE PERIAPICALE
3.1. DEFINITIA SI MECANISMUL DE PRODUCERE A
LEZIUNILOR PERIAPICALE

Ca si o consecintd a modificarilor patologice survenite la nivelul
pulpei dentare, in sistemul canalar pot fi cantonati numerosi agenti iritanti.
Progresia agentilor iritanti de la nivelul canalelor radiculare la nivelul
tesuturilor periradiculare poate duce la aparitia leziunilor periradiculare. In
functie de tipul si cantitatea agentilor patogeni, precum si de durata
expunerii pot aparea o serie de modificari la nivelul tesuturilor
periradiculare. Iritantii de natura microbiana egreseaza de la nivelul
canalelor radiculare in tesuturile periapicale, initiind la acest nivel
procesul inflamator si implicit procesele alterative a tesuturilor. Conform
numeroaselor studii efectuate atdt patologia pulparda cat si cea
periradiculard nu poate exista fara contaminare bacteriana in prealabil. In
plus, cu cat cantitatea de bacterii patrunsa la nivel periradicular este mai
mare cu atat apare un raspuns inflamator mai puternic.

3.2 CLASIFICAREA REACTIILOR PERIAPICALE

Parodontite apicale acute: parodontita apicald acuta hiperemica
(forma abortivd); parodontita apicala seroasa (difuza); parodontita apicala
purulentd (circumscrisa).

Parodontitele apicale cronice sunt clasificate in functie de criteriul
radiologic si anume®®;

7

s Cuimagine radiologica conturata
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<  Cuimagine radiologica neconturata




CAPITOLUL 1V. EVALUAREA IMAGISTICA A
REPARARII OSOASE

4.1. IMAGISTICA 2D: RADIOGRAFII DIGITALE
Nici o alta inovatie nu a contribuit atat de mult la dezvoltarea

stomatologiei ca radiatiile X descoperite de catre Wilhelm Konrad
Roentgen in noiembrie 1895.
Radiografia digitala

v’ Sistemul digital direct - CCD

v PSP

v Sistemul digital indirect
4.2. IMAGISTICA 3D: CBCT

Modalitati de vizionare radiologica 3D

% Proiectii multiple
= Tomografia (T clasica, CT, Tomosinteza, TACT, CBCT, MCT)
Diagnosticul radiologic este esential in stomatologie. Beneficul
pacientilor este imens, dozele de radiatii putind sa fie ajustate de la

scazute la foarte scazute, tehnicile fiind sigure si bine cunoscute.




CONTRIBUTIA PERSONALA

CAPITOLUL V. PREVALENTA LEZIUNILOR OSOASE
PERIAPICALE LA UN LOT POPULATIONAL SUBURBAN
ROMAN

5.1. INTRODUCERE

Parodontita apicala este termenul general folosit pentru a descrie
procesul inflamator periapical care are loc ca raspuns al prezentei micro-
organismelor si altor factori iritanti in interiorul sistemului
endocanalicular al unui dinte.
5.2. IPOTEZA DE LUCRU

Scopul acestui studiu a fost de a determina prevalenta defectelor
osoase periapicale in functie de standardele de realizare a obturatiei
radiculare la o populatie adulta din Cluj-Napoca realizand o analiza
retrospectiva a radiografiilor panoramice digitale.
5.3. MATERIAL SI METODA

Pentru studiu au fost analizati 4852 de dinti pe radiografii
panoramice digitale. Un medic dentist endodont si un radiolog cu
experimenta au evaluat independent imaginile radiografice. Vizualizarea
s-a facut pe un monitor Lenovo G560E utilizand softul original de
achizitie Ezdent (Vatech Co. Ltd. Korea).

Varstele pacientilor au fost cuprinse intre 19 si 87 de ani.

Criteriile de excludere au fost reprezentate de prezenta a mai putin

de 10 dinti la nivelul cavitatii orale si lipsa tratamentelor endodontice. Au




fost exclusi din evaluare dintii si spatiile periapicale care au prezentat
suprapuneri radiologice cu alte structuri radioopace care au impiedicat
vizualizarea corectd a zonelor de interes.

Criteriile de evaluare au fost urmatoarele:
1) Statusul parodontiului apical a fost evaluat cu ajutorul Indicelui
periapical (IPA) propus de Orstavik et al.** Conform acestuia, starea de
sandtate periapicala este evaluatd prin atribuirea a 5 scoruri dupa cum
urmeaza:

» Scorul 1: tesuturi periapicale integre;

» Scorul 2: usoare schimbari in structura osoasa;

» Scorul 3: schimbari in structura osoasd cu usoare pierderi
minerale;

» Scorul 4: parodontita apicald cu o zona de radiotransparenta bine
definita;

» Scorul 5: parodontita severa cu trasaturi exacerbate.
2) Evaluarea obturatiei radiculare:

» adecvata (obturatie completa fara goluri);

» inadecvata (prezenta golurilor, obturatie radiculara mai scurta cu
mai mult de 2 mm sau supraobturare);
3) prezenta si tipul pivotului radicular: metalic sau din fibra de sticla;
4) prezenta golurilor intre obturatia radiculara si pivoti;
5) prezenta sigilarii coronare prin restaurari directe sau indirecte.

Pentru analiza s-au folosit teste Kruskal-Wallis si Mann-Whitney.




54. REZULTATE

Din totalul de 4852 de dinti evaluate, 764 (15,7%) au fost tratati
endodontic. Femeile au prezentat o incidenta mai crescuta a tratamentelor
endodontice Tnsa fara semnificatie statistica (p>0,05).

Diferente statistice semnificative (p>0,001) s-au descoperit intre
dintii tratati endodontic la persoane cu varste cuprinse intre 19 - 30 ani si
intre 30 - 44 ani precum si peste 45 ani. Intre ultimele doud grupe de
varsta nu s-au descoperit diferente statistice semnificative (p>0,025).

Majoritatea tratamentelor endodontice s-au observat la grupul cu
varste cuprinse intre 45-65 ani, grup in care prevalenta tratamentelor
creste direct proportional cu varsta. Prevalenta tratamentelor endodontice
este 15,7%.

% Tipul dintelui tratat

Din 764 dintii tratati endodontic, 297 (38,8%) au fost dinti frontali si
467 (61,2%) au fost dinti laterali.

Cel mai frecvent tratati sunt premolarii maxilari si dintii frontali
maxilari. Incisivii mandibulari au cea mai mica incidenta a tratamentelor
endodontice.

s Calitatea obturatiei radiculare asociati cu parodontita
apicala

Din 764 dinti obturati radicular, 49,6% prezinta defecte osoase (scor
> 1) si 50,4% au fost consSiderati ca fiind obturati necorespunzator din
punct de vedere al realizarii tehnice a tratamentului endodontic.

A fost descoperitd o corelatie puternicd intre prezenta patologiei

periapicale si tratamentul endodontic inadecvat. La dintii la care s-au




realizat tratamente endodontice inadecvate, defectele osoase apar de 11,71
ori mai frecvent (p<0,001) decat la dintii cu tratamente endodontice

realizate corect (Fig. 5.1).

Prevalenta parodontitei apicale (PA) in corelatie cu
calitatea tratamentului endodontic

W PAladinti cu tratament
endodonticinadecvat

PAla dinti cu tratament
endodontic adecvat

Fig. 5.1. Prevalenta PA in corelatie cu calitatea tratamentului endodontic

®,

% Dinti tratati endodontic cu pivoti metalici sau din fibra de

sticla si defecte osoase.

Pivotii metalici au fost prezenti la 28,7% din dintii tratati

endodontic. 52,2% dintre acestia prezinta si defecte osoase.

Doar la 1% din cazurile analizate s-au observat pivoti din fibra de
sticld si la 25% din acestia au fost asociati cu defecte osoase.

Scorul periapical pentru dintii tratati endodontic fara pivoti metalici
sau din fibra de sticla a fost cuprins intre cele doua categorii de mai sus.
Dintii cu pivoti metalici au avut scoruri periapicale mai crescute (IPA=

1,99) in comparatie cu cei la care s-au aplicat pivoti din fibra de sticla p <
0,016 (Fig. 5.2) .




Indicele periapical (IPA) mediu corelat cu
tipul de pivot utilizat

1,42 1.25

Dinti fara pivot Dinti cu pivot din Dinticu pivot
fibra de sticla metalic

Fig.5.2. IPA mediu corelat cu tipul de pivot utilizat

% Relatia dintre golul apirut intre pivot si obturatia
radiculara si existenta defectelor osoase

Parodontita apicald cu scoruri crescute este statistic reprezentativa la
dintii care prezinta goluri intre obturatia radiculara si pivot p < 0,05.

Dintii care nu au prezentat goluri intre pivotul radicular si obturatia
radiculard au fost 127, iar rata parodontitei apicale a fost de 8,1%. Au
existat 93 de dinti (42%) care au prezentat goluri intre obturatia radiculara
si pivot. Dintre acestia 48 (51,6%) au suferit modificari ale tesuturilor
periapicale.

% Sigilarea coronara

Dintii nesigilati coronar au prezentat un scor periapical statistic
semnificativ mai crescut (2,61) comparativ cu dintii tratati endodontic si
sigilati coronar prin obturatii (1,63) sau dinti la care s-au aplicat coroane

(1,85) p < 0,001 (Fig. 5.3).




Indicele periapical (IPA) mediu corelat cu
tipul restaurarii dentare

2.6
1.85 1.6 1.63

Dinte nesigilat PFU/PPF Obturatie amalgamObturatie compozit

Fig.5.3. IPA mediu corelat cu tipul restaurarii dentare
5.5. DISCUTII

Prevalenta parodontitei apicale la dintii tratati endodontic si analizati
in cadrul acestui studiu a fost de 47,3%, rata care este mai mare decat cea
obtinutd de alte studii (Lopez, in 2012 a raportat o prevalenta de 26%;
Persic et al., in 2011, a determinat o prevalenta de 25,5-46,2 % la diferite
tipuri de dinti; Peters et al. a gasit o prevalenta de 24,1%; Kim, in 2010 a
raportat o prevalenta de 22.8%"; Kabak, in 2005, a gisit o prevalentd de
45% ®. Lupi et al. a raportat, in 2002, o prevalenta de 31,5% *', Ozbas et
al. au raportat, in 2011, o prevalenta de 37,99%).

Studii ale prevalentei parodontitei periapicale s-au efectuat si in alte
regiuni ale Romaniei, spre exemplu Bucuresti sau Moldova, aratand date
similare cu cele ale studiului nostru (Cotrut et al., in 2011, au raportat o
prevalentd de 57,19%"%; Melian & Salceanu et al., in 2009, au gasit o
prevalentd de 55,4%). Aceastd prevalentd poate fi asociatd cu afectarea
periapicald initiala cu care se prezintd pacientul in cabinet inaintea

efectuarii tratamentului endodontic si care afecteaza rata de succes a




acestuia®®. Altd cauza de esec este reprezentatd de neutilizarea digii in
cursul tratamentului endodontic care are, de asemenea, un impact negativ.

Prevalenta parodontitei apicale este si mai crescuta la dintii cu
obturatii radiculare necorespunzatoare, aceasta fiind de 79% in studiul
nostru (Al-Omari a raportat, in 2011, o prevalenta a parodontitei apicale
de 87% din cauza obturatiilor radiculare necorespunzatoare®’).

Indicele periapical scazut (IPA=1,99) asociat cu prezenta pivotilor
metalici poate fi explicat prin faptul ca acestia se utilizeaza la dinti cu
pierderi marcate de substanta dentara si o cantitate scazuta de dentina dupa
preparare?.

Dintii tratati endodontic care prezinta pivoti din fibra de sticla
prezinta scoruri periapicale mai bune (IPA=1,25) decat cei cu pivoti
metalici sau cei fara pivoti. Un motiv ar fi cimentarea pivotilor din fibra
de sticla cu cimenturi rasini care au capacitate mare de adeziune,
insinuandu-se pe toata suprafata canalului radicular astfel Tmpiedicand
infiltratiile?®,*,%.

Eckerbom et al. sustin ca dintii care prezinta pivoti au o rata mai
crescutd a parodontitei apicale decat alti dinti tratati endodontic®®. Pe de
alta parte, Tronstad et al., sustin ca prezenta pivotului radicular nu
afecteaza tesuturile periapicale decat in Situatia in care obturatia radiculara
este mai scurtd cu 3mm. In orice caz, rata de succes a tratamentului
endodontic nu este influentata de tipul de pivot utilizat pentru
restaurare”’, %,

Este bine stiut faptul ca rata de succes a tratamentului endodontic

este influentatd negativ de prezenta golurilor de la nivelul obturatiei




radiculare deoarece creste riscul aparitiei si mentinerii inflamatiei
tesuturilor periapicale® *.,

Datele studiului nostru indica o asociere de 6 ori mai crescutd a
inflamatiei tesuturilor periapicale cu golurile prezente la nivelul obturatiei
radiculare. Parodontita apicala este corelata si cu diametrul golurilor
obturatiei, cu cat acestea sunt mai mari cu atat rata de succes e influentata
mai pregnant in sens negativ. Dintii anteriori au o ratd de succes mai
crescutd decat dintii posteriori®*,*? %,

5.6. CONCLUZII
Pentru dintii tratati endodontic, regenerarea osoasd periapicala este

direct corelata cu sigilarea coronara si endodontica cat mai etansa.

CAPITOLUL VI. ANALIZA IMAGISTICA A
DEFECTELOR OSOASE ARTIFICIAL CREATE IN VIVO
UTILIZAND SENZORI DIGITALI CCD SI CBCT

6.1. INTRODUCERE

Procesul de regenerare si vindecare osoasa este complex, evaluarea
exactda a defectelor impunandu-se in vederea stabilirii conduitei
terapeutice. Cercetarile ultimilor ani s-au focalizat pe aflarea unei metode
non invazive care sa ofere posibilitatea investigarii si evaluarii defectelor
osoase, corelat cu procesul de regenerare osoasa, venind astfel in sprijinul
medicului.

Studiile efectuate pand in prezent nu au prezentat o metoda de

electie pentru evaluarea etapelor restaurarii defectelor osoase™.




6.2. IPOTEZA DE LUCRU

Datorita structurii anizotropice a osului, s-a incercat corelarea
datelor obtinute de la radiografiile bidimensionale cu cele obtinute de la
imaginile 3D. Metodologia propusa in acest studiu are menirea de a
implementa un protocol de investigare si evaluare a procesului de
regenerare osoasa. Datele obtinute prin studiul pe model animal vor
sustine determinarea si utilizarea celei mai adecvate metode analitice de
investigare a regenerarii osoase. Cercetarea de fatd 1isi propune sa
stabileascd o metodd imagisticAi non invazivd de maxima acuratete,
aplicabild atat in vitro cat si in vivo pentru evaluarea etapelor restaurarii
defectelor osoase. Obiectivul primar al cercetarii a fost analiza
comparativa a metodelor imagistice 2D si 3D.
6.3. MATERIAL SI METODA

Pentru acest studiu am folosit 46 soareci de laborator (lat. Rattus
Norvegicus) din linia Wistar (Biobaza UMF Cluj), cu varsta cuprinsa intre
8 si 12 luni si cantarind intre 200 si 300 grame, de ambele sexe. Am
realizat un studiu pilot intern, cu 15 subiecti pentru a calcula talia
esantionului. Culegerea datelor a fost realizatda prin esantionare
longitudinala prospectiva de tip expus nonexpus.

Subiectii au fost tinuti intr-un ambient controlat cit priveste
umiditatea, temperatura si ciclurile de lumind/intuneric: Conditiile de
biobaza au respectat normele europene standard de vivariu si de protectie
a animalelor. In timpul experimentului nu au existat restrictii alimentare
(dieta comerciald "standard") sau de lichide (apd). Am realizat distributia

itemilor in doud loturi identice, martorul si defectul de studiu fiind




prezenti la nivelul aceluiasi subiect. Am realizat 2 defecte osoase induse
chirurgical, la nivelul osului parietal sting si drept. Ambele defecte osoase
create au avut forma rotunda, cu un diametru de 5 mm.

Diastazisul osos obtinut la nivelul osului parietal drept nu a fost
acoperit cu materiale  osteoconductoare, osteoinductoare  sau
osteogenetice. Diastazisul osos obtinut la nivelul osului parietal stang a
fost acoperit cu material aloplastic (Osteoset Pellets, Bone Graft
Substitute, Wright Medical Technology, Inc., USA).

LOT I (n=23) — itemii au fost sacrificati la 2 luni

LOT Il (n=23) — itemii au fost sacrificati la 4 luni

Evaluarea imagistica a itemilor

Investigatia imagistica digitala, bidimensionala, am realizat-o pe
calotele prelevate de la subiectii sacrificati, la 2 si la 4 luni de la
interventia chirugicala, cu ajutorul aparatului Heliodent DS, Sirona Dental
System (DC, 70kV, 7mA, 0.12 s), CCD sensor si a softului RVG
Visiodent, din cadrul Laboratorului de Imagistica al Facultatii de
Medicina Dentara, UMF Iuliu Hatieganu, Cluj-Napoca.

Investigatia imagistici tridimensionald de tip Cone Beam
Computer Tomograf am efectuat-o pe calotele subiectilor sacrificati, cu
ajutorul aparatului New Tom 3G, QR ltalia, din cadrul Laboratorului de
Imagistica al Facultatii de Medicina Dentara, UMF Iuliu Hatieganu Cluj-
Napoca.

Toate imaginile au fost individual evaluate de 2 observatori

independenti, medici specializati in radiologie si chirurgie maxilofaciala in




aceleasi conditii de vizualizare (monitor Lenovo D221, 22 inch) utilizand
software-urile originale de achizitie.

Evaluatorii au masurat marimea defectelor de pe fiecare imagine
inregistrand diametrul cel mai mare si cel mai mic al defectelor, realizand
ulterior media diametrelor pentru fiecare defect. Rezultatele acestei
investigatii au fost numerice, dimensiunea defectului inregistrandu-se in
mm. Am analizat mai multe tipuri de variabile dupa cum urmeaza:

- variabile cantitative continute: marimea defectului osos creat

- variabile calitative: sex - 2 clase: masculin si feminin

Pentru masurarea gradului de reproductibilitate intra si
interobservationala pentru date de tip calitativ am folosit Indicele K de
reproductibilitate, respectiv Indicele Kappa de reproductibilitate
corectat®™. Pentru toate testele am considerat valoarea critica alfa de 0,05.
Toate testele au evaluat conform valorii lui p bilateral. Datele au fost
stocate intr-un document Microsoft Excel.

Analiza interobservationald in cazul interpretdrii imaginilor a fost

facutd pentru toate imaginile utilizand testul Mann Whitney si Wilcoxon.

6.4. REZULTATE
In urma realizarii masuratorilor am obtinut urmatoarele rezultate:
Imagini CCD

Tabel 6.1. Media diametrelor defectelor osoase masurate pe imagini
CCD, la subiectii la care nu s-a aditionat material 0s0s.

Lot N Media(mm) | Deviatia Eroare medie
standard

Lot 1 (2 luni) 20 | 4.620 0.4991 0.1116

Lot 2 (4 luni) 23 | 4.274 0.3493 0.0728




Tabel 6.2. Media diametrelor defectelor osoase masurate pe imagini
CCD, la subiectii la care s-a aditionat material 0s0s.

Lot N Media Deviatia Eroare medie
(mm) standard

Lot 1 (2 luni) 20 | 4.295 0.5698 0.1274

Lot 2 (4 luni) 23 | 3.522 0.5308 0.1107

Imagini CBCT

Tabel 6.3. Media diametrelor defectelor osoase masurate pe imagini CBCT, la

subiectii la care nu s-a aditionat material 0s0s.

Lot N Media Deviatia Eroare medie
(mm) standard

Lot 1 (2 luni) 20 | 4.865 1814 .0406

Lot 2 (4 luni) 23 | 3.465 4960 1034

Tabel 6.4. Media diametrelor defectelor osoase masurate pe imagini CBCT, la

subiectii la care s-a aditionat material 0s0s.

Lot N Media Deviatia Eroare medie
(mm) standard

Lot 1 (2 luni) 20 | 4310 3259 0729

Lot 2 (4 luni) 23 | 2.774 A779 .0996

6.5. DISCUTII
Pentru acest studiu am analizat reparatia osoasa a defectelor artificial

create pe 46 de soareci de laborator, fiecare subiect avand cate un defect
0s0s la care s-a aditionat substituent osos si altul in care nu s-a aditionat.
Subiectii au fost divizati in doua loturi care au fost sacrificate la
interval de 2 si respectiv 4 luni de la momentul interventiei chirurgicale
fiecare lot avand proportii echilibrate de masculi si femele.
Marimea defectului cu material aloplastic este semnificativ mai mica
la lotul 2 (sacrificat la 4 luni), U=69,5, z=-3,91, p<0,001, marimea

efectului dintre cele doua loturi este r=0,59. Marimea defectului fara




material aloplastic este semnificativ mai mica la lotul 2 (sacrificat la 4
luni) decat la lotul 1 la masurarea pe imagini CCD.

Marimea defectelor cu aditie de material aloplastic este semnificativ
mai redusa la lotul sacrificat la 4 luni, U=2, z=-5,55, p<0,001, marimea
efectului dintre cele doua loturi este r=0,84, (foarte mare, conform
criteriilor lui Cohen). Aceasta este in concordanta cu rezultatele altor
studii similare publicate in literatura®.

In ceea ce priveste reparatia osoasa la lotul 2 (sacrificat si evaluat la
4 luni dupd interventia chirurgicald) am observat ca marimea defectului
calculat cu material aloplastic este semnificativ mai mare decat atunci
cand este masuratd farda materiale aloplastice, z=4,20, p<0,001 r=0,87,

consideratd mare, conform criteriilor lui Cohen.

Nu am gasit diferente semnificative statistic la lotul 1 (sacrificat 1a 2 luni)
si intre defectele masurate cu si fara material aloplastic (mm) intre cele 2
metode imagistice CCD si CBCT, p>0,05. Acest lucru poate fi datorat
perioadei de vindecare de numai 2 luni postoperator.

La loturile sacrificate la 4 luni masuratorile realizate de observatori
au aradtat ca defectul mediu masurat, in cazurile aditiei de material
aloplastic, este mai mare la masurarea din radiografiile digitale CCD decat
pe imaginile CBCT, p<0,001 (Fig. 6.1).

Precizia unei masuratori este direct influentatd de rezolutia de
achizitie a imaginii, in cazul nostru rezolutia CCD fiind de 22 Ip/mm
comparativ cu 6 Ip/ mm in cazul CBCT insa CBCT este o metoda viabila

pentru detectia structurilor mici®’.




Lot: sacrificat la 4 luni
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Fig. 6.1. Rezultatele analizei statistice a radiografiilor digitale vs. CBCT la
lotul sacrificat la 4 luni — cu material aloplastic

La loturile sacrificate la 4 luni am gasit ca defectul mediu masurat
fara material aloplastic este semnificativ mai mare la masurarea din
radiografiile digitale, p<0,001 ( Fig. 6.2).

Evaluarea reala a procesului de regenerare osoasa este in stransa
legatura cu metoda imagistica utilizata si cu vechimea defectului osos. Am
observat resorbtia biomaterialului si formarea de trabecule osoase noi
utilizdnd ambele procedee imagistice: atat radiografia bidimensionala,

utilizand senzori digitali cat si imagistica 3D, cu ajutorul CBCT.



Lot: sacrificat la 4 luni
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Fig. 6.2. Rezultatele analizei statistice a radiografiilor digitale vs. CBCT la
lotul sacrificat la 4 luni — fara material aloplastic

Sistemul tomografic cu fascicul conic permite masurarea cu precizie
a grosimii osoase si o buna acuratete in evaluarea regenerarii defectelor

0S0ase mici.

6.6. CONCLUZII

Toate imaginile au aratat ca procesul de regenerare osoasd a fost
imbunatatit de utilizarea materialului aloplastic, imaginile CBCT
reprezentdnd o metodad precisd non-invaziva pentru evaluarea vindecarii

defectelor osoase.



CAPITOLUL VII. EVALUAREA HISTOLOGICA A
VINDECARII OSOASE A DEFECTELOR ARTIFICIAL
CREATE LA ANIMALE

7.1. INTRODUCERE
Cunoasterea derularii etapelor de regenerare osoasa in diferite

condifii ajutd clinicianul 1n alegerea variantei optime de diagnostic si
tratament. Radiografiile digitale CCD si CBCT pot fi utilizate ca metode
viabile in evaluarea regenerdrii defectelor osoase. CBCT poate determina
calitatea osului reprezentata prin densitatea minerald osoasa, arhitectura
osoasd, orientarea 3D a trabeculei si proprietatile matricei. Evaluarea
histologica este frecvent utilizata ca modalitate de confirmare a metodelor
imagistice de evaluare.
7.2. IPOTEZA DE LUCRU

Scopul acestui studiu a fost de a analiza histologic reparatia
defectelor osoase. Obiectivele avute in vedere au inclus interpretarea si
stabilirea relatiilor statistic-semnificative intre parametrii utilizati in
investigarea procesului de regenerare osoasa: scor de vindecare in baza
fisei de evaluare histologica, histometrie, investigatie radiologica cu
radiografie digitala, investigatie imagistica CBCT.
7.3. MATERIAL SI METODA

Am folosit pentru acest studiu soareci apartinand liniei Wistar (lat.
Rattus Norvegicus), cu o distributie echilibrata pe sexe, cu varsta Cuprinsa

intre 8 si 12 luni si cantarind intre 200 si 300 de grame.

LOT I - la subiectii inclusi in acest lot am realizat 2 defecte osoase

induse chirurgical, la nivelul osului parietal stang si drept. Ambele defecte




osoase create au avut forma rotunda, cu un diametru de 5 mm. Diastazisul
osos obtinut la nivelul osului parietal drept nu a fost acoperit cu materiale
osteoconductoare, osteoinductoare sau osteogenetice. Diastazisul 0sos
obtinut la nivelul osului parietal stang a fost acoperit cu material aloplastic
(Osteoset).

LOT Il — la subiectii inclusi in acest lot s-au realizat 2 defecte
osoase induse chirurgical, la nivelul osului parietal stang si drept.
Dimensiunile, formele si pozitionarea defectelor osoase create chirurgical
au fost identice cu cele din lotul I.

Fiecare lot a fost format din 23 subiecti. Sacrificarea subiectilor
inclusi in studiu a fost efectuata la 2 si respectiv 4 luni de la momentul
interventiei chirurgicale.

Metoda histologica - Includerea la parafina

v Parafinarea - Incluzia piesei in bloc - Sectionarea blocului de

parafina

Tehnica generala a colorarii sectiunilor - Pregatirea si colorarea
sectiunilor
Colorarea cu hematoxiling — eozinda
Rezultate: nucleii albastru inchis; citoplasma roz-rosu; hematiile rosu
aprins; colagenul roz pal; fibrele elastice roz aprins.
Coloratia tricrom Masson
Rezultate: nucleii cenusiu-roscat; citoplasma roz-violaceu; hematiile
portocaliu; tesutul conjuctiv albastru inchis; tesutul cartilaginos: albastru

deschis; tesutul osteoid rosu intens.



Coloratia Rosu Sirius
Rezultate: nucleii albastru; tesutul conjuctiv rosu; hematiile rosu; fibrele
musculare galben.

Lamele au fost examinate si fotografiate utilizand un microscop
Leica cu sistem de achizitie a imaginilor ICC50HD.

Pentru interpretarea lamelor a fost utilizata o fisa de evaluare
histologica.

Tabel 7.1. Fisa de evaluare histologica

Da Da
Formare osoasa in suprafatd | Central Periferic

Absenta Da A penetrat in
Vascularizatia grefei Da
Limitata la suprafata grefei Da profunzime

Os matur Central Da Periferic Da

Interfata os gazda / Material
Decelabila Nedecelabila
utilizat pentru plastie

““




Prezente central

Osteocite Absente
Prezente periferic

Prezente central
Trabecule osoase Absente

Prezente periferic

Inflamatie Absenta Da Prezenta Da

Degradare osteoclazica Prezenta central Da
Absenta Da

suport matriceal Prezenta periferic Da

Parametrii urmariti in figsa de evaluare histologica au fost:

e Formarea osoasa in suprafata si profunzime

e Vascularizatia grefei

e Prezenta osului matur sau imatur

e (alitatea osului format la interfata pat receptor a gazdei si
material utilizat pentru plastie

e Prezenta osteoblastelor, osteocitelor, osteoclastelor

e Prezenta trabeculelor osoase si a canalelor haversiene

e Prezenta tesutului de granulatie

28



e Prezenta inflamatiei
e Degradarea osteoclazica a suportului matriceal
e Inlocuirea suportului matriceal cu os matur
Fiecarui criteriu urmarit i-am acordat un calificativ numeric
conform unei fise. Sumand scorurile obtinute pentru fiecare parametru am
obtinut scorul de vindecare (Total: 43 puncte). Scorul de vindecare s-a
calculat pentru fiecare subiect in parte. Sistemul de scor histologic se va
baza pe sistemul descris de Solchaga et al®,
Imaginile preluate de pe lame au fost ansamblate intr-0 imagine
unica, panoramica, a intregului preparat folosind programul Adobe
Photoshop CS6 cu functia sa ”Photomerge”. Imaginile astfel obtinute au

fost masurate cu softul Cell®A al firmei Olympus dupi prealabila calibrare

a acestuia cu raportul de marire (40x) folosit la fotografiere.

7.4. REZULTATE

Tabel 7.2. Rezultatele masuratorilor histologice

Defect Gran

Patt Os masurat % Resturi  uloa Sacri Scorul de
Caz ern central Fibros (mm) osificare material me Sex ficare Lot  vindecare
F1 P2 3.30 44 7.7 4285 Nu Nu F 2| 1 27
F2 P7 10.2 0 10.2 100 Nu  Nu F 2| 1 34
F3 P7 155 0 155 100 Nu Nu F 2 1 34
F4 P4 5.1 47 9.8 52 Nu Nu F 2 1 35
F5 P8 100 Nu  Nu F 2l 1 34
F6 P4 75 3.95 11.45 655 Nu Nu F 2l 1 35
F7 P6 100 Nu Nu F 2 1 36
F8 P3 47 7 11.7 4017 Da Da F 2 1 39
F9 P3 29 46 75 3866 Da Da F 2l 1 38
F10 P3 0.9 8.56 9.46 95 Da Da F 2l 1 37
F11 P3 25 5.9 8.4 297 Da Da F 2 1 38
F12  P3 1.8 7.25 9.05 1988 Da Da F 2 1 37
M1 P3 7 39 10.9 6422 Da Da M 2l 1 39
M2 P3 3.15 8.47 11.62 271 Da Da M 2l 1 36
M3 P3 6 2.68 8.68 6912 Da Da M 2| 1 39
M4 P6 100 Nu  Nu M 2| 1 37
M5 P3 2.79 7.06 9.85 2832 Da Da M 2l 1 38



M7 P3
M8 P3
F1 P3
F2 P3
F3 P5
F4 P4
F5 P5
F6 P3
F7 P6
F8 P3
F9 P6
F10  P3
F11 P7
F12  P6
M1 P3
M2 P4
M3 B8
M4 P3
M5 P6
M6 B8
M7 B8
M8 P3
M9 P3
M10  P6
M1 P1

Caz

F1
F2
F3
F4
FS
F6
F7
F8
F9
F10
Fll
F12

10
29
25
4.9
25
6.3
52
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Defect

masurat - cu

material
aloplastic

Defect

masurat -
fara material
aloplastic

74  Nu Nu
3333 Nu Nu
1923 Da Da
4666 Da Da
2336 Da Da
5887 Da Da
5268 Da Da

672 Da Da
3146 Nu Nu
100  Nu Nu
27 Da Da
100 Nu Nu
3444 Da Da
100  Nu Nu
100 Nu Nu
36.5 Da Da
100 Da Da
3544 Da Da
3571 Da Da
100  Nu Nu
4545 Da Da
2252 Da Da
3837 Da Da
4245 Da Da
100 Nu Nu

0 Da Da

Distanta

dintre

% Vindecare

defecte(mm)

2.8

31
35
2.4
2.4
2.5

2.5
2.7
33
2.5

26.66666667
27.02702703
31.31313131
34.65346535
21.81818182
20.86956522
21.55172414
24
21.18644068
22.88135593
25.38461538
20.83333333
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===z ==Z====TTMTWTMTMTMTTMTMTATMTA=S==
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21
21
21
21
21
21
21
21
21
21
21
21
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Tabel 7.4. Mdsuratori lame Lot 2 — 4 luni (femele)

Defect Defect
masurat - cu| masurat - Distanta

material |fara material dintre % Vindecare Sex Sacrificare
aloplastic aloplastic |defecte(mm)

171 32 3.9 45 38.79310345 17 4 2
F2 34 37 43 37.71929825 F 41 2
F3 28 3.6 4.1 39.04761905 E 4 2
F4 2.1 2.9 49 49.49494949 E 4 2
F5 22 33 46 45.54455446 Ifl 4 2
F6 23 32 39 41.4893617 F 41 2
F7 2 28 5 51.02040816 E 4 2
F§ 2.1 2.8 5.2 51.48514851 15 4 2
F9 22 2.7 53 51.96078431 I7l 4 2
F10 2.6 33 4.7 44.33962264 F 41 2
F11 2.7 32 49 45.37037037 E 4 2
F1z 22 32 5 48.07692308 I3 4 2

7.5. DISCUTII

Analiza microscopica a lamelor a identificat un set de pattern-uri
de inchidere a defectului osos, reprezentand etape diferite ale procesului
de regenerare osoasd, mergand de la absenta completd a regenerarii
(Pattern 1) si pana la osificarea completa a defectului (Pattern 8).
Absenta completa a oricarei tentative de regenerare osoasa, defectul fiind
acoperit de un tesut conjunctiv/tendinos (col. Rosu Sirius). Pentru fiecare

astfel de caz a fost masurata lungimea ariei tendinoase (Fig. 7.1) .

Prezenta a 3 sau mai mul{i nuclei de osificare centrali separafi de
punti conjunctive tendinoase (col. HE). Pentru fiecare caz cu acest pattern
a fost masuratd lungimea nucleilor de osificare si lungimea ariilor

tendinoase laterale apreciindu-se procentual cat la suta din defect (suma



lungimilor marurate) este osificat. Acest pattern pare a reprezenta o etapa

mai evoluata a pattern-ului 2 ( Fig. 7.2).

P4

Fig. 7.2. Pattern 4 (P4)



Prezenta unei lamele de osificare separate central prin pseudo-
articulatie (de genul celor formate in fracturile neimobilizate) acoperind in
intregime defectul creat (col. HE).

Pentru fiecare caz cu acest pattern a fost masuratd lungimea ariei de
osificare. Acest Pattern pare a fi o etapa mai evoluatd a pattern-ului 3,

ulterioara pattern-ului 5 ( Fig. 7.3).

Fig. 7.3. Pattern 6 (P6)

Acest pattern reprezinta rezultatul final, cel mai evoluat al tuturor
pattern-urilor anterior descrise. Reprezinta de fapt vindecarea completd a

defectului creat.




Fostul defect creat se poate incad observa din cauza absentei insertiei

musculare (vizibile pe margini) pe aria regenerata osos (Fig. 7.4).
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P8

Fig. 7.4. Pattern 8 (P8)

Sintetizand aspectele pattern-urilor detaliate mai sus putem vorbi
de un set de patternuri initial ce evoluaza treptat spre vindecare completa.

Pattern-ul 1 nu evolueaza si nu se vindeca.

Tabel 7.5. Sinteza pattern-urilor

Pattern initial Pattern evoluat Pattern final
1 - -
2 45i7 8
3 55i 6 8

Analizand frecventa pattern-urilor la cele doua loturi putem observa
ca cel mai frecvent a fost prezent patter-ul numarul P3 (2 nuclei de

osificare centrali separati de pseudo-articulatie) de 10 ori la lotul 1 si de 6




ori la lotul 2 ceea ce dovedeste prezenta vindecarii. Absenta completa a
regenerarii (patern 1) a fost prezenta la lotul 2 (M11). La lotul 2 (evaluat
la 4 luni) patter-urile 5, 6 si care indica o bund vindecare sunt prezente la
52,17% dintre subiecti. De mentionat ca paternul 6 (2 subiecti lot 1- 1F,
IM si 5 din lotul 2, 3F si 2M) la toti subiectii (dublu sex feminin
comparativ cu masculin) a prezentat osificare 100%.

Patternul 7 a fost prezent la 2 subiecti (F2, F3) din lotul 1 si 2
subiect din lotul 2 (F11). Paternul 8, deci vindecarea completa a fost
prezent la un specimen din lotul 1, femela F5, pentru ca la 4 luni sa nu mai
fie prezent. Ambele patterne au prezentat osificare 100%. Se poate vedea
ca subiectii de gen F par sa aiba o vindecare mai bund comparativ cu
subiectii de gen masculin, la care apare si singurul patern 1, deci absenta
aspectelor de vindecare.

Pentru a vedea daca exista corelatie intre pattern si scorul de
vindecare precum si intre marimea defectului masurat si scorul de
vindecare intre cele 2 loturi, datele au fost analizate in SPSS versiunea 21
iar testele Chi square si Fisher's Exact Test au fost utilizate pentru
compararea variabilelor.

Deoarece avem ,,100% la a,b,c” pentru validarea rezultatului s-a
facut si Fisher's Exact Test. Dupd cum se vede existd o asociere Intre
variabile mai putin intre lotul 2 si Scor vindecare.

Studiile pe animale au aratat efectul Osteoset asupra vindecarii osoase™’.

Turner si colab. au folosit in studiul lor comparativ sulfatul de
calciu, grefa autogena si vindecarea spontana. Sulfatul de calciu a

demonstrat o biocompatibilitate buna, refacerea osoasa s-a facut fara




raspuns inflamator advers. Cantitatea de os formata cu sulfat de calciu a
fost de aproximativ 4 ori mai mare decat cea a vindecarii spontane si
similari calitativ cu cea dezvoltatd cu grefa osoasa autogena™.

Experimentele pe animale au creat premizele utilizarii produselor pe
baza de sulfat de calciu pentru refacerea defectelor osoase umane®..

Studii recente au demonstrat acest aspect. Un studiu foarte recent a
aratat ca Osteoset-T este un adjuvant eficient in tratamentul osteomielitei
tibiale cronice®.

Feng Y si colab. au folosit in studiul lor OsteoSet® deoarece are
proprietati osteoinductive si osteoconductive cu o ratda de rezorbtie
corespunzatoare cresterii osoase noi (o medie de patru pana la opt
saptamani). Rezultatele studiului au aratat ca materialul poate fi utilizat ca
un substituent ideal pentru grefa osoasd cand este combinat cu grefa
0soasa autologé43.

Pentru analiza si compararea grupurilor testate in acest studiu s-a
folosit o fisa de evaluare histologica la care s-au stabilit scoruri diferite
imaginate de autor. Crissman si colab citat de Gibson-Corley KN, au
sugerat cd un sistem de notare ar trebui sd prezinte trei caracteristici
fundamentale: sa poatd fi definit, sa fie reproductibil si sa produca
rezultate semnificative™.

Scorul histologic poate fi un instrument util pentru evaluarea
tesuturilor analizate si coroborarea constatarilor morfologice. Sistemul de
scor histopatologic pe care |-am descris are capacitatea de a diferentia

severitatea bolii in grupuri mici de animale si este reproductibil.



Fisa de evaluare histologica imaginata in acest studiu are 17
parametri de analizat cu 43 de scoruri per total. Prin sumarea scorurilor s-a
determinat un scor de vindecare, prin intermediul caruia s-au realizat
studiile comparative.

7.6. CONCLUZII

Analiza histologicad a reparatiei osoase (procentul de reparatie

osoasd) aratd corelatia directd intre procesul de vindecare si aditia de

materiale aloplastice.

CAPITOLUL VIII. CONCLUZII GENERALE
1. Prevalenta defectelor osoase periapicale este direct legata de calitatea
tratamentelor endodontice si a sigilarii coronare.
2. Imaginile CCD pot conduce la rezultate false in ceea ce priveste gradul
de reparare osoasa prin sumarea planurilor.
3. Regenerarea osoasa este direct influentata de utilizarea materialelor
aloplastice.
4. Regenerarea osoasa este direct influentata de utilizarea materialelor
aloplastice.
5. Datele obtinute la evaluarea radiologica a reparatiei osoase concorda cu
evaluarea histometrica.
6. Evaluarea histologicd confirmd rezultatele evaludrii radiologice si
CBCT a repararii 0soase.
7. Imaginile CCD au capacitatea de analiza a defectelor osoase mici.
8. CBCT este o metoda viabila pentru analiza regenerarii defectelor

0soase.




Obiectivul pe care si I-a propus acest studiu, de evidentiere a unei
metode imagistice non invazive de maxima acuratete, aplicabila atat in
vitro cat si in vivo pentru evaluarea etapelor restaurarii defectelor osoase,
a dus la concluzia ca imaginile CCD pot conduce la rezultate false in ceea
ce priveste gradul de reparare osoasa prin sumarea planurilor. Imaginile
CCD au capacitatea insa de analiza a defectelor osoase mici.

Sistemul tomografic cu fascicul conic permite masurarea cu
precizie a grosimii osoase $i o bund acuratete in evaluarea regenerarii
defectelor osoase mici. Toate imaginile au aratat ca procesul de regenerare
osoasd a fost Tmbunatatit de utilizarea materialului aloplastic, imaginile
CBCT reprezentand o metodd precisd non-invaziva pentru evaluarea
vindecarii defectelor osoase. Radiografiile digitale CCD si CBCT pot fi
utilizate ca metode viabile in evaluarea regenerarii defectelor osoase.
Evaluarea histologica trebuie asociata ca modalitate de confirmare a
metodelor imagistice de evaluare.

Analiza histologicd a reparatiei osoase (procentul de reparatie
osoasd) aratd corelatia directd intre procesul de vindecare si aditia de
materiale aloplastice. Datele obtinute la evaluarea radiologica a reparatiei
osoase concorda cu evaluarea histometrica. Din toate acestea a rezultat, in
acest model experimental, ca datele obtinute prin studiul pe model animal
au determinat si sutinut utilizarea celei mai adecvate metode analitice de
investigare a regenerarii osoase, CBCT.

Metodologia propusa in acest studiu are menirea de a implementa un

protocol de investigare si evaluare a procesului de regenerare osoasa.
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