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INTRODUCERE

Resorbtia crestei alveolare consecutiva pierderii dintilor este un fenomen comun. Ulterior
extractiei unui dinte, creasta alveolara descreste foarte rapid in Iatime si inaltime, cu o pierdere
de aproximativ 40-60% in primii 3 ani, dupa care procentul scade la 0.25-0.5% pierdere anuala
ulterioara. Conceptul de regenerare osoasa a aparut ca Si o consecinta fireasca a nevoii de
reabilitare orald a pacientilor partial sau total edentati, care nu beneficiaza de o ofertd osoasa
suficienta restaurarilor protetice traditionale sau a celor pe implanturi dentare. Reabilitarea orala
a pacientilor partial sau total edentati cu ajutorul implanturilor dentare a devenit un tratament de
rutina in ultimele decade, cu rezultate viabile pe termen lung.

Utilizarea terapiei laser in domeniul implantologiei are o aplicabilitate larga, datorita
efectului pozitiv pe care il exercita radiatia laser asupra proceselor de reparatie tisulara. Rolul
fotobiomodularii in cadrul proceselor de vindecare, reparare Si regenerare osoasa au avut la
baza studiile anterioare, care au demonstrat faptul ca fibroblastii iradiati prin fotobiomodulare au
produs o cantitate mai mare de colagen. Pe acelasi rationament, s-a mers mai departe,
considerandu-se ca osteoblastii iradiati cu laser vor fi stimulati in vederea formarii matricei
osteoide. Datorita efectelor pozitive asupra metabolismului osos, observate in special in cazul
consolidarii fracturilor, utilizarea laserului terapeutic cu nivel energetic scazut (denumit in
continuare LLLT sau fotobiomodulare) a fost incurajatd in practica clinica. Efectele legate de
biomodulare includ vascularizatie crescuta, cresterea activitatii osteoblastice, organizarea de
fibre de colagen si schimbari in nivelul mitocondrial si intracelular de adenozin trifosfat. Este o
metoda neinvaziva de a stimula osteogeneza si de a accelera vindecarea defectelor osoase™™.

OBIECTIVELE STUDIULUI

Primul obiectiv a constat in realizarea unui model experimental care sa permita
reproducerea studiului pe un numar suficient de subiecti, astfel incat rezultatele sa poata fi
evaluate din punct de vedere statistic. Studiul de fata isi propune sa utilizeze defecte create Tn
calvaria animalelor de studiu, acesta find un model versatil, care permite evaluarea
biomaterialelor si a ingineriei tesutului osos abordate ntr-un sit ortopedic reproductibil si lipsit de
incarcare cu forte mecanice.

Cel de-al doilea obiectiv face referire la cunoasterea rolului si a beneficiilor terapiei
laser in cadrul procedurilor de augumentare si regenerare osoasa. Pentru a obtine efectele
dorite, operatorul trebuie sa stapaneasca cunostinte solide legate de utilizarea terapiei laser,
care includ: dozele de radiatie, punctele de aplicare a acesteia, specificitatea lungimii de unda
indicate in tratamentele postchirurgicale, intrucét utilizarea incorecta a radiatiei laser poate
provoca efecte necontrolate la nivelul tesuturilor orale. Efectele biomodularii, Tn asociere cu
biomateriale in procesele de reparare a defectelor osoase, au nevoie de studii suplimentare,
intrucét s-au constatat raspunsuri diferite din partea organismului gazda.

Un al treilea obiectiv si aspect particular al acestei cercetari il constituie stimularea
colaborarii cu centre internationale specializate in acest domeniu, care sunt interesate, la randul
lor, sa-si aduca contributiile in aceste directii de interes medical. Publicarea studiilor multicenter
are un rol determinant in evaluarea si implementarea eficientd a acestor metode de tratament.
Obtinerea acestui deziderat se intentioneaza a fi realizata integrand in prezentul studiu mai
multe tehnologii cu specificitate si aplicabilitate in domeniul nostru de interes, si anume micro-CT
utilizadnd radiatia Synchorotron, tomografia in coerentd optica, tomografia computerizatd cu
fasicul conic si standardul de aur in ceea ce priveste evaluarea calitativa a repararii osoase —
analiza histologicd. In felul acesta, urmarim s& evaludm procesul de reparare osoasa in
complexitatea sa, nu doar din punct de vedere cantitativ sau al microarhitecturii osoase, ci si din
punct de vedere calitativ, al componentei si al gradului de mineralizare, pentru a obtine o vedere
de ansamblu asupra rezultatelor obtinute prin tehnica propusa.

In prima parte a tezei sunt prezentate o serie de notiuni din literatura de specialitate, care
reprezinta stadiul actual al cunoasterii in domeniul de interes si care urmeaza cateva directii
de cercetare: fiziologia tesutului osos si mecanismul biologic al vindecarii osoase, prevenirea



resorbtiei alveolare si conceptul de regenerare osoasa ghidata, materiale de substitutie osoasa
si membrane utilizate Tn tehnicile de regenerare osoasa ghidata, metode de evaluare a cantitatii
si a calitatii substratului osos, mecanismul, rolul si beneficiile terapiei laser in cadrul procedurilor
de augumentare si regenerare osoasa, generalitdti cu privire la fotobiomodulare in sfera
medicinei dentare, doza de radiatie laser, mecanismul de actiune al fotobiomodularii laser,
efectele radiatiei laser la nivelul tesutului osos.

in partea a doua sunt prezentate pe larg materialele, metodele si rezultatele obtinute prin
cercetarile personale.

REZUMATUL CONTRIBUTIILOR PROPRII

I. STABILIREA MODELULUI ANIMAL, INTERVENTIA CHIRURGICALA SI
TRATAMENTUL DE FOTOBIOMODULARE

in prima parte a studiului, s-a decis utilizarea sobolanului de laborator, rasa Wistar.
Am stabilit ca regiunea supusa cercetarii sa fie calvaria (osul parietal), datorita avantajelor
expuse anterior, iar dimensiunea defectului critic a fost stabilitd la 5 mm. Studiul a obtinut
acordul Comisiei de Etica din cadrul Universitatii de Medicina si Farmacie "Victor Babes” din
Timisoara si a inclus 24 de sobolani Wistar cu o greutate medie de 287 g (interval 247-312
g)- Animalele au fost impartite in 3 grupe de studiu, fiecare dintre acestea avand 3 perioade
de timp diferite, pe parcursul carora s-a observat procesul de vindecare osoasa:

- grupul control negativ (NC), la care se vor crea defecte critice de 5 mm in regiunea
calvariei, dupa care animalele vor fi suturate si Iasate sa se vindece spontan, pentru
o perioada de 14, 21, respectiv 30 zile

- grupul de control pozitiv (PC) la care se vor crea defecte critice de 5 mm in regiunea
calvariei, se va realiza aditia defectelor cu xenogrefa si membrana de colagen, dupa
care animalele vor fi suturate si lasate sa se vindece pentru o perioada de 14, 21,
respectiv 30 zile

- grupul de studiu (+LLLT), la care se vor crea defecte critice de 5 mm in regiunea
calvariei, se va realiza aditia defectelor cu xenogrefa si membrana de colagen si se
va aplica tratament de fotobiomodulare imediat postoperator si ulterior, in zile
alternative, pentru o perioada de 14, 21, respectiv 30 zile.

Grupul de studiu este expus radiatiei laser cu nivel energetic scazut, utilizdnd un
echipament Galiu-Aluminiu-Arseniu (IRRADIA Mid-Laser Stockholm, Suedia), cu lungime de
lucru 808 nm, urmand un protocol stabilit de colectivul nostru de cercetare: 2J/cm? in prima,
a doua si a treia zi dupa interventia chirurgicala, apoi alternativ (1 zi iradiere, 1 zi pauza) in
urmatoarele 14, 21, respectiv 30 zile, in functie de grupul de studiu din care subiectul animal
face parte. Protocolul de biomodulare a presupus utilizarea ghidului de plastic realizat
intraoperator, pentru a replica aceeasi pozitie precisa, in cele 5 puncte de livrare a energiei
luminoase : un punct situat central, in mijlocul defectului si patru puncte situate diametral
opus, pe marginile defectului de 5 mm.

Il. STUDIUL ESANTIOANELOR PRELEVATE CU AJUTORUL
MASTER SLAVE OCT

SCANAREA ESANTIOANELOR RECOLTATE

Pentru a studia formarea de tesut osos nou in interiorul defectului - cu sau fara
materialul de aditie - fiecare dintre cele patru cadrane ale defectelor este imaginat separat,
cu ajutorul sistemul dezvoltat intern CMS / SS OCT. Interfata cu marginile defectului,
respectiv cu osul nativ, este de interes special, pentru a studia procesul de neoformare
osoasa, care, cel mai adesea, este initiat de la periferia defectului osos.



Pentru a utiliza sistemul multimodal CMS / SS OCT in evaluarea cantitativa a
vindecarii osoase, diferitele tipuri de tesut osos trebuie sa fie percepute distinct pe fiecare
imagine en-face obtinuta in timpul procesului imagistic. Pragurile de luminozitate trebuie,
prin urmare, sa fie alocate fiecarui tip de tesut osos, ludnd in calcul diferentele de
mineralizare dintre acestea. Pentru aceasta, a fost dezvoltat un software care sa permita
stabilirea pragurilor de luminozitate si sa genereze, pe baza acestora, volumele procentuale
ale tipurilor de tesuturi investigate.

REZULTATE $I DISCUTII

Software-ul CMS pentru reconstructia 3D / volumetrica a probei produce 600 de
imagini pe un interval axial de 1,6 mm, pentru toate cele patru cadrane. Formarea de tesut
0s0s nou, slab sau in curs de mineralizare, este comparata intre cele trei grupuri, efectuate in
trei momente ale timpului: (1) t1 = 14 zile, (Il) t2 = 21 zile si (Ill) t3 = 30 zile. Astfel, rezulta
afisarea cu 12 imagini obtinutd de pe suprafata de 2,8 x 2,8 mm? a unui cadran - pentru fiecare
dintre probele luate in considerare. Investigatiile, precum si statisticile efectuate asupra
datelor obtinute au inclus toate cele patru cadrane si, astfel, intreaga zona de interes,
inclusiv periferia defectului, ca o modalitate de a reduce erorile cu privire la intreaga curbura
a esantionului si la cantitatea de os nativ inclus in anumite imagini.

Analiza statistica evidentiaza informatiile obtinute cu privire la curba de vindecare a
tesutului osos: prin efectuarea unei comparatii intre cele trei grupuri de studiu rezultatele au
aratat diferente semnificative in procesul de vindecare, in functie de momentul vindecarii si
de tratamentul aplicat. S-au constatat diferente cu semnificatie statistica intre cele doua
grupuri de control, pozitiv B si negativ A. Procentul osului nou format a fost mai mare pentru
perioada de vindecare de 30 de zile decat pentru 21 sau 14 zile, ambele pentru control
negativ, Grupul A si pentru controlul pozitiv, Grupul B. Cea mai importanta variatie a fost
gasita prin efectuarea unei comparatii intre grupurile B si C, evaluand astfel efectul
fotobiomodularii asupra procesului de vindecare a tesutului osos, in cazul aplicarii tehnicilor
de regenerare tisulara ghidata. Diferente semnificative au fost constatate de-a lungul
analizei statistice pentru perioada de vindecare de 21 de zile, unde s-a observat ca radiatia
laser a avut cel mai mare efect, prin inducerea formarii celei mai mari cantitati de os nou.
Rezultatele obtinute cu OCT au fost confirmate la efectuarea examinarii histologice a
probelor.

Rezultatele obtinute Tn cadrul studiului prezent sugereaza ca efectele pozitive ale
fotobiomodulérii asupra proceselor de reparatie osoasa depind de timp, avand un impact
mai mare in timpul fazelor initiale ale vindecarii. Aceasta concluzie este sustinuta de
rezultatele altor grupuri de cercetare, care au utilizat alte metode de investigare decat OCT*>
’. Analiza histologica calitativa si analiza histometrica au aratat c& fotobiomodularea poate
imbunatati procesul de formare a osului in defectele osoase umplute sau nu cu grefa osoasa
bovir;é, dar fara a accelera resorbtia particulelor din acest material in interiorul defectului
0S0s”.

CONCLUZzII

O analiza cantitativa a procesului de vindecare a defectelor osoase de la nivelul
calvariei rasei Witsar a fost realizata folosind tomografia in coerenta optica. Din cunostintele
detinute pana in prezent, aceasta este prima data cand OCT a fost folosit ca instrument
pentru a evalua efectele fotobiomodul&rii cu laser asupra regenerarii osoase. In ciuda
limitarilor inerente ale metodei, rezultatele obtinute si statisticile efectuate utilizand OCT au
fost in acord cu studiile anterioare care au abordat vindecarea osoasa folosind alte metode,
inclusiv standardul de aur al evaluarii calitative a tesutului osos, examinarea histologica.

Ca atare, consider ca aceasta cercetare reprezintd un progres in ceea ce priveste
imagistica en-face ca metoda de evaluare a regenerarii osoase. Avantajul major al metodei
este ca poate fi aplicata pentru evaluari in vivo, folosind probe de mana cu scanare laser in
cavitatea orald® .



lll. STUDIUL HISTOLOGIC AL ESANTIOANELOR PRELEVATE

EXAMINAREA HISTOLOGICA A PROBELOR

Desi invaziv si sensibil ca tehnica de lucru, standardul de aur in ceea ce priveste
procesele de vindecare tisulara ramane examinarea histologica, motiv pentru care studiul
experimental condus include realizarea si interpretarea sectiunilor histologice. O serie de
parametri biologici trebuie sa fie evaluati in repararea defectelor osoase, de exemplu,
cantitatea de os nou format, resturile de biomateriale, celulele prezente, vascularizatia si
porozitatea biomaterialului, reactia inflamatorie sau cea de corp strain.

in cazul de fata, probele obtinute in urma experimentului animal au fost fixate in
solutie de formol 10%, urmata de un agent de decalcifiere moderat. Blocurile de parafina
rezultate in urma prelucrarii au fost folosite pentru a realiza sectiuni suplimentare (grosime
de 4 ym, Thermo Scientific ™ HM 355S Automatic Microtome, SUA), care au fost colorate
cu hematoxilind si eozina (HE) si au fost examinate in continuare la un microscop Leica
DM750 (Leica Microsystems, Wetzlar, Germania).

REZULTATE ANALIZA HISTOLOGICA

Examenul histologic a evidentiat aspecte interesante, diferite pentru grupele NC
(control negativ), PC (control pozitiv) si +LLLT (grup de studiu, care a urmat tratament de
fotobiomodulare), in functie de perioada de vindecare.

Pe fragmentele examinate recoltate in ziua a 14-a, au fost identificate zone extinse
de necroza si de extravazat hematic in grupul supus vindecarii spontane. Celelalte doua
grupuri (PC si + LLLT) au aratat un material eozinofil omogen, un ,corp strdin” cu formare de
granulom focal. Fragmentele grupului +LLLT au evidentiat tesut conjunctiv fibros (tanar) bine
reprezentat si infiltrat inflamator scazut, comparativ cu restul grupelor.

Fragmentele recoltate la 21 de zile dupa interventia chirurgicala au aratat o reducere a
infiltratului inflamator si a granuloamelor de corp strain. Acestea au fost localizate cu precadere la
periferie, tesutul conjunctiv fibros cuprinzadnd material eozinofil. Grupul NC a dezvaluit tesut
conjunctiv fibrotic care a inclus zone opace optic si mai mult infiltrat inflamator. Grupul +LLLT
prezinta tesut osos nou format, cu zone bogate in osteoblaste.

Dupa 30 de zile de vindecare, s-a aratat ca tesutul conjunctiv fibros incorporeaza
material eozinofil omogen si lamelele osoase nou formate, osteoblastele fiind in numar mare
in jurul lamelelor osoase, iar procesul inflamator a fost prezent, dupa cum a fost evidentiat
de celulele multinucleare gigant.

DISCUTII $1 CONCLUZII

In cazul studiului nostru experimental animal, examinarea histologica a relevat
diferente semnificative cu privire la prezenta infiltratului inflamator in diferite grupuri de
studiu: la 14 zile, cantitatea redusa de infiltrat inflamator in grupul +LLLT permite
organizarea tesutului conjunctiv tanar, care actioneaza ca un precursor al tesutului
osos nou format. Atunci cand analizam perioada de vindecare de 21 de zile, reducerea
procesului inflamator este mai evidenta in grupele PC si +LLLT. n acelasi timp, pe
masura ce se formeaza tesutul osos, grupul +LLLT prezinta zone bogate in
osteoblaste. Pe masura ce perioada de vindecare creste, diferentele dintre grupurile
analizate Tn ceea ce priveste inflamatia sunt reduse, dar celule multinucleare gigant pot
fi inca detectate. Intr-un studiu similar, evaluarea histologica a ar&tat o crestere
statistica semnificativa a formarii osoase in grupul LLLT in raport cu grupul de control
(p <0,05). in plus, inflamatia a fost redusa semnificativ in grupul LLLT comparativ cu
grupul de control .

In concluzie, se pare c& efectele maxime ale fotobiomodul&rii apar in stadiile
incipiente ale vindecarii osoase, atunci cand o cantitate mai mica de infiltrat inflamator
este asociatd cu formarea crescutd de tesut osos tanar. Desi are o importanta
semnificativa, evaluarea histologica este invaziva, ceea ce nu permite examinari
suplimentare la nivelul acelorasi probe.



IV. STUDIUL ESANTIOANELOR PRELEVATE CU AJUTORUL
MICROTOMOGRAFIEI SYNCHROTRON

SCANAREA ESANTIOANELOR RECOLTATE SI EVALUAREA CANTITATIVA A OSULUI
NOU FORMAT

Microtomografia cu raze X (micro-CT) a probelor a fost efectuata la SYRMEP, in
cadrul bazei de cercetare synchrotron ELETTRA (Basovizza (TS), Italia). Reconstructia
tomografica completd a fost realizata folosind software-ul open source SYRMEP Tomo
Project (STP)"'. Ulterior, software-ul VG Studio MAX 1.2 (Volume Graphics, Heidelberg,
Germania) a fost utilizat pentru a genera imagini 3D, unde nivelurile de gri sunt proportionale
cu densitatea de masa p. Algoritmul Scatter HQ cu un factor de suprapunere de 5.0 a fost
utilizat pentru a imagina sectiunile 2D si reconstructiile 3D. Varfuri diferite in scala nivelelor
de gri reprezinta faze diferite in cadrul esantioanelor; volumul fiecarei faze este obtinut prin
inmultirea volumului unui voxel (~ 730 um®) cu numérul de voxeli care stau la baza varfului
asociat cu faza relevanta. O analiza morfometrica a fost realizata pentru a evalua procentele
de volum (vol.%) din urmatoarele faze in ceea ce priveste volumul total mineralizat: os sub
remodelare, os matur si biomaterial. Mai mult, a fost exploatat semnalul de refractie n,
proportional liniar cu densitatea de masa, pentru a calcula distributia densitatii de masa
osoasa relativa (MDD') a fiecarei probe.

Asa cum s-a procedat recent in alte studii'®, parametrii MDD" au fost calculati cu
referire stricta la portiunea osoasa mineralizata a histogramelor, cu intensitatile normalizate,
pentru fiecare esantion, de zona de sub curba. Intrucat esantioanele sunt comparabile din
punct de vedere al marimii si compozitiei, diferentele relative in distributia densitatii masei
dintre ele pot fi evaluate.

REZULTATE $I DISCUTII

Doua aspecte sunt evidente in reconstructiile 3D ale esantioanelor reprezentate: in
primul rand, osul nou format se formeaza in principal pe margini si nu in centrul defectului,
iar acest lucru apare nu numai in grupul NC, ci si in grupurile PC si +LLLT (adica acolo unde
este prezenta xenogrefa); in al doilea rand, cu exceptia grupului +LLLT, este evidenta o
crestere a volumului osului nou format in perioada cuprinsa intre a 14-a si a 21-a zi de la
interventia chirurgicala. Mai mult, chiar daca prezenta masiva a biomaterialului impiedica o
evaluare pe deplin fiabila, se pare ca dupa 14 zile de la operatie, grosimea osului nou format
pe marginile defectului este mai mare in grupul + LLLT decat in grupul PC. Acest tip de
vindecare nu este la fel de evident pentru o perioada mai lunga de timp.

Prima etapa a studiului a fost concentrata pe investigarea microarhitecturii osoase si
pe evaluarea procentelor de volum (vol.%) ale diferitelor faze mineralizate (tesut osos in
curs de remodelare, tesut osos matur si biomaterial), in raport cu volumul osos mineralizat
total. Procentele de volum ale tesutului osos in curs de remodelare Tn raport cu cantitatea de
tesut osos matur a crescut in timp. Aceasta tendinta a fost observata la toate grupurile, cu
exceptia celei tratate cu laser (+ LLLT), unde s-a constatat ca la 14 zile de la interventia
chirurgicald, tesutul osos nou format se gaseste deja in cantitate mai mare.

A doua etapa a studiului a fost concentrata pe investigarea distributiei relative a
densitatii minerale osoase (MDDr), adica asupra evaluarii concentratiei si distributiei calciului
(% Tn greutate) in diferitele grupuri de studiu. Astfel, aceleasi sub-volume investigate anterior
pentru calcularea procentelor de volum au fost, de asemenea, investigate pentru
cartografierea MDDr. In grupurile NC si PC, varful si valorile medii au urmat o tendinta
similara, care scade in timp, spre deosebire de grupul +LLLT, care nu prezinta o tendinta
specifica. Comportamentul opus a fost evidentiat ludndu-se in considerare valorile FWHM: o
tendinta specifica in timp nu a fost prezenta in grupurile NC si PC, ci in grupul +LLLT, unde
a existat o tendinta de scadere clara in timp, cu referinta speciala de la 14 la 21 zile dupa
interventia chirurgicala. In cele din urma, valoarea crescutd analizatd a scazut, in timp, in
toate grupurile analizate. Totusi, dupa 14 zile, a fost detectatd tendinta opuséa luand in



considerare valorile FWHM, in timp ce varful, media si valorile mici au fost maxime in grupul
NC si minime Tn grupul +LLLT.

Pentru perioade de timp mai lungi de 14 zile, in comparatie cu probele NC (in care
defectele au fost |asate goale pentru vindecare spontana), defecte umplute cu xenografe,
adica atat in grupele de control pozitiv PC, céat si in grupele de studiu + LLLT, esantioanele
au prezentat procente de volum mai mici sau similare de os in curs de remodelare (adica os
nou format mai putin). Dovada ca defectele lasate pentru vindecarea spontana au prezentat
deja dupa trei saptamani de vindecare (grup de 21 de zile) mai mult os nou format decat
cavitatile umplute cu xenogrefa ar putea fi cauzate de o anumita intarziere a procesului de
vindecare, care are loc in prezenta biomaterialelor. Am observat aceasta intarziere in unele
studii anterioare; in mod specific, am observat ca cinetica regenerativa din culturile in vitro
pe diferite biomateriale a aratat ca bioresorbtia grefei este mai accentuatd pana la a doua
saptamana de cultura, in timp ce regenerarea osoasa este intarziata in timp, cel mai
probabil deoarece celulele care cresc pe suportul oferit de grefa au nevoie de mai mult timp
s& adere si apoi s inceapa sa prolifereze'"®. Mai mult, in studiul de fata, biomaterialul ar fi
putut exercita o actiune de limitare in ceea ce priveste efectele fotobiomodularii asupra
celulelor, inhiband aceeasi actiune regenerativa a tratamentului cu laser.

Cu toate acestea, in acest studiu, analiza volumetrica cantitativd a osului aflat in
proces de remodelare la cele trei momente de timp (14, 21 si 30 de zile de la interventia
chirurgicald) a aratat o vindecare mai buna atunci cand fotobiomodularea a fost aplicata pe
defectul grefat decat in cazurile in care defectul grefat nu a primit tratament cu laser. Acest
efect a fost deosebit de evident pentru cea mai scurtd perioada de timp considerata, adica
dupa 14 zile de la interventia chirurgicala. Aceste observatii obtinute folosind protocolul
inovativ de analiza descris anterior, evidentiaza asadar, efectele pozitive ale fotobiomodularii
asupra procesului de regenerare osoasa, cu cresterea consecutiva a cantitatii de os nou
format. De asemenea, sugereaza posibile interactiuni cu biomaterialele utilizate, care ar
putea influenta viitoarele cercetéari experimentale.

CONCLUZzII

In studiul pe care |-am efectuat'®, micro-CT a condus la obtinerea de informatii noi si
relevante despre un numar limitat de animale, care au fost incluse Tn studiu. Relevanta
protocolului de evaluare se bazeaza pe natura 3D a analizei micro-CT, bazata la randul sau,
pe stivuirea a 1000 de sectiuni 2D succesive (fiecare cu o grosime de aproximativ 9 pym),
mapand intregul esantion. Aceasta este de o importantda majora, permitand reducerea la
minimum a numarului de animale sacificate, cu respectarea deplina a normelor etice
internationale. Studiile noastre anterioare folosind aceeasi metoda de evaluare au aratat, de
asemenea, capacitatea tehnicii micro-CT de a juca un rol fundamental in caracterizarea
avansata a siturilor tratate cu laser'. Mai mult, in studiile efectuate anterior s-a constatat o
concordonta intre OCT si analizele micro-CT'®"®,
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V. STUDIUL RETROSPECTIV AL TOMOGRAFIEI COMPUTERIZATE CU
FASCICUL CONIC iN CAZUL PACIENTILOR CARE AU URMAT TRATAMENT
DE FOTOBIOMODULARE

INTRODUCERE $I1 SCOPUL STUDIULUI

Calitatea si cantitatea slaba a tesuturilor osoase sunt raportate ca fiind factori
de risc asociati cu resorbtia excesiva si afectarea procesului de vindecare dupa
plasarea implantelor?®?. in vederea aprecierii caracteristicilor calitative si volumetrice
ale tesuturilor osoase intraorale, s-a propus utilizarea tomografiei computerizte cu
fasicul conic (CBCT). CBCT ofera cateva avantaje fatda de MSCT, cum ar fi
accesibilitatea crescuta, costuri mai mici, confort mai mare pentru pacienti si o iradiere
mai mica. Numeroase studii au aratat o corelatie ridicata intre valorile CT si CBCT 1in



ceea ce priveste nuantele de gri; prin urmare, este sugerat ca valorile voxel ale CBCT
pot fi utilizate, in anumite limite, pentru a estima densitatea minerala osoasa?*22.

Scopul studiului este, asadar, de a obtine o analiza cantitativa a densitatii
minerale osoase Tn cazul pacientilor care au urmat tratamente de fotobiomodulare,
efectudnd masuratori specifice tomografiei computerizate cu fascicul conic, inainte si
dupa aplicarea tratamentului laser fiecarui caz. Obiectivele studiului vizeaza pe de o
parte, analiza efectelor tratamentului de fotobiomodulare la nivelul oaselor maxilare si,
pe de altd parte, evaluarea aplicabilitatii si a acuratetei tomografiei computerizate cu
fascicul conic Tn aprecierea densitatii minerale osoase.

MATERIAL S| METODA DE LUCRU

Studiul a inclus analiza retrospectiva a tomografiei computerizate cu fascicul conic
maxilare a 14 pacienti, 8 femei si 6 barbati, cu varste cuprinse intre 24 si 74 ani, fara
patologie asociatd cu influentd in sfera orald si fara medicatie cunoscutd a afecta
metabolismul osos sau proprietatile calitative si cantitative ale acestuia. Toti pacientii au
urmat acelasi protocol de tratament cu laser dupa finalizarea interventiei: imediat dupa
efectuarea suturii, s-a aplicat proba intraorala a laserului Gallium-Aluminum-Arsenide laser
(GaAlAs) (MID-laser; Serial no 8110131-4) de 808nm, 450 mW, in regim pulsat,
administrandu-se o energie de 2 J in 3 puncte corespunzatoare fiecarui implant dentar
inserat: mezial, distal si apical, cumuland 6J / implant. Sedintele de tratament s-au efectuat
imediat postoperator si la o distanta ulterioara de 48h, timp de 2 s&ptdmani (un total de 8
sedinte), cu respectarea tuturor precautiilor de siguranta laser (atat pacientul, cat si echipa
medicala au purtat ochelari de protectie corespunzatori lungimii de unda utilizata).

Toate imaginile obtinute au fost inregistrate folosind formatul de imagistica digitala si
comunicatii in medicind (DICOM), folosind aceeasi parametri de achizitie a imaginii
(tensiune, intensitatea curentului, dimensiunea voxelului si campul vizual). In vederea
analizei numarului CT, exprimat in HU, a fost utilizat software-ul Romexis 4.5.1.R
(Planmeca, Finlanda). Pentru fiecare pacient, s-a analizat densitatea osoasa inainte si dupa
aplicarea tratamentului de fotobiomodulare, in aceleasi arii de interes, cu aceeasi
dimensiune pentru fiecare pacient. Pentru localizarea sit-urile tinta si inregistrarea numarului
CT mediu, precum si a abaterii standard, am folosit software-ul Romexis 4.5.1.R (Planmeca,
Finlanda). Fiecare voxel din acest volum este caracterizat printr-un numar CT, exprimat in
HU. Software-ul afiseaza valoarea medie a numerelor CT, abaterea standard a acestora,
precum si intervalul de valori HU (cele mai mici si cele mai mari valori HU intélnite Tn volumul
analizat).

Toate masurarile realizate au fost analizate din punct de vedere statistic, rezultatele
fiind prezentate in sectiunea dedicata.

REZULTATE

Evolutia comparativa a densitatii minerale osoase, cuantificata prin HU, la nivelul
corticalei maxilare, precum si a medularei, inainte si dupa tratament, pentru toti pacientii
inclusi Tn studiu, sunt prezentate detaliat. Analiza statistica aplicata valorilor masurate (test
ANOVA) a urmarit cateva comparatii:

- Atat la sexul feminin, cat si la cel masculin, diferentele intre mediile unitatilor
Hounsfield masurate la nivelul corticalei vestibulare, Tnainte si dupa tratament,
comparativ, prezinta diferente semnificative din punct de vedere statistic (test Anova,
test Tukey )

- Mediile unitatilor Hounsfield méasurate la nivelul osului medular maxilar, Thainte si
dupa tratament, comparativ, prezintd diferente semnificative din punct de vedere
statistic, atat pentru femei, cat si pentru barbati (test Anova, test Tukey)

- Comparatia zonelor anterioara si a celei posterioare in ceea ce priveste mediile
unitatilor Hounsfield masurate la nivelul osului cortical, respectiv medular maxilar, nu
prezinta diferente semnificative din punct de vedere statistic
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- Independent de sexul pacientului, atat la nivelul corticalei vestibulare, cat si la nivelul
osului trabecular maxilar, existd diferente statistic semnificative Tnainte si dupa
tratamentul efectuat.

DISCUTII

In studiul prezentat in aceasta teza, rezultatele obtinute demonstreaza faptul ca
CBCT este un instrument util si adecvat in vederea masurarii densitatii minerale osoase
la nivelul oaselor maxilare. Mai mult decat atat, in ceea ce priveste capacitatea de a
detecta diferente semnificative din punct de vedere statistic, in cazul pacientilor care au
urmat tratament de fotobiomodulare laser dupd interventiile chirurgicale din sfera orala,
s-a dovedit ca terapia laser a crescut densitatea osoasa, atat la nivelul osului cortical
vestibular, cat si la nivelul osului medular, independent de sexul pacientului. Acest efect
pozitiv a fost observat si cuantificat atat la nivelul osului maxilar anterior, cat si la nivelul
zonelor laterale, linia de demarcatie dintre acestea fiind considerata tangenta la fata
distala a caninilor de fiecare parte. Cuantificarea, cu ajutorul tomografiei computerizate
cu fascicul conic, a efectului radiatiei laser asupra densitatii minerale osoase a permis
formularea unor concluzii clinice, in acord cu cele experimentale, obtinute in studiile pe
care le-am efectuat anterior.®"®

CONCLUzII

Conform studiilor disponibile pana in prezent, indicatia computer tomografiei cu
fascicul conic ca examinare de electie pentru determinarea densitatii minerale a
tesuturilor osoase, in special atunci cand valorile obtinute sunt comparate cu valorile
standard prestabilite, a fost indelung discutata. Studiul de fata, avand la baza o
comparatie intre doua momente diferite Tn timp, ale acelorasi pacienti, vizeaza
cuantificarea unor modificari ale tesutului osos dependente de timp si de tratamentul
efectuat, dar supusa acelorasi surse de erori in ceea ce priveste echipamentul CBCT
utilizat. Tn acest fel, utilitatea tomografiei computerizate cu fascicul conic este evidenta,
demonstrandu-se a fi un factor predictiv valoros in aprecierea densitatii osoase. Studiul
realizat a demonstrat rezultate cu semnificatie statistica, in ceea ce priveste
imbunatatirea densitatii minerale osoase a pacientilor care au urmat tratament de
fotobiomodulare laser.

VI. CONCLUZII FINALE SI CONTRIBUTII PROPRII

Pornind de la premisele deja cunoscute si investigate in literatura de specialitate,
cercetarea de fata si-a propus o analiza calitativa si cantitativéd a procesului de vindecare,
reparare Si regenerare osoasa fotobiomodulata, folosind tomografia in coerenta optica,
microtomografia computerizata, studiul histologic al esantioanelor si, nu in ultimul rand,
masurarea densitatii osoase cu ajutorul tomografiei computerizate cu fascicul conic. Astfel
de studii sunt esentiale pentru a evalua eficienta diferitelor tehnici care pot fi utilizate in
regenerarea osoasa, luand in considerare in special, complexitatea procesului de vindecare
si numarul mare de factori care il influenteaza.

Multimodal CMS / SS OCT a fost aplicat pentru a reda imagini si a analiza diferite
grupuri luate in considerare in evaluarea procesului de vindecare Si regenerare osoasa,
rezultatele obtinute putand fi sintetizate astfel: cantitatea cea mai mare de tesut osos nou
format se regaseste in grupul de studiu C, urmat de grupul B si ulterior, de grupul A.
Analizand evolutia cantitatii de os nou format in timp, cea mai semnificativa diferenta a fost
evidentiatd dupa 21 de zile, deci dupa aproximativ doua treimi din intervalul de timp total
analizat. Dupa mai mult timp luat in considerare, cantitatile de os tind sa se apropie, cu
tendintd de a umple defectul disponibil. Din cunostintele actuale, aceasta este prima data
cand OCT a fost folosit ca instrument pentru a evalua efectele fotobiomodularii cu laser
asupra regenerarii osoase. Avantajul major al OCT este ca poate fi aplicat pentru evaluari in
vivo, folosind probe de scanare manuale, in cavitatea oral3d®. Ca atare, consider ca aceasta
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lucrare reprezintd un progres in ceea ce priveste imagistica en-face ca metoda de evaluare
a regenerarii osoase.

Microtomografia computerizata a completat cunostintele dobandite anterior,
demonstrand ca terapia de fotobiomodulare este eficienta in perioade scurte; dozele de
laser administrate mai tarziu de 2-3 saptamani de la interventia chirurgicala par sa nu fie
foarte eficiente. In studiul realizat, analiza volumetrica cantitativa a osului aflat in curs de
remodelare la cele trei momente de timp a aratat o vindecare mai buna atunci cand
fotobiomodularea a fost aplicata pe defectul grefat decat in cazurile in care defectul grefat
nu a primit tratament cu laser. Acest efect a fost deosebit de evident pentru cea mai scurta
perioada de timp considerata, adica dupa 14 zile de la operatie. Astfel, aceste observatii
obtinute folosind protocolul inovativ de analiza prezentat anterior, evidentiaza efectele
pozitive ale fotobiomodularii asupra procesului de regenerare osoasa, cu cresterea
consecutiva a cantitatii de os nou format. De asemenea, sugereaza posibile interactiuni cu
biomaterialele utilizate, care ar putea influenta viitoarele noastre monitorizari experimentale.
Am ipotezat o posibila actiune de ecranare a xenografei in ceea ce priveste actiunea laser
asupra celulelor si imi propun sa verific aceasta supozitie prin studiile viitoare. Acest efect
poate fi combinat cu o intarziere a regenerarii osoase in prezenta biomaterialelor, asa cum a
fost deja documentat in studiile anterioare. in studiul prezentat in tez&'®, micro-CT a condus
la obtinerea de informatii noi si relevante despre un numar limitat de animale, care au fost
incluse in studiu. Studiile noastre anterioare folosind aceeasi metoda de evaluare au aratat,
de asemenea, capacitatea tehnicii micro-CT de a juca un rol fundamental in caracterizarea
avansatd a siturilor tratate cu laser'’. Mai mult, in studiile anterioare, s-a constatat o
concordonta intre OCT si analizele micro-CT 89 293,

Conform studiilor disponibile pana in prezent, indicatia computer tomografiei cu
fascicul conic ca examinare de electie pentru determinarea densitatii minerale a tesuturilor
osoase, in special atunci cand valorile obtinute sunt comparate cu valorile standard
prestabilite, a fost contestatd. Studiul de fatd, avand la bazd o comparatie intre doua
momente diferite in timp, ale acelorasi pacienti, vizeaza cuantificarea unor modificari ale
tesutului osos dependente de timp si de tratamentul efectuat, dar supusa acelorasi surse de
erori in ceea ce priveste limitarile metodei. Mai mult decéat atat, in ceea ce priveste
capacitatea de a detecta diferente semnificative din punct de vedere statistic, in cazul
pacientilor care au urmat tratament de fotobiomodulare laser dupa interventiile chirurgicale
din sfera orala, s-a dovedit ca terapia laser a crescut densitatea osoasa, atat la nivelul osului
cortical vestibular, cat si la nivelul osului medular, independent de sexul pacientului. Acest
efect pozitiv a fost observat si cuantificat atat la nivelul osului maxilar anterior, cat si la
nivelul zonelor laterale. Cuantificarea, cu ajutorul tomografiei computerizate cu fascicul
conic, a efectului radiatiei laser asupra densitatii minerale osoase a permis formularea unor
concluzii clinice, Tn acord cu cele experimentale, obtinute in studiile pe care le-am efectuat
anterior'®'®. Tn acest fel, utilitatea tomografiei computerizate cu fascicul conic este evidenta,
demonstrandu-se a fi un factor predictiv valoros in aprecierea densitatii osoase.

in general, interactiunea dintre radiatiile laser si diferitele tipuri de tesuturi in vivo
ramane o preocupare majord atunci cand se stabilesc protocoale clinice. Desi au fost
efectuate numeroase studii privind efectele fotobiomodularii, compararea acestora este
dificila din cauza diferitelor biomateriale, a variatiilor energiei laser, a dozei si a duratei.
Consider ca studiul de fata, coreland rezultatele experimentale cu cele clinice retrospective,
aduce informatii valoroase in domenii de interes actual larg, precum sunt regenerarea
osoasa si fotobiomodularea in sfera medicinei dentare, clarificand totodata utilitatea
diverselor metode de investigare stiintifica si paraclinicd in ceea ce priveste procesul de
vindecare osoasa.
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