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INTRODUCERE

Boala parodontala (BP), reprezinta atdt o patologie infectioasa, cat si una inflamatorie, iar
prevalenta sa globala in concordanta cu studiul ” Global Burden of Disease Study” din 2016, o situeaza pe
locul 11 ca predominanta, intr-un procentaj ce variaza de la 20-50%, si crescand odata cu inaintarea in
varsta, de la adolescenta la maturitate.

Pe de alta parte, potrivit Organizatiei Mondiale a Sanatatii (OMS), de-a lungul timpului s-a
demonstrat cd aproximativ 50 de milioane de oameni suferd de o anumitd forma de dementa, dintre care
60-70% sunt diagnosticati cu boala Alzheimer (BA) estimandu-se dublarea acestor cazuri in urmatorii
zece ani.

Luénd in considerare faptul ca patologia specificdi BA incepe cu decenii inainte de aparitia
primelor semne clinice de dementd, studiile recente sustin ca aceastd poate fi influentatad de conditiile
inflamatorii prezente la inceputul vietii. Pe de alta parte, BP, in forma sa cronica sau agresiva, poate afecta
populatia tanara.

Cresterea ratei de prevalentd a BP, a trezit interes in investigarea existentei unei cresteri
semnificative a acestei patologii in randul tinerilor subiecti care solicitd un tratament restaurativ la Catedra
de Protetici Dentard, din cadrul Universitatii de Medicind si Farmacie ,,Victor Babes” Timisoara,
Facultatea de Medicind Dentara.

Obiectivele urmarite Tn prezenta teza de doctorat au fost:
1. Selectarea subiectilor tineri cu varste cuprinse 18-42 de ani pentru explorarea aparitiei
bolii parodontale agresive pe baza examinarii radiografiilor panoramice, a asocierii cu diferiti factori
de mediu oral, si pentru caracterizarea prevalentei acestor pacienti in regiunea de vest a Romaniei,

Europa.



2. Pentru a determina daca persoanele cu markeri de boala parodontala (clinica, inflamatorie,
radiograficd) prezintd modificari ale cognitiei si declin cognitiv.
3. Explorarea expresiei metabolice salivare in randul subiectilor cu si fara BP, in lotul nostru tanar
de subiecti.
Teza este structurata in doua parti:
A. PARTEA GENERALA este alcatuita din patru capitole.

Primele doua capitole descriu stadiul actual al cunoasterii in ceea ce priveste BP si BA, aducand
argumentele teoretice bazate pe literatura recentd si constituind punctul de plecare in cercetarea corelatiei
dintre ele. Fiecare boala este descrisd in mod distinct, impreuna cu aspectele diagnostice, clasificarea,
etiologia si factorii de risc.

Capitolul 3 subliniaza legatura dintre BP si BA, accentul fiind pus pe cei doi factori periferici
implicati, cu rol semnificativ, reprezentati de mecanismele inflamatorii si bacteriene.

Doua proteine, de la nivel neurologic, care nu mai functioneazd normal si perturba activitatea
neuronilor eliminand substante toxice sunt asociate cu aparitia aparitia BA. Fragmente din proteina beta-
amiloid se acumuleaza participdnd la crearea placilor de amiloid si interferdnd cu comunicarea
interneuronald. Pe de alta parte proteinele care sprijind transportul nutrientilor pentru neuroni isi schimba
forma si determina “incurcaturi” ale retelei de celule neuronale.

Ipoteza inflamatorie este acceptata ca fiind un factor etiologic sau contributiv semnificativ si
descrie existenta unei reactii intre placile senile cu anticorpi, in contrast cu productia de celule gliale a
citokinelor proinflamatorii (TNF-a, I1I-18, 11-6) si a proteinei C- reactive (CRP).

Aditional, atunci cand se ia in considerare ipoteza bacteriana, microbiota poate fi rezultatul unui
echilibru homeostatic perturbat si un predictor al declinului sistemului imunitar. in plus, poate afecta
rezistenta antimicrobiana si poate stimula colonizarea bacteriana in continuare. Acest mecanism autoimun
este prezent atét la persoanele sanatoase, cat si la persoanele cu BP, dar cu vulnerabilitate crescuta in cel

de-al doilea grup, putand astfel duce la deteriorarea tesuturilor si modificari la nivel sistemic.



Capitolul 4 evidentiaza biomarkerii relevanti in BA si descrie importanta utilizarii salivei ca
fluid biologic neinvaziv. Mai mult, poate servi ca potential biomarker pentru monitorizarea de beta
amiloid (AP42), P-tau, T-tau, Lactoferina, Acetilcolinesteraza, microbiomul oral si metabolitii, markeri de
stress oxidativ, fluxul salivar, antioxidanti si produse de deteriorare oxidativa si biomarkeri genetici.

B. PARTEA SPECIFICA este alcatuiti din 3 studii si serveste ca o imagine de ansamblu asupra
cercetdrilor efectuate de doctorat si include INTRODUCERE, MATERIAL SI METODA,
REZULTATE, DISCUTII si CONCLUZII pentru fiecare studiu Tn parte.

Deoarece obiectivul nostru pe termen lung este de a investiga contributia acestei afectiuni inflamatorii in
patologia BA, am inceput sd exploram aparitia BP agresive in populatia noastra si sa o caracterizam. Desi
nu se stie exact care sunt factorii decisivi In patogeneza BA, se presupune ca sunt implicate inflamatia si
infectia, dar natura si mecanismul acestor relatii necesita studii mai detaliate.

Un alt factor esential pentru aceastd cercetare este stabilirea situatiei in care inflamatia din sfera orala si

disbioza ar putea precipita dezvoltarea BA.

MATERIAL SIMETODA

Prima directie de cercetare s-a concentrat asupra screening-ului esantionului de subiecti tineri
in ideea de a vizualiza prevalenta BA. Populatia studiata a constat din pacienti care s-au prezentat
consecutiv la Catedra de Protetica Dentara, din cadrul Facultatii de Medicina Dentara, Universitatea de
Medicina si Farmacie Victor Babes, Timisoara. Acesti subiecti au fost inscrigi in perioada 2014-2016,
semnand un acord de participare 1n studiul nostru si au indeplinit criteriile noastre de cercetare. Planul
acestui studiu clinic a fost aprobat de Comitetul de Etica al Universitatii.
In general, pacientii care solicitau tratament restaurativ au fost recomandati din partea altor departamente
(aproximativ 80%) sau se prezentau exclusiv pentru tratamentul protetic. Anual, aproximativ 800-900 de
pacienti avand varste diferite, se prezinta la Catedra de Proteticd Dentard pentru tratament. Subiectii

inclusi n studiu aveau varsta < 42 si nu erau complet edentati. Subiectii au fost exclusi daca au avut



antecedente de hipertensiune arteriala necontrolata, diabet, radioterapie in antecedente sau consum de
droguri.
Diagnosticul si clasificarea afectiunilor parodontale precum si a patologiilor si afectiunilor dentare, s-au
bazat pe radiografii panoramice. Radiografiile au fost evaluate vizual de catre doi specialisti parodontologi
calibrati (AK, RG) iar ca examinatori au fost un specialist in parodontologie si unul in protetica dentara
(AK, SH). Radiografiile au fost evaluate ca fiind de calitate optima, deoarece informatiile furnizate au fost
suficiente pentru a obtine informatii de diagnostic.

Al doilea studiu si directie de cercetare s-a axat pe screening-ul neurologic si neuropsihologic
a 40 de subiecti, extrasi din lotul anterior si colectarea esantionului biologic pentru testarea citokinelor
pro-inflamatorii.
Acest studiu comparativ transversal a fost alcatuit din 3 grupuri clinice de subiecti tineri, sdndtosi din
punct de vedere medical, din regiunea de vest a Romaniei. Subiectii au fost recrutati dintr-un grup de 149
de subiecti care au participat la un studiu anterior. Acesti subiecti s-au prezentat la Catedra de Protetica
Dentara a Facultatii de Medicind Dentara, Universitatea de Medicind si Farmacie Victor Babes,
Timisoara, pentru tratament dentar restaurativ.
Studiul a fost aprobat de Comitetul de Etica al Universitatii, iar consimtdmantul informat a fost revizuit si
semnat de cdtre toti subiectii. (Nr.27 / 2017). Au fost recrutati 40 de subiecti: 10 cu boala parodontald
agresiva (AgP), 20 cu boald parodontald cronica usoara-moderata (CrP) si 10 fara semne de boala
parodontald (NL). Tn plus fati de indeplinirea criteriilor de includere si excludere descrise mai jos,
subiectilor li s-a cerut sa fie de acord cu o evaluare neuropsihologica si cu colectarea salivei. Diagnosticul
afectiunilor parodontale a fost facut de doi specialisti in parodontologie, calibrati, folosind radiografiile
panoramice, asa cum s-a specificat anterior. Imaginile radiografice au fost, de asemenea, utilizate pentru a
evalua cariile, numarul dintilor, tratamentele endodontice si a patologiei periapicale.

Patologia specifica BA Tncepe cu decenii Tnainte de aparitia primelor semne de dementa,
sugerand ca aceastd patologie poate fi influentatd de conditiile inflamatorii, de la nivelul cavitatii orale,

prezente la o varsta. frageda.



Aceste corelatii au fost cercetate cu ajutorul unor teste de evaluare neuropsihologica, de catre un
psiholog clinic folosind testele RAY (Delayed recall test), MOCA, MMSE si Praga. Traduceri in limba

romana ale fiecarui test au fost folosite la fiecare subiect.

Evaluarea neuropsihologica este indispensabila in stabilirea disfunctiei cognitive usoare si ulterior
in mentinerea sub observatiec a pacientului in vederea urmaririi evolutiei bolii. Evaluarea functiilor
cognitive a constat in examinarea memoriei de scurtd si de lungd duratd si a capacitatii de concentrare
(proba PRAGA). De asemenea, au fost evaluate capacitatile de orientare, de desfasurare a abilitatilor
practice, limbajul si functiile executive, pentru aceste aspecte fiind utilizate urmatoarele probe
standardizate: MMSE, MOCA, REY, scala clinicd de evaluare a dementiei (Clinical Dementia Rating
Scale), chestionarul de activitati functionale si impresia clinica generala. Deoarece depresia poate mima
semnele unei disfunctii cognitive, in cazuri avansate chiar a unei demente, a fost aplicatd proba Hamilton
de evaluare a dementei, (variant scurta — 17), prezenta depresiei fiind unul dintre criteriile de excludere in

acest studiu.

Colectarea si prelucrarea probelor biologice salivare s-a facut dupa criteriile publicate in primul
articol. Colectarea de saliva stimulata a fost realizatd prin mestecarea peletelor de ceard de parafind de
mestecat fard aroma (Gleegum, Verve Inc., Providence, RI). Saliva a fost depozitatd la -80 ° C pana cand
s-au efectuat testele pentru citokine inflamatorii. Nivelurile salivare de Interleukin-1 (IL-1p) si factorul de
necroza tumorald- o (TNF-a) au fost evaluate utilizand kitul ELISA IL-1B uman (Invitrogen, Thermo
Fisher Scientific, CA, SUA) si kitul ELISA ultrasunet TNF-a uman ( Invitrogen, Thermo Fisher
Scientific, CA, SUA) folosind protocolul producatorului. Absorbanta a fost cititd spectrofotometric la 450
nm folosind un instrument GloMax Discover v3.0. (Promega Corp, WI, SUA). Folosind curbele ecuatiei

standard, s-au determinat concentratiile de saliva IL-1B si TNF-a.

Al treilea studiu extinde caile conexiunilor dintre BP si BA la nivel metabolic, concentrandu-se
pe nivelurile relevante ale metabolitilor parodontali care arata concentratii distincte intre cele trei grupuri

de studiu si isi exprima caile unice ca o cheie de baza n declinul cognitiv.



Un total de 40 de subiecti (cu varste cuprinse intre 18 si 42 de ani) au fost inscrisi Tn acest studiu
in cadrul Catedrei de Protetica Dentara, de la Facultatea de Medicina Dentara, Universitatea de Medicina
si Farmacie ,,Victor Babes”, Timigoara, Roméania. Din numarul total de 40 de participanti, 10 au prezentat
AgP, 20 au avut CrP (10 cu CrP usoara si 10 cu CrP) si 10 au fost voluntari sanatosi fara boala
patodontala, in scop de lot martor, fiecare cu cel putin sase dinti existenti. Acestea au fost potrivite cu
varsta, date demografice, etiologia pierderii dintilor, istoricul familial, educatia, criteriile clinice si
tratamente cu radioterapie. Toti subiectii au fost diagnosticati utilizdnd un criteriu de diagnostic publicat

modificat.

Subiectii selectati pentru colectarea salivei nu au fost supusi niciunei proceduri de preventie
dentara si nici nu au utilizat antibiotice timp de cel putin sase luni Tnainte de recoltarea probei salivare.
Subiectii nu au consumat alcool timp de cel putin 12 ore si nu trebuiau sd manance sau sa fumeze timp de
cel putin 2 ore inainte de colectarea salivei. Tubul de colectare a salivei a fost plasat in paharul cu gheata
cu 10 minute Tnainte de a incepe procedura de colectare a salivei. Tubul pentru colectarea salivei a ramas
in paharul cu gheata pe toata perioada colectdrii. Procedura a fost oprita dupa ce s-au colectat 5 ml de

saliva, aceasta putand dura aproximativ 15 minute.

Gestionarea probelor de saliva: Probele de saliva au fost depuse in laborator pentru procesare.
Saliva a fost centrifugata la 2500 rpm timp de 25 de minute la o temperatura de 4°C (Fisher AccusSpin 1R
cu 4 lacasuri pentru probe). Dupa oprirea rotorului, probele au fost indepartate din centrifugad si au fost
deschise in hota de siguranti. in hota de siguranti, tuburile cu probele de saliva s-au deschis si lichidul
rezultat Tn urma centrifugarii a fost indepartat cu atentie pentru a nu tulbura peletele. Mostra din saliva a
fost depusa in tuburi de 250 ul care au fost etichetate, plasate intr-o cutie si depozitate la -80°C. Saliva

centrifugata a fost folosita pentru determinarea citokinelor, proteinelor si pentru studiul de metabolomica.



REZULTATE SI DISCUTIII:

Rezultatele cercetarii acestei teze de doctorat genereaza ipoteza ca la subiectii tineri cu boala
parodontala exista posibilitate de disfunctii cognitive ale memoriei, semne de anomalii ale creierului si au
0 posibilitate crescute de a dezvolta BA mai tarziu n viata.

Primul studiu a ardtat cd prevalenta bolii parodontale la subiectii tineri care se prezinta la
Catedra de Protetica Dentard, la o universitate din vestul Romaniei a fost ridicata. Dintre cei 149 de
pacienti care au dorit reabilitarea protetica, doar 34,2% nu au prezentat diagnosticul de boala parodontala,
in timp ce 65,8% au avut boald parodontald. Dintre cei cu boald parodontald, 82,7% au avut boalad
parodontald cronica diagnosticata radiografic si 17,3% au avut boala parodontald agresiva. Ipoteza
propusa de prevalenta scazutd a bolii parodontale nu a fost sustinutd. Rezultatele noastre sugereaza ca
foarte putini oameni, sau deloc, au primit tratament parodontal Tnainte de a cduta reabilitare protetica
restaurativa. Intr-adevir, in studiul nostru, doar sase din 76 de subiecti au raportat ci au fost supusi
manoperei de scaling si root planning (SRP) inainte de a veni la Catedra de Protetic Dentara si 40% de
igienizare profesionala.

Prezentul studiu are mai multe limitari, printre care si importanta aplicabilitatii limitate a
acestor rezultate la populatia tanara din vestul Romaniei. Acest studiu a inclus doar subiectii mai tineri
care s-au prezentata la Catedra de Protetici Dentara, excluzandu-i pe cei cu diabet, hipertensiune
necontrolatd, traume craniene sau alte afectiuni medicale semnificative. Subiectii inclusi au avut varsta
mai micd de 42 de ani, dar majoritatea subiectilor au fost mai mari de 30 de ani. Alte limitari sunt legate
de criteriile de clasificare si selectie.

Tn cel de-al doilea studiu, descoperirile ridica posibilitatea ca la subiectii tineri cu boald parodontala sa
existe disfunctii anormale ale memoriei, semne de anomalii ale creierului de asemenea fiind posibil un risc
crescut de AD mai tarziu n viata.

Se considerd ca memoria episodica este prima afectat iIn BA. Studiile au ardtat cd, 1n plus fatd de memoria
intarziata, curbele de Tnvatare sunt, de asemenea, afectate la cei cu declin cognitiv minor comparativ cu cei

cu cognitiv normali. Aceste teste evidentiaza. subiectii normali cognitiv fata de cei cu BA si sunt



predictorii precoce ai BA. Deficiente 1n aceste teste cognitive au fost asociate cu neurodegenerarea
creierului si leziunile de BA. Memoria imediata depinde, de asemenea, de capacitatea de invatare si de
codificare a informatiilor, aceste deficiente fiind asociate cu atrofia in lobul frontal si temporal, In timp ce
sarcina de memorie intarziata a fost asociata cu zona temporalda mediald. Se constata ca afectarea timpurie
a memoriei se asociaza cu BA precoce cu descoperiri patologice localizate in lobii temporali meziali,
n special la nivelul hipocampului si cortexului prefrontal. Tulburarile cognitive sunt caracterizate
prin modificari ale structurii si functiei cerebrale care produc afectarea invatarii, orientarii,
judecatii, memoriei si capacitatile intelectuale.

Diferenta dintre testele cognitive intre subiectii fard semne de boala parodontala si cele cu boala
parodontala agresiva (AgP), este consecventa Tn cadrul mai multor teste cognitive. Aceste rezultate nu
sunt surprinzatoare, deoarece boala parodontald agresiva este extrem de distructiva si se asociaza cu un
rispuns imun mai sever in comparatie cu boala parodontald cronici. Incircarea microbiani este, de
asemenea, mai mare si caracterizata de multe bacterii patogene. Diferenta dintre cei cu CrP si NP nu este
la fel de consistentd. Acest lucru se poate datora unei boli parodontale mai putin severe, a unui raspuns
imun mai putin agresiv sau a unei sarcini microbiene mai mici. Un motiv suplimentar ar putea fi
dimensiunea limitatd a esantionului. Testele cognitive pentru CrP au fost usor mai mici decat cele ale NP
si, prin urmare, un numar mai mare ar putea duce la semnificatie.

Scopul celui de-al treilea studiu a fost investigarea posibilelor diferente ale nivelurilor de metaboliti la
pacientii cu diferite stadii ale parodontitei (CrP usoara, CrP si AgP) in raport cu subiectii sanatosi fara BP
si intre grupurile de pacienti In comparatie cu fenotipul agresiv. Din cate stim, nu existd date disponibile in
literatura de specialitate care sa evalueze comparatiile intre grupuri de la pacientii cu parodontita utilizadnd
spectrometrie de masa cu rezolutie inaltd (QTOF MS). Am constatat o metabolizare in general modificata
a pacientilor cu parodontitd comparativ cu NL, majoritatea metabolitilor avand niveluri semnificativ mai
ridicate (p <0,05) fatd de martori, in toate etapele bolii parodontale. in plus, constatirile noastre au indicat

0 tendinta generala a nivelurilor de metaboliti de la pacientii care suferd de AgP sa fie semnificativ



crescutd in comparatic cu fenotipurile cronice. De interes, cadaverina, tirozina si valina / acidul 5-
aminovaleric / betaina au fost semnificativ crescute in toate etapele bolii parodontale.
Domeniul emergent al metabolomicii s-a dovedit a avea un potential promitator de a descoperi metaboliti
noi in diferite probe biologice, care ar putea servi in cele din urma ca biomarkeri candidati Intr-un numar
mare de afectiuni, cum ar fi cancerul (inclusiv cancerul oral), bolile neurodegenerative (adica BA ) si BP.
Acesti biomarkeri ar putea Tmbogati procedurile comune de diagnostic utilizate in prezent, prin acordarea
de noi oportunitati de diagnostic precoce, cu specificitate mai mare, sensibilitate si mai putin invaziva. In
plus, profilarea metabolica ar putea deveni utilda in discriminarea etapelor parodontitei pe baza semnaturii
metabolomice specifice a biomarkerilor.
Cu toate acestea, metabolomica salivara este singura abordare capabild sa ofere un instantaneu al cailor
metabolice dinamice implicate in patogeneza parodontitei, fiind astfel o sursd valoroasa de informatii
cheie cu privire la biochimia sa complexa.
CONCLUZzII

Primul studiu a relevat faptul ca persoanele tinere care apeleaza la tratamente de reabilitare orala
in cadrul Departamentului de Protetica Dentard au o prevalentd crescutd a BP. Astfel devine imperios
necesara Stransa colaborare interdisciplinara intre diferite specialititi din medicina dentara in cadru
universitar.

Din cel de-al doilea studiu a reiesit faptul ca subiectii tineri cu afectare parodontala au prezentat
o dezvoltare cognitiva scazutd. In acest sens, sunt necesare mai multe studii observationale cu un control
sporit asupra valorilor modificabile (criteriile de diagnostic, momentul stabilirii diagnosticului,
monitorizari In ceea ce priveste evolutia afectiunilor parodontale si declinul cognitiv, nivelul de educatie
al subiectilor etc) Tn vederea investigarii raportului cauza-efect intre cele doua patologii. Explorarea
continua a variabilelor specifice BA si a BP oferd noi directii de tratament care pot avea rasunet asupra
impactului BA.

Al treilea studiu de cercetare inclus in prezenta tezd de doctorat a identificat repere metabolice

distincte asociate cu inflamatia si disbioza, modificari care pot influenta perceptia asupra preventiei si nu



n ultimul rand biomarkerii de diagnostic si tratament ai BP. Rezultatele acestui studiu necesita validari
ulterioare prin intermediul studiilor la scard largd in vederea confirmarii lor si pentru generarea de noi
perspective ale biologiei afectiunilor parodontale.
Aceasta cercetare de tip multidirectional a reusit sa detecteze influenta fara echivoc a markerilor
biochimici care discrimineaza CrP din AgP. A fost astfel observat ca fenotipul BP agresive este
caracterizat printr-o amprenta metabolica distinctd. In plus, testele neurofiziologice au relevat prezenta
unui declin cognitiv mai pronuntat in grupul AgP decat in grupurile NL si CrP.

Aceasta imagine dinamica a metabolismului general modificat si a unui examen neurologic/
neurofiziologic pot determina detectarea timpurie a unui deficit cognitiv minor.
In era contemporani a medicinii dentare digitale este imperios necesar ca pacientul luat in tratament
protetic sa fie sanatos din punct de vedere parodontal, indeosebi cand se doreste un rezultat favorabil pe
termen lung atat din punct de vedere estetic cat si functional. Identificarea factorilor de risc variabili
alaturi de monitorizarea si tratamentul BP pot reduce sau aména instalarea BA.

Potentialul de impact pe termen lung al acestui proiect aduce beneficii substantiale in vederea
identificarii unor markeri care pot detecta patologia preliminara a BA in creier. Aditional, acesti factori

pot sa contribuie la preventia, diagnosticul precoce si protocolul de tratament al BA.
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