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Introducere:

Osul este considerat cel mai important tesut de suport din tot organismul. Este compus din
celule, matrice organica extracelulara si sdruri anorganice. Tesutul osos este mineralizat In straturi care
furnizeaza acestuia o rezistentd crescuta si o flexibilitate inaltd. Acesta variaza ca formare, deoarece
depinde de functia Indeplinita in organismul din care face parte. Aceste diferente functionale si de
formare se bazeaza, de asemenea, pe procesele organice sau anorganice incorporate sau produse 1n
formarea unui anumit tesut osos. Cel mai raspandit mineral din structura osoasa este hidroxiapatita care
este alcatuita din colagen, proteine si ioni carbonati. Osul se constituie din aproximativ 70% minerale si
30% componente organice, in functie de greutate. Celulele osoase, spre deosebire de celulele medulare,
sunt mai rare.

Fiziologia osoasa a fost mai bine inteleasd in anii 1950 odatd cu dezvoltarea tehnicilor de
ambalare plastici pentru examinarea microscopica a sectiunilor ne-demineralizate de tesut osos. In
trecut, In vederea examindrii, histologia osoasa necesita indepartarea celei mai importante componente,
mineralul. Noile tehnologii au fost imbunatatite considerabil de atunci.

Tratamentul cu implanturi dentare a devenit in ultimii ani de electie pentru pacientii edentati,
raportandu-se rate de succes de peste 95,4% dupa 5 ani de functie. Desi aceste valori sunt extraordinare,
inflamatia peri-implantard este frecvent intdlnita si poate determina resorbtie osoasd in jurul
implanturilor si chiar pierderea acestora. Osul peri-implantar este observat des, prin metode imagistice,
in fazele initiale dupa inserarea implanturilor si/sau dupa incarcare. Aceste pierderi sunt atribuite de
obicei raspunsului de vindecare osoasa, denumitd remodelare fiziologica. Consecutiv acestei remodelari
naturale, osul marginal se poate resorbi datoritd inflamatiei peri-implantare indusa de placa bacteriana
si poate progresa spre pierderea osteointegrarii, ce poate influenta in mod negativ succesul pe timp
indelungat al tratamentului cu implanturi dentare. Boala peri-implantara a fost definitd in 2018 de
Academia Americand de Parodontologie si de Federatia Europeand de Parodontologie, in cadrul
Clasificarii Bolilor si Conditiilor Parodontale si Peri-implantare, ca fiind o afectiune asociata placii
microbiene. Aceasta debuteaza in tesuturile moi din jurul implanturilor dentare, definitd drept mucozita

peri-implantard, progresand spre tesuturile dure de suport, moment in care se instaleaza peri-implantita.

Partea generala infatiseaza stadiul actual al cunoasterii in domeniu, tehnologii si protocoale
histologice de preparare ale sectiunilor ne-demineralizate complexe.

Tehnica histologica de obtinere a sectiunilor de tesuturi ne-demineralizate complexe, urmareste,
in principal, sa reveleze procesele de regenerare osoasa sau apozitie 0soasa care se petrec in proximitatea
implanturilor dentare inserate. Aceste tehnici sunt de obicei laborioase si sunt indicate n investigatia

biologiei tesutului osos. Utilizarea tesuturilor ne-decalcifiate permite diferentierea osului matur de cel
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imatur si cuantificarea unor variabile precum sunt interfata os-implant, densitatea ariei osoase si viteza
de apozitie osoasd. Debutul procesarii specimenelor de tesuturi dure si moi ce contin aliaje metalice
pentru analiza metalografica, respectiv tehnica de sectionare-finisare a mostrelor histologice, a fost mai
intai descrisd de Donath si Breuner in anul 1982.

Au fost propuse mai multe metode de inducere a peri-implantitei la modele experimentale,
subiectii umani fiind supusi reglementarilor de natura etica si morala. Este foarte bine documentat faptul
ca specia canind prezintd o susceptibilitate naturala la boala parodontald, fiind asadar cel mai utilizat
model experimental. Relatia cauza-efect dintre colonizarea placii microbiene si patogenia bolii peri-
implantare a fost initial investigata in studii preclinice pe animale prin mijloace de degradare a suportului
dur si moale al implanturilor dentare. La aceste modele a fost indusa aparitia leziunilor peri-implantare
prin aplicarea submarginala a ligaturilor din bumbac. Pana in prezent, acest model experimental de
inducere a defectului peri-implantar este standardul de aur, pentru a investiga patogenia si terapia bolii
peri-implantare. Odatd cu cresterea numarului investigatiilor pe aceste modele animale, a aparut
necesitatea reglementarilor de ordin etic, in speta ghidul ARRIVE, care recomanda utilizarea a cat mai
putine modele animale (daca finalul experimentului o reprezinta exitus) si utilizarea acestora ca propriile
lor controale (“within-subject experiments”).

Desi foarte multe tehnici sofisticate si costisitoare au aparut odatd cu dezvoltarea tehnologiei
din ultimii ani, microscopia in camp luminos a ramas “standardul de aur”, deoarece s-a dovedit a fi 0
metoda de investigatie extrem de valoroasa, ce permite furnizarea unor informatii importante cu privire
la procesele de remodelare osoasa asupra specimenelor ne-demineralizate de tesut dur oral. Cu toate
acestea, evaluarea histologica a specimenelor osoase, in special a celor hibride, ce contin biomateriale

sintetice, reprezintd o provocare din punct de vedere tehnic.

Partea speciala include trei studii experimentale, menite sd introduca un model canin de
inducere a bolii peri-implantare si 0 simplificare a protocolului clasic de procesare al specimenelor ne-
demineralizate complexe tesuturi moi — tesuturi dure — implant dentar.

Astfel, desfasurarea cercetérilor personale a inclus un studiu-pilot in cadrul céruia a fost
analizatd histologic si radiologic degradarea tesuturilor moi si dure, din jurul implanturilor la care au
fost aplicate ligaturi consecutive si alternative, la aceeasi hemimandibula pe un model canin. A mai fost
investigata si influenta implanturilor ligaturate asupra celor neligaturate. La analizarea parametrilor
histomorfometrici si pe CBCT, au rezultat pungi peri-implantare adanci pe aspectul oral si resorbtie
osoasd pronuntatd pe aspectul vestibular al implanturilor ligaturate analizate si o afectare mai putin
pronuntata a implanturilor neligaturate, in pofida proximitatii acestora fatd de cele ligaturate. Analiza
histologica pe sectiuni subtiri ne-demineralizate la microscopul in cAmp luminos, a confirmat inflamatia
intensa a tesutului moale, o pronuntatd resorbtie osoasa si o cantitate mai mare de tesut conjunctiv
infiltrat la implanturile ligaturate, fatd de cele neligaturate. In concluzia studiului, s-a notat evaluarea cu

succes a modelului experimental neligaturat de inducere a peri-implantitei, satisfacand in acelasi timp
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si cerintele designurilor ce utilizeaza un numar redus de animale experimentale.

Pentru analizarea sectiunilor ne-demineralizate de grosimi mai mari, microscopul confocal cu
scanare laser poate fi utilizat deoarece penetreaza tesuturile pana la o profunzime de 300-500 microni si
reflecta imagini care nu sunt doar la suprafata specimenului. Imaginile 2D obtinute pot sta la baza
reconstructiilor tridimensionale, unde se pot observa matricea osoasa nedemineralizatd, interfata os-
implant si osul mineralizat.

A doua parte a cercetarilor personale a inclus un studiu de tip ,,proof of concept” pentru
evaluarea degradarii tisulare la microscopul confocal cu scanare laser, utilizdnd autofluorescenta
tesuturilor din jurul implanturilor ligaturate si neligaturate. A fost analizata si influenta grosimii
sectiunilor asupra acuratetei observatiilor histologice, In comparatie cu cele ,,subtiri” utilizate la
microscopul In cdmp luminos. Rezultatele studiului au inclus valori mai mari ale resorbtiei tisulare la
analiza histologica a sectiunilor ,,groase” (250-300 microni) fati de cele ,,subtiri” (30 microni). In
concluzia studiului a fost notata contributia semnificativa a analizei la microscopul confocal cu scanare
laser a lamelor ,,groase” prin reconstructiile tridimensionale obtinute, a cdror preparare este mai facila
fata de cele clasice ,,subtiri”,. De asemenea, desi acest tip de investigatie poate necesita o tehnologie mai
avansata, cantitatea si calitatea datelor obtinute, pot justifica aceasta abordare.

Pentru suplimentarea setului de date, cu privire la procesele care se petrec in cadrul degradarii
tisulare din peri-implantita experimentala, substante fluorocromice pot fi administrate intravital.
Sectiunile preparate pentru analiza markerilor fluorocromici sunt de obicei subtiri, pentru a evidentia
markerii, nu necesita colorare suplimentara, ca in cazul microscopiei in camp luminos, iar sectiunile
uscate sunt analizate cu ajutorul unui echipament microscopic fluorescent, la care sunt adaugate diferite
filtre de tipul celor UV, verde, albastru sau rosu. Aceastd metoda este simpld, stabild si se bazeaza pe
detectarea osului nou format sau resorbit si poate fi utilizatd ca un marcaj al momentului la care aceste
procese 0soase se petrec.

A treia parte a cercetdrilor personale, include investigarea degradarii tisulare obtinute prin
plasarea de ligaturi in jurul implanturilor la un model canin, utilizind doud marcaje fluorocromice
intravitale, sub trei filtre la microscopul cu fluorescenta, ca o alternativa la evaluarea sub microscopul
in camp luminos. Rezultatele studiului au confirmat activitatea de remodelare osoasd din jurul
implanturilor, in timpul perioadei de vindecare, la observarea sub microscopul cu fluorescentd si
inflamatia tisulara intensa, observata sub microscopul in cdmp luminos. Concluziile studiului au inclus
utilitatea complementard a fluorescentei fatd de ,,standardul de aur” reprezentat de investigatiile la
microscopul in cdmp luminos, oferind informatii suficiente si solide cu privire la procesele de apozitie
0s0asa.

Pana in prezent, nu exista in literatura de specialitate un consens cu privire la exactitatea metodei
de inducere experimentald a peri-implantitei la modele animale. De asemenea, nu s-a observat un
consens in alegerea grosimii sectiunilor de specimene ne-demineralizate de tesut moale — tesut 0sos —

implant dentar, ceea ce face dificild alegerea unei tehnici care sa ofere simultan relevanta histologica,
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cu costuri scazute i cu un timp de procesare minim.

Concluzii:

1. In prezent, lipsa unui consens legat de exactitatea modului de inducere a peri-implantitei
experimentale la modelul canin, cat si de incertitudinea influentei pe care o au ligaturile asupra
tesuturilor moi si dure din jurul implantelor, fac ca cercetarea acestei directii sa fie de maxima importanta
in literatura de specialitate peri-implantara.

2. Din cercetarea literaturii de specialitate reiese ca unii autori considera ligaturile ca factor de
inducere a aparitiei peri-implantitei, in timp ce alti autori afirma ca ligaturile actioneaza ca un corp
strain, la care organismul reactioneazd in mod natural. Acesta este un aspect insuficient dovedit si sunt
necesare studii suplimentare in aceasta directie.

3. In prezent, dupa decenii de cercetare, studiul terapiilor peri-implantare se bazeazi pe modele
de inducere a peri-implantitei experimentale la modele animale care nu sunt complet in acord cu
fiziopatogenia peri-implantitei umane.

4. Cercetarea de fata a propus introducerea modelului experimental neligaturat de aparitie in
mod spontan a inflamatiei peri-implantare, indeplinind in acelasi timp si cerintele pentru designul
studiilor experimentale cu un numar redus de modele animale utilizate.

5. Influenta implanturilor afectate de peri-implantitd severa asupra implanturilor invecinate a
fost evaluata si a evidentiat existenta pierderii de tesut.

6. Aceste rezultate pot influenta alegerea abordarii terapeutice in momentul confruntérii cu
diferite grade de severitate a bolii la implanturile invecinate.

7. In prezent, nu exista un consens in literatura de specialitate cu privire la grosimea sectiunilor
analizate, care pare a fi dictatda mai mult de preferintele personale ale autorilor, bazate pe anumite scopuri
ale cercetarii si mai putin pe o corelare clara intre grosimea sectiunilor si rezultatele histologice urmarite.

8. In acest sens, cercetarea de fata propune o simplificare a protocolului traditional histologic,
prin utilizarea sectiunilor ,,groase” (250-300 microni), de tesuturi ne-demineralizate complexe de peri-
implantitd indusa experimental la un model canin, care, inglobate si manipulate corespunzitor, pot
asigura obtinerea facila de informatii relevante, examinate sub CLSM.

9. Informatiile obtinute astfel pot fi lipsite de precizia celor obtinute prin vizualizarea sectiunilor
,»subtiri” sub LM, dar pot oferi date complementare, precum reconstructiile 3D. Desi investigarea
acestor specimene la CLSM poate parea complicatd si solicitantd din punct de vedere tehnologic,
informatiile obtinute sunt numeroase si pot justifica aceasta abordare.

10. In prezent, este cunoscut faptul ci sectiunile de preparate ne-demineralizate complexe de
peri-implantita indusa experimental la un model canin furnizeaza informatii intr-un mod rapid si facil
cu privire la mecanismul resorbtiei osoase.

11. In cercetarea de fatd, s-au comparat cu succes sectiunile ,,subtiri” sub un microscop cu
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fluorescenta, cu aceleasi sectiuni vizualizate sub microscopul in camp luminos, pentru a furniza
informatii referitoare la procesele de apozitie osoasa.

12. Furnizand informatii suficiente si relevante, microscopia cu fluorescenta a demonstrat ca
reprezintd o abordare complementara, care permite evaluarea activitatii 0soase din jurul implanturilor
dentare din momentul inserdrii pana in momentul integrarii complete, iar ulterior, pana la resorbtia
completa din timpul progresiei bolii peri-implantare.

13. Desi in cercetarile din teza de fata S-a observat ca simplificarea protocoalelor histologice
este posibild prin utilizarea tehnologiilor moderne, limitarile studiilor indeamna la derularea de noi
cercetari in domeniu; studiile viitoare se vor concentra pe rafinarea metodelor de inducere a peri-
implantitei experimentale, pe simplificarea protocoalelor histologice si pe manipularea fara riscuri a

specimenelor complexe de tesut osos — tesut moale — implant dentar.



