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Rezumat

Studiile actuale adresate evaludrii raspunsului clinic al procedurilor regenerative parodontale prin ghidaj tisular demonstreaza rezultate
variabile, fiind acceptata influenta incd insuficient cunoscuta a caracteristicilor fizico-chimice membranare ca si cele ale mediului tisular
implantar. Studiile existente pand in prezent sunt dominate de studii experimentale in vivo, studii comparative care se limiteazd la analiza
fizicd calitativa/cantitativd a preparatelor biopsice, prelevate la intervale de timp prestabilite, care reflectd starea materialului implantar
si mai putin calitatea fesutului receptor/gazda. Studiul de fata isi propune sd completeze procedurile de studiu prin tehnici care fac apel
la caracterizarea organismului gazda, aspect esential in contextul bolii parodontale, ce poate fi extinsa la caracterizarea materialului
implantar si, respectiv, a dinamicii temporale a relatiei tesut - material implantar. Se are in vedere definirea si utilizarea altor parametri
de caracterizare a relafiei organism-polimer, nefolositi in domeniu dar relevanti in domenii conexe, cu referire la caracterul redox tisular,
respectiv al materialului polimeric implantat. Cuvinte-cheie: factor rH, microelectrod, fesut

Summary

The actual studies addressing to clinical response assessment of periodontal guided regenerative procedures show variable results, being
accepted the still not very well known influence of barriers’ physical and chemical characteristics and of local tissue environment as well.
The studies available by now are dominated by in vivo, comparative studies that are limited to qualitative/quantitative assessments of
established prelevated biopsies reflecting rather the state of implanted material than the quality of host tissue. The aim of this study is
to complete the studying methods by host characterising techniques, essential aspect in the context of periodontal disease, that could
be extended to the implanted material characterization and material — host temporal realation dinamics respectively. It is intended to
define and use other characterizing parameters for the host — polymer relation, this regarding the tissue redox feature and implanted
polymeric material, respectively. Keywords: rH factor, microelectrode, tissue
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Introducere

Obiectivele terapiei parodontale actuale sunt reprezentate
de regenerarea si restaurarea structurilor parodontale afectate
de boala la forma, functia si consistenta lor originara. Procedu-
rile terapeutice disponibile pentru atingerea acestor obiective
includ utilizarea barierelor membranare pentru regenerarea
tisulard ghidata si aplicarea materialelor de aditie/control
(substituenti de os, factori de crestere), iar datorita variabilitatii
fizice si chimice a acestor produse se descriu grade variate de
succes sau de esec terapeutic.

In prezent, procedurile restaurative se bazeaza aproape
in intregime pe implantarea unor substitute structurale, iar
clinic a procesului regenerativlocal prin analiza cantitativa/ca-
litativd a membranelor de colagen rdaméan contradictorii prin
rezultatele obtinute. Aceste studii evalueazd de o maniera pur
descriptiva gradul de degradabilitate a barierei membranare
resorbabile (naturale sau artificiale), gradul rdspunsului, de
obicei inflamator, din partea organismului gazdd, precum si
raspunsul regenerativ, variabil, la nivel local. Nu au fost identifi-
cate corelatii cu evidenta statisticd intre caracteristicile barierei
membranare si un raspuns regenerativ optim local.

Insuficienta cunoastere a proceselor resorbtive a barie-
relor membranare, influentdnd indirect biodisponibilitatea

potentiald a acestor factori, limiteaza aspectele concluzive si
de certitudine a studiilor de aceasta natura.

Un factor determinant al proceselor biochimice si/sau
biologice il reprezinta caracterul redox al mediului de reactie
(mediu tisular), caracter ce poate fi cuantificat prin potentialul
redox, o médrime determinabild experimental, insd in acelasi
timp afectata de alti parametri, intre care cel mai important
este pH-ul mediului. Pentru caracterizarea experimentald a
proceselor biologice, exprimarea caracterului redox prin po-
tentialul redox la care sa se indice §i un pH specific reprezinta
o dificultate practicd mai ales dacd se urmareste o dinamicé a
fenomenelor. In acest sens, se poate opta pentru corectia poten-
tialului redox prin principalul sau factor de influentd, pH-ul,
rezultand un nou parametru, rH-ul, care prezinta semnificatie
fizicd numai in medii apoase. Acest ultim parametru este definit
prin relatia lui Clark:

_ E,+0,058 x pH
0,029

Un fenomen biologic poate fi astfel caracterizat printr-un
corolar al celor doi factori, potentialul redox si respectiv pH-
ul, adica rH-ul.

In acest context ne dorim si consideram posibilitatea de
analizd/caracterizare a mediului tisular prin utilizarea unui

rH
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parametru comun, care poate fi aplicat $i in cazul analizei
caracteristicii de material, iar in ultima instantd ca modalitate
de analizd a dinamicii relatiei tesut-material implantar.

Material si metoda

Posibilitétile de determinare a caracteristicii redox au fost
prezentate pe larg in studii similare in domenii conexe [2], fiind
in general recomandata, din considerente practice, procedura
potentiometrici [2]. Ca principiu, determinarea potentiome-
tricd presupune masurarea diferentei de potential dintre un
electrod de referintd si unul redox un electrod confectionat
dintr-un metal nobil (platind) care, imersat fiind in solutia de
determinat, cedeazd sau primegste (numai) electroni pana la
echilibrarea potentialului sdu cu cel al solutiei. Rezulta astfel
Eh care, dupa ce este corectat cu potentialul electrodului de
referintd fatd de electrodul normal de hidrogen la temperatura
de lucru (astfel de valori sunt disponibile, de exemplu, in [1]),
poate fi folosit ca atare sau transformat matematic (prin relatia
lui Clark) in rH. Dependenta de temperaturi a potentialului
de electrod al electrodului de referintd impune conditii de
termostatare ale determindrii.

Studiile existente in prezent, si adresate modalitatilor de
determinare a rH-ului, au ca subiect de studiu solutii, motiv
pentru care extinderea aplicabilitdtii metodologiei de lucru
asupra tesuturilor necesiti o adaptare in consecinta [2]. In acest
context, tesuturile sunt materiale de consistenta ridicata, ceea ce
ingreuneazd omogenizarea mediului i difuzia spre electrozi, in-
troducand o rezistentd electricd inacceptabil de mare, care face
imposibila determinarea diferentei de potential. Acest aspect se
manifestd evident printr-o durata maritd de echilibrare, ceea ce
poate conduce la denaturarea determinarii in cazul tesuturilor
vii, ca si la degradarea materialului supus determinarii.

Pentru inldturarea acestui dezavantaj, in conditiile de-
termindrilor de ordin biologic, se realizeazd un artificiu: prin
mentinerea constanta a pH-ului in domeniul valorilor proprii
materialului, cu ajutorul unei solutii tampon, rH-ul devine
dependent numai de Eh, iar consistenta materialului scade.
S-a constatat cd, in domeniul rapoartelor 1...8% material de
determinat in solutia tampon, pH-ul se mentine constant,
iar Eh variazi liniar cu logaritmul zecimal al concentratiei
(Figura 1).

In aceste conditii, prin extrapolarea realizatd din valorile
E, determinate la proportiile de 1% (a) si 8% (b) se obtine,
grafic sau analitic, valoarea E, virtuald a materialului inves-
tigat. Introducand in relatia lui Clark valoarea pH a solutiei
tampon si valoarea E, obtinuta astfel si corectatd cu valoarea
potentialului de electrod al electrodului de referinta fata de cel
normal de hidrogen, se obtine valoarea rH-ului materialului
luat in studiu.

Probele de tesut au fost prelevate de la sobolani Wistar (de
acelasi sex, femele, cu varsta medie de 3-4 saptamani §i cu gre-
utatea medie de 220-300 g) destinati unor studii experimentale
adiacente adresate interferentelor medicamentoase. Acestia au
fost distribuiti in doud loturi experimentale, un lot martor for-
mat din animale sdnétoase §i un lot test, cu animale prezentand
o imunosupresie indusd. Ratiunea inducerii acestei imunosu-
presii rezida in dorinta de a reproduce un status general tisular
in conditiile in care boala parodontala este consideratd drept
un dezechilibru intre agresivitatea organismelor rezidente in
microbionta orald si capacitatea proprie de apérare a organis-
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Fig. 2.

mului. In contextul acestei imunosupresii este de asteptat o
modificare a caracteristicii proprii tisulare potential identifi-
cabile prin caracterul siu redox. Imunosupresia a fost indusa
prin administrarea de streptozotocind, substantd responsabila
de citotoxicitate la nivelul celulelor beta pancreatice, generand
diabet zaharat insulino-dependent. Este larg acceptat faptul
ca starea diabeticd induce o deficientd a rdspunsului imunitar.
Starea diabetica a fost obtinuta prin administrarea (pe o peri-
oadd de 2 zile) de solutie tamponata de streptozotocina (solutie
tampon pH 4,5) in doza unica de 55 mg/kgc. Confirmarea
starii diabetice a fost stabilita prin existenta semnelor clinice
de poliurie, polidipsie, iar testele sanguine indicand valori ale
glicemiei mai mari de 18 mmol/L.

Prelevarea probelor de tesut (tesut conjunctiv) s-a realizat
dupd inducerea prealabild a stérii anestezice prin administrarea
intramusculara a 0,5 mL xilocaind 2% (80-120 mg/kgc) si 0,5
mL ketamind (80-120 mg/kgc). O arie de aproximativ 3x4
cm de pe fata dorsald a fost rasa, dezinfectatd cu polividone
iodina (Betaisodona), s-a realizat apoi o incizie paramediana
in lungul coloanei vertebrale urmata de incizii de separare de
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tesut conjunctiv subcutanat.

Determinarea caracterului redox tisular urmeaza o proce-
duri potentiometrica similard, dar pentru care au fost initiate
o serie de adaptdri ale sistemului de electrozi aferent, in scopul
folosirii unei cantitdti minime de proba (Figura 2). Sistemul de
electrozi consistd in electrodul de lucru, un disc din platina (1)
inclus intr-un bloc din sticlé in asa fel incat deasupra suprafetei
din platind si existe o alveola. O a doua piesa (suprapusa), tot
din sticla, contine electrodul de referinti; legatura cu solutia de
caracterizat, aflatd in alveola, se face prin frita (2) si puntea elec-
trochimicd a electrodului de referinta (3). Concret, o picitura
de solutie se depune in alveold, dupa care piesa superioara se
plaseazd peste cea inferioard, dupa care urmeaza determinarea
potentialului redox.

In procedura standard sunt necesari 25-30 mL din ,,solutia”
(suspensia) b (de 8% tesut), care se obtin din cca. 2,5 g tesut +
2,5611,5 mL solutie tampon. Tesutul, cantarit cu o precizie de
3 zecimale in jurul a 2,5 g (X g) se tritureaza, intr-un mojar, cu
nisip de cuart, intéi ,,pe uscat’, apoi in prezenta celor X611,5
mL de solutie tampon, adaugati in 2-3 reprize. ,Solutia” (sus-
pensia) obtinuté se supune determindrii potentialului redox,
rezultdnd parametrul b. A doua determinare, pentru obtinertea
parametrului a, corespunzétor concentratiei de 2% tesut, se
face asupra unui amestec de 5 mL din prima ,,solutie”™ + 35
mL tampon.

In situatia folosirii unui sistem miniaturizat de electrozi,
cantitatea de tesut (X) devine cea suficientd ca, prin adaosul de
solutie tampon in cantitate de X611,5 mL, sa se asigure umple-
rea alveolei dintre cele doud piese ale microelectrodului. Pentru
determinarea a doua, se considera, desigur, cantitati diminuate
corespunzator din prima ,,solutie” (suspensie), respectiv din
tampon, dar pédstrand raportul dintre acestea, respectiv 5:35;
sau, altfel spus, 1:7.

Rezultate si discutii

In Tabelul 1 sunt exprimate valorile experimentale deter-
minate pentru probele de tesut luate in studiu, lot martor si re-
spectiv lot test, pentru care se redau valori individuale de rH.

Obiectivul studiului a fost acela de a identifica posibili-
tatea utilizarii parametrului rH ca factor de caracterizare a
raspunsului biologic.

Asa cum se observa din valorile determinate, se pot deli-
mita valori specifice ale rH-ului tisular conforme homeostaziei
generale ale organismului gazda. Lotul martor, format din ani-
male sdndtoase, prezinta valori ale rH-ului tisular apropiate de
valorile considerate normale, respectiv celor corespunzatoare
rH-ului fiziologic (valoarea raportata in literatura [2] fiind
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23,7), anume un interval de variatie rH 1,2 unititi. In cazul lo-
tului test, format din animale cu imunosupresie indusa, valorile
determinate ale rH-ului tisular variaza pe un domeniu evident
mai larg (interval de variatie rH 3,6 unitati).

Tabelul 1
Animale sanatoase Animale imunosupresate
Proba rH Proba rH
1 23,0 1 239
2 23,5 2 22,5
3 24,1 3 25,1
4 24,2 4 23,2
5 23,2 5 24,8
6 23,8 6 23,6
7 233 7 24,5
8 24,0 8 22,8

Intrucat s-a ciutat crearea unor conditii standardizate de
pregitire a animalelor ca si a modalitétii de inductie a imuno-
supresiei, ar fi fost de asteptat, si la animalele imunosupresate,
obtinerea unor valori daca nu similare, cel putin apropiate, pe o
marja de variatie specificd, precum cea descrisa pentru anima-
lele séndtoase. Se poate descrie astfel o variabilitate individuala
araspunsului homeostazic fata de starea de imunosupresie, care
se reflectd asupra valorilor de rH determinate.

Concluzii

Analiza proceselor biologice, desi complexa, poate fi rezu-
mata prin identificarea si utilizarea unui parametru specific,
global, care, odatd extins asupra altor procese similare (meta-
bolice, resorbtive), permite analiza in dinamica a proceselor
de interactie organism gazdd-meterial implantar. Ratiunea
in faptul ca procesele metabolice care fac suma homeostaziei
generale sunt in esenta procese de natura redox. In consecinta,
aplicabilitatea conceptului redox in studiul acestor procese
devine rationala.

In acest sens, se poate spune ci modificarea homeostaziei
organismului conduce la modificéri de ordin metabolic ce se
repercuteaza asupra caracterului redox tisular.

Pe baza acestui principiu si prin extinderea aplicabilitatii
asupra analizei caracteristicii rH de material implantar se pot
urmari modificérile de potential redox survenite la nivelul
interfetei tesut animal-implant, atat in privinta tesutului (fapt
ce ar revela efecte dorite sau nedorite exercitate de material
asupra organismului purtdtor), cat si in privinta alegerii ma-
terialului optim.
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