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UTICAJ AMELOGENINA, FAKTORA RASTA | NOVIH NANOSTRUKTURNIH
MATERIJALA NA BAZI KALCIJUM SILIKATNIH CEMENATA NA
REGENERACIU PULPE

SAZETAK

Osnovni cilj terapije mladih stalnih zuba sa eksponiranom pulpom, koja nastaje
kao posledica dentalne traume ili progresije karijesa, je oCuvanje vitaliteta i funkcije
ostecene pulpe. Terapijski postupak, uz pravilno postavljenu indikaciju, najcesce

ukljucuje primenu metoda direktnog prekrivanja pulpe ili vitalne pulpotomije.

Direktno prekrivanje pulpe (DPP) je terapijski postupak aplikacije leka na
eksponiranu pulpu zuba sa ciljem da obezbedi zatvaranje pulpne komore i omoguci
proces zarastanja. Tretman obuhvata zatvaranje rane bioaktivnim materijalom koji
pospesuje ozdravljenje pulpe formiranjem reparatornog dentina tj, dentinskog mosta na
mestu povrede. Ozdravljenje pulpe podrazumeva migraciju stem/progenitor ¢elija pulpe
do mesta povrede i njihovu proliferaciju i diferencijaciju u ¢elije slicne odontoblastima.
Ove Ccelije sekretuju matriks tercijarnog dentina, sa posledicnim formiranjem

reparatornog dentinskog mosta.

Kako je uspeh terapije DPP Cesto veoma neizvestan, a idealan materijal za DPP
jos uvek ne postoji, poslednjih decenija se ulazu veliki napori istraZivaca i klini¢ara u
razvoj biomaterijala koji bi pored biokompatibilnosti, trebalo da odlikuje i bioaktivnost i
bioinduktivnost. lako danas MTA jos uvek predstavlja zlatni standard u DPP, ¢ine se
napori kako bi se prevazisli nedostaci ovog materijala (dugo vreme vezivanja, teSkoce u
rukovanju i aplokaciji, visoka cena na trzistu) i uvodenjem novih materijala unapredila

terapijska procedura DPP.

Moguénosti za to svakako postoje u biomimetickim regenerativnim
procedurama, tkivnom inzinjeringu i nanotehnologiji. Biomimeticki terapijski pristup i
moguca primena amelogenina-glednog proteina u tkivnoj regeneraciji, odnosno primena
novih koncepata aktivne regeneracije 1 tkivnog inZinjeringa, moZe znacajno unaprediti
terapijske rezultate. Emdogain je materijal novije generacije koji u svom sastavu sadrzi
gledne proteine i faktore rasta i kao takav se dugi niz godina uspesno upotrebljava u

regenerativnoj terapiji parodoncijuma, ali njegov efekat na pulpno tkivo jo$ uvek nije



dokazan. Postoje pretpostavke da se povecanjem koli¢ine faktora rasta na mestu

oStecenja pulpe moze ubrzati zarastanje pulpne rane i stimulisati njena regeneracija.

Znacajan deo aktuelnih istrazivanja posvecen je ulozi faktora rasta kao signalnih
molekula u pulpodentinskom kompleksu i njihovom snaznom bioaktivnom potencijalu
u jako malim koncentracijama. PRF je autologna membrana bogata faktorima rasta koja

se jednostavno dobija centrifugovanjem venske krvi.

Posebna paznja je takode usmerena razvoju nanomedicine i sintetisanju novih
nanostrukturnih biomaterijala i mehanizmu njihovog delovanja na reparatorne aktivnosti
pulpodentinskog kompleksa. U cilju ocuvanja svih pozitivnih osobina MTA, a
prevazilazenja njegovih mana, na Institutu za nuklearna ispitivanja "Vinca" (po
recepturi V. Jokanovi¢a) je primenjena nova tehnologija sintetisanja materijala na nano
nivou. Ovi novosintetisani materijali na bazi kalcijum silikatnih cemenata (ALBO
MPCA | i ALBO MPCA II) su sintetisani koris¢enjem sol-gel metode sa strukturom
Cestica uredenom na tri hijerarhijska nivoa: aglomerati veli¢ine nekoliko mikrometara,
partikula, veli¢ine 117- 477 nm 1 kristalita, velicine 20 nm, ¢ime im je obezbedena
evidentna bioaktivnost i poveana ukupna povrSina, koja je neophodno fizicko i

hemijsko svojstvo bioaktivnih cemenata.

Biodentin je materijal novije generacije na bazi kalcijum silikata ¢iji efekat na
pulpu jo$ uvek nije dokazan, ali materijal sa visokim kincentracijama kalcijuma koji na
mestu aplikacije moZe aktivirati stem celije, osteoblaste, 1 fibroblaste i usloviti njihovu

proliferaciju i diferencijaciju i potom mineralizaciju novonastalog tkiva.

Cilj ovog istrazivanja je bio da se u in vivo uslovima ispita uticaj amelogenina-
Emdogaina, PRF-a, Biodentina i dva novosintetisana nanostrukturna materijala na bazi
aktivnih kalcijum silikatnih sistema nakon direktnog prekrivanja eksponirane pulpe

zuba vijetnamskih svinja.

Eksperiment je sproveden na Fakultetu Veterinarske medicine na 60 zuba i 3
ekperimentalne Zzivotinje. Nakon preparacije kaviteta V klase i1 eksponiranja pulpe,
izvrSeno je DPP testiranim materijalima zameSenim po uputstvu proizvodaca. Kaviteti
su zatim definitivno restaurirani glas jonomer cementom. Opservacioni period je iznosio
30 dana.



Nakon zrtvovanja zivotinja, pripremljeni su histoloSki preparati koji su
analizirani pod svetlosnim mikroskopom na uveli¢anjima x10, x40, x100, x400.
Kriterijumi za procenu stanja pulpe nakon DPP testiranim materijalima su bili:
formiranje dentinskog mosta, morfoloska reorganizacija pulpnog tkiva, inflamacija

pulpe i prisustvo bakterija.

Na Institutu za Bioloska istrazivanja "SiniSa Stankovi¢" izvrSena je
histomorfometrijska analiza i uz pomo¢ posebnog softvera izraCunata je debljina
novostvorenog dentinskog mosta, njegova povrSina (mm?), volumenska gustina
dentinskog mosta (%), povrsina pulpe (mm?), volumenska gustina pulpe (%), povrsina

novostvorenih krvnih sudova (mm?2) kao i njihova volumenska gustina (%).

Dobijeni rezultati ove doktorske teze su pokazali da svi testirani materijali
poseduju odredenu bioaktivnost 1 bioinduktivni potencijal koji omogucava formiranje
dentinskog mosta, odnosno regeneraciju oSte¢enog pulpnog tkiva. Reakcija pulpe zuba
posle direktnog prekrivanja je uglavnom ukazala na potpuno odsustvo ili blagu

zapaljensku reakciju sa malo ¢elija zapaljenja.

Kompletan dentinski most bio je formiran u najveéem broju uzoraka posle
direktnog prekrivanja novosintetisanim materijalima na bazi kalcijum silikatnih sistema
(ALBO MPCA 1) i fibrina bogatog trombocitima (PRF) koji u sebi sadrzi veliki izvor
faktora rasta.

Najveca debljina i najbolja organizacija novoformiranog kalcifikovanog tkiva
kompletnog dentinskog mosta je uocena posle direktnog prekrivanja pulpe zuba
novosintetisanim materijalima na bazi kalcijum silikata (ALBO MPCA | i ALBO
MPCA 1I).

Najslabija inflamatorna reakcija u pulpi eksponiranih zuba je zabelezena nakon
direktnog prekrivanja novim materijalima na bazi kalcijum silikata (ALBO MPCA 1) i
EMDOGAIN-om, a najizraZzenija u uzorcima gde je direktno prekrivanje pulpe

realizovano materijalima sa faktorima rasta (PRF).

Najveca volumenska gustina novoformiranog dentinskog mosta kao i najveca

prosecna povrsina novog dentina uocena je posle DPP novosintetisanim materijalima na



bazi kalcijum silikata (ALBO MPCA 1), a najve¢a volumenska gustina novoformiranih

krvnih sudova u pulpi konstantovana je posle DPP zuba Biodentinom.

Ukupni rezultat ove doktorske teze ukazuje na ¢injenicu da su efekti materijala
na bazi faktora rasta (PRF), materijala na bazi glednih proteina (Emdogain), odnosno
materijali na bazi kalcijum silikatnih cemenata (Biodentin) kao i novosintetisani
nanomaterijali na bazi kalcijum silikata ukazali na izuzetan bioinduktivni potencijal.
Dobijeni nalazi su vrlo komparabilni sa rezultatima najefikasnijeg materijala za DPP

MTA-om, koji se smatra zlatnim standardom za ovaj terapijski postupak.

Kljuéne redi: nanomaterijali, faktori rasta, amelogenin, kalcijum silikatni
sistemi, regeneracija pulpe, dentinski most,
odontoblastima slicne Celije

Naucna oblast: Stomatologija

UZa nau¢na oblast:  Klini¢ke stomatoloSke nauke

UDK broj: 615.46:616.314.18(043.3)



THE EFFECT OF AMELOGENIN, GROWTH FACTORS AND NEW
NANOSTRUCTURED MATERIALS BASED ON CALCIUM SILICATE CEMENTS
ON PULP REGENERATION

ABSTRACT

The purpose of treating permanent teeth with exposed pulp, which can be a
result of trauma or dental caries progression, is to preserve the vitality and function of
the damaged pulp. The therapeutic procedure, along with an adequate indication, most
often involves the use of methods of direct pulp capping or vital pulpotomy.

Direct pulp capping (DPC) is a therapeutic aplication of drug on exposed dental
pulp in order to ensure the closure of the pulp chamber and allow healing process. The
treatment includes wound closure with a bioactive material that accelerates healing of
the pulp by forming a reparatory dentin or dentin bridge at the site of injury. Recovery
of the pulp involves migration of stem/progenitor cells of the pulp to the site of the
injury and their proliferation and differentiation into odontoblasts like cells. These cells

secrete tertiary dentin matrix with subsequent formation of a reparatory dentin bridge.

The success of DPC therapy is often very uncertain and the ideal material does
not yet exist. Recent decades have seen a considerable effort by researchers and
clinicians in the development of biomaterials which should be characterized not only by
biocompatibility, but by bioactivity and bioinductivity. Although MTA still represents
the gold standard in DPC today, efforts have been made to overcome the disadvantages
of this material (long setting time, difficult handling and application, high market price)
along with the introduction of new materials which improved the therapeutic procedure
of DPC.

Biomimetic regenerative procedures, tissue engineering and nanotechnology
provide such possibilities. Biomimetic therapeutic approach and application of
amelogenin-enamel proteins in tissue regeneration or the application of new procedures
by active regeneration and tissue engineering, can significantly improve the therapeutic
results. Emdogain is a newer generation material which consists of enamel proteins and
growth factors. For many years it has been successfully used in regenerative therapy of

periodontal tissue, but its effect on the pulp tissue is not yet proven. Assumptions have



been made about increasing amounts of growth factors at the site of the damaged pulp

which can accelerate the healing of pulp wounds and stimulate regeneration.

A significant part of current research is devoted to the role of growth factors as
signaling molecules in the entire pulp-dentinal complex and their powerful bioactive
potential in very small concentrations. PRF is an autologous membrane rich in growth

factors that can be easily obtained by the centrifugation of venous blood.

Special attention is also directed towards the furthering of nanomedicine and
synthesizing of new nanostructured biomaterials and the mechanism of their action on
the reparative activities of pulpodentine complex. In order to preserve all the positive
properties of the MTA and overcome its faults, at the Institute for Nuclear testing
"Vinca" (according to the recipe of V. Jokanovic) a new technology of synthesizing
materials at the nano level has been introduced. These new materials based on calcium
silicate cements (ALBO MPCA | and ALBO MPCA II) were synthesized using sol-gel
method with the structure of the particles arranged in three hierarchical levels:
agglomerates few microns in size, particle size 117- 477 nm and a crystallite size of 20
nm with an obvious bioactivity and an increased total area, which are essential physical

and chemical properties of bioactive cements.

Biodentine is a new generation material based on calcium silicate whose effect
on the pulp has not been proven, but a material with high concentrations of calcium
which can activate stem cells, osteoblasts and fibroblasts at the area of application and
cause their proliferation and differentiation and following the mineralization of the

newly formed tissue.

The aim of this study was to examine in vivo the impact of amelogenin-
Emdogain, PRF, Biodentine and two new synthesized nanostructured materials, based
on an active calcium silicate system, after capping the exposed pulp tissue of
Vietnamese pigs.

The experiment was conducted at the Faculty of Veterinary Medicine on 60
teeth and 3 experimental animals. After class V cavity preparation and the exposing of

the pulp, DPC was performed with the test materials prepared by the manufacturer's



instructions. The cavities were then restored with glass ionomer cement. The

observational period was 30 days.

After the animals were sacrificed, histological samples were analyzed under a
light microscope at magnification of x10, x40, x100, x400. The criteria for assessing the
state of the pulp after the DPC tested materials were: dentin bridge formation,
morphological reorganization of the pulp tissue, inflammation of the pulp and the

presence of bacteria.

Histomorphometric analysis was performed at the Institute for Biological
Research "Sinisa Stankovic" by a special software which calculated the thickness of the
newly formed dentin bridge, its size (mm?), the volume density of dentine bridge (%),
the surface of the pulp (mm?), the volume density of pulp (%), the surface of the newly-

created blood vessels (mm?2) and their volume density (%).

The results of this doctoral thesis showed that all tested materials have specific
bioactivity and bioinductive potential which allows the formation of the dentin bridge
and the regeneration of damaged pulp tissue. The reaction of dental pulp after capping
has generally demonstrated the complete absence or mild inflammatory reaction with
few inflammatory cells. The complete dentine bridge was formed in most of the samples
after capping with new synthesized materials based on calcium silicate system (ALBO

MPCA 1) and platelet-rich fibrin (PRF), which contains a large source of growth factors.

The maximum thickness and the best organization of the newly formed calcified
tissues of a complete dentin bridge was observed after DCP with the new synthesized
materials based on calcium silicate cements (ALBO MPCA | and ALBO MPCA II).

The weakest inflammatory reaction in the exposed teeth was recorded after DPC
with the new materials based on calcium silicate cements (ALBO MPCA [) and
Emdogain, and the most pronounced in samples after DPC with materials with growth
factors (PRF).

The highest volume density of the newly formed dentin bridge and the largest

average size of new dentin was observed after DPC with new synthesized materials



based on calcium silicate (ALBO MPCA 1), and the highest volume density of newly

formed blood vessels in the pulp were found after DPC with Biodentine.

The overall result of this doctoral thesis points to the fact that the effects of
materials based on growth factor (PRF), a material based on enamel proteins
(Emdogain) or materials containing calcium silicate cements (Biodentin) and new
synthesized nanomaterials based on calcium silicate cements indicate their remarkable
bioinductive potential. The obtained results are very comparable to the results of the

most efficient materials for DPC MTA, which is considered the gold standard for this

therapy.

Keywords: nanomaterials, growth factors, amelogenin, calcium
silicate systems, pulp regeneration, dentin bridge,
odontoblast like cells

Scientific field: Dentistry

Specific scientific field: Clinical Dental Science

UDK number: 615.46:616.314.18(043.3)
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1. UvOD

Pulpa je vezivno tkivo ektomezenhimalnog porekla, smesteno u centralnom delu
zuba. Ona je po svojoj osnovnoj gradi (Celije, meducelijska supstanca, vlakna, krvni sudovi 1
nervni zavrSeci) slicna drugim vezivnim tkivima u organizmu, ali ima i1 posebne
karakteristike koje je ¢&ine jedinstvenom. Celijsku strukturu pulpe karakterisu periferno
rasporedeni odontoblasti koji predstavljaju jedinstvene postmitoticke celije odgovorne za
produkciju dentina. Dentin je, za razliku od pulpe, ¢vrsto unutras$nje zubno tkivo porozne,
tubularne grade sacinjeno od kristala hidroksiapatita utopljenih u kolageni matriks [176].
Kanalikularna struktura dentina izraz je njegove anatomske povezanosti sa pulpom.

Jedna od znacajnih uloga pulpo-dentinskog kompleksa je reakcija na $tetne nadrazaje.
Povoljni odgovor pulpo-dentinskog kompleksa na povredu i oSteCenje zubnog tkiva je
deponovanje dentina sa ciljem da se spre¢i duze dejstvo Stetnih stimulusa i nastanak
ireverzibilnih ostecenja pulpe. Ovo se postize fokalnom apozicijom tercijernog dentina
neposredno u predeo delovanja Stetnog uticaja (npr. karijesa, povrede, hemijskog ili fizickog
nadrazaja).

Osnovni cilj terapije mladih stalnih zuba sa eksponiranom pulpom, koja nastaje kao
posledica dentalne traume ili progresije karijesa, je oCuvanje vitaliteta i funkcije oStecene
pulpe. Terapijski postupak, uz pravilno postavljenu indikaciju, najéesé¢e ukljucuje primenu
metoda direktnog prekrivanja pulpe ili vitalne pulpotomije.

Direktno prekrivanje pulpe (DPP) je terapijski postupak aplikacije leka na
eksponiranu pulpu zuba sa ciljem da obezbedi zatvaranje pulpne komore i omoguci proces
zarastanja. Tretman se bazira na zatvaranju rane bioaktivnim materijalom koji pospesuje
ozdravljenje pulpe sa formiranjem reparatornog dentina (tzv. dentinskog mosta) na mestu
povrede [229]. Ozdravljenje pulpe podrazumeva migraciju stem/progenitor celija pulpe do
mesta povrede i1 njihovu proliferaciju 1 diferencijaciju u Celije slicne odontoblastima. Ove
Celije sekretuju matriks tercijarnog dentina, sa posledi¢énim formiranjem reparatornog
dentinskog mosta [229].

Uspeh terapije DPP je Cesto veoma neizvestan. On zavisi od veli€ine i etiologije
povrede (traumatska, mehanicka, karijesna), prisustva/odsustva bakterijske infekcije,
odnosno materijala koji se koriste za prekrivanje pulpe i koronarnu restauraciju [164].
Materijali koji se koriste za DPP treba da su biokompatibilni, da obezbeduju dobro rubno
zaptivanje i da imaju sposobnost indukcije reparatorne dentinogeneze. Do kraja 19. veka su

za DPP koris¢ene zlatne folije, cink oksid eugenol, propolis i druga agresivna sredstva, jer se



smatralo da do zarastanja dolazi tek nakon nagrizanja i kauterizacije pulpe. Kasnije je postalo
oc¢igledno da su mikroorganizmi razlog neuspeha ove terapijske procedure, te se paznja
poklanjala materijalima sa dezificijentnim dejstvom. Ovi materijali su se ubrzo pokazali
izuzetno citotoksi¢nim.

Kalcijum hidroksid je uveden u stomatolosku praksu 1929.( Hermann) i zahvaljujuéi
svojim dobrim osobinama, prvenstveno visokom pH i antimikrobnom efektu predstavljao je
zlatni standard u direktnom prekrivanju pulpe do polovine 20.veka [84,190]. Hermamn je od
1928-1930. ispitivao efekat kalcijum hidroksida na vitalno pulpno tkivo i pokazao da je ovaj
materijal izuzetno biokompatibilan. Kalcijum hidroksid deluje stimulativno na ¢elije zubne
pulpe koje imaju sposobnost diferencijacije u celije slicne odontoblastima koje dovode do
stvaranja dentinskog mosta. Zbog neadekvatne veze kalcijum hidroksida sa eksponiranom
pulpom, degradacije tokom vremena, pojave interne resorpcije i poroznosti novostvorenog
dentinskog mosti¢a postoji potreba za pronalazenjem efikasnijeg materijala [101, 195].

Poslednjih godina prevagu preuzima mineral trioksid agregat (MTA), jer pokazuje
odlicne osobine kao materijal za direktno prekrivanje zubne pulpe i uspesno zamenjuje
kalcijum hidroksid. Nakon aplikacije MTA najces¢e dolazi do stvaranja kontinuiranog
dentinskog mostica, koji je deblji nego pri aplikaciji kalcijum hidroksida [7]. Neki autori
smatraju da je antibakterijski efekat MTA i kalcijum hidroksida veoma sli¢an, ali da je MTA
izrazito efikasniji u prevenciji mikrocurenja [224]. MTA ne prouzrokuje lokalnu nekrozu
pulpe, i hroni¢no zapaljenje zubne pulpe se rede pojavljuje [156]. Izuzetno je hidrofilan i
zbog toga se moze koristiti u operativnom polju bez obzira na prisustvo krvi. Zbog
specificnih fizicko-hemijskih karakteristika proistekli su i nedostaci MTA u smislu teskog
rukovanja i aplikacije materijala, zastupljenosti toksi¢nih elemenata kao §to je As i dugog
vremenaa vezivanja (2 sata i 45 minuta) [71]. Napori da se prevazidu ovi problemi dodatkom
ili uklanjanjem odredenih komponenti, uti€u i1 na osobine MTA, §to problem unapredenja
recepture MTA ¢ini vrlo delikatnim [191]. Znacajna mana MTA je i njegova visoka cena na
trzistu.

Kako idealan materijal za DPP jo$ uvek ne postoji, ostaje na klinicarima da iskoriste
sva savremena dostupna sredstva i tehnologiju kako bi unapredili ovu terapijsku proceduru.
Moguénosti za to svakako postoje u biomimetickim regenerativnim procedurama, tkivnom
inzinjeringu i nanotehnologiji.

Regeneracija je proces ozdravljenja koji podrazumeva zamenu tkivnih komponenti na
odgovaraju¢em mestu u odgovarajucoj koli¢ini i odgovaraju¢em medusobnom odnosu. Zbog

toga se poslednjih decenija ulazu veliki napori istrazivaca i klini¢ara u razvoj biomaterijala
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koje pored biokompatibilnosti, odlikuje bioaktivnost i bioinduktivnost. Biodentin je materijal
novije generacije koji je, zbog dobrih fizickih i hemijskih osobina, uveden u stomatolosku
praksu kao materijal izbora za brojne terapijske procedure, ali njegova efikasnost u DPP jos
uvek nije klinicki dokazana.

Biomimetickim regenerativnim procedurama se tehnikama biomimikrije imitiraju
uslovi koji su postojali u organizmu prilikom odontogeneze. Na taj nacCin se navodi
organizam da sam izvrsi regeneraciju izgubljenih tkiva. Upotreba amelogenina se svrstava u
ovu grupu regenerativnih procedura. lako se amelogenin ve¢ dugi niz godina uspesno koristi
u regenerativnoj terapiji parodoncijuma, njegov efekat na pulpno tkivo jos uvek nije dokazan.

Aktivnim regenerativnim procedurama (tkivnim inzenjeringom) se direktno deluje na
osnovne faktore regeneracije i na taj nafin stimuliSe regeneracija. Primena bioaktivnih
molekula (faktora rasta) spada u tehnike aktivne regeneracije i postoje predpostavke da se
povecanjem koli¢ine faktora rasta na mestu oSteCenja pulpe moze ubrzati zarastanje pulpne
rane.

Uvodenjem nanotehnologije u medicinu omoguceno je sintetisanje novih materijala
da nanomaterijali i nanopartikule (u odnosu na klasi¢ne materijale) imaju i do deset puta veéu
interaktivnu povr$inu, nedvosmisleno ukazuje o moguc¢em poboljSanju farmakokinetickih i
farmakodinamickih osobina materijala. Zbog toga nanomaterijali zauzimaju vode¢e mesto u
razli¢itim granama medicine 1 predstavljaju znacajan potencijal za razvoj i unapredenje
mnogih terapijskih procedura u stomatologiji.

Kako idealan materijal za DPP nije jo§ uvek pronaden, ideja ove studije je bila da se
na modelu eksperimentalnih zivotinja (vijetnamske svinje) provere novi nano materijali na
bazi kalcijum silikata, Emdogain, PRF, Biodentin i njihov efekat na regeneraciju pulpnog

tkiva.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. Pulpodentinski komplek.s i reparativna dentinogeneza

Pulpa je vezivno tkivo smesteno u centralnom delu zuba. Ona je po SV0joj 0Snovnoj
gradi slicna drugim vezivnim tkivima u organizmu, ali ima i1 posebne karakteristike koje je
¢ine jedinstvenom. Citolosku strukturu pulpe karakteriSu periferno rasporedeni odontoblasti
koji predstavljaju jedinstvene postmitoticke celije odgovorne za produkciju dentina. Zrela
pulpa ima karakteristike embrionalnih vezivnih tkiva zahvaljujuéi prisustvu mezenhimalnih
stem ¢elija i pulpnih progenitornih ¢elija [96,231]. Pulpa je mikrocirkulatorni sistem u kome
su arteriole i venule najkrupniji vaskularni elementi. Ona nema pravi kolateralni krvotok te je
snabdevanje potpuno zavisno od malog broja krvnih sudova koji prolaze kroz apeksne otvore
korena zuba [231]. Jedinstvena osobina pulpnog tkiva je da vazodilatacija nikada nije
odbrambena reakcija jer dovodi do nekroze zbog specificne lokalizacije unutar Evrstih
dentinskih zidova §to ogranicava povecanje kako tkivne zapremine tako i ukupne zapremine
krvi . Ovo tkivo ima znacajnu ulogu u funkcionisanju zuba time $to obezbeduje: a) nutritivno
snabdevanje za pulpni i dentinski metabolizam, b) inervaciju i sa njom povezanu osetljivost,
c) imunoloski odgovor na bakterijsku infiltraciju 1 d) stvaranje dentina u fizioloskim
uslovima, kao reakciju na razne vrste nadrazaja kao (karijes, operativne procedure, trauma,
itd) [160].

Dentin je, za razliku od pulpe, ¢vrsto unutrasnje zubno tkivo porozne, tubularne grade
saCinjeno od kristala hidroksiapatita utopljenih u kolageni matriks [176]. Kanalikularna
struktura dentina izraz je njegove anatomske povezanosti sa pulpom. Naime, produZeci
odontoblasta pruzaju se u dubinu od 0,1 do 1 mm u dentinske tubule [25]. Dentin i pulpa su i
funkcionalno neraskidivo povezani. Senzorna funkcija pulpe, izmedu ostalog, ostvaruje se i
stimulacijom intradentalnih nerava hidrodinamskim pokretima dentinskog likvora. Bakterije i
njihovi produkti iz karijesnih lezija dolaze do pulpe kroz dentinske tubule i dovode najpre do
imunog odgovora, a zatim i do dentinogeneze kao odbrambene reakcije sa ciljem da se
blokira njihov prodor do pulpe. Embrioloska, anatomska i funkcionalna povezanost pulpe 1
dentina razlog je Sto se oni smatraju jedinstvenim funkcionalnim entitetom koji se naziva
pulpo-dentinski kompleks.

Jedna od znacajnih uloga pulpo-dentinskog kompleksa je i specificna reakcija na
Stetne nadraZaje. Vrsta 1 intenzitet odgovora definisani su intenzitetom Stetnog nadrazaja kao

i stanjem samog pulpo-dentinskog kompleksa. Interakcije tkivnih signalnih procesa izazvanih



povredom, odbrambenim i reparatornim reakcijama mogu biti raznovrsne, pa definitivni
odbrambeni odgovor moze imati razli¢ite modalitete [210].

Povoljni odgovor pulpo-dentinskog kompleksa na povredu i oStecenje zubnog tkiva
je deponovanje dentina sa ciljem da se spre¢i duze dejstvo Stetnih stimulusa i nastanak
ireverzibilnih oste¢enja pulpe. Ovo se postize fokalnom apozicijom tercijernog dentina
neposredno u predelu delovanja Stetnog uticaja (npr. karijesa, povrede, hemijskog ili fizickog
nadrazaja). Ova vrsta dentina, nastala u patoloSkim uslovima, razlikuje se od primarnog
(razvojnog) i sekundarnog (fizioloskog) dentina. Primarni i sekundarni dentin su morfoloski
skoro identi¢ni i pokazuju pravilnu tubularnu strukturu, iako ima misljenja da je broj tubula
kod sekundarnog dentina redukovan. Znacfajne razlike u sastavu intertubularnog i
peritubularnog dentinskog matriksa, govore u prilog autoradiografskim i ultrastrukturnim
dokazima da odontoblasti vrse sekreciju na dva mesta: na nivou celijskog tela (gde stvaraju
predentin) i na nivou mineralizuju¢eg fronta (gde povecavaju nivo peritubularnog dentina)
[139].

Struktura tercijernog dentina, medutim, moze biti razliita sa Citavim spektrom
mogucih morfologija pocev od pravilnog tubularnog, koji se prakti¢no ne razlikuje od
primarnog ili sekundarnog, do distroficnog 1 atubularnog sa inkorporiranim celijama. U
tercijarnoj dentinogenezi, kao i u primarnoj i sekundarnoj, apozicija dentina podrazumeva
kako frontalnu tako i peritubularnu sekreciju. Ceste su i intertubularne kalcifikacije koje treba
razlikovati od dentinogenetskih jer nisu bioloski, ve¢ fizicko-hemijski fenomen precipitacije
hidroksiapatita [206]. Ovi fenomeni mogu dodatno doprineti zastiti pulpe pri delovanju
razli¢itih noksi. Sekrecija tercijernog dentina je posledica kako delovanja blagih nadrazaja
(kao Sto su abrazija, atricija, hroni¢ni karijes), tako i intenzivnih (npr. akutni karijes ili
ekstenzivne preparacije). Blagi stimulusi dovode do dodatne aktivacije postojecih
odontoblasta u blizini dejstva nokse i pojacavaju njihovuu sekretornu aktivnost povecavajuci
debljinu dentinskog sloja. Intenzivne nokse, medutim, uglavnom dovode do smrti
odontoblasta koji se nalaze u pravcu njihovog delovanja.

Ukoliko su uslovi u pulpo-dentinskom kompleksu povoljni, od stem/progenitorske
¢elijske populacije diferencirate se nova generacija odontoblastima sli¢nih celija koja
preuzima ulogu sekrecije dentina od izgubljenih primarnih odontoblasta. Zbog sustinskih
razlika u mehanizmima koji su osnova ova dva nacina sekrecije tercijernog dentina, on moze
biti reaktivni (nastao sekrecijom primarnih odontoblasta) i reparativni (koga stvaraju
odontoblastima sli¢ne ¢elije nakon smrti originalnih odontoblasta) [209]. Ova podela ima za

cilj da ukaze na razli¢ito poreklo dentina formiranog delovanjem razlic¢itih noksi. Prisustvo
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tercijarnog dentina, nastalog kao reakcija na razne vrste i intenzitete nadrazaja ¢esto se moze
zapaziti i pri radioloskim ili histoloskim analizama zuba, ali je vrlo tesko oceniti da li se radi
0 reaktivnom ili reparativnom dentinu. Imaju¢i u vidu da se oni morfoloski ne razlikuju, u
nedostatku anamnestickih podataka, moze se samo konstatovati prisustvo tercijernog dentina
nepoznatog porekla. Stavise, zbog moguceg delovanja raznih noksi, ili razli¢itog intenziteta
jedne, nastalo tkivo moze biti kombinacija reaktivnog i reparativnog dentina.

Regeneracija je proces ozdravljenja koji podrazumeva zamenu tkivnih komponenti na
odgovaraju¢em mestu u odgovarajué¢oj kolic¢ini i odgovarajuéem medusobnom odnosu.
Istrazivanja na polju regenerativne endodoncije su pokazala da su materijali koji se koriste u
regenerativnim procedurama od kljuénog znacaja za indukciju stem celija pulpe i
periodontalnog ligamenta, kao i da je interakcija materijala sa ¢elijama zavisna od njihovog
hemijskog sastava [91]. Stoga se poslednjih decenija ulazu veliki napori istrazivaca i
klinicara u razvoj biomaterijala koje pored biokompatibilnosti, odlikuje bioaktivnost i
bioinduktivnost. Ovo podrazumeva da aplikovanje ovih materijala rezultira indukcijom
¢elijske diferencijacije i proliferacije sa posledicnom regeneracijom tkiva.

Pored bioloskih, biomaterijali treba da poseduju i adekvatna fizicka svojstva, sli¢na
tkivima koja treba da regeneriSu, koja ¢e im obezbediti stabilnost i dugotrajnost na mestu
aplikacije. Treba jo§ pomenuti da ovakva istrazivanja zahtevaju multidisciplinarni pristup

¢itavom problemu 1 zato se u njegovo reSavanje ukljucuju istrzivaci iz razlicitih oblasti.

2.1.1. Direktno prekrivanje pulpe

Direktno prekrivanje pulpe (DPP) je terapijski postupak aplikacije leka na
eksponiranu pulpu zuba sa ciljem da obezbedi zatvaranje pulpne komore i omoguci proces
zarastanja. Tretman se bazira na zatvaranju rane bioaktivnim materijalom koji pospesuje
ozdravljenje pulpe sa formiranjem reparatornog dentina (tzv. dentinskog mosta) na mestu
povrede [229]. Ozdravljenje pulpe podrazumeva migraciju stem/progenitor ¢elija pulpe do
mesta povrede i njihovu proliferaciju i diferencijaciju u celije slicne odontoblastima. Ove
¢elije sekretuju matriks tercijarnog dentina, sa poslediénim formiranjem reparatornog
dentinskog mosta [229]. Reparatorna dentinogeneza zapravo pocinje formiranjem
fibrodentinskog matriksa koji je atubularne i/ili iregularne grade sa prisutnim kuboidalnim
¢elijama. Kasnije, ¢elije slicne odontoblatima sekretuju tubularni matriks nalik dentinu [164].

Tokom formiranja reparatornog dentina, ove ¢elije mogu ostati zarobljene u njemu, pa tada



reparatorni dentin ima strukturu osteodentina (nalik kosti). Reparatorni dentin regularne,
tubularne grade i bez inkulzija Celija se opisuje kao pravi dentin [111].

Uspeh terapije DPP je cCesto veoma neizvestan. On zavisi od veli¢ine i etiologije
povrede (traumatska, mehanicka, karijesna), prisustva/odsustva bakterijske infekcije,
odnosno materijala koji se koriste za prekrivanje pulpe i koronarnu restauraciju [164].
Materijali koji se koriste za DPP trebalo bi da su biokompatibilni, da obezbeduju dobro rubno
zaptivanje i da imaju sposobnost indukcije reparatorne dentinogeneze.

Ocuvanje vitaliteta pulpe je od izuzetnog znacaja, posebno kod karijesnih zuba mladih
pacijenata i kod zuba sa komplikovanim viSekanalnim sistemima [146,244]. Neki autori su
vrlo sumnjicavi kada je ovaj metod oCuvanja vitaliteta i funkcije eksponirane pulpe u pitanju.
Weine smatra da je to nadin da se izbegne endodontska terapija zbog ograniene vestine
stomatologa, anatomski komplikovanih kanalnih sistema ili nemogucnosti  adekvatne
naknade za leenje kanala korena [241]. Langeland i saradnici smatraju da direktno
prekrivanje pulpe omogucava samo privremeno odlaganje neizbezne endodontske terapije
[132].

Pedesetih godina proslog veka klinicke studije su pokazale da je uspeh direktnog
prekrivanja pulpe iznosio 64% [162], a uspeh endodontske terapije 83% [213]. Novije
dugoroc¢ne studije su pokazale da uspeh terapije direktnog prekrivanja pulpe zavisi od brojnih
inkorporirajuéih faktora [18,99,106].

Kada do otvaranja pulpe dode usled uklanjanja karijesa, izvesno je da u takvoj pulpi
ve¢ postoji inflamacija. Glavni problem je kako klini¢ki razlikovati reverzibilni od
ireverzibilnog pulpitisa, jer se Cesto klinicka slika i histolosko stanje pulpe ne podudaraju
[59,112]. Primena $to veceg broja klinickih testova je najpouzdaniji metod.

Neki autori smatraju da za DPP nije neophodan preduslov mala ekspozicija (<1mm)
(34,35,36), ve¢ da to zavisi od stanja pulpe i bakterijske kontaminacije, koja ne mora biti u
skladu sa veli¢inom eksponiranog otvora pulpe [147].

Starost je jo§ jedan kontroverzan prognosticki faktor. Smatra se da pulpe mladih
osoba imaju bolje reparatorne sposobnosti , te da je procenat uspeha ove terapijske procedure
vec¢i kod mlade populacije. Klinicke studije Haskell i saradnika [99] i Baume & Holz [18]
ukazuju na to da nema razlike u uspehu direktnog prekrivanja pulpe kod ljudi razliite
starosne dobi. Medutim, Horsted i saradnici [106] su primetili znac¢ajno nizu stopu uspeha u
starijoj starosnoj grupi (50-79 godina). Ovo nije iznenadujuce obzirom da starenjem dolazi do

smanjenja broja ¢elija pulpe, krvnih sudova i odontoblasta.



Bakterijska kontaminacija je glavni faktor koji utice na prognozu direktnog
prekrivanja pulpe. Cox i saradnici su objavili studiju u kojoj su ukazali na uspesnost terapije
prekrivanjem 135 pulpi zuba majmuna kalcijum hidroksidom. Kao kontrola su sluzili zubi
gde DPP nije bilo uradeno, ve¢ su pulpe bile eksponirae i u kontaktu sa salivom tokom
opservacionog perioda. Autori su zakljucili da je bakterijska kontaminacija glavni razlog
neuspeha terapijske procedure i da se najjednostavnije eliminiSe upotrebom koferdam gume i
pravovremenom restauracijom zuba, tj dobrim rubnim zaptivanjanjem [44].

Uspeh direktnog prekrivanja pulpe zavisi i od materijala koji se aplikuje u
perforacioni otvor. Do sada je za DPP kori$¢eno mnogo razli¢itih materijala, ali se idealni jo$
uvek trazi. Direktno prekrivanje pulpe zlatnim folijama prvi put je primenio i opisao Pfaff
1756. godine. Nakon toga su pocela da se koriste brojna sredstva u ove svrhe. Do kraja 19.
veka veéina materijala se upotrebljavala empirijski, sa idejom da do zarastanja dolazi tek
nakon kauterizacije pulpe. Kasnije je postalo o€igledno da su mikroorganizmi razlog
neuspeha ove terapijske procedure, te je paznja usmerena ka materijalima sa dezificijentnim
efektima.

Prvu nau¢nu klini¢ku studiju u kojoj su poredeni razli¢iti materijali za direktno
prekrivanje pulpe je sproveo Datwyler 1921. godine. U ovoj studiji cink oksid eugenol je
pokazao najbolje rezultate. Godinu dana kasnije, Rebel je sproveo prvi eksperiment na
zivotinjama sa izuzetno loSim rezultatima i zaklju¢io da eksponiranje pulpe vodi u njeno
stradanje. Hermann je 1920. predstavio kalcijum hidroksid kao materijal za punjenje kanala
korena. On je od 1928-1930. ispitivao efekat kalcijum hidroksida na vitalno pulpno tkivo i
pokazao da je ovaj materijal izuzetno biokompatibilan. Od tada, pa do sredine 20.veka

kalcijum hidroksid predstavlja zlatni standard u direktnom prekrivanju pulpe [54].



2.2. Biomaterijali za direktno prekrivanje pulpe

Biomaterijali su supstance koje se u koriste kao deo sistema sa ciljem da lece,
povecéavaju ili zamenjuju oSteCeno tkivo, odnosno organe i usmeravaju odredenu funkciju
organizma. Bioaktivnost je sposobnost materijala da u kontaktu sa telesnim te¢nostima na
svojoj povrsini podstaknu specifi¢ni bioloski odgovor organizma i stvore vezu sa tkivom
[62]. Budu¢i da se radi o Cvrstim tkivima u oblasti endodoncije bioaktivnost ovde
podrazumeva zapravo sposobnost materijala da indukuje biomineralizaciju odnosno in vivo
formiranje neorganskih minerala [196]. Procena bioaktivnosti materijala izvodi se najéesce u
uslovima bliskim telesnom medijumu, u kome je koncentracija materijala slicna njihovoj

koncentraciji u krvnoj plazmi.

2.2.1. Kalcijum hidroksid

Kalcijum hidroksid je uveden u stomatolosku praksu 1929. (Hermann) i zahvaljujuci
svojim dobrim osobinama, prvenstveno visokom pH i antimikrobnom efektu predstavljao je
zlatni standard u direktnom prekrivanju pulpe do polovine 20.veka [84,190] Kalcijum
hidroksid deluje stimulativno na ¢elije zubne pulpe (koje imaju sposobnost diferencijacije u
¢elije sli¢ne odontoblastima) i na mestu perforacije dovodi do stvaranja dentinskog mosta
[235].

Kada se kalcijum hidroksid aplikuje na pulpnu ranu dolazi do stvaranja povrSinskog
sloja nekroze, kao rezultat hemijskog oSteCenja prouzrokovanog hidroksilnim jonima. Kao
jaka baza, kalcijum hidroksid izaziva nekrozu originalnih odontoblasta i subodontoblastnog
sloja kao 1 blagu inflamaciju tkiva. Inflamacija se povlaci ve¢ tokom prve nedelje, a kalcijum
hidroksid (kao 1 oSte¢enje tkiva) izaziva blagu iritaciju i1 stimuliSe pulpu na odbranu i
regeneraciju. Odbrambena reakcija pulpe se ogleda u migraciji prekursornih ¢elija, odnosno
njihovoj prolferaciji 1 diferencijaciji u sekretorne celije sli¢ne odontoblastima. Makrofagi
odstranjuju nekroti¢ni debris, a mesto odontoblasta zauzimaju ¢elije slicne odontoblastima,
koje kao i originalni odontoblasti imaju sposobnost sinteze i sekrecije organskog matriksa.
Uz sve to zapocinje i vaskularna reakcija, kontrola i eliminacija iritiraju¢ih agensa. Ovo je
praceno procesom regeneracije, ukljucujuéi proliferaciju mezenhimalnih celija 1 formiranje
kolagena. Prisustvo jona kalcijuma stimuliSe taloZenje kalcijum karbonata 1 time doprinosi
pokretanju mineralizacije [194]. Depozicija fibrodentinskog matriksa se uocava posle 1-2

nedelje, dok se posle 4 nedelje uocCava tkivo nalik dentinu, tubularne strukture i sa



originalnim izgledom pulpo-dentinske granice [190]. Kasnijom mineralizacijom nastaje
tkivo sli¢no originalnom dentinu.

Estrela 1994. god navodi da kalcijum hidroksid inhibira dejstvo bakterijskih enzima
zahvaljujuéi hidroksilnim jonima koji deluju na membranu bakterija (antibakterijsko
svojstvo) 1 aktivira tkivne enzime kao §to je alkalna fosfataza koja pospeSuje mineralizaciju
[63]. Kalcijum hidroksid ima izuzetan antibakterijski efekat zbog visokog pH koji moze
dosti¢i vrednost do 12,6. Ovaj efekat se ostvaruje zahvaljujuéi oslobadanju velikog broja
hidroksilnih jona koji izazivaju toksi¢ne efekte na bakterijskoj membrani ¢ime menjaju njen
integritet. PH kacijum hidroksida izmedu 8,6 i 10,3 dovodi do aktiviranja alkalne fosfataze,
koja kao hidroliticki enzim oslobada neorganski fosfat iz estara fosfata. Neorganski fosfat
reaguje sa jonima kalcijuma iz krvotoka pulpe i formira se kalcijum fosfat, koji je glavna
strukturna jedinica hidroksiapatita [230]. Ph kalcijum hidroksida od 12,5 dovodi do smrti
odontoblsta. Idealan pH kalcijum hidroksida je 10 i to je pH u kom je alkalna fosfataza
najefikasnija. Ona hidrolizuje pirofosfatni jon koji je glavni inhibitor mineralizacije. U dodiru
kalcijum hidroksida sa pulpom dolazi do stvaranja kalcijum karbonata ¢ije talozenje, po
nekim autorima pospesuje dentinogenezu [164]. Alkalni pH neutralise kisele produkte ¢elija
odgovorne za resorpciju i neutralise Kiselu sredinu tokom inflamatorne reakcije pulpe, sto je
osnovni preduslov za zarastanje. Ova dva efekta kalcijum hidroksida (mineralizacija i
antimikrobni efekat) dovode do rasta i celijske deobe, Sto ovom materijalu daje znacajno
mesto u stomatologiji [64].

Dokazano je da kalcijum hidroksid ubrzava 1 pospeSuje migraciju, proliferaciju i
diferencijaciju mati¢nih celija pulpe ¢ime se olakSava preoces reparativne dentinogeneze
[118]. Kalcijum hidroksid deluje regenerativno na pulpu zahvaljuju¢i ograni¢enoj
rastvorljivosti i niskoj koncentraciji hidroksilnih jona Sto sprecava denaturaciju proteina
pulpe koji mogu biti odgovorni za zarastanje.

Binnie i Holland su jo$ sedamdesetih godina proslog veka ustanovili da formiranje
mineralizovanog tkiva nakon aplikacije kalcijum hidroksida na pulpnu ranu pacova
zapocinje oko 7. do 10. dana [21,105]. Fitzgerald i autori su 1990. godine utvrdili pojavu
dentinskog matriksa u pulpi zuba majmuna 8. dana od prekrivanja kalcijum hidroksidom.
Takode su uocili povecan broj ¢elija slicnih odontoblastima u zoni bez ¢elija 1 zakljucili da su
se ove Celije diferencirale i migrirale iz ¢elija iz centralnog dela pulpe [68]. Istrazivanja Mjor
i saradnika iz 1991. na resus majmunima su pokazala sli¢ne rezultate. Inflamacija,

hemoragija 1 tkivna dezorganizacija je bila prisutna u prvih 5-6 dana nakon prekrivanja
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kalcijum hidroksidom. Krajem druge nedelje su uocene jasno organizovane celije sli¢ne
odontoblastima i sekretovan sloj predentina [153].

U studiji Danilovi¢ i saradnika su predstavljeni rezultati DPP zuba pasa primenom
kalcijum hidroksida. Od ukupno 11 zuba, kod 6 zuba je zapazeno kompletno zatvaranja
pulpne rane dentinskim mosti¢em uz ocuvan sloj ¢elija sli¢cnih odontoblastima, i bez znakova
inflamacije pulpe. Kod 5 zuba je, medutim doslo do potpune dezorganizacije pulpnog tkiva,
uz degeneraciju odontoblasta i migraciju fibroblasta koji su na mestu oSteCenja stvorili
vezivno tkivo (kolagen) sli¢no oziljnom tkivu. lako je pulpna rana zatvorena, to nije smatrano
dobrim terapijskim rezultatom zbog izrazitih atrofi¢éno degenerativnih promena u pulpi [56].
Studija na "germ free" pacovima je takode pokazala da je zarastanje pulpne rane i formiranje
tercijarnog dentina prirodni proces koji se odvija i bez aplikovanja medikamenata ukoliko se
izbegne bakterijska kontaminacija [232].

Lu i saradnici su 2008. godine pratili rezultate direktnog prekrivanja pulpe humanih
zuba posle aplikacije kalcijum hidroksida. Utvrdili su da dolazi do pojave povrsinske nekroze
7 dana nakon direktnog prekrivanja, uz blagu do umerenu inflamaciju sa infiltracijom
neutrofila i mononuklearnih granulocita i izrazenu dilataciju krvnih sudova. Dentinski
matriks se pojavljuje nakon 30 dana, kada nestane vaskularni i inflamatorni odgovor pulpe.
Tada sekretorne Celije preuzimaju funkciju i po¢inje proces zarastanja [141]. lako mehanizam
delovanja kalcijum hidroksida i njegov reparativni efekat na pulpno tkivo jo§s uvek nije
potpuno razjas$njen, novija istraZzivanja su pokazala da on dovodi do otpuStanja bioaktivnih
molekula iz dentinskog matriksa (koStani morfogenetski protein BMP i transformiSu¢i faktor
rasta B -TGFp) koji imaju sposobnost stimulacije reparacije pulpe i remineralizacije dentina
[86,249].

Neke skorasnje studije su pokazale slabiji efekat u o¢uvanju vitaliteta pulpe nakon
prekrivanja kalcijum hidroksidom [51,243]. Razlog za to je njegova neadhezivnost,
rastvorljivost materijala tokom vremena §to uslovljava strukturu dentinskog mosta koji
dovodi do mikrocurenja i prodora bakterija [107]. Zato je vazno da definitivni ispun obezbedi
dobro rubno zaptivanje i spreci pojavu mikrocurenja. Bakterije mogu da prodru do pulpe i
kroz tzv "tunel defekte" koji nastaju kao pukotine u novostvorenim dentinskim mosti¢ima
[45]. Na neuspeh le¢enja mogu uticati i ¢estice kalcijum hidroksida utisnute (inkorporirane) u
pulpu, nekroza na dubini veéoj od 1,5 mm i slabija prokrvljenost pulpe.

Zbog neadekvatne veze kalcijum hidroksida sa eksponiranom pulpom, odnosno

degradacije tokom vremena, kao i pojave interne resorpcije i poroznosti novostvorenog
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dentinskog mosti¢a, potreba za pronalaZzenjem efikasnijeg materijala je i dalje aktuelna

[101,195].

2.2.2. MTA (mineral trioksid agregat)

Dosadas$nji poznati kalcijum silikatni materijali, iako veoma biokompatibilni, imaju
problem dugog vremena vezivanja (viSe od 2 sata) i1 otezanog rukovanja. U cilju
prevazilatenja ovih problema razvijena je tzv “Aktivna Biosilikatna Tehnologija”. Ona
podrazumeva kontrolu procesa formulacije materijala tokom svakog koraka od pocetka do
kraja, primenom iskljucivo Cistih sirovina. Uobic¢ajeni kalcijum silikatni dentalni cementi
(Portland cement, MTA) sadrze nepreéis¢enu meSavinu kalcijum-silikata, kalcijum-
aluminata, kalcijum-aluminoferita, kalcijum-sulfata, arsena i olova zajedno sa niskim
koncentracijama metalnih necisto¢a (hrom, olovo...itd.) koji dolaze iz prirodnih minerala
[227]. Primenom aktivne biosilikatne tehnologije sada postoji mogucnost da se obezbedi Cista
kalcijum silikatna formulacija uz odsustvo bilo kakvih necisto¢a kao $to su aluminati i
kalcijumsulfati [227]. Camilleri i sar. (2011) su uporedivali Portland cemement i trikalcijum
silikatni cement u pogledu njihovog hemijskog sastava i pH vrednosti primenom skening
elektronske mikroskopije (SEM), rendgen disperzivne analize (EDX) i rendgen difrakcione
analize nakon 28 dana. Oni su nasli da se Portland cement sastoji iz 68% trikalcijum silikata,
dok je trikalcijumsilikatni cement bio 99% cist. Tokom hidratacije oba cementa su dovela do
stvaranja hidratisanog kalcijum silikatnog gela (CSH) 1 kalcijum hidroksida. Shodno ve¢em
oslobadanju kalcijuma iz trikalcijum silikatnog cementa 1 njegova pH vrednost je bila
znacajno veca. Autori stoga navode da trikalcijum silikatni cement zbog svoje “Cisto¢e” moze
u buduénosti predstavljati adekvatnu zamenu za Portland cement i MTA [30]. Jo§ jedno
istrazivanje Camilleri i sar. (2013) je analiziralo hemijski sastav, hidrataciju i bioaktivnost tri
vrste trikalcijum silikatnih cemenata (Biodentin, MTA i laboratorijski napravljen cement bez
aditiva i kalcijum karbonata) gde je uocena povecana vrednost aluminijuma, silicijum oksida,
veca poroznost i sporija hidratacija kod MTA. Dobijene rezultate autori objasnjavaju
¢injenicom da je najveci procenat trikalcijum silikata u MTA neprociséen, odnosno potic¢e od
sirovog materijala. Kod sva tri cementa uocena je precipitacija hidroksiapatita u kontaktu sa
simuliranom tkivnom te¢noséu [29].

Poslednjih dvadesetak godina velika paznja se poklanja mineral trioksid agregatu —
MTA, koji se, izmedu ostalog, koristi i za direktno prekrivanje pulpe. MTA se sastoji od
kalcijum oksida (50-75%), silicijum oksida(15-25%) i bizmut oksida kao

12



rendgenkontrastnog sredstva [31] . MTA je vrlo sli¢an Portland cementu ( PC ), bez
prisustva kalijuma i sa dodatkom BiO,. U poredenju sa njim, MTA sadrzi manje gipsa, koji
utiCe na vreme stvrdnjavanja, pa zbog toga ima duze radno vreme. MTA sadrzi manju
koli¢inu teskih, toksi¢nih metala, aluminijuma i kalijuma [27].

Postoje dve osnovne forme: siva (GMTA) i bela (WMTA) , koja je uvedena 2002.
godine zbog nezeljenih efekata sive varijante vezane za prebojavanje zuba. Razlika izmedju
sivog i belog MTA je u tome $to je u belom MTA dikalcijum silikat zamenjen trikalcijum
silikatom 1 u tome $to beli MTA ne sadrzi gvozde. Uporedivanjem je utvrdeno da beli MTA
ima Cestice manje veli¢ine nego sivi. Beli MTA ima vecu poroznost, veéu rastvorljivost i
manju kompresionu tvrdo¢u [12]. Pored jedinjenja koja ulaze u originalni sastav MTA,
pojedina istrazivanja su pokazala i prisustvo niskih koncentracija Fe, Al i Mg kod WMTA
[28]. Kada se pomeSa sa destilovanom vodom, primarno nastaju Ca(OH), i Ca-silikat (u
obliku trikalcijum silikata, dikalcijum silikata, trikalcijum- aluminata), koji zatim formiraju
kristalizirani, porozni i kompaktni koloidni gel, koji prelazi u ¢vrstu strukturu. U toku
reakcije vezivanja izmedu ostalog se odvaja i precipitat Ca(OH), (koji nije odreagovao sa
silikatom) i koji obezbeduje visoku alkalnost posle reakcije vezivanja. Zbog ovakvih
hemijskih karakteristika MTA se svrstava u aktivne biomaterijale sa potencijalom da
interaguju sa telesnim fluidima.

lako proizvoda¢ navodi vreme vezivanja od 10 minuta, utvrdeno je da je vreme
vezivanja MTA izmedu 2 i 4 sata [228]. Vrednost pH sveze zameSanog MTA je 10,2 i u toku
vezivanja se povecava na 12,5.

Osobine vezanog MTA zavise od veli¢ine Cestica, odnosa MTA i vode, temperature i
zahvaéenog vazduha tokom mesSanja [135]. Prisutnost vlage tokom vezivanja poveéava
tvrdocu 1 zato se preporucuje da se postavi vlazna kuglica vatice na aplikovani MTA 1 preko
njega materijal za privremeno zatvaranje kaviteta [238]. Na vreme stvrdnjavanja i
kompresionu tvrdo¢u MTA uti¢u razni materijali. Tako fizioloski rastvor i anestetik Lidokain
produZavaju vreme stvrdnjavanja MTA, a natrijum hipohlorit smanjuje njegovu tvrdocu
[185].

MTA je manje propustljiv za bakterije nego amalgam i zink-oksid-eugenolni
preparati, a ima istu propustljivost kao i glasjonomer cementi. Za dobro rubno zaptivanje je
potrebno mininimum 4mm MTA. Nepropustljivost za fluide i bakterije se javlja tek nakon
nekoliko meseci , pa je neophodno dobro privremeno prekrivanje sveze postavljenog MTA

glasjonomer cementima [16].
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Biokompatibilnost MTA je zasnovana na formiranju i otpustnju kalcijum hidroksida
koji stimuliSe regeneraciju. Prednost MTA u odnosu na kalcijum hidroksid je Sto ostvaruje
bolju vezu sa zubnim strukturama [142].

MTA nije pokazao mutageno, neurotoksicno dejstvo i ne dovodi do Stetnih efekata na
mikrocirkulaciju, iako moze uticati na kontrakciju manjih krvnih sudova [226]. MTA se
moze smatrati materijalom optimalne biokompatibilnosti za primenu u endodontskoj terapiji i
za DPP, pri ¢emu razlika izmedu belog i sivog MTA nije zapazena [104]. U kinic¢koj praksi
MTA je pokazao odli¢ne osobine kao materijal za direktno prekrivanje pulpe jer ne dovodi do
lokalne nekroze pulpe, a hroni¢no zapaljenje pulpe se mnogo rede javlja [156].

Brojne studije su pokazale da MTA dovodi do stvaranja kompletnog dentinskog
mosti¢a, bez znakova inflamacije pulpe [66,201]. Mnogi autori su potvrdili njegovu
biokompatibilnost, antimikrobni efekat, dobro zaptivanje i dobre fizicke i hemijske osobine
[174,227]. lzuzetno je hidrofilan i zbog toga se moze koristiti u operativnhom polju bez obzira
na prisustvo vlage i krvi. MTA je bioaktivni material koji u vlaznoj sredini otpusta kalcijum
hidroksid kao glavnu hemijsku komponentu [47,70]. lako postoje brojne studije koje su
pokazale bolje rezultate i terapijski efekat MTA u odnosu na kalcijum hidroksid [3,67,180],
postoje i autori koji su u svojim istrazivanjima potvrdili isti ili slican efekat ova dva
materijala kod direktnog prekrivanja pulpe [2,52,53,200]. Razli¢iti rezultati ovih studija
mogu Se objasniti razli¢itim bioloskim reakcijama pulpe na primenu ovih bioaktivnih
materijala. Na to utiCu brojni faktori vezani za formu ili oblik primenjenog materijala,
koncentraciju i1 koli¢inu oslobodenog aktivnog sastojka, prisustvo infekcije odnosno biolosk
stanje pulpe [190].

Jedna od odlika bioaktivnih materijala je njihova sposobnost da na svojoj povrsini
formiraju strukture sli¢ne apatitu kada dodu u kontakt s fizoloskom te¢nosc¢u (in vivo) ili sa
simuliranom telesnom te¢no$¢u (in vitro). Stvaranje apatita je zajednicka osobina
biomaterijala koji sadrze kalcijum-silikate [36,78,172,191]. MTA je bioaktivni materijal koji
ima osteokonduktivna i osteoinduktivna svojstva za formiranje tvrdog tkiva.

O stvaranju belog precipitata na povrSini MTA, posle njegovog potapanja u vestacki
tkivni fluid, prvi su pisali Sarkar i sar. (2005). XRD analizom su utvrdili da se radi o
kristalima hidroksiapatita, na osnovu ¢ega su zakljucili da MTA nije inertan ve¢ bioaktivan
materijal. Ovi autori su sugerisali da su dobra svojstva MTA (dobro rubno zaptivanje,
biokompatibilnost i bioinduktivnost) upravo posledica stvaranja hidroksiapatita na povrSini
materijala [191]. Ispitujuci brzinu stvaranja hidroksiapatita na povrsini MTA, Gandolfi i sar.

(2010) su uocili da se potapanjem MTA u fosfatni rastvor, morfologija i hemijski sastav
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materijala rapidno modifikuju. Budu¢i da su kristale apatita na povrSini MTA uocili ve¢ posle
5 sati, zakljucili su da se radi o materijalu sa jako izrazenom bioaktivno$¢u. Takode su
primetili da vremenom sloj apatita na njegovoj povrsini postaje deblji i homogeniji [78].
Formiranje ovoga apatitnog sloja obezbeduje hemijsku vezu MTA i dentinskog zida i klju¢na
je odlika ovog materijala [78].

Karbonatni hidroksiapatit predstavlja mineralnu fazu tvrdog tkiva, kao $to su Kost,
cement i dentin, a poznat je pod imenom ,bioloski apatit. Hidroksiapatit se formira na
povrsini MTA ve¢ nakon prvog sata, a potpuno ga prekriva posle pet dana. Formiranje
apatitnih kristala unutar kolagenskih vlakana potpomaze reakciju izmedu MTA i dentina,
formiraju¢i odgovaraju¢u hemijsku vezu.

Koncentracija faktora rasta takode igra znacajnu ulogu u stvaranju tvrdog zubnog
tkiva. Na primer, visoka koncentracija TGF-B1 ima za rezultat apoptozu i snizavanje
dentinskog fosfosialoproteina pre nego pozitivan efekat na ozdravljenje tkiva. Pojedini
istrazivaci pretpostavljaju da stvaranje TGF-B1 predstavlja pozitivan efekat bioaktivnog
materijala na okolne ¢elijske kulture. Medutim, oni veruju da stvaranje signalnih molekula i
jona treba da ima neku prihvatljivu koncentraciju, kako bi se pospesila vijabilnost i
proliferacija ¢elija [208].

lIako je formiranje hidroksiapatita pozeljno 1 predstavlja siguran znak
biokompatibilnosti materijala, hidroksiapatit ponekad moze izazvati ¢elijsku smrt i usporiti
proliferaciju ¢elija ukoliko je koncentracija Ca-P Cestica visoka [184]. Visoka koncentracija
Ca-P Cestica smanjuje aktivnost osteoblasta [184]. Zao (Zhao) i saradnici su potvrdili da
koli¢ina ekstrakata iz kalcijum-silikatnog bioaktivnog materijala treba da bude odredene
koncentracije da bi se pospesila proliferacija celija [250]. Neka ispitivanja pokazuju da
direktna primena MTA na tkivo pulpe izaziva proliferaciju, migraciju i diferencijaciju
odontoblastnih c¢elija koje proizvode kolagenski matriks. Formirani matriks se potom
mineralizuje i stvara prvo osteodentin, a potom i most tercijarnog dentina nakon nekoliko
meseci od prekrivanja pulpe.

Tomson i saradnici [222] su u in vitro studiji pokazali da MTA otpusta razliCite
signalne molekule iz detinskog praha, koji mogu imati uticaja na kvalitet i brzinu
kalcifikacije mosta tokom njegovog formiranja. Cemento-konduktivni i cementno-induktivni
efekat MTA je potvrden 1 pri manjoj koncentraciji materijala (od 20mg/ml).

MTA je bioaktivni materijal koji moze da kreira idealne uslove za izleCenje jer u kontaktu s
tkivom uslovljava niz vaznih procesa, kao §to su [175]:
1) nastajanje Ca(OH)2, koji otpusta jone Ca2+ za ¢elijsku adherenciju i proliferaciju;

15



2) antibakterijski efekat svojim alkalnim pH;

3) modulacija proizvodnje citokina;

4) pospesivanje diferencijacije i migracije ¢elija koje proizvode tvrda tkiva;

5) formiranje hidroksiapatita (ili karbonatnog apatita) na povrsini MTA, koji omoguéuje
biolosko zatvaranje.

Na osnovu brojnih istrazivanja in vivo i in vitro moze se re¢i da je MTA materijal
izbora u brojnim indikacijama u endodonciji (retrogradno punjenje kanala korena zuba,
reparacija inter radiksnih perforacija, formiranje apeksne barijere zuba s nekroti¢cnom pulpom
i otvorenim apeksom, direktno prekrivanje pulpe i pulpotomija) [121,157,169,175,192].

IstraZivanja u vezi sa depozicijom osteodentina, ¢elijskom proliferacijom 1 izgledom
imuno reaktivnih odontoblastnih ¢elija pokazala su da se oko krvnih sudova pulpe prvo
formira tanak nekroti¢ni sloj sa inflamiranim ¢elijama ispod MTA. Ovaj nekroti¢ni sloj se
uocava odmah nakon primene (u nekim istrazivanjima je uocen ve¢ posle 24 sata) [121], a

posle dve nedelje dolazi do formiranja kalcifikovanog dentinskog mosta [7,13].

2.2.2.1 MTA kao materijal za direktno prekrivanje pulpe

U studiji na maksilarnim molarima mi$a, Andelin (Andelin) i saradnici [7] su poredili
efekte MTA i kostanog morfogenetskog proteina-7 (BMP-7) kao materijala za direktno
prekrivanje pulpe. Uzorci su imunohistometrijski bojeni markerom za funkcionalne
odontoblaste, kako bi se prepoznao dentinski sijaloprotein (DSP). Posle dve nedelje kod svih
zuba prekrivenih sa MTA, uo¢eno je stvaranje tvrdog tkiva koje je bilo vrlo sli¢no
tercijarnom dentinu. Druga studija na maksilarnim molarima miSa ukazala je na postojanje
kalcifikovanog mosta u svim uzorcima samo pet sati posle prekrivanja pulpe MTA-om [185].
Ko i sar. (2010) su ispitivali uticaj koStanog morfogenetskog proteina-2 (BMP-2) na
dentinogeni potencijal ProRoot MTA. BMP-2 je ¢lan TGF-3 porodice, faktor rasta koji
indukuje osteogenu diferencijaciju mezenhimalnih ¢elija. Posle DPP pulpi pacova, uo€ena je
regresija inflamacije u funkciji vremena, ali bez znacajnijih razlika izmedu cistog MTA i
MTA u kombinaciji sa BMP-2. Posle 7 nedelja, uoceno je stvaranje kompletnog dentinskog
mosta u veéini uzoraka, a novostvoreno tkivo je okarakterisano kao osteodentin [129].

Neka istrazivanja na maksilarnim molarima pacova Su ukazala na to da se kod
pulpotomija prekrivenih sa MTA formiranje potpunog dentinskog mosta uocava ve¢ posle
Cetiri nedelje [121]. U studiji na zubima pacova i miSeva u kojima su poredeni efekti MTA,
PC, Ca(OH)2, bioaktivnog stakla i ferisulfata, dobijeni su sli¢ni rezultati za MTA i PC (98).

16



U poredenju sa Ca(OH)2, kod MTA je uoen mnogo manji gubitak zdravog tkiva pulpe, Sto
se pripisuje ve¢im pH vrednostima, odnosno loSijim zaptivanjem pulpe preparatima na bazi
Ca(OH)2 [121]. Ispod Ca(OH)2 je uocen izostanak tvrde barijere i blago zapaljenje pulpnog
tkiva [121].

SEM istrazivanja i analiza pomocu rendgenskih zraka pokazala su da je kalcifikovana
barijera ispod MTA tubularnije grade nego ispod Ca(OH)2 [7,13,174]. Poredenja bioloskog
odgovora tkiva pulpe prekrivene sa Ca(OH)2 i MTA ukazuju na superiornost MTA, jer se
stvara most tvrdog tkiva koji spreCava dalju iritaciju pulpe [3]. Rezultati istrazvanja
depozicije osteodentina, celijske proliferacije i1 izgleda imunoreaktivnih celija sli¢nih
odontoblastima pokazuju da se prvo formira tanki nekroti¢ni sloj sa inflamatornim ¢elijama
(posle prvog dana), a zatim, posle 14 dana, dolazi do stvaranja kalcifikovanog mosta [13].
Kod mehanicki eksponiranih pulpi pacova s hiperglikemijom uoc¢en je veci stepen zapaljenja
i sporije formiranje dentinskog mosta u odnosu na normalne pacove nakon prekrivanja pulpe
sa MTA [121].

Pokazano je da se ve¢ nakon 14 dana moze videti zatvaranje pulpne rane
fibodentinom atubularne grade. Autori su zakljucili da je MTA efikasan materijal za direktno
prekrivanje pulpe, jer stimuliSe zarastanje bez pojave inflamacije i nekroze [233]. U studiji
na zubima pasa, Parirokh i sar. (2005), su poredili efikasnost belog i sivog MTA u DPP.
Stvaranje kalcifikovanog tkiva je u pojedinim uzorcima, prime¢eno ve¢ posle 7 dana, dok je
posle dve nedelje kalcifikovano tkivo uoceno u svim uzorcima u grupi gde je koriS¢en beli
MTA i u vecini uzoraka u grupi sa sivim MTA. Blaga inflamacija tkiva uz materijal nestala je
posle dve nedelje, bez znacajnih razlika izmedu belog i sivog materijala [171]. U
eksperimentima na psima utvrdeno je da posle prekrivanja pulpe sa MTA dolazi do stvaranja
osteodentinske strukture posle samo dve nedelje. Nastajanje ovog mosta odvija se u dve faze.
Tokom prve dve nedelje formira se matrica osteodentina, da bi se posle tri nedelje stvorio
kompletan sloj reparativnog dentina [121]. SEMi TEM studije na psima su takode jasno
ukazale na formiranje kristalne strukture nedelju dana posle prekrivanja pulpe [174].
Dentinogeni efekat MTA, na zubima pasa, potvrden je kasnije i1 u istraZivanjima drugih
autora [66,233]. U drugim istrazivanjima na zubima pasa bolji rezultati su dobijeni nakon
prekrivanja pulpe MTA u odnosu na preparate na bazi Ca(OH)2 [28,186].

Kod pulpotomija na zubima pasa ispod MTA je uoceno formiranje tvrdog kostanog
tkiva (u vidu kompletnog dentinskog mosta) bez nekroze pulpe posle 120 dana [148].

Studija Sejegan-a (Shayegan) i saradnika na eksperimentalnim Zivotinjama (model
mle¢nih zuba svinje) u kojima je proveravan efekat beta-trikalcijum-fosfata, MTA, portland
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cementa i kalcijum hidroksida na vitalnu pulpu, pokazale su da nije bilo znacajnijih razlika sa
stanovista inflamacije, formiranja kalcifikovanog mosta i zastite preostale zubne pulpe medu
ispitivanim materijalima [200].

U studiji na majmunima, MTA je postavljan na eksponiranu pulpu i utvrdeno je da
dovodi do zarastanja rane i stvaranja dentinskog mosti¢a uz potpuno odsustvo inflamacije
[180].

Shahravan i sar. (2011) su ispitivali da li izmene u odnosu tec¢nosti i praha prilikom
mesanja MTA (0.28, 0.33, 0.40) imaju uticaja na dentogeni efekat materijala. Procedura DPP
je sprovedena na humanim tre¢im molarima, koji su posle 30 dana ekstrahovani. Preparati
pulpnog tkiva su histoloski analizirani u pogledu inteziteta i tipa inflamacije, prisustva
nekroze, odnosno kontinuiteta, morfologije i debljine kalcifikovanog mosta. Nisu uocene
znacajne razlike u testiranim formulacijama MTA ni po jednom praéenom parametru. Blaga
inflamacija je uocena kod 6 uzoraka, nekroza u jednom uzorku, a kompletan most je bio
formiran kod 11 od ukupno 27 uzoraka [197].

Min i sar. (2008) su u klinickoj studiji na tre¢im molarima, poredili stanje pulpnog
tkiva nakon DPP sa ProRoot MTA-om i kalcijum hidroksidom (Dycal; Dentsply-Clauk,
Milford, DE). Nakon dva meseca, zubi su ekstrahovani, a histoloSkom analizom prac¢eni su
intezitet inflamacije 1 prisustvo dentinskog mosta. Dentinski most je uoen u svim zubima
prekrivenim MTA i u 60% zuba prekrivenih kalcijum hidroksidom [150]. Ekspresija dentin
sijaloproteina takode je bila izrazenija u MTA grupi, zbog €ega su autori zakljucili da je
MTA efikasniji u indukciji dentinogenih procesa od kalcijum hidroksida [150]. U studiji
Accorinte i sar. (2008), realizovanoj na humanim premolarima, nisu uo¢ene znacajnije razlike
u induktivnom potencijalu MTA i praha kalcijum hidroksida. Zubi su ekstrahovani i
histoloski analizirani posle 30 odnosno 60 dana, a dobijeni rezultati su ukazali na pozitivan
odgovor pulpe sa formiranjem dentinskog mosta i minimalnom inflamatornom reakcijom kod
oba ispitivana materijala. Posle 30 dana debljina mosta je bila ve¢a u MTA grupi, dok posle
60 dana nije bilo razlike u pogledu debljine mosta izmedu MTA i kalcijum hidroksida [1].

Poslednjih desetak godina Cesto su poredeni efekti ova dva materijala i u klini¢kim
studijama. U tri klinicke studije nije bilo znaCajne razlike u oCuvanju vitaliteta pulpe,
stvaranju dentinskog mosti¢a i inflamatornim reakcija u pulpi nakon direktnog prekrivanjaom
pulpe kalcijum hidroksidom i MTA [1,41,116], a u 4 klinicke studije MTA je pokazao
znaajno bolje rezultate nego kalcijum hidroksid [3,35,150,156]. Histoloski rezultati su
pokazali manji stepen zapaljenja i bolju tkivnu barijeru u predelu perforacije nakon

prekrivanja MTA u odnosu na kalcijum hidroksid [102]. Studija koja je radena na humanim
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stalnim molarima sa reverzibilnim oboljenjima pulpe pokazala je Klini¢ki i radiografski uspeh
u 93% slucaja, u poredenju sa Ca(OH), gde je stvaranje dentinskog mosta zabelezeno u 60%
zuba [157]. Prospektivna studija radena na prvim molarima kod kojih je bila indikovana
ekstrakcija iz ortodontskih razloga nije pokazala histolosku razliku u kvalitetu novonastalog
dentinskog mosta izmedu MTA i Ca(OH),, ali je dokazano prisustvo znatno manje koli¢ine
inflamatornih ¢elija kod zuba tretiranih sa MTA [193].

U istrazivanju 14 intaktnih tre¢ih maksilarnih molara indikovanih za ekstrakciju,
eksponirana pulpa je prekrivena sa MTA ili Ca(OH)2. Histoloska analiza je ukazala na
stvaranje dentinskog mosta i blago hroni¢no zapaljenje nakon dva meseca kod vecine uzoraka
prekrivenih MTA-om. Na uzorcima prekrivenim sa Ca(OH)2 posle tri meseca uoceni su tanki
i nepravilni dentinski mostovi, nekroza pulpe, hipermija i zapaljenje [121]. Klinicka
istrazivanja primene MTA i Ca(OH)2 na humanim tre¢im molarima bez karijesa ukazala su
na velike razlike u pogledu klini¢kih simptoma, povrsinskih i dubinskih inflamatornih ¢elija,
vitalnosti pulpe i formiranja dentinskog mosta u korist MTA. Histoloska analiza je pokazala
da kod uzoraka sa MTA posle prve nedelje nije bilo zapaljenja, a ve¢ posle prvog meseca je
bilo formirano kompletno tvrdo tkivo. Tkivo ispod Ca(OH)2 je bilo manje konzistentno i
¢vrsto 1 sa nepotpunim kalcifikovanim mostom, uz akutno zapaljenje Cak i posle tri meseca
[121]. U svim uzorcima gde je primenjen Ca(OH)2 kao sredstvo za DPP ustanovljena je
mnogo intenzivnija zapaljenska reakcija nego u uzorcima gde je u te svrhe koris¢en MTA
[121].

U najnovijoj velikoj klinickoj studiji iz 2013. posle direktnog prekrivanja pulpe zuba
kalcijum hidroksidom i MTA tokom dvogodi$njeg pracenja je dokazan superiorniji efekat
MTA u smislu oCuvanja vitaliteta zuba, odsustva bola i radiografskih pokazatelja kao §to su
interna resorpcija, kalcifikacija i periradikularna patologija [102].

Mehanizam dejstva MTA je vrlo slican Ca(OH),, ali izvesne razlike postoje u sastavu
kalcifikovanog mosta. Uoceno je da primenom Ca(OH), preovladuju kalcijum i fosfor, dok
kod prekrivanja sa MTA preovladuju kalcijum i silicijum.

Kod stalnih zuba radena su brojna istrazivanja sa ciljem da se proceni formiranje,
kvalitet 1 debljina kalcifikovanog mosta, zastupljenost inflamatornih ¢elija 1 efikasnost zastite
pulpe, kao bitnih kriterijuma za procenu vitalnosti pulpe posle terapije.

Zarrabi i sar. (2010) su ispitivali odgovor pulpe humanih zuba, nakon DPP sa MTA-
om i novim endodontskim kalcijum silikatnim cementom (NEC), posle 2, odnosno 8 nedelja.

Novi cement se, osim po brzem vezivanju, razlikuje od MTA i po svom hemijskom sastavu.
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U sastavu ovog materijala nalazi se viSe kalcijumovih jedinjenja; kalcijum oksid, kalcijum
fosfat, kalcijum karbonat, kalcijum silikat, kalcijum sulfat i kalcijum hlorid. NEC je pokazao
manju inflamaciju i deblji dentinski most u poredenju sa MTA-om u oba vremenska
intervala. Po misljenju autora, viSe kalcijumovih i fosfatnih jona u NEC-u koji ucestvuju u
stvaranju hidroksiapatita, su mogli biti razlog njegove izraZenije biokompatibilnosti [247].

Meta analiza publikovanih radova o MTA poslednjih godina ukazuje na veliki
klinicki uspeh ovog materijala, koji obezbeduje dobro zaptivanje, pokazuje superiornu
biokompatibilnost i jedini je materijal za retrogradno punjenje kanala korena zuba koji
pospesuje regeneraciju tkiva [175]. MTA pokazuje odlicne osobine kao materijal za
direktno prekrivanje zubne pulpe i dovodi do stvaranja kontinuiranog dentinskog mostica,
koji je uglavnom deblji nego pri primeni kalcijum hidroksida [7]. Torabinejad i saradnici
smatraju da je antibakterijski efekat MTA i kalcijum hidroksida veoma sli¢an, ali da je MTA
izrazito efikasniji u prevenciji mikrocurenja [224].

Osnovni nedostaci MTA Kkoji se navode u literaturi su prebojavanje kod koriséenja
sive varijante (usled prisustva gvozda i mangana), zbog Cega je uvedena bela varijanta
(WMTA), zastupljenost toksi¢nih elemenata kao $to je As (zbog ¢ega se dodaje FeO kako bi
se stabilizovao As), visoka cena na trzi$tu, nepostojanje adekvatnog rastvaraca (jer je tesko
rastvornljiv), nemoguénost uklanjanja iz kanala (ako se Koristi kao apeksna barijera) i dugo
vreme vezivanja (2 sata i 45 minuta) [71]. Napori da se prevazidu ovi problemi dodatkom ili
uklanjanjem odredenih komponenti uti€u i1 na osobine MTA, §to problem unapredenja
recepture MTA ¢ini vrlo delikatnim [191].

Zbog specifi¢nih fizicko-hemijskih karakteristika proistekli su i nedostaci MTA u
smislu teskog rukovanja 1 aplikacije ovim materijala. Dosada je dizajnirano viSe razli€itih
instrumenata (teflonski prstenovi, specijalni nosaci i nabija¢i, mesingani prstenovi), ali ve¢ina
klinicara i dalje navodi poteskoce u rukovanju i unosenju [174].

2.2.3. Biodentin

Na trziStu se poslednjih godina pojavio Biodentin (Septodont, Saint-Maur-Fossés,
France), nova kalcijum-silikatna formulacija koja je osim za DPP, pogodna i kao zamena za
dentin, narocito u sluc¢ajevima ekstenzivnih oste¢enja krunice zuba. Biodentin, za razliku od
mineraltrioksid agregata (MTA), koji je sliénog hemijskog sastava (Ca3SiO5/voda) ima
unapredena fizicko-hemijska svojstava (skra¢eno vreme vezivanja i1 bolje mehanicke
karakteristike) [174]. Ova svojstva ucinila su trikalcijum silikatni cement klinicki

jednostavnijim za rukovanje u odnosu na MTA 1 kompatibilnim ne samo za klasi¢ne
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endodontske procedure, nego i za rastauraciju vitalnih zuba. Obzirom da se trikalcijum
silikatni cement tek nedavno pojavio na stomatoloskom trzistu, istraZzivanja ovog materijala
za sada su malobrojna. Medutim, na osnovu dosadasnjih ispitivanja ve¢ se mogu izvesti
odredeni zakljucci. Pre svega, ovaj materijal se moze smatrati bioaktivnim. Dokazan je uticaj
trikalcijum silikatnog cementa na formiranje reaktivnog dentina, stimulacijom i
diferencijacijom odontoblasta u direktnom prekrivanju pulpe. Ovim se moze potvrditi
opravdanost njegove klinicke primene u terapiji i regeneraciji pulpo-dentinskog kompleksa
[246].

Biodentin (Septodont, Saint Maur des Fosses, France) ¢ini prah i tecnost. Glavnu
komponentu praha ¢ini trikalcijum silikat uz dodatak kalcijum karbonata i cirkonijum
dioksida. Tecnost predstavlja rastvor kalcijum hlorida i vodaredukujuceg agensa. Trikalcijum
silikat je odgovoran za regulisanje reakcije vezivanja. Kalcijum karbonat ima ulogu punilaca
koji je odgovoran za mehanicke karakteristike Cirkonijum dioksid daje materijalu radio-
opacitet. Kalcijum hlorid ima ulogu akceleratora vezivanja. Voda kao redukujuéi agens,
redukuje viskoznost cementa i na bazi je polikarboksilata ali u modifikovanoj formi, koja
obezbeduje kratkoro¢nu otpornost. Tac¢nije, redukuje koli¢inu vode u prah/te¢nost miksturi
¢ime obezbeduje lak$e rukovanje materijalom. Kao kod svih cemenata tako i kod Biodentina
tokom vezivanja dolazi do formiranja gelozne faze u kojoj je omogucena dalja jonska
razmena. U poredenju sa drugim cementima na bazi kalcijum silikata, ovaj materijal ima dve
prednosti: brze vreme vezivanja (6- 12 minuta) i bolje mehanicke karakteristike [15].

Takode se smatra se da je trikalcijum silikatni cement jedan od najbiokompatibilnih
biomaterijala u stomatologiji §to demonstriraju svi primenjeni ISO standardni testovi, kao i
razli¢ita pretklinicka i klinicka istrazivanja [133,178]. Smatra se da je kvalitet zaptivanja
novog biomaterijala ekvivalentna GJC cementima, ali bez potrebe za bilo kakvom pripremom
povrSine dentina [183]. Svojom specificnom hemijskom strukturom omogucava i bolje
mehanicke karakteristike tokom vremena.

Kalcijum silikat ima moguénost interakcije sa vodom koja kao krajnji ishod dovodi do
ocvrS¢avanja cementa. Reakcija hidratacije trikalcijum silikata (3Ca0.S102 = C3S) dovodi
do stvaranja hidratisanog kalcijum silikatnog gela (CSH gel) i kalcijumhidroksida (Ca(OH)2)

po sledecoj formuli:

2(3Ca0°8i02) + 6H20 — 3Ca0+28i02+3H20+3Ca(OH)2
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Opisana reakcija odvija se na povrSini svakog zrna kalcijum silikata. CSH gel 1 viSak
kalcijum hidroksida imaju tendenciju da se taloze na povrSini Cestica praha i u Supljinama
(porama), dovode¢i do zasi¢enja u medijumu. Proces ocvrSéavanja rezultira formiranjem
kristala koji se deponuju u superzasiceni rastvor. U vezanom cementu se shodno tome mogu
oc¢ekivati sledece faze: Ciste neizreagovane Cestice kalcijum silikata, hidratisani kalcijum
silikatni gel (CSH gel), porozni prostor ispunjen sadrzajem kalcijum hidroksida i porozni
kapilarni prostor [79]. Shodno oslobadanju kalcijum hidroksida, materijal je visoko bazan
(pH 12). Na povrsini cementa posmatrano na SEM-u nedelju dana posle mesanja vide se
kalcijumom bogate strukture razli¢itih dimenzija. UocCavaju se kristali kalcijum karbonata u
obliku dijamanata (rombohedar) i heksagonalne ploce kalcijum hidroksida. Celokupna
povrsina je neravna i nechomogena [33]. Ovakve forme opisao je i Taylor 1997. godine.
Prema ovom autoru, kalcijum hidroksid kristalise u obliku ploca ili Sestostranih prizmi [220].
Moze se smatrati da CSH gel predstavlja neku vrstu matriksa cementa, a kristali kalcijum
karbonata u vidu punilaca popunjavaju prostore izmedu Cestica. Tako kalcijum karbonat ima
ulogu aktivnog ucesnika u procesu hidratacije i kao punilac materijalu poboljsava mehanicke
karakteristike [79]. Proces ocvrS¢ivanja rezultuje depozicijom kristala u superzasi¢eni
rastvor. U fazi o¢vrS¢ivanja razlikuju se Cetiri faze: neizreagovane Cestice cementa, CSH gel,
pore ispunjene Kkalcijum hidroksidom i porozni kapilarni prostor [79]. Oc¢vrséivanje
Biodentina je vremenski zavisno jer nakon meSanja praha i te¢nosti ne dolazi do ostvarivanja
potpune reakcije vezivanja. Potpuno vezivanje Biodentina ostvaruje tokom 2 nedelje. Tokom
inicijalne faze vezivanja Biodentina, dolazi do pojave poroznosti koja se postepeno
popunjava tokom narednih dana novim kristalnim strukturama. Tokom zavr$ne faze
vezivanja, Cvrsta faza se pojaava i konac¢no dostize maksimum [239]. Modifikacija
(skracenje) vremena vezivanja postize se kombinacijom razlicitih efekata. Veli¢ina Cestica u
velikoj meri utiCu na vreme vezivanja u smislu, Sto je veca specifi¢na povrsina, krace je 1
vreme vezivanja kalcijum silikatnih cemenata [224]. Takode, reakcija se ubrzava i
dodavanjem te¢nog kalcijum hlorida koji predstavlja dobro poznat i veoma efektan
akcelerator hidratacije i vezivanja Portland cemenata. Mo¢ akceleracije ove soli je direktno
proporcionalna njegovoj koncentraciji [82].

Biodentin je predviden kao materijal koji treba da izdrzi mastikatorne,
parafunkcionalne stresove, temperaturne promene uz hemijsku postojanost u oralnoj sredini
[30]. U inicijalnoj fazi mesanja ne dolazi do ostvarivanja potpune reakcije vezivanja. U tim
pocetnim fazama, dolazi do pojave poroznosti koja se postepeno popunjava novim kristalnim

strukturama, tako da se Cvrsta faza pojacava i kona¢no dostize maksimum tek posle najmanje
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2 nedelje [239]. Bitna karakteristika koja uti¢e na dobre mehanicke karakteristike Biodentina
je i mala koli¢ina vode na pocetku njegovog o¢vrséivanja [239].

U vise istrazivanja je dokazano da je Biodentin materijal koji svojom bioaktivnocéu
dovodi do stimulacije targetnih celija 1 diferencijacije fibroblasta pulpe u odontoblaste
odnosno do formiranja reparatornog dentina [133,229,246]. Istrazivanja koja su se¢ bavila
indirektnim i direktnim prekrivanjem pulpe pokazala su da je Biodentin odgovoran za
formiranje mineralizovanih ¢vorova odnosno, da je novoformirano mineralno tkivo imalo
neorgansku i organsku kompoziciju dentina [199]. Na osnovu ovih nalaza moze se reéi da je
Biodentin sposoban da reparira dentin na svim delovima gde je on oSte¢en, Sto daje ovom
materijalu Sirok spektar indikacija [55,199].

Eksperimentalna studija Tran-a i saradnika na pacovima je pokazala slican efekat
MTA i Biodentina nakon direktnog prekrivanja pulpe u smislu stvaranja dentinskog mostica
(njegove debljine, kontinuiranosti, poroznosti), ali i bolje rezultate u poredenju sa kalcijum
hidroksidom [229].

U eksperimentalnoj ex vivo studiji uradeno je DPP Biodentinom na 15 ekstrahovanih
tre¢ih molara. Korenovi zuba su zatim potapani u odgovaraju¢e medijume u trajanju od 2, 14,
28 dana i nakon toga je sprovedena histoloska analiza. Ustanovljena je pojava ostrvaca
osteodentina u svim uzorcima nakon 14 i 28 dana (Laurent i sar) [133]. U istoj studiji
poredeni su efekti Biodentina, MTA, kalcijum hidroksida i athezivne smole Xeno 111 u kulturi
humanih ¢elija pulpe i pokazano da Biodentin stimuliSe sekreciju TGF-f1 koji je odgovoran
za reparativne procese u mnogimm tkivima. Dokazano je da nema statisti¢ki znacajne razlike
u koli¢ini sekrecije ovog faktora rasta u poredenju sa efektima MTA i kalcijum hidroksida.

Strassler 1 sar. (2011) su objavili prikaz slucaja 24-orogodisSnjeg pacijenta sa dubokom
karijesnom lezijom na vestibularnoj strani donjeg desnog o¢njaka. Radiografski snimak nije
pokazao patoloSke promene parodontalnog tkiva. Nakon uklanjanja karijesne lezije uocena je
perforacija kavuma pulpe i sproveden je postupak direktnog prekrivanja pulpe Biodentinom
(Septodont, France). Nakon mesec dana proveren je vitalitet zuba i ustanovljeno je da nema
klinickih znakova oboljenja pulpe. Uklonjen je sloj Biodentina, a kavitet je restaurisan
kompozitnim ispunom (N“durance, Septodont, France) [215].

U okviru klinickog istrativanja Kuobi i sar. (2013) su tokm preparacije kaviteta
donjeg levog prvog premolara uodili perforaciju pulpe. Slucaj je iskljucen iz dalje analize, ali
je nastavljeno njegovo pracenje. Nakon §to je ustanovljeno da nema patoloskih znakova

oboljenja pulpo-dentinskog kompleksa izvrseno je direktno prekrivanje pulpe Biodentinom.
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Posle 6 meseci deo materijala je uklonjen i zub je restaurisan kompozitnim ispunom. Na
kontroli posle 3 godine zub je bio vitalan i bez klini¢kih znakova zapaljenja [130].

U najnovijoj objavljenoj studija Nowicka i saradnika iz avgusta 2015. Biodentin je
pokazao takode dobre rezultate nakon DPP. Studija je sprovedena na 44 intaktna treca molara
indikovanih za ekstrakciju. DPP je uradeno Biodentinom, kalcijum hidroksidom, MTA i
Univerzalnim bondom (3M ESPE, Secefeld, German). HistoloSkom analizom nakon 6 nedelja
ustanovljena je pojava dentinskog mosti¢a kod svih materijala osim u grupi uzoraka gde je
DPP uradeno bondom. Na osnovu histoloske i CT analize, autori su zaklju¢ili da Biodentin u
poredenju sa ostalim materijalima u najve¢oj meri indukuje formiranje dentinskog mostica i
stimuli$e reparaciju [161].

Uprkos c¢injenici da se ovaj novi cement ve¢ uveliko koristi u stomatologiji kao
restaurativni material [229] i da u uputstvu proizvodjaca postoji i indikacija za direktno
prekrivanje pulpe, njegov efekat na pulpno tkivo kod ljudi jo§ uvek nije potvrden jer ne

postoje studije o tome [130].
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2.3. Biomimetika i tkivni inZinjering

Prema nacinu na koji se ostvaruje regeneracija tkiva, sve regenerativne terapijske
procedure se mogu podeliti u tri grupe: PASIVNE, BIOMIMETICKE i AKTIVNE.

Pasivnim regenerativnim procedurama se ne uti¢e direktno na regeneraciju, vec Se
samo omogucavaju uslovi za ciljanu regeneraciju oSte¢enog ili izgubljenog tkiva. U ovu
grupu spadaju sve tehnike usmerene tkivne regeneracije.

Biomimetickim regenerativnim procedurama se tehnikama biomimikrije imitiraju
uslovi koji su postojali u organizmu prilikom odontogeneze. Na taj nacin se organizam
priprema da sam ostvari regeneraciju izgubljenih tkiva. Upotreba amelogenina se svrstava u
OVvU grupu regenerativnih procedura.

Aktivnim regenerativnim procedurama (tkivnim inzenjeringom) se direktno deluje na
osnovne faktore regeneracije i na taj naCin stimuliSe regeneracija. Primena maticnih Celija,
bioloskih nosaca (skafolda) 1 bioaktivnih molekula (faktora rasta) kao i njihova medusobna
kombinacija spada u tehnike aktivne regeneracije.

2.3.1. Biomimetika kao terapijski princip

Biomimetickim terapijskim principima se artificijelno oponasaju uslovi u organizmu
koji su postojali prilikom razvoja odredenih tkiva, i na taj nacin se stimuliSe tkivna
regeneraciju. U parodontologiji i parodontalnoj plasticnoj hirurgiji se ovaj vid trapije
svakodnevno primenjuje i u te svrhe se najcesce koristi gledni protein amelogenin.

Amelogenin je gledni protein poreklom iz ameloblasta. Njegova visoka koncentracija
u organizmu uocava se tokom odontogeneze (cementogeneza i formiranja periodoncijuma).
Koncept biomimetike se svakodnevno primenjuje u parodontalnoj hirurgiji. To podrazumeva
primenu visoke koncentracije veStacki dobijenog amelogenina- Emdogain® (Straumann,
Basel, Switzerland) u parodontaloj rani, kako bi se imitirali uslovi koji su postojali tokom
cementogeneze i formiranja periodoncijuma, i omogucili diferencijaciju pluripotentnih ¢elija
u cementoblaste, fibroblaste i osteoblaste. Emdogain se sastoji iz precis¢enog kiselog
ekstrakta svinjskog porekla koji sadrzi derivate glednog matriksa. Amelogenin i amelin ¢ine
njegovu glavnu hemijsku komponentu. Gledni proteini su ekstrahovani i precisc¢eni iz zubnih
folikula svinjskog porekla. Vazno je napomenuti da gledni proteini postoje i nalaze se u
prirodi najmanje 350 miliona godina, izuzetno su dobro o¢uvani kroz evoluciju, pa ih zbog
toga imuni sistem pacijenta ne smatra antigenima. Brojne pretklinicke i klini¢ke studije su

ukazale da nema potencijala za imunoloske reakcije [115,124,158,159].
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Ustanovljeno je da amelogenin dovodi do povecanja koncentracije faktora rasta
poreklom iz trombocita (PDGF) koji inhibira proliferaciju epitela i doprinosi regeneraciji
dubljih parodontalnih tkiva. Amelogenin takode stimuliSe proliferaciju i rast fibroblasta
poreklom iz periodoncijuma. Iako Emdogain pospeSuje cementogenezu i dovodi do
kompletne regeneracije periodontalnog ligamenta, cementa i alveolarne kosti kod pacijenata
sa uznapredovalom parodontopatijom, moguénost ovog materijala da pospepSuje
regenerativne procese u mezenhimalnim tkivima jo§ uvek nije dokazana [93]. Gledni proteini
ucestvuju u odontogenezi, tj. u recipro¢noj ektodermalno-mezezenhimalnoj signalizaciji koja
kontroliSe ovaj proces [93]. Oni takode povecavaju nivo mineralizacionih markera u
odontoblastima (sijaloproteina i osteopontina). Ovi markeri predstavljaju glavne nekolagene
proteine kosti i dentina [242].

Smatra se da amelogenin i amelin imaju klju¢nu ulogu u stimulaciji celijske
signalizacije i formiranju i mineralizaciji dentinskog matriksa. Kada se pulpna rana prekrije
Emdogenom dolazi do stvaranja znacajne koli¢ine tkiva slicnog reparativhom dentinu sa
prate¢om neoangiogenezom, sli¢no kao kod klasi¢nog procesa zarastanja. Emdogen sadrzi i
faktore rasta (TGFB1 i koStani morfogenetski protein) koji aktivno ucestvuju u ¢elijskoj
signalizaciji i stimulisanju formiranja tkivnog matriksa i njegove mineralizacije [124]. Ovi
faktori rasta predstavljaju i medijatore u procesima tkivne homeostaze, inflamacije,
zarastanja i neoangiogeneze. Postoji nekoliko studija koje potvrduju da Emdogain deluje
regenerativno na pulpno tkivo. StimuliSe diferencijaciju odontoblasta i stvaranje novog
dentina, sli¢no kao i kod dentinogeneze [2,115,152,158,159,170].

Inai i saradnici su zakljucili da tokom formiranja krunice zuba kod macaka i glodara,
a neposredno pre formiranja dentina, dolazi do premeStanja amelogenina iz glednog organa u
neposrednu blizinu odontoblasta [114]. Na osnovu ove €injenice moze se predpostaviti da
amelogenin ucestvuje u diferecijaciji odontoblasta i u stvaranju predentina.

U studiji Nakammura i sar [158] poreden je efekat Emdogaina i kalcijum hidroksida
u direktnom prekrivanju pulpe zuba kod 11 vijetnamskih svinja. Oni su zakljucili da je kod
uzoraka gde je postavljen Emdogain doslo do stvaranja dentinskog mosti¢a ve¢ nakon dve
nedelje, a da je nakon 8 nedelja u vecini uzoraka on bio kontinuiran i da je kompletno
zatvarao perforaciju. U uzorcima gde je prekrivanje pulpe izvrseno Emdogainom, zakljudili
su da je dentinski mosti¢ u vecini slucajeva bio lateralno pozicioniran 1 da je doSlo do
suzavana korenskog pulpnog prostora. Ustanovili su takode da postoji razlika u mehanizmu
nastajanja tercijarnog dentina. Kalcijum hidroksid stimulise diferencijaciju odontoblasta iz

pluripotentnih ¢elija centralnog dela pulpe pri ¢emu nastaje dentinski mosti¢ koji zatvara
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perforaciju, dok Emdogain stimuliSe ve¢ postojece odontoblaste na periferiji dentina da luce
matriks i formiraju lateralni tercijarni dentin. Ukazali su i na statisti¢ki zna¢ajnu razliku u
debljini novostvorenog dentinskog mostica u korist Emdogaina [158].

U preglednoj studiji Al-Hezaimi i saradnika iz 2013. predstavljeni su rezltati osam
istrazivanja u kojima je direktno prekrivanje pulpe izvrSeno kalcijum hidroksidom i
Emdogain-om (4 studije su bile klinicke i 4 na eksperimentalnim zivotinjama). Sve studije na
zivotinjama su pokazale bolje rezultate u stvaranju reparativnog dentina gde je za prekrivanje
pulpe koris¢en Emdogain [5]. Dve klini¢ke studije su pokazale bolji efekat Emdogaina u
stvaranju dentinskog mosti¢a u odnosu na kalcijum hidroksid, jedna studija je pokazala bolji
efekat kalcijum hidroksida, a u jednoj nije bilo razlike medu ispitivanim materijalima. Sve
ove studije su potvrdile hipotezu da je Emdogain efikasniji materijal za direktno prekrivanje
pulpe od kalcijum hidroksida, ako se uzme u obzir debljina novostvorenog ¢vrstog tkiva na
mestu pulpne rane. lako je Emdogain pokazao obecavajuce rezultate kod DPP na zubima
zivotinja, rezultati klinickih studija su prilicno diskutabilni, verovatno zbog razliitih
metodoloskih potupaka (ispitivanja na mle¢nim i stalnim zubima, observacioni period od tri
nedelje do tri godine, veli¢ina perforacije od 1-2 mm, razli¢it broj ucesnika i zuba) [5].

lako se smatra da operativni debris u obliku dentinskih opiljaka stimuliSe stvaranje
tercijarnog dentina, on moZe da ima i negativan efekat na pulpu. Takav debris je Cesto
kontaminiran bakterijama koje mogu da infiltriraju pulpno tkivo i da izazovu imunoloske
reakcije. To moze uzrokovati nekrozu pulpe i spreciti stvaranje tercijarnog dentina [17].

Klini¢ka studija Garrocho-Rangel i saradnika pokazuje da nije bilo statisticki znacajne
razlike u efikasnosti Emdogaina i kalcijum hidroksida u direktnom prekrivanju pulpe kod
perforacija veli¢ine do Imm. Oni zaklju¢uju da male perforacije smanjuju mogucnost
prodiranja dentinskih opiljaka u pulpu ¢ime se eliminiSu negativni efekti na zarastanje [80].
Autori su zaklju¢ili da je za uspeh terapije od presudnog znacaja adekvatno i pravovremeno
zatvaranje kaviteta i dobro rubno zaptivanje restaurativnim materijalom [80].

U studiji Franssona i saradnika poreden je efekat Emdogaina i kalcijum hidroksida
nakon DPP 9 parova kontralateralnih premolara sa opservacionim periodom od 12 nedelja.
Autori su utvrdili da je u grupi zuba gde je upotrebljen kalcijum hidroksid doslo do stvaranja
kompletnog dentinskog mosti¢a, dok je u grupi gde je prekrivanje pulpe izvrSeno
Emdogainom dentinski mosti¢ bio u obliku ostrvaca. Ovo su objasnili razlikom u strukturi
upotrebljenih materijala, i ¢injenicom da Emdogain u obliku gela ne pruza solidnu i ¢vrstu
osnovu za naknadnu restauraciju (kao kalcijum hidroksid ili MTA), pa ovde dolazi do

posledi¢nog utiskivanja materijala u pulpu i formiranja tercijarnog dentina u vidu ostrvaca
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[69]. Autori zakljucuju da oba materijala imaju sposobnost da indukuju stvaranje tercijarnog
dentina, ali Emdogain ima nesto slabiji potencijal [69]. Kiatwateeratana i saradnici su takode
poredili efekat Emdogaina i kalcijum hidroksida nakon DPP kod 15 parova kontralateralnih
humanih premolara. Ukazali su na znacajno manju osetljivost zuba prekrivenih Emdogainom
nakon prve dve nedelje, dok kod radiografskih pokazatelja (periapikalne promene i stvaranje
dentinskog mostic¢a) nije bilo statisti¢ki znacajne razlike. Histolo$ki rezultati nakon 6 meseci
su pokazali povoljniji efekat kalcijum hidroksida u smislu manje inflamacije i debljeg
dentinskog mosti¢a. To su objasnili izrazitim alkalnim pH vrednostima kalcijum hidroksida i
njegovim antimikrobnim dejstvom. Autori su pokazali da ni 6 meseci nakon prekrivanja
pulpe Emdogainom nije doslo do kompletnog zatvaranja perforacije, ve¢ je dentin bio Samo u
obliku ostrvaca [126].

Lyngstadaas i saradnici su utvrdili da Emdogain aktivira signalni ciklicni AMP iz
mezenhimalnih ¢elija. Ovaj signalni molekul dovodi do sekrecije autokrinih faktora rasta i
povecanja proliferacije i maturacije ekstracelijskog matriksa sekretornih ¢elija [143].

Potvrdeno je da Emdogain inhibira rast Streptococcus mutans-a [211]. Ovo je od
izuzetnog znacaja za klinicke uslove gde se direktno prekrivanje pulpe izvodi u nesterilnoj
sredini. U studiji Olsson i saradnika direkno prekrivanje pulpe kod 9 parova kontralateralnih
premolara indikovanih za ekstrakciju je izvrSeno Emdogenom i kalcijum hidroksidom u
observacionom periodu od 12 nedelja. Rezultati su pokazali da je u veéini slu¢ajeva doslo do
stvaranja dentinskog mosti¢a i zatvaranja pulpnog prostora, ali je kod zuba gde je pulpa
prekrivana Emdogainom doslo i do stvaranja lateralnog dentina [165]. Takode je uoceno
intenzivnije zapaljenje kod zuba prekrivenih Emdogainom u odnosu na kalcijum hidroksid. U
prve dve nedelje nakon direktnog prekrivanja, uo¢ena je osetljivost zuba tretiranih kalcijum
hidroksidom, dok kod zuba tretiranih Emdogainom simptomatologije nije bilo [165].
Imunohistohemijom je dokazano da Emdogain dovodi do aktivacije ciklicnog AMP-a koji
kao signalni molekul dovodi do autokrine sekrecije faktora rasta (TGFp, IL6 1 PDGF)
poznatih medijatora u procesima zarastanja, inflamacije, tkivne homeostaze i neoangiogeneze
[165]. Olsson i autori preporucuju zatvaranje kaviteta glasjonomer cementima nakon DPP
Emdogenom kako bi se sprecila mikropropustljivost, bakterijska kontaminacija pulpnog
prostora i postoperativne komplikacije [165].

Barthel i autori su utvrdili da je uspeh direktnog prekrivanja pulpe kalcijum
hidroksidom (elektrotest, perkusija, odsustvo klinickih simptoma i radiografskih pokazatelja
infekcije) nakon pet godina iznosio 37% a nakon deset godina 13%. U literaturi nema

podataka o dugoro¢nim rezultatima direktnog prekrivanja pulpe Emdogainom. Postoje samo
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dve studije u kojima je opservacioni period iznosio 12 meseci, pri ¢emu se rezultati razlikuju.
U jednoj je Emdogain pokazao obecavajuce rezultate [81], dok u drugoj nije bilo zna¢ajnih

razlika izmedu Emdogaina i kalcijum hidroksida [80].

2.3.2. Aktivna regeneracija i tkivni inZenjering

Napretkom medicine i molekularne biologije napravljeni su novi pomaci u
stomatologiji, pa su tako u savremene terapijske procedure uvedeni novi koncepti aktivne
regeneracije 1 tkivnog inzenjeringa, sa ciljem unapredivanja terapijskih rezultata.

Oblast tkivnog inZenjeringa pocela je da se razvija u prvoj deceniji 21. veka. Koncept
tkivnog inZenjeringa Cine tri komponente: maticne Celije, bioloski nosaci (skafoldi) i
bioaktivni molekuli (faktori rasta). Jednu od prvih definicija tkivnog inzenjeringa dali su
Langer i Vacanti koji su ovaj terapijski postupak predstavili kao interdisciplinarno polje koje
primenjuje principe inZenjeringa i nauke, U razvoju bioloskih supstituenata koji restauriraju,
odrzavaju i poboljsavaju funkcije tkiva i organa. Skafoldi ili nosaci podrzavaju celijsku
kolonizaciju, migraciju, rast i diferencijaciju i vode razvoju trazenog tkiva. Obi¢no su od
polimera, keramike ili kompozita, i moraju posedovati visoku poroznost, biodegradibilnost,
visoku specificnu povrsinu, specifi¢ni 3D oblik i ¢vrstocu [97].

Tkivni inZenjering predstavlja mehanizam formiranja i upotrebe zivih ¢elija i njihovih
aktivnih komponenti i produkata u regeneraciji ostecenih tkiva i predstavlja buduénost
terapijskih procedura. Koncept aktivne regeneracije se bazira na stanovistu da se
regenerativni potencijal tkiva moze indukovati delovanjem na osnovne faktore regeneracije:
progenitorne celije, faktore rasta, neoangiogenezu, odnosno ekstracelularni matriks.
Medusobno sadejstvo navedenih faktora dovodi do uspeSne regeneracije, a poznavanje
mehanizama delovanja osnovnih ¢inilaca regeneracije, i njihovih medusobnih interakcija
moze indukovati procese regeneracije [214].

Faktori rasta su prirodne supstance koje imaju sposobnost stimulisanja celularnog
rasta, proliferacije i celijske diferencijacije. Oni su vazni za regulaciju varijeteta celularnih
procesa i deluju tipi¢no kao signalni molekuli izmedu ¢éelija. Naime, poznato je da prisustvo
odredenih faktora rasta (PDGF 1 TGF familije) utice na mutiplikaciju progenitornih Celija 1
stimulaciju njihove diferencijacije. Takode, njihovo sadejstvo sa drugim Celijskim
elementima i drugim faktorima rasta dovodi do indukovanja neoangiogeneze i formiranja
ekstracelularnog matriksa. Tkivni inZenjering, odnosno aktivna regeneracija tkiva

podrazumeva i primenu specifi¢nih faktora rasta.
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2.3.2.1. Faktori rasta kao signalne molekule u pulpo-dentinskom kompleksu

lako su reakcije pulpo-dentinskog kompleksa na nokse odavno opisane, ¢elijski i
molekularni mehanizmi njihove regulacije jo§ uvek nisu potpuno objasnjeni. Signalni
molekuli ukljuceni u transdukcione mehanizme ovih procesa su tkivni faktori rasta. Ovi
molekuli pokazuju snaznu bioaktivnost u jako malim koncentracijama, ¢esto na nivou
pikograma. Preciznu regulaciju ¢elijskih aktivnosti u tkivima signalni molekuli ostvaruju
aktivacijom specifi¢nih receptora na ¢elijama u kojima se i stvaraju (autokrino dejstvo),
odnosno aktivacijom receptora na susednim celijama (parakrino dejstvo). Receptori za
faktore rasta pripadaju receptorima odgovornim za ekspresiju specifi¢nih gena za sintezu
proteina koji u€estvuju u modulaciji ¢elijske reakcije.

Reaktivna dentinogeneza nastaje kao rezultat interakcije postoje¢ih odontoblasta i
odgovarajuc¢ih molekularnih stimulusa koji dovode do podizanja nivoa njihove sekretorne
aktivnosti [206]. Odontoblasti pokazuju ekspresiju i sintezu brojnih faktora rasta, u
embrionalnom razvoju i tokom svog zivotnog ciklusa, od kojih poseban znacaj imaju
pripadnici familije faktora rasta transformacije B (transforming growth factor B: TGF-p)
[113,203,207,234]. Ova familija osim vise izoformi TGF-3 obuhvata i kostane morfogenetske
proteine (BMP). Sintetisani i oslobodeni faktori rasta se ugraduju u dentinski matriks [34]
gde ostaju neaktivni sve do momenta njegovog rastvaranja ili demineralizacije. Danas postoje
dokazi da mle¢na kiselina (odgovorna za rastvaranje dentinskog tkiva tokom karijesa), kao i
kalcijum hidroksid (koji se upotrebljava za prekrivanje pulpe), mogu da uti¢u na oslobadanje
tkivnih faktora rasta iz dentinskog matriksa [208]. Istrazivanja pokazuju da izolovane
komponente dentinskog matriksa kao i sami tkivni faktori rasta mogu da izazovu
transdentinsku stimulaciju odontoblasta in vivo [210]. Iako ima najviSe podataka o prisustvu
pripadnika TGF-p familije, dentinski matriks sadrzi i druge faktore rasta medu kojima se po
znacaju izdvajaju angiogeni [187], koji su odgovorni za vaskularne reakcije tkiva takode
neophodne u procesima reaktivne dentinogeneze.

Reparativna dentinogeneza predstavlja vrlo slozen proces, koji pre sekrecije dentina
obuhvata ¢itavu kaskadu dogadaja: ¢elijsku deobu progenitora, hemotaksu, ¢elijsku migraciju
i adheziju i na kraju citodiferencijaciju u odontoblastima sli¢cne ¢elije [206,234]. Osnovni
uslov za odvijanje reparativne dentinogeneze je postojanje progenitornih pulpnih ¢elija. Nije
poznato koje celijske linije mogu da se regrutuju za transformaciju, ali se veruje da su

potencijalni kandidati Rouget-ovi periciti (perivaskularne ¢elije), nediferencirane
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mezenhimalne ili mezoektodermalne ¢elije 1 fibroblasti [96]. Molekularna osnova
diferenciranja ovih celija je sposobnost da vrse ekspresiju adekvatnih membranskih receptora
za interakciju sa induktivnim molekulima odgovornim za proces nastanka odontoblastima
slicnih ¢elija [137]. Molekule BMP i TGF-§ izoforme su faktori rasta za koje ima najvise
eksperimentalnih dokaza da indukuju diferencijaciju odontoblastima sli¢nih ¢elija [146,241].
Interesantno je napomenuti da je uoceno da efekat zavisi od doze faktora rasta, $to Se
povezuje sa razliitim morfologijama reparativnog dentina koji moZze imati pravilnu
tubularnu, ali i potpuno atipi¢nu strukturu. U visokim dozama ovi molekuli mogu da dovedu i
do c¢elijske smrti [208]. Odsustvo dentinogenetskih dogadaja nakon ektopi¢ne implantacije
izolovanih pulpnih tkiva dokaz je da se dentinogeneza moze odvijati samo u pulpo-
dentinskom okruzenju [234]. Ovo ukazuje da je interakcija pulpnih ¢elija sa pulpnim
ekstracelijskim matriksom (i u njemu prisutnim faktorima rasta i induktivnim molekulima)
neophodna u reparatornim procesima pulpe. Novija istrazivanja takode ukazuju da su
inflamatorni procesi vazan preduslov za regeneraciju. Interesantno je napomenuti da, iako
proinflamatorni medijatori dovode do ostec¢enja pulpnih tkiva, pojedini citokini (tumor
necrosis factor a: TNF-a), mogu pod odredenim uslovima indukovati diferencijaciju stem
¢elija pulpe u odontoblastima sli¢ne c¢elije [177]. lzgleda da pulpo-dentinski kompleks
reaguje na medijatore inflamacije u zavisnosti od doze: male doze, odnosno blaga
inflamacija, deluju povoljno 1 pospeSuju reparatorne procese, dok velike doze 1 jak
inflamatorni odgovor dovode do tkivnog oSte¢enja 1 moguceg odsustva reparatornog
odgovora [43].

Angiogeneza, odnosno proces nastanka novih krvnih sudova iz mreze postojecih, od
fundamentalnog je znaCaja ne samo za razvoj tkiva ve¢ i za njegov odgovor na povredu.
Prisustvo adekvatne vaskularne mreze na mestu povrede od kriti€nog je znacaja 1 u procesima
reparatornog odgovora pulpe. Iako pulpa ima bogatu mrezu krvnih sudova, ona se tokom
povrede procesima angiogeneze i dalje povecava kako bi se za reparatorne procese
obezbedilo efikasano snabdevanje nutrientima. Klju¢na uloga u regulaciji ovih procesa
pripada angiogenim faktorima rasta, medu kojima se kao najdominantniji izdvaja faktor rasta
vaskularnog endotela (vascular endothelial growth 8 factor: VEGF). Celije humane pulpe
spontano produkuju VEGF [188], a prisustvo ovog signalnog molekula potvrdeno je i u
dentinskom matriksu [187]. Ovi nalazi ukazuju na vazan potencijal ovih faktora rasta u
regulaciji pulpne reparacije.

Za potpunu regeneraciju tkiva potrebni su: pluripotentne celije, vanceijsli matriks,

proteini matriksa, sistemski hormoni, faktori diferencijacije i faktori rasta. Faktori rasta su
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polipeptidi: signalni molekuli koji uti¢u na rast i funkciju razli¢itih ¢elija. Ovi bioloski
medijatori deluju na regeneraciju tako $to podsti¢u proliferaciju, hemotaksu, diferencijaciju,
produkciju proteina vanéelijskog matriksa i angiogenezu [214].

Istrazivanja su pokazala da se lokalnom primenom plazme bogate trombocitima
(PRP- engl. platelet-rich plasma) mogu postici bolji rezultati u reparatornim procesima, nego
samo lokalnom primenom faktora rasta [128]. Veis je ustanovio da c¢elije sli¢ne
odontoblastima zahtevaju adheziju za odgovaraju¢u povrsinu pre nego Sto zapocnu svoju
diferencijaciju i ispolje sekretornu aktivnost. Ustanovljeno je da plazma bogata trombocitima
(PRP) stimulise adheziju i proliferaciju mezenhimnih Celija. [236]. MozZe se pretpostaviti da
slican efekat ispoljava i na odontoblaste, stimuliSu¢i tako reparativnu dentinogenezu.
Rezultati Danilovi¢ i saradnika koji su aplikovali plazmu bogatu trombocitima na amputiranu
pulpu majmuna su pokazali da se u zonama najdebljeg novostvorenog dentinskog mostica
uocava najveci broj ¢éelija slicnih odontoblastima, ali ii veca pravilnost u organizaciji dubljih
slojeva pulpe, odnosno ve¢i broj ¢elija u subodontoblastnom sloju (posebno fibroblasta) [57].
Ovakav nalaz je u saglasnosti sa nalazima drugih autora [153]. Rezultati Tziafas su pokazali
da primena pojedinih faktora rasta, posebno TGFp stimuliSe diferencijaciju odontoblasta i
dovodi do oslobadanja endogenih faktora rasta sadrzanih u organskom matriksu dentina, Sto

dodatno stimulise dentinogenezu [235].

2.3.2.2. Fibrin bogat trombocitima (PRF-engl. platelet- rich fibrin)

Koncept biomimetike se u slucaju PDGF 1 TGF-f ogleda u mnogostrukom
uvecavanju njihove koncentracije u regionu tkivne rane. PDGF i TGF-B se u visokoj
koncentraciji nalaze u o granulama trombocita, ¢ijom degranulacijom se ovi faktori rasta
oslobadaju u tkivo. Ovo uvecavanje koncentracije faktora rasta se postiZe prostim uvec¢anjem
broja trombocita u regionu rane, $to se ostvaruje primenom plazme bogate trombocitima
(PRP) i fibrina bogatog trombocitima (PRF). PRP i PRF su derivati krvne plazme nastali
posebnim tehnoloskim postupkom, a koji u sebi sadrze mnogostruko (i do 400%) vecu
koncentraciju trombocita nego u normalnoj plazmi. PRP je frakcija krvne plazme koja za
aplikovanje u ranu zahteva primenu nosaca, dok PRF sam po sebi predstavlja autogenu
biomembranu [100].

PRF je prvi put primenio i opisao Choukroun sa saradnicima 2006, a oni su razvili i
metodologiju za dobijanje PRF-a i primenu u oralnoj i maksilofacijalnoj hirurgiji [40].

Priprema PRF ne zahteva kori$¢enje antikoagulansa, niti trombina govedeg porekla. Krv koja
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se centrifugira kako bi se dobio PRF, se nakon odredenog broja obrtaja deli u tri frakcije.
Fibrinska mreZa bogata trombocitima predstavlja srednju frakciju, a nalazi se izmedu crvenih
krvnih zrnaca na dnu i acelularne plazme na vrhu epruvete [40]. Tokom povrede, mati¢ne
¢elije se iz krvi premestaju na mesto povredenog tkiva, gde se diferenciraju u razlicite tipove
¢elija. Ova pocetna diferencijacija se deSava u prelaznom oziljnom matriksu koji formiraju
fibrin 1 fibronektin. Zbog toga se fibrin koristi 1 kao matriks za transplantaciju ovih celija
[58].

Dokazano je da TGF-B 1 ucestvuje u svim fazama zarastanja. Za vreme inflamatorne faze,
TGFp podsti¢e migraciju endotelnih ¢elija 1 povecava proliferaciju mezenhimalnih mati¢nih
¢elija.

Kostani matriksni proteini (BMP) su faktori rasta koji deluju kao potpora u zarastanju
i regeneraciji rana u raznim klinickim ispitivanjima. Uti¢e na proliferaciju, hemotaksu i
diferencijaciju epitelnih ¢elija, kosti 1 vezivnog tkiva.

Tri osnovna faktora zarastanja i sazrevanja tkiva su: angiogeneza, faktori rasta i
mezenhimne ¢elije. Angiogeneza zahteva postojanje vancelijskog matriksa za migraciju,
deobu i fenotipske promene endotelnih ¢elija. Dosadasnja ispitivanja su jasno pokazala da
trodimenzionalna struktura fibrinskog gela i akcija citokina zarobljenih u mreZi fibrinskog

matriksa znacajno uti¢u na proces angiogeneze [60].

2.3.2.3. Primena PRF-a u direktnom prekrivanju pulpe

Primena faktora rasta iz fibrina bogatog trombocitima u poslednje vreme se pokazala
obecavaju¢om. PRF pripada drugoj generaciji koncentrovanih trombocita i ima nekoliko
prednosti u odnosu na plazmu bogatu trombocitima. Glavna prednost PRF-a se sastoji u
jednostavnoj pripremi koja ne zahteva biohemijsko tretiranje krvi §to ovaj material ¢ini
isklju¢ivo autolognim [40].

lako se fibrin bogat trombocitima ve¢ dugi niz godina uspeSno Kkoristi u
maksilofacijalnoj hirurgiji, impantologiji, oralnoj hirurgij i parodontologiji, njegov efekat jos
uvek nije dokazan u terapiji vitalne pulpe. U velikoj studiji Orhana i saradnika na 24 pacova
i 144 zuba ispitivan je efekat kalcijum hidroksida, MTA, Emdogena i fibrina bogatog
trombocitima na regeneraciju pulpe nakon direktnog prekrivanja. Posmatran je broj
novostvorenih ¢elija slicnih odontoblastima i1 debljina dentinskog mosti¢a. Rezultati su
pokazali statisticki znacajno manji broj odontoblastima sli¢nih ¢elija u grupi zuba gde je

pulpa prekrivana Emdogenom i nakon 7 i nakon 28 dana. Takode je u ovoj grupi uocena
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pojava celijskih inkluzija u tercijarnom dentinu. Najtanji dentinski mosti¢ uocen je u grupama
sa PRF-om i Emdogain-om. Reparativni dentin je stvoren u 86% uzoraka u MTA grupi, i u
oko 60% uzoraka u grupi sa PRF-om i Emdogain-om. U grupi sa kalcijum hidroksidom
dentinski mosti¢ je stvoren u 68% uzoraka. Autori su zakljucili da bez obzira na ne§to manji
procenat uspeha, Emdogain i PRF mogu da indukuju reparativne procese u pulpi zuba pacova
[167].

Mnoge studije in vivo [109] i in vitro [205] su pokazale da aplikovani egzogeni
faktori rasta na pulpi( pre svega TGFB i BMP) imaju funkciju signalnih molekula koji
iniciraju dentinogenezu. Studija Wanga i autora iz 2010. ukazuje da i u inflamiranoj pulpi
postoje maticne cCelije sliéne onima u zdravoj pulpi koje imaju moguénost autologne
regeneracije [240]. Hu i saradnici su u studiji na pacovima pokazali da TGF-p1 (koji
predstavlja glavni faktor rasta PRF-a) pospesuje i ubrzava reparativnu dentinogenezu [109].
Sloan i saradnici su zakljucili da TGFB1 stimulise odontoblaste da sekretuju ekstracelularni
matriks i dovode do velikog broja mitoza pulpnih ¢elija pacova [205]. TGFB i kostani
morfogenetski protein su faktori rasta koji indukuju reparativnu dentinogenezu u in vitro i in
vivo uslovima [109,205].

Hiremath i autori su pokazali pozitivan efekat PRF-a na regeneraciju pulpe humanih
stalnih zuba [103]. Dosadasnja klinicka ispitivanja su pokazala da specificna gustina
trodimenzionalne strukture fibrinskog gela iz PRF i aktivacija citokina zarobljenih u mrezi
fibrinskog matriksa favorizuju neoangiogenezu. Brza revaskularizacija igra znacajnu ulogu u
reparaciji i regeneraciji tkiva [202]. Klini¢ko iskustvo potvrduje da je PRF efikasan
biomaterijal koji podsti¢e proces zarastanja i obnove tkiva, budu¢i da sadrzi veliki broj
faktora koji omogucuju reparaciju. Hiremath i saradnici su 2012. godine objavili prikaz
slucaja u kome su pokazali pozitivan efekat fibrina bogatog trombocitima na regeneraciju
pulpe. Naime, na zubu 36 su nakon postavljanja dijagnoze, uradili pulpotomiju i nakon
zaustavljanja krvarenja na ulaze u kanale postavili fibrin bogat trombocitima i zatvorili
kavitet glas jonomer cementom. Na kontolnim pregledima nakon 1 dana, 6, 12 ,18, 22
meseca nije bilo prisutne simptomatologije i zub je pozitivno reagovao na test vitaliteta. Na
rendgen snimku je nakon 22 meseca uocena obliteracija mezijalnih kanala u cervikalnoj
tre¢in. Autori sui zakljucili da je pulpa ispoljila svoju odbrambenu sposobnost stvaranjem
tercijarnog dentina [103].

Aktivacija citokina iz fibrinske mreZice favorizuje neoangiogenezu koja igra znac¢ajnu

ulogu u reparaciji i1 regeneraciji pulpo dentinskog kompleksa. Faktori rasta takode imaju
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klju¢nu ulogu u diferencijaciji ¢elija pulpe u ¢elije slicne odontoblastima koje su odgovorne

za stvaranje dentinskog mosti¢a i zarastanje rane [109].
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2.4. Nanomaterijali u stomatologiji

Nanotehnologija je polje primenjene nauke bazirana na dizajnu, sintezi i primeni
materijala i uredaja reda veli¢ine nano (jedan nanometar je milijarditi deo metra). U prirodi
postoje brojni primeri objekata nanometrijskih dimenzija, kao $to su molekuli DNK, crvena
krvna zrnca, molekuli vode, virusi, bakterije i sl. Ova nova oblast nauke bavi se
kontrolisanjem materije, energije i/ili informacije na atomskom i molekularnom nivou. Ovo
strukturama [122].

Nanomedicina je grana medicine koja se zasniva na medicinskoj primeni
nanotehnologija, kroz primenu nanomaterijala, nanoelektronskih biosenzora i molekulske
nanotehnologije (Gui i sar. 2011, Jokanovi¢ 2012) [90,122]. Sama veli¢ina Cestica
nanomaterijala (<100nm), koja je sli¢na veli¢ini bioloskih molekula i struktura (proteini 5nm,
organele 100-200nm), upucuje na mogucu primenu nanomaterijala u in vivo i in vitro
biomedicinskim istrazivanjima (Fan i sar. 2014) [65]. Imajuc¢i u vidu da nanomedicinski
lekovi napravljeni od nanomaterijala i nanopartikula (u odnosu na lekove napravljene od istih
materijala na klasi¢an nac¢in) imaju i do deset puta vecu interaktivnu povrsinu, nedvosmisleno
ukazuje o moguéem poboljsanju farmakokineti¢kih i farmakodinamickih osobina leka.

Nanocestice se mogu dobiti na viSe nacina: mlevenjem ili homogenizacijom pod
visokim pritiskom velikih Cestica kristala, kontrolisanom precipitacijom i kombinacijom
mikroprecipitacije i homogenizacije. Chen (2012) [38] istice da su Dbioaktivnost,
biokompatibilnost, stabilnost 1 mehanicka svojstva nanomaterijala, obi¢no odredena
njihovom kompozicijom, strukturom, morfologijom i veli¢inom kristala, $to zavisi od nacina
sinteze.

Nanomaterijali obecavaju preokret u medicini i sve se vise koriste u ovoj oblasti. Ovi
materijali imaju sposobnost da oponaSaju povrSinska svojstva prirodnih tkiva, izrazito su
citokompatibilni i biokompatibilni, pa pokazuju odli¢na svojstva za upotrebu u inZenjeringu

tkiva i regenerativnoj medicini [122].

2.4.1. Eksperimentalni nanostrukturni biomaterijali na bazi aktivnih kalcijumsilikatnih
sistema

Predmet ovog istrazivanja su dva nova, eksperimentalna, nanostrukturna biomaterijala
sintetisana u Institutu nuklearnih nauka u Vinci, prema recepturi V. Jokanovic¢a i saradnika.

Materijali su na bazi kalcijumsilikatnih sistema , odnosno na bazi trikalcijum i dikalcijum
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silikata [Ca3SiO5 (C3S) 1 23-CaSiO4 (13-C2S)]. Oba materijala sadrze jo§ brzovezujuci
dihidrat gipsa (CaS0O4-2H20) [120].

Prvom materijalu (ALBO MPCA I- mineral polyoxide carbonate aggregate) je dodat
bizmut oksid BiO2, a drugom materijalu (ALBO MPCA 1) barijum sulfat (BaSO4) kao
rendgen kontrastno sredstvo. Odnos komponenti obe sintetisane smese je 1:2:2.

Materijali su sintetisani nanotehnologijom, odnosnho inovativnom kombinacijom
hidrotermalne sol-gel metode i metode samosagorevjuéih talasa (kombinacija sol-gel i
visokotemperaturne sinteze). Za sintezu je upotrebljeno 35.59 g CaCl2-5H20 (Merck,
Hohenbrunn, Germany) i 15g, 30% silika sol rastvora. Za dobijanje aktivne silikatne faze,
trikalcijum silikat (C3S) 1 dikalcijum silikat (C2S) su kori§¢eni u odnosu 2:1. Ovoj meSavini
je dodato 4.55g Al(C2H302) radi dobijanja male koli¢ine aktivne C3A faze (~3%), a zatim i
71.3g NH4NO3 (Fluka, Seelze, Germany) u svojstvu oksidacionog sredstva, 53.51 g
limunske kiseline (C6H807-H20, Alfa Aesar) u svojstvu goriva tokom reakcije sagorevanja i
0.255g pseudo-boemita. Mesavina je susena na 80°C radi dobijanja gela, a zatim na 150°C
radi uklanjanja vode. Porast temperature na 180°C je rezultirao paljenjem gela sa snaznom
samosagorevaju¢om reakcijom uz oslobadanje velike koli¢ine gasa. Zatim su, brzim
suSenjem na bakarnim plo¢ama, dobijene nisko kristalizovane, visoko reaktivne 3-C2S i C3S
faze. Dobijeni prah je dalje spaljivan na 650°C tokom 4h, a zatim su mlevenjem u trajanju od
nekoliko minuta dobijene Cestice male veliine. Za pripremu finalne meSavine materijala CS
pored kalcijumsilikatnog sistema, C3S 1 3-C2S (60% ukupne koli¢ine), koris¢eno je jos 20%
brzovezujuceg gipsa i 20% barijum sulfata ili bizmut oksida [119].

Unapredenom tehnologijom dobijen je kalcijum silikatni materijal u ¢ijoj se strukturi
razlikuju tri hijerarhijska nivoa: aglomerati veli¢ine nekoliko mikrometara, koji su izgradeni
od Cestica elipsoidnog oblika, veli¢ine 117- 477 nm, koje se sastoje od jo$ manjih elemenata-
kristalita, veli¢ine 20 nm [166]. U oba materijala dodato je 0.65% PBTCA (2-
phosphonobutane-1,2,4- tricarboxylic acid, Syntechem, Changzhou, Jiangsu, China), u
svojstvu plastifikatora Hidratacijom materijala nastaju kalcijum silikatni hidratni gel
(tobermorit), kristalni kalcijum hidroksid (portlandit) i amorfni Ca(OH)2, etringit, amorfna
faza nalik etringitu, gips, hidroksiapatit i barit. U hidratisanom cementu vecéina Cestica ne
prelazi 75 nm [119]. Nanostruktura novosintetisanih materijala obezbeduje izrazenu aktivnost
Cestica koja rezultira brzim vezivanjem cemenata. Vezivanje materijala pocinje posle 3 + 0.1
min, od poCetka meSanja materijala sa vodom, a kompletno se zavrsava posle 10 = 0.15 min.
Kompresivna snaga materijala iznosi 29.5 + 0.5 MPa posle 24h odnosno 35.7 = 0.5 MPa

posle 28 dana.
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Primenjenom tehnologijom dobijeni su nanostrukturni materijali koje odlikuje izrazena

aktivnost Cestica i posledi¢no brzo vezivanje [166].

2.4.1.1. Mehanizam delovanja eksperimentalnih nanostrukturnih materijala na bazi
kalcijum silikata

Hidratacijom kalcijum silikatnih materijala, nastaje kalcijum silikatni hidratni gel
(CSH) i kalcijum hidroksid [31], glavna solubilna frakcija cementa koja sa rastvara na Ca2+ i
OH- jone . Prema Sarkaru i sar. (2005), reakcija oslobodenog kalcijuma sa fosfatima iz
tkivnih fluida predstavlja fiziCkohemijsku osnovu bioaktivnosti kalcijum silikatnih materijala
[191]. Utvrdeno je da formiranje apatitnog sloja na povrsini materijala nije posledica samo
oslobadanja kalcijuma, ve¢ 1 formiranja Si-OH grupa na povrSini cementa koje se ponasaju
kao centri nukleacije i precipitacije apatita. Shodno tome, za brzu precipitaciju apatita
odgovorno je sinergisticko delovanje kalcijum silikatnog hidratnog gela kao nukleatora
apatita i kalcijuma iz rastvorenog kalcijum hidroksida kao akceleratora precipitacije.
Dodatno, hidrofilni substrat, usled prisustva OH- grupa na povrsini cementa, olakSava vezu
sa apatitnim slojem [75]. Formiranje apatita na povrSini kalcijum silikata zapravo prolazi
kroz nekoliko faza. Na povrSini materijala se najpre formira amorfni kalcijum fosfat, koji se
zatim transformiSe u apatit, koji kasnije sazreva u karbonatni apatit tipa B, koji predstavlja
biolosku fazu hidroksiapatita kosti, cementa i dentina.

Po svojoj biokompatibilnosti, bioaktivnosti i1 zaptivaju¢im svojstvima kalcijum
silikatni cementi su superiorni u odnosu na veéinu do danas poznatih, endodontskih
materijala. Cinjenica da poseduju snazan induktivni potencijal za regeneraciju oste¢enih tkiva
doprinela je da se ovi cementi danas smatraju materijalima izbora za brojne klinicke
indikacije. Tako se kalcijum hidroksid za DPP zuba koristi dugi niz godina, istraZivanja su
ukazala na odredene nedostatke ovog materijala. Dentinski most indukovan aplikacijom
kalcijum hidroksida je uglavnom porozne strukture sa tunelskim defektima, Sto uz manjak
adhezivnosti 1 rastvaranje materijala tokom vremena nosi rizik od mikrocurenja 1 posledi¢ne
bakterijske kontaminacije zubne pulpe [19, 190].

Poboljsane fizicke osobine kalcijum silikatnih cemenata koje su dobijene primenom
nanotehnologije u smislu nizeg stepena rastvorljivosti, vece strukturalne stabilnost materijala
i kradeg vremena vezivanja [164] , dovoljni su razlozi za ispitivanje njihove primene in vivo
uslovima kao sredstva za DPP. Hemijska priroda materijala i naCin sinteze bi trebalo da
obezbede zadovoljavajuce biolosko ponasanje ovih materijala u zivim tkivima. Kvalitetno

rubno zaptivanje odnosno adekvatna marginalna adaptacija materijala treba da onemoguci
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protok tkivnih fluida i posledi¢no bakterijsko mikrocurenje, Sto predstavlja znacajan faktor za
dugorocan uspeh endodontskog tretmana.

Aplikacija novosintetisanih nanostrukturnin materijala na bazi kalcijum silikata (CS) i
hidroksiapatita (HACS) u kanale korena kunica u studiji V. Petrovi¢ i saradnika rezultirala je
zapaljenskom reakcijom, koja je po svom intezitetu bila sli¢na zapaljenskoj reakciji nastaloj
nakon aplikacije kontrolnog materijala (MTA). U najve¢em broju uzoraka zapaljenska
reakcija je ocenjena kao blaga do umerena uz prisustvo manjeg broja celija zapaljenja,
lokalizovanih u blizini implantiranih materijala. Dobijeni rezultati su u skladu sa rezultatima
drugih autora koji su pisali o biokompatibilnom ponasanju Kalcijum silikatnih materijala
nakon njihove primene u direktnom prekrivanju pulpe [1,197,247]. Novostvoreno
kalcifikovano tkivo je uoceno u svim uzorcima testiranih materijala (CS i HACS), ¢ime je
potvrdeno da materijali pored biokompatibilnosti poseduju i induktivan potencijal. U sintezi
eksperimentalnih materijala ispitivanih u ovom istrazivanju koris¢ena je sol-gel metoda.
Prema podacima iz literature, materijali dobijeni sol-gel metodom su bioaktivniji u odnosu na
materijale istog satava koji su dobijeni drugim metodama [138].

Aplikacija oba eksperimentalna materijala rezultirala je formiranjem kalcifikovanog
tkiva u debljem sloju u odnosu na MTA. Takode, za razliku od MTA i materijala CS, kod
materijala HACS novoformirano ¢vrsto tkivo je bilo kontinuirano bez fokusa vaskularizovane
fibroblastne proliferacije. Dobijeni rezultati su takode u skladu i sa nalazima Zhang i sar.
(2013) koji su testiraju¢i dva nova nanostrukturna materijala na bazi kalcijum silikata sa
dodatkom hidroksiapatita (Bioagregat i iROOT BP Plus), uocili da ovi materijali indukuju
izrazeniju mineralizaciju i odontoblastnu diferencijaciju humanih ¢elija pulpe u odnosu na
Cist kalcijum silikatni cement (MTA), sugeriSuéi da ovi materijali imaju ve¢i mineralizacioni
potencijal od MTA [248].

U studiji V.Opaci¢ Gali¢ 1 saradnika ispitivan je efekat novih nanostrukturnih
materijala na bazi kalcijum silikatnih sistema (CS i HACS) posle direktnog prekrivanja pulpe
zuba kuni¢a.U svim uzorcima ove studije u periodu od 10. do 14. dana je uo¢eno formiranje
tankog sloja kalcifikovanog tkiva. Ne mozZe se govoriti o dentinskom mostu, jer je zbog
izbora animalnog modela eksperiment trajao dve nedelje. Ovaj interval pracenja odgovara
istrazivanjima Tziafas-a i sar. (2002) [233] i Zarrabi-a i sar. (2010) [247] koji su uodili
inicijaciju formiranja tvrdog tkiva i posle 2 nedelje. Formiranje novog kalcifikovanog tkiva

za ovo relativno kratko vreme je iznenadujuci, ali veoma ohrabruju¢i nalaz.

39



3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Osnovni cilj istrazivanja bio je da se ispita uticaj Biodentina, Emdogaina, PRF-a i
novih nanostrukturnih materijala na bazi aktivnih kalcijum silikatnih sistema na regeneraciju

pulpe zuba vijetnamskih svinja.

Za realizaciju postavljenog cilja istrazivanja, definisani su slede¢i istrazivacki zadaci:

e Ispitati biokompatibilnost i bioinduktivnost Biodentina u direktnom prekrivanju pulpe
zuba vijetnamskih svinja

e Ispitati biokompatibilnost 1 bioinduktivnost novosintetisanih nanostrukturnih
materijala na bazi aktivnih kalcijum silikatnih cemenata (ALBO MPCA | i ALBO
MPCA 1) u direktnom prekrivanju pulpe zuba vijetnamskih svinja

e |Ispitati biokompatibilnost i bioinduktivnost Emdogaina u direktnom prekrivanju pulpe
zuba vijetnamskih svinja

e |Ispitati biokompatibilnost i bioinduktvnost PRF-a u direktnom prekrivanju pulpe zuba
vijetnamskih svinja

e Uporediti efekte svih ispitivanih materijala i definisati materijal sa najboljim

karakteristikama na regeneraciju pulpe u observacionom periodu od 30 dana

U okviru analize nau¢ne problematike postavljena je radna hipoteza:

e Biodentin ima povoljan efekat na odbrambene celije pulpnog tkiva vijetnamskih
svinja 1 podsti¢e regeneraciju oStecenog tkiva.

e Novi nanostrukturni materijali na bazi aktivnih silikatnih cemenata (MPCA 11 MPCA
I1) imaju povoljan efekat na odbrambene ¢elije pulpnog tkiva vijetnamskih svinja i
podsticu regeneraciju oStecenog tkiva.

¢ Emdogain ispoljava biomimeticki efekat u pulpnom tkivu vijetnamskih svinja nakon
direktnog prekrivanja i podsti¢e regeneraciju ostecenog tkiva

e PRF ispoljava efekat aktivne tkivne regeneracije na pulpno tkivo vijetnamskih svinja

nakon direktnog prekrivanja i podstice regeneraciju ostecenog tkiva
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4. MATERIJAL | METODOLOGIJA

Eksperimentalno istrazivanje obavljeno je na Institutu za hirurgiju Fakulteta
veterinarske medicine, Univerziteta u Beogradu i na Institutu za bioloska istarzivanja "SiniSa

Stankovi¢", Univerziteta u Beogradu.

4.1. Subjekti

Dozvola za eksperimentalni rad sa zivotinjama dobijena je od Eti¢kog komiteta
Veterinarskog fakulteta i od Etickog komiteta Stomatoloskog fakulteta (16/29) sprovedeni
prema medunarodnim standardima ISO10993-2. Animalni model u ovom eksperimentalnom
istrazivanju bile su 3 vijetnamske svinje (Sus scrofa verus), oba pola starosti 24 meseca i
prosecne mase 25 kg. U toku rada ispoStovan je protokol Evropske dobre laboratorijske
prakse (86/609/EEC) koji podrazumeva sprovodenje glavnih principa asepse i antisepse,
realizaciju eksperimenta u minimalnom potrebnom vremenu bez fizickog i dusevnog bola
zivotinja (Internacionalna organizacija za standardizaciju,1997).

Zivotinje su bile smestene u prostoru za eksperimentalne Zivotinje na Fakultetu
Veterinarske medicine, Univerziteta u Beogradu tokom trajanja eksperimenta. Svaka
eksperimentalna zivotinja je bila smestena u individualnom kavezu u kontrolisanoj sredini sa
kontrolisanom ishranom i dnevnom profesionalnom negom. Zivotinjama je bila omoguéena
odgovarajuca nega, ishrana 1 higijenski uslovi, a zdravstveno stanje se kontrolisalo 3 puta

dnevno.

4.2. Testirani materijal
4.2.1. Biodentin

Biodentin (Septodont, Saint-Maur-Fossés, France) ¢ini prah i te¢nost. Glavnu
komponentu praha ¢ini trikalcijum silikat uz dodatak kalcijum karbonata i cirkonijum
dioksida. Tec¢nost predstavlja rastvor kalcijum hlorida i vodaredukuju¢eg agensa. Biodentin
se nalazi u kapsuliranoj formi koja mu obezbeduje optimalan odnos praha i te¢nosti. Priprema
materijala je zahtevala dodavanje 5 kapi tecnosti u kapsulu sa prahom, a zatim meSanje u
mikseru pri brzini od 4000-4200 rotacija/min. u trajanju od 30 sekundi (Slika 1). Biodentin je
sondom aplikovan na perforaciju, a samo vreme aplikacije je trajalo oko minut, jer po
uputstvu proizvodaca, duze vreme aplikacije materijala dovodi do pucanja Kkristalne strukture

Sto ometa proces ocvrS¢ivanja 1 rezultuje neadekvatnim mehani¢kim Kkarakteristikama
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materijala. Nakon aplikovanja Biodentina kaviteti su zatvarani glas jonomer cementom(GC
FUJI VIII, GC Corporation, Tokyo, Japan) kao definitivnim ispunom.

- T —

sepfodon'

=

Slika 1. Priprema Biodentina za DPP

4.2.2. Emdogain

Emdogain® (Straumann Co., Basel, Switzerland) postoji u originalnom pakovanju u
obliku gela u $picu od 0,7ml. Najvaznija komponenta Emdogain®-a su duboko smrznuti,
suvi, gledni proteini koji predstavljaju frakciju amelogenina. Njegova druga komponenta je
vehikulum propilen-glikol-alginat (PGA). Emdogen je aplikovan na perforaciju pulpe uz

pomo¢ sterilne igle i $prica koji su predstavljali njegovo originalno fabricko pakovanje (Slika
2).

Slika 2. Emdogain
4.2.3. PRF (engl. platelet-rich fibrin)

Fibrin bogat trombocitima (PRF) je derivat krvne plazme koji se dobija posebnim
tehnoloskim postupkom, a koji u sebi sadrzi mnogostruko (i do 400%) vecu koncentraciju

trombocita nego u normalnoj plazmi. PRP je frakcija krvne plazme koja za aplikovanje na
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pulpnu ranu ne zahteva primenu nosaca i sama po sebi predstavlja autogenu biomembranu.
PDGF i TGF-B se u visokoj koncentraciji nalaze u a granulama trombocita, ¢ijom

degranulacijom se ovi faktori rasta oslobadaju u tkivo.

4.2.3.1. Postupak dobijanja PRF u eksperimentalnim uslovima

Uzorak krvi eksperimentalne zivotinje zapremine oko 10 ml je bio uzet iz uSne vene i
bez antikoagulanasa, je bio postavljen u masinu za centrifugiranje (Slika 3). Centrifugiranje je
bilo obavljeno na 3000 obrtaja u minuti u trajanju od 10 minuta (Slika 4). Na taj nacin se
izdvojila zelatinozna fibrinska mrezica u sredini epruvete, izmedu koncentrovanih crvenih
krvnih zrnaca na dnu i istisnute plazme na vrhu (Slika 5). Koncentrat PRF-a je bio izvucen iz
epruvete pincetom jednim pokretom 1 postavljen na sterilnu staklenu ploCicu gde se laganim
pritiskom oblikovala membrana ¢ijim se seCenjem dobio material za prekrivanje pulpe

odgovarajuce veli¢ine i oblika (veli¢ine perforacije cavuma dentis) (Slika 6).

Celaill

Slika 3. Postupak uzimanja krvi eksperimentalne Zivotinje iz usne vene
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Slika 4. Postavljanje krvi u aparat za centrifugiranje radi dobijanja PRF-a.

Slike 5 i 6. lIzdvajanje PRF-a nakon centrifugovanja

4.2.4.Novosintetisani nanostrukturni materijali na bazi aktivnih kalcijum silikatnih
sistema

U ovom istrazivanju testirana su dva nova materijala dobijena nanotehnologijom

sintetisana po recepturi V. Jokanovic i saradnika u Institutu nuklearnih nauka "Vinca".
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Prvi eksperimentalni materijal je bio ALBO MPCA | sastojao se trikalcijum i
dikalcijum silikata [Ca3SiO5 (C3S) i 213-CaSiO4 (13-C2S)], brzovezujuceg dihidrata gipsa
(CaS0O4-2H20) i bizmut oksida (BiO2) kao rendgen kontrastnog sredstva u odnosu 1.2.2.
Drugi eksperimentalni materijal ALBO MPCA Il se razlikovao samo u vrsti rendgen
kontrastnog sredstva koje je ¢inio barijum sulfat (BaSO4) u istom odnosu. Materijali ALBO
MPCA | i ALBO MPCA Il su zameSani sa destilovanom vodom u odnosu 3:1, metalnim
Spatulama na sterilnim staklenim plo¢icama i1 u kavitete kondezovani amalgamskim

nabijac¢ima.

4.2.5. MTA

Kao kontrolni materijal bio je koris¢en Mineral trioksid agregat- MTA (ProRoot
MTA, Tulsa OK,USA), zame$an po uputstvu proizvodaca (Slika 7).

Slika 7. Kontrolni material-MTA

4.3. Test procedura
4.3.1. Anestezija

Zivotinjama je hrana bila uskraéena 6 sati pred operativni zahvat, a voda 3 sata pre
zahvata, da bi se iskljucile komplikacije u toku operacije. Kod sve tri Zivotinje izvrSena je
premedikacija atropinom u dozi od 0.03-0.04mg/kg intramuskularnom injekcijom, a nakon
15 minuta Zivotinje su uvodene u opStu anesteziju davanjem ksilazina (2% Xylazin,Cp
Pharma, Bergdorf, Germany) u dozi 1,5-2 mg/kg i ketamina (Laboratorio Sanderso S.A.,
Santiago, Chile) u dozi 20-25mg/kg intramuskularno (Slika 8). Duzina trajanja anestezije bila

je prosecno oko 100 minuta.
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Slika 8. Primenjena anestezija

4.3.2. Raspodela testiranih materijala

Kod sve tri eksperimentalne Zivotinje planirana je ista raspodela testiranih materijala.
Plan je bio da se na zubima gornjeg desnog kvadranta (prvi, drugi, tre¢i sekuti¢ 1 o€njak) kao
sredstvo za direktno prekrivanje eksponirane pulpe postavi Biodentin. Na istim zubima u
donjem desnom kvadrantu planirano je da se postavi Emdogain. Po istoj Semi na zubima u
gornjem levom kvadrantu zamisljeno je postavljanje ALBO MPCA 1, a u donjem levom
kvadrantu ALBO-MPCA Il. Na sva 4 premolara (i gornja i donja) na desnoj strani planirano
je postavljanje PRF, a nasva 4 premolara na levoj strani MTA, kao kontrolnog materijala.

Uvodenjem eksperimentalnih Zivotinja u op$tu anesteziju, pregledom je utvrdeno da
odredeni zubi nedostaju (polomljen kruni¢ni deo ili prisutan mle¢ni zub u fazi smene).
Testirani materijali postavljeni su po planiranoj raspodeli, pri ¢emu materijali nisu postavljeni
na zube koji su nedostajali ili su bili mle¢ni. Takvi zubi su bili isklju€eni iz studije. Usled
zateCenog stanja zuba, broj uzoraka sa testiranim materijalima se nije podudarao kod svake
eksperimentalne zivotinje. Svaki testirani materijal je ukupno postavljen na po 10 zuba, po

sledecoj raspodeli:
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I Vijetnamska svinja

[lpm | I pm | O¢njak | Illsek | I1'sek | Isek | 1sek | lisek | Illsek | o¢njak | I pm | Il pm
iqdentin Biodentin Biodentin Biodentin ALBO- ALBO- ALBO- BO-
PR F PR F MPCA | MPCA | MPCA | A MTA MTA
ALBO- ALBO- ALBO- ALBO-
PRF PRF EMD EMD EMD MPCA I MPCA I MPCA I MPCA 11 MTA MTA
Il Vijetnamska svinja
[lpm | Ipm | O¢njak | Illsek | I1sek | Isek | 1sek | lisek | Illsek | o¢njak | I pm | Il pm
Biodentin Biodentin Biodentin Biodentin ALBO- ALBO- ALBO- ALBO-
PR F PR F MPCA | MPCA | MPCA | MPCA | MTA MTA
PRF PRF | EMD |EMD |EMD | EMD | %> R0~ ALBO- | ALBO- MTA | MTA
MPCA Il A | MPCA Il MPCA Il
11 Vijetnamska svinja
[lpm | I pm | O¢njak | Illsek | I1sek | 1sek | 1sek | lisek | Illsek | o¢njak | I pm | Il pm
ol iQdentin Biodentin Biodentin Biodentin ALBO- ALBO- BO- BO- MTA
\PR F MPCA | MPCA | A M
"PRF EMD | EMD | EMD | 280 | At8o - j ALBo: X MTA

MPCA I

MPCA I

MPCA I

Uzorci su bili obeleZeni na takav nacin da istrazivac koji je radio njihovu analizu nije bio

upoznat kojoj grupi pripada ispitivani uzorak.

4.3.3. Hirurska procedura

HirurSka procedura je sprovedena pod aseptickim uslovima i na nacin koji obezbeduje

minimalnu traumu. Svaki zub ponaosob je o¢iSé¢en, posusen i dezinfikovan (30% hidrogen i

70% etanolom). Potom se pristupilo formiranju kaviteta V klase u gingivalnoj trecini

vestibularne povrsine zuba dijamantskim okruglim svrdlima sa vodenim hladenjem (Slike 9 i

10). Za svaku zivotinju kori$éen je novi set dijamantskih i karbidnih svrdala. U sredini

kaviteta sterilnim okruglim karbidnim svrdlom izvrSeno je eksponiranje pulpe. Sterilnim

kuglicama vate je izvrSena hemostaza, kaviteti su posuseni, blago i bez pritiska. Na

eksponiranu pulpu su postavljeni sveze zameSani materijali po uputstvu proizvodaca.
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Slike 91 10. Preparacija V klase i eksponiranje pulpe

Svi kaviteti su zatvarani sa glas jonomer cementom (GC FUJI VIII, GC Corporation, Tokyo,

Japan) kao definitivnim ispunom (Slika 11).

Slika 11. Materijal za definitivnu restauraciju- Fuji VIII

Zivotinje su naredna 3 dana bile smestene u stacionaru Instituta za hirurgijunaredna,
pod stalnim zdravstvenim nadzorom uz analgetsku terapiju (Butorfanol 0,1 mg/kg/tm/i.m. na
6 h). Zivotinjama je tokom observacionog perioda bila omoguéena odgovarajuéa nega,
ishrana i higijenski uslovi, a zdravstveno stanje se kontrolisalo 3 puta dnevno.

Eksperimentalne zivotinjesu su Zrtvovane nakon 30 dana, intravenskom injekcijom 10

ml rastvora pentobarbiturata (100mg/kg).

4.4. Preparacija tkiva za histolo§ku analizu

Posle uklanjanja mekih tkiva, mandibula i maksila su odvojene od ostatka lobanje i
tkivo je fiksirano u 10% formalinu u trajanju od 48 sati. Tkivo za histolosku analizu uzimano
je u vidu blok sekcija, gde je svaki blok sacinjavao eksperimentalni zub sa okolnom kosti.

Uzorci su dekalcinisani u rastvoru za dekalcinaciju: 8% HCI iz 37% (v/v) koncentrata i 10%
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mravlje kiseline (HCOOH) iz 89% (v/v) koncentrata (pH=5) na 37C°. Uspesnost potpune
dekalcinacije je procenjena subjektivno, iskustveno. Nakon dekalcinacije tkivo je fiksirano u
kruznom tkivnom procesoru (Leica TP 1020, Germany), a potom kalupljeno u parafinske
blokove.

Iz parafinskih kalupa seceni su serijski tkivni preseci debljine 4 pum (po 8 sa svakog
uzorka) u mezio-distalnom pravcu. IseCci su hvatani na predmetno staklo i stavljani na
temperaturu  56-68C° (tacka topljenja parafina) u trajanju od jednog sata da se uzorci
fiksiraju za predmetno staklo i osuSe. Preparati su zatim bojeni hematoksilin eozin (HE),
Goldner trihrom bojenjem i metodom po Gramu radi identifikacije bakterija.

Mikroskopski preparati su analizirani optickom mikroskopijom uz primenu LM Leica
mikroskopa na uveli¢anjima x10, x40, X100, x200. Patohistoloski parametri su analizirani

kvalitativno, semikvantitativno i kvantitativno.

4.5. HistoloSko ocenjivanje

Ispitivanje svakog zuba bilo je zasnovano na proceni slede¢ih paametara (Scoring system

(Shayegan i sar. 2009. i Accorinte i sar. 2008a):

A. Dentinski mostié

Kontinuitet mosta

0- odsustvo dentinskog mosta i tvrdog tkiva

1- nepotpun dentinski most u vidu ostrvaca u predelu eksponirane pulpe
2- lateralni dentinski most

3- kompletan dentinski most koji u potpunosti zatvara eksponiranu pulpu

Debljina mosta

0- odsustvo mosta
1- od 1-148 pm

2- 0d 150-249 pm
3- vise od 250 pm

B. Morfoloska reorganiizacija pulpnog tkiva
0- normalno pulpno tkivo u predelu perforacije
1- prisustvo ¢elija slicnih odontoblastima, hiperaktivnost odontoblasta i normalan izgled

centralnog dela pulpe
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2- potpuna dezorganizacija pulpnog tkiva

3- nekroza pulpe

C. Inflamatorna reakcija pulpe (intenzitet i lokalizacija zapaljenja)

0- nema zapaljenja ili postoji nekoliko ¢elija zapaljenja u predelu eksponirane pulpe
1- blago zapaljenje i prisustvo ¢elija zapaljenja samo na mestu eksponirane pulpe

2- umereno zapaljenje gde Celijska infiltracija zahvata koronarnu i deo radiksne pulpe
3- izrazito zapaljenje gde ¢elijska infiltracija zahvata celu pulpu sa potpunom

dezorganizacijom pulpnog tkiva

D. Prisustvo bakterija

0- nema bakterija u pulpi

1- bakterije prisutne u dentinskim kanali¢ima, ali ih nema u pulpi
2- bakterije prisutne duz bo¢nih zidova pulpne komore

3- bakterije prisutne u celoj pulpi, duz bo¢nih zidova i u dentinskim kanali¢ima

E. Ostali nalazi u pulpi
Gigantske ¢Celije

0- Odsustvo

1- Mali broj

2- Umerena koli¢ina

3- Nekroza pulpe

4.5.1. Histomorfometrijska analiza

Na Institutu za bioloSka istrazivanja "SiniSa Stankovi¢" Univerziteta u Beogradu
izvrSena je histomorfometrijska analiza svih uzoraka.

Histomorfometrijska analiza radena je koris¢enjem Olympus, BX-51, (Japan)
mikroskopa sa motorizovanim sto¢i¢em (Prior, Prior Scientifi Inc., USA), sa preciznoscéu
pomeranja po X-y osi od 1um. Pomeranje po z osi kontrolisano je mikrokatorom (Heidenhain
MT1201, Heidenhain, USA) sa precizno$¢u od 0,2 um. Za miroskop je vezana CCD video
kamera (PixeLink). Pri analizi histoloSkih preseka koris¢eni su planhromatski objektivi

visoke numericke aperture, uvecanja 4x, 10x i 20x.
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NewCast stereoloski sistem (VIS — Visiopharm Integrator System, ver. 2.12.1.0;
Visiopharm; Denmark) generisao je interaktivne stereoloSke mrezice kako bi bila odredena
volumenska gustina odnosno procentualna zastupljenost analiziranih komponenata tkiva

(novostvorenog dentinskog mosta, pulpe, krvnih sudova).

V'V(%)=Pp/Ptx100.

Pp-pogodci na analiziranu komponentu tkiva,

Pt-ukupan broj pogodaka na referentnom prostoru.

Mereni su sledeéi parametri:

e Prosecna debljina novostvorenog kompletnog dentinskg mosta u pm (mereno na pet
mesta i izraCunavana prosecna vrednost)

e Duzina lateralnog dentinskog mosta i njegova debljina u pm

e Volumenska gustina novostvorenog dentinskog mosta ili ¢vrstog tkiva ( kompletnog
dentinskog mosta, lateralnog dentinskog mosta i inkompletnog mosta u bidu ostrvaca)
u predelu preparacije na dubini od 2mm izraZzeno u %

e Volumenska gustina pulpnog tkiva na dubini od 2mm izrazeno u %

e Volumenska gustina novostvorenih krvnih sudova na dubini od 2mm izrazeno u %

e PovrSina novostvorenog dentinskog mosta ili ¢vrstog tkiva na dubini 2mm izraZena
umm?

e PovrS$ina pulpnog tkiva na dubini od 2mm izrazena u mm?

e Povrsina novostvorenih krvnih sudova na dubini od 2mm izrazena u mm?

e broj novostvorenih krvnih sudova

4.5.1.1 Postupak histomorfometrijske analize

Svaki reprezentativni uzorak je analiziran u mikroskopu na uveli¢anju 10x i na
svakom uzorku je bilo obelezavano polje pulpnog tkiva od preparacije do dubine od 2mm
(bez lateralnih zidova dentina) (Murrey i sar. 2003) [155]. Nakon toga je za lakse
prebrojavanje i analizu softverski uba¢ena mrezica 7x7 gde je svako polje bilo povrsine

10956,52um?= 0,01 mm? (Slika 12).

51



Slika 12. Softversko obelezavanje polja pulpnog tkiva od nivoa preparacije do dubine od 2mm

Zatim je obelezavanje i analiza vr§ena na uveli¢anju 100x tako $to je svaki krst¢ u mrezici
obelezavan slovima A, B ili C u odnosu na to na kojoj se strukturi na preparatu nalazi krsti¢
(Slika 13):

A- dentinski mosti¢ ili ¢vrsto tkivo

B- pulpno tkivo

C- novostvoreni krvni sud

Slika 13. Obelezavanje detalja na histoloskim preparatu
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Nakon prebrojavanja svakog uzorka, Zeljeni parametri su iuracunavani po slede¢iim

formulama:

WA = A/ (A+B+C) x 100
WWB = B/ (A+B+C) x 100
WC = C / (A+B+C) x 100

PvA = A x 10956,52 pm?
PvB = B x 10956.52 pum?
PvC = C x 10956.52 um?

VVA- volumenska gustina novostvorenog dentinskog mosta ili ¢vrstog tkiva

VVB - volumenska gustina pulpnog tkiva

VVvC - volumenska gustina novostvorenih krvnih sudova

PVvA- Povrs$ina novostvorenog dentinskog mosta ili ¢vrstog tkiva na dubini 2mm izrazena u
pm?

PvB- Povrs$ina pulpnog tkiva na dubini od 2mm izraZzena u pm?

PvC- Povrsina novostvorenih krvnih sudova na dubini od 2mm izraZzena u pm?

A- broj obelezenih mesta sa dentinskim mosti¢em ili ¢vrstim tkivom
B- broj obelezenih mesta u pulpnom tkivu

C- broj novostvorenih krvnih sudova

4.6. Statisticka analiza

Od podataka prikupljenih klini¢kim istrazivanjem formirana je datoteka u statistiCkom
program SPSS 20 uz pomo¢ kojeg su | analizirani. Primenjene su meredeskriptivne statistike
(frekvencije, procenti, srednje vrednosti I mere varijabiliteta).Od analiti¢kih metoda koris¢eni

su Kraskal-Vilisova analiza varijanse | Man-Vitnijev U test.
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5. REZULTATI

Dobijeni rezultati predstavljeni su u tabelama 1-13, grafikonima 1-13 i slikama 14-42,

5.1. Rezultati formiranja dentinskog mosta

Rezultati analize formiranja dentinskog mosta prikazni su u tabelama 1-2,
grafikonima 1-2 i slikama 14-32.

Tabela 1. Kontinuitet dentinskog mosta nakon prekrivanja pulpe testiranim materijalima

Kontinuitet mosta
MATERIJAL - Ukupno
odsustvo | nepotpun | lateralni | kompletan

BIODENTIN N L 3 3 3 10

% 10.00% 30.00% [ 30.00% 30.00% | 100.00%

EMDOGAIN N 0 5 3 2 10

% 0.00% 50.00% [ 30.00% 20.00% [ 100.00%

PRE N 0 5 0 5 10

% 0.00% 50.00% 0.00% 50.00% [ 100.00%

ALBO N 1 3 1 5 10
MPCA |

% 10.00% 30.00% [ 10.00% 50.00% | 100.00%

ALBO N 1 4 1 4 10
MPCA I

c % 10.00% 40.00% | 10.00% 40.00% | 100.00%

MTA N 0 6 0 4 10

% 0.00% 60.00% 0.00% 40.00% | 100.00%

Ukupno N 3 26 8 23 60

% 5.00% 43.30% | 13.30% 38.30% | 100.00%

Rezultati analiza prisustva dentinskog mosta nakon prekrivanja eksponirane pulpe
testiranim materijalima su pokazali da je kompletan most (score 3) bio formiran u 38,3%
slucajeva (Tabela 1). Nakon prekrivanja pulpe materijalima ALBO MPCA | i PRF, taj
procenat je bio 50%, a posle prekrivanja materijalom ALBO MPCA Il kao i kontrolnim
materijalom MTA 40%. NeSto manji procenat je uocen posle direktnog prekrivanja pulpe
Biodentinom (30%), odnosno Emdogainom (20%)(Tab 1, Graf 1).

Nakon DPP materijalima ALBO MPCA | i PRF kompletan dentinski most je bio
formiran u 50 % uzoraka i u potpunosti je zatvarao perforaciju cavuma dentis ostvarujuci

intimnu vezu sa lateralnim dentinom (Slika 14 i 15).

54



Slika 14. Kompletan dentinski most formiran nakon DPP materijalom ALBO MPCA 1.
Uocavaju se partikule materijala u intimnom kontaktu sa novostvorenim dentinskim mostom
(HE, 40x).

Slika 15. Kompletan dentinski most formiran nakon DPP PRF-om. (HE, 40x)

Nakon DPP materijalom ALBO MPCA II, kao i kontrolnim materijalom MTA,
kompletan dentinski most bio je formiran u 40% uzoraka i u potpunosti je zatvarao

perforaciju cavuma dentis. Novoformirano kalcifikovano tkivo stvoreno nakon DPP
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materijalom ALBO MPCA Il imalo je karakteristike pravog dentina, dok je u slucaju
kontrolnog materijala (MTA) novostvoreni dentinski most bio iregularne grade sa brojnim

inkluzijama i tunel defektima (Slike 16-18).

Slika 16. Kompletan dentinski most regularne grade nakon DPP materijalom ALBO MPCA 11
(HE. 40x)

Slika 17. Kompletan dentinski most iregularne grade formiran nakon DPP kontrolnim
materijalom MTA (HE, 40x)
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Slika 18. Detalj sa prethodne slike. Uocavaju se partikule materijala zarobljene u dentinskom

mostu kao i prisustvo tunel defekata (HE, 100x)

Nakon DPP Biodentin-om, kompletan dentinski most nalik originalnom dentinu bio
je formiran u 30% slucéajeva (Slika 19), dok je taj procenat nakon DPP Emdogain-om iznosio
20% (Slika 20).

Slika 19. Kompletan dentinski formiran most nakon DPP Biodentinom. Uocava se blaga

inflamatorna reakcija i znaci neoangiogeneze (Goldner trichrome, 100x)
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Slika 20. Kompletan dentinski most formiran nakon DPP materijalom Emdogain. Uocava se

blaga zapaljenska reakcija (Goldner trichrome, 40x).

Inkompletan dentinski most u vidu dentinskih ostrvaca (score 1) uocen je u 43,3%
uzoraka. Takav vid dentina zabeleZen je u 60% zuba kontrolne grupe, dok je taj procenat bio
nesto manju u slucajevima gde su za DPP koris¢eni Emdogain i PRF (50%) (Slika 21).
Dentinska ostrvca formirana su u 40% uzoraka nakon prekrivanja pulpe materijalom ALBO

MPCA 11 (Slika 22) i u 30% uzoraka nakon DPP Biodentinom i ALBO MPCA | (Slika 23)
(Tab 1, Graf 1).

Slika 21. Novostvoreno kalcifikovano tkivo u vidu dentinskih ostrvaca u predelu perforacije

nakon prekrivanja PRF-om (Goldner trichrome, 40x)
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Slika 22. Dentinska ostrvca formirana nakon DPP materijalom ALBO MPCA 1l (HE, 40x)

Slika 23. Dentinska ostrvca formirana nakon DPP materijalom ALBO MPCA | (Goldner
trichrome, 100x)

Kontinuiran reparativni dentin koji se prostire duz lateralnih zidova dentina (score 2)
registrovan je 13.3% slucajeva. Nakon prekrivanja pulpe Biodentinom i Emdogainom,
lateralni most je bio formiran u 30% uzoraka, dok je kod novosintetisanih materijala ALBO
MPCA | i ALBO MPCA I takav vid dentina zabelezen u 10% sluc¢ajeva. Lateralni most nije
bio formiran u uzorcima gde je za direktno prekrivanje pulpe koris¢en PRF-a i kontrolni
materijal MTA.
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Nakon DPP Emdogain-om, na svim uzorcima gde je uo¢eno prisustvo dentinskih ostrvaca
(50%), uoceno je i formiranje lateralnog dentinskog mosta (Slika 24), dok je u 30% uzoraka

gde je za DPP koris¢en Emdogain, uoc¢eno prisustvo iskljucivo lateralnog dentinskog mosta.

Slika 24. Lateralni dentinski most i dentinska ostrvca formirana nakon DPP Emdogain-om.
(HE, 100x)
Nakon DPP Biodentinom lateralni dentinski most je uoc¢en u 30 % uzoraka, pri ¢emu

nije doslo do kompletnog zatvaranja perforacije cavuma dentis (Slika 25 i 26).

Slika 25 Lateralni dentinski most nakon DPP Biodentin-om. Uocavaju se znaci
neoangiogeneze i venske staze. (HA, 10x)
Slika 26. Detalj sa prethodne slike. Izmedu lateralno pozicioniranog novostvorenog dentina,

uocava se dentinsko ostrvce.(HA, 40x)
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Nakon DPP materijalima ALBO MPCA | i ALBO MPCA Il lateralni dentin uocen je
u po 10% uzoraka. lako je u ovim uzorcima registrovano formiranje i dentinskih ostrvaca,

nije doslo do kompletnog zatvaranja perforacije cavuma dentis (Slike 27 i 28).

Slika 27. Lateralni dentinski most i dentinska ostrvca formirana nakon DPP materijalom
ALBO MPCA I (HE, 100x)

Slika 28. Lateralni dentinski most i dentinska ostrvca nakon DPP materijalom ALBO MPCA II.

Uocavaju se znaci neoangiogeneze i venske staze (HE, 40x)

Dentinski most nije bio formiran (score 0) u 5% uzoraka. Odsustvo dentinskog mosta
zabeleZzeno je u 10% slucajeva nakon prekrivanja eksponirane pulpe Biodentinom i
novosintetisanim nanostrukturnim materijalima ALBO MPCA 1 i ALBO MPCA 1l (Tabl,
Graf 1).
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Kontinuitet
mosta

M odsustvo

B nepatpun

[iateralni

M kompletan

BIODENTIN EMDOGAIN PRF ALBOIMPCAALBO"MPCA MTA

Materijal

Grafikon 1. Graficki prikaz kontinuiteta dentinskog mosta nakon prekrivanja testiranim
materijalima

Tabela 2. Prosec¢ni skorovi kontinuiteta dentinskog mosta kod testiranih materijala

Kontinuitet mosta
MATERIJAL —
N X SD Med Min Maks

BIODENTIN 10 1.8 1.03 2 0 3
EMDOGAIN 10 1.7 0.82 15 1 3
PRF 10 2 1.05 2 1 3
ALBO MPCA | 10 2 1.15 2.5 0 3
ALBO MPCA I 10 1.8 1.14 15 0 3
MTA 10 1.8 1.03 1 1 3
Ukupno 60 1.85 1.01 2 0 3

Prose¢na vrednost skorova kontinuiteta dentinskog mosta kod testiranih aterijala je
iznosila 1.85 (Tabela 2). Najvecéa prosecna vrednost uocena je kod materijala PRF i ALBO
MPCA 1I (2.00), nesto manja kod Biodentina, ALBO MPCA 111 MTA (1.80), a najmanja
posle primene Emdogaina (1.70).
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Statisti¢ka analiza primenom Kraskal-Volisovog testa nije ukazala na statisticki

znacajne razlike u skoru kontinuiteta mosta izmedu ispitivanih materijala (H = 0,724; p =
0,982) (Tabela 2).

2.00

1.60

1.00

S0

Prosecan skor kontinuiteta mosta

1 1 ] 1 I |
BIODEMTIN  EMDOGAIN PRF ALBCII MPCA ALBO"MF‘CA MTA

Materijal

Grafikon2. Graficki prikaz prosec¢nih skorova kontinuiteta mosta kod testiranih materijala

Najvece vrednosti prosecne debljine kompletnog dentinskog mosta zabeleZene su
nakon DPP novosintetisanim materijalima ALBO MPCA 1l (336um) (Slika 29) i ALBO
MPCA 1 (296um) (Slika 30) (score 3). U vecini ovih uzoraka, implantirani materijali su od
susednog tkiva bili u potpunosti odvojeni kontinuiranim novostvorenim kalcifikovanim
tkivom, lamelarne gradje , debljine preko 250 pm (score 3). Na periferiji novostvorenog

kalcifikovanog tkiva uo¢ene su mezenhimalne ¢éelije sa osteoblastnom diferencijacijom.
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Slika 29. Kompletan dentinski most najvece debljine formiran nakon DPP materijalom ALBO
MPCA 11 (Goldner trichrome, 100x)

Slika 30. Kompletan dentinski most formiran nakon DPP materijalom ALBO MPCA |
(HE, 100x)

U uzorcima kontrolne grupe, gde je za DPP koris¢en MTA, prosec¢na debljina
dentinskog mosta je iznosila 262 um (score3). U novostvorenom Kkalcifikovanom tkivu
konstatovani su disokontinuiteti sa fokusima fibrovaskularne proliferacije (Slika 31). Ispod

dentinskog mosta uocene su celije sli¢ne odontoblastima koje su u vezi sa novonastalim
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tubularnim dentinom. Originalni odontoblasti su bili pozicionirani periferno. Oni su
identifikovani zahvaljujuéi njithovom regularnom palisadnom rasporedu, eozinofilnoj

citoplazmi i bazalno postavljenim jedrom.

>

Slika 31. Kompletan dentinski most iregularne grade nakon DPP MTA-om

Nakon prekrivanja eksponirane pulpe Biodentinom, prose¢na debljina kompletnog
dentinskog mosta je iznosila 206um (score 2). Ovo novoformirano kalcifikovano tkivo je bilo
regularne strukture, koja je li¢ila na reparatorni dentin (Slika 32). Na periferiji su uocene

mezenhimalne ¢elije sa odontoblastnom diferencijacijom .
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Slika 32. Kompletan dentinski most regularne grade nakon DPP Biodentinom (HA, 100x)
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Najnize vrednosti prosecne debljine kompletnog dentinskog mosta zabeleZene su
nakon prekrivanja pulpe PRF-om (194pum) (score 2), odnosno Emdogain-om (142 pum) (score
1). Ovo novostvoreno kalcifikovano tkivo je u vecini uzoraka bilo nepravilne morfologije,
nepotpuno mineralizovano, isprekidanog kontinuiteta sa fokusima fibrovaskularnog tkiva.

Prose¢na debljina lateralnog dentinskog mosti¢a kod svih testiranih materijala je bila
relativno sli¢na. Najveée vrednosti su ipak zabeleZzene nakon DPP materijalom ALBO MPCA
Il (205um). Nesto nize vrednosti proseCne debljine lateralnog dentinskog mostic¢a
registrovane su kod Biodentina (173um), a najnize vrednosti kod ALBO MPCA 1 (141um) i
Emdogaina (143um). Takav vid novostvorenog dentina nije registrovan u uzorcima gde je
za DPP koris¢en PRF i kontrolni materijal MTA.

Lateralni dentinski mosti¢ se prose¢no prostirao na duzini od 1482 pm kod
Emdogaina, 1104um kod Biodentina, i na duzini od oko 1000 um kod ALBO MPCA | i
ALBO MPCA II.
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5.2. Rezultati morfoloske reorganizacije pulpnog tkiva

Rezultati analize morfoloSke reorganizacije pulpnog tkiva nakon direktnog
prekrivanja pulpe testiranim materijalima prikazani su u tabelama 3-4, grafikonima 3-4 i
slikama 33-37.

Tabela 3. Morfoloska reorganizacija pulpnog tkiva nakon direktnog prekrivanja pulpe

testiranim materijalima

Morfoloska reorganizacija pulpnog tkiva
Prisustvo
odontoblastima
MATERIJAL sli¢nih éelija, Ukupno
Potpuno normalan
ofuvano izgled Potpuna
pulpno | centralnog dela | dezorganizacija
tkivo pulpe pulpnog tkiva
BIODENTIN | 1 8 L 10
% 10.00% 80.00% 10.00% | 100.00%
EMDOGAIN | 3 ! 0 10
% 30.00% 70.00% 0.00% [ 100.00%
PRE N 0 4 6 10
% 0.00% 40.00% 60.00% | 100.00%
ALBOMPCA| [N 1 8 L 10
% 10.00% 80.00% 10.00% | 100.00%
ALBO MPCA Il | 0 S L 10
% 0.00% 90.00% 10.00% | 100.00%
MTA N 2 8 0 10
% 20.00% 80.00% 0.00% [ 100.00%
N 7 44 9 60
Ukupno
% 11.70% 73.30% 15.00% | 100.00%

Rezultati analize uticaja testiranih materijala na morfoloSku reorganizaciju pulpnog
tkiva su pokazali da je u 73,3% slucajeva uoceno prisustvo celija slicnih odontoblastima,
hiperaktivnost odontoblasta 1 normalan izgled centralnog dela pulpe, u 15% slucajeva
potpuna dezorganizacija pulpnog tkiva, dok je 11,7% slucajeva pulpa bila potpuno ocuvana
(Tab 3, Graf 3).

Dezorganizacija pulpnog tkiva u smislu pojave odontoblastima sli¢nih ¢elija i njihove

hiperaktivnosti (scorel) je u najvecem procentu registrovana kod materijala ALBO MPCA 11
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(90%), potom kod Biodentina, ALBO MPCA | i MTA (80%), Emdogaina (70%), a u
najmanjem procentu je ovakav vid promena u pulpi bio registrovan kod PRF-a (40%) (Slika
33). U vecini ovih slucajeva uoceni su znaci neoangiogeneze sa proliferacijom postojecih i

stvaranjem novih krvnih sudova ukazujuéi na proces zarastanja i kompletnu revaskularizaciju

(Slike 34 i 35).

Slika 33.Palisadno orijentisane éelije slicne odontoblastima odgovorne za sekreciju novog
dentina (HE, 400x)

Slika 34. U okolini novostvorenog kalcifikovanog tkiva, uocavaju se novi krvni sudovi kao

znak neoangiogeneze (Goldner trichrome, 100x)
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Slika 35. U okolini novostvorenog kalcifikovanog tkiva, uocavaju se novi krvni sudovi kao

znak neoangiogeneze nakon DPP Biodentinom (Goldner trichrome, 40x)

Potpuna dezorganizacija pulpnog tkiva (score 2) je bila najizrazenija u uzorcima gde
je za DPP koris¢en PRF (60%), ali su takve promene u pulpi zabelezene jos i u 10% uzoraka
kod Biodentina i novih nanosintetisanih materijala ALBO MPCA | i ALBO MPCA II. Ova
dezorganizacija pulpnog tkiva manifestovala se prisustvom venske staze, hemoragije i
inflamacije u centralnom delu pulpe (Slika 36). Pojava apscesa zabeleZzena je u jednom
uzorku (10%) iz grupe PRF-a (Slika 37). Nekroza (score 3) nije zabelezena ni u jednom

slucaju eksperimentalnih materijala, odnosno kontrolnog materijala.

Slika 36 Pojava venske staze, hemoragije i izrazite inflamacije u centralnom delu pulpe
nakon DPP PRF-om (Goldner trichrome, 40x)
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Slika 37. Prisustvo apscesa u centralnom delu pulpe nakon DPP PRF-om

(Goldner trichrome, 40x)

Potpuno ocuvano pulpno tkivo (score 0) zabelezeno je u 30% slucajeva kod
Emdogain-a, u 20% kod MTA iu 10% kod Biodentina i ALBO MPCA 1. Potpuno o¢uvano i
neizmenjeno pulpno tkivo nije registrovano ni u jednom uzorku nakon DPP PRF-om i
materijalom ALBO MPCA II.

Morfoloska
reorganizacija
pulpnog tkiva

M normalno
prisustvo
odontoblastoma
mshicnin celija |
normalan izgled
centralnog dela
pulpe
:lpotpuna
dezorganizacija

T T T T
BIODENTIN EMDOGAIN PRF ALBO lMPCAALBD”MPCA MTA

Materijal

Grafikon 3. Graficki prikaz morfoloske reorganizacije pulpnog tkiva nakon direktnog
prekrivanja pulpe testiranim materijalima
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Tabela 4. Prose¢ne vrednosti skorova morfoloske reorganizacije pulpnog tkiva nakon

direktnog prekrivanja pulpe testiranim materijalima

MATERIJAL M_orfoloska reorganizacija pulpnog tkiva
N X SD Med Min Maks

BIODENTIN 10 1 0.47 1 0 2
EMDOGAIN 10 0.7 0.48 1 0 1
PRF 10 1.6 0.52 2 1 2
ALBO MPCA | 10 1 0.47 1 0 2
ALBO MPCAII 10 1.1 0.32 1 1 2
MTA 10 0.8 0.42 1 0 1
Ukupno 60 1.03 0.52 1 0 2

Prose¢na vrednost skorova morfoloSke rorganizacije pulpnog tkiva nakon direktnog
prekrivanja pulpe testiranim materijalima iznosila je 1.03 (Tabela 4). Najveca prose¢na
vrednost uoc¢ena je kod PRF-a (1.60). Prosecna vrednost skorova morfoloske reorganizacije
pulpnog tkiva kod ALBO MPCA 1I je iznosila 1.10, a ne$to nize vrednosti su zabeleZene kod
Biodentina i ALBO MPCA 1 (1.0.), dok su najnize vrednosti bile kod MTA (0.80) 1
Emdogain-a (0.70).
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Statisticka analiza primenom Kraskal-Volisovog testa ukazala je na visoko statisticki
znacajne razlike u skorovima morfoloske reorganizacije pulpnog tkiva izmedu testiranih
materijala (H = 18,465; p = 0,002).

Za testiranje razlika izmedu materijala koris¢en je Man-Vitni U-test. Visoko
statisti¢ki znacajna razlika u morfoloSkoj reorganizaciji pulpnog tkiva dobijena je kod
materijala PRF i MTA (p=0.003), PRF i Emdogain (p=0.002). Statisti¢ki zna¢ajna razlika u
reorganizaciji pulpnog tkiva nakon direktnog prekrivanja pulpe dobijena je kod materijala
PRF i Biodentin (p=0,018), PRF i ALBO MPCA | (p=0,018) i PRF i ALBO MPCA Il
(p=0,022).
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Grafikon 4. Graficki prikaz prose¢nih skorova morfoloske reorganizacije pulpnog tkiva

nakon direktnog prekrivanja testiranim materijalima

Rezultati mikroskopske analize su pokazali da je aplikovanje razli€itih materijala u
najve¢em broju slucajeva dovelo do reorganizacije pulpnog tkiva. Ona je podrazumevala
prisustvo celija razli¢ite morfologije, ukljucujucéi fibroblaste i inflamatorne ¢elije. Promene u
pulpnom tkivu ispod novostvorenog kalcifikovanog tkiva varirale su od minimalnih ( u
manjem broju uzoraka iz grupe Emdogaina, Biodentina, ALBO MPCA | i MTA) do vrlo

izrazenih u uzorcima iz grupe PRF-a gde su promene zahvatale sve slojeve pulpe. Promene u
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centralnoj zoni su se manifestovale pojavom venske staze, krvarenja i inflamacije, $to je bilo
najizrazenije u PRF grupi (Slika 34). Kod 60% uzoraka ove grupe registrovane su
najizrazenije promene U pulpi, koje su zahvatale kompletnu pulpu, a manifestovale su se

prisustvom izrazite inflamatorne reakcije, venske staze i pojavom mnostva celija zapaljenja.
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5.3. Rezultati inflamatorne reakcije pulpe

Rezultati analize inflamatorne reakcije pulpe nakon direktnog prekrivanja testiranim

materijalima prikazani su u tabelama 5-6, grafikonima 5-6 i slikama 38-39.

Tabela 5. Inflamatorna reakcija pulpe nakon prekrivanja testiranim materijalima

Inflamatorna reakcija pulpe
MATERIJAL o Ukupno
nema blago umereno izrazito
zapaljenja | zapaljenje | zapaljenje | zapaljenje
BIODENTIN N L ! 2 0 10
% 10.00% 70.00% 20.00% 0.00% | 100.00%
EMDOGAIN N L 8 L 0 10
% 10.00% 80.00% 10.00% 0.00% | 100.00%
PRE N 0 2 5 3 10
% 0.00% 20.00% 50.00% 30.00% | 100.00%
ALBO MPCA | N L 8 L 0 10
% 10.00% 80.00% 10.00% 0.00% | 100.00%
ALBO MPCAII N L ! 2 0 10
% 10.00% 70.00% 20.00% 0.00% | 100.00%
MTA N 1 6 3 0 10
% 10.00% 60.00% 30.00% 0.00% | 100.00%
N 5 38 14 3 60
Ukupno

% 8.30% 63.30% 23.30% 5.00% | 100.00%

Rezultati histoloskih analiza su pokazali da je 4 nedelje nakon direktnog prekrivanja pulpe
testiranim materijalima u 63,3% sluCajeva zabelezena blaga inlamacija, dok je umerena
hroni¢na inflamacija bila registrovana u 23,3% slucajeva. Izrazita zapaljenska reakcija je bila
prisutna u 5% slucajeva, dok je potpuno odsustvo inflamacije zabeleZeno u 8.3% slucajeva
(Tabela 5).

Blaga inflamacija uz prisustvo samo nekoliko ¢elija zapaljenja koje su se nalazile u
zoni tkiva neposredno uz aplikovani materijal bila je prisutna u 80% uzoraka kod Emdogain-
a | ALBO MPCA |, u 70% uzoraka kod Biodentina i ALBO MPCA II, 60% kod MTA i
20% uzoraka kod PRF-a.

Umerena inflamacija kod koje ¢elijska infiltracija zahvata koronarnu i deo radiksne
pulpe bila je prisutna kod 50% uzoraka gde je za DPP koris¢en PRF-a. U nesto nizem
procentu umerena inflamacija je zabelezena kod ostalih testiranih materijala: 30% kod MTA,

20% kod Biodentina i ALBO-MPCA 11, 10% kod ALBO-MPCA | i Emdogain-a.
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U najve¢em broju slucajeva, Celije zapaljenskog infiltrata su pretezno predstavljali limfociti,

plazmociti 1 makrofagi, $to govori u prilog hroni¢ne zapaljenske reakcije.

Izrazita inflamacija sa mnostvom celija zapaljenja zabelezena je u 30% slucajeva gde je za

DPP koris¢en PRF. U ovim uzorcima je uoceno prisustvo neutrofilnih granulocita Sto je

pokazatelj akutne zapaljenske reakcije. Pojava apscesa je zabeleZzen u jednom uzorku ove

grupe. Takav vid inflamacije nije registrovan u uzorcima ostalih testiranih materijala.

U malom broju uzoraka nisu registrovane ¢elije zapaljenja ili je njihov broj bio zanemarljiv.
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Grafikon 5. Graficki prikaz inflamatorne reakcije pulpe nakon direktnog prekrivanja pulpe

testiranim materijalima

Tabela 6. Prosec¢ni skorovi inflamatorne reakcije pulpe nakon primene testiranih materijala

Inflamatorna reakcija pulpe
MATERIJAL —
X SD Med Min Maks

BIODENTIN 10 1.1 0.57 1 0 2
EMDOGAIN 10 1 0.47 1 0 2
PRF 10 2.1 0.74 2 1 3
ALBO MPCA | 10 1 0.47 1 0 2
ALBO MPCA I 10 1.1 0.57 1 0 2
MTA 10 1.2 0.63 1 0 2
Ukupno 60 1.25 0.68 1 0 3

Prose¢na vrednost skorova inflamatorne reakcije pulpe nakon prekrivanja testiranim

materijalima iznosila je 1.25. Najveca prose¢na vrednost uocena je kod materijala PRF
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(2.10). Manje prosecne vrednosti zabeleZene su kod ostalih testiranih materijala: MTA (1.20),
ALBO MPCA 11 i Biodentin (1.10), a najmanja vrednost registrovana je kod Emdogaina i
ALBO MPCA | (1.00) (Tabela 5).

Statisticka analiza primenom Kraskal-Volisovog testa ukazala je na visoko statisticki
znaCajne razlike u skorovima inflamatorne reakcije pulpe izmedu testiranih materijala (H =
17,010; p = 0,004).

Za medugrupna poredenja koris¢en je Man-Vitnijev U-test. Visoko statisticki
znaCajna razlika zabelezena je izmedu PRF-a i Biodentina (p=0, 006), PRF-a i Emdogain-a
(p=0,002), PRF i ALBO MPCA | (p=0.002), PRF i ALBO MPCA 1l (p=0.006). Dobijena je
statisticki znacajna razlika u inflamatornom odgovoru pulpe u grupama gde su za DPP
koris¢eni PRF i MTA (p=0,018).
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Grafikon 6. Graficki prikaz prose€nih skorova inflamatorne reakcije pulpe nakon pimene

testiranih materijala

Statisticki znaCajna razlika konstatovana je izmedu PRF-a i svih ostalih testiranih
materijala. Medu uzorcima gde je za DPP koriS¢en PRF, inflamacija pulpe je bila prisutna u

svim uzorcima. Blaga inflamatorna reakcija je registrovana u 2 uzorka gde je detektovano
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manje od deset ¢elija zapaljenja po polju velikog uvelicanja (x400) (Slika 38). Celije

zapaljenja su se nalazile u blizini implantiranog eksperimentalnog materijala.

4 ‘ oo ey

Slika 38. Blaga inflamatorna reakcija nakon DPP materijalom ALBO MPCA |

Umerena ininflamacija zabelezena je u 5 uzoraka, gde su celije zapaljenja bile
prisutne oko implantiranog materijala u koronarnoj pulpi i delu radiksne pulpe (Slika 39)

U tri uzorka konstatovana je intenzivna zapaljenska reakcija, gde je kompletna pulpa
bila infiltrirana zapaljenskim celijama sa potpunom dezorganizacijom tkiva, a u jednom
uzorku registrovana je pojava apscesa (Slika 36).

Osim PRF-a, nije utvrdena statisti¢ki znacajna razlika u pogledu inflamatorne reakcije
pulpe medu ostalim ispitivanim materijalima. U svim ostalim testiranim materijalima,
inflamatorna reakcija je bila blaga do umerena, i u svakoj grupi ovih testiranih materijala
postojao je po jedan uzorak gde nisu detektovane ¢elije zapaljenja, ve¢ je pulpno tkivo bilo u
potpunosti nepromenjeno (Slike 19,20). Izrazita inflamatorna reakcija nije registrovana u

uzorcima ovih eksperimentalnih materijala, kao ni u uzorcima kontolne grupe.

Slika 39. Umerena inflamatorna reakcija pulpe i prisustvo gigantskih céelija

nakon DPP Emdogain-om
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Prisustvo malobrojnih gigantskih ¢elija bilo je uoeno u manjem broju uzoraka svih
testiranih materijala, gde su primeceni i partikuli fagocitovanog materijala (Slika 39).

Analiziraju¢i prisustvo dzinovskih ¢elija, nisu utvrdene znacajne razlike izmedu
testiranih materijala, osim u grupi Emdogain-a gde je zabelezeno najvise Cestica materijala

rasutih u tkivu dalje od mesta implantacije.
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5.4. Rezultati prisustva bakterija

Rezultati analize prisustva bakterija nakon direktnog prekrivanja pulpe testiranim

materijalima prikazani su u tabeli 7 i grafikonu 7.

Tabela 7. Prisustvo bakterija u pulpi i dentinskim kanali¢ima nakon direktnog

prekrivanja pulpe testiranim materijalima

Prisustvo bakterija
MATERIJAL 4 dentinskim Ukupno
nema bakterija u kanalicima, ali ih
pulpi nema u pulpi
BIODENTIN N 8 2 10
% 80.00% 20.00% 100.00%
EMDOGAIN N 6 4 10
% 60.00% 40.00% 100.00%
PRE N 5 5 10
% 50.00% 50.00% 100.00%
ALBO MPCA | N 4 6 10
% 40.00% 60.00% 100.00%
ALBO MPCAII N 6 4 10
% 60.00% 40.00% 100.00%
MTA N 7 3 10
% 70.00% 30.00% 100.00%
N 36 24 60
Ukupno

% 60.00% 40.00% 100.00%

Bojenjem preparata po Grahmu, uoceno je potpuno odsustvo gram pozitivnih
bakterija u pulpi svih uzoraka. U dentinskim kanali¢ima registrovano je prisustvo bakterija u
40% slucajeva svih testiranih materijala.

Nakon prekrivanja pulpe testiranim materijalima bakterije su bile prisutne u
dentinskim kanali¢ima u 60% kod ALBO MPCA II, 50% kod PRF-a, 40% kod Emdogaina i
ALBO MPCA |, 30% kod Biodentina i 20% kod MTA.
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Grafikon 7. Graficki prikaz prisustva bakterija u pulpi i dentinskim kanali¢ima nakon

direktnog prekrivanja testiranim materijalima

Statisticka analiza primenom Kraskal-Volisovog testa nije ukazala na statisticki

znacajne razlike u prisustvu bakterija izmedu testiranih materijala (H = 4,079; p = 0,536).
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5.5. Rezultati histomorfometrijske analize

Obzirom na razli¢itu strukturu novostvorenog kalcifikovanog tkiva ( kompletan
dentinski most, lateralni dentinski most ili u vidu ostvaca) izvrSena je histomorfometrijska
analiza kojom je omoguceno poredenje dobijenih rezultata. Kompjuterskim proracunavanjem
dobijen je procentualni odnos novostvorenog dentina (volumenska gustina dentinskog mosta)
u odnosu na ostatak pulpe u predelu preparacije na dubini od 2mm. Izracunata je takode 1
ukupna povrsina novostvorenog dentina u odnosu na povrsinu pulpe u predelu preparacije na
dubini od 2mm svakog uzorka i rezultati su poredeni u odnosu na ispitivane materijale.
IzraCunat je i procentualni odnos kao i povrSina krvnih sudova u predelu preparacije na

dubini od 2 mm.

5.5.1. Rezultati analize volumenske gustine dentinskog mosta

Rezultati volumenske gustine dentinskog mosta prikazani su u tabeli 8 i grafikonu 8 i
slici 40.

Tabela 8. Volumenska gustina dentinskog mosta nakon direktnog prekrivanja pulpe

testiranim materijalima

MATERIJAL _ Volumenska gustina mosta (%)
N X SD Med Min Maks

BIODENTIN 10 33.34 18.25 39.69 0 54.74
EMDOGAIN 10 34.35 14.49 35.04 5.33 51.14
PRF 10 37.21 25.46 31.76 11.63 82.74
ALBO MPCA | 10 46.32 28.89 36.11 0 91.03
ALBO MPCA I 10 38.61 20.35 39.63 0 74.76
MTA 10 34.11 15.4 29.35 13.46 68.22
Ukupno 60 37.32 20.69 36.96 0 91.03

Prosecna volumenska gustina novoformiranog dentinskog mosta nakon direktnog
prekrivanja pulpe testiranim materijalima iznosila je 37,32%. Procentualno najveca
volumenska gustina je zabelezena kod materijala ALBO MPCA 1 (46,32%) (Slika 38). Nesto
nize vrednosti registrovane su kod materijala ALBO MPCA 1I (38,61%) i PRF (37,21%),
dok su najniZze vrednosti volumenske gustine dentinskog mosta bile kod materijala Emdogain
(34,35%), MTA (34,11%) i Biodentin (33,34%) .
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Slika 40. Odredivanje volumenske gustine dentinskog mosta nakon DPP materijalom ALBO
MPCA |

StatistiCka analiza primenom Kraskal-Volisovog testa nije ukazala na statisticki
znacajne razlike u volumenskoj gustini dentinskog mosta kod testiraninh materijala (H =
1,330; p = 0,932).
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Grafikon 8. Graficki prikaz prose¢ne volumenske gustine dentinskog mosta nakon direktnog

prekrivanja pulpe testiranim matrijalima.
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5.5.2. Rezultati analize volumenske gustine pulpnog tkiva

U skladu sa prethodnim rezultatima volumenske gustine novostvorenog dentinskog

mosta, prikazani su rezultati volumenske gustine preostalog pulpnog tkiva. Rezultati su

prikazani u tabeli 9, grafikonu 9 i slici 41.

testiranim

Tabela 9. Volumenska gustina pulpnog tkiva nakon direktnog prekrivanja pulpe
materijalima
MATERIJAL — VVolumenska gustina pulpe (%)
X SD Med Min Maks

BIODENTIN 10 62.33 15.96 57.7 40.95 100

EMDOGAIN 10 59.25 1153 59.16 44.96 76.59

PRF 10 58.76 24.44 65.71 17.14 82.08

ALBO MPCA | 10 50.56 27.95 54.47 6.9 100

ALBO MPCA 11 10 61.78 21.83 60.36 25.24 100

MTA 10 63.43 14.31 66.71 31.78 81.83

Ukupno 60 59.35 19.8 60 6.9 100

Prose¢na procentualna vrednost preostalog pulpnog tkiva na dubini od 2mm

(volumenska gustina pulpnog tkiva) je iznosila 59.35% (Tabela 9). Najveca vrednost je

registrovana kod materijala MTA (63,43%), neSto manje vrednosti kod Biodentina (62,33%)
(Slika 41), ALBO MPCA 11(61.78%) (Slika 40), Emdogain (59,25%), PRF (58,76%), a
najmanji procenat preostalog pulpnog tkiva je bio kod materijala ALBO MPCA 1(50,56%).

Slika 41.Odredivanje volumenske gustine pulpnog tkiva nakon DPP Biodentin-om
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Statisticka analiza primenom Kraskal-Volisovog testa nije ukazala na statisticki

znacajne razlike u volumenskoj gustini pulpe izmedu testiranih materijala (H = 2,672; p =

0,750).
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Grafikon 9. Prose¢na volumenska gustina pulpe nakon direktnog prekrivanja pulpe testiranim

materijalima.
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5.5.3. Rezultati analize volumenske gustine krvnih sudova

Rezultati volumenske gustine krvnih sudova nakon direktnog prekrivanja pulpe

testiranim materijalima prikazani su u tabeli 10 i grafikonu 10 i slikom 42.

Tabela 10. Volumenska gustina krvnih sudova nakon direktnog prekrivanja pulpe testiranim

materijalima.
Volumenska gustina krv. sudova (%6)
MATERIJAL
N Mean SD Med Min Maks

BIODENTIN 10 4.322 7.783 1.88 0 25.69
EMDOGAIN 10 6.395 6.565 4.99 0 20.12
PRF 10 3.79 2.756 4.24 0 8.14
ALBO MPCA | 10 4.116 5,091 2.55 0 13.56
ALBO MPCA I 10 1.601 2.261 0 0 5.93
MTA 10 2.455 2.208 2.39 0 5.31
Ukupno 60 3.78 4.978 2.825 0 25.69

Prosecna procentualna koli¢ina novoformiranih krvnih sudova (volumenska gustina
krvnih sudova) zabeleZena je u 3,780% slucajeva svih testiranih mterijala (Tabela 10).
Najvece prosecne vrednosti volumenske gustine krvnih sudova uocene su kod Emdogaina
(6.395%) (Slika 42). Nesto nize vrednosti dobijene su kod Biodentina (4.322%), ALBO
MPCA | (4.116%), i PRF-a (3.790%). Najnize vrednosti registrovane su kod MTA (2.455%)
i ALBO MPCA 11 (1.601%) .

Slika 42. Odredivanje volumenske gustine krvnih sudova nakon DPP Emdogain-om
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Kraskal-Volisovim testom nije dobijena statisticki znacajna razlika u volumenskoj

gustini krvnih sudova izmedu grupa (H = 6,720; p = 0,242).

Proseéna volumenska gustina krv. sudova

1 1
BIODENTIN  EMDOGAIN
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Grafikon 10. Grafi¢ki prikaz volumenske gustine krvnih sudova nakon direktnog prekrivanja

pulpe testiranim materijalima.
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5.5.4. Rezultati analize povrsine dentinskog mosta nakon direktnog prekrivanja pulpe

testiranim materijalima

Rezultati povrSine dentinskog mosta nakon prekrivanja pulpe testiranim materijalim

aprikazani su u tabeli 11 i grafikonu 11.

Tabela 11. Povrsina

testiranim materijalima

Povrsina novoformiranog dentina (mmz2)
MATERIJAL —
X SD Med Min Maks
BIODENTIN 10 0.551 0.39 0.52 0 1.39
EMDOGAIN 10 0.49 0.245 0.471 0.098 0.805
PRF 10 0.813 0.618 0.679 0.197 1.859
ALBO MPCA | 10 0.843 0.49 0.681 0 1.57
ALBO MPCA

I 10 0.812 0.448 0.759 0 1.686
MTA 10 0.616 0.322 0.548 0.212 1.166
Ukupno 60 0.687 0.44 0.62 0 1.859

formiranog dentinskog mosta nakon direktnog prekrivanja pulpe

Prose¢na povrs$ina dentinskog mosta formiranog nakon direktnog prekrivanja pulpe
testiranim materijalima je iznosila 0,687mm?. Najvece prosecne povrSine dentinskog mosta
uocene su nakon DPP materijalima ALBO MPCA 1 (0.843mm?), PRF (0.813mm?) i ALBO
MPCA 11 (0.812mm?). Nesto nize vrednosti zabeleZzene su kod MTA (0.616%), Biodentina
(0.551%), a najniza vrednost kod Emdogaina (0.490%).

Kraskal-Volisovim testom nije dobijena statisticki znac¢ajna razlika u povrsini novog

dentina nakon DPP izmedu testiranih materijala (H = 5,220; p = 0,390).
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Grafikon 11. Grficki prikaz prose¢ne povrSine novog dentina nakon DPP testiranim

materijalima

Najveca prosecna koli¢ina novostvorenog kalcifikovanog tkiva registrovana je u
grupama ALBO MPCA | (0,843mm?), PRF( 0,813mm2) i ALBO MPCA 11(0,812mm2), pri
¢emu je ovo kalcifikovano tkivo u uzorcima eksperimentalnih nanomaterijala ALBO MPCA
I'i IT imalo karakteristike pravog dentina, tubularne grade, za razliku od novostvorenog tkiva
nastalog nakon prekrivanja PRF-om koje je bilo iregularne grade, nepotpuno mineralizovano
sa fokusima fibrovaskularnog tkiva.
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5.5.5.Rezultati analize povrsine pulpe nakon formiranja dentinskog mosta posle DPP

testiranim materijalima

Rezultati su prikazani u tabeli 12 i grafikonu 12.

Tabela 12. Povrsina preostale pulpe nakon formiranja dentinskog mosta posle DPP testiranim

materijalima.
MATERIJAL _ Povr§ina pulpe (mm?) .
X SD Med Min Maks
BIODENTIN 10 0.83 0.336 0.887 0 1.205
EMDOGAIN 10 0.855 0.265 0.791 0.536 1.38
PRF 10 1.149 0.51 1.355 0.26 1.8
ALBO MPCA | 10 0.901 0.697 0.893 0 2.081
ALBO MPCA 11 10 1.034 0.485 1.087 0 1.56
MTA 10 1.197 0.544 1.019 0.521 2.121
Ukupno 60 0.994 0.493 0.944 0 2.121

Prosecna povrsina preostalog pulpnog kiva nakon primene testiranih materijala je bila

0,994mm? (Tabela 12).

Najveée povrsine pulpnog tkiva zabelezene su kod MTA (1.197mm?), PRF-a

(1.149mm?) i ALBO MPCA 1I (1.034mm?), neSto nize kod ALBO MPCA I (0.90Imm?), a

najniZe vrednosti kod Emdogaina (0.855mm?) i Biodentina (0.830mm?).

Kraskal-Volisovim testom nije dobijena statisticki znacajna razlika u povrSini

preostale pulpe nakon formiranja dentinskog mosta usled aplikovanja testiranih materijala

(H = 4,993; p = 0,417).
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Grafikon 12. Graficki prikaz prose¢ne povrsine pulpnog tkiva nakon formiranja dentinskog

mosta usled aplikovanja testiranih materijala
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5.5.6. Rezultati analize povrsine novostvorenih krvnih sudova nakon direktnog

prekrivanja pulpe testiranim materijalima

Rezultati povrSine krvnih sudova nakon direktnog prekrivanja pulpe testiranim

materijalima prikazani su u tabeli 13 i grafikonu 13.

Tabela 13. PovrSina novostvorenih krvnih sudova nakon direktnog prekrivanja pulpe

testiranim materijalima

Povrsina krvnih sudova (mm?)
MATERIJAL =
X SD Med Min Maks

BIODENTIN 10 0.179 0.35 0.027 0 1.109
EMDOGAIN 10 0.098 0.127 0.051 0 0.373
PRF 10 0.139 0.188 0.11 0 0.65
ALBO MPCA | 10 0.104 0.145 0.06 0 0.482
ALBO MPCA I 10 0.037 0.054 0 0 0.13
MTA 10 0.18 0.281 0.021 0 0.71
Ukupno 60 0.122 0.21 0.048 0 1.109

Prosecna povr$ina novostvorenih krvnih sudova nakon DPP testiranim materijalima

iznosila je 0.122mmz2,

Najveca prosecna povrsina krvnih sudova zabelezena je kod materijala MTA
(0.280mm2) i Biodentin (0.179mm?), dok su niZe vrednosti uo¢ene kod ostalih testiranih
materijala: PRF (0.139mm?), ALBO MPCA | ( 0.104mm?), Emdogain (0.098mm?).Najniza
vrednost prose¢ne povrsine krvnih sudova zabelezZena je kod materijala ALBO MPCA 11

(0.037mm2).

Kraskal-Volisovim testom nije dobijena statisti¢ki zna¢ajna razlika u povrsini krvnih

sudova nakon DPP testiranim materijalima (H = 1,330; p = 0,932).
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Grafikon 13. Grafi¢ki prikaz prosecne povrsSine krvnih sudova nakon direktnog prekrivanja

pulpe testiranim materijalima.
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6. DISKUSIJA

Ispitivanja na animalnim modelima predstavljaju obavezan postupak u proceni
biokompatibilnosti materijala, pre njihove klini¢ke primene. Kao animalni modeli u
endodontskim istrazivanjima koriS¢ene su razli€ite vrste zivotinja: glodari (pacovi i kuniéi)
[49,229], psi [13,56,66,216,233], majmuni [57,155], macke [98] i svinje [9,158 159,163,200].

Zubi glodara (kuni¢a) se smatraju neprikladnim modelom za praéenje efekata
materijala nakon DPP zbog njihove specifi¢nosti koja se ogleda u konstantnom rastu i
troSenju zuba, pogotovo frontalnih (2-2.4 mm , nedeljno) [237].

Takode su koris¢eni i zubi pasa iako t0 nije u skadu sa etickim, i principima dobre
istrazivacke prakse. Osim toga, u cilju standardizacije animalnog modela 1 prevazilazenja
neujednacenosti prilikom eksperimenata na psima lutalicama, kao i zbog eventualno
zateCenih bolesti, za eksperimente se preporucuje posebno uzgajana Beagle rasa, Sto takode
ograni¢ava njihovu raspolozivost.

Iako se zbog sli¢nosti sa ljudima, majmuni smatraju idealnim modelom za dentalna i
medicinska istrazivanja, visoka cena eksperimenata, ograni¢ena raspolozivost, kao i teSkoce u
cuvanju 1 odrZavanju, doprinela su da se ove zivotinje retko koriste u istrazivanjima dentalnih
materijala [223]. Brannstrom (1981) ipak isti¢e da postoje razlike u pulpnoj reakciji izmedu
ljudi i majmuna, jer je produkcija reparativnog dentina razli¢ita odnosno neuporediva [23].
Byers i saradnici su, ispitujuci inervaciju dentina na zubima majmuna, ustanovili da je njihov
reparatorni dentin slabo inervisan, razli¢ite tubularne strukture i Cesto bez odontoblastnih
nastavaka (Byers i sar. 1983) [26].

U ovom istrazivanju kao eksperimentalni model su koriS¢ene vijetnamske svinje. Kao
bioloski model, postoji nekolilo sli€nosti izmedu svinja 1 ljudi: struktura unutra$njih organa,
obrazac ishrane, Zeluda¢ni enzimi, endokrini sistem i sli¢ne dentalne karakteristike [181].
Kao i ljudi, svinje su omnivori, imaju sli¢an mastikatorni sistem prilagoden razli¢itim
vrstama hrane. Model eksperimentalne Zivotinje svinje je Cesto koris¢éen u medicinskim
istrazivanjima, a posebno u stomatologiji. Medutim, za ispitivanje dentalnih materijala i
njihove biokompatibilnosti u direktnom prekrivanju pulpe koris¢en je model iskljuc¢ivo
vijetnamske (minijaturne) svinje [9].

Zbog izrazite reaktivnosti pulpnog tkiva, ubrzanih bioloskih odgovora, dostupnosti
eksperimentalnih Zivotinja, a posebno zbog sli¢nosti ovih zuba sa humanim, eksperiment je

realizovan na eksperimentalnim zivotinjama, vijetnamskim svinjama (Sus scrofa verus).
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Izabran je eksperimentalni period od 30 dana kao idealan period iz pregleda dostupne
literature [158,159,200] Ovaj eksperimentalni period je odabran pod pretpostavkom da ¢e
intezivni fizioloSki metabolicki procesi karakteristiéni za denticiju vijetnamskih svinja
rezultirati odgovaraju¢im reparatornim procesima tkiva.

Jean i sar. (1993) [117] nisu uocili razlike u procesima zarastanja posle direktnog
prekrivanja pulpe kalcijum hidroksidom izmedu eksperimenata na svinjama, glodarima i
psima u periodu od tri nedelje do 4 meseca. Primeceno je da migriranje materijala za direktno
prekrivanje u pulpu deluje kao strano telo i izaziva zapaljensku reakciju [163]. Smatra se da
je zapaljenska reakcija kod svinja identi¢na onoj kod ljudi, pri ¢emu se bioloski odgovori kod
svinja odvijaju znatno brze [200].

DPP je terapijski postupak za oCuvanje vitaliteta zuba gde se na otvoreno pulpno
tkivo aplikuju materijali sa ciljem podsticanja formiranja reparativnog dentina (Zhang i sar.
2013) [248]. Budu¢i da materijal za direktno prekrivanje dolazi direktno u kontakt sa pulpnim
tkivom, on igra klju¢nu ulogu tokom ovog tretmana.

Idealan materijal za direktno prekrivanje treba da ima sledece karakteristike: da ne stimulise
pulpu ali da stimuliSe formiranje reparativnog dentina, da je propustljiv i da sprecava prodor
bakterija u dentalnu pulpu (Tziafas i sar. 2000) [234].

Najcesce kori$¢eno sredstvo za direktno prekrivanje pulpe je kalcijum hidroksid, koji
moze da stvori dentinski most preko povrsine rane. Medjutim, ovako formiran dentinski most
ima nedostatke kao S§to je prisustvo tunela u mostu, slaba adhezija, degradacija posle
nagrizanja kiselinama (Zhang i sar. 2013) [248], odnosno izraZenija zapaljenska reakcija u
pulpi posle njegove aplikacije (Zarrabi i sar. 2010) [247], i pojava nekroze i distrofi¢nih
kalcifikacija (Briso i sar. 2006 [24], Ando i sar. 2009 [8]). Nepredvidivost ishoda terapije je
takode Cesta, jer samo u trec¢ini slucajeva dolazi do uspesnog ishoda sa stvaranjem dentinskog
mosta (Roberts i sar. 2008 [186], Orhan i sar. 2012 [167]). Po miSljenju nekih autora ovakvi
zubi mogu ostati vitalni u proseku samo 12 godina nakon terapije direktnog prkrivanja
kalcijum hidroksidom, §to se smatra nezadovoljavaju¢im ishodom terapije (Haskell i sar.
1978. [99], Zarrabi i sar. 2010 [247]).

U eri regenerativne endodoncije se ocekuje uvodenje novih postupaka i materijala u
cilju bioloske terapije i revitalizacije zuba. U terapiju se uvode biomaterijali kao §to su
kalcijum fosfati, kalcijum silikati, odnosno bioaktivni staklo-keramicki cementi. Ovi
bioaktivni dentalni materijali su neophodni za bolji i efikasniji regenerativni endodontski
tretman (Guven i sar. 2013) [91].
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Ve¢ dugi niz godina na trziStu postoji mineral trioksid agregat (MTA) koji je pokazao
bolje terapijske ishode kod direktnog prekrivanja pulpe u odnosu na kalcijum hidroksid. Zbog
svoje biokompatibilnosti, manje izrazenog zapaljenskog odgovora, ali i zbog debljeg i
strukturno sli¢nijeg dentinskog mosta u odnosu na tradicionalni kalcijum hidroksid, MTA je
postao zlatni standard u ovoj terapijskoj proceduri (Menezes i sar. 2004 [148], Faraco Junior
& Holland 2004 [66], Briso i sar. 2006 [24], Min i sar. 2008 [150], Zarrabi i sar. 2010 [247],
Orhan i sar. 2012 [167], Zhang i sar. 2013 [248]).

MTA je kalcijum silikatni hidraulicni cement koji se danas koristi za razliCite
endodontske indikacije (Parirokh i Torabinejad 2010 [175]. Bioaktivnost je najveca prednost
MTA 1 odlikuje se sposobno$¢u materijala da spontano stvara apatitni sloj na svojoj povrsini,
kad se nade u kontaktu sa fizioloskim fluidima koji sadrze fosfate (Gandolfi i sar. 2010) [78].
Apatitna formacija nastaje preko interakcije Ca2+ jona oslobodenih iz MTA sa fosfatima iz
tkivnih fluida i smatra se klju¢em biokompatibilnosti ovog materijala ali i drugih neorganskih
biomaterijala (Han i Okiji 2013) [94].

Iz tih razloga je i u ovoj studiji koris§¢en MTA kao pozivna kontrola za direktno
prekrivanje pulpe. Ipak, neke njegove osobine kao §to su dugo vreme vezivanja (3 do 4 sata),
gruba, peskasta granulacija cementa i teSka manipulacija i aplikacija, naveli su istraZivace na
potragu za novim materijalima sa unapredenim svojstvima vezanim za krace vreme vezivanja
1 lakSe rukovanje.

Materijali testirani u ovoj studiji bili su novosintetisani nanomaterijali na bazi
trikalcijum i dikalcijum silikata (ALBO MPCA | i ALBO MPCA Il), Biodentin, Emdogain i
PRF. Formiranje, kvalitet i debljina kalcifikovanog mosta, prisustvo zapaljenskih celija i
ocuvanost pulpnog tkiva su vazni pokazatelji tkivhog odgovora u terapiji direktnog
prekrivanja (Parirokh & Torabinejad 2010 [174], Shahravan i sar. 2011. [197]). Ti parametri
(prema Accorinte i sar. 2008) [1] su uzeti kao relevantni i kori$¢eni su za histolosku ocenu
uspesnosti terapije sa testiranim materijalima u ovoj studiji.

Formiranje dentinskog mosta na spoju pulpe i materijala za direktno prekrivanje je
tema za diskusiju, jer dentinski most ne mora nuzno da predstavlja znak o¢uvanosti (zdravlja)
pulpe. On moze biti protumacen i kao znak izleCenja ili kao reakcija na iritaciju, ali i
interpretiran kao znak biokompatibilnosti i bioaktivnosti materijala (Asgary i sar. 2008. [10] ,
Zarrabi i sar. 2010 [247]).
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6.1. Diskusija rezultata novostvorenog dentinskog mosta

Novostvoreno kalcifikovano tkivo je uoceno u 95% uzoraka testiranih materijala,
¢ime je potvrdeno da materijali pored biokompatibilnosti poseduju i bioinduktivan potencijal.
Indukcija mineralizovanog tkiva nakon aplikacije MTA uocena u ovom istrazivanju u skladu
je sa rezultatima drugih autora koji su uocili stvaranje mineralizovanog tkiva posle direktnog
prekrivanja pulpe MTA-om [1,129,197,229,247].

Testirani materijali ALBO MPCA |, ALBO MPCA IlI, Biodentin, Emdogain i PRF u
ovom istrazivanju pripadaju grupi bioaktivnih materijala, koje odlikuje oslobadanje bioloski
aktivnih jona koji indukuju procese reparativne dentinogeneze.

U sintezi eksperimentalnih materijala ALBO MPCA | i ALBO MPCA Il ispitivanih u
ovom istrazivanju kori$¢ena je sol-gel metoda. Prema podacima iz literature, materijali
dobijeni sol-gel metodom su bioaktivniji u odnosu na materijale istog satava koji su dobijeni
drugim metodama [138]. Hidratacijom kalcijum silikatnih materijala oslobada se kalcijum
hidroksid koji disosuje na kalcijumove i hidroksilne jone [31]. Kontinuirano oslobadanje
kalcijumovih jona iz materijala smatra se kljuénim za indukciju formiranja ¢vrstog tkiva [77].
Kontinuirano rastvaranje materijala stvara lokalnu mikrosredinu sa visokom koncentracijom
kalcijuma koja je najveca na mestu aplikacije materijala i postepeno opada sa formiranjem
gradijenta. Ovakav gradijent jona kalcijuma moze aktivirati stem Ccelije, osteoblaste i
fibroblaste i uslovitinjihovu migraciju. Osim $to ima ulogu u ¢elijskoj hemotaksi, kalcijum je
mocan regulator ¢elijske proliferacije, diferencijacije i mineralizacije [190].

Struktura novih kalcijum silikatnih sisitema (ALBO MPCA | i ALBO MPCA II)
uredena je na tri hijerarhijska nivoa: aglomerati - veli¢ine nekoliko mikrometara, Cestice - sa
dimenzijama izmedu 117 1 477 nm 1 kristaliti (veli¢ine oko 19.9 nm) koji pokazuju znacajnu
aktivnost sistema. Dimenzije aglomerata nisu uporedive sa kanalima unutar celijskih
membrana, dok njihovi nanoelementi (nano-kristaliti) obezbeduju evidentnu aktivnost, vaznu
za brzo vezivanje ovih meSavina pri primeni u endodontskoj terapiji. To potvrduju i nalazu
Saghiri-a koji smatra da manja veli¢ina Cestica i povecanje povrSinske zone igraju vaznu
ulogu u fizickim i hemijskim svojstvima cementa, pre svega zbog bolje i brze hidratacije
Cestica, ali 1 manje poroznosti. Veca poroznost moze ubrzati prodor kiseline u povrSinsku
strukturu i smanjiti mikrotvrdo¢u povrsine materijala, odnosno Stvaranje pukotina (Saghiri i
sar. 2012) [189].

Ovakva stuktura, mehanizam dejstva i nova tehnologija sintetisanja testiranih
materijala ALBO MPCA | i ALBO MPCA Il bi mogli objasniti nesto bolje rezultate ovih
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materijala u eksperimentalnoj studiji u odnosu na MTA. Naime, kompletan dentinski most u
ovom istrazivanju uocen je U skoro istom broju uzoraka kontrolne grupe kao i u uzorcima
gde je pulpa prekrivana materijalima ALBO MPCA | i ALBO MPCA Il. Prose¢na debljina
novostvorenog dentinskog mostica je bila veéa kod novosintetisanih eksperimentalnih
materijala ALBO MPCA | i ALBO MPCA Il (296um i 336um) u odnosu na kontrolni
materijal (262um). NesSto deblji dentinski mosti¢ kod ALBO MPCA II grupe mozZe se
objasniti jedinom razlikom u sastavu izmedu ova dva novosintetisana testirana materijala.
Tacnije, testirani materijal ALBO MPCA | sadrzi bizmut oksid kao rendgen kontrastno
sredstvo, a ALBO MPCA Il barijum sulfat.

Efekti bizmut oksida na ljudske celije su kontraverzni. Dok pojedni istraZzivaci
negiraju uticaj ovog elementa na biokompatibilnost cementa [226], drugi isti¢u da on izaziva
citotoksi¢nost ¢elija pulpe (Gandolfi i sar. 2010) [78]. MTA sadrzi bizmut oksid kao rendgen
kontrastno sredstvo i on aktivno ucestvuje u procesima hidratacije MTA, jer je inkorporiran
unutar hidriranih kalcijum silikatnih struktura i tako modifikuje reakciju hidratacije MTA
(Camilleri 2010) [32].

Barijum sulfat koji je dodat testiranom novosintetisanom materijalu ALBO MPCA 11
je bezbedniji za klinicku upotrebu jer je inertan. Ovo je potvrdio i Camilleri u svojim
istrazivanjima 1 zakljucio da se alternativna rendgen kontrastna sredstva (barijum sulfat, zlato
1 srebro/kalaj) ponasaju inertno 1 ne modifikuju hidratacione karakteristike kalcijum silikatnih
cemenata (Camilleri 2010) [32].

Pojava dentinskih ostrvaca je uoCena i u grupi novosintetisanih materijala ALBO
MPCA | i ALBO MPCA Il u oko 30-40% uzoraka §to se moze objasniti hemizmom
kalcijumovih jona koje otpustaju ovi materijali u kontaktu sa telesnim te¢nostima. Da Silva i
sar. 2011 [49] i Gomes-Filho i sar. 2012 [85] smatraju da kalcijum silikatni cementi otpustaju
kalcijumove jone koji ucestvuju u aktivaciji kalcijum zavisne adenozin-tri-fosfataze i dalje
reaguju¢i dovode do stvaranja kalcijum karbonatnih kristala koji ¢ine nukleus kalcifikacije
oko kojih dolazi do formiranja dentinskih ostrvaca. Iz bogate ekstracelularne mreze
fibronektin se talozi na povrsini kristala kalcita i1 to predstavlja inicijalni korak u formiranju
tvrdog tkiva. Procesi diferencijacije celija dentalne pulpe su jo§ kontrolisani i podrzani
razli¢itim faktorima rasta, signalnim molekulima i transkriptivnim faktorima (Qi i sar. 2013)
[182].

U sastavu ALBO MPCA | i ALBO MPCA I nalaze se i joni Si koji, osim $to imaju
ulogu u bioaktivnosti materijala [110], indukuju procese mineralizacije tkiva. Potvrdeno je da

Si joni stimuliSu proliferaciju 1 diferencijaciju c¢elija nalik osteoblastima. Visoke
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koncentracije jona Si (>30ppm) mogu inhibirati razvoj osteoklasta i procese resorpcije, ali i
povecati nivo ALP ucestvuju¢i u mineralizaciji novostvorenog kalcifikovanog tkiva [179].
Potvrdeno je da materijali koji oslobadaju kalcijum indukuju proliferaciju periodontalnih
fibroblasta [22], rast i diferencijaciju ¢elija zubne pulpe [218], osteoblasta i Celija nalik
osteobastima [76], kao i cementoblasta [92]. Takode je utvrdeno da kalcijum stimuliSe
sintezu fibronektina [190], eksperesiju dentin sijaloproteina, osteonektina, koStanog
sijaloproteina i osteopontina [91,111,134,149,150]. Pomenuti proteini predstavljaju
biohemijske markere mineralizacije, ¢ija ekspresija ukazuje na diferencijaciju indukovanih
¢elija u fenotipski razlicite Celije.

Procesi mineralizacije tkiva se takode povezuju i sa oslobadanjem hidroksilnih jona iz
materijala i posledi¢no alkalnim pH vrednostima. Porast vrednosti pH rezultira porastom
nivoa alkalne fosfataze (ALP), ekspresijom koStanih proteina (BMP-2) 1 stvaranjem
kalcifikovanih nodusa. Aktivnost ALP obezbeduje neorganske fosfate, te ima znacajnu ulogu
u formiranju c¢vstog tkiva. Porast vrednosti pH u fizioloskim granicama, povecava
mineralizacionu sposobnost humanih pulpnih ¢elija [190]. Hidroksilni joni takode, neutraliSu
medijatore inflamacije, aktivnost osteoklasta i deluju antimikrobno [190].

Asgary isti¢e da novi endodontski cementi sa sliénom strukturom kao MTA, ali sa
unapredenim fizi¢ko-hemijskim svojstvima (zahvaljuji¢i nanotethnologiji), pokazuju bolji
pulpni odgovor (slabiju zapaljensku reakciju) i deblji dentinski most nego MTA. Nalaz
Asgary i sar. je u skladu sa ovom eksperimentalnom studijom, jer je prose¢na debljina
kompletnog dentinskog mosta kod novosintetisanih nanostrukturnih materijala ALBO MPCA
| i ALBo MPCA II bila veca nego kod MTA. Umerena zapaljenska reakcija je bila prisutna u
veéem broju uzoraka nakon prekrivanja pulpe MTA-om u odnosu na ALBO MPCA 1 i
ALBO MPCA II. Takode, sloj ¢elija slicnih odontoblastima se ¢eS¢e uocava kod uzoraka sa
ovim eksperimentalnim cementima, nego posle primene MTA, §to je u saglasnosti sa
studijom Asgary i sar. Objasnjenje za to on nalazi u ¢injenici da u sastav novih cemenata
ulaze razliCita kalcijumova jedinjenja koja su bogat izvor Ca i1 P jona, neophodnih u
procesima stvaranja hidroksiapatita (Asgary i sar. 2008) [10].

Novostvoreno kalcifikovano tkivo, uofeno u ovom istrazivanju, razlikovalo se po
debljini i kontinuitetu u zavisnosti od vrste implantiranog materijala. Aplikacija
novosintetisanih testiranin materijala ALBO MPCA | i ALBO MPCA Il rezultirala je
formiranjem kalcifikovanog tkiva (dentinskog mosti¢a) u debljem sloju u odnosu na MTA.
Takode, za razliku od MTA, kod materijala ALBO MPCA | i ALBO MPCA Il
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novoformirano ¢vrsto tkivo je bilo kontinuirano bez fokusa vaskularizovane fibroblastne
proliferacije.

Ostali testirani materijali takode su indukovali stvaranje kontinuiranog dentinskog
mostica koji je bio nesto tanji nego u kontrolnoj grupi. Prosecna debljina dentinskog mosti¢a
kod uzoraka gde je DPP uradeno Biodentin-om iznosila je 206um, u grupi PRF-a 158um, u
grupi Emdogaina 143um, dok je prosecna debljina dentinskog mosti¢a u kontrolnoj grupi
iznosila 262um. Za razliku od kontrolne grupe gde nije registrovan ni jedan uzorak sa
lateralnim dentinskim mosti¢em (novostvoreni dentin koji se prostire duz boc¢nih zidova
originalnog dentina i dovodi do suzavanja cavuma dentis), ovakav vid dentina zabeleZen je u
oko 30% slucajeva u grupi gde je DPP uradeno Biodentin-om i Emdogain-om i u 10%
sluc¢ajeva kod materijala ALBO MPCA 11 ALBO MPCA 1I.

Amelogenin je gledni protein poreklom iz ameloblasta i predstavlja glavnu hemijsku
komponentu Emdogaina. lako Emdogain pospesuje cementogenezu i dovodi do kompletne
regeneracije periodontalnog ligamenta, cementa i alveolarne kosti kod pacijenata sa
uznapredovalom parodontopatijom, mogucénost ovog materijala da pospepsuje regenerativne
procese u mezenhimalnim tkivima jos$ uvek nije dokazana [93]. Gledni proteini ucestvuju u
odontogenezi, tj. u recipro¢noj ektodermalno-mezezenhimalnoj signalizaciji koja kontroliSe
ovaj proces [93]. Oni takode povecavaju nivo mineralizacionih markera u odontoblastima
(sijaloproteina i osteopontina) i predstavljaju glavne nekolagene proteine kosti i dentina
[242].

Smatra se da amelogenin i amelin imaju kljuénu ulogu u stimulaciji Celijske
signalizacije 1 formiranju 1 mineralizaciji dentinskog matriksa. Emdogen sadrZi i faktore rasta
(TGFR1 i kostani morfogenetski protein) koji aktivno ucestvuju u celijskoj signalizaciji i
stimulisanju formiranja tkivnog matriksa i njegove mineralizacije [124]. U studiji
Nakammura i sar. iz 2001. uporedivan je efekat Emdogaina i kalcijum hidroksida u
direktnom prekrivanju pulpe zuba kod 11 vijetnamskih svinja [158]. Oni su zakljucili da je
ve¢ nakon dve nedelje, kod polovine uzoraka gde je postavljen Emdogain doslo do stvaranja
tkiva nalik osteodentinu, a da je nakon 8 nedelja u veéini uzoraka doslo do kompletnog
zatvaranja perforacije [158].

U ovom istrazivanju, nakon DPP Emdogainom kompletan dentinski most bio je
formiran u 20% uzoraka nakon 4 nedelje. U studiji Nakammura i sar. u uzorcima gde je
prekrivanje pulpe izvrSeno Emdogainom, autori su zakljucili da je dentinski most u vecini
slu¢ajeva bio lateralno pozicioniran i da je doslo do suzavana korenskog pulpnog prostora,

§to je u saglasnosti sa naSim rezultatima [158]. Lateralni dentinski most nakon DPP
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Emdogainom u ovom istrazivanju bio je formiran u 80% uzoraka. U 30% uzoraka bio je
prisutan samo lateralni dentinski most, dok su u 50% uzoraka, pored ovakvog vida
novostvorenog dentina bila su prisutna i dentinska ostrvca. Pojava lateralnog dentinskog
mosta moze se objasniti mehanizmom nastajanja tercijarnog dentina. Naime, kalcijum
hidroksid stimuliSe diferencijaciju odontoblasta iz pluripotentnih ¢elija centralnog dela pulpe
pri ¢emu nastaje dentinski mosti¢ koji zatvara perforaciju, dok Emdogain stimuliSe vec
postojece odontoblaste na periferiji dentina da lu¢e matriks i tako formiraju lateralni tercijarni
dentin [158]. Olsson i sar su 2005. ustanovili formiranje iskljucivo lateralnog dentina kod
humanih premolara gde je na pulpu aplikovan Emdogain [165]. Autori zakljuCuju da
Emdogain u formi gela nije pogodan materijal za DPP jer dozvoljava proliferaciju pulpnog
tkiva i time onemogucava zatvaranje pulpne rane i sledstveno zarastanje [165]. Ovo
potvrduju Fransson i sar 2011. u klinickoj studiji u kojoj su poredili efekte Emdogaina i
kalcijum hidroksida za DPP premolara. Dokazujuci prisustvo dentin sijaloproteina i kolagena
tipa 1, koji predstavljaju dominantne strukturne proteine mineralizovanog tkiva, oni
zakljucuju da oba materijala imaju sposobnost stvaranja reparatornog dentina [69]. Ipak,
autori naglasavaju da Emdogen, dovode¢i do formiranja lateralnog dentinskog mostica i
dentina u vidu ostrvaca ne predstavlja dobru barijeru eksponiranoj pulpi. Ovo pre svega zbog
forme gela koja nije u moguénosti da stvori dobru potporu i zastitu pulpnog tkiva. Samo
utiskivanje gela u pulpu stimuliSe njenu proliferaciju pulpe i ometa stvaranje kompletnog
dentinskog mosti¢a [69]. Ovo potvrduje i studija Kiatwateeratana i sar. iz 2009. u kojoj i
posle Sest meseci nakon aplikovanja Emdogaina na pulpu humanih zuba nije doSlo do
kompletnog zatvaranja perforacije [126]. U radiografskim pokazateljima (stvaranje i debljina
dentinskog mosta) nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu Emdogaina i kalcijum
hidroksida, dok histoloski rezultati nakon 6 meseci pokazuju povoljniji efekat kalcijum
hidroksida u smislu manje inflamacije i vece debljine dentinskog mosti¢a [126].

Garrocho- Rangel i sar. ipak smatraju da kod malih perforacija(<Imm) nema
statistiCki znacajne razlike u zarastanju 1 zatvaranju perforacije dentinskim mosti¢em izmedu
Emdogaina i kalcijum hidroksida [81]. Oni predpostavljaju da male perforacije sprecavaju
prodiranje dentinskih opiljaka i sledstvenu kontaminaciju pulpnog tkiva.

U ovoj studiji novostvoreno Kkalcifikovano tkivo u vidu dentinskih ostrvaca
zabelezeno je kod polovine uzoraka nakon DPP Emdogainom i PRF-om. Sli¢ni rezultati
izmedu ova dva eksperimentalna materijala mogu se objasniti prisustvom i aktivacijom

faktora rasta.
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Emdogen sadrzi TGFB1 1 koStani morfogenetski protein koji aktivno ucestvuju u
¢elijskoj signalizaciji 1 stimulisanju formiranja tkivnog matriksa i njegove mineralizacije
[124]. Ovi faktori rasta predstavljaju i medijatore u procesima tkivne homeostaze,
inflamacije, zarastanja i neoangiogeneze. Lyngstadaas i saradnici su utvrdili da Emdogain
aktivira signalni cikli¢ni adenozin mono fosfat (AMP) iz mezenhimalnih ¢elija i dovodi do
sekrecije autokrinih faktora rasta i povecanja proliferacije i maturacije ekstracelijskog
matriksa sekretornih celija [143]. Slicno tvrde i Olsson i sar. Koji su imunohistohemijom
dokazali da Emdogain dovodi do aktivacije ciklicnog AMP-a koji kao signalni molekul
dovodi do autokrine sekrecije faktora rasta (TGFB, IL6 I PDGF) poznatih medijatora u
procesima zarastanja, inflamacije, tkivne homeostaze i neoangiogeneze [165].

Ustanovljeno je da amelogenin, kao glavna komponenta Emdogaina, dovodi do
povecanja koncentracije faktora rasta poreklom iz trombocita (PDGF) koji inhibira
proliferaciju epitela i doprinosi regeneraciji dubljih parodontalnih tkiva. Amelogenin takode
stimulise proliferaciju i rast fibroblasta poreklom iz periodoncijuma [167].

PRP i PRF su derivati krvne plazme koji se dobijaju posebnim tehnoloskim
postupkom, a koji u sebi sadrze mnogostruko (i do 400%) vecu koncentraciju trombocita
nego u normalnoj plazmi. PRP je frakcija krvne plazme koja za aplikovanje u ranu zahteva
primenu nosaca, dok PRF sam po sebi predstavlja autogenu biomembranu [100].

PRF membrana se sastoji iz trombocita koji svojim alfa granulama sadrze mnos$tvo
faktora rasta: trombocitni faktor rasta (PDGF), transformisuci faktor rasta beta (TGFp), faktor
rasta sli¢an insulinu (IGF), epidermalni faktor rasta (EGF), koStani matriksni proteini (BMP)
i druge. Ovi faktori rasta ¢ine sastavni deo fibrina bogatog trombocitima (engl. platelet-rich
fibrin — PRF) i oslobadaju se pri aktiviranju trombocita iniciraju¢i zarastanje. To su
medijatori koji direktno ili indirektno regulisu rast éelija i tkiva . PDGF(trombocitni faktor
rasta) se Cesto naziva i prirodnim agensom za zarastanje rana, koji znacajno povecava
proliferaciju 1 migraciju celija vezivnog tkiva. PDGF takode stimuliSe reprodukciju i
hemotaksu celija vezivnog tkiva, ali i povecava deponovanje matriksa i stimulise
angiogenezu [214].

Rezultati Tziafas-a i saradnika su pokazali da primena pojedinih faktora rasta,
posebno TGFp stimuliSe diferencijaciju odontoblasta i dovodi do oslobadanja endogenih
faktora rasta sadrZanih u organskom matriksu dentina, $to dodatno stimuliSe dentinogenezu
[235].

Rezultati Danilovi¢ i1 saradnika, koji su aplikovali plazmu bogatu trombocitima na

amputiranu pulpu majmuna, su pokazali da se u zonama najdebljeg novostvorenog
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dentinskog mosti¢a uocava najveci broj ¢elija slicnih odontoblastima, ali i ve¢a pravilnost u
organizaciji dubljih slojeva pulpe, odnosno veci broj ¢elija u subodontoblastnom sloju
(posebno fibroblasta) [57].

Rezultati ove studije su delimi¢no u saglasnosti sa studijom Danilovi¢ i saradnika, jer
pokazuju najveéu pravilnost u organizaciji dubljih slojeva pulpe u zonama najdebljeg
dentinskog mostica, ali i najvece odstupanje od ovakve tvrdnje kada je re¢ o DPP PRF-om u
odnosu na druge testirane materijale kod vijetnamskih svinja. U ovom istrazivanju, nakon
DPP PRF-om dokazano je formiranje kalcifikovanog tkiva u pulpi svih uzoraka, ali je
debljina dentinskog mosta bila najmanja, a najve¢a morfoloSka reorganizacija pulpnog tkiva
bila je zastupljena bas kod ovog materijala.

U studiji Orhana i saradnika na 24 pacova i 144 zuba ispitivan je efekat kalcijum
hidroksida, MTA, Emdogena i fibrina bogatog trombocitima na regeneraciju pulpe nakon
direktnog prekrivanja. Posmatran je broj novostvorenih c¢elija slicnih odontoblastima i
debljina dentinskog mosti¢a. Rezultati su pokazali statisticki znacajno manji broj
odontoblastima sli¢nih ¢elija u grupi zuba gde je pulpa prekrivana Emdogenom i nakon 7 i
nakon 28 dana. Takode je u ovoj grupi uoCena pojava celijskih inkluzija u tercijarnom
dentinu. Najtanji dentinski mosti¢ uocen je u grupama sa PRF-om i Emdogain-om, $to je
apsolutno u saglasnosti sa rezultatima ove studije. U studiji Orhana i saradnika reparativni
dentin je stvoren u oko 60% uzoraka u grupi sa PRF-om i Emdogain-om. U ovoj studiji,
reparativni dentin je stvoren kod svih uzoraka sa PRF-om i Emdogainom, ali je struktura i
morfologija tog dentina bila atipi¢na i nepravilna. Autori su zakljucili da bez obzira na nesto
manji procenat uspeha, Emdogain i PRF mogu da indukuju reparativne procese u pulpi zuba
pacova [167], §to se moZe zakljuciti i na osnovu nasih rezultata.

Formiranje kompletnog dentinskog mosta nakon prekrivanja pulpe PRF-om
zabelezeno je u 50% slucajeva. lako je ovakav vid dentina formiran u velikom broju uzoraka,
njegova prosecna debljina je bila gotovo najmanja u poredenju sa ostalim testiranim
materijalima. Prose¢na debljina novoformiranog dentinskog mosta kod PRF-a je iznosila
158um dok je u kontrolnoj grupi ta vrednost bila 262um. U novostvorenom kalcifikovanom
tkivu konstatovani su disokontinuiteti sa fokusima fibrovaskularne proliferacije. Ispod
dentinskog mosta uocene su celije slicne odontoblastima koje su u vezi sa novonastalim
tubularnim dentinom. Originalni odontoblasti su bili pozicionirani periferno. Oni su
identifikovani zahvaljujuéi njthovom regularnom palisadnom rasporedu, eozinofilnoj
citoplazmi i bazalno postavljenim jedrom. Ovo novostvoreno kalcifikovano tkivo je u vecini

uzoraka bilo nepravilne morfologije, nepotpuno mineralizovano, isprekidanog kontinuiteta sa
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fokusima fibrovaskularnog tkiva. U 50% uzoraka registrovano je formiranje kalcifikovanog
tkiva u vidu dentinskuh ostrvaca.

Molekule BMP i TGF-B su faktori rasta za koje ima najvise eksperimentalnih dokaza da
indukuju diferencijaciju odontoblastima sli¢nih ¢elija [146,241]. Interesantno je napomenuti
da je uocCeno da efekat zavisi od doze faktora rasta, Sto se povezuje sa razliCitim
morfologijama reparativnog dentina koji moze imati pravilnu tubularnu, ali i potpuno
atipi¢nu strukturu. U visokim dozama ovi molekuli mogu da dovedu i do ¢elijske smrti [208].
Novija istrazivanja takode ukazuju da su inflamatorni procesi vazan preduslov za
regeneraciju. Interesantno je napomenuti da, iako proinflamatorni medijatori dovode do
ostecenja pulpnih tkiva, pojedini citokini (tumor necrosis factor a: TNF-a), mogu pod
odredenim uslovima indukovati diferencijaciju stem ¢elija pulpe u odontoblastima sli¢ne
¢elije [177]. lzgleda da pulpo-dentinski kompleks reaguje na medijatore inflamacije u
zavisnosti od doze. Tako male doze, odnosno blaga inflamacija, deluju povoljno i pospesuju
reparatorne procese, dok velike doze i jak inflamatorni odgovor dovode do tkivnog ostecenja
i moguceg odsustva reparatornog odgovora [43]. Zbog toga visoka koncentracija faktora rasta
kod PRF-a i pojava dentinskog mosta kao rezultat ne mora nuzno da predstavlja znak
ocuvanosti (zdravlja) pulpe, ve¢ t0 moze biti protumaceno i kao znak izlecenja ili kao
reakcija na iritaciju.

Rezultati ove studije su pokazali da je aplikovanje Biodentina uzrokovalo formiranje
kompletnog, lateralnog dentinskog mosta i dentinskih ostrvaca u istom procentu (30%).
Prosec¢na debljina kompletnog dentinskog mosta u ovoj studiji je bila 206pum, dok je ta
vrednost u uzorcima kontrolne grupe sa MTA iznosila 262um. Ovo dokazuje da Biodentin
ima sposobnost da indukuje reparativnu dentinogenezu, ali se mehanizam dejstva na osnovu
ovoga ne moze objasniti. Biodentin ima sosobnost da stimuliSe sekreciju TGF B1 iz ¢elija
pulpe koji sledstveno indukuje reparativnu dentinogenezu [133]. Laurent i sar. su 2011.
dokazali statisti¢ki znac¢ajno vecu koli¢inu TGF B1 nakon aplikovanja Biodentina u humanu
kulturu ¢elija pulpe u odnosu na negativhu kontolu ( intaktne humane celije pulpe). U
poredenju sa MTA-om, koli¢ina ovog faktora rasta je bila nesto ve¢a kod Biodentina, ali bez
statisticki znacajne razlike. U ovom istrazivanju u Kkulturi tkiva primeceni su fokusi
mineralizovanog tkiva ve¢ nakon 2 dana, a nakon 14 i 28 dana broj ovakvih fokusa bio je
mnogo veéi sa karakteristikama i morfologijom osteodentina [133]. Tran. i sar su 2012.
dokazali da nakon aplikovanja Biodentina na pulpu pacova dolazi do stvaranja centara
mineralizacije ve¢ nakon 7 dana, i da se pojava reparativnog dentina jasno uocava posle 2
nedelje [229].
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Tokom vezivanja Biodentina dolazi do formiranja gelozne faze u kojoj je omoguéena
dalja jonska razmena. U poredenju sa drugim cementima na bazi kalcijum silikata, ovaj
materijal ima dve prednosti: brze vreme vezivanja (6- 12 minuta) i bolje mehanicke
karakteristike [15].

Proces oc¢vrS¢ivanja rezultuje depozicijom kristala u superzasic¢eni rastvor. U fazi
ocvrs¢ivanja razlikuju se Cetiri faze: neizreagovane Cestice cementa, CSH gel, pore ispunjene
kalcijum hidroksidom i porozni kapilarni prostor [79]. O¢vrsé¢ivanje Biodentina je vremenski
zavisno jer nakon mesSanja praha i teCnosti ne dolazi do ostvarivanja potpune reakcije
vezivanja. Potpuno vezivanje Biodentina ostvaruje tokom 2 nedelje. Tokom inicijalne faze
vezivanja Biodentina, dolazi do pojave poroznosti koja se postepeno popunjava tokom
narednih dana novim kristalnim strukturama. Tokom zavr$ne faze vezivanja, ¢vrsta faza se
pojacava i kona¢no dostize m aksimum [239].

U vise istrazivanja je dokazano da je Biodentin materijal koji svojom bioaktivnocu
dovodi do stimulacije targetnih Celija i diferencijacije fibroblasta pulpe u odontoblaste
odnosno do formiranja reparatornog dentina [133,229,246], $to je u saglasnosti sa ovim
rezultatima. Istrazivanja koja su se bavila indirektnim i direktnim prekrivanjem pulpe
pokazala su da je Biodentin odgovoran za formiranje mineralizovanih ¢vorova odnosno, da je
novoformirano mineralno tkivo imalo neorgansku i organsku kompoziciju dentina ]199]. Na
osnovu ovih nalaza moze se re¢i da je Biodentin sposoban da reparira dentin na svim
delovima gde je on oStecen, $to daje ovom materijalu Sirok spektar indikacija [66,199].

Eksperimentalna studija Tran-a i saradnika na pacovima je pokazala sli¢an efekat
MTA i Biodentina nakon direktnog prekrivanja pulpe u smislu stvaranja dentinskog mosti¢a
(njegove debljine, kontinuiranosti, poroznosti), ali i bolje rezultate u poredenju sa kalcijum
hidroksidom [229]. U ovoj eksperimentalnoj studiji nije bilo statiticki znacajne razlike u
ovim parametrima izmedu Biodentina i MTA.

U eksperimentalnoj ex vivo studiji Laurent i sar. uradeno je DPP Biodentinom na 15
ekstrahovanih tre¢ih molara. Korenovi zuba su zatim potapani u odgovaraju¢e medijume u
trajanju od 2, 14, 28 dana i nakon toga je sprovedena histoloSka analiza. Ustanovljena je
pojava ostrvaca osteodentina u svim uzorcima nakon 14 i 28 dana [133]. U istoj studiji
poredeni su efekti Biodentina, MTA, kalcijum hidroksida i athezivne smole Xeno Il u kulturi
humanih ¢elija pulpe 1 pokazano da Biodentin stimuliSe sekreciju TGF-B1 koji je odgovoran
za reparativne procese u mnogimm tkivima. Dokazano je da nema statisticki znacajne razlike

u koli¢ini sekrecije ovog faktora rasta u poredenju sa efektima MTA 1 kalcijum hidroksida.
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U najnovijoj objavljenoj studija Nowicka i saradnika iz avgusta 2015. Biodentin je
pokazao takode dobre rezultate nakon DPP. Studija je sprovedena na 44 intaktna tre¢a molara
indikovanih za ekstrakciju. DPP je uradeno Biodentinom, kalcijum hidroksidom, MTA i
Univerzalnim bondom (3M ESPE, Seefeld, German). HistoloSkom analizom nakon 6 nedelja
ustanovljena je pojava dentinskog mosta kod svih materijala osim u grupi uzoraka gde je DPP
uradeno bondom. Na osnovu histoloske i CT analize, autori su zakljucili da Biodentin u
poredenju sa ostalim materijalima u najve¢oj meri indukuje formiranje dentinskog mostica i
stimuliSe reparaciju [161]. U ovoj studiji rezultati DPP Biodentinom su pokazali formiranje
kalcifikovanog tkiva nalik originalnom dentinu u 90% uzoraka.

Vecéina istrazivaca istice jasne dokaze o pojavi reparativne dentinogeneze u pulpi
ispod MTA i pojavu kalcifikovanog tkiva posle mesec dana (Hwang i sar. 2008 , Frozoni i
sar. 2012). Oni isti¢u da 33% uzoraka ima kompletan dentinski most (Shahravan i sar. 2011),
dok se posle 8 nedelja dentinski most sa iregularnim tubulima uocava kod 60- 75% uzoraka
(Briso i sar. 2006, Min i sar. 2008, Zarrabi i sar. 2010.). U ovoj studiji MTA je pokazao
formiranje kompletnog dentinskog mosta u 40% uzoraka $to je u saglasnosti sa nalazima
drugih autora. Gomes-Filho i sar. u istrazivanju iz 2012. naglasavaju da MTA konstantno
indukuje formiranje strukturno superiornijeg dentina i u vecoj koli¢ini nego kalcijum
hidroksid [85].

MTA je u ovoj studiji, u vremenskom periodu od 4 nedelje, pokazao sposobnost
stimulisanja pulpnog tkiva i stvaranja kalcifikovane barijere. Dentinski most je bio formiran
u svim uzorcima kontrolne grupe, §to je u saglasnosti sa eksperimentalnom studijom na
svinjama Shayegana i sar. 2009. [200]. Ovaj reparativni dentin bio je u vidu kompletnog
dentinskog mosta odnosno ostrvaca, koja su tezila da uspostave kontakt sa bo¢nim zidovima
dentina i tako zatvore i sa¢uvaju eksponiranu pulpu. Medutim, morfologija novostvorenog
dentina u najveéem broju uzoraka kontrolne grupe nije bila nalik originalnom dentinu.
Uocene su pukotine u dentinu sa fibrovaskularnom proliferacijom i partikule fagocitovanog
materijala. Kompletan dentinski most bio je manje debljine nego kod testiranih materijala
ALBO MPCA 11 ALBO MPCAII.
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6.2. Diskusija rezultata morfoloSke reorganizacije pulpnog tkiva

Pulpo-dentinski kompleks ima regenerativni potencijal u smislu formiranja tercijarnog
dentina (reaktivni i reparatorni). Usled mehanickog eksponiranja pulpnog prostora obi¢no
nastaje ireverzibilno oste¢enje primarnih odontoblasta. Obzirom da su oni terminalni
postmiociti, ne postoji moguénost da se njihovom deobom i proliferacijom nadoknadi nastali
gubitak dentina. Poreklo odontoblastima sli¢nih ¢elija koje u€estvuju u procesu reparativne
dentinogeneze nakon nekroze primarnih odontoblasta, predmet je brojnih studija
[155,159,167]. Rezltati jedne od ovih studija su pokazali da se slabo diferentovane
perivaskularne celije mogu diferentovati u pravcu odontoblastima slicnih Celija [6].
Mehanizam diferencijacije ovih ¢elija u novonastalim uslovima, bez prisustva bazalne
membrane i induktivnog uticaja ¢elija unutrasnjeg glednog epitela nije sasvim jasan [194].

Najveci broj autora smatra da se na mestu povrede aktiviraju stem/progenitorne
¢elije, koje se diferenciraju u ¢elije sliéne odontoblastima i tada stvaraju reparativni dentin
(Frozoni i sar. 2012, Sloan & Smith 2007, Yang i sar. 2010) [73,205, 227]. Reparativni dentin
je ¢esto masivno, atubularno tkivo koje Frozoni naziva osteodentin. Ovakav dentin Cesto ne
samo da nema strukturne karakteristike dentina, ve¢ ni funkcionalna svojstva primarnog
dentina. Celije sli¢ne odontoblastima, po misljenju Franssona i sar. (2011) ne mogu da
pokrenu imunoloske i inflamatorne odgovore koji se vidaju kod primarnih odontoblasta [69].
To moZe biti jedan od razloga za neuspeh u terapiji direktnog prekrivanja pulpe u klinickim
studijama.

U svim ispitivanim uzorcima ove studije ispod novostvorenog mineralizovanog tkiva
su se uocavali odontoblasti sa strukturalnim promenama koje su varirale od vrlo blagih, jedva
primetnih, do potpune destrukcije. MoZe se pretpostaviti da na mestu aplikacije materijala za
direktno prekrivanje pulpe zapravo i nema originalnih odontoblasta, ve¢ se umesto njih
nalaze odontoblastima sli¢ne celije, iako su za njihovu identifikaciju potrebne dodatne
imunohistohemijske analize. One, kao 1 originalni odontoblasti, imaju izduzen oblik,
palisadnu orijentaciju i jasno su polarizovane sa bazalno postavljenim jedrom. Sli¢no
originalnim odontoblastima, imaju sposobnost sinteze i sekrecije ekstracelularnog matriksa
¢jjom mineralizacijom nastaje reparativni dentin. Takode, uocena je veza izmedu gustine
odontoblastima sli¢nih celija, debljine novostvorenog dentinskog mosta i strukturne
organizacije dubljih slojeva pulpe. Uzorci kod kojih je uoc¢ena veca gustina odontoblastima
sli¢nih ¢elija pokazivali su visi nivo o¢uvanosti dubljih slojeva pulpe, Sto je u saglasnosti sa

drugim autorima [56,155,159,200]. Sa porastom broja ovih ¢elija, raste debljina dentinskog
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mosti¢a, pri ¢emu pulpa u radiksnom delu zadrzava svoju fizioloSku morfologiju (Orhan i sar.
2012) [167]. Ovakav vid oCuvanosti dubljih slojeva pulpe i morfoloska reorganizacija
pulpnog tkiva u smislu prisustva ¢elija slicnih odontoblastima koje imaju sekretornu
sposobnost dokaz je biokompatibilnosti testiranih materijala.

Kalcijum silikatni materijali poseduju dobru biokompatibilnost koja se ispoljava
indukcijom formiranja sloja sli¢nog apatitu koji moze da stimuli$e taloZenje mineralizovanog
tkiva na svojoj povrsini I kasnije integraciju sa okolnim tkivom in vivo (Liu i sar. 2011)
[140]. Ovi cementi predstavljaju bogat izvor kalcijumovih i fosfatnih jona, koji su neophodni
za sintezu hidroksiapatita, $to je inace prirodni produkt ¢elija zubne pulpe. Ovim procesima
se moze objasniti njihova biokompatibilnost (Zarrabi i sar. 2010) [247]. Gandolfi i sar. 20009.
su dokazali da kalcijum silikatni cementi (MTA i njemu slicni cementi) pokazuju
osteokonduktivnost, odnosno c¢elijsku adheziju i proliferaciju ¢ak i na sveze zameSanom
cementu [75]. Ovo se deSava verovatno zbog otpustanja silikatnih jona koji mogu da
stimuliSu sintezu kolagena tip 11 diferencijaciju ¢elija u Celije slicne odontoblastima [78,140].
Si-OH grupe na povrSini hidrogela deluju kao centri nukleacije apatitnih precipitacija
(Coleman i sar. 2008) [42].

Biomaterijali bi u kontaktu sa zubnim tkivima trebali da podsti¢u tkivni odgovor u
smislu adhezije, proliferacije i diferencijacije ¢elija. Topografija i hemizam povrSine cementa
takode ima vaznu ulogu u adheziji odontoblasta na biomaterijal. Poznato je da mikro- i nano-
topografija povrsine i adsorbovani proteini direktno uticu na ponasanje i aktivnost ¢elija pre
svega U smislu njihove adhezije i odrzivosti na mestu aplikacije [75]. Nanostrukturne
povrsine kalcijum silikatnih cemenata pokazuju povecanu osteoblastnu adheziju, proliferaciju
i diferencijaciju, jer je i kost sama po sebi nanostrukturna, a veli¢ina i geometrija kristala
mogu modifikovati odgovor okolnog tkiva [75].

Interakcija izmedu materijala za direktno prekrivanje i pulpnog tkiva kao i nacin na
koji se pokrecu i razvijaju procesi izleCenja i regeneracije, nisu jo§ uvek potpuno jasni.
Postoje mnoge hipoteze, ali novije studije glavnu ulogu pripisuju faktorima rasta u
angiogenezi, mobilizaciji progenitornih c¢elija, diferencijaciji 1 konacno mineralizaciji
potpomognutoj biomaterijalima [133].

U ovoj studiji su kao sredstvo za direktno prekrivanje pulpe koris¢ena tri materijala na
bazi kalcijim silikata. Dva su novosintetisana nanomaterijala (ALBO MPCA | i ALBO
MPCA 1II) koji su dobijeni inovativnim tehnikama sinteze (Jokanovi¢ 1 sar.) §to im je
povecalo bioaktivnost, drasticno smanjilo vreme vezivanja (10-15 min), a veli¢ina

nanocestica 1 struktura kristala obezbedila odgovaraju¢u biokompatibilnost koja je potvrdena
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u prethodnim in vitro i in vivo istrazivanjima [166]. Tre¢i materijal na bazi kalcijum silikata
koris¢en u ovoj studiji je bio Biodentin, kome je dodat kalcijum hlorid u te¢noj komponenti
kako bi se skratilo vreme vezivanja [89]. Pokazalo se, medutim, da ti aditivi uglavnhom
povecéavaju toksi¢nost i kompromituju fizi¢ka svojstva odnosno bioaktivnost materijala [227].
Nove formule trikalcijum silikatnih cemenata koje su se pojavile na trzistu (Biodentine i Bio
aggregate) s ciljem da prevazidu nedostatke MTA, imaju duze vreme vezivanja (45min i 4
sata) od nano materijala kori$¢enih u ovoj studiji [89]. To je rezultat pre svega potpuno novog
(inovativnog) nacina Sintetisanja cementa, a ne dodavanja aditiva za ubrzavanje vezivanja.
Bez obzira na vreme vezivanja cemenata ovi novi materijali su pokazali dobre rezultate u
smislu odgovora pulpe nakon direktnog prekrivanja. Prisustvo dentinskog mosta i odsustvo
jake inflamatorne reakcije govore u prilog biokompatibilnosti ovih materijala.

Svojstvo biokeramickih materijala (ALBO MPCA I, ALBO MPCA II, Biodentin,
MTA) je hidroksiapatitni sloj, koji se formira na njihovoj povrSini odmah posle kontakta sa
bioloskim fluidima bogatim fosfatnim jonima. Ovaj sloj moze se integrisati Sa dentinom i
spreciti pojavu mikropukotina i posledi¢ni prodor bakterija tokom vremena [140].

Chen i sar. (2009) su prvi objavili da cementi na bazi kalcijum silikata stimuli$u
ekspresiju kostanih markera (COL-1, ALP, BSP) ve¢ posle 7 dana [36]. D,Anto i sar. (2010) i
Lee i sar. (2010) smatraju da kalcijum silikatni cementi podrzavaju tkivnu regeneraciju tako
Sto utiCu na adheziju, proliferaciju 1 migraciju mezenhimalnih stem celija 1 podsticu
aktiviranje odontoblastnih markera, pre svega ALP-a [48,134]. Iste pozitivne rezultate dobili
su Hakki i sar. (2009) koji su ispitivali efekte razli¢itih kalcijum silikatnih cemenata na
odrzivost i ekspresiju gena vezanih za mineralizaciju cementnog tkiva [92].

Dentinski matriks nije samo skafold za pokretanje 1 razvoj mineralizovanog tkiva, ve¢
je 1 rezervoar faktora rasta koje luce odontoblasti i pulpni fibroblasti [36]. Ovi faktori rasta
hipoteticki daju signal za proliferaciju, diferencijaciju i koncentraciju pulpnih ¢elija na mestu
oStecenja 1 iniciraju regeneraciju tkiva. Specificni faktori koji deluju na stem Celije dentalne
pulpe da odgovori na povredu jo§ nisu identifikovovani [108]. Laurent i sar. (2012) istic¢u da
je uloga i mehanizam delovanja faktora rasta u slucajevima direktnog prekrivanja pulpe, kad
je prirodni odontoblastni sloj unisten, jos uvek nejasan [133].

Poznato je da Emdogen sadrzi gledne proteine koji ucestvuju u odontogenezi, tj. u
recipro¢noj ektodermalno-mezezenhimalnoj signalizaciji koja kontroliSe ovaj proces [93].
Oni takode povecavaju nivo mineralizacionih markera u odontoblastima (sijaloproteina i
osteopontina), koji inaCe predstavljaju glavne nekolagene proteine kosti i dentina [242].

Smatra se da amelogenin i amelin imaju klju¢nu ulogu u stimulaciji ¢elijske signalizacije i
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formiranju i mineralizaciji dentinskog matriksa. Emdogain sadrzi i faktore rasta (TGFR1 i
kostani morfogenetski protein) koji aktivno ucestvuju u ¢elijskoj signalizaciji i stimulisanju
formiranja tkivnog matriksa i njegove mineralizacije [124]. Ovi faktori rasta predstavljaju i
medijatore u procesima tkivne homeostaze, inflamacije, zarastanja i neoangiogeneze.

U ovoj studiji Emdogain je pokazao povoljan odgovor pulpe u smislu stvaranja novog
dentina, iregularne grade, koji se u najve¢em broju uzoraka bio lokalizovan duz lateralnih
zidova dentina, ali bez znacajnih promena u pulpi u smislu njene morfoloske reorganizacije.

Analizirano je i prisustvo dzinovskih ¢elija tipa oko stranog tela (foreign body giant
cells, FBGC) u tkivu nakon aplikacije ispitivanih materijala, a koje predstavljaju aktivirane
tkivne histiocite. DZinovske celije ukazuju da tkivo na Cestice materijala reaguje kao na
prisustvo stranog tela [125]. Za razliku od drugih testiranih materijala, kod Emdogaina je
primecéeno rasipanje materijala u pulpno tkivo, $to je dovelo do reakcije dzinovskih celija
prema stranom telu. Ovi procesi su mozda usporili stvaranje funkcionalnijeg tkiva za
reparaciju posle direktnog prekrivanja. Ovakav nalaz moze se objasniti i geloznom formom
Emdogaina ¢ijim aplikovanjem na pulpnu ranu dolazi do posledi¢nog utiskivanja materijala u
dublje slojeve pulpe.

Uprkos tome, u uzorcima ispunjenim MTA-om i Biodentinom , uo¢en je samo mali
broj dzinovskih ¢elija. U uzorcima kod kojih je pulpa prekrivana materijalima ALBO MPCA
I 1 ALBO MPCA 1I dzinovske ¢elije nisu detektovane ni u jednom uzorku Sto ukazuje na
smanjenu aktivaciju tkivnih histiocita, u poredenju sa drugim ispitivanim materijalima.
Medutim, obzirom na ogranieni broj preseka koji je analiziran u svakom uzorku, za
ocekivati je da bi se serijskim secenjem istih, dublje u tkivu pojavile retke, pojedinacne
dzinovske celije.

Faktori rasta su bioloSki medijatori koji reguliSu klju¢ne procese u reparaciji tkiva,
ukljucujuéi celijsku proliferaciju, diferencijaciju, sintezu ekstracelularnog matriksa i
angiogenezu. Trombociti, osim uce$¢a u hemostazi i inflamaciji, daju doprinos reparaciji
mineralizovanih 1 mekih tkiva. Oni u svojim alfa granulama sadrze mnoS$tvo faktora rasta:
trombocitni faktor rasta (PDGF), transformiSuci faktor rasta B (TGF-f), faktor rasta sli¢an
insulinu (IGF), epidermalni faktor rasta (EGF) i druge (235). Uticaj PRF-a na diferencijaciju i
proliferaciju pojedinih ¢elija bolje je prou€en u in vitro uslovima, a dobijeni rezultati su ¢esto
u medusobnoj koliziji [87,123,127]. Neke klinicke studije pokazale su da primena PRF-a ima
pozitivne efekte na procese reparacije [145], dok se u drugim studijama takav efekat ne

uocava [72]. Ovako kontradiktorni podaci mogu se objasniti razliitim metodoloskim
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postupcima, odnosno razli¢itim koncentracijama PRF-a. Zapravo, jo§ uvek je nejasno koja
koncentracija faktora rasta u PRF-u je optimalna za procese reparacije i regeneracije [72].

Drugaciji rezultati u odnosu na ostale testirane materijale u ovoj studiji u smislu
potpune dezorganizacije pulpnog tkiva su dobijeni jedino kod zuba gde je za DPP koris¢en
PRF. Kod ovih uzoraka uoceno je prisustvo dentinskog mosta atipicne grade nalik
osteodentinu, sloj ¢elija sli¢nih odontoblastima, ali i potpuna dezorganizacija dubljih slojeva
pulpe uz prisustvo venske staze, hemoragije i izrazite zapaljenske reakcije koja nije bila
registrovana kod ostalih testiranih materijala.

Moze se predpostaviti da PRF favorizuje proliferaciju i diferencijaciju odontoblasta.
Podaci o mitogenom efektu PRF na odontoblaste su veoma oskudni. Nasuprot tome, poznato
je da PRF favorizuje mitoti¢ku deobu velikog broja ¢elija, ukljucujuci ¢elije kostanog tkiva,
kostane srzi, mezenhimalne ¢elije, endotelne ¢elije kao i ¢elije osteosarkoma [127].

Veis je ustanovio da odontoblastima slicne Celije zahtevaju adheziju za
odgovarajuéu povrs$inu pre nego Sto zapocnu svoju diferencijaciju i1 ispolje sekretornu
aktivnost. Ustanovljeno je da PRF stimuliSe adheziju i proliferaciju mezenhimalnih ¢elija
periodoncijuma [72]. Moze se pretpostaviti da slian efekat ispoljava i na odontoblaste,
stimuliSuéi reparativnu dentinogenezu.

Rezultati prethodnih studija pokazali su da primena pojedinih faktora rasta, posebno
TGF-B stimulise diferencijaciju odontoblasta i dovodi do oslobadanja endogenih faktora rasta
sadrzanih u organskom matriksu dentina, §to dodatno stimuli$e dentinogenezu [235].

U najvec¢em broju uzoraka iz grupe MTA primecena je reorganizacija tkiva ispod
perforacije u smislu hiperaktivnosti odontoblastima sli¢nih ¢elija i izmenjene morfologije
¢elija u odnosu na odontoblaste Sto potvrduju i rezultati studije na psima Tziafas i sar. 2002
[233]. U kontrolnoj grupi nekroza nije uocena ni u jednom uzorku. U eksperimentalnoj
studiji na psima Tabarsi i sar. 2010, posle direktnog prekrivanja pulpe nekroza je bila
zastupljena u 22,7% uzoraka [216]. Drugaciji nalazi se mogu objasniti ¢injenicom $to je u
ovoj studiji uraden postupak pulpotomije i postavljen MTA, a ne direktno prekrivanje male

povrsine eksponirane pulpe kao u ovoj studiji.
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6.3. Diskusija rezultata inflamatorne reakcije pulpnog tkiva

Odgovor pulpnog tkiva na aplikovani materijal zapo¢inje najpre akutnim zapaljenjem,
koje ne mora biti zastupljeno u svim slu¢ajevima, a koje podrazumeva vaskularnu reakciju sa
infiltracijom neutrofila ¢iji proteoliti¢ki enzimi oStecuju lokalno tkivo [136]. Posle ove vise
ili manje izrazene faze, zapaljenje prelazi u hroni¢no, gde polimorfonukleare zamenjuju
limfociti i makrofagi. Posle 3-5 dana stvaraju se klonovi limfocita i tkivo je infiltrirano
imunokompetentnim ¢elijama (T limfocitima). Oni aktiviraju makrofage (¢elijski adaptivni
imuni sistem) koji tada proizvode razliCite zapaljenske medijatore kao $to su interleukini (IL-
1), prostaglandini (PGE2), tumor necrosis faktor ¢ i drugi [49].

Aplikacija svih eksperimentalnih materijala testiranih u ovom istrazivanju rezultirala
je zapaljenskom reakcijom koja je po svom intezitetu bila sli¢na zapaljenskoj reakciji nastaloj
nakon aplikacije kontrolnog materijala (MTA). U najveCem broju uzoraka zapaljenska
reakcija je ocenjena kao blaga uz prisustvo manjeg broja ¢elija zapaljenja, lokalizovanih u
blizini implantiranih materijala. U 30% uzoraka gde je aplikovan kontrolni materijal
zapaljenska reakcija je ocenjena kao umerena, dok je taj procenat kod ostalih testiranih
materijala bio nesto manji. Ovakav nalaz upucuje na dobru toleranciju aplikovanih materijala
od strane tkiva domacina. Dobijeni rezultati su u skladu sa rezultatima drugih autora koji su
pisali o biokompatibilnosti kalcijum silikatnih materijala [1,197,247], Emdogaina
[5,69,158,159,165], Biodentina [229,133] i PRF-a [103,167].

Kao posledica eksperimentalne perforacije, ali i inicijalnog efekta testiranih materijala
u svim posmatranim uzorcima zuba javila se blaga do umerena zapaljenska reakcija.
Zapaljenski infiltrat se u veéini uzoraka nalazio u neposrednoj blizini postavljenog materijala,
bez daljeg Sirenja u koronarnu pulpu. Najslabiju zapaljensku reakciju, (negde ¢ak i potpuno
odsustvo), pokazali su uzorci gde je kao materijal za direktno prekrivanje koris¢en ALBO
MPCA |, ALBO MPCA II, Emdogain i Biodentin §to se slaze sa nalazima i drugih
istrazivaca, koji nalaze i do 50% uzoraka bez znakova zapaljenja u ranoj fazi (Asgary i sar.
2008 , Da Silva i sar. 2011, Zarrabi i sar. 2010) [11,49,247]. Nakon eksperimentalnog perioda
od 4 nedelje, umereno zapaljene je konstatovano kod polovine uzoraka gde je za DPP
koris¢en PRF i kod trecine uzoraka kontrolne grupe, sto potvrduju i sli¢ni eksperimentalni
nalazi gde se zapaljenje javlja kod vise od 62% uzoraka sa MTA posle dve nedelje, dok
intenzitet opada posle osam nedelja.

Kod 30% uzoraka gde je direktno na pulpu aplikovan PRF, zabeleZena je izrazita

zapaljenska reakcija. Obzirom da je PRF autologna membrana, ostaje za diskusiju statisticki
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znaCajna razlika u inflamatornoj reakciji nakon direktnog prekrivanja pulpe PRF-om i ostalih
testiranih materijala. Izrazita zapaljenska reakcija ne moZze se objasniti ni prisustvom
bakterija u pulpi, jer bojenjem po Grahm-u one nisu detektovane ni u jednom uzorku. Ipak,
mora se imati u vidu da je mikroorganizme, naro€ito kada su prisutni u malom broju, tesko
detektovati tehnikom histohemijskog bojenja, zbog male senzitivnosti ove tehnike. Jedino
objasnjenje za dobijene rezultate predstavlja Cinjenica da je PRF membrana (Zelatinozne
strukture) predstvljala vlaznu sredinu koja je sprecila adekvatno vezivanje glas jonomer
cementa i izazvala posledi¢no mikrocurenje, a mikroorganizmi su mogli biti uklonjeni tokom
pripreme tkiva za histolosku analizu [1]. Gancedo-Caravia i Garcia-Barbero (2006) i
Hiremath i saradnici (2012) zato smatraju da je neophodno preko PRF membrane postaviti
sloj MTA u debljini od 2 mm zbog same hidrofilnosti MTA-a, a nakon toga postaviti glas
jonomer cement [74,103].

Razvoj inflamatorne reakcije nakon aplikacije novih testiranih nanostrukturnih
materijala i Biodentina se pripisuje kalcijum hidroksidu koji se oslobada tokom hidratacije
materijala. Rastvaranjem kalcijum hidroksida oslobada se velika koli¢ina kalcijumovih i
hidroksilnih jona sa posledicnom alkalizacijom sredine. Alkalni pH uzrokuje lokalnu nekrozu
tkiva sa razvojem lokalne inflamatorne reakcije [229]. Makrofagi odstranjuju nekroti¢ni
debris, a mesto odontoblasta zauzimaju odontoblastima sli¢ne ¢elije, koje kao i originalni
odontoblasti imaju sposobnost sinteze i sekrecije organskog matriksa. Njegovom
mineralizacijom nastaje tkivo slicno dentinu. Obzirom na to da apozicija ¢vstog tkiva nije
uocena u studijama koje su koristile inertne materijale, smatra se da koagulaciona nekroza
uzrokovana kalcijum hidroksidom inicira procese mineralizacije u tkivu [190]. Vezivanjem
materijala koli¢ina oslobodenog kalcijum hidroksida se smanjuje, sto stvara povoljnu sredinu
za pocetak ozdravljenja, odnosno zapo€injanje reparatornih procesa u tkivu [31]. Poznato je
takode 1 da kalcijum silikatni cementi indukuju ekspresiju proinflamatornog citokina IL-1, a
Sto se takode pripisuje inicijalno visokim vrednostima pH materijala [37].

Eksperimentalni materijali ALBO MPCA | i ALBO MPCA 1l su po svom sastavu
vrlo sli¢ni MTA-u, §to je i rezultiralo slicnom inflamatornom reakcijom u tkivu nakon
njihove aplikacije. U grupi uzoraka sa PRF-om, uocene su najvece varijabilnosti ocena
inteziteta inflamatorne reakcije, Sto je moglo biti posledica i razli¢ite individualne osetljivosti
eksperimentalnih zivotinja, ali 1 razliCite koncentracije faktora rasta. Upotreba veceg broja
zivotinja, odnosno veceg broja uzoraka svakako bi rezultirala 1 relevantnijom statistickom

analizom dobijenih rezultata.
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Iako u pogledu inteziteta inflamacije nije bilo statisticki znacajnih razlika izmedu
ostalih testiranih materijala, stanje tkiva u uzorcima sa materijalom ALBO MPCA |, ALBO
MPCA 11 i Biodentin je najbolje ocenjeno. Ovakav nalaz moze biti posledica pH materijala,
obzirom da su vrednosti pH ovih materijala (iako alkalne) nize u odnosu na MTA. U literaturi
je dokumentovano da i nesto nize vrednosti pH omogucéavaju aktivnost alkalne fosfataze, pri
¢emu uzrokuju manje zone povrsne nekroze u poredenju sa visoko alkalnim materijalima
[49]. Poznato je takode da pored visokog pH, nastanku nekroze u tkivu nakon implantacije
MTA i sli¢nih materijala, mogu doprineti 1 visoka temperatura tokom vezivanja materijala,
odnosno indukcija citokina IL1 i IL 6. S tim u vezi, odsustvo nekroze u uzorcima sa
materijalima ALBO MPCA 11 ALBO MPCA 1II moglo bi biti 1 posledica niZze temperature
tokom vezivanja materijala odnosno razliite indukcije inflamatornih citokina [173].

Sli¢ni rezultati dobijeni primenom novih nanosintetisanih materijala, Biodentina i
MTA, mogu se objasniti sliénim hemijskim sastavom koji u najveéem procentu sadrze
dikalcijum i trikalcijum silikat. ALBO MPCA | i ALBO-MPCA II su sli¢nog sastava, ali sa
izmenjenom veli¢inom cCestica koja znacajno poboljsava osobine ovih materijala u smislu
kra¢eg vremena vezivanja i moguénosti rada u vlaznoj sredini. Ove osobine znacajno uti¢u na
kvalitet veze (kontakta) ovih materijala sa eksponiranom pulpom i njihov povoljan efekat na
aktivaciju odontoblasta i formiranja dentinskog mosta. Naravno o ovome ima i drugacijih
misljenja. Tako Murray 1 sar. 2003. smatraju da je za zapoc€injanje procesa dentinogeneze od
primarnog znacaja oCuvanost pulpe, odontoblasta, odsustvo infekcije 1 nekroze, a ne vrsta
kori$¢enog materijala [155].

Primenom Emdogain-a u najveéem broju zuba uocena je blaga inflamacija, §to govori
u prilog biokompatibilnosti materijala. Akutna inflamacija 1 nekroza pulpe takode nije uocena
ni u jednom ispitivanom uzorku. To se moze objasniti dobrim rubnim zatvaranjem kaviteta
glas jonomer cementima i asepticnim uslovima rada, ali 1 dobrim imunoloskim statusom
eksperimentalnih Zivotinja. Ipak, u studiji Olsson i sar. iz 2005. na ljudima u kojoj je nakon
pulpotomije aplikovan Emdogain i kalcijum hidroksid uoceno je prisustvo abscesa u po
jednom uzorku u svakoj grupi [165].

Murray 1 sar. smatraju da je za zapocinjanje procesa dentinogeneze od primarnog
znacaja ocuvanost pulpe, odontoblasta, odsustvo infekcije i nekroze, a ne samo aplikovani
materijal [155]. Sli¢ni rezultati u ovoj studiji se mogu delimi¢no objasniti i time, jer je
intervencija uradena u asepti¢nim uslovima sa prekrivanjem minimalne perforacije i dobrim

rubnim zaptivanjem.

113



Zanimljivo je zapaZanje da su celije zapaljenskog infiltrata bile prisutne vise u
centralnim, nego u perifernim delovima pulpe i da se ne mogu dovesti u vezu sa prisustvom
bakterija u pulpi. Odsustvo ¢elija zapaljenskog infiltrata ili vrlo blaga inflamatorna reakcija u
najveem broju uzoraka govori u prilog visokog stepena biokompatibilnosti materijala.
Potpuno odsustvo inflamacije uoceno je u 10% slucajeva kod Biodentina, Emdogaina,
ALBO-MPCA I, ALBO-MPCA II, i MTA. Iako je u ve€ini uzoraka svih testiranih materijala
bila zabelezena blaga inflamatorna reakcija sa ¢elijama zapaljenja prisutnim samo na mestu
eksponirane pulpe, kod 30% uzoraka kontolne grupe bila je prisutna umerena zapaljenjska
reakcija gde su ¢elije zapaljenja registrovane i1 u koronarnoj i u radiksnoj pulpi. Ovakav nalaz
je bio zabelezen i kod polovine uzoraka gde je za DPP kori§¢en PRF. Ovaj inicijalno izrazen
zapaljenski odgovor je rezultat koagulacione nekroze pulpnog tkiva, koje pokrece lanac
procesa koji ¢e dovesti do izle¢enja. Usled bio-degradacije materijala u kontaktu sa tkivnim
fluidima, dolazi do oslobadanja Ca 1 P jona 1 stvaranja alkalnog okruZenja, koje deluje
povoljno na adheziju 1 proliferaciju ¢elija ukljucenih u procese izleCenja (Accorinte i sar.

2008a, Shayegan i sar. 2009, Zarrabi i sar. 2010) [2,200,247].
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6.4. Diskusija rezultata prisustva bakterija

Poznato je da prisustvo bakterija znaCajno usporava procese zarastanjaa pulpne rane.
Faraco Junior 1 Holland (2004), kao i Briso (2006) u ekperimentima na zubima pasa uocavaju
prisustvo gram-pozitivnih coca, a Accorinte i sar. (2008) u ¢ak 10 % uzoraka ljudskih zuba
detektuje gram-negativne mikroorganizme. Ovi autori smatraju da je osnovni problem u
neadekvatnom ispunu i koronarnom curenju (duz marginalne pukotine) ili u rasejavanju
bakterija krvlju tzv. anahorezom.

U ovom istrazivanju bakterije nisu uo¢ene u pulpi ni jednog uzorka, sto je u skladu sa
drugim studijama u kojima se prisustvo mikroorganizama najc¢es¢e povezuje sa neadekvatnim
ispunima i posledi¢nim koronarnim mikrocurenjem [1,66]. Adhezivnost glas jonomer
cementa, koris¢enog za zatvaranje pristupnih kaviteta u ovom istrazivanju, bi mogla biti
objasnjenje dobijenih rezultata. Striktno pridrzavanje protokola o asepti¢nom terapijskom
zahvatu, zatim dobre zaptivne karakteristike i dobra hemijska veza izmedu glas-jonomera,
koji je koris¢en za definitivno zatvaranje pristupnih kaviteta i tvrdih zubnih tkiva govori u
prilog uspesnosti rezultata. Dobar izbor materijala za zatvaranje kaviteta sprecava pojavu
marginalne pukotine i naknadni prodor bakterija do pulpne rane.

Takode, svi materijali testirani u ovom istrazivanju imaju alkalni pH i prema pisanju
pojedinih autora, ispoljavaju antimikrobne efekte na odredene vrste mikroorganizama
[4,225]. Tako nije zabelezeno prisustvo bakterija u pulpi, u manjem broju uzoraka svih
testiranih materijala uoceno je prisustvo malog broja bakterija u dentinskim kanali¢ima.
Tesko je objasniti da li ove bakterije prodiru u dentin tokom terapijske procedure direktnog
prekrivanja ili je njihovo prisustvo u dentinskim kanali¢cima posledica marginalne
mikropropustljivost definitivnog ispuna. Ipak, mora se imati u vidu da je mikroorganizme,
narocito kada su prisutni u malom broju, tesko detektovati tehnikom histohemijskog bojenja
zbog njene male senzitivnosti kao i ¢injenice da su mogli biti uklonjeni tokom pripreme tkiva
za histolosku analizu [1].

Rezultati dobijeni u ovoj studiji su pokazali da sve testirane materijale odlikuje
biokompatibilnost i sposobnost indukcije kalcifikovanog tkiva, s tim da je aplikacija
materijala na bazi kalcijum silikata rezultirala najboljim bioloskim odgovorom tkiva. Dobra
bioloSka svojstva testiranih eksperimentalnih materijala uz znacajno krace vreme vezivanja u
odnosu na MTA i slicne materijale predstavljaju dobru osnovu za njihova dalja in vivo

testiranja u odgovarajuc¢im klini¢kim indikacijama.
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7. ZAKLJUCCI

Na osnovu eksperimentalne in vivo studije na vijetnamskim svinjama u kojoj su

direktno na pulpu aplikovani novi nanostrukturni materijali ALBO MPCA | i ALBO MPCA

I1, Biodentin, Emdogain i PRF moze se zaklluciti sledece:

Svi testirani materijali poseduju bioinduktivni potencijal, tj. indukuju stvaranje
dentinskog mosta i sledstvenu regeneraciju

Kompletan dentinski most je zabelezen u najve¢em broju uzoraka u ALBO MPCA 11
PRF grupi

Najveca debljina kompletnog dentinskog mosta registrovana je posle DPP
materijalima ALBO MPCA | i ALBO MPCA 11

Najmanja debljina dentinskog mosta zabeleZena je posle DPP materijalom PRF
Dentinski most u vidu najbolje organizovanog novoformiranog kalcifikovanog tkiva
uocen je u uzorcima gde su za DPP koris¢eni ALBO MPCA 11 ALBO MPCA 11
Materijal Emdogain je u najveéem broju uzoraka indukovao formiranje lateralnog
dentinskog mosta

Kod uzoraka gde je za DPP koris¢en PRF registrovana je najizrazenija morfoloska
reorganizacija pulpnog tkiva

Najslabija inflamatorna reakcija u pulpi uocena je u uzorcima zuba posle DPP
materijalima ALBO MPCA | i Emdogain

NajizraZzenija inflamatorna reakcija u pulpi je zabeleZena u uzorcima gde je za DPP
koris¢en PRF

Najve¢a volumenska gustina dentinskog mosta je zabeleZzena je posle DPP
materijalom ALBO MPCA |

Najveca volumenska gustina novostvorenih krvnih sudova zabeleZena je posle DPP
materijalom Emdogain

Najveca prosecna povrsina novog dentina uocena je posle DPP materijalom ALBO
MPCA |

Najveca prose¢na povrSina novostvorenih krvnih sudova uocena je posle DPP

Biodentinom

Svi testirani materijali u ovoj studiji su pokazali zadovoljavaju¢i bioinduktivni

potencijal, ali se na osnovu dobijenih rezultata moze zakljuciti da su najbolji efekat na
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regeneraciju pulpe zuba vijethamskih svinja pokazali novosintetisani nanostrukturni
materijali na bazi kalcijum silikatnih sistema ALBO MPCA 1 i ALBO MPCA Il
Novoformirani dentinski most kod ovih materijala je imao karakteristike pravog dentina i u
najvecem broju uzoraka je kompletno zatvarao perforaciju, uz neznatnu reakciju pulpe.
Materijal na bazi kalcijum silikata, Biodentin, je takode pokazao dobre rezultate, ali je
koli¢ina novostvorenog dentina bila ne$to manja nego kod ostalih testiranih materijala.
Bioinduktivni potencijal Emdogain-a na regeneraciju pulpe je takode potvrden i narocito je
bio izrazen U procesima revaskularizacije i neoangiogeneze i formiranju lateralnog dentina
¢ije deponovanje dovodi do suzavanja kanala korena. Primena PRF membrane sa faktorima
rasta svakako predstavlja buduénost ove terapijske procedure obzirom da je potvrden odlican

regenerativni potencijal u smislu stvaranja kompletnog dentinskog mosta.
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UsjaBa o ayTopcTBY

Motnucann-a Mapwjana lNonosuh bajuh

Bpoj nipexca 7/2008

Uzjarrbyjem
[a je QOKTOpCKa aucepTaumja nog HacnosoMm

YTUUAJ AMENONEHUHA, ®AKTOPA PACTA W HOBUX HAHOCTPYKTYPHUX
MATEPWUJATNA HA BA3U KANUWJYM CUNTUKATHUX LEMEHATA HA PETEHEPALIWJY
nynne

e pesynTaT CONCTBEHOT UCTPaXKUBaYKor paja,

e [a npeanoXeHa gucepTauuja y LENWHW HU y AenoBuMa Huje buna npeanoxexa
3a pobujame OuMno koje Aunnome npema CTYAWCKAM nporpamuma apyrux
BMCOKOLLKOSICKNX YCTaHOBa,

e Na Cy pe3yntaTu KOPEeKTHO HaBeaeHU N

e [a HWCaM KpLUMO/Na ayTopcka npaBa U KOPUCTUO WMHTENEKTyanHy CBOjUHY
APYrUX Nuua.

MoTtnuc poktopaHaa

Y Beorpaay, 29.10.2015.




Mpwnor 2.

M3jaBa 0 UICTOBETHOCTU WITaMNaHe U eNeKTpoHCcKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paaa

Mme v npesnme aytopa Mapwujana NMonosuh Bajuh
Bpoj uHoekca  7/2008
Ctyaujckv nporpam  OOKTOPCKe CTyAunje

Hacnos paga YTULAJ AMENOrEHUHA, ®AKTOPA PACTA 1 HOBUX
HAHOCTPYKTYPHUX MATEPUJAINA HA BA3U KANUWUJYM CUITMKATHUAX
CUCTEMA HA PErEHEPALIUJY NYIME

MenTop Mpod. ap Cnasonjyt Kuskosuh

MoTnucanw/a

WsjaBrbyjem Aa je wrtamnaHa Bep3vja MOr JOKTOPCKOr paja MCTOBETHa eneKTPOHCKO)
Bepanju Kojy cam npedao/na 3a objasrbuBake Ha noprtany AurutanHor
peno3uTopujyma YHuBep3uTteTa y Beorpaay.

[ossorbaBam ga ce objaBe MOjM NMUYHW Nojaun BesaHw 3a Aobujare akagemckor
3Bakba JOKTOPa Hayka, Kao LUTO cy MMe W Npe3nMe, roavHa u MecTo pofiewa n gatym
onbpaHe paga.

OBM Nu4yHM nopaum Mmory ce objaBUTW Ha MPEXHWM CcTpaHuuama aurutanHe
BubnnoTeke, y eNeKTPOHCKOM KaTanory u y nybnukauvjama YHueepauteTa y beorpany.

MoTnuc gokropaHaa

Y Beorpagy, 29.10.2015.




Mpwnor 3.

M3jaBa o kopuwhewy

Osnawhyjem YHuBepauteTcky ©ubnuoteky ,Ceetosap MapkoBuh® aa y Odurutantm
penosvTopujyMm YHuBepsuteTa y Beorpagy yHece Mojy AOKTOpCKy AucepTauujy noj
HacnoBoOM:

YTHLAJ AMEJIO'EHHHA, ®PAKTOPA PACTA H HOBUX HAHOCTPYKTYPHHX
MATEPHJAJIA HA BA3H KAJILIHJYM CUJIMKATHHX HEMEHATA HA
PETEHEPALIMJY ITYJIIIE

KOja je Moje ayTopcko Aeno.

AvcepTauujy ca cBMM npunosnma npeaao/na cam y enekTpoHcKoM dhopmaTty norogHom
3a TpajHO apxMBUpat:e.

Mojy fookTopcky AvcepTauumjy noxpamweHy y AurntanHyn penosutopujym YHusepsuTeTa
y Beorpaay mMory aa kopucTe CBM Koju nowwTyjy oapenbe cagpxaHe y oaabpaHom tuny
nuueHue KpeatneHe 3ajeaHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce ognyyuno/na.

1. AyTopcTBO

2. AyTOpCTBO - HEKOoMepLMjanHo

3. AyTopcTBO — Hekomepumjando — 6e3 npepane

4. AyTOpPCTBO — HEKOMEPLUMjanHo — AennTW No4 UCTUM YCIOBUME
5. Aytopcteo — 6e3 npepage

6. AyTOpCTBO — OENUTK NOA UCTUM YCNOBUMa

(Monumo pa 3ao0KpyxuTe camo jedHy oA LWecT NOoHyHeHUX nuueHuuW, KpaTak onuc
NUUeHUn AaT je Ha nonefQuHn nucTa).

MoTnuc pokropaHAaa

Y beorpaay, 29.10.2015. / e
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