Elaboration d’un système de libération contrôlée des facteurs de croissance pour étudier les étapes précoces de la régénération dentinaire
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Introduction : Les études menées sur les mécanismes de la régénération dentinaire ont montré que certains facteurs de croissance (VEGF, PDGF, FGF-2 et TGF β1) sont séquestrés dans la dentine et peuvent être libérés lors des lésions carieuses. Nous avons démontré récemment que ces facteurs peuvent également être libérés par les fibroblastes pulpaires lésés1. L’application exogène de ces facteurs de croissances sur la pulpe exposées in vitro ou in vivo a démontré leur potentiel dans la signalisation de réparation dentinaire2.3.Vue de la fragilité des facteurs de croissance, un système de libération (comme des microsphères biodégradables) est indispensable pour assurer l’efficacité clinique et la régénération tissulaire au site d’application4.  Le but de ce travail est d’étudier l’effet du FGF 2 et du TGF-β1 sur les étapes précoces de la régénération dentinaire en utilisant 2 approches originales:

- L’élaboration des microsphères chargées en FGF-2 et du TGF-β1 pour assurer leur protection et leur libération prolongée. 
- L’évaluation de l’effet des microsphères sur la régénération dentinaire en utilisant un modèle de culture de dents entières ex-vivo.
Matériels et méthodes : La méthode de préparation des microparticules est un procédé physicochimique basé sur une émulsion multiple W/O/W suivie de l'extraction du solvant. Le polymère utilisé est le 'acide poly (lactique-glycolique) PLGA, et pour stabiliser l’émulsion l’Alcool polyvynilique (PVA) est utilisé comme tensioactif. Les microparticules ont été caractérisées morphologiquement au microscope à balayage et confocal et leur taille est mesurée par Granulométrie Laser. L’efficacité d'encapsulation et la cinétique de libération sont vérifiées et le dosage de chaque facteur de croissance a été effectué à l’aide d’un kit ELISA spécifique. La toxicité des microparticules non chargées (test au MTT) et l’effet du FGF-2 et du TGFβ1 sur la prolifération ont été réalisée sur des fibroblastes pulpaires humains. Les coiffages directs sont réalisés en plaçant les microparticules chargées de FGF-2, ou de TGF β1 directement sur l’effraction pulpaire de troisièmes molaires immatures pour 1, 7 ou 15 jours. Le test statistique de Student a été utilisé pour déterminer la signification de résultats.

Résultats: Des particules sphériques avec une surface lisse et régulière et une taille moyenne de 11µm ont été obtenues. Le profil de la libération est caractérisé par un effet burst dans les premières 24h où 30 à 45% de la quantité encapsulée est libérée, ensuite la libération tend à se ralentir conduisant à une libération de 45% du FGF-2 et 65% des TGF(1 au bout de 15 jours.
Les résultats de test MTT ne montre aucun effet toxique des particules sur les fibroblastes pulpaires. Les facteurs de croissance ont gardé leur activité biologique spécifique: stimulation de la prolifération cellulaire par le FGF-2 et inhibition par le TGF β 1. Le travail sur les coiffages pulpaire directs avec les microsphères sur le modèle de culture de dents entières est en cours. 
Conclusions :
Ces résultats montrent que l’utilisation de ce type de microsphères chargées en FGF-2 et TGFß1 est prometteuse dans les études des étapes précoces de la régénération dentinaire, l'activation et la migration des cellules progénitrices de la pulpe dentaire.
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