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1.INTRODUZIONE

L’Implantologia orale si avvale di impianti osteointegrati utilizzati come
supporto per la riabilitazione protesica fissa o rimovibile ed e ormai da
tempo riconosciuta come una metodologia clinica sicura ed in grado di
produrre risultati predicibili nel tempo®.

Diverse soluzioni implantologiche sono entrate a far parte delle opzioni
terapeutiche del protesista, determinando una continua evoluzione del settore
e rendendo, in breve tempo, 1I’implantologia una delle piu affermate branche
della protesica dentale.

Gli impianti dentali piu comunemente utilizzati sono costituiti da una
porzione endossea, la fixture, e da una transmucosa, 1’abutment.

La fixture solitamente ha una forma cilindrica o tronco-conica, e filettata e
trattata con diverse tecniche per ottenere delle rugosita superficiali che ne
accrescano le capacita micro ritentive.

L’abutment in alcuni casi é parte integrante della fixture, ma piu spesso &
collegato ad essa per via di sistemi di ancoraggio, come le viti di
connessione (screw joint).

Il materiale d’elezione utilizzato per la fixture € il Titanio nella sua forma
commercialmente pura di grado 4(CP4). Per la componente trans mucosa,
I’abutment, possono essere utilizzate una lega al Titanio, Ti-6Al-4V
(contenente il 6% di Alluminio e il 4% di Vanadio) o la Zirconia.

Nonostante la buona predicibilita dei risultati ed il successo degli impianti
osteointegrati, dovuta anche alla predilezione dei pazienti per questa
soluzione protesica, bisogna tenere sempre presente che il trattamento
implanto-protesico € una terapia chirurgica elettiva i cui benefici vanno
sempre analizzati in rapporto ai fattori di rischio locali e generali, che
possono influenzare negativamente il risultato finale della riabilitazione.

Per quanto riguarda la forma degli impianti, partendo dalla dottrina di
Branemark, che prevedeva I’impiego di impianti a vite di forma
esclusivamente cilindrica, con spire che potessero consentire un’ottimale
distribuzione dei carichi masticatori, negli anni si sono succedute diverse




forme, viti cave spiraliformi, lame di Linkow, e metodiche quali
I’infibulazione a vite e gli aghi di Scialom.

Dopo che Branemark teorizzo l'intima connessione tra 0sso e impianto, nota
come osteointegrazione, la terapia implantare ha riscosso un successo ed un
consenso sempre pit ampio. Successivi studi di scienziati svedesi fornirono
maggiori dettagli e facilitarono la comprensione dei meccanismi biologici
del fenomeno dell'osteointegrazione. Attualmente gli impianti piu utilizzati
sono quelli a vite, realizzati in Titanio. Studi clinici a lungo termine
(>15anni) certificano i risultati molto soddisfacenti dell'implantologia
osteointegrata (Sistema Branemark) @.

La vite implantare puo presentarsi di forma conica o cilindrica, generalmente
la forma conica viene utilizzata quando debba essere impiegato minor spazio
in regione periapicale.

Non vi sono, comunqgue, studi che documentino un certo vantaggio
nell'utilizzo di impianti a forma conica rispetto a impianti cilindrici.

Gli impianti dentali sono caratterizzati dalla presenza di una filettatura che
garantisce loro una certa stabilita all'atto dell'inserzione, definita stabilita
primaria.

La stabilita primaria € un requisito fondamentale per ottenere
I'osteointegrazione, puo essere definita come la fissazione iniziale
dell'impianto nell'osso, abbastanza resistente a forze di dislocamento che
intervengono al momento del carico immediato o differito®.

Le caratteristiche lavorazioni delle superfici in scala micrometrica e
nanometrica sono state introdotte successivamente rispetto a Branemark, il
quale utilizzava impianti lisci (machined).

| processi additivi, sottrattivi o0 combinati a cui viene sottoposta la superficie
implantare, le conferiscono una certa rugosita e sono volti a migliorare
I'osteointegrazione, per via dello stimolo sull'attivita osteoblastica ed una
maggiore superficie di contatto osso-impianto®,

Un altro fattore fondamentale per il successo della riabilitazione implantare &
la geometria dell’impianto stesso®™. Attualmente la piu utilizzata e la
geometria a spirale, in quanto consente di ampliare la superficie di contatto
0sso-impianto e fornisce un’ottimale distribuzione dei carichi masticatori.




La geometria a spirale di un impianto puo variare in termini di passo delle
spire (numero di spire per unita di lunghezza), profondita e forma delle
stesse.

Sebbene passo e profondita siano elementi fondamentali nella distribuzione
delle forze all’interfaccia osso-impianto, le case implantari da anni hanno
assegnato delle misure standard a queste caratteristiche, mentre lo studio
della forma ottimale delle spire € una branca in costante evoluzione. Il
design ideale dovrebbe massimizzare il contatto iniziale, incrementare la
superficie dell’impianto stesso e migliorare la dissipazione delle forze
all’interfaccia osso-impianto.

Le forme delle spire maggiormente utilizzate sono quelle a “V”, squadrata e
a sperone. La prima viene generalmente usata per fissare componenti
metalliche tra di loro, non per trasmettere carichi.

Quella a sperone, invece, trasmette elevate forze di taglio all’osso®e
pertanto la forma squadrata € quella che consente di ottenere una maggiore
area di contatto, trasmette in modo ottimale i1 carichi compressivi all’osso
circostante®

Un’altra possibilita € quella di creare sulla superficie dell’impianto una
doppia o tripla filettatura, ossia creare 2 o 3 filettature indipendenti che
girino all’unisono e che lascino 2 o 3 solchi allo stesso tempo. Esse ruotano
intorno all’impianto con angoli piu ripidi di quelli convenzionali e si
comportano di fatto come un’unica filettatura (.

Lo studio Ying et al. ha evidenziato che, sebbene sia la singola che la doppia
o tripla filettatura consentono di raggiungere risultati simili in termini di
stabilita primaria dell’impianto, la singola filettatura comporta una migliore
trasmissione dei carichi assiali e la singola e tripla filettatura dimostrano,
rispetto alla doppia, una migliore trasmissione dei carichi in senso bucco-
linguale.



1.2TITANIO

Il Titanio é stato scoperto in una valle della Cornovaglia nel 1790 da
William Gregor, e solo agli inizi del novecento, sono stati effettuati i primi
studi sulle possibili applicazioni, dapprima nell’industria dell’acronautica e
acrospaziale; quindi I’utilizzo in chirurgia ne ha determinato il successo per
la realizzazione di valvole cardiache, come rivestimento per gli apparecchi
bioimmersi, quali pacemakers, articolazioni per le anche, perni per ossa
fratturate e apparecchi acustici.

Attualmente 1’elemento piu utilizzato per la fabbricazione di impianti é il
titanio, commercializzato o in forma pura (grado 4) o sotto forma di lega con
altri metalli. In passato furono proposti anche altri materiali come 1’oro ¢
I’acciaio inossidabile. Il primo viene comunque utilizzato in molte
applicazioni odontoiatriche grazie alla sua resistenza alla corrosione, ma
nella sua forma é troppo “morbido” per essere utilizzato nella maggior parte
dei casi.

Anche I’acciaio viene ad oggi ancora utilizzato, specialmente nella sua
forma austenitica, in molte applicazioni biomediche. Tuttavia neanche
I’acciaio ¢ riuscito a garantire le stesse percentuali di successo dei dispositivi
in Titanio, in quanto solo con esso avviene il processo di osteointegrazione.

Il Titanio presenta proprieta eccellenti dal punto di vista ingegneristico:

e bassa densita (risulta molto leggero)

e buona resistenza meccanica (resistente poco meno dell’acciaio ¢ due
volte piu dell’alluminio)

e basso modulo di elasticita

e Dbassa conduttivita termica

¢ Dbassa espansione termica

e ottima biocompatibilita

e costo relativamente basso

e buona resistenza alla corrosione®

Quest’ultimo ¢ un fattore fondamentale per i materiali metallici ad uso
medico, intesa come la proprieta di resistenza al deterioramento superficiale
a causa di reazioni chimiche conseguenti a fattori ambientali.




Gli impianti in Titanio presentano uno strato inerte di Ossido (Biossido di
Titanio, TiO,) che si forma a contatto con I’aria ed ha una funzione di
protezione della superficie dalla corrosione. Questo strato risulta aderente e
abbastanza sottile (spessore di 3-6nm), e se graffiato o danneggiato, € in
grado di ricostruirsi in presenza di aria o acqua®.

Tutte queste caratteristiche possono essere ulteriormente migliorate
aggiungendo al Titanio puro il 6% di Alluminio e il 4% di Vanadio, creando
cosi la lega definita Ti-6Al-4V (TAV), che e quella oggi maggiormente
commercializzata per uso implantare(®.

In particolare I’ Alluminio migliora la durezza e riduce il peso specifico,
migliorando cosi il modulo di elasticita della lega. Il tutto si traduce in una
maggiore elasticita ed in una piu equa distribuzione del carico nelle zone di
passaggio osso-impianto, dimezzando, insieme al Vanadio, la conducibilita
termica, con un aumento contestuale di resistenza alla fatica e all’usura.

1.2.1 Superfici implantari

Per accelerare il processo di osteointegrazione rispetto a quanto ottenuto da
Branemark con impianti machined (lisci), la continua evoluzione e ricerca
nel campo implantare ha portato ’introduzione, di diversi trattamenti di
superficie per aumentarne la rugosita. Le proprieta meccaniche, chimico-
fisiche e topografiche delle superfici rivestono un ruolo di primaria
importanza nei processi osteointegrati vi € per il successo a lungo termine
dell’impianto.

Le proprieta meccaniche di un dato materiale indicano come esso risponda a
delle sollecitazioni in maniera elastica (deformandosi in modo reversibile) o
in modo anelastico (rompendosi). Nel caso specifico degli impianti dentali &
utile far riferimento a sollecitazioni di tipo periodico, cioé che si ripetono
ciclicamente nel tempo. La resistenza alla fatica fornisce una misura della
capacita di un materiale di resistere a sollecitazioni periodiche, nei corpi
implantari risulta diminuita per superfici con rivestimenti porosi®.

Le proprieta chimico-fisiche di maggior interesse per le superfici implantari
sono la bagnabilita e I'energia libera di superficie. La bagnabilita indica la




tendenza di un liquido di diffondersi su una superficie, I'angolo di contatto
all'interfaccia solido-liquido fornisce una misura della bagnabilita®.

Un'elevata bagnabilita corrisponde ad un‘alta Energia libera di superficie, un
basso grado di impurezza ed una buona idrofilia del corpo implantare, inoltre
favorisce le interazioni tra la superficie implantare ed i fluidi biologici
dell'ospite  nelle fasi iniziali, accelerandone il processo di
osteointegrazione®Y,

Le proprieta topografiche riguardano la macro e la microgeometria
dell'impianto. La macrogeometria e determinata dalla forma e dal tipo di
filettatura della fixture®?,

Le proprieta microtopografiche sono determinate dalla rugosita media di
superficie (Sa, espressa in um) e dalla Surface area ratio (Sdr), che indica la
percentuale di superficie aggiuntiva per il contributo della trama rispetto ad
un piano ideale della dimensione dell'area considerata®®.

Nel 2004, Albrektsson&Wennerberg hanno classificato a livello
micrometrico le superfici implantari come segue®:

» Superfici lisce: Sa<0,5 pm (“smooth”);

» Superfici minimamente ruvide: Sa 0,5-1 um (“minimallyrough”);
» Superfici moderatamente ruvide: Sa 1-2 um (“moderatelyrough”);
» Superfici ruvide: Sa>2 um (“rough”)

Le superfici moderatamente ruvide con un valore di ruvidita superficiale
(Sa) compreso fra 1 e 1,5 um e con un Sdr del 50%, mostrano il piu alto
livello di contatto osso-impianto (BIC), una piu salda fissazione ossea e
quindi una maggiore osteointegrazione dell'osso.

Tali superfici sono, ad oggi, le piu utilizzate dalle case produttrici®®, ma
risulta impossibile catalogare ogni tipologia di superficie esistente, data la
grande varieta in commercio.

Nello studio di una superficie, le caratteristiche da prendere in esame sono
essenzialmente morfologiche e chimiche.

Gli aspetti morfologici da studiare sono: macrotopografici nell'ordine dei
millimetri, quali design implantare e sua filettatura; microtopografici
nell'ordine dei micrometri, quali topografia e geometria superficiale




dell'impianto; e nanotopografici nell'ordine dei nanometri, quindi aspetti
nanostrutturali della superficie.

Al fine di ottenere una ruvidita superficiale esistono diverse tecniche, che si
suddividono principalmente in additive, sottrattive o combinate. Tra i
processi aggiuntivi vi sono i rivestimenti in idrossiapatite o in fosfati di
calcio, il TPS (titanium plasma-spray) e la deposizione ionica. Tra i
procedimenti sottrattivi si hanno I’elettrolevigatura, la levigatura meccanica,
la sabbiatura, I'attacco con acido (mordenzatura acida) e I'anodizzazione
elettrochimica.



1.2.1.1Trattamenti additivi

Titanium Plasma-Spray

Questa tecnica prevede una stratificazione con polvere di Titanio. La polvere
e introdotta in un flusso di gas Argon, eccitato con arco fotovoltaico ed
accelerato a circa 600 m/s. Le particelle di Titanio colpiscono l'elemento
implantare da stratificare, facendo si che la base metallica si leghi alla
polvere di Titanio. Lo strato superficiale cosi ottenuto ha generalmente uno
spessore di 30-50 micron con rugosita profonde 15 micron, consentendo un
ampliamento della superficie del corpo implantare fino a dieci volte®®.

La morfologia tipicamente porosa di questa superficie espone dei picchi
rotondi abbastanza distanziati tra loro ma collegati e cavita poco accentuate.
Spesso I'aumento dei valori di rugosita in questi impianti e eccessivo (Sa > 2
M) e pud comportare un maggior riassorbimento osseo),

Tuttavia questo processo di fabbricazione non e esente da rischi biologici in
guanto in uno studio su pazienti portatori di impianti trattati con TPS e stata
rilevata la presenza di particelle metalliche nei tessuti adiacenti e in organi
quali fegato e milza ed in alcuni gruppi di linfonodi para-aortici®?.

Rivestimenti con Idrossiapatite (HA)

Questa tecnica prevede I’arricchimento della superficie dell’impianto con
fosfati di Calcio (HA),che é stato dimostrato velocizzi 1’adesione degli
osteoblasti e la guarigione del sito. Esistono diverse tecniche studiate per la
deposizione dei fosfati sul corpo impiantare, ma anche in questo caso la piu
utilizzata resta il Plasma-spray, ovvero la stessa procedura adottata per il
TPS. Clinicamente e stato dimostrato che, nonostante il rivestimento in HA
abbia un importante potere osteoconduttivo nell'attivazione di legami tra
impianto e tessuto osseo, esso ha il grande svantaggio di rilasciare residui
nel tempo9),
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1.2.1.2Trattamenti Sottrattivi

Sabbiatura

La sabbiatura (blasting) rappresenta un processo di tipo sottrattivo, che si
realizza per mezzo di particelle sabbianti che agiscono sulla superficie
dell'impianto. Esse vengono fatte fuoriuscire ad alta velocita e ad aria
compressa da un eiettore: la dinamica del contatto con la superficie produce
delle irregolarita. Un requisito delle particelle sabbianti deve essere quello di
non lasciare residui, vengono per questo usate: allumina (Al,O,), corindone

(forma stabile dell’allumina), Fosfati di Calcio (HA), Biossido di Titanio®,

La superficie non si presenta omogenea, ma & comungue abbastanza
regolare, presenta delle cavita vicine tra loro alternate a piccoli picchi. Le
rugosita create con questo metodo variano in base al tipo di particelle
utilizzate nel processo, inoltre le particelle possono anche essere combinate.
La rugosita superficiale ottenuta cresce con l'aumentare della granulometria
delle particelle utilizzate. Non vi e pericolo che si rilascino frammenti di
Titanio, specialmente nelle procedure di inserimento della fixture, questo e
uno dei vantaggi indubbi delle tecniche di Sabbiatura e delle altre metodiche
sottrattive®@?,

Per le superfici in questione il parametro Sa é stato stimato avere un valore
di 1,5 micron con aumento di circa il doppio dell'area superficiale®?,

Mordenzatura Acida

La mordenzatura acida (etching) & un trattamento chimico sottrattivo, che si
realizza con I’immersione dell'impianto in una soluzione acquosa acida non
ossidante. L'immersione avviene a temperatura ambiente o superiore, la
rugosita ottenuta € meno pronunciata rispetto a quella delle superfici
sabbiate. Gli agenti chimici piu utilizzati per questo trattamento sono: acido
cloridrico  (HCI), acido solforico (H,SO,), acido nitrico (HNO;) ed acido
fluoridrico (HF)@2. Va ricordato che con un doppio attacco acido (double
acid etched) oppure incrementando la dose di acido applicato si puo avere un
incremento significativo della rugosita®. Le procedure di mordenzatura
delle superfici implantari sono in continua evoluzione. Il perfezionamento
che si vuole ottenere nella tecnica mira a ridurre il problema di
indebolimento del metallo, dovuto all’impoverimento delle sue proprieta
meccaniche a seguito dell’attacco dell'acido; il rischio ¢ quello di potenziali
fratture e ridotta capacita di carico.

11



Anodizzazione elettrochimica

L’anodizzazione elettrochimica prevede che 1I’impianto venga immerso in
una soluzione elettrolitica con sostanze ioniche oppure ossidanti e collegato
al polo positivo di un circuito elettrico controllato da alimentazione esterna:
la superficie implantare funge cosi da anodo nel processo di reazione.

Per la reazione di anodizzazione ci si avvale di una soluzione elettrolitica
con acidi forti, ad una temperatura di 20-25 °C, applicando un voltaggio di
circa 80V. In questo modo si ottiene una crescita rispetto allo strato di
partenza, la presenza di eventuali contaminanti € trattata con dei lavaggi@®.

Questo tipo di superficie si presenta porosa e con uno strato superficiale che
varia tra i 2 e i 7 micron. Molti fattori entrano in gioco nel procedimento,
potendone influenzare il risultato, tra cui: la temperatura e la composizione
dell'elettrolita, la concentrazione molare dell'acido e la densita di corrente.

Lo strato di ossido superficiale risultera modificato nella sua microstruttura
dal trattamento, determinando cambiamenti rilevanti sia dal punto di vista
meccanico che biochimico. La superficie puo anche diventare bioattiva con
I’aggiunta di ioni  nella  soluzione elettrolitica,  migliorando
I’osteointegrazione®.

Gli impianti anodizzati ovviamente si dimostrano piu performanti rispetto a
quelli con superfici lisce grazie anche alla presenza di ioni Ca o Mg, che
favoriscono 1’osteoconduzione e aumentano il valore Sa®®,
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1.2.1.3Trattamenti combinati

SLA: sabbiatura e mordenzatura acida

Il trattamento combinato di sabbiatura e mordenzatura & stato introdotto
verso la fine degli anni '90, con I’intento di ottenere una microrugosita
superiore di quella ottenuta attraverso i singoli procedimenti.

Nel procedimento classico si esegue prima una sabbiatura con corindone a
grana grossa (250-500 micron), poi una mordenzatura in ambiente acido con
una miscela di acidi forti (generalmente HCI/HSO4) a temperatura elevata.

La mordenzatura permette di ottenere delle microcavita di circa 2-3 micron
che andranno ad aggiungersi alla rugosita di una superficie precedentemente
sabbiata®.

L’evoluzione di questa tecnica ¢ rappresentata da SLActive introdotta da
Straumann® in cui il film di rivestimento di TiO2 e idrossilato ed idratato.
Per preservarne le caratteristiche I’impianto SLActive viene introdotto in
fiale di soluzione isotonica di NaCl con un pH debolmente acido®”.

I miglioramenti della superficie SLActive rispetto alla SLA classica
riguardano I'alta energia libera di superficie e I'ottima bagnabilita®®).
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1.3 AMBIENTE ORALE

Il sito ricevente la riabilitazione supportata da impianti € un ecosistema
formato da habitat molto diversi tra loro, e differisce da altre aree del corpo,
In quanto presenta quattro componenti che lo rendono unico, i denti, le
superfici specializzate delle mucose, la saliva e il fluido crevicolare
gengivale (GCF). E' caratterizzata inoltre da un'elevata dinamicita dovuta
alla continua eliminazione ed introduzione di batteri e alimenti. Tra i fattori
che influenzano I'ambiente orale, i piu importanti sono: l'igiene orale, la
presenza della placca, i trattamenti odontostomatologici, le condizioni di
salute generale, e non ultimo la dieta. L’interesse di questo progetto di
ricerca € stato quello di valutare la presenza di particelle metalliche nella
saliva e nei tessuti perimplantari.

1.3.1 SALIVA

La saliva € il secreto delle ghiandole salivari, rappresentate dalle cosiddette
ghiandole salivari maggiori (parotidi, sottomandibolari e sottolinguali) e
dalle ghiandole salivari minori, disseminate nella mucosa buccale, labiale,
palatale e linguale. La saliva riveste un ruolo determinante nel mantenimento
dell'omeostasi del cavo orale. Essa svolge importanti funzioni:

e digestiva, per il suo contenuto di a-amilasi;

e solvente, emolliente e lubrificante, per il suo contenuto di acqua e
mucina, di particolare importanza sia per la formazione del bolo
alimentare che per garantire un'efficace dissoluzione delle molecole
che agiscono da stimoli gustativi;

e protettiva per i denti e per la mucosa orale ed esofagea, per il suo
contenuto in acqua, ioni, e sostanze antivirali, antibatteriche ed
antimicotiche.

Composizione salivare

La saliva e ipotonica rispetto al plasma ed ha un pH che oscilla tra 6,5 e 7,5.
E composta da due tipi principali di secrezioni: una sierosa, ricca di acqua e
a-amilasi, prodotta principalmente dalle parotidi, e una secrezione mista,
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sierosa e mucosa, molto viscosa, prodotta principalmente dalle ghiandole
sottomandibolari e sottolinguali.

La secrezione mista contiene soprattutto mucina, responsabile dell'azione
lubrificante e protettiva delle superfici epiteliali. All'interno delle ghiandole
Il meccanismo secretorio si sviluppa in due fasi: la prima avviene nel
cosiddetto polo secretorio e la seconda a livello duttale.

La saliva che fuoriesce dal polo secretorio, detta saliva primaria, subisce,
man mano che scorre all'interno del sistema duttale, delle continue
modificazioni, sia per quanto riguarda la componente organica che quella
inorganica. | principali composti organici che la costituiscono sono proteine
secrete dalle cellule duttali e acinari.

Altri composti organici da annoverare sono il cortisolo, ormone prodotto
dalla corteccia surrenalica, ormoni sessuali, il glucosio, la cui concentrazione
e piu bassa rispetto a quella ematica, l'urea ed antigeni del sistema ABO dei
gruppi sanguigni.

Il contenuto elettrolitico della saliva dipende dalla velocita del flusso
salivare all'interno dei dotti, a sua volta regolata dal sistema nervoso
autonomao.

La saliva primaria, quella escreta dalle cellule acinari, € isotonica rispetto al
plasma, presentando le medesime concentrazioni di sodio, cloro, potassio e
bicarbonato. Nei dotti si ha riassorbimento attivo di sodio e secrezione attiva
di potassio.

Dalle cellule duttali vengono estrusi anche ioni bicarbonato e idrogeno
provenienti dalla dissociazione dell'acido carbonico, che si forma grazie
all'anidrasi carbonica: in particolare gli idrogenioni vengono scambiati con
ioni sodio dalla pompa Na*/H* posta a livello della membrana basale, mentre
gli ioni bicarbonato vengono estrusi dal lume da uno scambiatore CI- /
HCO;-.

Il fatto che, come gia detto, la saliva finale sia ipotonica rispetto al plasma,
deriva dal fatto che i dotti striati sono impermeabili all'acqua, mentre
consentono il riassorbimento di ioni.

Quando il flusso cresce, inoltre, il contenuto nella saliva mista di cloro,
sodio, bicarbonato e calcio cresce, mentre quello di potassio e fosfati
diminuisce.
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La dinamica di queste variazioni non € uniforme tra le varie ghiandole e cio
fa si che la composizione della saliva che si puo raccogliere subito dopo
I’inizio di una stimolazione puo essere differente da quella raccolta dopo
diversi minuti di stimolazione continua. Inoltre esistono variazioni
circadiane di alcuni elementi che non dipendono dal flusso salivare.

Proteine salivari

Le proteine salivari nel loro insieme determinano la viscosita e la
consistenza della saliva, ma vi sono anche proteine specifiche che svolgono
particolari funzioni:

= digestiva: fornite dall'a-amilasi, secreta dalle cellule sierose parotidee e
sottomandibolari e responsabile della dissoluzione del legame 1-4
glucosidico delle catene lineari dell'amido, e dalla lipasi, prodotta
sempre dalle cellule sierose in associazione alle ghiandole di von Ebner
della mucosa linguale, responsabile della scissione dei trigliceridi assunti
con la dieta;

= lubrificante: fornita dai 2 tipi di mucine presenti nella saliva, la mucina
G1, secreta dalle cellule acinari delle ghiandole sottomandibolari,
sottolinguali e dalle ghiandole minori di lingua e palato, e la mucina G2,
prodotta invece dalle cellule sierose di varie ghiandole, ad eccezione
delle parotidi;

= omeostasi del calcio: fornita da varie tipologie di proteine che legano il
calcio ed impediscono che esso precipiti formando calcificazioni nei
dotti e nelle ghiandole. Alcune di esse, come ad esempio la staterina,
inibisce anche la formazione di tartaro;

= antibatterica: dovuta all'azione combinata di IgA, prodotte dalle
plasmacellule e successivamente modificate e secrete dalle cellule
acinari e duttali, lisozima, che scinde la parete dei batteri Gram-positivi,
lattoferrina, che legando il ferro impedisce ai batteri di usufruire dello
stesso per il funzionamento dei propri enzimi, istatine, dotate di attivita
antibatterica ed antimicotiva, in particolare nei confronti di Candida
albicans, ed infine magainine, defensine, catelecidine e perossidasi,
dotate tutte di potenti proprieta antibatteriche.
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1.3.2TESSUTI PERIMPLANTARI

La tecnica chirurgica di inserimento implantare prevede la creazione di un
sito, un foro, nell’osso ricevente che, in assenza di reazioni avverse, grazie
ad un’adeguata risposta dell’ospite andra incontro a guarigione,
determinando 1’osteointegrazione dell’impianto.

In una prima fase si formera il coagulo e I’eventuale tessuto necrotico nel
sito verra rimosso dall’attivita osteoclastica, mentre una successiva
differenziazione di cellule osteoprogenitrici in osteoblasti condurra alla
formazione di nuovo tessuto 0sseo.

Per far si che ci0 avvenga, 'impianto deve essere immobile e la reazione
inflammatoria deve essere blanda per coadiuvare i processi di
neoapposizione ossea, mentre se eccessiva puo inficiare la guarigione del
sito®9),

A livello osseo un’intima associazione tra 0sso lamellare e impianto viene
raggiunta dopo diversi mesi, cio dipende dal tipo di osso, dalla tipologia di
superficie implantare e dal carico a cui il sistema viene sottoposto©,

Una volta che I’interfaccia osso-impianto ha raggiunto uno stato stabile, puo
mantenersi per decadi cosi come dimostrato da impianti recuperati a causa di
fratture strutturaliD,

Il raggiungimento di una stabilita primaria e di quella secondaria sono
necessari per il successo implantare e la formazione dell’interfaccia 0sso-
impianto. La stabilita primaria si raggiunge durante 1’intervento, dipende
dalla qualita dell’osso e dal volume disponibile, dalla relazione tra i diametri
del sito chirurgico, dell’impianto stesso e dalla macrogeometria
implantare®2),

L’intimo contatto tra impianto ed 0sso, noto come osteointegrazione, €
accertato in impianti con successo a lungo termine. L’interfaccia si
caratterizza per 1’assenza di un legamento parodontale, presente invece in
elementi naturali, stabilendo un’anchilosi funzionale.

La mancanza del legamento comporta numerose differenze tra dente naturale
e impianto: non € presente una connessione elastica tra elementi dentari e
ossa mascellari e, dunque, ogni problematica occlusale potrebbe avere
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ripercussioni dirette sulla giunzione osso-impianto. Ad esempio non
potranno verificarsi dei compensi come intrusioni od estrusioni di elementi
dentari a causa di un eventuale pre-contatto.

La propriocezione manca del tutto. In dentizione naturale essa é data dai
recettori presenti nel legamento parodontale, quindi nella riabilitazione
implanto-protesica si assiste ad una netta riduzione della sensibilita tattile e
delle funzioni riflesse ad essa correlate 3,

Clinicamente il sondaggio perimplantare mostra valori fisiologicamente piu
elevati rispetto ad un sondaggio parodontale, poiché, contrariamente per cio
che avviene negli elementi naturali, non sono presenti fibre connettivali
inserite sulla superficie dell’impianto @4,

Per valutazioni sulla profondita di tasca, inoltre, e necessario avvalersi di un
punto di riferimento fissato nel tempo, mancando la giunzione amelo-
cementizia.

Per quanto riguarda i tessuti molli, invece tra impianto e dente naturale
esistono numerose correlazioni. L’interfaccia tra cellule epiteliali e
superficie in Titanio dell’impianto ¢ caratterizzata dalla presenza di una
lamina basale e da emidesmosomi, cosi come verificato negli elementi della
serie naturale (%),

Anche il tessuto connettivo perimplantare al di sotto dell’epitelio del solco
sembra essere anatomicamente compatibile a quello di tessuti parodontali(®),

Le dimensioni combinate dell’attacco epiteliale e connettivale determinano
I’Ampiezza biologica, un dato numerico che fa riferimento all’attacco
dell’apparato dento-gengivale dei tessuti sani, e la distanza necessaria
affinché osso e tessuto molle possano mantenere uno stato di salute.

Negli elementi naturali I’ampiezza biologica ¢ stata stimata da Gargiulo
(1961) di un valore pari a 2,04mm; come somma dell’epitelio giunzionale
(0,97mm) e dell’attacco connettivale sovracrestale (1,07mm). Per gli
impianti dentali ostointegrati uno studio di Berglundh&Lindhe (1996) ha
stabilito che un valore accettabile di Ampiezza biologica é di circa 3-4 m,
con un valore di 2mm per DPattacco epiteliale e di 1mm per 1’attacco
connettivale G7),

Il rispetto di tale valore é requisito fondamentale di salute, considerato che
I’ampiezza biologica tende sempre a riformarsi con fenomeni di rescissione
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e riassorbimento osseo, determinando progressione di malattia parodontale o
perimplantare.

Esistono pero alcune importanti differenze:

o La disposizione delle fibre collagene negli impianti & parallela alla
superficie, i fasci non sono mai integrati su di essa, come avviene negli
elementi dentali naturali(®),

o E presente una ridotta vascolarizzazione della gengiva e della mucosa
intorno ad un impianto rispetto ad un dente, a causa anche dell’assenza di
legamento parodontale. Cio, a livello clinico-pratico, rende meno
identificabile il segno del sanguinamento al sondaggio (BoP) nei pazienti
con impianti, in funzione della minor vascolarizzazione del sito 9,

E stato comunque dimostrato che i tessuti molli parodontali e perimplantari
reagiscono allo stesso modo ad insulti di natura flogistica, come ad esempio
I’accumulo di placca, nonostante le diverse differenze strutturali tra di essi.

Patologie dei tessuti perimplantari

Analogamente alle gengiviti ed alle parodontiti che affliggono il parodonto
degli elementi dentari naturali, le mucositi e le perimplantiti vengono
definite come i processi inflammatori che colpiscono i tessuti molli e duri
perimplantari. La progressione di tali patologie puo causare la distruzione
dei tessuti contigui all’impianto.

Spesso la perimplantite puo essere considerata come la naturale evoluzione
di una mucosite non intercettata e trattata in modo opportuno.

La mucosite descrive un processo infiammatorio reversibile dei tessuti molli,
indotto da batteri, con arrossamento, gonfiore e sanguinamento al sondaggio
identificabili come i tipici segni di mucosite, che talvolta non sono
chiaramente visibili.

Contrariamente alla mucosite, il decorso della perimplantite & progressivo ed
irreversibile, la patologia riguarda sia i tessuti duri che i tessuti molli
perimplantari, dunque in questo caso si verifica anche un riassorbimento
0SSeO0.
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La perimplantite determina una progressiva perdita dell’osteointegrazione, a
causa del riassorbimento osseo, la formazione di una tasca, con profondita di
sondaggio, si osservano i segni clinici di inflammazione e la presenza di
suppurazione in fase tardiva.

Le ricerche proposte da vari autori in letteratura indicano una prevalenza
molto diversa della perimplantite, con un range molto vasto che va dal 5% al
64%. Questo range cosi vasto trova spiegazione nella differente popolazione
presa in esame dai diversi studi (9,

Lindhe&Meyle nel 2008 hanno riportato un’incidenza del circa 1’80% per
quanto riguarda le mucositi e varia tra il 28 ed il 56% per le perimplantitid,

Tuttavia un piu recente studio di Mombelli et al.(2012) attesta la prevalenza
delle perimplantiti per il 20% dei pazienti riabilitati con impianti e per il
10% dei siti implantari, sottolineando che un rimodellamento o0sseo
marginale & generalmente presente nelle prime settimane, ma non va
correlato alla perimplantite. La prevalenza delle mucositi € maggiore
interessando il 50% dei siti implantari e circa il 75% dei pazienti2.

La placca e identificabile come il fattore eziologico principale delle
perimplantiti, presentando le stesse specie che si riscontrano nelle
parodontiti croniche (T.forsithia, P.intermedia, P.gengivalis)“),

Un fattore concomitante nella genesi della patologia é considerato essere il
sovraccarico protesico (overload), che da solo non pud comunque essere
responsabile della malattia perimplantare®4).

Differentemente dalle parodontiti e stato riscontrato il suolo determinante
dello Staphilococcus aureus, in quanto mostra una spiccata affinita per il
Titanio delle superfici implantari®“).

Infine, recenti studi hanno evidenziato una correlazione tra la corrosione
delle superfici implantari e le lesioni dei tessuti perimplantari, anche se tale
aspetto e ancora in fase di sperimentazione.
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| fattori di rischio identificati per mucositi e perimplantiti sono (42:46);

o Fumo: determina una perdita di osso stimata crca 0,16 mm/anno.
Igiene orale ed osteointegrazione sono diminuite nei fumatori.

o Scarsa igiene orale

o Tessuto cheratinizzato scarso o assente

o Pregressa parodontite

o Patologie sistemiche o terapie che alterino il metabolismo 0sseo
o Scarsa qualita ossea

o Errata tecnica chirurgica o fallimento dei materiali

La diagnosi delle mucositi e delle perimplantiti si avvale di un corteo
sintomatologico con segni e sintomi d’infiammazione che va dal
coinvolgimento dei tessuti molli perimplantari nella mucosite fino ad
estendersi ai tessuti piu profondi nelle perimplantiti. | principali parametri
clinico-diagnostici per la valutazione dello stato di salute dei tessuti
perimplantari sono:

o Sanguinamento

o Essudazione e suppurazione

o Ipertrofia e tumefazione dei tessuti molli

o Sondaggio perimplantare

o Mobilita implantare

o Osteolisi perimplantare all’esame radiologico

Nella mucosite si ha flogosi dei tessuti molli perimplantari con tumefazione,
edema, sanguinamento al sondaggio e/o spontaneo, dolore alla palpazione ed
alla masticazione con presenza di essudato siero ematico o siero purulento
negli stadi piu avanzati. La mucosite isolata si manifesta senza alterazioni
dei tessuti coinvolti nell’osteointegrazione quindi non si ha coinvolgimento
0sse0 e non compare mobilita implantare, lasciando la possibilita, se
prontamente diagnosticata e trattata, di una completa restituito ad integrum a
terapie rigenerative ¢7),
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Per la diagnosi di mucosite bisogna valutare:
o Indice di sanguinamento 2 (0-3)

o Aumento del PAL

o Incremento del fluido sulculare

o Eventuale presenza di pseudotasca

. Assenza di radiotrasparenza perimplantare (non € coinvolta la
giunzione 0sso-impianto)

Nel caso di un’estensione in profondita del processo infiammatorio alla
mucosite si aggiunge il quadro vero e proprio della perimplantite.

Nella perimplantite ai segni dell’infiammazione si aggiungono un aumento
del sondaggio ed un riassorbimento osseo rispetto al momento del carico
(considerato sondaggio baseline).

Per la diagnosi di perimplantite sono da valutare i seguenti parametri“):
o Dolore localizzato spontaneo e/o alla percussione
o Indice di sanguinamento

) PAL > 3mm valutata nella sua evoluzione avendo come repere non il
margine libero della gengiva ma il margine della connessione impianto-
abutment

° Incremento di fluido sulculare

o Formazione di recessione indicante un processo distruttivo dei tessuti
molli e duri

o Presenza di pseudotasca

o Sanguinamento al sondaggio
o Presenza di suppurazione

o Mobilita implantare

o Esame radiografico con il quale prevalentemente si pone la diagnosi
individuando 1l riassorbimento osseo e la perdita dell’osteointegrazione.
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(Immagini di osteolisi verticali si hanno per un’eziopatogenesi traumatica,
osteolisi “a scodella” per un’eziologia batterica)

La profondita di sondaggio rappresenta un valido parametro di valutazione
del grado di inflammazione e di salute dei tessuti perimplantari, ma la
procedura impone 1’applicazione di una forza di sondaggio comunemente
usata di 0,44 N che risulta lesiva dei tessuti perimplantari con la possibilita
di registrazioni di falsi positivi.

Un sondaggio pari 0 maggiore a 5mm non costituisce da solo un dato di
certezza diagnostico di perimplantite.

L’assenza del sanguinamento al sondaggio leggero ¢ indicativo di un buono
stato di salute del tessuto.

L’esame rx con comparazione dei precedenti livelli ossei aiuta il clinico a
comprendere i segni di uno sviluppo di patologia nei tessuti perimplantari.

La comparsa del segno della mobilita nelle gravi perimplantiti & indice del
fallimento della terapia riabilitativa protesica ed implica che 1’impianto
venga rimosso dal sito.

Il trattamento delle lesioni perimplantari comprende terapie conservative
(non chirurgiche) e chirurgiche. La scelta terapeutica € determinata sulla
base del grado di severita della patologia.

Per quanto riguarda le mucositi 1’approccio ¢ prettamente conservativo.
L’obiettivo principale ¢ quello di ottenere una detossificazione delle
superfici implantari.

La terapia conservativa prevede la pulizia implantare con uso di curette in
Teflon o in plastica, la corretta gestione ed educazione all’igiene orale del
paziente, trattamento fotodinamico con laser, i cui risultati sono discordanti,
applicazioni di antisettici locali come supporto di terapie antibiotiche“®).

Per quanto riguardale perimplantiti, le alternative terapeutiche sono sia
conservative che chirurgiche. La scelta terapeutica e complicata dal fatto che
ad oggi non esiste una classificazione comunemente accettata sui gradi di
severita di tale patologia.

Per una perimplantite di grado lieve, con limitato riassorbimento 0sseo
verticale ed orizzontale, la terapia puo essere prevalentemente conservativa,
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con approcci chirurgici limitati all’eliminazione delle tasche presenti con
lembi a riposizionamento apicale®“d.

Nelle forme moderate di perimplantite si pu0 ricorrere a procedure
aggiuntive durante la terapia meccanica, quali la decontaminazione della
superficie implantare con acido citrico o con EDTA; in alternativa viene
eseguito un debridement ed il polish sulla superficie dell’impianto, che viene
resa piu liscia per evitare un ulteriore attecchimento batterico.

La terapia rigenerativa € riservata alle forme piu gravi, in cui peraltro spesso
si preferisce rimuovere la fixture, onde evitare procedure aggiuntive con
scarsa predicibilita del trattamento®d),
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1.4 CORROSIONE TITANIO

Il termine corrosione indica un processo naturale ed irreversibile di
deterioramento lento e continuo di un materiale, determinando un
peggioramento delle caratteristiche fisiche del materiale stesso. La
corrosione di un metallo pud essere definita come un processo di
degradazione e ricomposizione dovuto all’interazione elettrochimica con
altri elementi presenti nell’ambiente esterno. Il risultato del processo di
corrosione € il rilascio di ioni metallici nel microambiente circostante.

Metalli come il Titanio, il Vanadio e lo Zirconio, vanno incontro a processi
di passivazione nell’ambiente, formando uno strato di ossido superficiale,
che consente a suddetti elementi di resistere alla corrosione9),

Il cavo orale costituisce un ambiente che sottopone a notevoli stress
chimico-fisici i tessuti e i materiali in esso presenti, i fluidi biologici sono in
continuo contatto con le superfici di elementi dentali, delle mucose, di
restauri di natura conservativa o di riabilitazioni protesiche, tra cui gli
impianti®o),

Le variazioni di temperatura e di pH sono piu rilevanti rispetto a qualsiasi
altra parte del corpo umano, favorendo processi di natura corrosiva.
Qualsiasi materiale metallico in uso nelle protesi puo andar incontro a
processi di corrosione, per via dell’ambiente elettrolitico del cavo orale.

Numerosi studi hanno analizzato il comportamento, dopo immersione in
saliva artificiale, di diverse leghe metalliche utilizzate per la fabbricazione
delle fixtures implantari. Il fenomeno maggiormente studiato dagli autori
presi in considerazione ¢ quello di “tribocorrosione”, ossia un processo
chimico irreversibile che scaturisce dall’azione sinergica di corrosione ed
usura dovuta all’abrasione meccanica. La corrosione quindi pud essere non
soltanto di natura elettrochimica, ma anche causata da forze di attrito o da
meccanismi di usura, oppure dall’azione sinergica di queste forze
meccaniche congiunte allo stimolo chimico®-

Nel 2012 Licausi et al.®? hanno messo in evidenza I’influenza del processo
di fabbricazione sul comportamento di tribocorrosione della lega Ti6Al4V
dopo I’immersione in saliva artificiale con e senza aggiunta di fluoro. In
particolare hanno ricavato dei campioni delle dimensioni di 20x20x2mm? di
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lega Ti6Al4V (grado 5), fabbricati con 2 differenti metodiche, fusione e
metallurgia delle polveri, li hanno puliti e lucidati al fine di rimuovere ogni
impurita, e li hanno immersi in 4 differenti soluzioni: saliva artificiale di
Fusayama(AS); AS + 100ppm di fluoruro di sodio (NaF); AS + 1000
ppmNaF; soluzione commerciale per sciacqui orali (MW) con 112ppm NaF.

Tutti i test sono stati condotti a 37£1° in condizioni aerate. Il comportamento
elettrochimico dei campioni e stato studiato mediante un potenziostato e
sono state disegnate le curve di polarizzazione di tutte le soluzioni.

Le analisi di tribocorrosione sono state effettuate collegando al campione
una sfera di allumina, che ruotando scorre lungo la superficie del campione,
e analizzando I’evoluzione del potenziale a circuito aperto (OCP) in
relazione al tempo prima, durante e dopo lo scorrimento. | risultati sono
rappresentati nel Grafico 1.4.1
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Grafico 1.4.1: Valori del potenziale a circuito aperto (OCP) di tutte le soluzioni in relazione
al tempo per i campioni ottenuti mediante fusione (sinistra) e metallurgia delle polveri
(destra)

Le misurazioni prima dell’applicazione del movimento sono compatibili con
la presenza del film di ossido di titanio sulla superficie. Il brusco calo del
potenziale che si osserva & dovuto alla depassivazione indotta dallo
sfregamento meccanico della sfera sulla superficie del campione e
I’esposizione di Titanio “fresco” alla soluzione.

Il mantenimento di un livello basso dimostra che la superficie non € in grado
di ripristinare il film di biossido mentre & ancora in atto lo sfregamento,
anche se sono evidenti delle transizioni dell’ampiezza di 0,1V, che stanno ad
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indicare D’instaurarsi di un equilibrio dinamico tra depassivazione e
ripassivazione.

Infine, al termine dello scorrimento, il potenziale subisce un brusco rialzo
dovuto alla rigenerazione del film di biossido. ldealmente il potenziale
dovrebbe tornare ai valori iniziali, dimostrando che il film neogenerato abbia
le stesse proprieta di quello rimosso dall’azione meccanica, ma la
ripassivazione non € istantanea e i valori originali vengono raggiunti solo
dopo lungo periodo di tempo.

L’unica soluzione ad aver raggiunto valori di potenziale simili a quelli
precedenti lo scorrimento € stata la soluzione di saliva artificiale con
aggiunta di 100 ppm NaF.

| risultati di questo studio, in accordo con quelli di altri autori, dimostrano
che i valori di OCP durante lo sfregamento sono piu bassi nelle soluzioni
MW e AS + 1000pm. Questo fenomeno é dovuto alla capacita del fluoro di
accelerare lo scambio di cariche elettriche tra la lega e ’ambiente in cui ¢
immersa.

Il rilascio di ioni metallici da parte dell’impianto nei tessuti circostanti, la
loro biodistribuzione nel corpo e la loro destinazione finale, sono
problematiche centrali nella valutazione della biocompatibilita del materiale.

Il problema di salute per il paziente protesizzato con impianti € legato alla
lunga durata della terapia implantare, con dei rischi maggiori per affezioni
del sito implantare stesso, ma anche legati a potenziali effetti tossici
sistemici e rischi biologici non ancora ben approfonditi e definiti in
letteratura internazionale.

Il titanio e le sue leghe sono considerati materiali molto biocompatibili
grazie anche alla resistenza mostrata ai processi di corrosione, tuttavia
nessun metallo o lega si mostra totalmente inerte in vivo e soprattutto
nell’ultimo decennio diversi studi hanno focalizzato la loro attenzione su
questo aspetto, dimostrando che anche gli impianti in Titanio possono andar
incontro a corrosione nell’ambiente orale.

Nel 2013 J.A.Abraham et al.®® hanno analizzato i fluidi orali (saliva e fluido
crevicolare) di pazienti portatori di protesi implantari. Per lo studio si sono
avvalsi della spettrofotometria a riflessione totale (TXRF) per determinare le
concentrazioni di Ti, V e Al in campioni di saliva e di fluido crevicolare
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prelevati mediante pipette pre-calibrate direttamente dalla gengiva marginale
degli incisivi inferiori.

| campioni raccolti sono stati depositati su supporti acrilici e lasciati ad
asciugare. | dati raccolti sono rappresentati nella Tabellal.4.1

Sample type Saliva Gingival crevice fluid

Elements Ti Vv Al Ti vV Al
No-implant 25405 0.5+0.4 6+5 1.3+04 0.1+0.1 5+4
Implant 2.8+0.4 0.07 +0.06 4+3 22+7 0.08+0.07 3+2

Tabella 1.4.1 Concentrazione media di Titanio, Vanadio e Alluminio (in pg/ml) nella saliva e
nel fluido crevicolare nel gruppo di pazienti implantosupportati e nel gruppo di controllo.

La concentrazione di titanio nel fluido crevicolare dei pazienti con impianti
era notevolmente superiore (22+7ug/ml) rispetto a quella del gruppo di
controllo (1.3+4ug/ml). L’aumento di concentrazione del Titanio non poteva
che derivare dagli impianti, in quanto nei pazienti non erano presenti altre
fonti di tale metallo. Inoltre non sono state evidenziate differenze
statisticamente significative nelle concentrazioni salivari di Titanio tra il
gruppo sperimentale (2,8+0,5ug/ml) e quello di controllo (2,5£0,5ug/ml).

Questo dato indica che gli ioni rilasciati dagli impianti vengono assorbiti
tramite il fluido crevicolare e metabolizzati dagli organi interni senza
raggiungere le ghiandole salivari. Per quanto riguarda alluminio e vanadio
non sono state rilevate differenze statisticamente significative tra il gruppo
sperimentale e quello di controllo.

Sempre nel 2013 Rodrigues et al.®?in uno studio su cinque impianti estratti,
ha indicato la corrosione delle superfici implantari come una delle cause
scatenanti le perimplantiti. E stata evidenziata 1’importanza dell’ambiente
acido, capace di favorire 1’ossidazione del metallo nel cavo orale. Gli
Impianti soggetti ad azione corrosiva mostravano superfici con graffi,
erosioni, microfratture, fessure e destratificazione.

Inoltre I’ossidazione del Titanio ¢ stata riscontrata nei campioni soggetti a
corrosione e mostrava il caratteristico colore dello ione Titanio trivalente

(Ti*%).
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Nelle analisi al SEM/EDS le superfici corrose si presentano con aree in cui il
Titanio € presente e ben rappresentato, alternate ad aree in cui vi e la
completa deplezione del film di rivestimento di ossido di Titanio (Figura
1.4).

Figural.4.1: Impianto con superficie danneggiata e ossidazione del TiO, con formazione di Ti+3

E stato ipotizzato che i prodotti della corrosione, ovvero gli ioni metallici (in
prevalenza ioni Ti) potrebbero generare reazioni avverse nei tessuti contigui.
Il processo di osteointegrazione puo essere inficiato dalla perdita dello strato
di ossido superficiale.

Sempre secondo Rodrigues et al. si puo evincere che 1’azione congiunta di
stimoli elettrochimici, biofilm batterico e carico implantare possono
coesistere in vivo, determinare la degradazione della superficie e creare i
presupposti per generare lesioni perimplantari ¢4

Makahira et al®®hanno dimostrato in uno studio in vitro effetti lesivi degli
ioni Ti a carico di cellule epiteliali gengivali (gingival epitelial like cell). Gli
ioni Titanio sembrano indurre una certa citotossicita ed una maggior
suscettibilita al lipopolisaccaride del patogeno P.Gengivalis.

E ipotizzabile, infatti, che gli ioni Ti si rendano responsabili di reazioni
inflammatorie, con presenza di infiltrato monocito-macrofagico, rendendo
piu vulnerabili le cellule epiteliali all’azione dei patogeni del cavo orale®®.

29



Per cio che riguarda possibili effetti sul riassorbimento osseo, nel 2009
Y.Mine et al.®*®hanno osservato che la presenza di ioni Titanio potrebbe
avere un effetto sul metabolismo osseo a livello di espressione genica in
cellule osteoprogenitrici.

Il risultato e quello di inibire la differenziazione osteoblastica ed interferire
sul rapporto tra espressione genica tra RANKL e OPG, determinando un
conseguente aumento dell’attivita osteoclastica.

Un quadro che indica come gli ioni Titanio possano avere effetti negativi sul
rimodellamento osseo sull’interfaccia tra tessuti biologici e impianto®®),

Questi dati sono stati confermati da un pit recente articolo di Wachi et al.®”
pubblicato nel 2014 sulla rivista Toxicology, in cui I’attivita degli ioni Ti ¢
considerata come responsabile dell’infiltrato infiammatorio nei tessuti
perimplantari, il quale puo generare una aumentata attivita osteoclastica con
eccessivo riassorbimento osseo e una concomitante aumentata suscettibilita
al microorganismi, con processi infettivi nei tessuti molli. Anche in tal caso,
risulta chiaro come gli ioni Ti nei tessuti perimplantari possano giocare un
ruolo chiave nello sviluppo o quantomeno nella promozione di mucositi e
perimplantiti®?,

Nel 2013 sulla rivista Journal of Periodontology € stato pubblicato uno dei
primi studi in vivo sulla presenza di particelle di Titanio nei tessuti
perimplantari, realizzato da Olmedo et al®®. Lo studio ha riguardato un
totale di 30 pazienti portatori di impianti dentali, suddivisi in due gruppi: un
primo gruppo di pazienti con tessuti clinicamente sani, un secondo gruppo di
pazienti affetti da perimplantite.

Per lo studio é stato effettuato un prelievo citologico nei tessuti
perimplantari, quale metodica non invasiva e non traumatizzante. L’obiettivo
perseguito dallo studio era quello di accertare la presenza di particelle
metalliche nelle cellule della mucosa adiacente all’impianto.

Per verificare cio, sui campioni sono stati eseguiti esami istologici e una
microanalisi ICP-MS. | risultati hanno dimostrato la maggior presenza di
particelle metalliche nei tessuti affetti da patologia, ma rilevando tracce di
metalli anche nei tessuti sani.

L’analisi microchimica con ICP-MS ha confermato la presenza di Titanio in
entrambi i gruppi, con una concentrazione maggiore nei pazienti affetti da
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lesione perimplantare, in cui si riscontravano particelle metalliche inglobate
all’interno delle cellule prelevate. Nei pazienti sani, invece, il metallo era
riscontrato all’esterno delle cellule prelevate.

Seppur con i limiti del caso, questo studio ha rappresentato un primo
Importante passo per esaminare la presenza di metalli rilasciati dalla
superficie implantare nei tessuti.

Infine nel settembre del 2015 uno studio pubblicato su Clinical Oral
Implants Research di Fretwurst et al®® ha accertato la presenza di particelle
Ti nelle biopsie di nove pazienti su dodici (75% dei casi). Lo studio e stato
condotto su pazienti affetti da perimplantite di grado severo con indicazione
alla rimozione della fixture. Oltre all’analisi istologica, che ha rilevato
infiltrato inflammatorio con popolazioni linfocitarie e macrofagi che, e stata
effettuata anche una microanalisi qualitativa e quantitativa mediante
spettroscopia a fluorescenza a radiazione di sincrotrone (SRXRF) (Figl.4.2).

Tra 1 metalli presenti e stata rilevata anche una minima presenza di Ferro,
presumibilmente derivante dalla superficie dell’impianto, in quanto il Ti CP
di grado IV contiene tracce di questo elemento che conferisce maggior
resistenza alla lega®?).
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Figura 1.4.2 SRXRF per gli elementi Ca, P, Ti e Fe nei tessuti molli. La grandezza della
sezione & 30.0 x 30.0 um2. Alte concentrazioni sono illustrate con il rosso scuro e basse
concentrazioni con il blu scuro. La sezione rossa mostra la regione di analisi del

sincrotrone®?,
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1.50BIETTIVO RICERCA

Il seguente progetto di ricerca ha avuto come scopo la valutazione
dell’eventuale presenza di titanio e altri elementi metallici nell’ambiente
orale, derivante dalla superficie di impianti dentali.

Il lavoro di ricerca nella fase preliminare é stato improntato, attraverso uno
studio in vitro, nella determinazione di Titanio ed altri metalli nella saliva
umana, dove sono stati immersi gruppi di impianti sottoposti a trattamenti
superficiali differenti e successivamente sulla base dei dati raccolti effettuato
uno studio in vivo sui tessuti perimplantari.

Per questo studio sono stati testati un totale di 10 impianti, 5 per ogni
tipologia di impianto, distinti in 2 macrogruppi:

e Gruppo A: impianti con superficie sabbiata con particelle di
ossido di alluminio a grana media (250pum) e mordenzata con
una soluzione di acido fluoridrico al 3% e acido nitrico al 30%.
Il core della fixture risulta costituito da titanio
commercialmente puro di grado 4.

e Gruppo B: impianti con superficie realizzata mediante
microsabbiatura con polveri di fosfato di calcio, seguita da
acidificazione e pulitura in camera bianca. Il core della fixture
risulta costituito da titanio commercialmente puro di grado 4.

Tutti i campioni sono stati immersi, usando materiale sterile in ambiente
sterile sotto cappa, in 10 ml di saliva umana, contenuta in provette sterili e
prelevata da 4 pazienti sani, 2 maschi e 2 femmine, che rispettavano
determinati criteri di inclusione (Tabella 1.5.1).

CRITERI DI INCLUSIONE

Nessun segno clinico di patologie della mucosa orale

Nessun segno clinico di inflammazione

Solco gengivale profondo massimo 3 mm

Nessuna carie 0 white spot attivi

Non in stato di gravidanza o di allattamento

Nessun trattamento antibiotico nei 3 mesi precedenti

Non fumatore
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Nessuna patologia sistemica
Nessun impianto
Nessuna ricostruzione metallica in bocca

Firma del consenso informato
Tabella 1.5.1: Criteri d'inclusione

Due impianti, uno per ogni gruppo, presi come controllo sono stati immersi
in 10 ml di soluzione fisiologica sterile (0,9% NaCl). Tutti i campioni sono
stati poi posti in incubatrice a 37°C (Fig.1.5.1) per 30 giorni.

Fig.1.5.1: Incubatrice con dettaglio della temperatura

Sono state annotate variazioni macroscopiche del sedimento e della
colorazione del liquido prima della costituzione dei campioni (TO0), al giorno
1 (T1) (Fig. 1.5.2), dopo una settimana (T2) (Fig. 1.5.3), dopo due settimane
(T3) (Fig. 1.5.4) e dopo un mese (T4).

Fig.1.5.2T1 Fig.1.5.3 T2 Fig.1.5.4 T3
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Sono stati prelevati mediante pipette sterili 3 ml del liquido e del materiale
in esso contenuto al giorno TO, T1, T2, T3, T4 ed é stata valutata la presenza
di particelle metalliche mediante spettrometria di massa al plasma
induttivamente accoppiato (ICP-MS).

L'analisi al giorno TO (solo saliva) ha avuto lo scopo di evidenziare eventuali
ioni metallici gia presenti in saliva prima dell'esperimento. Due provette,
infine, sono state riempite con 10 ml di saliva cadauna, lasciate in
incubatrice a 37°C per tutta la durata dell'esperimento ed analizzate
mediante ICP-MS al quattordicesimo giorno, per valutare I'eventuale
variazione del sedimento e della composizione salivare.

La saliva umana e stata prelevata da 4 pazienti sani, 2 maschi e 2 femmine,
di eta compresa tra i 24 e i 45 anni (eta media 33 anni), che rispettavano i
criteri di inclusione elencati nella tabella 1.5.1.

Sono stati prelevati da ogni paziente 20 ml di saliva con il metodo del
drenaggio non stimolato ®%, ossia lasciando scorrere passivamente la saliva
stessa dal labbro inferiore direttamente in appositi contenitori sterili (Fig.
1.5.5).

Fig.1.5.5 Contenitori sterili contenenti campioni di saliva prelevati dai pazienti

Tutta la saliva prelevata € stata quindi mescolata per avere la stessa
composizione in ciascun campione e ridistribuita all'interno delle apposite
provette sterili.

Sono stati esequiti ulteriori prelievi di saliva dai pazienti, avendo cura di non
modificare le consuete abitudini d'igiene, al giorno 2, al giorno 8 e al giorno

34



16, giorni alterni rispetto a quelli di analisi per non inficiare le
concentrazioni presenti, al fine di aggiungere 2 ml di saliva ad ogni
campione per mantenere attivo il terreno di coltura.

A tutti i campioni, negli stessi giorni, e stata aggiunta della placca prelevata
dai primi molari superiori e inferiori mediante curettes in teflon.

La spettrometria di massa al plasma induttivamente accoppiato (ICP-MS) e
una tecnica analitica versatile, rapida ed estremamente sensibile che
permette di effettuare accurate analisi multi-elementari ed isotopiche.

E pertanto in grado di determinare diverse sostanze inorganiche metalliche e
non metalliche presenti in concentrazioni inferiori a una parte per miliardo.
Si avvale dell’utilizzo di una torcia al plasma ICP per produrre la
ionizzazione, e di uno spettrometro di massa per la separazione e rilevazione
degli ioni prodotti.

Per tale esperimento € stato concesso dal Prof. Maurizio Barbieri
dell'Universita “La Sapienza” di Roma, 1’utilizzo dello spettrometro di
massa accoppiato al plasma induttivo (ICP-MS) Thermo Fischer X Series 2
(Fig.1.5.6), presente nel Dipartimento di Geochimica della stessa Universita.

Fig.1.5.6 Spettrometro di massa accoppiato al plasma induttivo (ICP-MS)
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Tutti 1 campioni di saliva prelevati sono stati posti in congelatore alla
temperatura di 1°C, al fine di bloccare qualsiasi processo biologico ancora in
atto, e scongelati solo al momento di effettuare I'analisi. Una volta tornati
allo stato liquido, sono stati essiccati utilizzando delle piastre
riscaldanti(Fig.1.5.7) e subito riportati ad un volume di 5 ml mediante una
soluzione di acqua acidificata con acido nitrico (HNO;) al 3%.

Fig.1.5.7 Essiccamento dei campioni mediante piastre riscaldanti

E stata quindi effettuata la ricerca di Alluminio (Al), Titanio (Ti), Vanadio
(V), Cromo (Cr), Manganese (Mn), Ferro (Fe), Cobalto (Co), Nichel (Ni),
Rame (Cu) e Arsenico (As) utilizzando 5 standard per la retta di calibrazione
con concentrazione di 1 ppb, 5 ppb, 10 ppb, 25 ppb, 50 ppb.

Nella tabella 1.5.2 sono riportati i dati ottenuti dall’analisi con ICP-MS.
Tutti i valori sono espressi in pg/l e rappresentano la media aritmetica dei
valori ottenuti per ogni gruppo per la saliva pura senza impianti al giorno 0
(TO) e al giorno 30 (TOi), gli impianti immersi in soluzione fisiologica per
30 giorni (GCA e GCB) e i campioni di saliva con impianti prelevati dopo
un giorno (T1), una settimana (T2), due settimane (T3) e 30 giorni (T4).
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Al Ti V Cr Mn Fe Co Ni Cu As

TO 13,725 | <0,001 0,19 0,81 6,954 | 9,855 | 0,101 | <0,001 | 3,012 0,37

TOi 11,542 | <0,001 | 0,182 | 0,764 | 7,045 | 11,869 | 0,098 | <0,001 | 2,977 | 0,431

GCA | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001

GCB | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001

T1A | 17,37 | <0,001 | 0,103 | 0,194 | 1,016 | 8539 | 0,096 | <0,001 | 1,555 | 0,335

T1iB 16,27 | <0,001 | 0,126 | 0,533 | 1,056 | 9,879 | 0,079 | <0,001 | 1,963 | 0,374

T2A | 16,521 | <0,001 | 0,125 | 0,267 2,12 10,439 | 0,091 | <0,001 | 1,568 0,38

T2B | 13,701 | 0,035 0,236 | 0,788 | 1,362 12,27 | 0,099 0,249 2,835 | 0,185

T3A | 17,01 | <0,001 | 0,237 | 0,423 2,91 11,794 | 0,102 | <0,001 | 1,608 | 0,336

T3B | 15862 | 0,186 | 0,358 | 0,912 | 1,522 | 14,908 | 0,134 0,301 3,784 | 0,202

T4A | 17,81 | <0,001 | 0,153 | 0,653 4,01 13,094 | 0,11 <0,001 | 1,726 0,34

T4B | 17,629 | 0,207 0,549 | 1,117 | 1,846 16,08 | 0,159 0,38 4,320 | 0,231

Tabellal.5.2 Risultati delle analisi con ICP-MS

| risultati riportati nella tabella 1.5.2 mostrano chiaramente che la saliva di
pazienti privi di impianti dentali e di otturazioni metalliche (TQ) conteneva
gia di per sé quasi tutti gli elementi metallici ricercati nell’esperimento, ad
eccezione di titanio e nichel.

g/l
20
18 m Al
16 mTi
14 iy
12 mCr
10 M Fe
8 Ni
6
Cu
4 —
As
2 [
i & 5 = 8 : : S B iF ESEISF A5 S IS 85
TO TOi GCA GCB T1A T1B T2A T2B T3A T3B T4A T4B

Graficol.5.1 Istogramma rappresentante i valori della Tabella 1.5.2
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Nelle analisi dei campioni di saliva in cui erano stati inoculati due diverse
tipologie di impianti, al giorno 1 (T1) e al giorno 7 (T2), per entrambi i
gruppi esaminati non si € assistito a variazioni significative della
concentrazione degli stessi elementi, con livelli di titanio e nichel ancora
troppo bassi per essere misurati con precisione. Dopo due settimane (T3),
invece, nella saliva in cui erano stati immersi gli impianti del gruppo B sono
state rilevate per la prima volta concentrazioni apprezzabili di titanio, con un
valore medio 0,186 pg/l, e di nichel, con un valore medio di 0,301pg/l,
mentre nel gruppo A non si avvertiva alcuna variazione.

Sempre per quanto riguarda i campioni di saliva in cui erano stati immersi
gli impianti del gruppo B, la concentrazione media di vanadio dopo due
settimane era considerevolmente aumentata, passando da 0,236ug/l rilevata
al T2 a 0,358 ug/l rilevata al T3. Dopo un mese (T4), sempre per il gruppo
B, le concentrazioni di titanio, vanadio e nichel erano nuovamente
aumentate, mentre quelle degli altri elementi presi in esame tendevano a
rimanere stabili.

| due impianti immersi in soluzione fisiologica per 30 giorni e presi come
controllo (GCA e GCB), invece, non hanno prodotto un significativo rilascio
di ioni metallici rispetto a quelli inoculati in saliva umana.

Dai risultati appena illustrati si puo evincere che gli impianti appartenenti al
gruppo B, con superficie realizzata mediante microsabbiatura con polveri di
fosfato di calcio e successivamente sottoposta ad acidificazione, gia dopo
una settimana di immersione in saliva umana a 37°C, rilasciavano ioni
titanio, vanadio e nichel in quantita superiori a quelle presenti normalmente
nella saliva umana di pazienti privi di impianti od otturazioni metalliche.

Gli impianti del gruppo A, caratterizzati da superficie sabbiata con particelle
di ossido di alluminio a grana media (250um) e mordenzata con una
soluzione di acido fluoridrico al 3% e acido nitrico al 30%, non mostravano
invece alcun rilascio di ioni metallici.

Dalle differenze tra i campioni di fisiologica e quelli di saliva in cui erano
stati immersi gli stessi tipi di impianti, si puo desumere un ruolo
fondamentale dei normali costituenti organici ed inorganici dei fluidi
biologici nel processo di corrosione che coinvolge la superficie implantare.
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Quest’ultima affermazione e peraltro in linea con quanto rilevato da diversi
autori circa la corrosione delle superfici implantari mediante studi in vitro ed
in vivo.

Abraham et al®3), nel 2013, hanno determinato le concentrazioni in vivo di
titanio, vanadio e alluminio nella saliva e nel fluido crevicolare di pazienti
implantosupportati, mediante analisi con Fluorescenza a raggi X a riflessione
totale (TXRF).

| risultati di questo studio hanno dimostrato che nel fluido crevicolare di
pazienti con impianti sono presenti concentrazioni di titanio
significativamente elevate rispetto al gruppo controllo che non presentava
impianti.

Per quanto riguarda i livelli di titanio nella saliva, invece, non sono state
rilevate dallo stesso autore differenze statisticamente significative tra i
pazienti portatori di impianti e quelli del gruppo controllo, avvalorando
I’ipotesi che gli ioni titanio vengano incorporati nell'organismo tramite il
solco gengivale e metabolizzati in organi distanti senza raggiungere le
ghiandole salivari.

Questi dati raccolti e il riscontro della letteratura internazionale é stata la
motivazione per verificare attraverso uno studio in vivo, la risposta cellulare
dei tessuti perimplantari alla presenza del Titanio, a tal fine e stato effettuato
un confronto tra i tessuti perimplantari sani ed i tessuti affetti da patologia
(mucosite o perimplantite).
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2. MATERIALI E METODI

Per questa ricerca sono stati selezionati un totale di 19 pazienti (11M e 8F)
di etd compresa tra i 31 e i 64 anni (eta media 51 anni), 9 dei quali
presentavano perimplantite, 5 soggetti affetti da mucosite perimplantare ed
un gruppo controllo di 5 pazienti con tessuti clinicamente sani che
necessitavano solamente di rimodellamento gengivale, i cui dati clinici sono
riassunti in tabella 2.1

P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 M1 M2 M3 M4 M5 S1 S2 S3 S4 S5

BoP SI SI SI SI SI SI SI NO NO SI SI NO NO NO NO NO NO NO NO
pPD 7 8 8 7 8 9 6 6 6 5 5 6 6 5 4 4 4 4 4
Supp. NO SI NO SI NO SI NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO
Mob NO SI SI NO SI SI NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO
BL SI SI SI SI SI SI SI SI SI NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO

Tabella 2.1 Dati Clinici (P: perimplantite; M: mucosite; S: sano; Bop: sanguinamento al sondaggio;
PPD: profondita di sondaggio; Supp: suppurazione; Mob: mobilita; BL: riassorbimento osseo)

| pazienti sono stati sottoposti a un prelievo bioptico del tessuto
perimplantare, nel corso delle diverse terapie atte a risolvere la patologia
presente. | campioni sono stati analizzati con due differenti tipologie di
analisi:

e Istologica
e SEM-EDS

Per valutare sia la presenza di infiltrato inflammatorio sia di particelle
metalliche da un punto di vista quantitativo e qualitativo.

Lo scopo finale dello studio e quello di verificare la presenza di particelle
metalliche nei campioni, soprattutto Titanio, quale principale componente
della superficie implantare endossea (nella sua forma CP di grado 1V).
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2.1CRITERI DI INCLUSIONE

Lo studio ¢ stato approvato dal comitato etico dell’Universita di Roma “La
Sapienza”, Azienda Policlinico Umberto I, con riferimento 3691/2016, e per
la selezione dei pazienti e stato necessario ottenere il loro consenso
informato all’inserimento del progetto di ricerca.

| criteri di inclusione per la selezione dei pazienti sono:

Soggetti portatori di riabilitazione implantare da almeno 2 anni
Eta compresatrai 18 e i 70 anni
No pazienti con storia di malattia parodontale

No pazienti che abbiano eseguito terapia chirurgica o parodontale
precedentemente al posizionamento dell’impianto

No pazienti in terapia radiante o chemioterapia
No pazienti immunocompromessi

No pazienti con malattie sistemiche o in terapia farmacologica tali da
poter inficiare i risultati dello studio

No pazienti con patologie locali diverse da mucosite o perimplantite
No pazienti in gravidanza o allattamento

No pazienti con otturazioni metalliche o protesi metalliche di altro
tipo in altre zone della bocca

No pazienti che abbiano eseguito debridement della superficie
implantare con curette o ultrasuoni o precedenti trattamenti dei tessuti
perimplantari

No pazienti che partecipano ad altri studi nel periodo di ricerca

Criteri diagnostici delle lesioni perimplantari

Nella diagnosi di lesioni dei tessuti perimplantari si valutano:

% Ipertrofia e tumefazione dei tessuti molli
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+» Essudazione e suppurazione
++ Sanguinamento al sondaggio (BoP)

+ Sondaggio perimplantare superiore ai 5 mm

L)

o
*

*

Mobilita implantare
% Osteolisi perimplantare all’esame radiologico

Nella mucosite si ha flogosi dei tessuti molli perimplantari con tumefazione,
edema, sanguinamento al sondaggio e/o spontaneo, dolore alla palpazione ed
alla masticazione, presenza di essudato sieroematico o sieropurulento negli
stadi piu avanzati; non si evidenzia mobilita e non vi é riscontro di perdita
ossea perimplantare all’esame radiografico.

Nella perimplantite si ha una grave perdita del supporto osseo, confermata
con accertamenti radiografici (Fig.2.1.1), associata a sanguinamento e spesso
a suppurazione, comparsa di mobilita negli stadi pit avanzati.

Nel tessuto clinicamente sano deve essere riscontrata la presenza dei
seguenti parametri:

e Assenza di dolore

e Assenza di sanguinamento

e Assenza di essudato purulento nei tessuti perimplantari

e Tessuto perimplantare privo di tumefazione, arrossamento o edema
e Sondaggio non superiore a 4mm

e Assenza di osteolisi perimplantare all’esame radiografico

e Assenza di mobilita

Figura 2.1.1 Rxendorali che confermano la grave perdita di supporto osseo

42



2.2 ESECUZIONE DEI PRELIEVI

— Nei pazienti con perimplantite i campioni di tessuto sono ottenuti in
corso di terapia di fase Il chirurgica, mediante esecuzione di un lembo a
riposizionamento apicale per 1’eliminazione della tasca, con eventuale
ostectomia o osteoplastica concomitante per ripristino del contorno
osseo oppure all’atto della rimozione della fixture, qualora questo
trattamento fosse stato necessario.

— Nei pazienti con mucosite i campioni di tessuto sono ottenuti dal
prelievo di gengiva in eccesso nei casi in cui la terapia di elezione
risulti essere la gengivoplastica, eseguendo contemporaneamente una
specifica terapia di igiene orale per 1’eliminazione dello stimolo
flogogeno a carico dei tessuti perimplantari.

— Nei 5 pazienti (gruppo controllo) che necessitano di un rimodellamento
gengivale in zona estetica (gruppo anteriore fino al Il premolare), viene
analizzata la parte di gengiva eliminata dal tessuto adiacente
all’impianto.

| prelievi di tessuto molle perimplantare sono stati eseguiti secondo il
seguente protocollo:

0 Anestesia locale plessica con mepivacaina (oppure optocaina) con
Adrenalina 1:200.000 lontano dal sito di prelievo.

0 Incisione circolare dei tessuti molli alla distanza di 2 mm
dall’impianto, con incisioni di rilascio mesiali e distali utilizzando un
bisturi a lama 15 o 15c, facendo attenzione a prevenire il contatto con
la superficie implantare, onde evitare un rilascio di particelle
metalliche nel tessuto causato da sfregamento.

Nei casi di perimplantite: rimozione della restante porzione infiammata,
eventuale osteoplastica di rimodellamento.

Nei casi di mucosite: curettage a cielo aperto e debridement implantare con
applicazioni di clorexidina 1%.

Nei casi di tessuto sano: rimodellamento gengivale con ripristino della
festonatura naturale e dell’estetica papillare.

43



Trattamento e analisi dei campioni

I campioni cosi ottenuti vengono posti in una soluzione di Formalina
tamponata al 10%, quindi disidrati in immersione di concentrazioni crescenti
di etanolo e successivamente inclusi in paraffina (Figura 2.2.1) per 1’esame
istologico e in resine epossidiche ben lucidate per la micronalisi SEM/EDS.

Figura 2.2.1 Campione bioptico conservato in formalina e successivamente incluso in paraffina per
I'esame istologico

Ogni campione bioptico é stato sottoposto a due tipologie di analisi:
1. Esame istologico

2. Microanalisi con SEM/EDS

Figura 2.2.2 Microscopio elettronico a scansione (SEM Mod.LEO1450VP)
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Ogni blocco di paraffina contenente tessuto e stato opportunamente trattato
al fine dell’analisi istologica facendolo aderire al vetrino, utilizzando la Poli-
L-lisina come agente collante.

Per [l'analisi istologica viene utilizzato un microscopio ottico, previa
effettuazione di colorazione immunoistochimica, mediante utilizzo di un
anticorpo monoclonale diretto contro CD68.

Il campione viene, dunque, riscaldato per 20min con microonde per il
recupero dell’antigenicita, insieme ad un tampone di riattivazione.

Verra utilizzato il metodo ABC (complesso avidina-biotina) per la
colorazione immunoistochimica, seguita dalla ricerca degli anticorpi con
I'utilizzo di 3,3 diaminobenzidine come cromogeno; mentre i vetrini saranno
contro colorati con ematossilina.

Il campione in resina epossidica viene osservato con microscopio elettronico
a scansione (SEM) LEO1450VP dotato di spettrometro per la microanalisi ai
raggi X a dispersione di energia (EDS) INCA300, per gentile concessione
del dipartimento di Chimica dell’Universita di Roma “La Sapienza”, per
rilevare la morfologia e la composizione elementare del campione.

| campioni, secondo questa metodica, sono analizzati con le impostazioni di
un campionamento organico, non conduttivo, a basso vuoto, variando la
tensione tra i 10 ai 20 KV, ai diversi ingrandimenti per identificare le regioni
di maggior interesse da analizzare in maniera approfondita.

| campioni devono essere anidri, 0 comunque 1’acqua in essi contenuta non
deve essere rilasciata nel momento in cui il campione viene portato in vuoto,
per ottenere questo vengono immersi in etanolo, per 3 cicli di venti minuti
I’uno.

Le regioni di interesse all'interno dei campioni che contengono dei corpi
estranei che somigliano a delle particelle o ad un insieme di particelle in cui
il campione si e dimostrato radiopaco sono state successivamente
ispezionate con un ingrandimento x1000.

Una volta ingrandite le aree di interesse, sono analizzate con il
microanalizzatore EDS. Questa tecnica consente di determinare la
composizione (%peso) dei punti del campione tissutale in analisi.
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2.3 RISULTATI

Gli esami istologici di tutti i campioni di pazienti con perimplantite hanno
rivelato l'esistenza di un infiltrato infiammatorio cronico, in cui
predominano i linfociti ed i macrofagi M1 ad azione pro-inflammatoria
(Figura 2.3.1A) e infiltrato granulomatoso con cellule giganti (Fig. 2.3.1C).
Un infiltrato infiammatorio costituito in buona parte da linfociti & stato
riscontrato anche nei pazienti con mucosite perimplantare (Figura 2.3.1B).
Nel gruppo di controllo non sono state riscontrate anomalie nei tessuti molli
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Fig.2.3.1 Sezioni istologiche microscopio ottico (H&Ex20) A. Infiltrato infiammatorio
cronico; B. Infiltrato infiammatorio subacuto; C. Infiltrato granulomatoso con cellule
giganti (colorazione ematossilina eosina)

Tramite questa tipologia d'esame non € stato possibile riscontrare una
correlazione tra la quantita dei metalli nei tessuti perimplantari e la presenza
di patologia. I risultati dei campioni sono riassunti in Tabella 2.3.

ISTOLOGIA MICROANALISI EDS
(Inflammazione) (Y%Particelle Metalliche)
GRUPPO P ++ (5/9) Ti (5/9) 0.45-9. 1
Si (4/9) 1.67-8.23
+(4/9) Al (5/9) 0.3-5.82
GRUPPO M + (5/5) Ti (1/5) 0.45 - 7.68
Si (3/5) 1.67- 7.35
Al (0/5) -
GRUPPO S NO (0/5) No (0/5)

Tabella 2.3 Risultati esami istologici e microanalisi SEM
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L’analisi al microscopio ottico a luce polarizzata ha evidenziato, nei
campioni osservati, la presenza di cellule giganti multinucleate, similmente a
quel che si riscontrano nell’infiltrato infiammatorio del tessuto connettivo a
contatto con il pus nelle perimplantiti.

Inoltre sempre attraverso 1’analisi LM in alcuni campioni sono state
riscontrate particelle di 0sso residuo, probabilmente derivanti da un’intensa
azione osteoclastica, spesso riscontrata in lesioni perimplantari o comunque
non si esclude che queste possano essere state inglobate in fase di prelievo.

I campioni in paraffina sono stati destinati alle analisi al microscopio
elettronico a scansione (SEM) con microanalisi EDS (EDX). Suddetta
analisi viene eseguita dopo aver rimosso lo strato di paraffina ed aver
metallizzato il campione.

L'analisi al microscopio elettronico ha consentito di individuare le aree di
maggior interesse per la ricerca dei metalli da effettuare con
microanalizzatore EDS.

Fig.2.3.2 Micrografia SEM di un campione del gruppo di controllo, non si evidenziano particelle
metalliche.
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La microanalisi EDS (0o EDX) ha rilevato la presenza di particelle di Titanio
(Fig.2.3.3A) nell'ordine delle decine di micron (10-50 pm) in cinque

campioni di pazienti con perimplantite (66% dei casi) ed in un caso di
mucosite.

E stata riscontrata la presenza di altri elementi, quali I’ Alluminio (Fig2.3.3C)
e la Silice, presente in 4 pazienti con perimplantite e 3 affetti da mucosite,

probabilmente di derivazione di prodotti per la cementazione del restauro
protesico.
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Fig.2.3.3A. Micrografia SEM di una particella radiopaca di titanio; B Grafico EDS mostra gli
elementi della Fig.A; C.Micrografia SEM di particelle di Zr e Al; D. Grafico EDS mostra le particelle
della Fig.C

Non e da escludere che le particelle metalliche fossero presenti anche nei
quattro restanti campioni affetti da perimplantite, ma le sezioni con cui sono
stati analizzati, non consentivano l'analisi dell'intero campione.
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Va sottolineato, inoltre, come un impianto rimosso da una paziente con
perimplantite presentasse una superficie della fixture corrosa, indice del
possibile rilascio di particelle metalliche nei tessuti contigui (Figura 2.3.4).

Fig.2.3.4 Impianto fallito in un paziente (gruppo di ricerca P). Sulla superficie oltre al biofilm
batterico & presente uno strato di corrosione superficiale

Nei campioni di controllo non € stata rilevata la presenza di particelle di
Titanio.
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3. DISCUSSIONE

In questo studio e stata accertata la presenza di particelle metalliche sia in
vitro, dove il contatto della superficie implantare con il biofilm salivare, ha
evidenziato un ruolo fondamentale dei normali costituenti organici ed
inorganici dei fluidi biologici nel processo di corrosione che coinvolge la
superficie implantare; sia in vivo nei tessuti perimplantari affetti da patologie
quali mucosite e perimplantite, processi in grado di condurre al fallimento
biologico della riabilitazione implanto-protesica.

Dai risultati mostrati dallo studio in vitro si puo evincere che gli impianti
con superficie realizzata mediante microsabbiatura con polveri di fosfato di
calcio e successivamente sottoposta ad acidificazione, gia dopo una
settimana di immersione in saliva umana a 37°C, rilasciavano ioni titanio,
vanadio e nichel in quantita superiori a quelle presenti normalmente nella
saliva umana di pazienti privi di impianti od otturazioni metalliche

Nello studio in vivo il risultato ottenuto nei pazienti con patologie
perimplantari indica complessivamente che nel 50% dei casi esiste una
correlazione tra la presenza dei metalli ed i processi patologici perimplantari.

Per guanto piccolo il campione esprime un dato significativo, con il 66% di
riscontro positivo di particelle micrometriche di Titanio nei casi di
perimplantite.

La presenza di Titanio nei tessuti perimplantari, gia descritta in recenti
articoli presenti nella letteratura internazionale, potrebbe essere riconducibile
ad altri fattori e non solo all’interazione con i fluidi salivari.

Diversi studi hanno indicato l'esistenza di un microgap tra impianto ed
abutment (ed i micromovimenti che ne derivano) come un possibile agente
stressante sulla superficie impiantare, che ne potrebbe causare usura e
rilascio di particelle.

Possibili ulteriori cause sono 1’abrasione subita dalla superficie nell'atto di
inserzione della fixture a contatto con I'osso oppure con l'esecuzione di un
debridement durante una visita di mantenimento (tale causa e stata posta tra i
criteri di esclusione del presente studio).
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Un errato carico protesico 0 una protesi incongrua possono generare le stesse
conseguenze, portando a usura del corpo implantare per carico eccessivo
(overload) 0 movimenti.

La corrosione (biocorrosione) promossa da un ambiente acido, favorita da un
biofilm batterico e dai fattori concomitanti sopracitati, come
micromovimenti e forze occlusali incongrue, puo causare la distruzione dello
strato di biossido di Ti (TiO,).

L'esistenza di superfici implantari corrose in pazienti con perimplantite &
stata dimostrata in uno studio retrospettivo di Rodrigues et al. ed &
necessario chiarire ulteriormente il ruolo degli ioni e delle particelle
micrometriche rilasciate nei tessuti®.

La deplezione dello strato di biossido di Titanio, causata da corrosione, puo
inficiare il processo di osteointegrazione della fixture. 1l processo di
osteointegrazione e una risposta inflammatoria ad un corpo estraneo,
rappresentato dall’impianto, per questo giustificabile la presenza nei tessuti
perimplantari di Linfociti B e T, un aumento della densita microvascolare ed
un incremento del fattore di crescita dell’endotelio vascolare (VEGF).
Queste cellule infiammatorie e citochine, sono la normale risposta
dell’organismo durante le prime fasi di guarigione attorno all’impianto, ma
se persiste questa attivazione del sistema immunitario, ci puo essere il
rischio di un deterioramento dei tessuti perimplantari, inficiando
I’ osteointegrazione.

E evidente che tale stimolo potrebbe aumentare la suscettibilita del soggetto
ad infezioni nel sito, rendendosi responsabile della genesi di patologie che
possono causare il fallimento biologico dell'impianto: mucosite e
perimplantite.

La corrosione della superficie dell'impianto puo essere considerata non
soltanto una conseguenza della progressione di una malattia perimplantare,
ma anche un potenziale fattore eziologico, che agendo sinergicamente
all'infezione batterica del sito e ad una scorretta applicazione del carico
protesico, puo comportare il fallimento biologico dell'impianto.

Le specifiche caratteristiche di ogni tipo di impianto e le diverse proprieta di
ogni superficie influenzano sicuramente la possibilita che questo vada
Incontro a corrosione.
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La tipologia di superficie determina la grandezza e la quantita di particelle
rilasciate nei tessuti contigui tramite il processo corrosivo.

Nel presente studio non e stata rilevata la presenza di particelle metalliche
nei cinque campioni controllo, esiste comunque la possibilita di un rilascio
di ioni e particelle titanio anche nell'ambito di questi tessuti esenti da
patologia, come dimostrato dallo studio di Olmedo et al. del 2013 in cui
I'analisi con ICP-MS ha rilevato la presenza di ioni Titanio in campioni di
citologia esfoliativa sia nei pazienti affetti che in quelli esenti da
perimplantite®®,

Questo dato rafforza l'ipotesi che la corrosione sia un processo che puo
stabilirsi indipendentemente dalla presenza di patologia, ed anzi potrebbe
giocare un ruolo attivo nella genesi della stessa.
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4.CONCLUSIONI

La corrosione delle superfici metalliche & un processo che pud riguardare
anche il Titanio, sebbene questo elemento vada incontro a processi di
passivazione con formazione di un film di ossido protettivo.

L’instaurarsi di un processo corrosivo, favorito dall'ambiente acido orale,
sembra poter giocare un ruolo fondamentale nella genesi delle patologie dei
tessuti perimplantari.

Il rilascio del metallo ed una alterazione della superficie della fixture
possono condurre rispettivamente ad un‘inflammazione dei tessuti ed un
difetto nel processo di osteointegrazione.

Il confronto tra i tessuti sani ed i tessuti patologici ha dimostrato che in
alcuni tessuti con lesioni € stata riscontrata la presenza di particelle
metalliche micrometriche, mentre nei tessuti sani non e stata evidenziata
presenza di particelle metalliche.

Appare, dunque, chiara una certa correlazione tra i processi corrosivi e le
patologie perimplantari. Ulteriori indagini, anche a livello nanometrico, sono
indispensabili per stabilire la possibilita di un rilascio di ioni Ti nel tessuto
perimplantare, anche indipendente dalla concomitanza di una lesione in sito,
per poter determinare la possibilita che la corrosione sia alla base di processi
patologici quali mucosite e perimplantite.
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