Ruicerca

IMPLANTOLOGIA ORALE NUMERO 2 MARZO 2007

Valutazione istologica della risposta ossea
a una nuova superficie implantare sabbiata
e mordenzata: uno studio sperimentale
sul coniglio

Antonio Scarano, Giovanna lezzi*, Alessandro Quaranta**, Adriano Piattelli*

Universita degli Studi “G. D’Annunzio” di Chieti, Corso di Laurea in Odontoiatria e Protesi Dentaria,
Presidente professor A. Piattelli
*Universita degli Studi di Roma, Dipartimento di Scienze Odontostomatologiche
**Universita degli Studi di Chieti-Pescara, Corso di Perfezionamento in Microscopia Operatoria in Chirurgia Orale

RIASSUNTO

Diversi metodi sono stati utilizzati per ottenere una superficie che favorisca la formazione di osso perimplantare. Le caratterisitche di superficie
sono determinate dalla rugosita, dalla grandezza delle particelle utilizzate per la sabbiatura e dalla composizione e impurita del mezzo sabbiante.
Le cellule mostrano una diversa affinita per le superfici, ad esempio i macrofagi prediliscono le superfici ruvide diversamente ai fibroblasti. La
superficie dell’impianto puo essere liscia (machined), o irruvidita da trattamenti con metodi sottrattivi (sabbiatura, mordenzatura) o metodi addi-
tivi (plasma-spray di titanio o idrossiapatite e altri rivestimenti). La migrazione delle cellule osteogenetiche verso la superficie del titanio ¢ di fon-
damentale importanza per la gaurigione ossea perimplantare. Sedici conigli New Zealand sono stati utilizzati nel presente studio. Trentadue im-
pianti sono stati inseriti nell’articolazione del femore di coniglio. I conigli sono stati sacrificati a gruppi di quattro per ogni tempo sperimentale
(7,15,30 e 60 gg.). Nel presente studio abbiamo ottenuta una buona guarigione ossea perimplantare e si pud concludere che la superficie sabbia-
ta con le particelle di biossido di allumina e mordenzata rappresenta una valida tecnica di trattamento delle superfici implantari allo scopo di otte-
nere una migliore guarigione ossea.

SUMMARY Histological evaluation of bone response to a new, sand-blasted etched surface: an experimental
study on rabbits

Different approaches are being investigated to try to obtain an ideal implant surface that is conducive to bone formation in the peri-implant re-
gion. A considerable variation exists in surface properties like topography, roughness, oxide thickness, oxide composition, microstructure, impu-
rity levels. Cells have been shown to relate to different types of surfaces: macrophages, for example, have been shown to affect “rugophilia”, whi-
le fibroblasts did not adhere to the same surfaces. Osteoblasts are responsible for the bone formation around implants. A large series of implants
with different surfaces are marketed. The implant surface can be machined, or the surface can be treated with subtractive treatments like sandbla-
sting or acid-etching or addition treatments like, for example, titanium plasma-spray, hydroxyapatite or other coatings. The migration, attachment
and spreading of the osteogenic cells towards the implant surface is of fundamental importance in bone regeneration around the implants. Sixteen
New Zealand rabbits were used in the present study. Thirty-two implants have been inserted in the femoral knee joint of the rabbits. In each rab-
bit, two implants (one in the left and one in the right knee) have been inserted. Four rabbits have been killed each time after 7, 15, 30 and 60 days.
Good peri-implant bone healing was achieved in this study, therefore we can conclude that alumina dioxide sand-blasting and etching is a viable
treatment for implant surfaces in order to obtain the best bone healing.
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a riabilitazione di pazienti edentuli con impianti

rappresenta una soluzione terapeutica con un’eleva-

ta percentuale di successo sia che si utilizzi la tecni-
ca sommersa, sia che si utilizzi la tecnica non sommersa. Il
mantenimento a lungo termine dell’osteointegrazione del-
I'impianto ¢ influenzato soprattutto dalla densita ossea e dal-
le condizioni della mucosa perimplantare.
Il titanio rappresenta il biomateriale pit ampiamente uti-
lizzato nella chirurgia implantare. In natura si trova sotto

forma di minerali di titanio, € caratterizzato da un basso
peso specifico, che ne favorisce I'impiego in implantologia,
e puo essere utilizzato sia commercialmente puro sia sotto
forma di lega. Tra le leghe, quella di piu largo uso per la
progettazione di impianti contiene il 6% di Alluminio e il
4% diVanadio (Ti-6Al-4V). Lalluminio viene aggiunto al
titanio per aumentarne la durezza, ridurne ulteriormente
il peso specifico e migliorarne il modulo di elasticita “E”.
In questo modo, rendendo il piu simile possibile tale mo-
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dulo con quello dell’osso, la lega Ti-6A1-4V permette una
piu equa distribuzione dei carichi nelle zone dell'interfac-
cia tra osso e impianto. Inoltre, 'associazione con I'allumi-
nio e il vanadio riduce del 50% la conducibilita termica e
aumenta della stessa percentuale la resistenza all’'usura. Du-
rante le procedure di lavorazione meccanica, ma anche du-
rante 'intervento di inserimento nell’osso, il titanio ¢
esposto all’atmosfera, e il contatto con I'aria produce, in
meno di un millesimo di secondo, la rapida formazione,
sulla sua superficie esterna, di uno strato di ossido di tita-
nio di circa 10 pm.

Nel giro di un minuto lo spessore di tale strato sara au-
mentato fino a circa 50-100 pm, per continuare comunque
a crescere durante la sterilizzazione in ultrasuoni e in au-
toclave necessaria durante la procedura industriale di pre-
parazione. Pertanto, nel momento in cui I'impianto viene
inserito in bocca, gli ossidi reperibili sulla sua superficie so-
no il monossido di titanio (Ti0), il biossido di titanio
(TiO,), 1l triossido di titanio (TiO,), associati a impercet-
tibili tracce di ossido di alluminio e vanadio. Peraltro, tra
essi, il piti stabile ¢ il TiO,, che costituisce il composto per-
centualmente piu rappresentato sulla superficie della lega.
Durante le varie fasi chirurgiche d’inserimento dell’'im-
pianto, esso puod essere danneggiato o asportato, ma si
riforma istantaneamente con le stesse procedure descritte
in precedenza. Tale ossido, carica negativamente 'impianto
aumentandone in maniera notevole I'affinita per le diffe-
renti biomolecole, ed ¢ in grado di passivare i suddetti ma-
teriali prevenendone la corrosione a causa della sua elevata
stabilita chimica, e previene la diffusione degli ioni metal-
lici all'interno dei tessuti, conferendo al titanio un elevato
grado di biocompatibilita.

La superficie del titanio puo essere preparata con differenti
tecniche allo scopo di ottenere un grado di rugosita super-
ficiale ottimale. Tale rugosita ha lo scopo di ottenere una mi-
gliore resistenza, assicurata dalla microritenzione dell’'inter-
faccia osso-impianto rispetto alle forze di trazione e torsio-
ne. Si ¢ visto infatti come la crescita di osso mineralizzato
avvenga all'interno delle irregolarita superficiali del titanio
aumentando, in questo modo, il legame che si viene a stabi-
lire tra il tessuto osseo e il biomateriale.

Le superfici implantari possono essere di due tipt: liscie (o
“machined”) o rugose.

Tra le superfici rugose annoveriamo le superfici mordenzate
e le superfici sabbiate e mordenzate.

La mordenzatura acida della superficie é stata adottata come
trattamento delle superfici implantari allo scopo di evitare
gli inconvenienti che si possono verificare con la sabbiatu-
ra:la contaminazione del titanio con il materiale utilizzato
nella sabbiatura, la non omogeneita del trattamento sull’in-
tera superficie e 1 rischi di una perdita di sostanza metallica

che potrebbe ridurre la resistenza meccanica dell’'impianto.
La mordenzatura pud essere ottenuta sia con una miscela di
acido cloridrico e acido solforico (HCI/H,SO ), sia utiliz-
zando una miscela di acido fluoridrico e acido nitrico
(HE %/HN, 10%).

Per ottenere superfici sabbiate e mordenzate si procede a
una prima fase di trattamento mediante sabbiatura con ma-
teriali a grana grossa che producono una superficie macro-
rugosa; a questo segue un bagno in soluzione acida, che pro-
duce microirregolaritd con conseguente aumento della su-
perficie implantare.

Questa seconda fase viene eseguita per mezzo di soluzioni
di acido cloridrico/acido solforico, oppure soluzioni di
acido fluoridrico/acido nitrico. Con le superfici sabbiate
e mordenzate si ottiene un migliore ancoraggio dell’osso
e si ¢ visto che la sabbiatura fatta prima della mordenzatu-
ra ha un effetto positivo sulla forza di taglio interfacciale.
Inoltre la rugosita di superficie prodotta dalla sabbiatura e
dalla mordenzatura influenza 1 meccanismi di adesione
cellulare.

Cellule simili agli osteoblasti a contatto agli impianti machi-
ned mostrano una morfologia appiattita, mentre le stesse
cellule a contatto alle superfici sabbiate e mordenzate mo-
strano una morfologia irregolare e molti pseudopodi. Que-
ste irregolaritd migliorano I'ancoraggio cellulare contri-
buendo a ottenere una migliore osteointegrazione nel caso
degli impianti sabbiati e mordenzati.

Scopo del presente studio nel coniglio ¢ valutare la risposta
ossea con una superficie ottenuta mediante sabbiatura con
particelle di biossido di allumina e successiva mordenzatu-
ra acida.

MATERIALI E METODI

Per questo studio sono stati utilizzati impianti dentali Implo-
gic? (Dental Tech s.r.l. Misinto, Milano, Italy) da @4,5x13
mm con superficie B.W.S. (Blast Wrinkled Surface), prodotti
con strumenti di alta precisione.

Nella sperimentazione sono stati utilizzati in totale 32 im-
pianti, inseriti nell’articolazione di ginocchio di 16 conigli di
razza New Zealand. Questa sperimentazione ¢ stata appro-
vata dal Comitato Etico della Facolta di Medicina e Chirur-
gia dell’'Universita di Chieti-Pescara. Ogni coniglio riceveva
2 impianti, uno nell’articolazione di sinistra e I'altro nell’arti-
colazione di destra. Dopo I'anestesia, ¢ stata eseguita un’inci-
sione cutanea con elevazione dei tessuti periosteali in ma-
niera tale da esporre la superficie ossea.

La preparazione del sito osseo ¢ stata eseguita con fresa pi-
lota a gradini e ultimata con una fresa conica, sotto abbon-
dante irrigazione con soluzione fisiologica. Dopo I'inseri-
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1. Impianto sezionato lungo I’asse maggiore.
Le aree a e b sono le aree valutate nel presente
studio. Blu di toluidina e fucsina acida 12x.

mento degli impianti, il periostio e la fascia venivano sutu-
rati con Vicryl (Johnson and Johnson) e la cute con Ethi-
bond Excel (Johnson and Johnson). Tutti gli animali hanno
superato il periodo post-operatorio.

[ conigli sono stati sacrificati, con una overdose di Tanax, a
gruppi di 4 dopo 7, 15, 30, ¢ 60 giorni. Tutti e 32 gli im-
planti sono stati recuperati. Gli impianti sono stati rimossi
insieme ai tessuti circostanti, mediante una block-section e
fissati immediatamente in formalina tamponata al 10%.

[ pezzi sono stati successivamente processati per ottenere se-
zioni sottili con il Precise Automated System (Assing, Ro-
ma). [ campioni sono stati disidratati in una serie di alcohols
a concentrazioni crescenti e infiltrati successivamente in re-
sina Technovit 7200 VLC (Kulzer, Wehrheim, Germania). I
blocchetti cosi ottenuti sono stati sezionati a circa 150 um e
abrasi fino a 20-30 pm.

Per ogni impianto sono state ottenute tre sezioni. I vetrini
sono stati quindi colorati con fucsina acida e blue di tolui-
dina ed esaminati con un microscopio Laborlux (Leitz,
Wetzlar, Germania).

L'analisi istomorfometrica ¢ stata eseguita utilizzando un
Computer AMD 1800 Mz, interfacciato con una scheda
video digitalizzatrice a colori reali con ingresso RGB (Ma-
trix Vision GmbH, Oppenweiler, Germania), una telecame-
ra a colori 3CCD, JVC KY-F55B (JVC, Yokohama, Giap-
pone) e un applicativo software Image-Pro Plus 4.5 (Media
Cybernetics Inc. Immagini & Computer Snc Milano, Italy).
Le immagini acquisite sono state analizzate utilizzando il

2. Dopo 7 giorni si osservano piccole trabecole
ossee nelle aree di valutazione. Blu di toluidi-
na e fucsina acida 50x.
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3. Altro campo di un preparato istologico dopo
7 giorni, si osserva neoformazione di osso so-
prattutto nella concavita della spira, mentre
non si osserva attivita osteoblastica in corri-
spondenza delle convessita. Blu di toluidina e
Sfucsina acida 50X.

software menzionato in precedenza per calcolare la percen-
tuale di contatto osso-impianto e la quantita di osso che
circondava I'impianto, valutando il tessuto a 1 mm di di-
stanza dall’'impianto.

RISULTATI ISTOLOGICI

7 glorni

A piccolo ingrandimento si osservava del tessuto colorato in-
tensamente con la fucsina acida. A maggiore ingrandimento
si osservavano numerose trabecole ossee in neoformazione a
stretto contatto con la superficie implantare (figure 1-3).
Molti osteoblasti erano presenti a contatto diretto con la su-
perficie dell'impianto, e in queste zone si evidenziava I'appo-
sizione di matrice osteoide direttamente sulla superficie im-
plantare (figura 4).

La matrice osteoide era prevalentemente non mineralizzata e
non si colorava con la fucsina acida. La percentuale di con-
tatto osso-impianto era del 14,5%.

14 giorni

Tra le spire dell'impianto si evidenziavano numerose zone
di neoformazione ossea; inoltre, erano presenti osteoblasti
secernenti nuova matrice osteoide (figure 5, 6). Non si ri-
scontravano mai cellule multinucleate o cellule inflamma-
torie con significato patologico. La percentuale di contatto
osso-impianto era del 21,67%.
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4. Particolare che conferma la neoformazione 5. Dopo 14 giorni di guarigione si osserva 6. Particolare dell’osso a contatto con la super-
ossea nello spazio compreso delle spire. Blu di Paumento della quantita di osso a diretto con- ficie implantare. Blu di toluidina e fucsina aci-
toluidina e fucsina acida 100x. tatto con la superficie implantare. Blu di tolui- da 100x.

dina e fucsina acida 50x.

7. Dopo 30 giorni si osserva una maggiore 8. Immagine di impianto dopo 60 giorni, si 9. L'osso presente nelle concavita delle spire si
quantita di osso maturo di tipo trabecolare. Blu sottolinea che le aree di valutazione sono quel- presenta maturo con piccole lacune osteocitarie.
di toluidina e fucsina acida 50x. le circondate dai riquadri verdi. Blu di toluidi- Blu di toluidina e fucsina acida 100x.

na e fucsina acida 12x.

30 giorni 60 giorni

Era possibile osservare un intimo contatto tra osso e im- Lattivita osteoblastica era scarsa e, solo in alcuni campi, si 0s-
planto, in quanto non erano presenti gaps all'interfaccia né  servavano alcuni osteoblasti secernenti matrice osteoide (fi-
era presente interposizione di tessuto connettivo fibroso  gure 8-9).

(figura 7). La neoformazione ossea avveniva soprattutto ver-  Non si osservavano cellule multinucleate o cellule tipiche
so la superficie dell'impianto (direzione implantopeta). La ~ dell'inflammazione acuta o cronica. La percentuale di con-

percentuale di contatto osso-impianto era del 34,5%. tatto osso-impianto era del 58,83%.
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DISCUSSIONE

Diverse ricerche dimostrano 'importanza delle caratteristi-
che della superficie degli impianti per raggiungere un mi-
gliore risultato e in particolare si ¢ visto che le caratteristi-
che di superficie possono influenzare il comportamento del-
le cellule responsabili della formazione di osso.

Nel nostro studio, ’analisi istomorfometrica non ha mo-
strato una relazione tra 'aumento della densita ossea pe-
rimplantare e la rugosita della superficie. Negli impianti
sabbiati, dopo 4 settimane, I’0osso maturo appare in diretto
contatto con la superficie implantare, ma in molte aree ¢ in-
terposta matrice osteoide non ancora mineralizzata. In altre
aree del perimetro implantare ¢ possibile osservare la for-
mazione di matrice osteoide direttamente sulla superficie
implantare.

La formazione di osso all’interfaccia osso-impianto ¢ un
processo che implica la migrazione e proliferazione delle
cellule, seguita dalla sintesi, dalla deposizione e mineralizza-
zione della matrice ossea. Tutte queste fasi che prevedono la
neoapposizione di osso intorno agli impianti possono esse-
re influenzate dalla rugosita superficiale, anche se un cam-
biamento della morfologia superficiale pud influenzare an-
che 'energia di superficie e la composizione chimica.
Negli ultimi 10-15 anni sono state proposte superfici im-
plantari sabbiate, plasma spray oppure superfici rese rugose
con l'uso di acidi, allo scopo di ridurre 1 tempi di guarigio-
ne ossea, influenzando il comportamento delle cellule
osteoblastiche.

Non ¢ stata ancora definita con certezza I'ottimale rugosita
di superficie, anche se ¢ stato suggerito che una rugosita di
1,5 pm tendeva a ridurre 1 tempi di una risposta ossea ri-
spetto a quelli osservati intorno a superfici con minore o
maggiore rugosita.

E noto che cambiando la geometria e la microporositi di
un biomateriale & possibile renderlo maggiormente osteo-
conduttivo o addirittura osteoinduttivo. La rugosita di su-
perficie influenza la bagnabilita del biomateriale nel con-
tenuto acquoso e proteico presente nel sito implantare, ren-
dendo possibile 'assorbimento di proteine BMP (morfoge-
netiche), OP (osteogenetic proteins), fibronectina e osteo-
pontina liberate nel sito implantare in seguito all’'interven-
to chirurgico.

Risulta chiaro come la composizione, la rugosita, la topo-
grafia e 'energia di superficie giochino un ruolo importan-
te durante le fasi iniziali dell'integrazione dell'impianto.

E ampiamente dimostrato come impianti sabbiati abbiano
mostrato dei valori di percentuale di contatto osso-impian-
to piu elevati degli impianti machined.

La rugosita di superficie determina un aumento della proli-
ferazione degli osteoblasti e della differenziazione delle cel-

IMPLANTOLOGIA ORALE NUMERO 2 MARZO 2007

lule preosteoblastiche, nonche la migrazione verso il sito im-
plantare e un aumento di produzione di fosfatasi alcalina,
TGF beta, PGE2.

La fosfatasi alcalina svolge un ruolo fondamentale nei pro-
cessi di mineralizzazione della matrice osteoide e dell’osso
immaturo, mentre il TGF beta e la PGE2 hanno la funzione
di stimolare le cellule preosteoblastiche a difterenziarsi e a
migrare verso la superficie implantare.

Osteoblasti coltivati su superfici piu rugose hanno mostra-
to un’aumentata produzione di matrice e un’aumentata
espressione di fosfatasi alcalina. Il maggiore assorbimento di
proteine da parte di superfici rugose potrebbe svolgere un
ruolo fondamentale nella rigenerazione ossea attraverso
una maggiore concentrazione sull'impianto di proteine
coinvolte nei processi di neoformazione ossea”. La rugosita
di superficie influenza la bagnabilita del biomateriale nel
contenuto acquoso e proteico presente nel sito implantare,
rendendo possibile lassorbimento di proteine BMP
(morfogenetiche), OP (osteogenetiche), fibronectina e
osteopontina liberate nel sito implantare in seguito all’in-
tervento chirurgico.

La bagnabilita della superficie svolge dunque un ruolo im-
portante sull’assorbimento proteico; ¢ una caratteristica fon-
damentale per ottenere un buon legame tra le proteine di-
sperse nella matrice extracellulare e il biomateriale™. La su-
perficie implantare osteoconduttiva risulta utile nelle condi-
zioni di carico immediato.

Nel presente studio si ¢ potuto notare la buona guarigione
ossea intorno a impianti BWS® (Blast Wrinkled Surface) e
mordenzati. Sono state quindi ottenute delle risposte biolo-
giche tipiche delle superfici biocompatibili e in nessun caso
s1 € osservato un infiltrato inflammatorio acuto o cronico, in
quanto la diversa morfologia di superficie va a influenzare
positivamente il comportamento degli osteoblasti, soprat-
tutto nelle prime fasi della guarigione.

Nel presente studio abbiamo ottenuto una buona guarigio-
ne ossea periimplantare e si pud concludere che la superfi-
cie sabbiata con le particelle di biossido di allumina e mor-
denzata rappresenta una valida tecnica di trattamento delle
superfici implantari allo scopo di ottenere una migliore gua-
rigione ossea.
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