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|. Introduzione

La formazione di osso all'inter-
faccia osso-impianto ¢ un pro-
cesso molto complesso costi-
tuito da diverse fasi quali 'at-
tacco delle cellule, la loro mi-
grazione e proliferazione segui-
ta dalla espressione di marker
del fenotipo osteoblastico e
successivamente dalla sintesi,
deposizione e mineralizzazione
della matrice ossea (1). Diversi
trattamenti di superficie sono
stati utilizzati per favorire e ri-
durre i tempi di guarigione os-
sea. La superficie di un impian-
to dovrebbe essere in grado di
determinare un solido legame
tra I'impianto e il tessuto osseo
(1-3). Inoltre, le modifiche ap-
portate a livello della struttura
degli impianti in titanio in mo-
do da ottenere un miglioramen-
to del legame tessuti-impianto,
non dovrebbero determinare al-
terazioni della biocompatibilita
(1). Attualmente esiste un note-
vole interesse per quanto ri-
guarda le proprieta di superfi-
cie di un biomateriale (4). Tut-
tavia, molto scarse sono le in-
formazioni su quali proprieta
strutturali o chimiche, agenti da
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Risposta ossea determinata

sole o in combinazione, posso-
no influenzare la risposta biolo-
gica (4). La quantita di tessuto
osseo all'interfaccia ¢ dipen-
dente dalla rugosita superficia-
le, anche se un cambiamento
della morfologia superficiale
puo influenzare anche I'energia
di superficie e la composizione
chimica (5). Negli ultimi 10-15
anni sono state proposte super-
fici implantari sabbiate, plasma
spray oppure rese rugose con
I'uso di acidi, allo scopo di ri-
durre i tempi di guarigione os-
sea, influenzando il comporta-
mento delle cellule osteoblasti-
che. | materiali utilizzati per
rendere rugosa la superficie im-
plantare sono state le particelle
di TiO,, di HA, di ossido di allu-
minio e acidi di differente tipo.
Non e stata ancora definita con
certezza l'ottimale rugosita di
superficie, anche se e stato sug-
gerito che una rugosita di 1,5
micron tende a produrre una ri-
sposta ossea superiore a quella
osservata intorno a superfici
con minore o maggiore rugosita
(6). Numerosi studi hanno di-
mostrato che superfici implan-
tari rugose, per esempio mor-

ianti machined

Abstract Bone response
determined by machined and
TPSS implants

Various techniques have been used
to improve bone response around
dental implants. The aim of this
histological and histomorphometric
study was to analyse the peri-implant
bone around machined implants and
impants with a surface obtained by
using a new technique that does not
involve the removal of material (TPSS
implants).

Thirty-six implants were inserted in
the femoral knee joint of |8 New
Zealand White rabbits (one
machined and one TPSS in each
rabbit), six of whom were sacrificed
at the study timepoints of 15, 30
and 60 days. The surface roughness
(Ra) of the machined and TPSS
implants was respectively 0.30 and
2.74 microns. There was a
statistically significant difference in
the percentage of bone/implant
contact between the machined and
TPSS implants after both 15

continues page 38
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Abstract Bone response
determined by machined and
TPSS implants

continued

(p=0.0043) and 60 days

 (p=00197)

The results of the present study show
that there is significantly greater bone
tissue formation around TPSS

. implants.

denzate o sabbiate con tecni-
che diverse, presentano una
maggiore percentuale di contat-
to osso-impianto come pure un
maggiore torque removal, ossia
I'applicazione di una forza mag-
giore per la rimozione dell'im-
pianto dal sito osseo (7, 21).
Mediante l'analisi di superficie
¢ stata riscontrata negli impian-
ti sabbiati la presenza di parti-
celle residue del materiale sab-
biante. Sulle superfici sabbiate
con ossido di alluminio sono
state osservate particelle di os-
sido di alluminio, mentre parti-
celle di HA sono presenti su su-
perfici sabbiate con particelle
di HA (5). Da tutto cio € emerso
che i sistemi di decontamina-
zione della superficie implanta-
re non riescono a rimuovere
completamente il materiale uti-
lizzato per la sabbiatura, anche
se non esistono in letteratura
lavori scientifici che dimostrino
che i residui di materiale utiliz-
zato per sabbiare gli impianti
possano impedire o ritardare
I'osteointegrazione.

Scopo dello studio ¢ valutare
dal punto di vista biologico il
comportamento delle cellule e
dell’osso intorno a due impianti
aventi lo stesso disegno e di-
mensioni, ma con superfici dif-
ferenti, una delle quali ottenuta
con una nuova tecnica che non
prevede riporti di nessun mate-
riale.
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2. Materiali e metodi

Per la sperimentazione sono
stati utilizzati impianti Bioplant
(Oralplant, Cordenons, Porde-
none) costituiti da titanio di gra-
do 3, di dimensioni 8 x 10 ¢m,
prodotti con strumenti di alta
precisione. La superficie ¢ stata
ottenuta trattando il metallo
con una microlavorazione per
asportazione micromeccanica
mediante l'utilizzo di punte di
ossido di alluminio di 0,5 mi-
cron (superficie Titanium Pull
Spray Superficial - TPSS). Con
questa tecnica sono state create
cavita arrotondate e porose tra-
mite l'estrazione superficiale di
parti di metallo. La struttura
molecolare del metallo non ¢é
stata sottoposta a nessuna va-
riazione o sollecitazione. Que-
sta sperimentazione ¢ stata ap-
provata dal Comitato Etico del-
I'Universita di Chieti. Sono stati
utilizzati in totale 36 impianti
(18 machined e 18 TPSS), che
sono stati inseriti nell'articola-
zione del femore di coniglio
(22). Nella sperimentazione so-
no stati utilizzati 18 conigli di
razza New Zealand, e in ogni co-
niglio sono stati inseriti 2 im-
pianti, uno machined nell’arti-
colazione di sinistra e uno con
superficie TPSS nell’articolazio-
ne di destra. Dopo anestesia ¢
stata eseguita un’incisione cuta-
nea con elevazione dei tessuti
periosteali in maniera tale da
esporre la superficie ossea. La
preparazione del sito osseo ¢
stata eseguita con frese, sotto
abbondante irrigazione con so-
luzione fisiologica. Dopo l'inse-
rimento degli impianti, il perio-
stio e la fascia muscolare sono
stati suturati con Vicryl (John-
son and Johnson) e la cute con
Ethibond Excel (Johnson and
Johnson). Tutti gli animali supe-
ravano il periodo postoperato-
rio. I conigli sono stati sacrifica-

ti a gruppi di sei dopo 15, 30 e
60 giorni con una overdose di
Tanax. Tutti gli impianti sono
stati recuperati e dopo essere
stati rimossi insieme con i tes-
suti circostanti mediante una
block-section, sono stati fissati
immediatamente in formalina
tamponata al 10%. | pezzi sono
stati successivamente processa-
ti per ottenere sezioni sottili
con il Precise Automated
System (Assing, Roma) (23). 1
campioni sono stati disidratati
in una serie di alcools a concen-
trazioni crescenti e infiltrati
successivamente in resina
Technovit 7200 VLC (Kulzer,
Wehrheim, Germania), i bloc-
chetti, sono stati sezionati a cir-
ca 150 micron e abrasi fino a 20-
30 micron; sono state ottenute
tre sezioni per ogni impianto. I
vetrini sono stati quindi colorati
con fucsina acida e blu di tolui-
dina ed esaminati con un micro-
scopio Laborlux (Leitz, Wetzlar,
Germania). L’'analisi istomorfo-
metrica ¢ stata eseguita utiliz-
zando un Intel Pentium II MMX,
un sistema di acquisizione di
immagini Matrox, una video ca-
mera e un software KS 100
(Zeiss, Hallbergmoos, Germa-
nia). Le immagini acquisite sono
state analizzate utilizzando il
software menzionato in prece-
denza. L’analisi al SEM ¢ stata
eseguita con un microscopio
LEO modello 435 VP (LEO,
Cambridge, Gran Bretagna). La
valutazione della rugosita di su-
perficie e stata eseguita con un
profilometro Mitutoyo (Mituto-
yo, Tokyo, Giappone). Per que-
sta misurazione sono stati utiliz-
zati 5 impianti machined e 5 im-
pianti TPSS. Tre misurazioni so-
no state eseguite per ogni su-
perficie. L'analisi statistica sui
valori delle percentuali di con-
tatto osso-impianto ottenuti con
I'analisi istomorfometrica ¢ sta-
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Fig. | Impianto machined osservato al SEM: non
si osservano difetti di superficie (28X)

ta eseguita con il Fisher's PLSD
test.

3. Risultati

L’analisi di superficie ha dimo-
strato la presenza di residui di
alluminio non superiori a 0,5
ppm/cm®. La rugosita di super-
ficie (Ra), e risultata di 0,30
micron per la superficie machi-
ned e di 2,74 micron per la su-
perficie TPSS. Ra rappresenta
la media aritmetica degli spo-
stamenti del profilo di rugosita
dalla linea mediana, e questa
misurazione viene espressa in
micron. Questo parametro ser-
ve a dare una buona descrizio-
ne generale delle variazioni

dell’altezza, ma non ¢ molto
sensibile alla lunghezza d'onda
e alla presenza occasionale di
picchi elevati o di avvallamenti
profondi.

Analisi al SEM

Impianti machined

Gli impianti mostrano le striatu-
re tipiche della lavorazione al
tornio (figg. 1, 2). Ad alti in-
grandimenti non si evidenziano
difetti strutturali dell'impianto.
Le irregolarita mostrano una
chiara direzione perpendicolare
all’asse lungo dell'impianto
(struttura con caratteristiche
anisotropiche) (3).

g
Detector= SE1

Fig. 2 A maggiore ingrandimento si notano le
tipiche striature determinate dalla fase di
tornitura (500X)

Impianti TPSS

Si osserva una topografia irre-
golare rugosa costituita da zone
omogenee e non omogenee con
presenza di numerose irregola-
rita di superficie disposte in ma-
niera casuale senza un orienta-
mento predominante (struttura
con caratteristiche isotropiche)
(figg. 3, 4). Non si osservano re-
sidui di materiali di natura diffe-
rente dal titanio.

Risultati istologici

2 settimane (impianti machined)

A piccolo ingrandimento, @ pos-
sibile osservare la presenza di
trabecole ossee vicino alla su-

Fig. 3 Impianto TPSS al SEM: non si osservano

difetti di superficie (28X)

LAVORQO ORIGINALE IMPLANTOLOGIA

Fig. 4 A maggiore ingrandimento si nota la
ruvidita di superficie determinata dal processo di
microlavorazione meccanica (500X)
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Fig. 5 Dopo |5 giorni si
notano le trabecole in
neoformazione soprattutto in
corrispondenza della porzione
corticale (blu di toluidina e
fucsina acida 20X)

\)“/

perficie dell'impianto. A piccolo
ingrandimento, si rileva la pre-
senza di una bassa percentuale
di contatto osso-impianto (fig.
5). L'osso presente appare in-
tensamente colorato con la fuc-
sina acida e presenta ampie la-
cune osteocitarie. A maggiore
ingrandimento, a contatto con
le spire dell'impianto, si eviden-
zia la presenza di trabecole os-
see in neoformazione; inoltre,
sono presenti osteoblasti, secer-
nenti nuova matrice osteoide.
Non si notano trabecole ossee
in corrispondenza degli spazi
midollari (fig. 6). Non si riscon-
tra la presenza di cellule multi-
nucleate o cellule osteoclasti-
che.

L'osso neoformato delimita am-
pi spazi midollari.

La percentuale di contatto osso-
impianto e del 21%.

2 settimane (impianti TPSS)

Molti osteoblasti sono presenti
a contatto diretto con la superfi-
cie dell'impianto e in queste zo-

40 6/2002 DENTAL CADMOS

Fig. 6 A maggiore
ingrandimento e in
corrispondenza degli spazi
midollari non si notano trabecole
ossee in neoformazione (blu di
toluidina e fucsina acida 50X)

ne si evidenzia 'apposizione di
matrice osteoide direttamente
sulla superficie implantare (fig.
7). In alcuni campi si osserva
I'intimo contatto tra osso e im-
pianto, poiché non sono visibili
gap all'interfaccia.

A maggiore ingrandimento si
evidenzia la neoformazione di
numerose trabecole ossee a
stretto contatto con la superfi-
cie implantare (fig. §). Numero-
si osteoblasti sono presenti al-
l'interfaccia osso-impianto, im-
pegnati nella deposizione di ma-
trice osteoide neoformata.

La percentuale di contatto osso-
impianto e del 30%.

4 settimane (impianti machined)

La crescita ossea avviene so-
prattutto verso la superficie del-
I'impianto (direzione implanto-
peta) (fig. 9). In alcuni campi, si
evidenzia l'intimo contatto tra
0sso e impianto, in quanto non
sono presenti gap all'interfaccia
né e presente interposizione di
tessuto connettivo fibroso. L'os-

-
o

-,

Fig. 7 Aspetto istologico di
impianto rimosso dopo |5gg:
sono presenti numerose
trabecole ossee a contatto con il
titanio (blu di toluidina e fucsina
acida 20X)

S0 appare pilt maturo e compat-
to e presenta una minore quan-
tita di spazi midollari. Solo rara-
mente, in alcune zone, € possi-
bile osservare osteoblasti. La

Fig. 8 Dopo 30 gg la superficie
dell’impianto risulta circondata
da nuovo osso anche in
corrispondenza degli spazi
midollari (blu di toluidina e
fucsina acida 50X)
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Fig. 9 Dopo 30 giorni si
osserva come la

neoformazione ossea avvenga
prevalentemente in direzione
implantopeta (blu di toluidina
e fucsina acida 200X)

percentuale di contatto osso-
impianto é del 26,8%.

4 settimane (impianti TPSS)

A piccolo ingrandimento la
maggior parte della superficie
implantare appare circondata
da tessuto osseo neoformato
(fig. 10). A maggiore ingrandi-
mento si osserva la presenza di
0sso compatto, maturo, con pic-
coli spazi midollari e in fase di
rimodellamento, specialmente
nella porzione apicale. Molti
osteoblasti sono localizzati vici-
no alla superficie implantare,
mentre in altre regioni, sono
presenti matrice osteoide e os-
so. Un piccolo strato di osso cir-
conda la maggior parte degli im-
pianti, tanto che alcuni impianti
appaiono circondati interamen-
te da tessuto osseo. Tra I'osso e
gli impianti non si osserva la
presenza di spazi otticamente
vuoti. In nessun caso si osserva
interposizione di tessuto con-
nettivale o di cellule inflamma-
torie tra osso e impianto. L'osso

LAVORO ORIGINALE IMPLANTOLOGIA

Fig. 10 Si notano alcuni
osteoblasti che producono nuovo
osso direttamente sulla
superficie del titanio

(blu di toluidina e

fucsina acida 200X)

si presenta compatto e maturo;
tuttavia, non si evidenziano si-
stemi Haversiani ben struttura-
ti. La qualita ossea distante dal-
la superficie implantare ¢ ugua-
le a quella riscontrata nel grup-
po di impianti machined. La
percentuale di contatto osso-
impianto e del 32%.

8 settimane (impianti machined)
Osso maturo € presente intorno
agli impianti. L'osso si presenta
con sistemi Haversiani ben for-
mati e nessun gap tra osso e im-
pianto e presente. In molti cam-
pi si osserva una matrice
osteoide dello spessore di alcu-
ni micron interposta tra impian-
to e 0sso maturo. L'attivita
osteblastica e scarsa e, solo in
alcuni campi, si osservano alcu-
ni osteoblasti secernenti matri-
ce osteoide. Non si osservano
cellule multinucleate o cellule
tipiche dell'inflammazione acu-
ta (fig. 11). La percentuale di
contatto osso-impianto e del
52,3%.

Fig. |1 Dopo 60 giorni si
osservano alcuni osteoblasti
che producono nuova matrice
ossea (blu di toluidina

e fucsina acida 200X)

8 settimane (impianti TPSS)

Solo pochi osteoblasti sono pre-
senti. Osso maturo e, solo in al-
cune aree, matrice non ancora
mineralizzata e presente nell’in-

Fig. 12 Dopo 60 ggla
superficie implantare risulta
circondata da osso anche in

corrispondenza degli spazi
midollari (blu di toluidina e
fucsina acida 100X)
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terfaccia osso-impianto. Tra
I'osso e gli impianti non si os-
servano spazi otticamente vuoti
(fig. 12). L'osso si adatta alle
micro-irregolarita provocate dal
trattamento di superficie. Non
si evidenzia presenza di cellule
multinucleate o linfociti o di al-
tre cellule tipiche dell'infiam-
mazione. Intorne.alla superficie
dell'impianto non si riscontrano
gap o interposizione di matrice
non mineralizzata tra 'osso ma-
turo e il titanio. La percentuale
di contatto osso-impianto & del
59,5%.

Analisi statistica

L’analisi statistica ha mostrato
una differenza significativa tra
le percentuali di contatto osso-
impianto degli impianti machi-
ned e di quelli TPSS a 15 gg (p-
value = (.0043) e a 60 gg (p-va-
lue = 0.0197), mentre a 30 gg i
valori non sono risultati signifi-
cativi (p-value = 0.0859).

4. Discussione

La composizione, la rugosita, la
topografia e I'energia di superfi-
cie giocano un ruolo importan-
te durante le fasi iniziali dell’in-
tegrazione dell'impianto (24).
Attualmente, non sono ancora
completamente conosciute le
caratteristiche di superficie
specifiche per un'ottimale inte-
grazione ossea (24). Impianti
rugosi hanno mostrato una per-
centuale di successo a lungo
termine piu elevata rispetto agli
impianti con superficie machi-
ned (25). Gli impianti sabbiati
con TiO; hanno mostrato dei
valori di percentuale di contat-
to osso-impianto piu elevati de-
gli impianti machined (26).
Inoltre, la topografia di superfi-
cie si @ dimostrata influenzare
la quantitd di osso depositata
intorno agli impianti e i prodot-
ti della mineralizzazione sono

42 6/2002 DENTAL CADMOS

risultati guidati dalla topografia
di superficie (27). Un aumento
della rugosita superficiale pro-
duce una diminuzione della
proliferazione degli osteoblasti
con un aumento della loro dif-
ferenziazione con aumentata
produzione di fosfatasi alcalina,
TGF beta, PGE, (28-32). Inol-
tre, si ¢ potuto dimostrare co-
me la risposta delle cellule os-
see a ormoni sistemici puo es-
sere modificata dalla rugosita
superficiale (30). Nel presente
studio si & potuto notare come
la quantita di osso intorno a im-
pianti TPSS sia risultata essere
significativamente maggiore ri-
spetto agli impianti machined
sia nelle fasi iniziali di guarigio-
ne (15 gg) sia a guarigione ulti-
mata (60 gg). Dopo 8 settimane,
negli impianti machined l'osso
maturo appariva a stretto con-
tatto con la superficie implanta-
re, ma in molte aree era inter-
posta matrice osteoide non an-
cora mineralizzata. Negli im-
pianti TPSS, al contrario, erano
presenti molti osteoblasti a di-
retto contatto con la superficie
implantare. In altre aree del pe-
rimetro implantare era possibi-
le osservare la formazione di
matrice osteoide direttamente
sulla superficie implantare. I ri-
sultati da noi ottenuti concor-
dano con quelli ottenuti da altri
Autori in modelli animali (11,
20, 21, 33). 1l protocollo di stu-
dio da noi adottato, consente di
osservare il comportamento de-
gli osteoblasti in funzione della
superficie e in funzione dei
tempi di guarigione. Durante la
guarigione possiamo osservare
il comportamento delle diverse
popolazioni cellulari nei con-
fronti delle due superfici, men-
tre a guarigione avvenuta pos-
siamo valutare la quantita di os-
s0 a contatto con le due diverse
superfici implantari. Sono state

quindi ottenute delle risposte
biologiche differenti nei due
gruppi di impianti utilizzati nel-
la sperimentazione. Considera-
to il fatto che la forma e le di-
mensioni degli impianti sono
identiche, I'unico parametro
che puo giustificare la differen-
te risposta biologica ottenuta &
la differente rugosita di superfi-
cie. Questo indica che 'aumen-
to di rugosita puo far aumenta-
re la quantita di osso intorno
agli impianti e modifica il com-
portamento degli osteoblasti,
soprattutto nelle prime fasi del-
la guarigione, attraverso due
meccanismi: 1) una maggior ba-
gnabilita delle superfici sabbia-
te rispetto a quelle machined;
2) un aumento della superficie
implantare a contatto con il tes-
suto 0sseo.

In conclusione, il presente stu-
dio dimostra una maggiore
quantita di tessuto osseo intor-
no a impianti TPSS rispetto a
impianti machined.

Riassunto

Diverse tecniche sono state
utilizzate per migliorare la
risposta ossea intorno agli
impianti dentari. Scopo del
lavoro ¢ un'analisi istologica e
istomorfometrica dell’osso
perimplantare intorno a
impianti machined e a impianti
con una superficie ottenuta con
una nuova tecnica che non
prevede riporti di materiale
(impianti TPSS). Per la
sperimentazione sono stati
utilizzati 18 conigli New
Zealand. Nell'articolazione del

Jfemore di ogni coniglio sono stati

inseriti due impianti, uno
machined e uno TPSS per un
totale 36 di impianti (18
machined e 18 TPSS). Sei conigli
sono stati sacrificati dopo ogni
tempo sperimentale (15, 30 e 60
gq). La rugosita di superficie
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(Ra) degli impianti machined ¢
risultata di 0,30 micron, mentre
quella degli impianti TPSS erva di
2,74 micron. L'analisi statistica
dei dati riferiti alle percentuali
di contatto osso-impianto ha
mostrato una differenza
significativa tra le percentuali di
contatlo osso-impianto degli
implanti machined e di quelli
TPSS a 15 gg (p-value = 0.0043) e
a 60 gg (p-value = 0.0197). In
conclusione, lo studio dimostra
una maggiore quantita di tessulo
osseo intorno a impianti TPSS
rispetto a impianti machined.
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