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RIASSUNTO

Lo sviluppo di nuovi materiali in implantologia che consentano di controllare I'adesione e la proliferazione battericenatioaadiegrande at-
tualita, nell’'ambito della moderna odontoiatrica riabilitativa. L'incorporazione di un impianto dentale osteointegratormioatetena colo-
nizzazione batterica sulla porzione transmucosa dell'impianto, con la conseguente progressiva perdita del contatto eaésgitintwlli che
incrementa la possibilita di aggressione di patogeni al tessuto mineralizzato, compromettendone I'osteointegrazione uerz e @hsesgosso-
no portare fino al fallimento del dispositivo. Nel presente lavoro sono stati studiati metodi elettrochimici di modificeiaepigli impianti,
in grado di cambiare lo spessore e la struttura del film di passivita che riveste il titanio e le leghe di titanio. Ctetnichstsi possono otte-
nere film di ossido di titanio superficiale cristallino, potenzialmente in grado di ridurre la colonizzazione batteriogéegliostecintegrati una
volta posizionati e funzionalizzati nel cavo orale. In particolare € stata studiata I'influenza del voltaggio di trattamedizdazione, applicati
a superfici di titanio commercialmente puro grado 2 e lega di titanio Ti6Al4V, sull'inibizione del processo adesivo etipmlifispettivamen-
te a 3 e 24 ore, di quattro ceppi batteistieptococcus mutajBorphyromonas gengivalis, Staphylococcus au8325-4 eStaphylococcus epi-
dermidisRP62A.

SUMMARY In-vitro study of a new treatment for controlling bacterial adhesion to titanium and titanium-alloy
dental implants

The development of new implant dentistry materials allowing to control bacterial adhesion and proliferation is an expieaiédgte in mo-
dern rehabilitation dentistry. Placing an osseointegrated implant may lead to the bacterial colonisation of the transrtionagfagheamplant,
with the resulting progressive loss of contact between implant and soft tissues. As a result, there can be pathogemtiggnessised tissue,
and impaired osseointegration, and even failure. This paper investigated the electrochemical methods for changing tbefacglaet she
thickness and structure of the passivity film investing titanium and titanium alloys. These techniques may enable toysiddinesurface ti-
tanium oxide film, potentially capable of reducing bacterial colonisation in osseointegrated implants once positioneddandheadeuth. In
particular, the influence of the anodisation voltage was investigated as applied to commercially pure, grade 2 titanidd dsdiifé&es, on
the inhibition of the adhesion and proliferation process at 3 and 24 hours, respectively, for 4 bacteriétsépiosoccus mutapBorphyro-
monas gengivalisStaphylococcus aure@325-4 andStaphylococcus epidermid&P62A.
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li impianti dentali osteointegrati sono dispositivi di

largo impiego che vantano un notevole successo

clinico a lungo termine. Un’efficace osteointegra-
zione e la presenza di tessuti molli sani, trofici e bene ade-
renti alla porzione transmucosa sono elementi chiave che
garantiscono all'impianto adeguate prestazioni.
[ tessuti perimplantari di impianti che dimostrano nel tem-
po conservare 'anchilosi funzionale ottenuta attraverso il fe-
nomeno biologico dell’osteointegrazione, sono colonizzati
prevalentemente da batteri Gram-positivi aerobi facoltativi.
Questa condizione si mantiene invariata nel tempo con im-

pianti clinicamente stabili' e le caratteristiche della micro-
flora perimplantare € sovrapponibile a quella appartenente
a un parodonto sano.

E stato osservato che un notevole accumulo batterico lun-
go la porzione transmucosa dell’'impianto puo condurre a
processi inflammatori della mucosa, mucositi, con perdita
di attacco, creando 1 presupposti per esposizione dell’osso
al patogeni, perimplantiti, e nei casi pitt gravi portare al fal-
limento dell'impianto.

Le perimplantiti sono, infatti, processi inflammatori dei tes-
suti molli e duri perimplantari che, se non trattate, condu-
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cono alla formazione di difetti ossei che possono divenire
ingravescenti, fino alla perdita completa dell’anchilosi fun-
zionale dell'impianto. Laccumulo di placca rappresenta il
fattore eziologico principale insieme agli eventi immunopa-
togenetici che lo accompagnano e che aumentano la possi-
bilita del danno tissutale localizzato®*.

Proprio I'accumulo di placca ¢ determinato inizialmente da
una colonizzazione prevalentemente di microrganismi
Gram-positivi aerobi facoltativi ma con percentuali di Bac-
teroides ¢ Capnocytophaga piu alte nei soggetti parzialmente
edentuli rispetto ai soggetti completamente edentuli®.
Studi scientifici hanno, inoltre, evidenziato la colonizzazio-
ne del solco perimplantare da parte dei microrganismi pe-
riopatogeni in relazione alla microflora putativa delle tasche
parodontali dell’ospite e allo stato parodontale del soggetto;
¢ dimostrato che le tasche e 1 difetti parodontali agiscono
come serbatoi di patogeni influenzando la colonizzazione
dei tessuti perimplantari®”’. Inoltre, studi retrospettivi hanno
riportato che 'aumento degli indici di sondaggio perim-
plantare (maggiori di 4 mm) ¢ significativo per una coloniz-
zazione del sito da parte di microrganismi anaerobi come la
Porphyromonas gingivalis®, e che segni di inflammazione delle
tasche perimplantari piu profonde sono associati alla pre-
senza di Prevotella intermedia e Actinobacyllus actinomycetecomi-
tans di possibile migrazione dal parodonto al perimpian-
to***1 Episodi di parodontiti hanno quindi una grande
influenza sulla flora perimplantare tanto da determinarne
persino la composizione 1% Tali evidenze scientifiche,
qualora non si sia in presenza di soggetti totalmente edentu-
li che determinano invece un ecosistema orale diverso'?,
hanno indicato che per ottenere il successo di una terapia
implantoprotesica e/o per ridurre il rischio di innesco di
malattie dei tessuti perimplantari ¢ fondamentale I'attenta
valutazione dello stato parodontale del soggetto: 'accerta-
mento di una compromissione del parodonto superficiale o
profondo dovra determinare, in primis, I'esecuzione di una
terapia mirata a risolvere I'avanzamento delle problematiche
parodontali, in un paziente anticipatamente sensibilizzato al-
la necessita di un mutamento della sue abitudini alimentari
e dell’igiene orale e del quale si ¢ verificata una fattiva col-
laborazione.

E comunque noto I"accumulo di placca sulla porzione tran-
smucosa dell'impianto o dell’abutment & determinato non
solo dalla presenza e dal trasporto dei batteri sulla superficie
implantare, ma anche dalle caratteristiche di superficie del
biomateriale, e dalle sue interazioni con I’ambiente biolo-
gico. La micromorfologia e le caratteristiche chimico fisiche
delle superfici degli impianti in titanio determinano, nel
tratto transmucoso, un momento importante per I'innesco
di una mucosite e lo sviluppo della malattia in perimplanti-
te.Ad esempio ¢ noto che lo Streptococcus sanguis, I” Actinomy-
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ces viscosus e Porphyromonas gingivalis prediligano per 'ade-
sione al titanio la superficie ruvida a quella liscia'*"%; anche
gli aspetti legati alla chimica della superficie implantare sem-
brano avere una notevole importanza: studi in vitro hanno
evidenziato che dischi rivestiti mediante deposizione fisica
con vapore (PVD) di nitruro di titanio o in nitruro zirco-
nio determinano una significativa riduzione dell’adesione di
Streptococcus mutans e Streptococcus sanguis".

La superficie degli impianti, la sola parte che viene a con-
tatto con 'ospite, puo giocare quindi un ruolo fondamen-
tale non solo nei rapporti con il substrato osseo durante 1
processi di osteointegrazione, come ¢ stato ampiamente do-
cumentato dalla letteratura scientifica degli ultimi decenni,
ma anche con 1 tessuti molli del tratto transmucoso, che de-
terminano proprio la sopravvivenza nel tempo di questo
fenomeno biologico.

E noto che il titanio deve la sua resistenza alla corrosione
alla presenza in superficie di un sottile e aderente strato di
ossido, amorfo o cristallino, che si forma spontaneamente al-
I'aria e in presenza di ossigeno. La forma cristallina di tale
ossido puo assumere tre diverse strutture: rutilo, anatasio,
brookite.

Dalla letteratura emerge che la presenza di anatasio o rutilo
in superficie pud innescare e stimolare la precipitazione di
idrossiapatite da soluzioni contenenti ioni calcio e fosfato, ad
esempio quando tali superfici entrano in contatto con solu-
zioni del tipo Simulated Body Fluid (SBF). Questo evento &
spesso associato all'indicazione di buone proprieta osteointe-
grative”. Le potenzialita osteointegrative di un materiale so-
no inoltre legate alla capacita di consentire o indurre la co-
lonizzazione di cellule osteoblastiche. E quindi possibile mi-
gliorare I'osteointegrazione di un impianto in titanio attra-
verso opportuni trattamenti superficiali, finalizzati a modifi-
care la composizione chimica e la microstruttura del suo film
di ossido. In questo senso nel corso degli anni sono stati mes-
si a punto e applicati svariati trattamenti finalizzati alla mo-
difica della morfologia e chimica superficiale degli impianti
dentali. Tra questi occupano un ruolo di rilievo le tecnolo-
gie di deposizione di idrossiapatite o calciofosfati. Se, pero, da
un lato tali trattamenti sono potenzialmente in grado di mi-
gliorare l'osteointegrazione degli impianti, dall’altro restano
aperti problemi di adesione e coesione dei rivestimenti al
substrato metallico, che possono portare a delaminazione,
granulazione dei rivestimenti e originare detriti. Una valida
possibilita per la modifica superficiale del titanio ¢ oggi rap-
presentata dai trattamenti elettrochimici, in grado di modifi-
care la composizione chimica, la struttura e la morfologia
del film superficiale di ossido. Attraverso queste tecniche elet-
trochimiche il film superficiale che si ottiene ¢ aderente e in-
trinsecamente legato al substrato metallico; determinando
un’interfaccia con il substrato continua e stabile.
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Recentemente si ¢ anche osservato che, utilizzando oppor-
tuni trattamenti basati sull’anodizzazione del titanio, € pos-
sibile fornire alla superficie proprieta batteriostatiche/batte-
ricide modificando la struttura e cristallinita dell’ossido su-
perficiale, mantenendo inalterato il comportamento biolo-
gico in termini di citocompatibilita®.

La colonizzazione microbica e l'attivita antibatterica sulle
superfici metalliche ¢ gia stata discussa in diversi studi in vi-
vo e in vitro*'>'. La superficie di titanio da sola, invece, non
possiede attivita antibatterica e conseguentemente puo esse-
re essa stessa un fattore capace di promuovere 'accumulo di
placca sugli impianti**. Nonostante questa considerazione
solo un numero ridotto di esperimenti sono stati compiuti
utilizzando impianti di titanio con superficie modificata al-
lo scopo di inibire la colonizzazione dei batteri**".

Le peculiari proprieta battericide e fotocatalitiche del mate-
riale ceramico TiO, in forma di polvere e con struttura di
anatasio sono ben note dalla letteratura. La possibilita di mo-
dificare le superfici di titanio e lega di titanio mediante os-
sidazione anodica per ottenere film superficiali ricchi di ana-
tasio, ¢ una strategia oggi percorribile per eftettuare il con-
trollo della presenza batterica superficiale. Diversi lavori so-
no stati compiuti per documentare l'effetto dell’attivita fo-
tocatalitica del ceramico TiO, nei processi di disinfezione e
di eliminazione delle cellule cancerogene*.

In questo lavoro si ¢ voluto verificare sperimentalmente la
capacitd di un trattamento elettrochimico di ossidazione
anodica nel controllare e ridurre la colonizzazione batterica
sulla superficie di titanio, nonché gli effetti di tale tratta-
mento sulla citocompatibilitd. A tale fine, sono stati studiati
e caratterizzati diverse varianti di trattamenti di ossidazione
anodica eseguiti su titanio e lega di titanio Ti6Al4V, alcuni
dei quali in grado di formare un film di ossido cristallino
con struttura tipo anatasio. Le superfici ottenute sono state
caratterizzate con diffrattometria ai raggi X e studiate con
prove in vitro utilizzando due modelli cellulari selettivi ri-
spettivamente per I'analisi della risposta cellulare post con-
tatto con tessuti duri (MG63-cellule da osteosarcoma uma-
n0)* e per 1 tessuti molli (L929-fibroblasti murini)*. La ve-
rifica della capacita di controllare e limitare I'adesione e la
proliferazione batterica ¢ stata operata mediante test in vitro
con diversi ceppi batterici: Streptococcus mutans, Porphyromo-
nas gengivalis, Staphylococcus aureus 8325-4 ¢ Staphylococcus epi-
dermidis RP62A. In particolare, I'adesione e la crescita di
Porphyromonas gengivalis, ceppo batterico co-responsabile
della formazione della placca batterica nel cavo orale, ¢ sta-
ta studiata sulle superfici di titanio grado 2 mentre il pro-
cesso adesivo e proliferativo di Staphylococcus epidermidis
RP62A, frequente ceppo colonizzatore di biofilm naturale,
¢ stata analizzato su superfici di lega di titanio Ti6Al4V, ma-
teriale utilizzato in ambito ortopedico oltre che dentale.
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MATERIALI E METODI

Preparazione dei campioni

[ campioni sono stati ottenuti da una lastra di titanio grado

2 e una grado 5 (Toresin titanium, Padova). I campioni

(10x10x1 mm?) sono stati tagliati usando un tagliatore

meccanico, sgrassati con acetone, puliti utilizzando un bagno

a ultrasuoni.

[ trattamenti elettrochimici di anodizzazione sono stati ese-

guiti in opportune soluzioni e in condizioni di temperatura

controllata, secondo un know-how riservato sviluppato al

Politecnico di Milano. Fissata la corrente mediante un gal-

vanostato (Eutron Rivoli, Italia), il voltaggio € stato aumen-

tato fino al valore desiderato, quindi il processo ¢ stato in-

terrotto e 1 campioni lavati in ultrasuoni con acqua distilla-

ta, quindi asciugati.

[ materiali considerati utilizzati per le prove cellulari sono

stati rispettivamente:

A =Ti grado 2 senza trattamento

B =Ti grado 2 con anodizzazione a V=90V

C =Ti grado 2 con anodizzazione aV=130V

D =Ti6Al4V senza trattamento

E =Ti6Al4V con anodizzazione aV=100V

F =Ti6Al4V con anodizzazione aV=120V

CONTR = pozzetto di controllo

Rispetto alle prove di citocompatibilita, alcuni trattamenti

effettuati per le prove batteriche sono stati modificati in

termini di voltaggio di anodizzazione e condizioni di prova.

Per ogni materiale testato con le culture batteriche ¢ stato,

infatti, valutato anche effetto dell’irraggiamento con raggi

ultravioletti (identificati dall’indicazione Y-UV). Conse-

guentemente, 1 materiali utilizzati per le prove con 1 batteri

sono cosl identificati:

Ctr, N-UV  =Ti grado 2 senza trattamento

Ctr,Y-UV =Ti grado 2 senza trattamento irraggiato
con UV (235 nm, 6 minuti)

N-AN, N-UV =Ti grado 2 con anodizzazione a V = 60V

N-AN,Y-UV =Ti grado 2 con anodizzazione a V = 60V
irraggiato con UV (235 nm, 6 minuti)

Y-AN,N-UV =Ti grado 2 con anodizzazione a V = 90V

Y-AN,Y-UV  =Ti grado 2 con anodizzazione a V = 90V
irraggiato con UV (235 nm, 6 minuti)

Ctr, N-UV  =Ti6Al4V senza trattamento

Ctr,Y-UV =Ti6Al4V senza trattamento irraggiato con

UV (235 nm, 6 minuti)
N-AN, N-UV =Ti6Al4V con anodizzazione a V=65V
N-AN,Y-UV =Ti6Al4V con anodizzazione a V=65V ir-
raggiato con UV (235 nm, 6 minuti)
Y-AN, N-UV =Ti6Al4V con anodizzazione a V=120V
Y-AN,Y-UV =Ti6Al4V con anodizzazione a V=120V
irraggiato con UV (235 nm, 6 minuti)
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Caratterizzazione microstrutturale

delle superfici

Diffrattrometria a raggi X (XRD)

[ campioni sono stati caratterizzati usando la diffrattometria
a raggi X per film sottili (Philips PW 1710). Per ogni tipo-
logia di materiale ¢ stato ottenuto uno spettro di diffrazione
che indica qualitativamente la presenza di ossido di titanio in
forma cristallina di anatasio.

Risposta cellulare in vitro

Sterilizzazione dei campioni

I campioni sono stati immersi per 10’ con etanolo (70% v/v
in acqua) (Merk,) e successivamente sterilizzati per irraggia-
mento con UV (235 nm).

Cellule, mezzi e controlli

[ saggi sono stati condotti adottando un modello cellulare
basato su MG63-cellule da osteosarcoma umano (ECACC
86051601) e L929 — fibroblasti murini di linea (ECACC
85011425).

Le cellule sono state coltivate e preparate per la semina sui
materiali come descritto altrove41,20. Come controllo non
tossico, negativo, ¢ stato utilizzato polistirene trattato per
colture cellulari (Corinig-Costar).

Adesione e morfologia cellulare

Le cellule (2x10° cellule/campione) sono state seminate sul-
la superficie dei materiali (2 campioni per materiale) e, do-
po il prescelto tempo di incubazione (24 e 48 ore post se-
mina), preparate per I'analisi al microscopio elettronico a
scansione (SEM) come descritto in precedenza®.
Brevemente, ai tempi di saggio selezionati, i campioni so-
1o stati trattati con una soluzione di glutaraldeide (Fluka)
e disidratati con una scala di etanolo crescente. Dopo op-
portuna ricopertura con oro (Sputter coater Edwards
S150B) 1 materiali sono stati esaminati con il miscoscopio
elettronico a scansione-SEM (Cambridge Instruments, Ste-
reoscan 360).

Saggio per I’attivita metabolica cellulare

Le cellule sono state seminate (2x10° cells/sample) sui cam-
pioni (4 campioni per materiale) e il saggio eseguito come
gia descritto®.

In breve, a ogni tempo di saggio (1, 3, 10 giorni per le cel-
lule L929;1, 3,10, 14 per le cellule MG63), 1l mezzo di col-
tura sostituito con una soluzione di Almar Blue (Serotec,
Prodotti Gianni S.p.A, Italia) e dopo quattro ore di incuba-
zione, 1 surnatanti trasferiti in una diversa piastra ed esami-
nati a una lunghezza d’onda di 570 nm (Tecan Genius Plus).
I campioni, ricoperti con mezzo fresco, sono stati riposti in
coltura fino al successivo tempo di saggio.
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Studio dell’adesione batterica

I ceppi batterici e le condizioni di crescita

Streptococcus mutans (CCUG 35176) e Porphyromonas gengiva-
lis (CCUG 25211/030213) sono stati acquisisti dalla Cul-
ture Collection of University of Goteborg (CCUG); Staphy-
lococcus aurens (NTCC 8325-4) e Staphylococcus epidermidis
RP62A (ATCC 35984) provengono rispettivamente dalla
National Type Culture Collection (NTCC) e dall’American
Type Culture Collection (ATCC). I ceppi selezionati di
Streptococcus mutans e Porphyromonas gengivalis sono batteri
cariogenici presenti nella cavita orale. I ceppi selezionati di
Staphylococcus aureus 8325-4 e Staphylococcus epidermidis
RP62A sono batteri responsabili di infezioni di protesi. Tut-
ti 1 ceppl sono stati fatti crescere in un terreno liquido, Brain
Heart Infusion (BHI, Difco, CA), addizionato di siero di
cavallo al 10% (v/v, Oxoid, Italia), preventivamente inatti-
vato al calore, per favorirne la crescita. Le colture rispettiva-
mente di Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus e Staphy-
lococcus epidermidis RP62A sono state incubate staticamente
in condizioni aerobiche per 16 h a 37 °C mentre il ceppo
di Porphyromonas gengivalis ¢ stato cresciuto in condizioni
statiche e strettamente anaerobiche per 16 h a 37 °C (Anae-
rogen Compact™, Oxoid, Italy).

Queste colture, utilizzate come fonte principale per gli espe-
rimenti, sono state quindi normalizzate a una densita finale
di 1x10'" cellule/mL mediante lettura spettrofotometrica e
successivo confronto dei valori di OD,  dei campioni con
una curva standard che correla i valori ottenuti di OD, al
numero di cellule batteriche.

L’adesione batterica in vitro

[ campioni sono stati precedentemente trattati in una solu-
zione acquosa di etanolo 70% (v/v) e lavati con acqua di-
stillata sterile. I campioni sono stati, quindi, divisi in due se-
rie: la prima serie risulta costituita da campioni che non so-
no stati illuminati dalla luce UV (N-UV) mentre la secon-
da serie ¢ costituita da campioni che sono stati illuminati per
sei minuti dalla luce UV (Y-UV). Un numero di batteri pa-
ria 1x10%0 1x10* cellule batteriche, cresciute durante la
notte come precedentemente indicato, sono state deposita-
te su ogni campione e incubate a 37 °C, rispettivamente
per 3 0 24 ore, in condizioni statiche. Al termine dei rispet-
tivi tempi d’incubazione, 1 batteri debolmente adesi sono
stati allontanati attraverso delicati lavaggi del campione con
tampone PBS mentre 1 batteri fortemente adesi alle super-
fici sono stati preparati per l'osservazione al SEM, come in-
dicato. Sono stati utilizzati tre campioni di prova per ogni
condizione sperimentale (3 o 24 ore) per stimare le Conte
Vitali Totali (TVC) come descritto precedentemente®*!. I
campioni con le cellule batteriche adese sono stati sospesi in
ImL di soluzione Ringer sterile (Oxoid, Italia) utilizzando
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1. Diffrattogrammi ai raggi X dei materiali B, C, D ed E

il vortex per cinque minuti. Le superfici pulite sono state
quindi colorate e analizzate per valutare la completa rimo-
zione delle cellule adese. Sono state preparate delle dilui-
zioni seriali delle sospensioni batteriche e 100 pL di ciascu-
na diluizione ¢ stato depositato su piastre di agar in terreno
BHI (Bacto agar, Difco, CA). Le piastre sono state incubate
per 24-48 ore a 32 °C e poi sono state contate le colonie
cresciute. Sono state quindi calcolati 1 valori diTVC per
ogni campione e 1 risultati sono stati espressi come Unita
Formanti Colonie (CFU) per cm?.

Osservazione al microscopio elettronico

a scansione (SEM)

Per I'analisi al SEM, 1 batteri adesi su ciascuna superficie do-
po 24 ore d’incubazione sono stati fissati per un’ora a 4°C
con una soluzione al 2,5% v/v di glutaraldeide in tampone
cacodilato 0.1 M (pH=7,2) Successivamente i campioni so-
1o stati estensivamente lavati in tampone cacodilato e infine
disidratati attraverso una scala graduale in percentuale cre-
scente di etanolo (dal 25% fino al 100%). I campioni sono
stati quindi lasciati per 10 minuti in etanolo al 100% e poi es-
siccati al punto critico utilizzando la CO,. I campioni, mon-
tati su un supporto di alluminio, sono stati rivestiti di oro ed

esaminati con un microscopio StereoScan 360 Cambridge a
10 kV. T campioni con i batteri adesi sono stati osservati ri-

spettivamente a 2000x e 10000x ingrandimenti*”*,

Analisi statistica
Lanalist statistica dei dati ¢ stata effettuata utilizzando 1 test
ANOVA test e t-test per paragonare le popolazioni di dati.

RISULTATI

Caratterizzazione microstrutturale

di supertficie

Sia per il titanio c.p. grado 2 che per la lega Ti6Al4V le ana-
lisi di diffrattometria a raggi X evidenziano la presenza di
anatasio. Tale presenza, evidenziata dall'intensita dei picchi
intorno a 24,6°, risulta minore sui materiali anodizzati a vol-
taggio piu basso (materiali B ed E nei grafici di sinistra di
figura 1) rispetto ai substrati anodizzati a maggior voltaggio
(materiali C e F nei grafici di figura 1). Questo comporta-
mento € stato riscontrato in tutti 1 materiali. Per 1 materiali
non trattati, non ¢ stata osservata la presenza di alcun picco
indicativo della presenza di anatasio.
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ABS vs. Tempo (MG63)
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2. Attivita metabolica di
cellule MG63 e 1.929 col-
tivate sui materiali.

Giorno 14

Risposta cellulare in vitro

Lo studio sull’adesione e morfologia cellulare mostra dopo
24 ore dalla semina, per entrambi 1 modelli utilizzati, cellu-
le ben adese sulla superficie di tutti 1 materiali, con morfo-
logia appiattita. I risultati ottenuti dopo 48 ore confermano
tale osservazione, mostrando inoltre un’incrementata densita
cellulare su tutti i substrati. [ valori relativi allo studio del-
Iattivita metabolica mostrano un andamento crescente nel
tempo, per entrambe le linee cellulari (figura 2). Nel caso
delle cellule osteoblastiche, 1 valori relativi alle superfici ano-
dizzate risultano piu elevati rispetto alle superfici non tratta-
te, in generale fino al giorno 10 (p<0,05), sia per 1 substrati
in titanio, sia per quelli in lega.

Studio in vitro dell’adesione batterica
Adesione batterica su superfici di titanio differentemente
modificate.

Studi di adesione in vitro sul titanio e relative superfici op-
portunamente modificate, condotti rispettivamente con i
ceppi di Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus e Porphyro-
monas gengivalis, hanno dimostrato una riduzione maggiore
dell’adesione batterica sui campioni anodizzati, con anatasio
(Y-AN) e senza anatasio superficiale (N-AN), rispetto ai sub-
strati non trattati (CTR), gid dopo tre ore di incubazione
(p<0,05) (figura 3, pannello A). La riduzione della capacita
proliferativa dei tre ceppi batterici si ¢ dimostrata ancora pit
evidente sulle superfici Y-AN e N-AN, se paragonate al nu-
mero di CFU/cm? rilevate sulla superficie di controllo dopo
un’incubazione di 24 ore (p<0,05) (figura 3, pannello B). In
generale, Iefticienza di riduzione sul processo adesivo si € ap-
prezzata in modo significativo per 1 tre ceppi batterici testati
sul campione Y-AN, sia a tre ore, sia 24 ore (p<<0,05).

A tre ore, 'adesione del ceppo di S. aureus su N-AN e Y-
AN e risultata significativamente ridotta rispetto all’adesio-

ne dei ceppi di S.mutans e Pgengivalis agli stessi campioni
(p<0,05) (figura 3a). A 24 ore, i ceppi di S. aureus ¢ P, gengi-
valis hanno evidenziato una minore capacita proliferativa, sia
su Y-AN, sia su N-AN rispetto al ceppo di S.mutans.
(p<0,05) (figura 3b).

In particolare, il pre-trattamento di ciascun campione per
una breve esposizione ai raggi UV ha comportato una ri-
duzione non particolarmente elevata sia della adesione bat-
terica, sia della capacita proliferativa dei tre ceppi analizzati
a3 0 24 ore di incubazione sui campioni Y-AN e N-AN
(p<0,05) (tigura 3).

Per quanto concerne lo studio in vitro di adesione e prolife-
razione batterica sulla lega di titanio Ti6Al4V e sulle super-
fici modificate correlate, si sono utilizzati i ceppi di Strepto-
coccus mutans, Staphylococcus aurens 8325-4 e Staphylococcus epi-
dermidis RP62A, che sono stati incubati rispettivamente a tre
e 24 ore. I risultati ottenuti hanno evidenziato, dopo tre
ore, una minore capacita adesiva dei tre ceppi selezionati sul-
le superficie modificate Y-AN e N-AN, rispetto alla super-
ficie di controllo (p<0,05) (figura 4a). L'efficienza della ri-
duzione sulla capacita proliferativa si ¢ apprezzata in modo
significativo sui campioni Y-AN e N-AN, rispetto a CTR
(p<0,05) (figura 4b). Anche in questo caso, il campione Y-
AN ha mostrato il minor numero di CFU/cm? (p<0,05).
In modo del tutto paragonabile a quanto gia osservato per
il titanio, il ceppo di S. aureus 8325-4, dopo tre ore, ha mo-
strato, sui campioni in lega N-AN e Y-AN, una minore ca-
pacita adesiva rispetto ai ceppi di S. mutans e S. epidermidis
RP62A sugli stessi campioni (p<0,05) (figura 4a). Lo stesso
comportamento da parte del ceppo di S. aurens 8§325-4 ¢ os-
servabile dopo 24 ore (p<0,05) (figura 4b). In particolare, la
riduzione della capacita proliferativa del ceppo di S. epider-
midis RP62A ¢ stata particolarmente significativa sul cam-
pione Y-AN a 24 ore (p<0,05).
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3. Numero totale CFU di ciascuno dei ceppi batterici analizzati, su cam-
pioni di titanio di grado 2, rispettivamente dopo 3 ore (a) e 24 ore (b).

Anche per le superfici in lega di titanio, I'effetto dovuto a
una breve pre-illuminazione con raggi UV non ha compor-
tato una riduzione significativa, né dell’adesione, né della
proliferazione batterica, dei tre ceppi selezionati a tre o 24
ore (p>0,05) (figura 4).

[ risultati precedenti sono stati confermati qualitativamente
anche dall’osservazione al SEM (dati non mostrati).

DISCUSSIONE

Scopo del presente lavoro ¢ stato quello di mettere a punto
e caratterizzare trattamenti superficiali elettrochimici di os-
sidazione anodica su titanio e lega di titanio Ti6A14V, al fine
di migliorarne il comportamento in vivo, attraverso la for-
mazione sulla superficie di ossido di titanio dalla struttura
di anatasio.

Sono state analizzate diverse condizioni sperimentali, sele-
zionate per consentire lo studio dell’effetto determinato sia
della presenza, sia dell’'ammontare di anatasio, sul compor-
tamento cellulare e sulla colonizzazione batterica.

[ risultati ottenuti indicano un aumento del picco relativo
all'anatasio passando dal titanio, sottoposto all’anodizzazio-
ne al voltaggio crescente. Lo stesso comportamento ¢ ri-
scontrabile sulla lega di titanio Ti6Al4V (figure 5222 ¢ 627?).

4. Numero totale CFU di ciascuno dei ceppi batterici analizzati, su campioni
di lega di titanio Ti6 Al4T] rispettivamente dopo 3 ore (a) e 24 ore (b).

[ risultati relativi alla risposta biologica in vitro suggeriscono
che tutte le superfici analizzate costituiscono substrati ade-
guati per la colonizzazione cellulare, mostrando nel caso del-
le analisi al microscopio cellule ben adese e distribuite sui
campioni, con morfologia ottimale. I dati ottenuti dallo stu-
dio dell’attivita metabolica conferma tali ipotesi fornendo
valori crescenti nel tempo per entrambe le linee cellulari
utilizzate. I valori piu elevati dell’attivitd metabolica delle
cellule di tipo osteoblastico, coltivate sulle superfici anodiz-
zate rispetto a quelle non anodizzate, suggeriscono che 1
processi di anodizzazione possono influenzare positivamen-
te 1 processi di osteointegrazione. In generale, 1 risultati ot-
tenuti indicano che le modifiche superficiali applicate ai ma-
teriali non influenzano in maniera significativa la risposta
cellulare: sia nel caso del titanio, sia nel caso della lega, pre-
servando le ottime proprieta di compatibilita biologica del
titanio.

[ risultati sperimentali dello studio sulla vitalita batterica,
condotti con quattro ceppi batterici differenti, hanno con-
fermato in generale 1 precedenti dati ottenuti da altri auto-
i che avevano illustrato I'attivita battericida delle su-
perfici di biossido di titanio in forma ceramica.

Lattivita fotocatalitica (PCA) ¢ la capacita da parte di un
materiale di catalizzare reazioni di ossidazione/riduzione
per effetto dell'illuminazione, ottenuta con onde luminose
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6. Un differente voltaggio nel trat-
tamento di anodizzazione deter-
mina un diverso effetto cromatico.

5. Esempio di trattamento di
anodizzazione sulla parte tran-
smucosa di un mini-impianto.

di lunghezze d’onda opportuna. Il materiale ceramico mas-
sivo TiO,, — come la maggior parte degli ossidi dei semi-
conduttori — manifesta questa proprietd. Quando questi
materiali sono illuminati in modo appropriato, sono pro-
dotti buchi di coppie elettroniche nell’ossido per il trasferi-
mento di elettroni della banda di valenza a quelle di con-
duzione.

L'anatasio, che presenta un intervallo di banda piu grande,
tende ad aumentare 1 potenziali redox della superficie e a
prolungare la vita del carrier rispetto ad altre forme di ossi-
do di titanio. Sebbene diversi studi abbiano dimostrato I'ef-
ficacia dell'attivita battericida del TiO,, non ¢ ancora stato
definito il meccanismo fondamentale alla base del processo
fotocatalitico responsabile dell’eliminazione dei batteri. Un
meccanismo abbastanza generale che cerca di spiegare I'a-
zione battericida del biossido di titanio ¢ stato proposto da
vari autori e riportato da Blake et al.*®

Gli elettroni di valenza sono capaci di ossidare I'acqua fino
a formare radicali idrossilici nell’acqua stessa. Si pensa, quin-
di, che questi radicali giochino un ruolo di vitale importan-
za per 'ossidazione delle membrane cellulari in ambiente
acquoso™.

Lattacco ossidativo alle membrane cellulari causa la peros-
sidazione della componente lipidica di membrana ed ¢ re-
sponsabile della morte della cellula. A ogni modo, devono
essere condotti ulteriori studi in vitro sulle superfici di tita-
nio cosi modificate per poter chiarire con maggiore certez-
za il/1 meccanismo/i che ¢/sono dannoso/i per la sopravvi-
venza delle cellule batteriche.

In questo studio, I'effetto della pre-illuminazione con luce
ultravioletta delle superfici opportunamente modificate di
titanio e lega incubate in vitro con 1 ceppi batterici quali S.
mutans, S. aureus, P gengivalis e S. epidermidis ha influito poco
sull’adesione e la crescita batterica, rispetto alle stesse super-
fici di titanio anodizzate ma non pre-illuminate.

—9—

[ dati sperimentali ottenuti confermano comungque la po-
tenzialita del trattamento di modificazione superficiale —
soprattutto per i campioni anodizzati con un voltaggio su-
periore —in quanto risulta migliore la sua efficacia nella ri-
duzione dell’adesione e della crescita batterica. Diversi au-
tori hanno ampiamente discusso sull'influenza dello spes-
sore dell’ossido sull’attivita fotocatalitica, sostenendo che
quest’ultima non aumenta all'incrementare dello spessore
dell’ossido.

[ nostri dati sperimentali sembrano invece andare in dire-
zione opposta, anche se le spiegazioni di questo comporta-
mento possono essere imputate a diversi fattori, quali ad
esempio leffettiva distanza alla quale il reagente dev’essere
raggiunto per catturare gli elettroni generati nei film sottili
di Ti0,, la quantita di ioni idrossilici per unita di peso di
TiO,, lo spessore del film e cosi via.

CONCLUSIONI

Questo studio ha evidenziato che ¢ possibile applicare dei
trattamenti elettrochimici, capaci di modificare la struttura
del film di ossido superficiale del titanio. E stato osservato
come per voltaggi di anodizzazione crescenti, aumenti la
fase cristallina di ossido con struttura anatasio. Proprio per
questi materiali sono state osservate le migliori proprieta an-
tibatteriche.

Si segnala, inoltre, che questi trattamenti di anodizzazione
consentono, unitamente alla modifica della struttura dell’ os-
sido, di cambiare 'aspetto estetico del titanio e della lega di
titanio, introducendo delle colorazioni di interferenza che
possono apportare al tratto transmucoso dell’'impianto un
trattamento con una notevole valenza estetica, laddove sia
maggiore I'esigenza di apportare un controllo funzionale
della proliferazione batterica.
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