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Scopo: determinare, in vitro, la citotossicitd e I'adesione cellulare su 3 diverse superfici implan-
tari. Materiali e metodi: tutti i campioni avevano superfici levigate a macchina, ma sono stati sot-
toposti a differenti procedure di pulizia, che hanno prodotio 3 diverse composizioni chimiche su-
perficiali. Uno dei campioni era come prodotto dagli sirumenti di levigatura a macching, gli al-
fri campioni sono stafi soffoposti a trattamenti di pulizia parziale e totale. La citotossicita & stata
valutata per mezzo di colture di fibroblasti di topi, e 'adesione cellulare & staia valutata con cel-
lule SaOS-2 simili a osteoblasti. Risuliati: [ campione come prodotio presentava una marcata con-
taminazione superficiale da parte di oli lubrificanti. Per i campioni soggetti a pulizia parziale e
totale & stata osservata una quantitd crescente di titanio e un rapporto decrescente carbonio/ti-
tanio all’aumentare del grado di pulizia. Discussione: Le differenze a livello di chimica superfi-
ciale come quelle normalmente rilevate sulle superfici degli impianti odontoiatrici possono de-
terminare gli stessi effefti che, negli esperimenti in vitro, vengono normalmente atiribuiti alla so-
la topografia superficiale. Conclusione: Gli effetii relativi alla chimica superficiale possono agi-
re in aggiunta alla fopogratia superficiale sulle superfici implantari in titanio, rendendo impossi-
bile, senza un’opportuna caratterizzazione, formulare affermazioni precise sul ruolo della sola

topografia. {Int J Oral Maxillofac Implants 2003;18:46-52)

Parole chiave: Adesione cellulare; Citotossicita; iimpianti odonfoiatrici; Proprieta di superficie; Topografic

superficiale; Titanio.

Gli esperimenti sulle colture cellulari sono diventafi
sempre pit inferessanti nel tenfativo di comprendere,
confrollare e guidare le inferazioni interfacciali sulle su-
perfici degli impianti odontoiatrici'™. In particolare le
colture di osteoblasti - cellule embrionali o tumorali - ven-

Quintessenza Internazionale 2004; 1:33-42

gono frequentemente ufilizzate per valutare I'effetio
della rugosita superficiale sul comportamento cellulo-
re e sul mefabolismo. Cooper et al.4 hanno studiato |'v-
so di colture di osteoblasti su superfici in fifanio dalle
differenti rugosita superficiali al fine di valutare I'effer
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to della topografia sulla mineralizzazione. Boyan ef al.

hanno indagato l'effetio della topografia superficiale
sulla densitar delle cellule superficiali, fosfatasi alcalina
e produzione dell'ormone della crescita, e sulla sinte-
si delle proteine™®.

Studi precedenti hanno dimosirato che la risposta del-
le cellule sulle superfici in fitanio varia su superfici con
gradi diversi di rugositd. Il comportamento delle cellule
in colura le l'esito degli impianti odontoiatrici nella pre-
tica clinica® 19 viene molto spesso valutato in fermini
della sola topografia superficiale: ciog dell'effefo che
la fopografia superficiale esercita sul comportamento
cellulare. Tale visione implica un presupposio implick
o, ossia nel confronio di campioni con differente ru-
gositas la topografia & Funica variabile e la chimica su-
perficiale & costante! . Cio fa concludere che la to-
pografia superficiale & responsabile di tutte le diffe-
renze misurate a livello di risposta cellulare. Negli stu-
di sopra descritti questa & una seria premessa, poiché
notoriamente la chimica superficiale influisce in modo
certo sul comportamento cellulare!?. Effetiivamente la
modificazione della chimica superficiale al fine di gui-
dare il comporfamento cellulare € un campo assai in-
trigante relativo alla modificazione superficiale di ma-
feriali medici! 213,

| risuliati di uno studio correlato, un‘analisi radiografi-
ca foloelefironica spetiroscopica (XPS) di 34 diversi im-
pianti odontoiatrici in commercio' ' hanno messo in
evidenza che esiste una relazione statisticamente si-
gnificativa tra la chimica superficiale e i frattamenti usa-
fi per aumentare la rugosita superficiale, a conferma
che la topografia superficiale e la chimica superficia-
le sono indissolubilmente legate. Lutilita della presen-
te indagine & di dimostrare che le variazioni della
chimica superficiale come quelle precedentemente os-
servate! ! possono determinare gli stessi effefli biologici
in vitro che vengono generalmente afiribuiti alla sola o
pografia superficiale. A fale scopo sono stafl condof-
fi test di citolossicita ed esperimenti di adesione cellu-
lare su superfici di impianti aventi la stessa iopografia
(superfici levigate a macchinal e diverse composizio-
ni chimiche superficiali, oftenute utilizzando different
metodiche di pulizia. | fibroblasti murini da linea cel
lulare continua 929 sono stati uiilizzati per i test di ci
lotossicits. mentre le cellule tumorali SoOS-2, simili
osteoblasti'®, sono state impiegate per esperimenti
sull' adesione cellulare.
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Materiali e metodi

Gli impianti in fitanio sono stafi fornifi dalla Dentaltech
[Misinto, Milano, lialia). Tutti gli impianti erano levigat
a macchina, senza trattamenti per aumentare la ru-
gosita superficiale. | campioni sono siafi suddivisi in 3
gruppi. || primo gruppo comprendeva gli impianii co-
me prodoffi, cioe impianti levigati a macchina senza
aleuna pulizia; tali campioni sono stati codificati nc [not
cleaned = non puliti). Per simulare diverse composizion
chimiche superficiali tra quelle comunemente rinvenus
te sugli impianti in fitanio sono stafi adofiafl diversi frat-
tamenti di pulizia. Il secondo gruppo & stafo sofiopo
sio al solo lavaggio con acqua [pe, partially cleaned
implants = impianti con pulizia parziale), e il terzo grup
po di impianti & stato soffoposto a oulizia completa in
conformités al protocollo specifico di pulizia indicato
dalla casa produtirice [che non comprende |l decar
paggio con acido); tali campioni sono stafi cedificati
cc (impianti con pulizia completal.

Analisi XPS

'analisi XPS & stata eseguita con un sistema PerkinEl
mer PHI 5500 ESCA (Shelton, CT). Questo sfrumento
& dotato di una sorgente di raggi x monocromafic
lanodo Al Ka) che opera a 14 kV e 250 W. Il dia-
metro della superficie analizzata era di circa 400
pm, la pressione base era di 10-8 Pa, I'angolo fra l'o-
nalizzatore eletironico e la superficie del campione era
di 45 gradi e la pass energy era di 187.8 eV. la mr
surazione della quantita degli elementi & stata ofienu-
(o utilizzando il software e i fattori di sensibilita fornii
dalla casa produtiiice. la corretiezza dei fatiori di
sensibilita utilizzati & siata controllata in maniera indi-
pendente mediante la valutozione di campioni di rife-
rimento in diossido di fitanio vaporizzati {Sigma, Mi-
lano, lalial.

Analisi al microscopio elettronico a scansione

(SEM)

la morfologia dei campioni & stata osservata alfraverso
un microscopio eleffronico a scansione [SEM) LEO
420 (LEO Electron Microscopy, Carmbridge, Regno
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Tabello T Composizione della superficie degli impianti allo studio rilevata dall‘analisi XPS.

Campione C O Ti

N Si Na Mg Cao Cl
nc /9.8 15.6 43 0.3
pC 61.7 30.2 4.6 1.1 1.5 02 04 0.3
cc 36.4 429 17.0 1.5 1.3 0.2 0.2 0.3 0.2

le misurazioni sono state eseguite in 3 diversi punti. | dati raffigurati sono valori medi, la deviazione standard era + 1%.

Unitol. I voltaggio di accelerazione & siato mantenu-
fotra 15 e 2 kV [SEM a bassa tensione [LV-SEM]), co-
me discusso qui di seguito.

Test di citotossicita

la cifolossicitd & stala valutata ufilizzando 1 fibroblasti
murini di linea continua 1-929 . Trattasi di una linea di
cellule comunemente usata per questo fipo di test. |l ter-
reno di coltura sperimentale {Sigma) era composto da
brodo di colura di Eagle minimo essenziale senza -
glutammina, 10% siero bovino fefale, streptomicina
(100 pg/1), penicillina (100 U/ml}, € 2 mmol/1 di |-
glutammina in un flacone di coltura (flask) di plastica
da 250 ml (Falcon, Franklin Lakes, NJ). le cellule so-
no state coltivate a 37°C in un'incubatrice umidifica-
la equilibrata con 5% di CO,,. | fibroblasti sono stafi
prelevati dai fiaschi di coltura prima della confluenza
per mezzo di una soluzione sterile ripsina-EDTA [0.05
iripsina, 0.02 EDTA in una normale soluzione salina
tamponata con fosfato [PBS], pH 7.4], sospesi nuo-
vamente nel terreno di coltura sperimentale e diluiti a
1 3 105 cellule/ml. Da questa situazione, 3.5 ml di
sospensione cellulare sono sfati seminati in piastre di
coltura per tessuti in polistirene con 6 pozzelti area di
crescita 9.6 cm?; Falcon] confenenti i campioni.

Un cilindro d'oro delle stesse dimensioni degli impianti
& stafo usato come controllo negativo, un cilindro in le-
ga rame-nichelalluminio & stato scelto invece come
controllo positive'® . Dopo 3 giomi di crescita a 37°C
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e 5% CO, in unincubatrice umidificata, sono state ese-

guite le seguenti valutazioni:

1. morte cellulare e morfologia cellulare. I monostrar-
o di cellule intorno ai campioni & stato osservato
atfraverso un microscopio invertito (DM I, Leica,
Wetzlar, Germany). Il limite tra i campioni e il mo-
nostrato di cellule & sfato aftentamente controllato
per verificare la morte o la riduzione in numero del
le cellule. Inolire la morfologia cellulare ¢ stata al-
tentamente confrollata e confrontaia con i risuliati oF
tenuti con il controllo negativo.

2. Aftivitd biosintetica. A un livello pit approfondito,
& sfata effetiuata un‘analisi biochimica per la vor
lutazione della salute cellulare atraverso 'offivit
biosintefica. In particolare & stato eseguito il test di
fossicitar di Mosmann [MTT), assai diffuso. Questo
test consente di misurare I'attivita di deidrogenasi
dell'acido succinico {SDH) delle cellule dopo 72
ore di contatio col campione della lega. 'SDH &
un enzima fondamentale del ciclo di Krebs [cioe del
ciclo dell’acido citrico] e la sua valutazione me-
diante fest biochimici & un metodo comunemente im-
piegoto per la verifica della salute cellulare.

In breve, al termine del contatio di 72 ore, le cellule

sono state lavate con soluzione sterile salina tamponata

con fosfato [PBS), poi la soluzione PBS & stata sosfituita
con soluzione MTT (314, 5-dimetiltiazol-2-ile]-2, 5-dife-
nil tefrazolo-bromuro) di succinato di sodio, 2 ml/con-
tenitore. Le cellule e la soluzione MTT sono state incu-
bate a 37°C per 3 ore nell'incubatrice. Durante que-
sto lasso di tempo la soluzione gialla MTT viene fro-
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sformata in formazan blu insolubile dalla deidrogena-
si da parte dei mitocondri delle cellule. Misurando la
quantitd prodotta di formazan, & possibile misurare I'at

fivitd mitocondrale e, di conseguenza, la vitalita cel

lulare. Al termine del periodo d'incubazione la solu-
zione MMT & stata eliminata e sosfituita da idrossido
di sodio in dimetilsolfossido ¢.25% v/v 0.1 mol/l, 2
ml/contenitore, per dissolvere il formazan presente. |
contenitori sono siati fatti girare vorticosamente per 5
minuti fino al raggiungimento di un colore porpora uni-
forme e I'assorbimento & stato valutato a 560 nm. £
stata fatta poi la media dei valori di assorbimento of-
tenuli e la media & stata espressa come percentuale del
controllo negativo [che per definizione & il 100%).

Adesione cellulare

Per gli esperimenti sull'adesione cellulare sono siate ui-
lizzate cellule SaOS2 simili a osteoblasti'#. |l terreno di
coltura sperimentale [Biochrom KG, Berlino, Germanial
era composto da brodo di coliura di Eagle minimo es-
senziale senza Lglutammina, 10% di siero bovino fefo-
le, streptomicina {100 pg/1), penicillina (100 U/ml), e
2 mmol/1 di Lglutemmina in un flacone di coltura (flask]
di plastica da 250 ml {Corning, Milano, lidlia). Le cellule
sono state colfivate a 37°C in un'incubatrice umidificala
equilibrata con 5% di CO,. e cellule sono state prele-
vate prima dello confluenza per mezzo di una soluzione
sterile tripsinaEDTA (0.5 g/1 fripsina, 0.2 g/1 EDTA in una
normale soluzione salina tomponata con fosfaio [PRS), pH
/.4, sospesi nuovamente nel terreno di coltura speri-
mentale e diluifia 1 3 105 cellule/ml. Per gli esperimenti,
5 ml di sospensione cellulare sono stati seminati in pia-
stre di coliura per fessuti in polistirene con 6 pozzefti
larea di crescita 9.6 cm?; Falcon) contenenti i cam-
pioni. Cli esperimenti sono stati fatti in serie di fre. Do-
po 3 giorni, i campioni sono stati soffoposti con cau-
tela al lavaggio con soluzione PBS e fissali in soluzione
PBS con glutaraldeide ol 5%. | campioni sono stafi dis-
idratati con concentrozioni crescenti di etanolo in so-
luzioni acquose di etanolo fino al 100% di efanclo. Per
la fase finale di disidratazione & stato impiegato esar
metildisilozano (HMDS, Aldrich, Milano, ltalia). | cam-
pioni disidratafi sono sfati vaporizzati con oro [AGAR
Auto Sputter Coater, Stansted, Regno Unito] e osservati

con un SEM LEO 420.
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Risultati

Analisi XPS

| risultati dell'andlisi della superficie dei 3 [gruppi di)
impianti in fifanio allo studio sono riportati nella tabel
la 1. Nel caso degli impianti nc {non soggetii a puli-
zia) non & stato individuato titanio: chiaramente gli idro-
carburi confaminanti hanno mascherato completamente
il materiale soffosfante, un'osservazione che soffolinea
l'importanza dei trattamenti di pulizia nella produzio-
ne di impianti odontoiatrici.

Per i campioni pc e cc [softoposti a pulizia parziale e
completa) & stata osservata una quantitd crescente di
fitanio e un rapporio decrescente carbonio/fifanio ak-
I'aumentare del grado di pulizia. Mentre il campione
nc era al di fuor della gamma di composizioni chi-
miche superficiali comunemente rilevate sulle superfici
degli impianti in commercio {vedi Tabello 1 di Morra
et al.!], le composizioni delle superfici individuate sui
campioni pc e cc erano ampiamente all'inferno dei vor
lori riportati. Per quanto concerne gli aspetti quantifa-
fivi, cc potrebbe essere definita una buona superficie
dal punto di vista della pulizia (sempre focendo riferi-
mento allo studio precedente! '}, mentre pc non & mok
lo soddisfacente.

Analisi SEM

la figura 1 mostra un'immagine SEM 1003 dell'im-
pianto nc. Questa fotografia documenta chicramente |
risultati dell'analisi XPS, poiché la superficie dell'im-
pianto appare coperta da uno strafo grasso di agenti
contaminanti. Cio sembra essere il risultato di liquidi lu-
brificanti utilizzofi negli strumenti di levigatura meccar
nica. £ imporianfe rendersi conto che questa superficie
confaminata ~ e non una superficie di fitanio ideale —
potrebbe essere il punfo di partenza di ogni compione
destinato alle applicazioni implantologiche e agli espe-
rimenti in vifro, in vivo o nella prafica clinica. Percio, da
questa condizione, la pulizio della superficie e gli efF
fetti chimici correlafi ai tratiamenti volfi alla modificar
zione della topografia superficiale determineranno la
chimica superficiale finale dell'impianto.

le figure 2a e 2b mostrano immagini SEM 3003 di un
campione pc. In particolare la superficie della figura
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Jmmessenzo I

Fig 1 Limmagine al SEM (3100} mostra un impianto come
prodotio dagli atfrezzi di levigatura meccanica (campione
non soffoposio a pulizial.

Figg. 2a, 2b le immagini al SEM {3300 mostrano il campione sottoposto a pulizia parziale. Sinistra: immagine conven-
zioncle [voltaggio di accelerazione 15 kV). Destra: stesso campo visivo oftenuto con modaliter [V-SEM {a bassa tensione, vol-
faggio di accelerazione 2 kV).

20 & sfafa oftenuta ufilizzando un voltaggio di acce-
lerazione di 15kV, secondo la prassi comune nel SEM
(il voltaggio di accelerazione viene mantenuto di nor-
ma tra 10 e 30 kV). Il lavaggio con acqua ha elimi-
nato la maggior parte dello strato grasso visibile nel-
la figura 1. La figura 2b mostra il medesimo campo vi-
sivo della figura 2a, ma questa volta I'immagine & sta-
fa oftenuta utilizzando un voliaggio di accelerazione
di soli 2 kV [SEM a bassa tensione o LV-SEM|'¢: una
porzione rilevante della superficie risulta coperta da
aree nere, che non erano state rinvenute con la mo-
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dalitar convenzionale ad alta tensione [Fig 2a). II SEM
a bassa tensione & come strumento diagnostico per ve-
rificare il grado di contaminazione organica degli im-
pianti odontoiatrici'®. le aree nere della figura 2b, che
non vengono rappresentate con il SEM convenziona-
le, sono prodotte da agenti confaminanti organici non
eliminati dal trattamento di pulizia parziale. In accor
do con i risultati dell'analisi XPS, sulle superfici pc & ri-
masta una percentuale rilevante di contaminazione
organica.

Relativamente alle superfici cc, con la modalita LV-
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Tobella 2 Risultati del Test di citotossicitd MTT {media + DSJ.

Campione affivild SDH (% controllo negotivo)
nc 3406
pc Q9 =/
cc P8+ 06
Controllo positivo 27 £8

SEM sono state individuate poche macchie nere o co-

munque molio piccole, a conferma dei rapporti quan-
fitativi precedentemente riportati fra analisi XPS e ana-
lisi V-SEM®. In breve, le differenti metodiche di puli-
zia adottate (o la non pulizia) hanno deferminato im-
pianti simili (da un punto di vista topografico), con di-
verse quantitd di agenti contaminanti organici.
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Figg. 3a-3¢c le immagini al microscopio oftico [microscopio
invertito) mostrano i risultati del test di tossicitar a contatto di-
retto. In alfo a sinistra: campione non soggetio a pulizia; in
alto a destra: campione softoposto a pulizia parziale; sini-
stra: campione soffoposto a pulizia completa.

Test di citotossicita

Per la valutazione della citotossicita & stata utilizzata
la linea continua di cellule 929, con il test di contatto
diretto. Owviamenie il titanio non & fossico, ma come
dimostrato delle figure 1 e 2 pud non essere 'unico ele-
mento contenuto in questo fipo di campioni. Le figure
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Figg. Ac-de e immagini al SEM mostrano i risultati dell'a-
desione e della crescita cellulare [cellule SaOS-2 simili a
osteoblasti). In alio a sinistra: campione non soggetio a pu-
lizia; in alio a destra: campione sottoposto a pulizia parziale;
destra: campione softoposto a pulizia completa.

3a-3c illustrano i risultati del test di contatto direfto sui
campioni nc, pc e cc visti al microscopio invertito. La
porzione dell'impianto a diretio contatio con le cellu-
le appare come un corpo opaco [cioé che non fror
smette la luce] nella parte bassa delle figure. Mentre
lo strato di cellule era ben sviluppato e veniva o con-
fatto con i campioni pc e ¢, un imporfante grado di
morte cellulare veniva osservato nel caso del campio-
ne nc (Fig. 3a). Chiaromente il lubrificante che oppar
re nella figura 1, rilasciato dalla superficie implantare
al terreno di coltura, esercitava un effetto forfemente tos-
sico. Questi risultati sono stati confermati dagli esiti del
fest MMT (Tabella 2): nessuna riduzione del metabo-
lismo cellulare & stata osservata nel caso di cellule col-
fivate a contatto con campioni pc e ¢c, menire una var
riazione assai significativa era determinata dai cam-
pioni nc.

Gli studi sull'adesione cellulare e la valutazione della
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densita di superficie in funzione della topografia su-

perficiale vengono riportati spesso in letteratura. Nel
presente caso sono state utilizzate cellule SaOS-2 si-
mili @ osteoblasti per valutare la densita cellulare su su-
oerfici con idenfica fopografia e chimica superficiale
diversa {Tabella 1]. | risuliati sono riporiati nelle figure
Aa-4c. A conferma dei risuliati precedenti non sono sfa-
te rinvenute cellule sulla superficie degli impianti nc (Fig.
4a), dato che gli effetti tossici descritti non hanno per-
messo alle cellule di aderire e crescere sulle superfici
nc; al contrario, le cellule sono aderite, si sono pro-
pagate e sono cresciute rapidamente e senza difficolid
sulle superfici pc (Fig. 4b) e cc (Fig. 4c). Tuttavia, co-
me chiaramente visibile dalle figure, la densita delle cel
lule in superficie era decisamente differente e netto-
mente superiore sulla superficie cc. Non si & tenfato per
nulla di attribuire valori quantitativi delle diverse den-
sitdr cellulari, poiché la geometria di questi campioni
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potrebbe dare origine ad artefati (i campioni piatti so-
no piv adatti per gli studi quanfitativi rispefto agli im-
pianti sagomati]. Dalle suddette folografie & evidente
comunque che il numero di cellule per unitg di super-
ficie & differente sulle supertici pc e cc.

Discussione

I test riguardanti la valutazione della risposta cellulare
alle superfici in fitanio sono imporfanti per sviluppare
le conoscenze relative alle inferazion biclogiche sul-
le superfici degli impianti odontoiatrici!.3, Parallela-
mente all'aumenio delle conoscenze di base sullg bio-
chimica della formazione e guarigione dei tessufi, &
possibile ricorrere od approcci piv sofisticati per indj-
viduare la risposta delle cellule alle caratteristiche su-
perficiali degli impianii. Nel primo arficolo di questa
serie e stato dimostrato che Ig fopografia superficiale
e la chimica superficiale sono indissolubilmente lega-
fe, nel senso che il tratiamento ufilizzato per oftenere
una data fopografia superficiale spesso influisce sulla
chimica superficiale degl impianti. Percio, mentre sj
pUG rienere che la fopografia sia la solg variabile,
Spesso non € cosl. la questione ¢ se le differenze g Ji-
vello di chimica come quelle precedentemente evi-
denziate! " siano sufficienti ad influenzare i compor-
famento delle cellule. Lo letteratura suggerisce una ri-
sposta affermativa, come dimosirato per esempio da
Keller et ol. mediante studi in vitro sull'sfefio dei trat
tamenti di sterilizzazione sul comporiamento cellula-
el

Due semplici esperimenti in viiro - test di citotossicitd e
di adesione cellulare - sono siafi condoiti in questa in-
dagine. Il campione ne & sfato intenzionalmente in-
cluso, per softolineare il fatio che anche se si parla dj
un impianto in fitanio, la sua composizione superficiale
non ¢ affatto prevedibile. Quando viene prodotto un
campione in fitanio, la sua superficie pud essere simi-
le a quella della figura 1, la sua composizione esse-
re quella della tabella 1 ¢ il suo effetio sul comportar-
mento cellulare quello illustrato nelle figure 30 e 4a. To-
le condizione pud essere migliorata dalle metodiche
di pulizia; ma la superficie finale che verrd usata in test
sofisticati sulla biochimica cellulare risulierd dalla con-
comitanza di fattori come accuratezza dellg pulizia, ef
fetio del trattamento o dei fratiament adoftati per con-
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ferire una dato fopografia superficiale ed infine effetti
legati ai materiali di imballaggio. | risuliati dei test i
portati nelle figure 3 ¢ 4 e nella tabella 2 mosirano
che, mantenendo costante Iq fopografia e modifican-
do esclusivamente la chimica superficiale, & possibile
variare all'interno dell'intera gamma, dalla massima ci
fotossicita alla massimar citocompatibilita (Figg. 3o
3c, Tabella 2), dalla morte delle cellule alla coloniz
zazione complefa della superficie (Figg. 4a-4c). No-
uralmente tuffi | marcatori e le sostanze biochimiche le-
gate al metabolismo cellulare molto probabilmente
presenteranno la slessa spiccata variability e determi-
neranno un comportamento non prevedibile se infer
prefato solo in termini di topografia superficiale. Quan-
do sono stale messe a confronto superfici con diversa
rugosita, differenze o livello di densite cellulore come
quelle delle figure 4b e 4c sono state spesso affribui-
te alla sola topografia superficiale. Viene suggerito in
questa sede che gli effetti dello chimica superficiale
pessono agire in aggiunta alla topogrofia superficia-
le rendendo impossibile, senza un‘opportuna caratfe-
rizzazione'8, formulare affermazion precise sul ruolo
della sola topografia. Lo premessa della fopografia &
ulieriormente rafforzata da recenti suggerimenti che si
riferiscono al ruolo di precoci interazioni sangue-im-
pionio nella guarigione dell'osso!9.20. |4 spiccata dif
ferenza nell'esito dell'interazione fra sangue e una su-
perficie organica |confrapposta a una superficie inor-
ganica) é nofa fin dal 1885, quando & stato osservato
che il tempo di coagulazione sanguigna aumenta se

e provette in vetro in cui viene raccolio il sangue ven-

gono ricoperfe di vaseling, un'osservazione codifica-
fa piv fardi [nel 1940) dalla regola di Llampert del tem-
po di coagulazione sanguigna'®. La quantita variabi-
le di presenza organica sulla superficie apparente-
mente inorganica del titanio (vedi Fig. 2b, per esem-
pio) pud dare origine a risuliati confrastant se viene pre-
sa in considerazione solo la topografia superficiale20
© se viene ignorala la reale chimica superficiale. | pro-
blemi derivanti da artefati prodotti dalla contaming-
zione organica sul preparato della superficie metalli
ca non sono nuovi. Nel 1970 Baier et q] 21 spiega-
rono che la maggiore compatibilit con || sangue del-
la Stellite (una lega cobalio-cromo allora utilizzata nel
la produzione di valvole cardiache) era da imputare
di fatto ol rattamento di lucidatura. Poiché lg durezza
della lega consentiva di lucidarla o specchio, si pro-
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vocava l'inclusione permanente di cere nella superficie
metallica, rendendola pressoché organica e piv com-
patibile con il sangue?!. Angoli di contatio eccessi-
vamente alti, fipici di superfici organiche pluttosto che
di quelle metalliche, vengono spesso rilevati anche nel
caso di superfici in titanio??.

Conclusioni

| risultati di questa indagine limitata mostrano che la ri-
sposta cellulare pud essere influenzata dalla compo-
sizione della superficie degli impianti odonieiatrici, a
conferma del fatio che, almeno in vilro, gli effetti chi-
mici agiscono in aggiunta agli effetti topografici co-
munemente citafi. Di conseguenza un’analisi accurata
dello chimica superficiale degli impianti in fitanio (o dei
campioni in fitanio utilizzati negli studi in vitro} do-
vrebbe cosfituire una parte integrante di uffi gli studi suk
la risposta biologica dlle superfici irruvidite degli im-
pianti in filanio.

Gli studi in vitro che studiano i meccanismi di base del
le inferazioni fra cellule e materiali dovrebbero mette-
re in discussione il presupposto implicito secondo cui
la chimica superficiale del fifanio rimane costante. Via
via che la caratterizzazione biochimica della risposta
cellulare alle superfici in titanio diventa piu sofislicaia®
8,19.20 i rischi che tale approccio implica si fanno piv
grandi e la corretia caratterizzazione di tutte le varior
bili coinvolte & 'unica soluzione per ridurre al minimo
i rischi.
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istry effects of topographic modification of

titanium dental implant surfaces: in vitro experiments

Clara Cassinelli, Marco Morra, Giuseppe Bruzzone, Angelo Carpi, Giuseppe Di Santi, Roberto
Giardino, Milena Fini

Purpose: To determine, in vitro, cytotoxicity and cell adhesion on 3 different implant surfaces. Mo-
terials and Methods: All samples had machined surfaces, but they were subjected to different clea-
ning procedures, which produced 3 different surface chemistries. One of the samples was as-pro-
duced from the machining tools. The other samples were subjected to partial and total cleaning
routines. Cytotoxicity was evaluated using mouse fibroblast cultures, and cell adhesion was evao-
luated with osteoblast-like SaOS-2 cells. Results: The as-produced sample showed a pronounced
surface contamination by lubricating oils. For partially and totally cleaned samples, an increasing
amount of titanium and a decreasing carbon/titanium ratio was observed as cleaning became
more complete. Discussion: Differences in surface chemistry such as those normally found on ti-
tanium implant surfaces can lead to those same effects which, in in vitro experiments, are normally
accounted for in terms of surface topography alone. Conclusion: Effects related to surface che-
misiry can operate over and above surface topography, making it impossible, without proper cha-
racterization, fo maoke definite statements about the role of topography alone. {Int J Oral Maxil-

lofac Implants 2003;18:46-52)

Key words: Cell adhesion; Cytotoxicity; Dental implants; Surface properties; Surface topography; Titanium,
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