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Capitolo 1
INTRODUZIONE



1. INTRODUZIONE

L'implantologia osteointegrata €, oggi, un'opzione terapeutica largamente usata
per la riabilitazione di edentulie singole, parziali o totali con alte percentuali di
successo sia da un punto di vista funzionale che estetico (Leonhardt ET AL. 2002,
Karoussis ET AL. 2004, Kazor et al. 2004, Garber et al. 1995).

Seppur ben documentata in letteratura, questa tecnica puod presentare dei rischi
quali la possibilitad di danneggiare tessuti molli, strutture anatomiche nobili e la
possibilitd di generare una necrosi ossea a causa del surriscaldamento osseo

intraoperatorio (Siervo et al. 2004, Sanmartino et al. 2011).

La chirurgia piezoelettrica € una promettente tecnica per il faglio dei tessuti duri
che pare essere in grado di superare i limiti della strumentazione tradizionale nel
campo della chirurgia ossea (Pereira et al. 2004; Vercellotti et al. 2004, 2014).

Il dispositivo piezoelettrico € una macchina ad ultrasuoni che utilizza una
frequenza di 25-30 kHz. A questa frequenza € in grado di tagliare unicamente i
tessuti mineralizzati risparmiando i tessuti molli che necessitano invece una
frequenza superiore ai 50 kHz. Quando usato correttamente, il dispositivo
piezoeletftrico non € in grado di incidere la membrana schneideriana del seno
mascellare, né strutture vascolo-nervose o periostee e pud quindi essere utilizzato
durante le chirurgie che prevedono I'avvicinamento a tali strutture nobili (Schlee
2006).

In aggiunta altri vantaggi della chirurgia piezoelettrica sono la miglior visibilita
infraoperatoria ed il taglio netto e preciso. Il motivo del primo vantaggio risiede nel
cosiddetto effetto cavitazione, cioe la capacitd dello strumento di creare uno
spray di aria-acqua che deterge I'alveolo (Schlee 2006).

I motivo del secondo vantaggio risiede nella minor vibrazione della punta dello
strumento e nella minor pressione richiesta all’operatore durante le fasi di taglio
che comporta anche un notevole aumento della sensibilitd manuale

intraoperatoria (Schlee 2006).



In ragione di queste caratteristiche, la chirurgia piezoelettrica e stata applicata
negli ultimi anni in molti campi della chirurgia maxillo-facciale ed orale come la
chirurgia dei terzi molari (Monaco et al. 2014), la chirurgia ortognatica (Ueki et al.
2004) la chirurgia pre-protesica (Vercellotti et al 2000, 2001; Sohn et al. 2007;
Wallace et al. 2007, Happe et al. 2007, Danza et al. 2009, Bovi et al. 2010).

Un campo di applicazione della piezochirurgia relativamente nuovo e
I'implantologia e, piu nel dettaglio, la preparazione del sito implantare. Sono infatti
ad oggi disponibili inserti che permettono la preparazione ultrasonica del tunnel
implantare superando quindi la convenzionale metodica che prevedeva |'utilizzo
di una sistematica a fresa (Vercellotti et al. 2014; Cucchi et al. 2017).
L'applicazione della chirurgia piezoelettrica in campo implantare permette di
sfruttare tutti i vantaggi gia elencati, diminuendo in maniera significativa il rischio
di danno iatrogeno a strutture nobili (Wallace et al. 2007 Schaeren et al. 2008),
riducendo la necessita di ricorrere a chirurgie pre-protesiche e velocizzando la
riabilitazione di edentulie totali o parziali (Stacchi et al. 2013).

In aggiunta, studi recenti sembrano dimostrare la capacitd della piezochirugia di
modificare le fasi iniziali del processo di guarigione ossea e dell’ osteintegrazione
(Preti et al. 2007) anche se i dati presenti in letteratura sono discordanti (Esteves et
al. 2013, Vercellotti et al. 2005, Kfouri et al. 2013).

Al momento non esistono studi istologici su uomo. Per quanto riguarda il modello
umano le eventuali modifiche sul processo di osteointegrazione sono state
studiate da un punto di vista della stabilitd primaria (Stacchi et al. 2013). I
successo implantare a lungo termine e infatti una combinazione di stabilita
primaria e secondaria. La stabilitd primaria € un fenomeno meccanico influenzato
da fattori relafivi all'impianto (design e dimensioni della fixture), al paziente
(qualitd ossea) e all’'operatore (tecnica di preparazione del sito) ed ha il valore
massimo subito dopo il termine della chirurgia per via della compressione della
fixture sulle pareti ossee, decrescendo poi con il tempo. La stabilitd secondaria &
invece un fenomeno biologico dato dalla formazione di nuovo osso intorno e
conseguente osteointegrazione della fixture: & assente al momento del

posizionamento della fixture e cresce durante i fre mesi post-operatori. La



preparazione del sito implantare con tecnica piezoelettrica sembra comportare
una minor diminuzione della stabilitd primaria ed un piu veloce passaggio dalla
stabilita primaria a quella secondaria (Stacchi et al. 2013, Canullo et al. 2013).

Studi da eseguire su modello umano sono quindi necessari al fine di indagare nel
dettaglio le potenzialita biologiche della piezo-chirurgia in ambito di preparazione

del sito implantare.



1.1Razionale ed ipotesi della ricerca

La letteratura scientifica ad oggi non € concorde sulla capacitd o meno della
piezochirurgia di interagire con le prime fase della guarigione ossea in ambito di
preparazione del sito implantare. Studi da eseguire su modello umano sono quindi
necessari al fine di indagare nel dettaglio le potenzialitd biologiche della piezo-

chirurgia in ambito di preparazione del sito implantare.

Il razionale che sta alla base di questa ricerca € quello di capire e verificare se vi
siano differenze istologiche nel processo di guarigione su modello umano in
seguito a preparazione del sito implantare tramite tecnica piezoelettrica e

tecnica convenzionale.



Capitolo 2

OBIETTIVI dello STUDIO



2. OBIETTIVI

2.1 Obiettivo primario

L'obiettivo primario dello studio sara la valutazione quantitativa e qualitativa della
rigenerazione ossea oftenuta in seguito a preparazione del sito implantare tframite
tecnica piezoelettrica e tecnica convenzionale. Per ogni caso sarda valutato: la
presenza di infiltrato infiammatorio e la tipologia dello stesso, la densita delle
cellule mesenchimali presenti, distinguendo quelle che si stanno differenziando in

senso osteogenico e la densita vascolare e la relativa morfologia.

2.2 Obiettivo secondario

Inoltre verranno valutate nei due gruppi le complicanze chirurgiche (i.e. lesioni
vascolari o lesioni neurologiche) durante I'intervento di inserimento implantare, le
eventuali complicanze biologiche post-operatorie (infezioni post-operatorie), la

densita dell’osso basale e la stabilitd primaria.
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2.3 Risultati Attesi

Al momento non sono presenti in letteratura studi su modello umano volti a
valutare le variabili di questo studio. Tramite i risultati ottenuti da questa ricerca si
pofranno oftenere informazioni ufili sulla capacita della piezochirurgia di interagire
con le fasi della guarigione che seguono I'inserimento implantare. | dati emersi dall
gruppo test verranno confrontati con i dati del gruppo controllo con lo scopo di
capire se il processo biologico in seguito a chirurgia piezoelettrica € differente
rispetto a quello convenzionale. In particolare ci si aspetta di comprendere se la
chirurgia piezoelettrica potrebbe essere in grado di ridurre I'entitad ed accorciare i
tempi della fase infiammatoria post-chirurgica. Se la fase infiammatoria e di
conseguenza il processo di guarigione fossero piu veloci si aprirebbero nuovi
scenari per quanto riguarda il carico protesico degli impianti protesica degli
impianti ed il timing di finalizzazione protesica degli stessi. Il successo implantare a
lungo termine e infatti una combinazione di stabilitd primaria e secondaria. La
stabilitd primaria € massima subito dopo aver posizionato I'impianto e decresce
poi con il fempo menftre la stabilitd secondaria € un fenomeno biologico assente
al  momento dell'inserimento implantare che si sviuppa in  seguito
all’ostecintregrazione della fixture. I momento di intersezione di queste due fasi € |l
momento di massima instabilita dell'impianto durante il quale il dispositivo non
deve essere frattato. Se la chirurgia piezoeletirica si dimostrasse efficace nella
modifica della fase infiammatoria si cambierebbero il timing del carico protesico e

le tempistiche critiche dell’'impianto.
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3. MATERIALI E METODI

3.1 Disegno dello studio

Lo studio e stato disegnato come uno studio clinico pilota, randomizzato,

comparativo, a gruppi paralleli, in singolo cieco, nel quale le variabili sono state

analizzate prospetticamente.

Il presente protocollo e stato redatto secondo le linee guide che regolano gli studi

randomizzati (CONSORT) (http://www.consort-statement.org/.).

Nella tabella seguente, sono state riportate le 3 fasi di frattamento, previste nel

corso dello studio, che comprende sostanzialmente 2 fasi chirurgiche e 1 fase

protfesica.
Timing Fase operativa
Fase TO Inserimento impianti + inserimento mini fixture
28 giorni
Fase Tl Espianto mini fixture
3 mesi
Fase T2 Riabilitazione protesica (carico funzionale)
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3.2 Popolazione di studio

Lo studio ha compreso il frattamento di 12 siti edentuli e adatti ad essere riabilitafi
con terapia implantare. Lo studio ha ftrattato i pazienti volontari sani che
necessitavano di terapia riabilitativa implanto-protesica di almeno un elemento
dentario che sono stati trattati fra il 1 Giugno 2016 ed il 1 Giugno 2017 presso |l
Reparto di Chirurgia Orale, Clinica Odontoiatrica Universitaria, Via San Vitale 59,
Dipartimento di Scienze Biomediche e Neuromotorie, Universita degli Studi
Bologna che presentavano alla prima visita i criteri di inclusione fino al
raggiungimento di un numero totale di 12 siti. | pazienti che accettavano di
prendere parte allo studio, durante le normali procedure di chirurgia implantare
ricevevano anche l'inserimento di una fixture implantare di dimensioni ridotte che
una volta espiantata ed analizzata ha permesso di verificare gli obiettivi primari e

secondari dello studio.

| siti sono stati suddivisi in 2 gruppi di studio e assegnati a ciascun gruppo in base
alla sequenza di randomizzazione precedentemente computer-generata:
- Gruppo Test: 6 siti trattati tramite inserimento della fixture di dimensioni
ridotte con preparazione del sito implantare con tecnica piezoelettrica
- Gruppo Controllo: 6 sifi frattati tramite inserimento della fixture di dimensioni
ridotte con preparazione del sito implantare con tecnica a fresa

convenzionale.
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3.3 Criteri di inclusione ed esclusione

| criteri di inclusione allo studio erano:

- pazienti volontari di status A.S.A 1
- pazienti che fumano meno di 10 sigarette/die

- pazienti che necessitano di terapia riabilitativa implanto-protesica di almeno due
elementi dentari visitati tfra il 1 Giugno 2016 ed il 1 Giugno 2017 presso il Reparto di
Chirurgia Orale, Clinica Odontoiatrica Universitaria San Vitale, Dipartimento di

Scienze Biomediche e Neuromotorie, Universita degli Studi Bologna
- pazienti di etd compresa tra i 40 e 60

- pazienti che hanno firmato il consenso informato allo studio ed il consenso al

frattamento dei dati personali

| criteri di esclusione allo studio erano:

- pazienti che non rispettavano i criteri di inclusione allo studio

- pazienti che si erano sottoposti a precedente chirurgia di incremento osseo nel
sito arruolabile

- pazienti fumatori >10 sigarette/die

- Abuso di alcool o stupefacenti;

- Gravidanza;

- Infezione acuta locale o sistemica;

- Diabete non-controllato o altre malattie metaboliche;

- Alterazioni gravi della funzionalita epatica e renale.

- Positivita sierologica per HIV, HBV, e HCV.

- Chemioterapia o radioterapia testa-collo negli ultimi 5 anni

- Terapia con bifosfonati nell’ultimo anno.

- Terapia immunosoppressiva.
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3.4 Aspetti elici

II presente studio cosi come il foglio illustrativo ed il consenso specifico dedicato
sono stati sottoposti all’approvazione del Comitato etico locale. il comitato etico
interaziendale bologna-imola ha espresso parere favorevole allo studio in data 17
Giugno 2016 con codice cod. ce: 16053.

A ciascun paziente e stato consegnato una scheda informativa in cui sono
illustrati: il tipo di intervento chirurgico; la possibilitad che pud rendersi necessario
modificare il tipo di intervento chirurgico nel corso del suo svolgimento; i
biomateriali utilizzati, sia quelli di origine sintefica che quelli di origine animale; le
possibili complicanze intra- e post- operatorie; il decorso post-operatorio; i rischi
chirurgici connessi all'intervento stesso, oltre a quelli correlati all’anestesia; le
percentuali di successo e di insuccesso dell'intervento; le indicazioni e delle
confroindicazioni all'intervento; e le terapie alternative per la risoluzione della
condizione patologica del paziente stesso; oltre a tutte le istruzioni pre- e post-
operatorie, che devono essere rispettate per il successo del tfrattamento. Il foglio
informativo spiega anche che il trattamento medico-chirurgico del paziente non

sard assolutamente compromesso nel caso in cui non desideri partecipare.

Inoltre, a ciascun paziente e stato anche consegnato un modulo per consenso
informato al frattamento e un consenso al trattamento dei dati personali, che &
stato firmato dal paziente e controfimato dallo sperimentatore prima  di
qualungue procedura specifica dello studio in oggetto. || modulo di consenso
spiega anche che il paziente ¢ libero di ritirarsi dallo studio in ogni momento e che
tale ritiro non comprometterd in nessuna maniera il trattamento medico-chirurgico

Cui sono sottoposti.
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3.5 Randomizzazione ed assegnazione al trattamento

| pazienti che possedevano i criteri di inclusione e di esclusione sono stati
randomizzati ad uno dei due trattamenti in studio. L'assegnazione del paziente al
trattamento € avvenuta secondo la lista di randomizzazione. Al paziente e stato
assegnato un codice di randomizzazione per garantime |'anonimato e la

valutazione in cieco.

3.6 Trattamenti

Il giorno dell'intervento (T0), e stata eseguita una pre-medicazione mediante
farmaci analgesici-antiinflammatori (Nimesulide 100 mg o lbuprofene 600 mg) e
farmaci ansiolitici (diazepam o delorazepam 1-2 mg); ed e stata eseguita
un'anestesia locale della sede d'intervento mediante Arficaina al 4% con
adrenalina 1:100.000.

Dopo avere eseguito I'anestesia, e stato praticata una incisione crestale ed e
stato sollevato un lembo muco periosteo con successiva scheletrizzazione della
zona arruolata. Si € continuato con la preparazione dei siti implantari in posizione
protesicamente guidata, mediante I'uso di frese dedicate; i siti implantari sono
stati sotto-preparati al fine di garantire agli impianti un’elevata stabilita primaria
con un forque massimo di inserimento > 50 Ncm. Successivamente, si € eseguito
I'inserimento degli impianti cilindrici con la piattaforma implantare situata a circa
2-3 mm apicalmente al margine gengivale dei 2 denti adiacenti.

A questo punto il sito arruolato e stato trattato con I'inserimento di n.1 mini fixture
aggiuntiva di dimensioni ridotte (D: 3.3, L: 8,5 mm) con metodica differente a

seconda che il paziente sia allocato nel gruppo test (A) oppure gruppo controllo

(B).

Nel Gruppo Test la preparazione del sito implantare della fixture aggiuntiva e stata
eseguita con tecnica piezoelettrica (Piezosurgery, Mectron Medical Technology,
Carasco, Italy) e sard seguita dall'inserimento di una mini fixture di dimensioni
ridotte (D: 3.3, L: 8.5 mm)
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Nel Gruppo Controllo la preparazione del sito implantare della fixture aggiuntiva
con sistematica convenzionale e verra inserita una mini fixture implantare di

dimensioni ridotte (D: 3.3, L: 8.5 mm)

A questo punto sono state inserite su tutti gli impianti le viti chirurgiche di chiusura
Infine, si € concluso l'intervento con la chiusura per 1° intenzione dei lembi
chirurgici mediante una sutura a materassaio orizzontale e una sutura interrotta a
punti semplici.

A tutti i pazienti sono stati prescritti 2 g di Amoxicillina + Acido clavulanico come
pre-medicazione, a partire da un'ora prima dell'intervento e per 6 giorni
successivi; e stato inolfre prescritto un farmaco anti-inflammatorio non-steroideo
da prendere al bisogno.

Le istruzioni post-operatorie hanno compreso una dieta morbida per 2 settfimane,
associata ad igiene orale adeguata mediante 4 sciacqui al giorno con un
collutorio a base di clorexidina al 0,2%.

Durante tutto il periodo di guarigione, non € mai stata utilizzata nessuna protesi
parziale rimovibile, al di sopra della zona interessata, che potesse in qualche
modo interferire con la guarigione delle mucose e dell’osso. | pazienti sono stati

visitati a 7 giorni dalla chirurgia implantare per la rimozione delle suture.

In enframi i gruppi le mini fixture sono state fatte guarire con modalitd sommersa
per un tempo di 28 giorni. Dopo 28 giorni (T1) le mini fixture sono state espiantate
tramite fresa carotatrice, ponendo la massima attenzione a non rimuovere

ulteriore osso ad eccezione di quello necessario per I'analisi istologica

Previa anestesia locoregionale con mepicavaina con Mepivacaina 2% +
adrenalina 1:100.000 (Pierrel spa, Milano, Italy) € stato allestito un lembo
mucoperiosteo che ha permesso I'accesso alla mini fixture implantare. La fixture
implantare di dimensioni ridotte € stata espiantata con fresa carotatrice e allo
scopo di ottenere una carota di tessuto osseo peri-implantare con dimensioni di
0,.5mm. | lembi chirurgici sono poi stati suturati per permettere una guarigione della
zone per prima intenzione. | pazienti hanno poi ricevuto una dose di anfi-

infammatorio (lbuprofene 600mg oppure Nimesulide 100mg) da prendere

18



immediatamente dopo la chirurgia e una terapia anti-inflammatoria a base di
louprofene 600mg oppure Nimesulide 100mg da assumere secondo necessitd nei
giorni successivi. Le istruzioni post-operatorie hanno compreso una dieta morbida
per 2 giorni, associata ad igiene orale adeguata mediante 4 sciacqui al giorno
con un collutorio a base di clorexidina al 0,2%.

Ad una settimana dalla dalla chirurgia di espianto sono state rimosse le suture.

Dopo 3 mesi (T2), il piano di trattamento ha previsto la riapertura delle fixture
implantare rimaste e la realizzazione di una protesi fissa sugli impianti. In
particolare, appena dopo la completa guargione della mucosa peri-implantare
attorno alle viti di guarigione (circa 4-8 settimane), e stata presa un’impronta
definitiva, da cui & stato sviluppato un modello master, che ha permesso in 4-8
sefttimane di realizzare una o piu corone in metallo ceramica, finalizzando cosi la
protesizzazione degli impianti stessi.

La protesi € stata verificata in occlusione centrica, in protrusione, e in lateralita, al
fine di evitare pre-contafti e interferenze occlusali, che avrebbero potuto
determinare un sovraccarico dell’osso rigenerato.

La riabilitazione implanto-protesica ha permesso di ripristinare dal punto di vista
estetico e funzionale le aree edentule della mandibola posteriore, con una

restitutio ad integrum delle stesse.
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Le immagini seguenti mostrano un caso clinico trattato nel gruppo Test.
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Le immagini seguenti mostrano un caso clinico trattato nel gruppo controllo.
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3.7 Visite e follow-up

Nella tabella seguente, sono state riportate le visite, previste nel corso dello studio,

a cui e stato softoposto ciascun paziente.

Numero visita Valutazione
Visita 1 Valutazione pre-operatoria TO
Visita 2 Arruolamento dei pazienti e

assegnazione al frattamento

Fase TO
Visita 3 Valutazione post-operatoria TO
Visita 4 Controllo e valutazione espianto
Fase Tl
Visita 5 Valutazione post-operatoria T1
Visita 6, 7 Confrollo mensile
Fase T2
Visita 10 Protesizzazione

Durante la visita 1, i pazienti sono stati sottoposti alla valutazione pre-operatoria
nell’ambito del normale percorso assistenziale per i pazienti che devono essere
softoposti ad interventi di implantologia, che comprende: fotografie intra-orali ed
extra-orali; esame obiettivo infra- ed extra-orale; ortopantomografia (OPG);
radiografia endorale peri-apicale; eventuali modelli in gesso e ceratura
diagnostica; dima diagnostica radiologica-chirurgica; TC Cone Beam. | pazienti
che soddisfavano i criteri di inclusione, sono stati softoposti ad una Visita 2 durante
la quale sono stati informati della possibilitd di rientrare all'interno di questo
protocollo di ricerca. Sono stati informati sugli obiettivi e sulle condizioni dello
studio, ed e stato loro richiesto di partecipare allo studio stesso da parte degli
sperimentatori. | pazienti hanno ricevuto tutte le informazioni, i chiarimenti, e le
spiegazioni facenti parte del consenso informato scritto, che e stato poi firmato

dai pazienti per confermare I'effettivo arruolamento nello studio.
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E' stata poi eseguita la fase operatoria TO.

Durante la visita 3, i pazienti sono stati sottoposti alla valutazione post-operatoria
nell’ambito del normale percorso assistenziale per i pazienti che sono stati
softoposti ad interventi di implantologia, che comprende: fotografie intra-orali;

esame obiettivo infra- orale e rimozione suture.

Durante la visita 4 i pazienti sono stati sottoposti ad un confrollo clinico, per
verificare I'assenza di complicanze biologiche e la possibilitd di procedere con

I'espianto della fixture aggiuntiva.

E’' stata poi eseguita la fase operatoria T1.

Durante la visita 5, i pazienti sono stati sottoposti ad una valutazione post-
operatoria, che comprende: fotografie intra-orali; esame obiettivo infra- orale e
rimozione suture.

Durante la visita 6 e 7, i pazienti sono stati sottoposti ad un controllo clinico, per
verificare la completa guarigione della mucosa ed a rx periapicale per verificare

la salute radiografica degli impianti.

A 3 mesi dall'inserimento degliimpianti € stata svolta la fase T2
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3.8 Materiali utilizzati e loro fornitura

Le ditte Mectron e Sweden & Martina si sono impegnate a fornire gratuitamente |
materiali al fine di permettere il regolare svolgimento dello studio in oggeftto. |
dispositivi medici che sono oggetto di studio sono dotati tutti di certificati CE e
sono gid usati nell’lambito del normale percorso assistenziale per i pazienti che

sono stati sottoposti a rigenerazione ossea.

3.8.1 Impianti dentali

Gli impianti Premium hanno morfologia prevalentemente cilindrica, con
andamento conico solo nel fratto apicale e sono in grado di raggiungere
I'osteocintegrazione, ovvero il processo biologico attraverso cui & possibile ottenere
e mantenere nell’osso una fissazione rigida e clinicamente asintomatica di un
materiale alloplastico durante il carico funzionale. Sono caratterizzati da filetto
con passo di T mm, con profilo conico in direzione apicale e convesso in
direzione coronale. Queste caratteristiche aumentano la stabilitd primaria ed
evitano traumi all’osso dopo il carico. Il disegno delle tacche apicali, I'angolo di
taglio e la diminuzione progressiva del diametro del core dellimpianto
aumentano la capacita di penetrazione della fixture nell'osso, garantendone
una ottima performance in tufte le fipologie di osso. Tale impianto € stato
utilizzato nella variante STRAIGHT con profilo di emergenza diritto per le situazioni
di spazi coronali ristretti.
Il primo tratto, di 0.8 mm, e liscio, per garantire una porzione piu difficiimente
aggredibile e colonizzabile dai batteri. I corpo implantare €& invece
caratterizzato dalla superficie ZirTi, ottenuta per sottrazione attraverso una

sabbiatura con ossido di zirconio e mordenzatura con acidi minerali.

3.8.2 Sistema ed inserti piezoelettrici

La preparazione piezoelettrica dei tunnel implantari € stata eseguita con
macchina piezoelettrica (Piezosurgery, Mectron Medical Technology, Carasco,
Italy) abbinata ad inserti piezoelettrici dedicati (Kit Implant Pro, Piezosurgery,

Mectron Medical Technology, Carasco, Italy).
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3.9 Variabili valutate

Al fine di raggiungere gli obiettivi primari e secondari dello studio e stato creato un

database dove sono state registrate e analizzate le seguenti variabili.
3.9.1 Tipologia ed incidenza di complicanze post-operatorie

La percentuale di complicanze €& stata effeftuata al momento del carico
funzionale, comprendendo tutte le complicanze avvenute in qualunque fase

della sperimentazione.

In particolare, sono state considerate come complicanze chirurgiche:
e lesioni vascolari (emorragia venosa, emorragia arteriosa);
e lesioni neurologiche (anestesia, parestesie, disestesia, ipoestesie, iperestesie);

e lesioni mucose (lacerazione o perforazioni delle mucose).

Sono state considerate invece come complicanze biologiche:
e mancata chiusura per 1° intenzione deilembi chirurgici;
e mancata guarigione dei lembi chirurgici
¢ Qualunque infezione del sito chirurgico
¢ mancata osteointegrazione degli impianti, riscontrabile al momento della

riapertura.

3.9.2 Valutazione della densita dell’osso

La valutazione della densitad dell’osso € stata effettuata intra-operatoriamente
secondo la classificazione di Lekholm e Zarb 1985 (Lekholm and Zarb 1985). La
qualita del tessuto osseo e stata suddivisa in quattro classi in base al rapporto fra

0ss0 corficale e 0sso spongioso nella sede presa in considerazione.

-l classe (D1): osso compatto formato quasi esclusivamente da osso corticale
-l classe (D2): osso con spessa corticale compatta e densa frabecolatura interna

-lll classe (D3): 0sso con corticale meno spessa e spongiosa meno densa
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-1V classe (D4): osso con sottile cortficale e tfrabecolatura rarefatta.

3.9.3 Valutazione della stabilita primaria

La stabilitad primaria delle mini-fixture di enframbi i gruppi € stata misurata
manualmente mediante chiave dinamometrica da 0 a 100 Ncm e
elettronicaomente mediante RFA (analisi della frequenza di risonanza) da 10 a 90
ISQ.
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3.9.4 Valutazione della rigenerazione ossea

La valutazione dell’osteo-rigenerazione a 28 giorni € stata eseguita in termini

qualitativi e quantitativi.

La qualita dell’osso € stata valutata framite analisi istologica per identificare in
ogni campione le varie tipologie di tessuto 0sso (0sso necrotico, osso neoformato
e frabecole ossee pre-esistenti). L'analisi istologica € stata eseguita con I'ufilizzo di

un microscopio ofttico.

Inoltre una iImmagine ad ingrandimento 3X di ogni campione di entrambi i gruppi
selezionata casualmente e stata analizzata da due diversi operatori calibrati tra
loro utilizzando il software ImagedJ 1.33 (National Institute of health, Bethesda, USA)
per identificare la proporzione percentuale tra osseo necrotico (NBA) e osso vitale
(VBA). Per ogni immagine selezionata e stata identificata I'area ossea totale (TBA)
e I'area di osso necrotico (NBA). L'area di osso vitale (VBA) e stata ottenuta come

differenza tra TBA-NBA.

La valutazione quantitativa dell’osteo-rigenerazione si € basata su tre parametri:

1. quantizzazione per mm?2 del numero di cellule mostranti un'espressione
nucleare della proteina SATB2 mediante analisi immunoistochimica. Tale
proteina € un marcatore specifico e sensibile degli osteoblasti, degli
osteociti e delle cellule mesenchimali che si stanno differenziando in senso
osteoblastico (Conner et al. 2013)

2. densita vascolare per mm?2 valutando il numero di vasi indipendentemente
dal calibro degli stessi utilizzando iI marcatore immunistochimico specifico
CD31 (Cerutiet al. 2015).

3. presenza di  micro-aggregati  di infiltrato  infiammatorio  cronico
prevalentemente linfocitario. L'infilirato infiammatorio € stato definito come
assente (assenza di cellule infiammatorie), raro (< 5 elementi per mm?2

presente (almeno 5 elementi per mm?2.).

Queste valutazioni sono state effettuate nelle diverse tipologie di tessuto osseo

presenti nelle singole biopsie (0sso necrofico, osso neoformato e frabecole ossee
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pre-esistenti) sia nel gruppo test che nel gruppo controllo al fine di evidenziare
eventuali differenze qualitative e quantitative fra i due gruppi in esame,

eseguendo una media dei valori per mm?2.

Per la valutazione dei marcatori immunoistochimici SATB2 e CD31, ogni mini-fixture
in enframbi i gruppi € stata espiantata insieme ad una quantita di 0,5 mm di
tessuto osseo peri-implantare. | prelievi corredati da relativo codice di riferimento
numerico sono stati inviati al centro di riferimento (Dr. Alberto Righi, Anatomia
Patologica, Istituto Ortopedico Rizzoli, Bologna, Italy) per I'analisi istologica ed

immunoistochimica.

Le biopsie ossee prelevate sono state fissate per 6-7 ore in formalina tamponata al
4% a temperatura ambiente quindi i campioni sono stati in  soluzione
decalcificante costituita da 65 ml di acido formico all’'85%, 40 ml di acido nitrico al
65% e 895 ml di acqua distillata per 10-12 ore. In seguito sono stati inclusi in
paraffina e da ogni incluso sono state ottenute delle sezioni in bianco colorate
con ematosillina -eosina per la valutazione istologica e con anticorpo SATB2
(anticorpo policlonale di coniglio, 1:250 diluizione; Sigma, St Louis, MO, USA) e CD31
(anticorpo monoclonale, clone TA10, Diapath S.p.A. - Martinengo (BG) - Italy) per la
valutazione dell’ espressione immunoistochimica. Le reazioni immunoistochimiche
sono state eseguite in maniera automatizzata utilizzando i programmi specifici per i
singoli anticorpi inseriti  nell'immunocoloratore  Ventana-Menarini  (Ventana
Medical Systems, Inc. A Member of the Roche Group 1910 Innovation Park Dr.
Tucson, AZ 85755 USA)
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3.10 Gestione dei dati

Un operatore in cieco ha riportato riportare le informazioni richieste dal protocollo
sulla Scheda Raccolta Dati (CRF).

| dati inseriti sono stati successivamente controllati mediante programmi di
validazione e controllo di listati. Gli errori ovvi sono stati corretti direttamente dal
personale di data management, altri errori od omissioni sono stati invece registrati
su moduli di Data Query, inviati agli Sperimentatori per la risoluzione. Il database

sard chiuso una volta dichiarato completo ed accurato.

3.11 Analisi statistica

L'obiettivo di questo studio e stato quello di valutare quantitativamente e
qualitativamente |'osteogenesi ottenuta dopo preparazione piezo-elettrica del
sito implantare (Gruppo Test) versus preparazione convenzionale del sito
implantare (Gruppo Conftrollo)

Le analisi esplorative sono state effettuate uftilizzando statistiche descrittive. | dati
sono stati presentati sia per la popolazione intent-to-treat (ossia tutti i pazienti che
hanno almeno iniziato lo studio) che per la popolazione per-protocol (ossia futti i
pazienti che hanno completato lo studio senza violazioni maggiori del protocollo)
che al momento coincidono.

Gli eventuali eventi avversi sono stati riassunti presentando per ogni gruppo di
trattamento il numero e la percentuale di pazienti che hanno avuto un qualsiasi
evento avverso.

Non essendo disponibili studi precedenti similari a quello proposto, non & stato
possibile calcolare il numero di pazienti necessari per avere una potenza statistica
dell’80% con livello di significativita del 5% (due code).

| risultati ottenuti nei due gruppi di studio (Gruppo test e Gruppo Conftrollo) , sono
stati sottoposti ad analisi statistica descrittiva ed analisi stafistica analitica
mediante test specifici, al fine di evidenziare differenze statisticamente
significative tra i due gruppi.

Il test di Kolmogorov-Smirnov test ha evidenziato la distribuzione non normale di
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SATBB2 e CD31 pertanto | risultati vengono mostrati come mediana e range
inferquantile. Dal momento che ogni paziente presentava piu di un sito, & stata
applicata una analisi multivariata che tenesse in considerazione il sito, la zona e la

densita ossea. La significativita statistica e stata fissata a a = 0.05.
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4. RISULTATI

4.1 Popolazione intent-to-treat

Lo studio ha compreso un totale di 12 siti corrispondenti a 5 pazienti che
soddisfassero tutti i criteri di inclusione e di esclusione prestabiliti. Quattro pazienti
presentavano due siti edentuli ed hanno ricevuto contemporaneamente un
impianto del Gruppo test ed uno del Gruppo controllo. Un paziente presentava 4
siti edentuli e ha ricevuto 2 siti test e due siti confrollo, permettenndo di svolgere

uno studio splith-mouth.

| pazienti trattati comprendevano 4 femmine e 1 maschio, con una etd media
di 53+8 anni. Tutti | pazienti sono stati classificati sulla base della valutazione
anamnestica in ASA | (n=5; 100.0%). | pazienti sono stati classificati sulla base

dell‘abitudine al fumo in fumatori (n=1, 20%) e in non fumatori (n=4, 80.0%).

4.2 Popolazione per-protocol
Tutti i 12 siti sono stati trattati in fase T0, comprendente I'inserimento degli impianti,

I'inserimento delle mini-fixture.

Tutti i 12 siti sono stati trattati in fase T1, comprendente I'espianto delle mini fixture
a 28 giorni. Attualmente tutti i 12 siti sono in fase T2. Durante le fasi di studio non si

sono verificati drop-out.

Di conseguenza, sono stati considerati 12 siti (6 nel gruppo A e 6 nel gruppo B) per

la valutazione delle variabili misurate in fase TO e T1.
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4.3 Impianti

In totale, sono stati inseriti 23 impianti (Premium, Sweden & Martina) con diametro
implantare di 3.8, 4,25 e 5 mm e lunghezza implantare che variava da 8,5 mm a
11,5, a seconda del decorso del nervo alveolare inferiore. Contestualmente sono

state inserite 12 mini-fixture con dimensioni 3.3 X 8.5 (Premium, Sweden & Martina).

4.4 Complicanze chirurgiche, densita ossea e stabilita primaria

Non si sono registrate complicanze chirurgiche intra o post-operatorie sia nel
gruppo test che nel gruppo conftrollo. La chirurgia di espianto non ha determinato

nessuna complicanza intra chirurgica o post-chirurgica in nessuno dei due gruppi.

6 impianti sono stati inseriti in osso di tipo D1 (corticale spessa, senza midollare), 2
di tipo D2 (corticale spessa, con midollare) e 2 in osso di tipo D4 (corticale assente,

midollare spessa) (Leckholm &Zarb 1985).

In fase TO, tutti gli impianti (n= 12, 100.0%) hanno mostrato una stabilita primaria

sufficiente per essere posizionati a livello della cresta alveolare.

Nell Gruppo test il valore medio di IT era 80.0£10.0 Ncm, mentre il valore medio di
RFA era 87.0£5.0 ISQ. Nel gruppo Controllo il valore medio di IT era 79.0£10.0 Ncm,
menftre il valore medio di RFA era 84.5£6.0 ISQ. Non ci sono differenze significative

tra gruppo test e gruppo controllo (P > 0.05).
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4.5 Valutazione qualitativa della rigenerazione ossea

Tutti i campioni sia del Gruppo Test che del Gruppo Controllo mostrano un quadro
istologico sovrapponibile. In ogni campione di ciascun gruppo si osserva la
presenza di 0sso frabecolare residuo in vari stadi di necrobiosi associato ad aspetti
di osteo- rigenerazione in diversi fasi che portano alla formazione di 0sso
trabecolare maturo passando per la produzione di matrice osteoide da parte
delle cellule mesenchimali fusate e conseguentemente per la produzione di 0ssO

immaturo cosiddetto “woven-bone”.

L'osso necrotico € caratterizzato dall’assenza di osteociti vitali associato alla

mancanza del imming di osteoblasti alla periferia delle singole frabecole.

Le trabecole necrotiche sono circondate da un infiltrato infiammatorio cronico
prevalentemente linfocitario associato a un incremento della componente
vascolare e dalla presenza di cellule fusate mesenchimali, che mostrano
I'espressione nucleare della proteina SATB2, che si stanno pertanto differenziando
in senso osteogenico. La componente vascolare risulta essere piu numerosa e
costituita da elementi di piccolo calibro in prossimitd delle aree di osso necrotico
e, al contrario, risulta essere meno numerosa ma con un aumento del diametro
del lume vascolare nelle aree di tessuto osseo trabecolare maturo. L'analisi
morfometrica tramite software Imaged ha rilevato per il Gruppo Test una
percentaule di osso necrotico di 10,3% e per il gruppo Controllo 10,6%. Non sono

state identificate differenze significative tra i due gruppi.
4.5.1 Valutazioni istologiche Gruppo test (Sistematica Piezoelettrica)

La figura seguente (Figura 1) rappresentata la visione panoraminca della sezione
istologica colorata con ematossilina-eosina del paziente 2 appartenente al

Gruppo A ovvero quello trattato con tecnica piezoelettrica.
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Flogosi cro??ca - - Osso maturo

La Figura 1 € una sezione colorata con ematossilina-eosina che mostra una
panoramica del preparato dove si possono identificare le varie fasi del processo
di osteo-integrazione implantare: dalle aree di necrosi associata all'infilfrato
flogistico cronico e alla neo-vascolarizzazione fino alla formazione di trabecole

ossee mature.
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La Figura 2 mostra a piu alto ingrandimento una trabecola ossea necrotica priva
di osteociti e di imming osteoblastico associato ad un minimo infiltrato flogistico

cronico linfocitario e ad un'elevata neo-vascolarizzazione.
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La figura 3 mostra a pivu alto ingrandimento un'area di elevata osteo-

rigenerazione (zona 2), presentante una proliferazione a cellule fusate associate

alla formazione di matrice osteoide e di 0sso immaturo.
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La figura 4 mostra un'area di tessuto osseo trabecolare maturo vitale (Zona 3) con

un'attivita osteo-rigenerativa inferiore alla zona 2 suffragata dalla minor quantita di cellule

fusate associate ad un incremento di densitd del tessuto osseo.
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4.5.2 Valutazioni istologiche Gruppo Controllo (Sistematica Convenzionale)

La figura seguente (Figura 5) & una sezione colorata con ematossilina-eosina che
mostra una panoramica del preparato relativo al medesimo paziente (numero 2)
nel sito frattato nel gruppo controllo ovvero quello trattato con tecnica
convenzionale, dove si possono identificare le medesime fasi del processo di
osteo-integrazione implantare: dalle aree di necrosi associata all’'infilfrato flogistico
cronico e alla neo-vascolarizzazione fino alla formazione di frabecole ossee

mature.

Figura 5

Flogosi cronica
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La Figura 6 mostra a piu alto ingrandimento una trabecola ossea in iniziale stato

necrobiotico priva di rimming osteoblastico e con occasionali osteociti vital

associato ad un marcato infiltrato flogistico cronico linfocitario e ad un’'elevata

-vascolarizzazione.

neo
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La figura 7 mostra a pivu alto ingrandimento un'area di iniziale osteo-rigenerazione

(zona 2) con proliferazione di cellule fusate associate ad un minimo infiltrato
flogistico cronico accanto all’area di imaneggiamento descritta in precedenza.
E' presente spiccata aftivitd osteoblastica, imming osteoblastico e componente

vascolare.
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La figura 8 mostra un'area di tessuto osseo trabecolare maturo vitale (Zona 3) con una
marcata attivitd osteo-rigenerativa evidenziata dalla presenza di una matrice osteoide

immatura che si sta depositando tra due frabecole ossee pre-esistenti.
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4.6 Valutazione quantitativa della rigenerazione ossea

Tutti i campioni sia del Gruppo Test che del Gruppo Controllo mostrano un quadro
immunoistochimico sovrapponibile. In ogni campione di ciascun gruppo si osserva
la presenza di cellule mesenchimali fusate sensibili al marcatore SATB-2 e quindi in
differenziamento in senso osteoblastico. Inolfre, In ogni campione di ciascun
gruppo si osserva la  presenza vasi  sanguigni  positivi al - marcatore

immunoistochimico specifico CD31.

Nel gruppo test la mediana suddivisa per zone di cellule positive al
marcatfore SATB2 e stata di 24.85 (range inferquartile: 22.62), 117.55 (range
interquartile: 81.38) e 84.85 (range interquartile: 73.65) numero di cellule /mm?2 per
la zona 1, 2 ,3 rispeftivamente. La mediana totale Invece e stata di 61.90 numero

di cellule /mm?2 (range interquartile: 88.32).

Nel gruppo test la mediana suddivisa per zone di cellule positive al
marcatore CD31 e di 23.90 (range interquartile: 9.5) 12.15 (range interquartile: 3.60)
e 6.65 (range interquartile: 2.70) numero di vasi/mm2per la zona 1, 2 ,3
rispettivamente. La mediana totale Invece e stata di 12.15 numero di vasi /mm?2

(range interquartile: 12.85).

Nel gruppo conftrollo, la mediana suddivisa per zone di cellule positive al
marcatore SATB2 e stata di 24.05 (range interquartile: 21.75), 113.35 (range
interquartile: 87.509) e 82.55 (range interquartile: 75.48) per la zona 1, 2 ,3
rispettivamente. La mediana totale Invece e stata di 59.40 (range interquartile:
13.68).

Nel gruppo controllo, la mediana suddivisa per zone di cellule positive al
marcatore CD31 e stata di 23.30 (range interquartile: 13.68), 11.85 (range
interquartile: 3.50,) e 6.20 (range interquartile: 3.15 )per la zona 1, 2 .3
rispettivamente. La mediana totale Invece e stata di 11.85 (range interquartile:
90.7).
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L'infiltfrato flogistico riscontrato € stato di tipo cronico per entrambi i gruppi. Nel
gruppo test I'infilfrato cronico e stato catalogato come presente in zona 1, raro in
zona 2 ed assente in zona 3. Nel gruppo conftrollo I'infiltfrato cronico € stato

catalogato come presente in zona 1, raro in zona 2 ed assente in zona 3.

Per quanto riguarda la positivitd al marcatore SATBB-2 non € stata risconfrata una
differenza significativa fra i due gruppi (p= 0.95), ma tra le zone 1 (64 cellule /mm?2

in meno) e 2 (26 cellule /mm2 in piu) di ogni sito rispetto alla zona 3.

Per quanto riguarda la positivitd al marcatore CD31, Non e stata riscontrata una
differenza significativa fra i due gruppi (p= 0.84), ma tra le zone 1 (19 vasi /mm?2 in

piv) e 2 (6 vasi /mm2 in piu) di ogni sito rispetto alla zona 3 per CD31.

La densita ossea non risulta influenzare eventuali differenze significative tra i due

gruppi in merito a SATB2 o CD31 (p=1).

La densita di classe 2 provoca una diminuzione di 66 cellule /mm2 rispetto alla
classe 4 (p=0.017); non si osservano relazioni significative fra numero di vasi e

densitd ossea.

La Figura 9A, B, C mostra I'espressione della densitd nonché del calibro vascolare

utilizzando il marcatore immunoistochimico specifico CD31.
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Nelle aree di necrosi associate agli aspetti di rimaneggiamento sono evidenti
numerosi vasi di piccolo calibro (ZONA 1) che diminuiscono di quantita
aumentando di diametro nelle aree di formazione di osso immaturo (ZONA 2) e
nelle aree con maggiore densitd ossea costituite da trabecole ossee mature
(ZONA 3).
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La figura 10 mostra I'aspetto delle cellule mesenchimali positive al marcatore

SATB-2 e quindi in differenziamento in senso osteoblastico
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Esempio dell’elevata espressione immunoistochimica nucleare della proteina
SATB2 nelle aree di osterigenerazione dove mette inevidenza sia le cellule

mesenchimali fusate che si stanno differenziondo in senso osteogenico, sia gli
osteociti che gli osteoblasti.
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5. DISCUSSIONE

L'implantologia osteointegrata €, oggi, un’'opzione terapeutica largamente usata
per la riabilitazione di edentulie singole, parziali o totali con alte percentuali di
successo sia da un punto di vista funzionale che estetico (Leonhardt ET AL. 2002,
Karoussis ET AL. 2004, Kazor et al. 2004, Garber et al. 1995).

Seppur ben documentata in letteratura, questa tecnica puod presentare dei rischi
quali la possibilitad di danneggiare tessuti molli, strutture anatomiche nobili e la
possibilitd di generare una necrosi ossea a causa del surriscaldamento osseo

intraoperatorio (Siervo et al. 2004, Sanmartino et al. 2011).

La chirurgia piezoelettrica € una promettente tecnica per il taglio dei tessuti duri
che pare essere in grado di superare i limiti della strumentazione tradizionale nel
campo della chirurgia ossea (Pereira et al. 2004; Vercellotti et al. 2004, 2014).

Il dispositivo piezoelettrico € una macchina ad ultrasuoni che utilizza una
frequenza di 25-30 kHz. A questa frequenza € in grado di tagliare unicamente i
tessuti mineralizzati risparmiando i1 tessuti molli che necessitano invece una
frequenza superiore ai 50 kHz. Quando usato correttamente, il dispositivo
piezoeletftrico non € in grado di incidere la membrana schneideriana del seno
mascellare, né strutture vascolo-nervose o periostee e pud quindi essere utilizzato
durante le chirurgie che prevedono I'avvicinamento a tali strutture nobili (Schlee
et al. 2006).

In aggiunta aliri vantaggi della chirurgia piezoelettrica sono la miglior visibilita
intraoperatoria ed il taglio netto e preciso. Il motivo del primo vantaggio risiede nel
cosiddetto effetto cavitazione, cioe la capacita dello strumento di creare uno
spray di aria-acqua che deterge I'alveolo (Schlee et al. 2006).

I motivo del secondo vantaggio risiede nella minor vibrazione della punta dello
strumento e nella minor pressione richiesta all’operatore durante le fasi di taglio
che comporta anche un notevole aumento della sensibilitd manuale

intraoperatoria (Schlee et al. 2006).
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In ragione di queste caratteristiche, la chirurgia piezoelettrica e stata applicata
negli ultimi anni in molti campi della chirurgia maxillo-facciale ed orale come la
chirurgia dei terzi molari (Monaco et al. 2014), la chirurgia ortognatica (Ueki et al.
2004) la chirurgia pre-protesica (Vercellotti et al 2000, 2001;Sohn et al. 2007;
Wallace et al. 2007, Happe et al. 2007, Danza et al. 2009, Bovi et al. 2010).
Ultimamente la piezochirurgia e stata impiegata anche in ambito implantare.
Sono infatti ad oggi disponibili inserti che permettono la preparazione ultrasonica
del tunnel implantare superando quindi la convenzionale metodica che
prevedeva |'ufilizzo di una sistematica a fresa (Vercellofti et al. 2014; Cucchi et al.
2017).

L'applicazione della chirurgia piezoelettrica in campo implantare permette di
sfruttare tutti i vantaggi gia elencati, diminuendo in maniera significativa il rischio
di danno iatrogeno a strutture nobili (Wallace et al. 2007 Schaeren et al. 2008),
riducendo la necessita di ricorrere a chirurgie pre-protesiche e velocizzando la
riabilitazione di edentulie totali o parziali (Stacchi et al. 2013).

Studi recenti hanno ipotizzato, oltre i vantaggi gia elencati, la capacita della
piezochirurgia di modificare le fasi iniziali del processo di guarigione ossea
osteotomica e dell’osteo-integrazione (Preti et al. 2007) anche se i dati presenti in
letteratura sono discordanti (Esteves et al. 2013, Vercellotti et I. 2005).

Il processo di guarigione ossea osteotomica in seguito a chirurgia piezoelettrica e
stato indagato da un punto di vista istologico ed immunoistochimico unicamente
con studi su animali (Esteves et al. 2013, Ma et al. 2013, Vercellotti et al. 2005).
Esteves e colleghi nel 2013 (Esteves et al. 2013) hanno realizzato uno studio su
animale che si poneva ['obiettivo di comparare la guarigione di difetti ossei
subcritici realizzati con piezochirurgia o strumentazione rotante. 110 ratti sono stafi
trattati con piezochirurgia o strumentazione rotante e sono stati sottoposti ad
analisi istologica, istomorfometrica, immunoistochimica o biomolecolari a diversi
intervalli di tempo come 3,7,14,30,60 giorni.

E'stato selezionato un difetto subcritico secondo la definizione di Hollinger 1990
(Hollinger et al. 1990) in modo che venissero eliminati eventuali bias dovuti alle

caratteristiche del difetto osseo.
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Tutti i difetti ossei subcritici in entrambi i gruppi sono guariti con piena rigenerazione
del tessuto osseo. Le caratteristiche istologiche e istomorfometriche delle fasi di
guarigione erano molto simili tra i gruppi fatta eccezione della valutazione 30
giorni. A 30 giorni infatti la quantita di osso era significativamente piu alta nel
gruppo trattato con chirurgia piezoelettrica (p <0.05, 73.88% * 12,08 vs 57,81% *
12,00). Tuttavia, questa differenza € scomparsa a 60 giorni dopo l'intervento dove
non c'erano differenze in termini di quantita e qualita fra i due gruppi in termini di
0SSO.

Tra i gruppi non si € evidenziata nessuna differenza immunoistochimica con uguale
concentrazione dei marcatori osteoblastici ed endoteliali cosi come |'espressione
genica della BMP.

Questi risultati potrebbero essere indicativi di una migliore guarigione ossea in
seguito a chirurgia piezoelettrica  a 30 giorni. Tuttavia, le anadlisi
immunoistochimiche successive indicano che questa maggiore formazione ossea
non € dovuta ad una reale accelerazione durante le prime fasi di guarigione.
Infatti, I'analisi immunoistochimica non ha evidenziato differenze statisticamente

significative in termini di espressione di VEGF e CAS-3 o di espressione genica.

Gli autori hanno concluso che la chirurgia piezoelettrica non comporta modifiche
istologiche ed istomorfometriche durante le prime fasi della guarigione in
contrasto con Vercellotfti et al. 2005 e Ma et al. 2013 che invece hanno rilevato
una guarigione ossea migliore (Ma et al. 2013, Vercellotti et al. 2005).

E' importante pero sottolineare che lo studio di Ma et al. 2013 (Ma et al. 2013)
analizza difetti ossei di entitd minore cosi come lo studio di Vercellotti et al. 2005

(Vercellotti et al. 2005) valuta la guarigione in seguito a chirurgia parodontale.

Ma e colleghi hanno realizzato uno studio su animale nel quale comparavano la
guarigione di osteotomie realizzate con la piezochirurgia o con 2 diverse
sistematiche rotanti. Il gruppo frattato con chirurgia piezoelettrica ha rilevato
all'analisi istologica una tendenza ad una maggiore formazione ossea e
rimodellamento tra le due e le tre settimane osseo rispetto al gruppo di animali
trattati con chirurgia convenzionale. Tuttavia non é riportata una analisi stafistica

dettagliata (Ma et al. 2013).
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Il processo di osteointegrazione in seguito a preparazione piezoelettrica del sito
implantare da un punto di visto isologico o immunoistochimico e stato invece
indagato in misura minore e sempre su modelli animali.

Preti et al. (Preti et al. 2007) hanno messo in luce che il sito implantare preparato
con metodica a frese sviluppa una fase infiammatoria maggiore e piu lunga
rispetto al sito preparato con metodica piezoelettrica. Gli autori hanno infaftti
confrontato carote ossee prelevate in maniera stadiata da siti implantari preparati
con metodica piezoelettrica e convenzionale dimostrando come nei prelievi
derivanti da siti piezoelettrici la quota inflammatoria fosse stafisticamente minore.
Inoltre era maggiore la rigenerazione ossea a 7,14 e 30 giorni con un maggior
numero di osteoblasti e vasi per campo ad alto ingrandimento. Tali differenze
scomparivano a 60 giorni dal posizionamento del sito implantare confermando
I'ipotesi che I'osteointegrazione in seguito a preparazione piezoelettrica del sito
implantare fosse piu veloce rispetto alla tecnica convenzionale.

In aggiunta i sifi trattati in maniera piezoelettrica mostravano un calo piv veloce
delle citochine pro-infiammatorie quali TNF-A e una maggiore quota di quelle
antinflammatorie come IL-10. Contestualmente nei prelievi del gruppo trattato
con chirurgia piezoelettrica si osservava anche un piu rapido incremento di
proteine BMP-4 e fattore TGF-B a 7 e 14 giorni markers legati alla formazione e al
rimodellamento osseo indici di un piu rapido passaggio alla fase di neoformazione
ossea. Tali risultati portavano gli autori a concludere che il processo di
osteointegrazione poteva essere velocizzato con la metodica piezoelettrica

rispetto alla tecnica convenzionale.

Un’assenza di differenza nel contatto tra osso neoformato ed impianto (BIC) fra i
campioni frattati con le due diverse tecniche € invece stata messa in luce da
Bengazi e colleghi (Bengazi et al. 2012). Gli autori hanno descritto I'assenza di
differenze significative fra le due metodiche in termini di contatto osso-impianto.
Entrando nel merito dei risultati gli autori evidenziano addirittura una lieve

superiorita della sistematica convenzionale senza pero ottenere una significativita
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statistica. Assenza di differenze significative e stata confermata I'annoi seguente

da Kfouri e co-autori (Kfouri et al. 2013).

Molto recente sull’argomento € lo studio di Sirolli et al. del 2016. Tramite modello
animale, gli autori hanno valutato l'effetto di piezosurgery sulla formazione ossea
attorno agli impianti di fitanio rispetto alla tecnica di preparazione convenzionale.
Inoltre, € stato anche valutata linfluenza della regione di osso (corticale vs.
midollare) su enframbe le tecniche. L'andlisi istologica ha dimostrato che in
seguito entrambe le tecniche si e verificata neoformazione ossea intorno agli
impianti inseriti. Tuttavia, I'efficacia delle due tecniche e risultata essere
influenzata dalla densita dell’osso. La tecnica piezoelettrica ha mostrato una
rigenerazione ossea statisticamente maggiore in 0sso spongioso. In 0sso corticale,
la tecnica convenzionale ha invece ottenuto risultati significativamente migliori.
Entro i limiti del presente studio, gli autori concludono che la tecnica piezoelettrica
puo effeftivamente migliorare in frattamento di zone ossee midollari (Sirollli et. al.
2016).

Ad oggi, il progetto esposto & attualmente I'unico lavoro in letteratura che
confronta da un punto di vista istologico e immunoistochimico il processo di osteo-
integrazione dopo preparazione del sito implantare con tecnica piezoelettrica o

convenzionale su modello umano.

Quando inserito con tecnica convenzionale, I'impianto viene immediatamente

circondato da un coagulo ematico che ha la capacita di rilasciare fattori che
influenzano le cellule mesenchimali e inflammatorie. Nei giorni seguenti si verifica
la migrazione di neutrofili prima e macrofagi poi nel sito chirurgico. La porzione di
0sso fraumatizzato viene rimossa dagli osteoclasti. Dopo circa 1 settimana
dall'impianto i macrofagi iniziano a liberare fattori di crescita in grado di
richiomare cellule mesenchimali che sono in grado di rilasciare matrice extra-
cellulare (fibroplasia) e la formazione di nuovi vasi (angiogenesi). Attfraverso questi
due processi si stabilisce la formazione di un tessuto connettivo provvisorio. |l

passaggio da tessuto connettivo a tessuto osseo si verifica lungo le strutture
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vascolari. Tra le 3 e le 4 settimane, le cellule mesenchimali multipotenti
osteoprogenitrici tipo i periciti si dispongono in prossimita dei vasi differenziandosi
in senso osteogenico producendo daprrima una matrice osteoide che frale 3 e le
le 4 settimane post-intervento gradualmente diventera osso neoformato immaturo
il cosiddetto “woven bone” che poi maturerad dando origine alle trabecole ossee
mature. della matrice osteoide immatura, il cosiddetto “Woven Bone”. Questo
0sso e caratterizzato da: rapida deposizione lungo i vasi, matrice collegene poco
organizzata, grande numero di osteoblasti intrappolati, bassa resistenza al carico.
stimolare la formazione di un tessuto connettivo provvisorio indifferenziato ricco di
vasi di nuova formazione, fibroblasti, cellule mesenchimali indifferenziate. Le
cellule mesenchimali differenziano poi in osteoblasti che depositeranno matrice
organica osteoide. Questo tessuto tra le 3 e L'analisi istologica dei nostri campioni
a 30 giorni ha messo in luce come in entrambe le metodiche la fase di guarigione
sia la medesima. Vi € infatti la presenza di uno stroma connettivale ricco di
precursori osteoblastici, vasi e matrice extracellulare che porta alla formazione di

tessuto osseo immaturo, il cosidetto “woven-bone”.

La rigenerazione ossea intorno all'impianto € stata inolfre valutata indagando le
caratteristiche del tessuto perimplantare framite marcatore osteogenetici e
angiogenetici.

| risultati del presente studio indicano che non ci sono differenze tra i due gruppi di
studio sia da un punto di vista morfologico che immunoistochimico. Enframbi i
gruppi mostrano un'osteo-rigenerazione senza particolari differenze in termini di
quantita di cellule che si stanno differenziando in senso osteoblastico e sia in
termini di densitd vascolare. Il presente studio supporta quindi i precedenti lavori
scienfifici che non identificavano marcate differenze fra le due tecniche
nonostante siano stati usati marcatori differenti rispetto a precedenti lavori
scientifici. Rispetto agli studi precedenti sono stati utilizzati marcatori quali il SATB-2
e il CD31 che hanno permesso di valutare I'attivitd ossea concentrandosi su una
valutazione su mm?2 di tessuto stromale peri-implantare. Per la prima volta in
ambito implantare si € valutata la positivitd al SATB2 (Special AT-rich sequence-

binding profein 2). Questa € una proteina nucleare che svolge un ruolo
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fondamentale nel differenziomento delle cellule mesenchimali multipotenti in
senso osteogenico (Conner et al. 2013, Zhang J et al. 2011). La proteina SATB2 si &€
dimostrato come il marcatore osteogenico piu sensibile e specifico disponibile
attualmente in commercio, con il fondamentale vantaggio di poter eseguire |la
reazione immunoistochimica in maniera automatizzata, eliminando, pertanto, le
cross-reazioni spesso rilevate utillizzando manualmente altri marcatori di linea
osteogenica, che rendono molto soggettiva e poco riproducibile la valutazione

degli stessi (Conner et al. 2013).

L'assenza di differenze indica che la rigenerazione ossea di enframbe le tecniche
segue le medesime fasi e tempistiche biologiche.

Inoltre in tutti i campioni vi e la presenza di cellule vitali che si stanno
differenziando in senso osteogenico fugando i dubbi sulla influenza della
temperatura elevata in seguito a preparazione del sito implantare con tecnica
piezoelettrica. La creazione di alte temperature durante la preparazione del lefto
implantare e in grado di compromettere |'ottimale guarigione ed integrazione
dell'impianto. L'innalzamento intra-operatorio della temperatura pud essere
determinato da diversi fattori quali: le variazioni di spessore cortficale (Eriksson et al.
1984), I'uso degli inserti da preparazione (Lavelle e Wedgwood 1980), la
profondita di preparazione, (Wiggins & Malkin 1976; Ercoli et al., 2004; Sener et al.
2009), la velocita di preparazione (Costich et al. 1964), e la pressione applicata
(Matthews E Hirsch 1972). La temperatura critica in grado di generare necrosi
ossea e stata identificata intorno ai 47 gradi centigradi (Eriksson & Alberksson
1983). L'analisi istologica dei campioni del presente studio ha messo in luce come
entrambe le modalita di preparazione del letto implantare
sono state in grado di soddisfare i requisiti biologici che stanno alla base di una
corretta guarigione osseaq.

Nel presente studio, I'assenza di differenze significative non pare essere dovuta a
bias nella selezione dei campioni dal momento che lo studio e stato realizzato
secondo un modello splith mouth. Pud essere tuttavia dovuto al ridotto numero di
casi derivanti dalla impossibilitd di determinare una dimensione campionaria
esatta. Gli studi esistenti su modello animale e I'assenza di studi su modello umano,

sebbene la pratica sia gid in atto, non permettono di avere valori di riferimento in

53



merito alla numero di casi da trattare con entrambe le tecniche. Tali studi non
risulfano pertanto utili a definire la dimensione campionaria necessaria per
disegnare uno studio clinico randomizzato che si ponga |'obiettivo di evidenziare
eventuali differenze stafistiche significative tra le due tecniche in termini di

osteointegrazione. E' stata quindi impostata una valutazione pilota di 12 casi.

Inoltre, la possibilitad della chirurgia piezoelettrica di interagire con le prime fasi
biologiche della guarigione era stata ipotizzata anche sulla base delle
caratteristiche microscopiche della linea osteotomica. Maurer et al. nel 2008 in
seguito alla valutazione microscopica di osso trattato con frese o con
piezochirurgia, ha messo in luce come la metodica piezoelettrica comporti la
creazione di un 0sso con spazi midollari pervi e ben conservati. Cio poteva ridurre
la durata dell’azione macrofagica velocizzando la migrazione di osteoblasti e la
conseguente fase di osteogenesi. Questo piu rapido passaggio dalla fase di
necrosi ossea a quella di neocapposizione in seguito a preparazione piezoelettrica
del sito sembrava trovare conferma in una minor diminuzione della stabilita
primaria ed un piu veloce passaggio dalla stabilita primaria a quella secondaria
(Stacchi et al. 2013; Canullo et al. 2013).

Olfre la dimensione campionaria ridotta, altri fattori che potrebbero avere influito
sui risultati annullando i vantaggi correlati alle caratteristiche dell’osteotomia
potrebbero essere: il movimento dell'inserto che se fatto in maniera non corretta
pofrebbe influenzare la detersione dei detriti, la sequenza operativa usata e la
forza impiegata che potrebbe ridurre la vibrazione dell'inserto oppure

I'allungamento dei tempi infraoperatori che potrebbe causare sofferenza ossea.

Le due tecniche di preparazione del sito implantare sono inoltre state confrontate
da per quanto riguarda le complicanze infra-operatorie e post-operatorie e la

stabilitd primaria.

In entrambi i gruppi non si sono riscontrate complicanze intra-operatorie e post-

operatorie. Tale dato puo dipendere anche dal fatto che i casi selezionati erano
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tutti caratterizzati da una abbondate quota ossea e dall’assenza di rapporti
rischiosi con strutture anatomiche nobili. Indipendentemente da tale risultato
restano come indubbi i vantaggi della chirurgia piezoelettrica per la gestione di
aree prossime a strutture anatomiche nobili. 1| dispositivo piezoelettrico utilizzando
una frequenza di 25-30 kHz € in grado di tagliare unicamente i tessuti mineralizzafi
risparmiando i tessuti molli che necessitano invece una frequenza superiore ai 50
kHz. Pertanto, quando usato correttamente, non € in grado di incidere la
membrana schneideriana del seno mascellare, né strutture vascolo-nervose o
periostee e puo quindi essere utilizzato durante le chirurgie che prevedono
I'avvicinamento a tali strutture nobili (Schlee et al. 2006). Tale peculiarita € stata
dimostrata da uno studio in vivo su animale di Schareen e colleghi (Sharenn et al.
2008). Gli autori hanno toccato in nervo sciatico di un gruppo di ratti in fre modi

differenti:

e Gruppo A: contatto solo con Piezosurgery non attivo, forza operativa per 5
secondi (8 animali).

e Gruppo B: contatto con Piezosurgery attivo, forza operativa per 5 secondi (9
animali).

e Gruppo C: contatto con Piezosurgery attivo, forza di picco per 1 secondo (8
animali).

Gli animali sono stati poi seguiti nel post-operatorio e successivamente sacrificati e
softoposti ad analisi istologica.

In tutti e tre i gruppi alcuni animali hanno mostrato alterazione neurologiche post-
operatori e transitorie che sono rientrate nei due mesi successivi all’intervento.
L'analisi istologica in futti e fre i gruppi non ha mostrato dissezione o
danneggiamento del perinervio. In futti gli animali era presente una
degenerazione delle fibre nervose con vari gradi di intensitd che perd non era
collegata ad alterazione motorie cliniche.

Tali risultati hanno portato gli autori a concludere che l'esposizione diretta di un
nervo al Piezosurgery, anche negli scenari peggiori,
non provoca la sezionare del nervo, pud comungue indurre alcuni

danni strutturali e funzionali generalmente fransitori.
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Anche per quanto riguarda la stabilitd primaria non si sono registrate differenze
significative  sottolineando come enframbe le metodiche permettano Ila
preparazione di un pozzetto implantare di adeguate dimensioni. Anche su questo
punto i risultati in letteratura sono discordanti ((Stacchi et al. 2013, Canullo et al.
2013, Bengazi et al. 2012). Secondo alcuni autori infatti la preparazione
piezoelettrica del sito implantare determinerebbe una maggiore stabilitd primaria
inziale, un suo minor calo nel primo periodo post-operatorio ed un piu veloce
passaggio alla  stabilitd  secondaria  spostando il momento  critico
dell’osteointegrazione da 21 a 14 giorni (Stacchi et al. 2013, Canullo et al. 2013).
Gli autori hanno attribuito questi risultati alla capacita della chirurgia piezoeletrica
di determinare una maggiore detersione del sito chirurgico ed una miglior
apertura degli spazi midollari che potrebbe determinare un calo della fase
infiammatoria ed un piu veloce passaggio alla rigenerazione ossea. Al contrario,
altri autori non hanno identificato differenze statisticamente significative in termini
di stabilitd primaria tra le due metodiche identificando come valide entrambe le
sistematiche nel raggiungimento di una stabilita primaria adeguata (Bengazi et al.
2012). Lo studio attuale non e stato disegnato per fornire una valutazione nel
tempo della curva della stabilitd primaria delle due sistematiche ma unicamente
una valutazione intra-operatoria del grado di stabilitd primaria oftenuta. Entrambe
le sistematiche hanno permesso il posizionamento di impianti con un buon grado
di stabilitd primaria. Tuttavia, in riferimento alla sistematica piezoelettrica c'e da
sottolineare che un ruolo importante nell’ottenimento della stabilitd primaria lo
pud rappresentare la curva d'apprendimento dell’operatore. || movimento
dell'inserto e infatti totalmente diverso dalla sistematica convenzionale, pertanto
un operatore meno esperto potrebbe riscontare problemi nella preparazione di un

tunnel implantare preciso.
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6. CONCLUSIONI

La chirurgia piezoelettrica si € dimostrata una valida tecnica chirurgica per la
preparazione del sito implantare con complicanze simili  alla  tecnica
convenzionale. L' osteo-rigenererazione in seguito a preparazione del sito
implantare con le due tecniche e risultata simile facendo ipotizzare che la che la
rigenerazione ossea di entrambe le tecniche segua le medesime fasi e
tempistiche biologiche.

Tuttavia, considerando la ridotta numerositd campionaria, un aumento del

campione e raccomandabile per confermare tali risultati preliminari.
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