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Riassunto

Obiettivi di questo studio sono stati analizzare la capacita della metabolomica basata sulla
risonanza magnetica nucleare (RMN) nel discriminare il “fingerprinting” metabolico della
parodontite cronica generalizzata (PCG) da quello della forma aggressiva generalizzata
(PAgG) in campioni di saliva e identificare i metaboliti associati alla malattia.

Gli spettri metabolomici sono stati acquisiti da prelievi di saliva non stimolata di pazienti
affetti da PCG (n = 33) o PAgG (n = 28) e confrontati con quelli di individui in condizione di
salute parodontale (S, n = 39). Il clustering dei soggetti e stato ottenuto attraverso I'analisi
delle componenti principali e delle correlazioni canoniche sui profili degli spettri RMN.
Mentre si € ottenuta una significativa accuratezza predittiva nella discriminazione di S da
PCG e da PAgG (81% per entrambi), i profili salivari di PCG e PAgG risultavano proiettati
nel medesimo spazio metabolico (valore predittivo del 60%). 1 pazienti parodontali
presentavano un metabolismo distintivo con livelli piu bassi (P < 0,05) di piruvato, gruppi
N-acetilici e lattato e piu alti (P < 0,05) di prolina, fenilalanina e tirosina rispetto al gruppo
di controllo.

Sulla base dei risultati ottenuti, la metabolomica salivare non sembra evidenziare
un’impronta metabolica discriminante tra PCG e PAgG.

Abstract

This investigation was planned to determine the ability of nuclear magnetic resonance-based

(RMN) metabolomics to distinguish the spectral signature of generalized chronic (GCP) and

generalized aggressive periodontitis (GAgP) by analysis of human saliva and to assess

potential metabolites that can successfully discriminate periodontitis.

Spectra were acquired from unstimulated saliva samples of patients suffering from GCP (n =

33) or GAgP (n = 28) and compared to those from periodontally healthy subjects (HS, n=39).

The clustering of patients was achieved by using a combination of Principal Component

Analysis and Canonical Correlation Analysis.

While a significant predictive accuracy was achieved in discriminating HS from both GCP and

GAgP (81% both), GAgP and GCP saliva samples were projected into the same metabolic
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space (60% predictive accuracy). Periodontitis patients exhibited a distinctive metabolism
with significantly lower levels (P < 0.05) of pyruvate, N-acetyl groups and lactate and higher
levels (P < 0.05) of proline, phenylalanine, and tyrosine compared to HS.

Based on these findings, metabolomics of saliva did not detect an unequivocal metabolic
fingerprint differentiating CGP from GAgP.

Introduzione

La parodontite € una malattia inflammatoria cronica ad eziologia multifattoriale che causa
la progressiva perdita dell’attacco parodontale e il riassorbimento dell’osso alveolare e, se
non trattata, conduce alla perdita dell’elemento dentario (Kornman 2008). E ormai
riconosciuto che il principale fattore iniziante la patologia sia la disbiosi a carico del
biofilm batterico sottogengivale (Roberts e Darveau 2015), anche se estensione e gravita
della distruzione tissutale sono principalmente imputabili alla risposta dell’ospite alla
componente microbica (Bartold e Van Dyke 2013; Papapanou 2014).

La parodontite puo avere presentazioni cliniche eterogenee. Il tradizionale schema
classificativo oggi in uso (Armitage 1999) riconosce due principali forme cliniche di
malattia, la parodontite cronica (PC) e la parodontite aggressiva (PAg), la cui diagnosi
differenziale si basa principalmente sul rilievo di dati anamestici, di parametri clinici e
sull'analisi radiografica. Non esistono, infatti, caratteristiche microbiologiche o
istopatologiche che permettano una discriminazione inequivocabile tra le due condizioni
(Armitage 2010; Ji e Choi 2015). Per questo motivo la ricerca si e indirizzata negli ultimi
anni verso l'analisi dei network e pathway biochimici coinvolti nell'insorgenza e nella
progressione della malattia parodontale, indicando una serie di potenziali biomarkers che
potrebbero essere utili per differenziare tra i suoi diversi fenotipi (Buduneli e Kinane
2011; Loos e Papapantonopoulos 2013). Tra i fluidi biologici la saliva & particolarmente
promettente in quanto puo riflettere processi fisiologici e/o patologici a carico dell'intero
organismo (Zhang et al. 2016; Rathnayake et al. 2017). Inoltre, il prelievo é rapido, non
invasivo e di facile accettazione per il paziente (Kinney et al. 2011).

[ recenti progressi in ambito tecnologico hanno reso possibile un miglioramento nella
comprensione dei sistemi biologici e un avanzamento nella ricerca sul fluido salivare
grazie alle scienze omiche. Tra di esse, la metabolomica potrebbe avere notevoli
potenzialita nella discriminazione tra PC e PAg. Essa, attraverso lidentificazione e la
quantificazione di molecole a basso peso molecolare (< 1500 Da) presenti in linee cellulari,
organi o organismi, si propone di individuare quello che ¢ il fenotipo individuale (German
et al. 2005). Tale “metabotipo”, nonostante vada incontro a continue modifiche in seguito
alle interazioni con I'ambiente esterno e all’alternarsi dei cicli fisiologici, mostra una
porzione stabile nel tempo e caratteri fortemente individuo-specifici (Clark e Haselden
2008). Grazie all’analisi statistica multivariata dei dati acquisiti mediante risonanza
magnetica nucleare (RMN) e spettometria di massa, ¢ gia stato possibile differenziare i
soggetti affetti da malattie parodontali da quelli sani utilizzando campioni di fluidi orali
(Barnes et al. 2011; Aimetti et al. 2012; Ozek et al. 2016).

Rimane da esplorare la possibilita di impiegare I'analisi metabolomica basata sulla RMN
per discriminare i profili metabolici di PC e PAg. Obiettivi di questo studio pilota sono stati,
dunque, analizzare 'accuratezza dell’analisi metabolomica salivare nel discriminare tra i
“fingerprinting” metabolici della parodontite cronica generalizzata (PCG) e aggressiva
generalizzata (PAgG) e identificare i metaboliti associati ad un quadro clinico di
parodontite rispetto ad una condizione di salute parodontale (S).

2



Rimini, 15 marzo 2018

XX CONGRESSO NAZIONALE SIdP

Materiali e Metodi

Il Comitato Etico Istituzionale (numero 1503/2016) ha approvato il protocollo di questo
studio trasversale che e stato condotto in accordo alla dichiarazione di Helsinki e
correttamente riportato secondo le linee guida STROBE. Tutti i partecipanti hanno firmato
il consenso informato.

Disegno dello studio e selezione del campione

Sono stati reclutati in modo consecutivo 100 pazienti, bilanciati per genere ed abitudine al
fumo, nel periodo compreso tra gennaio e settembre 2017 tra quelli inviati per una visita
di consulenza presso il C.ILR. Dental School, Universita di Torino. La numerosita
campionaria e stata stabilita sulla base dell’ampiezza campionaria di studi precedenti e in
considerazione della natura pilota di questa sperimentazione.

[ criteri di esclusione prevedevano: assunzione di antibiotici nei 3 mesi precedenti, terapia
parodontale negli ultimi 6 mesi, alterazioni della funzionalita salivare, malattie sistemiche
che possono influire sulle condizioni parodontali o sul profilo immunologico, gravidanza e
allattamento.

Valutazione parodontale e prelievo della saliva

La diagnosi di malattia parodontale e stata stabilita sulla base dei criteri dell’American
Academy of Periodontology (Armitage 1999), attraverso un esame clinico e radiografico
sistematico da parte di due clinici esperti e calibrati. Le misure cliniche sono state rilevate
su 6 siti per dente mediante una sonda parodontale (PCP-UNC 15, Hu-Friedy) e
arrotondate al millimetro piu prossimo. Includevano la presenza di placca (PI 0/1), la
presenza di sanguinamento al sondaggio (BoP 0/1), la profondita di sondaggio (PD), la
recessione gengivale (REC) e il livello di attacco clinico (CAL). Sono stati registrati anche il
full mouth plaque score (FMPS) e il full mouth bleeding score (FMBS). Per Ia
riproducibilita intra-esaminatore (misure ripetute due volte a distanza di 24 h nello stesso
paziente) ed inter-esaminatore (rispetto al direttore del progetto) sono stati selezionati 15
pazienti che non hanno preso parte allo studio. La percentuale di accordo, con uno scarto
di £ 1 mm, e stata per CAL e PD compresa tra il 94 e il 97%.

[ pazienti con PCG dovevano avere almeno il 30% dei siti con PD >5 mm, placca visibile e
BoP. La diagnosi di PAgG si e basata sui seguenti criteri: pazienti con eta < 35 anni,
aggregazione familiare dei casi, rapida progressione, presenza di almeno 6 primi molari o
incisivi permanenti con almeno un sito con PD e CAL > 5 mm ed almeno 6 denti
permanenti diversi dai primi molari e incisivi con almeno un sito con PD e CAL > 5 mm
(Duarte et al. 2010).

Il gruppo controllo (S) comprendeva soggetti con PD e CAL < 3 mm su tutti i siti, nessuna
evidenza radiografica di perdita ossea alveolare e FMBS < 15%.

I prelievi di saliva intera non stimolata sono stati effettuati tra le 8:00 e le 10:00 del
mattino a distanza di almeno 24 ore dall’esame parodontale, per evitare contaminazioni
ematiche, secondo la tecnica descritta da Silwood nel 1999. I pazienti sono stati istruiti a
non mangiare, bere, fumare, lavarsi denti ed effettuare sciacqui con collutorio nell’ora
precedente il prelievo e a lasciar fluire la saliva all'interno di una provetta sterile graduata
per 10 minuti. Per ogni paziente é stato raccolto 1 ml di saliva, immediatamente congelato
a - 80°ed inviato al CERM di Firenze per le analisi.

Preparazione dei campioni per la RMN

I campioni di saliva sono stati riportati a temperatura ambiente e centrifugati per
rimuovere i detriti (50009 g per 30 min a 4°C). Sono stati aggiunti a 300 pl di ciascun
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campione un totale di 300 pl di tampone di fosfato di sodio (70 mM Naz HPO4; 20% (v/v)
H20; 6.15 mM NaNs3; 6,64 mM sodio trimetilsilil [2,2,3, 3-2 H4 |; propionato (TMSP) a pH
7,4) e la miscela e stata omogeneizzata in una centrifuga per 30 s con I'aggiunta di NaNs.
Un totale di 450 pl di questa miscela e stato trasferito in una provetta per le analisi.
Acquisizione ed analisi delle immagini spettrali

Gli spettri dei campioni sono stati acquisiti con uno spettrometro Bruker (Bruker BioSpin
srl) operante a 14,1T (600,13 MHz proton Larmor frequency) a una temperatura di
stabilizzazione di circa 0,1 K. Per ciascun campione di saliva si & acquisito uno spettro 1H-
RMN utilizzando la sequenza pulsatile NOESY PRESAT (Bruker terminology:
noesygpprd.comp) con 64 FID (free induction decay) raccolti in 65536 punti attorno a una
larghezza spettrale di 12019 Hz, tempo di rilassamento di 4 s e tempo di miscela di 0,1 s.
Gli spettri ottenuti sono stati corretti per le distorsioni di fase, calibrati (segnale protonico
di TMSP a 0,00 ppm) con il software TopSpin (Version 2.1; Bruker BioSpin) e allineati
calibrando i picchi TMSP a 0,00 ppm. Ciascuno degli spettri monodimensionali compresi
nei range 0,2-4,3 e 6,6-10,0 ppm e stato segmentato in raggruppamenti chimici di 0,02
ppm e le corrispondenti aree spettrali integrate utilizzando un software AMIX (Bruker
BioSpin, version 3.8.4). L’area spettrale totale e stata calcolata sui rimanenti
raggruppamenti e la normalizzazione dell’area totale eseguita sui dati prima dell’analisi di
riconoscimento dei pattern (Holmes et al. 1994; Spraul et al. 1994).

Analisi statistica

Le analisi sono state eseguite in cieco utilizzando il pacchetto statistico R. Le differenze tra
i gruppi sono state analizzate mediante I'analisi della varianza e test post hoc per i dati
clinici. Per studiare i profili metabolomici dei pazienti con PCG, PAgG e S (Madsen et al.
2010) sono state utilizzate una combinazione dell’analisi delle componenti principali
(PCA) e dell’analisi di correlazione canonica (CA) sui valori di PCA. L’algoritmo di
riconoscimento dei pattern kNN (K-nearest neighbors, k = 5) e stato impiegato sui valori di
CA per predire i campioni, mentre lo schema di cross-validazione Monte Carlo per testare
I'accuratezza globale della classificazione.

I 22 metaboliti maggiormente responsabili della discriminazione tra i gruppi sono stati
identificati grazie alla libreria degli spettri RMN dei composti organici e database come
HMBD. Le concentrazioni relative di questi metaboliti sono state calcolate integrando i
segnali presenti nei rispettivi spettri (Wishart 2008) utilizzando gli script Matlab®. La
significativita statistica tra i gruppi € stata valutata utilizzando il test Wilcoxon. Le
variazioni tra metaboliti sono state espresse come fold change (FC) che corrisponde al log>
del rapporto tra i valori mediani delle concentrazioni di metaboliti tra pazienti con

parodontite e sani. P < 0,05 é stato considerato statisticamente significativo.

Risultati

Caratteristiche della popolazione

Nello studio sono stati reclutati un totale di 100 pazienti caucasici di cui 33 con PCG, 29
con PAgG e 39 in condizione di salute parodontale. Come riportato nella Tabella 1, non
sono emerse differenze statisticamente significative tra i tre gruppi relativamente a genere
e abitudine al fumo. Come atteso, i valori medi di FMPS, FMBS, PD e CAL erano piu elevati
nei pazienti con PAgG e PCG rispetto ai controlli sani (P < 0,001). Quando comparati tra
loro, i gruppi con PCG e PAgG differivano soltanto per i valori di FMPS (P < 0,001).
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Tabella 1. Caratteristiche demografiche e cliniche del campione (media # deviazione standard)

Parametro Gruppo S (n=39) Gruppo PGC Gruppo PAgG (n=28)
(n=33)

Eta (anni) 46,6 + 8.2 50,5+89 31,1 £ 4,6*

Donne/uomini (n) 14/25 12/21 10/18

Fumatori/non fumatori (n) 6/33 5/28 4/24

FMPS (%) 12,3+2,3 62,1 £ 25,8* 45,1+17,4*

FMBS (%) 9,7 £3,2 52,3 £20,8* 59,6 £ 18,2*

PD (mm) 2,2+0,3 5,2 +0,8* 5,5+ 1,0*

CAL (mm) 2,3+0,4 5,8 + 1,0* 6,0 £ 0,9*

*P < 0,001 rispetto al gruppo di controllo (S).

Profilo metabolomico salivare
Il clustering dei pazienti sani o con patologia parodontale si € basato sulle analisi PCA/CA
sui profili TH-RMN dei campioni salivari (Fig. 1).

® Soggetti sani
® Parodontite Cronica
® Parodontite Aggressiva

Accuratezza 61%
Matrice di confusione
[S] [C] [A]
[S] 71.3 24.8 3.9
©]114.8 66.4 19.1
[A] 10.7 61.2 27.8

Figura 1. Discriminazione negli spettri salivari di pazienti sani e con parodontite con l'approccio
PCA/CA. I soggetti sani sono localizzati nella parte inferiore sinistra dello spazio metabolico. pc
(principal component): componente principale.

Il modello ha raggiunto un’accuratezza predittiva dell’'81% nel discriminare gli individui
sani sia dai pazienti con PCG sia dai pazienti con PAgG (Fig. 2 A, B). I risultati del test di
permutazione (numero di permutazioni= 100), statisticamente significativi (P < 0,001),
hanno evidenziato la buona accuratezza classificativa del modello. Il “fingerprinting”
metabolico & stato in grado di discriminare tra pazienti sani e affetti da parodontite,
mentre non lo e stato nel discriminare tra le due forme cliniche di parodontite
(accuratezza predittiva del 60%). I campioni salivari provenienti dai pazienti con PCG e
PAgG sembravano appartenere allo stesso spazio metabolico (Fig. 3).
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Figura 2. A. Discriminazione nello spettro salivare tra individui con parodontite cronica e sani. B.
Discriminazione nello spettro salivare tra individui con parodontite aggressiva e sani. PC (principal
component): componente principale.
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Figura 3. Discriminazione nello spettro salivare tra individui con parodontite cronica ed aggressiva. |
due gruppi appaiono omogeneamente proiettati nello spazio metabolomico (60% di accuratezza
discriminativa). PC (principal component): componente principale.
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Metaboliti associati alla malattia parodontale

[ valori delle concentrazioni relative dei metaboliti salivari dei pazienti con parodontite e
di quelli in condizione di salute parodontale sono stati stimati attraverso l'integrazione dei
segnali dello spettro RMN. La quantificazione assoluta dei metaboliti non e stata eseguita,
pertanto le concentrazioni sono riportate in unita arbitrarie consentendo di investigare
solo le differenze relative tra i gruppi.

[ pazienti parodontali sembrerebbero avere un metabolismo distintivo. Dalla
comparazione tra gli spettri dei campioni salivari dei pazienti con parodontite e di quelli
sani &€ emerso che i pazienti con PCG sono caratterizzati da piu bassi livelli di (P < 0,05) di
piruvato, gruppi N-acetilici and lattato e da livelli piu elevati (P < 0,05) di prolina,
fenilalanina, isoleucina, valina and tirosina, come riportato nella Figura 4A e nella Tabella
2. I pazienti con PAgG sono, invece, caratterizzati da livelli inferiori (P < 0,05) di piruvato,
gruppi N-acetilici, lattato e sarcosina, e da valori piu elevati (P < 0,05) di formato,
fenilalanina e tirosina (Fig. 4B).

Tabella 2. Metaboliti discriminanti [mediana + MAD (deviazione media assoluta)] tra i controlli
sani e i pazienti con parodontite. PCG: parodontite cronica generalizzata; PAgG: parodontite
aggressiva generalizzata; S: sani.

Variabile Soggetti sani (n=39) Gruppo PCG (n=33) P Value S vs PCG Gruppo PAgG ( n=28) P value S vs PAgG
0,13134404 + 0,16894522 +
. 0,2019391 £ 0,07464959
Isoleucina 0,06426435 0,0029 0,07098764 0,4120
0,07869439 + | 0,11559132 + 0,11452365+
Valina 0,03965957 0,07464959 0,0037 0,08066193 0,1661
0,59803163 + | 0,59258759 + 0,68122853 +
Propionato 0,20712703 0,26467948 0,9720 0,54395153 0,3395
0,02809140 + 0,02978069 0,02845722 +0,04092747
Isopropanolo 0,0504893 + 0,0483569 0,1308 0,2916
0,03663926 + 0,0317967 0,05194470 + 0,05198074
Etanolo 0,05515916 + 0,04515907 0,1999 0,8935
0,13944799 + 0,05899849 0,08675795 + 0,10816035
Lattato 0,24940672 + 0,61995248 0,0007 0,0044
. 0,24546705 £ 0,10664733 0,20744606 + 0,15231503
Alanina 0,209794187 + 0,08302258 0,1920 0,9922
. 0,04076956 + 0,03058778 0,05815527 = 0,04301668
Butirrato 0,04776767 + 0,03256429 0,9031 0,5957
13,5029942 + 3,04597609 13,2665201 + 4,10825965 13,4623605 + 5,74416019
Acetato 0,9412 0,8209
Gruppi N- | 0,7470707 £ 0,46330607 0,3752415 +0,2294052 0,35232245+0,45111325
- 0,0086 0,0481
acetilici
. 0,04490115 +0,03301489 0,07075722 £ 0,0462079 0,08529403 +0,0593811
Prolina 0,0221 0,11708
. 0,27237332 +0.34326147 0,08259646 + 0,0503986 0,08826433 +0,06315526
Piruvato 0,0001 0,0044
. 0,06509401 + 0,12614590 0,06685424 +0,0822175 0,17149613 +0,12419512
Succinato 0,9720 0,33956
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Variabile Soggetti sani (n=39) Gruppo PCG (n=33) P Value S vs PCG Gruppo PAgG ( n=28) P value S vs PAgG
L 0,02311899 +0.01061543 0,02307759 £ 0,01142731 0,02222578 £ 0,01077311
Metilamina 0,9031 0,871396172
. 0,02592511 £ 0,02006617 0,01881152 +£0,01196017 0,01329193 +0,00751689
Sarcosina 0,2134 0,0086
0,12831713 £ 0,06669022 0,12495456 + 0,08509027 0,15837022 +0,11324637
GABA 0,9637 0,6568
. 0,19668382 + 0,1026644 0,20486807 £ 0,06902886 0,16269168 + 0,14600182
Colina 0,9412 0,8483
0,083405087 +0,17874233 | 0.,08252369 +0,07012703 0,08263572 +0,17869551
Metanolo 0,9720 0,8209
. 0,62582332 £ 0.20507158 0,65052561 + 0,30340402 0,65755726 + 0,54889334
Glicina 0,1920 0,6707
. 0,056849 £+ 0,0210807 0,07985564 + 0,02008946 0,08330385 +0,03725721
Tirosina 0,0297 0,0481
. . 0,09162213 +£0,0417894 0,14305737 £0,04423015 0,14300188 = 0,04453712
Fenilalanina 0,0007 0,0099
0,00455631 = 0,02086606 0,00860480 +0,0684531 0,01339967 = 0,07311111
Formato 0,1197 0,0086

B FOLD CHANGE PAgG vs S
PIU ALTI IN PAGG  <---mmmmmm =mmmmmmmmmne > PIUALTIINS
Fold-Change
Piruvato
[ — Gruppi N-acetilici
— Isopropanelo
—_— Lattato
[ Etanolo
— Sarcosina
— Butirrate
L GABA
L Acetato
. Metanolo
L Propionato
- Metilamina
-_— Succinato.
—_—— Glicina
— Colina
—— Alanina
] Tirosina
—— Valina
— Isoleucina
L] Fenilalanina
—_—— Prolina
m—— Formiato
2 1,5 -1 0,5 0,5 1 1,5 2

o]
Log2(FC)

Figura 4. Cambiamenti nei livelli di metaboliti tra individui sani e affetti da parodontite cronica (A) e
tra individui sani ed affetti da parodontite aggressiva (B) espressi come fold change (FC) che
corrisponde al log2 del rapporto tra le intensita mediane normalizzate dei segnali negli spettri dei
due gruppi. PCG: parodontite cronica generalizzata; PAgG: parodontite aggressiva generalizzata; S:
sani.

Conclusioni

Il presente studio e stato condotto per verificare l'accuratezza dell’approccio
metabolomico basato sulla RMN nel differenziare le impronte biochimiche della PCG da
quelle della PAgG nella saliva umana. Nonostante I'analisi multivariata abbia messo in
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evidenza differenze significative nella distribuzione all'interno dello spazio metabolico
degli spettri RMN in condizione di salute o patologia parodontale, essa non ha raggiunto
un’accuratezza sufficiente per discriminare i profili dei pazienti affetti da PCG e da PAgG.
Questo e in accordo con una serie crescente di dati sperimentali e confermerebbe la
difficolta nel differenziare la forma aggressiva di parodontite sulla base di oggettive
caratteristiche microbiologiche, istopatologiche o molecolari (Van der Velden 2017).
Rispetto ad altre tecniche ad alto rendimento, I'analisi metabolomica RMN ha la capacita di
fotografare il punto di arrivo del complesso pathway eziologico che sottende la patogenesi
della malattia parodontale. Le piccole molecole derivate dalla comunita batterica
disbiotica e dalla distruzione dei tessuti dell’'ospite, bersaglio della metabolomica, sono
potenzialmente capaci di riflettere in tempo reale quello che ¢ il fenotipo molecolare della
malattia (Barros et al. 2016). Tenendo conto dei risultati di questa ricerca e dell’evidenza
di numerose impronte molecolari distinte nelle lesioni parodontali (Loos and
Papantanopoulos 2013), la tradizionale classificazione binomiale delle parodontiti
(Armitage 1999) sembra non essere piu in grado di spiegare questa emergente
eterogeneita.

Obiettivo secondario dello studio & stato valutare il potenziale della metabolomica
nell’identificazione di robusti markers biologici salivari per la diagnosi parodontale. La
discriminazione tra i campioni salivari dei pazienti con parodontite, indipendentemente
dalla forma clinica di malattia, e quelli dei soggetti in condizione di salute parodontale
rafforza I'evidenza di un’impronta metabolica salivare propria della parodontite (Barnes et
al. 2011). I profili spettrali RMN del campione di pazienti esaminati nel presente studio
sono dominati dal segnale di 20 - 30 molecole (Wallner-Liebmann et al. 2016). Le
concentrazioni relative di tali metaboliti sono state stimate tramite l'integrazione dei
rispettivi segnali spettrali RMN e si sono rivelate in linea con i risultati di una precedente
pubblicazione (Aimetti et al. 2012). L’aumentato livello di acidi grassi, dipeptidi e
monosaccaridi indica una parallela sovraregolazione delle attivita lipasiche, proteasiche e
glicosidasiche evidenziata nella parodontite. Una conseguenza della degradazione delle
macromolecole e I'elevata disponibilita di metaboliti facilmente accessibili dal microbiota
orale per la produzione di energia, nonché la creazione di un ambiente ideale per la
moltiplicazione batterica. E noto che il lattato possa essere metabolizzato ad acetato e
propionato da specie batteriche quali Haemophilus parainfluenzae, Neisseria sicca,
Eubacterium, Propionibacterium, Arachnia e Veillonella (Distler e Kroncke 1981; Traudt e
Kleinberg 1996) spiegandone cosi la relativa deplezione. I ridotti livelli di lattato, osservati
nei campioni di saliva dei pazienti con GCP, determinano un abbassamento di piruvato, per
la ridotta attivita della L-lattico deidrogenasi. Ulteriori conferme dei risultati ottenuti
derivano dal lavoro di Yoshida et al. (2015) nel quale si descrivono le vie metaboliche del
P. gingivalis spiegando ulteriormente la deplezione di piruvato.

Infine, & interessante evidenziare i livelli significativamente piu elevati di prolina,
fenilalanina, isoleucina, valina e tirosina nella saliva dei pazienti parodontali rispetto ai
soggetti sani come conseguenza della degradazione proteolitica dei tessuti dell’ospite, di
nuovo in accordo con gli studi di Barnes et al. (2011).

[ risultati di questa ricerca devono essere interpretati considerandone i limiti. Una delle
maggiori controversie circa il significato dei metaboliti nei fluidi orali nasce
dall'impossibilita di determinarne 'origine. Potrebbero, infatti, essere costituenti propri
della saliva del paziente, derivare dalla distruzione dei tessuti o essere un prodotto delle
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comunita batteriche, persino dei microrganismi costituenti la placca sopragengivale. Per
questo motivo Kuboniwa et al. (2016) hanno proposto di eseguire lo scaling
sopragengivale prima di raccogliere campioni salivari dimostrando un aumento della
capacita predittiva del modello. Nel presente studio, tuttavia, non ¢ stata effettuata alcuna
seduta di scaling. E importante considerare che la parodontite & una patologia che
coinvolge il cavo orale nella sua globalita (Champagne et al. 2003) ed essere in grado di
individuare differenze in un ambiente altamente rumoroso avrebbe indubbiamente piu
impatto sullo sviluppo di uno strumento diagnostico rapido e non invasivo.

Un altro aspetto da considerare e che il campione e stato bilanciato per genere e per
abitudini tabagiche, ma non per eta. La parodontite aggressiva colpisce, infatti,
mediamente soggetti piu giovani della forma cronica. Tuttavia, uno studio pubblicato
recentemente in letteratura (Aimetti et al. 2012) ha dimostrato che I'impronta salivare & in
grado di discriminare tra fumatori e non fumatori, tra giovani (14 - 40 anni) e anziani (58-
73 anni) e tra uomini e donne con un’accuratezza piuttosto bassa, pari rispettivamente al
62,5%, 46,7% e 48,1%. In questo modo, si sono potuti escludere possibili bias attribuibili a
fattori di confondimento. L'unico metabolita risultato discriminante (P < 0,05) e stato il
piruvato (piu alto nel gruppo dei fumatori), come anche riportato da Takeda et al. (2009).
Gli altri metaboliti riportati come significativi nello stesso lavoro non lo erano nel presente
campione.

Una delle maggiori sfide nella parodontologia clinica rimane quella di individuare un
marker di distruzione tissutale che presenti elevata sensibilita e specificita, ma questo e
reso complesso dall'incertezza che ancora permane nell’interpretazione della fluttuazione
dei metaboliti nell’ecosistema orale durante la patogenesi della parodontite
(Hajishengallis e Korostoff 2017). Presumibilmente, la maggior preoccupazione per un
clinico dovrebbe essere rivolta, piu che alla distinzione tra parodontite cronica ed
aggressiva, all’identificazione precoce dei siti con distruzione tissutale, alla valutazione del
rischio di progressione specifico per il paziente e al monitoraggio in tempo reale
dell’attivita della malattia. In questi termini, la metabonomica potrebbe rivelarsi di
maggior interesse per il clinico. La complessa eziologia della parodontite rendera
necessario eseguire trial clinici con un’elevata numerosita campionaria ed impiegare
tecniche analitiche e analisi multivariate che prevedano una valutazione multiomica della
saliva.
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Abstract

Background & Aim: Reports regarding prevalence of peri-implant diseases show widely varying
prevalence rates, which can be explained partially by variable diagnostic criteria adopted by
different studies. Furthermore, several different factors have been associated with peri-
implantitis. Hence, the aim of this cross-sectional study is to i. determine the prevalence,
extent and severity of peri-implant diseases in patients enrolled in a University Dental Clinic
and ii. to evaluate the association between peri-implantitis and patient/implant-related
factors.

Methods: 237 patients attending a maintenance appointment at the Dental Department of Vita-
Salute San Raffaele University (Milan) with 831 implants, with more than one year of follow-
up after loading, were included and clinically examined. Implants showing the presence of
bleeding on probing/suppuration and/or PPD>4mm were radiographically analyzed.
Demographic and clinical data were collected to evaluate association of these factors with
peri-implantitis.

Results: On the patient level, the prevalence of peri-implant mucositis and peri-implantitis
were 38.8% and 35%, respectively. A multivariate logistic regression showed that presence of
deep pockets (>4mm), plaque and absence of at least 1 mm of keratinized mucosa were
associated with peri-implantitis.

Conclusions: Peri-implant diseases are common conditions and several patient/implant-related
factors may influence the risk for their development.

Introduzione

Uno dei fattori chiave per ottenere il successo a lungo termine degli impianti dentali é il
mantenimento della salute dei tessuti perimplantari. Sebbene sia chiaro che molteplici fattori
possano contribuire al fallimento degli impianti, un numero sostanziale di studi punta
I'attenzione sull’effetto negativo del biofilm orale sull’integrita strutturale dei tessuti
perimplantari duri e molli che li circondano. E stata dimostrata un’inequivocabile
associazione tra accumulo di placca e sviluppo di alterazioni infiammatorie (Heitz-Mayfield &
Lang 2010). La persistenza della condizione infettivo-inflammatoria puo portare alla
distruzione progressiva dell’osso perimplantare e, in ultimo, al fallimento degli impianti.

Il termine “malattia perimplantare” e stato introdotto per descrivere i processi infiammatori
nei tessuti duri e molli che circondano un impianto, ossia la mucosite perimplantare e la
perimplantite (Albrektsson & Isidor 1996; Lang & Berglundh 2011). La mucosite
perimplantare ¢ definita come una lesione infiammatoria che risiede nella mucosa
perimplantare, mentre la perimplantite interessa anche l'osso di supporto intorno agli
impianti (Lindhe & Meyle, 2008).
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Il parametro chiave per la diagnosi di mucosite € la presenza di sanguinamento conseguente a
un sondaggio delicato (con una forza <0.25 N). Analogamente alla gengivite, la mucosite
perimplantare ha carattere reversibile ma, se non trattata, pud evolvere in perimplantite. Dal
momento che si tratta di una condizione clinica caratterizzata da cambiamenti dei livelli ossei
in associazione al sanguinamento al sondaggio, la diagnosi di perimplantite richiede il
rilevamento sia del sanguinamento al sondaggio che della perdita d’osso tramite radiografie
endorali periapicali.

Sebbene in letteratura siano presenti numerosi studi sulla prevalenza della perimplantite, i
dati riguardo tale parametro sono ancora insufficienti. Una recente revisione sistematica
(Derks e Tomasi, 2015) che ha incluso 11 studi, ha riportato un tasso di prevalenza pari al
43% per la mucosite (range: 19% - 65%) e al 20% per la perimplantite (range: 1% - 47%).
Tale risultato va pero interpretato con cautela dal momento che, come riportato da Sanz &
Chapple (2012) e Derks et al. (2012), uno dei maggiori limiti degli studi presenti in letteratura
e la disomogeneita nei criteri di definizione di perimplantite. Risulta evidente, infatti, come il
livello della soglia di perdita ossea utilizzata nella definizione di perimplantite influenzi i
risultati sulla prevalenza della patologia. Per tale motivo, un consensus report dell’VIII
European Workshop on Periodontology ha raccomandato che per i futuri studi
epidemiologici, in assenza di precedenti radiografie, la soglia di perdita ossea indicativa di
perimplantite deve essere pari a una distanza verticale di 2 mm dal margine della cresta ossea
in seguito al rimodellamento che si verifica dopo l'inserimento implantare.

Una recente meta-analisi (Rakic et al. 2017) ha incluso soltanto studi che hanno adottato le
definizioni suggerite da Sanz & Chapple (2012) e ha riportato una prevalenza pari al 18,5%. In
uno studio cross-sectional retrospettivo, Derks et al. (2016) hanno riportato una prevalenza
di perimplantite del 45%, dove la perimplantite veniva individuata in presenza di
sanguinamento al sondaggio/suppurazione e perdita ossea >0,5 mm. Considerando soltanto i
pazienti con forme moderate/severe di perimplantite, ovvero con una perdita ossea >2 mm, la
prevalenza risultava pari al 14,5%.

L’obiettivo del presente studio e quello di fornire dati relativamente alla prevalenza della
malattia perimplantare in un campione di pazienti in terapia di mantenimento reclutati
nell’ambito di una struttura universitaria. Inoltre, lo studio si propone di valutare
I'associazione tra le variabili analizzate, sia a livello impianto che paziente, con la
perimplantite al fine di identificare eventuali indicatori di rischio.

Materiali e metodi
Disegno dello studio

Il lavoro presentato e uno studio cross-sectional monocentrico, condotto in conformita alle
Norme di Buona Pratica Clinica dell'Unione Europea e alla revisione corrente della
Dichiarazione di Helsinki ed approvato dal Comitato Etico dell’Universita Vita-Salute San
Raffaele (Milano) con n° protocollo “1 cross sec” in data 3/3/2016 (EC Reg. N. 31/INT/2016).

Il reclutamento dei pazienti e stato effettuato presso il reparto d’Igiene Orale e Prevenzione
dell'IRCCS Ospedale San Raffaele (Milano) nel periodo compreso tra giugno 2016 e dicembre
2017.

Sono stati inclusi tutti i soggetti di eta >18 anni con uno, o piu impianti, con almeno 1 anno di
follow-up dal carico protesico. Sono stati esclusi dallo studio: 1) i pazienti con malattie
sistemiche non controllate (diabete [HbAlc >7], osteoporosi); 2) i pazienti in terapia con
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farmaci con un possibile effetto sul turnover dell’osso e sulla guarigione delle ferite (steroidi);
3) le donne in gravidanza o in allattamento.

Raccolta dei dati clinici

[ soggetti includibili sono stati invitati a partecipare allo studio durante il corso della seduta di
mantenimento. Prima di procedere alla raccolta dei dati, ad ogni paziente sono state fornite
informazioni dettagliate sul protocollo di ricerca ed e stata richiesta la firma del consenso
informato.

Ogni paziente e stato sottoposto a un controllo per la verifica del livello di igiene orale (full
mouth plaque score, FMPS) e di inflammazione dei tessuti (full mouth bleeding score, FMBS) e
a un esame clinico perimplantare completo. L’esame clinico ha previsto la valutazione dei
seguenti parametri:

e profondita di sondaggio (PPD) su 6 siti per impianto (DV, V, MV, ML/MP, L /P, DL/DP),
espressa in mm (e stato registrato il valore piu alto);

e indice di placca (PI) su 6 siti per impianto, mediante rilevazione dicotomica: alla
presenza visibile di placca e stato attribuito il valore 1, all’assenza il valore 0;

e sanguinamento al sondaggio (BoP) su 6 siti per impianto, mediante rilevazione
dicotomica;

e essudato, mediante rilevazione dicotomica;

e mobilita, mediante rilevazione dicotomica;

e presenza di tessuto cheratinizzato, mediante rilevazione dicotomica: alla presenza di
almeno 1 mm di tessuto ¢ stato attribuito il valore 1, all’assenza il valore 0.

Sono state raccolte informazioni su: 1) fattori socio-demografici e sullo stile di vita (eta, sesso,
n°sigarette/die), 2) frequenza delle sedute di mantenimento (n° sedute/anno).

A seguire, la seconda fase dello studio ha previsto I'’esame delle cartelle cliniche dei pazienti al
fine di ottenere dati riguardati: 1) n° di anni di follow-up dal carico protesico, 3) tipologia di
superficie implantare, 4) diametro dell'impianto, 5) caratteristiche del manufatto protesico:
fisso/rimovibile, cementato/avvitato, corona singola/ponte/protesi ortopedica, 6) procedure
di aumento osseo contestuali o procedenti all'inserimento implantare.

Raccolta dei dati radiografici

Gli impianti che presentavano almeno un sito con sanguinamento al sondaggio e/o
suppurazione e/o una profondita di sondaggio superiore ai 4 mm, sono stati valutati con
radiografie endorali digitali (Digora Optime; Soredex/Orion Corporation, Helsinki, Finland)
eseguite con tecnica parallela a cono lungo e centratore di Rinn.

Le misurazioni sulle radiografie endorali sono state eseguite mediante 'uso di un software
dedicato (Image] 1.48a; Wayne Rasband, National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA).
Due esaminatori indipendenti (MDM e GLDD) hanno misurato con un cursore, su un monitor
con ingrandimento del 200%, la distanza tra la piattaforma implantare e il livello osseo piu
coronale ritenuto essere in contatto con la superficie implantare. Il cursore e stato calibrato su
ogni radiografia utilizzando le dimensioni dei sensori radiografici utilizzati.

Dal momento che ogni modello implantare é caratterizzato da un design macroscopico
differente, sono stati identificati punti di repere per ognuno di essi. Nei casi in cui e risultato
impossibile identificare la tipologia di superficie implantare, & stata misurata la distanza
verticale a partire dalla prima spira.
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Al fine di minimizzare I'acquisizione di misurazioni distorte, ogni misurazione é stata rilevata
secondo un asse parallelo all’asse maggiore dell'impianto, tangenzialmente ai margini mesiale
e distale dell'impianto in esame. Per ogni impianto é stato preso in considerazione soltanto il
valore piu elevato tra le due misurazioni.

Per valutare il grado di errore nelle misurazioni, sono state selezionate 20 radiografie
endorali in modo casuale e sono state misurate dai due esaminatori due volte, ripetendo la
misurazione a distanza di una settimana. Per verificare la riproducibilita inter- ed intra-
esaminatori sono stati eseguiti un t-test per campioni appaiati e un test di correlazione di

Pearson che hanno riportato che le differenze non erano statisticamente significative
(p>0.05).

Definizioni adottate

Sulla base dei dati riportati in letteratura (Sanz & Chapple, 2012) sono state identificate le
seguenti condizioni cliniche:

- salute dei tessuti perimplantari: assenza di BoP;

- mucosite perimplantare: presenza di BoP e/o essudato con perdita ossea radiografica
<2mm;

- perimplantite: presenza di BoP e/o essudato con perdita ossea radiografica = 2Zmm, in
associazione o meno a PPD >4.

Analisi statistica

Tutte le informazioni raccolte sono state registrate secondo una scheda di raccolta dati
definita a priori e successivamente inserite in un apposito database (Microsoft Excel;
Microsoft Corporation, WA, USA), al fine di ottenere un archivio omogeneo dei dati clinici e
socio-demografici dei pazienti reclutati. L'analisi statistica dei dati raccolti e stata condotta
mediante uso del software SPSS (Statistical Package for the Social Sciences; SPSS Inc, Chicago,
IL, USA).

L’analisi ha compreso la valutazione delle caratteristiche metriche delle variabili continue
(media e deviazione standard) e delle frequenze assolute e percentuali delle variabili
categoriche.

L’estensione della perimplantite, definita come il numero di impianti affetti nei pazienti che
presentano tale patologia, & stata valutata nei soggetti con >1 impianto. La severita e stata
espressa in relazione ai vari gradi di perdita ossea perimplantare.

Modelli di regressione logistica uni- e multivariata sono stati utilizzati per determinare i
fattori associati alla perimplantite. La presenza/assenza di perimplantite e stata usata come
variabile dipendente. A livello paziente sono stati considerati: fattori socio-demografici (eta,
sesso), fumo (si/no, n° di sigarette/die: 0, <10, 210), n°® di impianti (<4, 24), indici parodontali
(FMPS, FMBS), n° di sedute di mantenimento svolte in un anno (<2, >2), compliance (si/no). A
livello impianto, invece, sono stati analizzati alcuni parametri clinici (presenza di tasche
>4mm, presenza di placca, presenza >1 mm di tessuto cheratinizzato), tipo di edentulia, sede
dell'impianto (mandibola/mascellare, settori anteriori/posteriori), caratteristiche del
manufatto protesico (fisso/rimovibile, cementato/avvitato). Le variabili che hanno mostrato
un p<0.05 sono state selezionate per l'analisi multivariata. Per escludere eventuali
confondimenti dovuti all’eta e al sesso, le due variabili sono state scelte come controllo e
incluse nel modello di analisi multivariata.

I dati sono stati espressi come odds ratio crudi e aggiustati con i relativi intervalli di
confidenza al 95%. Valori di p-value <0.05 sono stati considerati statisticamente significativi.
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Risultati
Descrizione del campione

Nel periodo giugno 2016 - dicembre 2017, 1710 pazienti sono stati visitati nel reparto
d’Igiene Orale e Prevenzione dellIRCCS Ospedale San Raffaele per una seduta di
mantenimento dell’igiene orale.

Un totale di 237 pazienti (110 uomini e 127 donne) sono stati inclusi nello studio e valutati
clinicamente. L’eta media del campione € 59.51 anni (SD 9.5), con un range compreso tra 34 e
86 anni. | pazienti presentavano un totale di 831 impianti: di questi, 420 posizionati nel
mascellare superiore e 411 nella mandibola. La presenza di sanguinamento al
sondaggio/suppurazione € stata registrata in 458 impianti, la presenza di tasche con
PPD>4mm é stata riportata per 304 impianti.

L’esame radiografico € stato svolto per 175 pazienti per un totale di 508 impianti. La media di
perdita ossea registrata € stata 1.58 + 1.63 mm.

Nella tabella 1 e 2 sono riportate le statistiche descrittive delle variabili analizzate.

Tabella 1 Variabili analizzate a livello paziente

Pazienti (n=237)

n %

Sesso

Maschi 110 46.4

Femmine 127 53.6
Fumo

0 201 84.8

<10 14 5.9

=10 22 9.3
FMPS

0-25 109 46

>25 128 54
FMBS

0-25 219 75.5

>25 18 24.5
Malattia parodontale

Si 179 75.5

No 58 24.5
N° di impianti

1-3 146 61.6

>4 91 38.4
Frequenza di mantenimento

2 71 30

>2 166 70
Compliance

Si 193 81.4

No 44 18.6
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Tabella 2 Variabili analizzate a livello impianto

Impianti (n=831)

n %

PPD

<4 527 63.4

>4 304 36.6
Placca

No 315 37.9

Si 516 62.1
Tessuto chratinizzato

No 272 32.7

Si 559 67.3
Osso

Mascellare 420 50.5

Mandibola 411 49,5
Posizione

Anteriore (canino-canino) 164 19.7

Posteriore 667 80.3
Tipo di edentulia

Totale 150 17.1

Parziale 723 82.6
Tipo di ritenzione

Avvitata 129 16.4

Cementata 695 83.6
Tipo di protesi

Fissa 812 97.7

Rimovibile 19 2.3

Prevalenza

Dall’analisi dei 237 pazienti ¢ emerso che il 26.2% (n=62) non mostra segni di malattia
perimplantare; il 38.8% (n=92) mostra segni di mucosite e il restante 35% (n=83) presenta
perimplantite (Tabella 3). 1 valori corrispondenti per I'analisi a livello impianto sono 45.2%
(n=376), 37.6% (n=313) e 17.1% (n=142), rispettivamente (Tabella 3).
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Tabella 3 Prevalenza della malattia perimplantare a livello paziente e impianto

Pazienti (n=237) Impianti (n=831)
% (n) PPD>4mm, % (n) % (n) PPD>4mm, % (n)

Salute perimplantare 26.2 (62) 19.3 (12) 45.2 (376) 15.7 (59)
Mucosite perimplantare 38.8 (92) 58.6 (54) 37.7 (313) 52.7 (165)
Perimplantite

=2 mm 35 (83) 78.3 (65) 17.1 (142) 56.3 (80)

>3 mm 22 (52) 84.6 (44) 8.8 (73) 52 (38)

>4 mm 11.4 (27) 81.5 (22) 3.7 (31) 22.6 (7)

>5 mm 10.5 (25) 52 (13) 2(17) 53 (9)

Estensione

La perimplantite & stata osservata in 72 dei 178 pazienti con 2 o piu impianti. Il numero
medio di impianti per paziente in questo gruppo e 4.9 + 2.52, quello di impianti con segni di
perimplantite € 1.87 + 1.3. Pertanto, I'estensione degli impianti con perimplantite & 38.2%.

Severita

La perdita ossea media nel gruppo dei 142 impianti con perimplantite e pari a 3.45 + 1,50
mm. Il valore corrispondente per i 313 impianti con segni di mucosite perimplantare € 0.72 +
0.68 mm.

Indicatori di rischio

La Tabella 4 mostra gli OR crudi per i possibili fattori associati al rischio di perimplantite a
livello paziente. Né I’eta né il sesso risultano essere fattori associati alla patologia. Il fumo, il
numero di impianti e il n° di sedute di mantenimento/anno sono le variabili
significativamente associate al rischio di malattia (p<0.01). In particolare i soggetti che
fumano >10 sigarette al giorno mostrano un rischio aumentato di 3.02 di avere perimplantite
rispetto ai non fumatori. Analogamente i soggetti con numero di impianti superiore a 4 (OR
3.26, p<0.001) e quelli che svolgono 2 sedute di mantenimento all’anno (OR 3.67, p=0.003).
Quando valutate insieme a eta e sesso nel modello di regressione logistica multivariata
(Tabella 5), l'associazione tra fumo e perimplantite risulta attenuata e perde la sua
significativita statistica (OR 1.92, p=0.846). Le altre variabili, invece, risultano avere un effetto
leggermente attenuato ma pur sempre statisticamente significativo (p<0.01).
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Tabella 4 Regressione logistica univariata con variabili a livello paziente (variabile dipendente:
presenza/assenza di perimplantite)

OR IC95% p-value
Sesso Femmine 1.12 0.66-1.91 0.68
Eta 1.01 0.99-1.05 0.23
Fumo Si 2.09 1.02-4.29 0.04*
0vs<10 1.16 0.37-3.6 0.79
0Ovs>10 3.02 1.23-7.43 0.016*
<10vs =10 0.38 0.96-1.54 0.176
FMPS >25 1.005 0.99-1.02 0.471
FMBS >25 2.5 0.95-6.6 0.06
N° impianti >4 3.26 1.87-5.69 <0.001*
N° sedute di mantenimento <2 3.67 1.83-7.34 <0.001*
Compliance No 0.82 0.42-1.62 0.578

Tabella 5 Regressione logistica multivariata con variabili a livello paziente (variabile dipendente:

OR IC95% p-value
Sesso Femmine 0,95 0.55-1.75 0.946
Eta 0.993 0.96-1.03 0.659
Fumo Si 1.82 0.83-3.95 0.13
N° di impianti >4 3.01 1.57-5.24 <0.001*
N° sedute di mantenimento <2 3.41 1.65-7.03 0.001*

presenza/assenza di perimplantite)

La Tabella 6 riassume gli OR crudi per i fattori associati al rischio di perimplantite a livello
impianto. Alcune variabili quali diametro e superficie implantare, n° anni di follow-up dal
carico protesico e la presenza di procedure di aumento osseo non sono state inserite nel
modello di analisi, dal momento che non é stato possibile raccogliere tali informazioni per
I'intero campione. I fattori risultati significativamente associati al rischio di malattia sono la
profondita di tasca al sondaggio, la presenza di placca e 'assenza di tessuto cheratinizzato. In
particolare, gli impianti con almeno un sito con PPD > 4mm, con presenza di placca in
corrispondenza di almeno un sito e l'assenza di almeno 1 mm di tessuto cheratinizzato
mostrano un rischio aumentato rispettivamente di 2.68, 2.18 e 2.26 (p<0.001). L’analisi di
regressione logistica multivariata (Tabella 7) ha confermato le tre variabili come indicatori di
rischio per la perimplantite (p<0.001).



SESSIONE “PREMIO H.M. GOLDMAN 2018”

Rimini, 15 marzo 2018

XX CONGRESSO NAZIONALE SIdP

Tabella 6 Regressione logistica univariata con variabili a livello impianto (variabile dipendente:
presenza/assenza di perimplantite)

OR IC95% p-value
PPD >4 2.68 1.85-3.87 <0.001*
Placca Si 2.18 1.45-3.31 <0.001*
KT No 2.26 1.57-3.27 <0.001*
Osso Mandibola 0.93 0.56-1.33 0.681
Posizione Posteriore 0.77 0.50-1.19 0.25
Tipo di edentulia Parziale 1.01 0.63-1.63 0.957
Tipo di ritenzione Cementata 1.27 0.15-10.7 0.821
Tipo di protesi Rimovibile 0.56 0.13-2.47 0.448

Tabella 7 Regressione logistica multivariata con variabili a livello impianto (variabile dipendente:
presenza/assenza di perimplantite)

OR IC95% p-value
PPD >4 2.37 1.63-3.45 <0.001*
Placca Si 1.83 1.20-2.80 0.005*
KT No 1.93 1.32-2.82 0.001*

Conclusioni

Il presente studio ha analizzato la prevalenza e gli indicatori di rischio della perimplantite in
un campione di pazienti in terapia di mantenimento reclutati in una clinica universitaria in
Italia (Milano).

Dallo studio € emerso che il 73.8% del campione analizzato e affetto da malattia
perimplantare. In particolare, il 35% dei pazienti mostra segni di mucosite, mentre il 38.8%
presenta perimplantite.

E difficile confrontare tali dati con quelli pubblicati in letteratura a causa della variabilita della
definizione di malattia perimplantare e delle differenze metodologiche tra i vari studi. Risulta
evidente che il livello soglia di perdita ossea influenza fortemente i risultati sulla prevalenza
di malattia perimplantare, pertanto i risultati del presente studio devono essere valutati in
relazione alle definizioni considerate. Roos-Jansaker et al. (2006) hanno condotto uno studio
su 216 pazienti trattati con impianti con 9-14 anni di follow-up, riportando che il 16% aveva
la perimplantite, definita come perdita ossea 21.8 mm rispetto ai dati a un anno in
associazione al BoP. Koldsland et al. (2010) in uno studio di prevalenza in un gruppo di 109
pazienti hanno utilizzato soglie di perdita ossea di 0.4 mm, 2 mm e 3 mm, riportando
rispettivamente che i1 47.1%, i1 20.7% e I'11.7% dei pazienti ha mostrato perimplantite. Soglie
elevate per la perdita ossea sono state applicate anche nello studio prospettico di Roccuzzo et
al. (2010) su 101 pazienti con impianti, che ha riportato che il 22.8% dei pazienti mostrava
una perdita ossea 23 mm.
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Nel presente studio l'estensione della perimplantite e risultata pari al 17.2%. Se si
considerano i soli impianti con perimplantite grave (perdita ossea >5mm) la percentuale si
riduce al 2.2%. Pochi studi in letteratura riportano dati al riguardo. Fransson et al. (2009) e
Mir-Mari et al. (2012) hanno indicato rispettivamente che il 41.8% e il 37.2% degli impianti di
soggetti affetti presentava perimplantite. Derks et al. (2015) hanno riportato che il 40.1%
degli impianti del campione con perimplantite analizzato nel loro studio prospettico presenta
una forma moderata/grave di perimplantite (definita come perdita ossea >2mm).

Il secondo obiettivo del presente studio e stato investigare la presenza di indicatori di rischio
per la perimplantite.

Il fumo é stato associato alla presenza di perimplantite in diversi studi. Nel presente lavoro,
I'analisi univariata ha identificato il fumo come indicatore di rischio, in quella multivariata
pero tale associazione ha perso la sua significativita statistica. Un risultato analogo € stato
riportato da Derks et al. (2016).

[ pazienti con 4 o piu impianti presentano un’associazione statisticamente significativa con la
perimplantite. Tale risultato e stato riportato anche da altri studi (Roos-Jansaker, Renvert et
al. 2006; Koldsland et al. 2011; Roccuzzo et al. 2012; Renvert et al. 2014; Derks et al. 2016).
Cio potrebbe trovare spiegazione nel fatto che la presenza di un numero elevato di impianti
potrebbe fornire un numero maggiore di siti per 'accumulo di placca ed aumentare di
conseguenza il rischio di infezione perimplantare. Tale dato e in accordo con il risultato che ha
evidenziato che i siti implantari con PPD > 4mm mostrano un rischio maggiore rispetto a
quelli con profondita di sondaggio inferiore. Come riportato nello studio cross-sectional di
Merli et al. (2017), per ogni 1 mm di aumento della profondita di sondaggio perimplantare
aumenta di 1.81 il rischio di avere sanguinamento al sondaggio in quel sito. Del resto
all'interno di una tasca profonda, i patogeni risiedono in un ambiente strettamente
anaerobico che puo compromettere i meccanismi di difesa dell’ospite e portare allo sviluppo
di una popolazione microbica capace di sfuggire alle difese e causare distruzione tissutale
(Socransky et al. 1998; Demmer et al. 2008).

Uno dei risultati piu interessanti emersi dall’analisi dei dati e stata l’associazione
statisticamente significativa tra assenza di mucosa cheratinizzata e presenza di perimplantite.
Ad oggi, in letteratura non sono ancora disponibili dati certi circa l'influenza che la presenza
di tessuto cheratinizzato possa avere sulla salute dei tessuti perimplantari. I nostri risultati
sono in contrasto con quelli emersi in uno studio prospettico di Roos-Jansaker et al. (2006b)
che ha valutato 218 pazienti trattati con impianti in titanio. Gli autori non hanno evidenziato
alcuna associazione tra assenza di mucosa cheratinizzata e malattia perimplantare; al
contrario hanno riportato che la presenza di tessuto cheratinizzato e associata con la
mucosite perimplantare (definita come presenza di PPD>4 mm e BoP). Tale risultato € stato
spiegato con l'ipotesi che a livello dei siti con assenza di KT sono piu frequenti le recessioni, e

quindi una minore tendenza alla formazione di tasche.

D’altro canto pero, i dati presentati sono in accordo con quelli di un recente studio prospettico
di Roccuzzo et al. (2015) che ha rilevato come gli impianti con assenza di mucosa
cheratinizzata, posizionati nei settori posteriori della mandibola, sono piu suscettibili ad
accumulo di placca e recessioni. Infatti, nel nostro studio si evince che il 73.2% degli impianti
privi di mucosa cheratinizzata presenta almeno un sito con accumulo di placca contro il
58.7% di quelli con tessuto cheratinizzato. Tale osservazione non esclude la possibilita che la
salute perimplantare possa essere preservata a lungo anche in assenza di KT, ma conferma
che adeguate procedure di igiene orale sono facilitate in quei siti dove il tessuto cheratinizzato
e presente (Lang et al. 1999). Una delle piu recenti revisioni sistematiche su questo tema
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(Wennstrom & Derks, 2012) ha indicato che l'assenza di un’adeguata altezza di tessuto
cheratinizzato e risultata essere associata a un maggior accumulo di placca e presenza di
sanguinamento al sondaggio intorno agli impianti. Al contrario, non c’é ancora evidenza di un
possibile effetto sulla perdita ossea perimplantare. Si pud pertanto concludere che sono
necessari ulteriori studi randomizzati e controllati per supportare questi dati.

Sebbene in letteratura sia riportato che una protesi cementata aumenti il rischio di
perimplantite a causa della presenza di residui di cemento all'interno del solco perimplantare
(Linkevicius et al, 2013; Dalago et al, 2017), i risultati del presente studio non hanno
evidenziato tale associazione. Cio potrebbe essere spiegato con la disomogenea distribuzione
del numero di protesi cementate e quelle avvitate all'interno del campione in esame
(rispettivamente, 84% vs 16%).

Nel presente lavoro la valutazione della perdita ossea radiografica é stata effettuata in assenza
di confronto con una radiografia allo stato basale (carico protesico). Cio rappresenta uno dei
principali limiti, dal momento che non ha permesso di valutare la progressione della perdita
ossea perimplantare nel tempo. Inoltre, bisogna considerare che alcuni parametri relativi alle
caratteristiche implantari (diametro, tipo di superficie, follow-up dal carico protesico) non
sono stati valutati come fattori di rischio poiché non e stato possibile reperire tali
informazioni per l'intero campione. Inoltre, in letteratura e stato osservato che l'operatore
puo essere un indicatore di rischio di perimplantite. Pertanto, un ulteriore limite da
considerare e la mancanza di dati relativi ai diversi clinici che hanno eseguito la chirurgia
implantare e la successiva fase protesica.

In conclusione, ad oggi non sono ancora disponibili dati epidemiologici certi sulla prevalenza
della perimplantite. Tuttavia, l'identificazione dei fattori di rischio risulta essere un
prerequisito fondamentale per mettere in atto le adeguate misure preventive e terapeutiche.
Pertanto ulteriori studi si rendono necessari per valutare se e come la presenza di alcuni
fattori locali e relativi al paziente possano contribuire alla perdita ossea perimplantare.
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Abstract

Mucositis affects 50% to 90% of implants, while the prevalence of peri-implantitis ranges from 15
to 23%.

The etiology of peri-implant diseases is connected with several factors, with microbial colonization
being one of the most relevant. A thorough profiling of the microorganisms associated with these
diseases is thus the first step to undertake in order to develop novel prevention and therapeutic
strategies. Available studies, however, adopted study designs which are not accounting for inter-
subject variability, focused on few cultivable microbes, or used low-resolution microbial profiling.
We recruited a large cohort of healthy/mucositis/peri-implantitis patients sampled longitudinally
and with both healthy and intra-subject controls (contralateral implants/teeth). We applied high
resolution shotgun metagenomics to sequence the genetic material of the entire ecosystem of
microorganisms - the microbiome - present in the subgingival environment. Metagenomic profiles
highlighted a very distinctive microbial signature associated with peri-implantitis implants as
compared to healthy controls. Moreover there were no substantial differences between healthy
contralateral controls and healthy implants in patients not affected by disease. This indicates peri-
implantitis is, microbiologically, a site-specific rather than a patient-specific disease. Overall our
work points at the very high potential of metagenomics and the plaque microbiome as a
prognostic and predictive clinical approach for peri-implantitis.

Riassunto

La mucosite affligge dal 50 al 90% degli impianti, mentre la prevalenza della peri-implantite
varia dal 15 al 23 %.

L'ipotesi alla base del nostro studio & che I'eziologia delle malattie peri-implantari sia collegata a
una combinazione di diversi fattori,con la colonizzazione microbica tra i piu rilevanti. Una
caratterizzazione accurata dei microrganismi associati a tali malattie & quindi il primo passo da
compiere per sviluppare nuove strategie preventive e terapeutiche. Gli studi disponibili,
tuttavia, hanno adottato disegni di studio che non tengono conto della variabilita tra soggetti,
focalizzandosi su pochi microrganismi coltivabili o utilizzando tecniche di caratterizzazione a
bassa risoluzione.

Nel nostro studio abbiamo reclutato un'ampia coorte di pazienti sani, con mucosite e con peri-
implantite sottoposti a prelievo microbiologico longitudinale e con controlli sani intra-soggetto
(impianti/denti controlaterali). Abbiamo impiegato tecniche metagenomiche ad alta
risoluzione di tipo shotgun per sequenziare il materiale genetico dell'intero ecosistema di
microrganismi - il microbioma - presente nell'ambiente sottogengivale. I profili metagenomici
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hanno evidenziato un tratto microbico distintivo associato agli impianti interessati dalla peri-
implantite rispetto ai controlli sani. Inoltre non ci sono state differenze sostanziali tra controlli
controlaterali sani e impianti sani in pazienti non affetti da malattia. Cio indica che la peri-
implantite & da un punto di vista microbiologico, una malattia sito-specifica piuttosto che
paziente-specifica. Nel complesso, il nostro lavoro punta sull'alto potenziale della metagenomica
e sul microbioma della placca come approccio clinico prognostico e predittivo per la peri-
implantite.

Introduzione

Mucosite e peri-implantite rappresentano serie complicanze dopo il trattamento
implantare e negli ultimi tre decenni si e assistito ad una progressiva diffusione di
queste due “nuove” patologie orali. Gli studi indicano che la mucosite affligge dal 50% al
90% degli impianti, mentre la prevalenza della peri-implantite € in continua crescita e
varia dal 15 al 23% (1,2,3). Cio significa che un quinto di tutti gli impianti dentali inseriti
e affetto da una malattia, che nella maggior parte dei casi porta alla perdita diretta
dell'impianto o comunque alla necessita di doverlo rimuovere (4).

L'eziologia precisa delle patologie peri-implantari rimane ancora non completamente
nota. E appurato come la colonizzazione batterica giochi un ruolo fondamentale
nell'eziologia di questa malattie, anche se permane ampio dibattito sul fatto che questa
sia principalmente correlata a un problema di suscettibilita dell'ospite o a fenomeni
legati alla superficie implantare o ad entrambi i fattori (5,6). Gli interventi terapeutici
attuali, inoltre, si basano su un paradigma di somiglianza microbica con le malattie
parodontali ma i risultati di queste terapie sono stati piuttosto modesti, con tassi di
recidiva particolarmente elevati, suggerendo che la componente microbica potrebbe
non essere cosi simile alla parodontite come precedentemente ritenuto (7,8). Sebbene
alcuni patogeni parodontali noti possano essere associati anche all'eziologia della peri-
implantite, € probabile che diversi microrganismi siano coinvolti in queste due
condizioni cosi clinicamente distinte (9,10). Una caratterizzazione approfondita dei
microrganismi associato alle malattie peri-implantari e quindi il primo passo da
compiere per ipotizzare nuovi approcci di prevenzione e trattamento.

Indagini sui microrganismi coinvolti nelle principali malattie orali vengono eseguiti
ormai da decenni, ma la recente rivoluzione nelle tecnologie per "leggere" il materiale
genetico (DNA) delle comunita microbiche senza necessita della loro coltivazione ha
rivoluzionato il settore (11). Tramite il sequenziamento diretto del materiale genetico
presente in un campione orale (ad esempio un campione di placca sopragengivale o
sottogengivale) e possibile studiare l'ecosistema di microorganismi batterici, virali,
micro-eucariotici e arcaici - il cosiddetto microbioma - presente nell'ambiente dentale.
Tali tecniche, chiamate metagenomiche, hanno il vantaggio fondamentale di evitare
completamente la fase di coltivazione che richiede molto tempo e che puo individuare
con i protocolli di coltura noti solo una minima frazione di microrganismi realmente
presenti (12). Cido ha portato alla recente mappatura del microbioma in individui sani
all'interno del piu grande sforzo di sequenziamento metagenomico eseguito finora
(Human Microbiome Project) ed ha fornito le basi per lo studio del microbioma nelle
malattie orali (13).

Gli studi microbiologici attualmente disponibili sulle patologie peri-implantari, tuttavia,
hanno adottato disegni di studio che non tengono conto della variabilita tra i vari
soggetti e, a parte le tecniche molecolari “low throughput”, il metodo piu avanzato per
indagare e caratterizzare il microbioma peri-implantare fino ad oggi & stato unicamente
attraverso tecniche di sequenziamento a bassa risoluzione di tipo 16S (14-20).
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Diversamente, il nostro gruppo ha gia dimostrato le potenzialita delle innovative
tecniche metagenomiche computazionali di tipo “shotgun” per -caratterizzare il
microbioma orale ad altissima risoluzione (21), quindi ci proponiamo di indagare anche
il microbioma peri-implantare sia in stato di salute che di malattia attraverso tali
tecniche di sequenziamento. Le tecniche metagenomiche di tipo “shotgun”
rappresentano lo strumento attualmente piu all’avanguardia per lo studio del
microbioma e sono state state ampiamente impiegate e validate nel corso dello Human
Microbiome Project (22). (Fig. 1)

La nostra ipotesi di fondo e che I'eziologia delle malattie peri-implantari sia collegata a
una combinazione di diversi fattori, con la colonizzazione microbica tra i piu rilevanti.
Sulla base delle lezioni apprese dalla microbiologia, dall'epidemiologia microbica e dallo
studio delle malattie parodontali (23,24), vi sono ragioni per ritenere che membri
specifici della diversita microbica orale rappresentino un prerequisito per l'insorgenza
e la progressione della malattia. Inoltre, ipotizziamo che i fattori microbici coinvolti
nella peri-implantite potrebbero essere presenti nel microbioma orale dei soggetti
ancora prima della manifestazione della malattia.

Quindi, nel nostro studio abbiamo studiato il microbioma della placca associato alla
peri-implantite per identificare specifici organismi microbici, geni e fattori di virulenza
associati a questa condizione con l'obiettivo finale di capire quale sia il ruolo dei
microorganismi e dell'ecologia microbica nell'eziologia delle malattie peri-implantari. Il
nostro innovativo disegno di studio longitudinale ha incluso pazienti sani, pazienti con
mucosite e pazienti con peri-implantite. 11 dente controlaterale sano rispetto
all'impianto & stato anch’ esso campionato per regolare 1'elevata variabilita tra soggetti
e per testare il microbioma della placca sottogengivale di denti sani in pazienti con
malattia peri-implantare. Questo approccio non € mai stato utilizzato per studiare le
malattie peri-implantari e potrebbe consentire di identificare biomarkers significativi
per la malattia e nuovi potenziali approcci diagnostici e terapeutici.

Materiali e Metodi
Reclutamento pazienti

Questo studio e stato concepito presso il CIBIO (Centre for Integrative Biology)
dell'Universita di Trento, approvato dal comitato etico dell'Universita di Trento
(numero 2015-024) ed e stato condotto in conformita con le linee guida della
Dichiarazione di Helsinki. Pazienti sottoposti a pregressa terapia implantare sono stati
arruolati in sei diversi studi privati nella provincia di Trento (Italia) per questo
progetto.

[ criteri di inclusione comprendevano un buono stato di salute generale, eta superiore ai
18 anni, non meno di 8 denti naturali residui, almeno un impianto orale funzionante
riabilitato da almeno 1 anno, disponibilita a partecipare allo studio. I criteri di
esclusione comprendevano la gravidanza, 1'HIV, 1'uso di farmaci immunosoppressori,
bifosfonati o steroidi, l'uso di clorexidina nelle 2 settimane precedenti al prelievo,
procedure profilattiche orali negli ultimi 3 mesi, l'assunzione di antibiotici sistemici o
probiotici negli ultimi 6 mesi.

[ pazienti sono stati selezionati nei diversi studi privati e sono stati inclusi in uno dei
seguenti gruppi di studio in base allo stato di salute dei loro impianti dentali: a) Stato di
salute (pazienti con almeno un impianto sano ma senza impianti con mucosite o peri -
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implantite), b) Mucosite (pazienti con almeno un impianto con mucosite ma senza
impianti con peri-implantite), c) Peri-implantite (Pazienti con almeno un impianto con
peri-implantite).

La selezione e l'inclusione dei pazienti in uno dei gruppi si & basata sulla valutazione
radiografica del livello dell'osso marginale, segni clinici di infiammazione e/o presenza
di suppurazione secondo i criteri delineati dal Consensus Report sulle malattie peri-
implantari (25).

Raccolta dati e esame clinico
Sei parodontologi esperti e calibrati hanno esaminato tutti i pazienti.

Sono stati registrati i parametri demografici di genere ed eta e una anamnesi medica e
dentale completa, seguita da un esame clinico parodontale e implantare di tutta la
bocca.

L'anamnesi medica comprendeva informazioni su abitudine al fumo, diabete, malattie
autoimmuni o altre malattie, consumo di alcol, farmaci assunti, mentre l'anamnesi
dentale comprendeva informazioni sul numero di impianti, numero di denti residui,
storia di parodontite, stato parodontale attuale, peri-implantite pregressa, frequenza di
igiene orale domiciliare, ore dall'ultimo spazzolamento, uso di clorexidina. Parametri
clinici inclusi sito di prelievo, diagnosi dell’eta dell'impianto (tempo dall'installazione),
sistema implantare utilizzato, tipo di riabilitazione, tipo di ritenzione (avvitata,
cementata, conometrica), perdita ossea radiografica, ampiezza mucosa cheratinizzata
(KM), indice di placca (PI), sanguinamento al sondaggio (BOP), profondita di sondaggio
(PPD) e suppurazione (SUP). Gli ultimi quattro parametri sono stati misurati nei siti
buccali, mesiali, linguali e distali di ciascun impianto e dente selezionato. PI, BOP e SUP
sono stati registrati su una scala binaria (presenza / assenza) per ogni superficie e il
PPD e stato misurato al millimetro piu vicino sulla scala.

Raccolta dei campioni, estrazione del DNA e sequenziamento shotgun con Illumina

I campioni microbiologici sono stati prelevati in modo completamente non invasivo
utilizzando un protocollo basato su quello validato e adottato nel corso dello Human
Microbiome Project (HMP) (22). I campioni sono stati raccolti con repliche tecniche (2
campioni/ogni sito) da un singolo impianto e dal dente/impianto controlaterale sano
(se presente, un impianto sano e stato preferito come sito sano controlaterale) per
ciascun paziente in ciascun gruppo di studio.

[ campioni sono stati raccolti al baseline (T0), dopo 1 mese (T1) e dopo 7 mesi (T2). Il
prelievo T1 e stato eseguito esclusivamente nei gruppi Mucosite e Peri-implantite per
valutare l'effetto del trattamento sul microbioma peri-implantare dopo 1 mese oltre che
dopo 7 mesi.

[ siti selezionati sono stati isolati usando rulli di cotone per prevenire la contaminazione
con la saliva e delicatamente asciugati, e la placca sopragengivale e stata rimossa
usando pellets di cotone sterili. | campioni di placca subgengivali sono stati prelevati dal
sito di sondaggio piu profondo con singole curettes di Gracey sterili e posizionati
immediatamente in provette Eppendorf da 1,5 mL contenenti soluzione buffer SCF-1
sterile (50 mM Tris-HCI, pH 7,5; 1 mM EDTA, pH 8,0; 0,5% Tween-20) e congelate a -80
° C per analisi successive.

I DNA genomico totale € stato isolato utilizzando il kit QIAamp DNA Mini (Qiagen,
Hilden, Germania) con un'ulteriore fase di distruzione meccanica per la lisi completa
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delle specie gram-positive e gram-negative. Il DNA isolato e stato conservato a -20 ° C.
Ciascun metagenoma e stato quantificato e in caso di materiale sufficiente (> 1 ng) sono
state preparate le librerie attraverso il kit DNA Nextera-XT (Illumina Inc, San Diego,
USA) seguendo il protocollo del produttore. Le librerie sono state sequenziate (2x 100
bp) sulla piattaforma Illumina HiSeq-2000.

Sequenze, controllo qualita e sottocampionamento

I metagenomi grezzi generati sono stati elaborati con FastqMcf (26) tagliando le
posizioni con qualita <15, rimuovendo letture di bassa qualita (qualita media <25) e
scartando read piu brevi di 90 nt. DNA umano e batteriofago phiX174 (Illumina spike-
in) sono stati quindi rimossi usando BowTie2 (27) per mappare le read contro genomi
di riferimento.

Profili tassonomici e funzionali

[ campioni metagenomici sono stati tassonomicamente caratterizzati utilizzando
MetaPhlAn 2 (28, 29) con impostazioni parametriche predefinite. MetaPhlAn € uno
strumento che mappa le shotgun read rispetto a un database di marcatori specifici di
specie ed e in grado di produrre una risoluzione a livello di specie e le abbondanze
relative di ogni specie in un campione.

Per il profilo funzionale dei metagenomi e stato usato HUMAnN (30) (con impostazioni
parametriche di default), che € basato su pathways e moduli KEGG. (31)

Analisi della diversita

Per garantire l'equita del confronto, la diversita alfa e beta sono stata calcolata su
campioni spaiati a 50k read (dopo la rimozione del DNA umano) ciascuno. La ricchezza
totale delle specie per ciascun campione e stata calcolata come il numero totale di
specie identificate usando MetaPhlAn 2. Sono state calcolate la diversita tra metagenomi
dello stesso individuo (diversita intra-beta) e tra individui (diversita inter-beta) usando
la matrice di distanza Bray-Curtis. (33)

Analisi machine-learning

Classificazione random forest. E stata valutata la forza di predizione dei dati
metagenomici nel collegare il microbioma peri-implantare allo stato di salute o di
malattia. Questo compito e stato valutato attraverso un approccio classificativo di
apprendimento automatico Random Forest (34) in cui sono state usate I'abbondanza
delle specie o le caratteristiche funzionali per discriminare tra campioni sani e malati.
(35)

L'intera analisi e stata condotta attraverso un approccio di cross-validation. In
particolare, l'accuratezza della predizione & stata valutata mediante validazione
incrociata 10 volte, ripetuta e calcolata su 20 esecuzioni indipendenti. Le prestazioni di
classificazione sono state valutate in termini di AUC statistica.

Il framework del software utilizzato per questi esperimenti e disponibile online
all'indirizzo http://segatalab.cibio.unitn.it/tools/metaml. (35)
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Risultati
Coorte e caratteristiche cliniche dei pazienti

108 pazienti (55 maschi, 53 femmine, eta media 61.9 * 9.8 anni) che hanno contribuito
con un impianto e un dente controlaterale (due impianti se anche il sito controlaterale

sano era un impianto) per paziente sono stati arruolati per questo studio tra Marzo
2016 e Ottobre 2017.

Di seguito verranno presentati i risultati preliminari, provvisori ed ongoing relativi al
TO, mentre i dati longitudinali relativi al T1 e al T2 sono ancora in fase di raccolta, di
sequenziamento metagenomico o di elaborazione computazionale.

L'analisi delle caratteristiche demografiche e dei parametri clinici della popolazione
campionata ha mostrato che i gruppi di studio che comprendevano soggetti con un
impianto sano (H, N = 47), un impianto con mucosite (M, N = 29) e un impianto con peri-
implantite (P, N = 32) sono stati confrontati per eta, sesso, sito implantare, tipo di
impianto, eta dell'impianto, tipo di restauro e tipo di ritenzione e non sono emerse
differenze significative tra questi tre gruppi (p>0,05). I pazienti con storia di
parodontite comprendevano il 38,9 % del campione, i fumatori il 20,4%, ed i pazienti
diabetici il 7,4%; anche per queste tre caratteristiche i gruppi di studio risultavano
omogenei tra loro (p>0,05).

Quando i parametri clinici sono stati considerati a livello di impianto, PPD, PI, BOP e la
perdita di tessuto osseo era significativamente piu alta nella peri-implantite rispetto al
gruppo di salute perimplantare (p<0,05). Differenze significative tra i gruppi sono state
osservate per i parametri clinici che li hanno definiti (p <0,0001).

Campioni microbiologici

In seguito alle varie fasi di estrazione del DNA, preparazione delle librerie,
sequenziamento genomico, analisi primaria, analisi secondaria e validazione, un totale
di 111 campioni microbiologici sono risultati idonei ad essere sottoposti ad analisi
computazionale per lo studio delle caratteristiche del microbioma.

Il pool e risultato costituito da 25 campioni da impianti sani, 16 campioni da impianti
con mucosite, 22 campioni da impianti con peri-implantite, 48 campioni da elementi
(denti/impianti) sani controlaterali.

Risultati generali - Heatmap (Fig. 2)

Nella heatmap, dove all'aumentare dell’intensita di colore corrisponde un maggiore
abbondanza relativa delle specie microbiche, sono rappresentati sull’asse delle X i 111
campioni microbiologici mentre sull’asse delle Y le 50 specie batteriche piu abbondanti.

L’analisi computazionale dei 111 campioni microbiologici ha individuato in totale la
presenza di 325 specie batteriche, con una media di 51 specie batteriche per ogni
campione.

Nessuna specie microbica e risultata presente contemporaneamente in tutti i campioni,
sottolineando come ogni campione possieda una propria composizione altamente
individuale e specifica in termini di microbioma.
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Un forte tratto del microbioma nei siti con peri-implantite (Fig. 3)

In questo grafico di ordinamento gli assi X e Y consentono una distribuzione spaziale dei
campioni microbiologici e ogni punto rappresenta un campione diverso. La distanza tra
i campioni non riflette alcuna misura biologica ed € il piu proporzionale possibile
rispetto alla reale distanza tra i campioni sulla base del loro microbioma. In questo
modo e possibile osservare quali campioni tendono a clusterizzare insieme, colorarli
sulla base della loro condizione e osservare la presenza di schemi macroscopici evidenti.

In questo grafico e stato scelto il colore verde per i campioni sani, il colore rosso per i
campioni di mucosite e il blu per i campioni di peri-implantite.

In primo luogo, il grafico mostra chiaramente come i campioni di peri-implantite, sulla
sinistra, possono essere riconosciuti distintamente dai campioni sani, sulla destra, e
questo denota come il nucleo del microbioma dei campioni di peri-implantite sia
nettamente diverso da quello di campioni sani. In secondo luogo, ma non meno
importante, vi &€ una chiara tendenza dei campioni di peri-implantite a clusterizzate
insieme e questa e un'indicazione di come i campioni di peri-implantite siano
significativamente piu simili tra loro rispetto ai campioni sani.

Da questo grafico & quindi chiaro che un tratto distintivo del microbioma & molto piu
evidente negli impianti con peri-implantite rispetto agli impianti in stato di salute.

La mucosite mostra un tratto microbico intermedio tra peri-implantite e stato di salute
(Fig. 4)

In questo grafico di ordinamento deve essere focalizzata I'attenzione sui campioni
microbiologici prelevati da siti implantari con mucosite. Tali campioni, in rosso, sono
ben distribuiti tra campioni di peri-implantite e campioni sani, con una maggiore
tendenza verso i campioni di peri-implantite. Cio significa che la mucosite mostra un
tratto microbico intermedio e non definito tra peri-implantite e stato di salute, cioe in
alcuni pazienti la composizione del microbioma associato alla mucosite e piu simile a un
microbioma sano mentre in altri pazienti, la maggior parte, e piu simile al microbioma
associato alla peri-implantite.

Questa osservazione € molto importante in quanto sottolinea che ci sono probabilmente
diversi livelli di gravita della mucosite, ma questa osservazione potra essere confermata
solo con i dati longitudinali attualmente in fase di elaborazione. Alcuni casi, vedi quelli
con un microbioma piu simile alla peri-implantite, potrebbero essere probabilmente piu
difficili da trattare e potrebbero avere un maggiore rischio di evoluzione in peri-
implantite mentre quelli con un microbioma piu sano potrebbero essere mucositi piu
lievi. In tale contesto, tuttavia, si dovra indagare se la mucosite con un microbioma piu
simile allo stato di salute sia dovuta al fatto che la mucosite si trovi in uno stato iniziale
o in realta abbia effettivamente un'aggressivita inferiore.

A prescindere da cio, va sottolineato, tuttavia, I'importanza che I'analisi del microbioma
associato alla mucosite potrebbe avere al fine di comprendere I'effettivo stato della
malattia e il rischio individuale di sviluppare peri-implantite.

Il microbioma della peri-implantite é sito specifico (Fig. 5)

Questo grafico di ordinamento mostra campioni microbiologici prelevati da un dente
controlaterale sano (o impianto sano) nella bocca di pazienti con un impianto/i sani,
colore verde, con almeno un impianto con mucosite, colore rosso, e con almeno
impianto con peri-implantite, colore blu.
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Dalla distribuzione e chiaro come i campioni controlaterali sani appartenenti ai tre
diversi gruppi siano diffusi e ben distribuiti e non presentino differenze sostanziali tra
loro in termini di composizione del microbioma. Inoltre, la distribuzione sembra molto
simile a quella dei campioni microbiologici prelevati da impianti test sani. Campioni
controlaterali sani hanno naturalmente una loro composizione microbica propria ma
non € presente né un marcato tratto microbico né alcun tipo di clusterizzazione.

Questa informazione ¢ di fondamentale importanza perché permette di dedurre come il
microbioma associato alla peri-implantite sia sito-specifico. Nel dettaglio, si dimostra
come il microbioma di siti sani, sia in pazienti sani che in pazienti con peri-implantite,
sia sovrapponibile e quindi come il microbioma della peri-implantite dipenda dal
singolo sito implantare e non sia legato alla bocca del paziente. Di conseguenza, appare
come sia molto probabile che la previsione della peri-implantite non possa essere
effettuata a priori in pazienti implantari sani in base alla composizione del loro
microbioma dentale generale, ma solo attraverso la valutazione di possibili
cambiamenti nella composizione del microbioma peri-implantare locale.

Alte capacita predittive di un sistema di apprendimento automatico (Fig. 6)

E’ stata valutata la capacita di un sistema di apprendimento automatico (Machine
learning) attraverso l'algoritmo statistico random forest di decifrare lo stato di salute o
di malattia di un campione sulla base della composizione del microbioma peri-
implantare.

E emerso come la peri-implantite possa essere essere predetta quasi perfettamente
rispetto allo stato di salute (Auc 0.92) in base alla composizione microbica,
confermando il tratto altamente distintivo del microbioma della peri-implantitite.

Il sistema di apprendimento automatico ha confermato come la mucosite rappresenti
una condizione intermedia, essendo essa piu difficilmente predicibile rispetto allo stato
di salute (Auc 0.81) ed ancora di piu rispetto alla peri-implantite (Auc 0.75).

Diverse specie microbiche caratterizzano ogni condizione clinica

Il tool LEFSE ha permesso di valutare in termine di presenza e di abbondanza le specie
microbiche maggiormente differenziali tra le diverse condizioni cliniche (Peri-
implantite vs Mucosite, Peri-implantite vs Sano, Mucosite vs Sano) e valutato la
dimensione dell’effetto (Effect size) di tale differenza attraverso la Linear discriminant
analysis (LDA).

E emerso come Porphyromonas Gingivalis, Tannerella Forsythia, Porphyromonas
Endodontalis, Prevotella Intermedia e Fretibacterium Fastidiosum siano le specie
microbiche maggiormente differenzianti il microbioma della peri-implantite rispetto sia
allo stato di salute che alla mucosite.

E emerso invece come le specie microbiche differenzianti la mucosite rispetto allo stato
di salute (Fusobacterium Nucleatum, Eubacterium brachy, Parvimonas unclassified,
Haemophilus parainfluenzae, Treponema denticola) ed alla peri-implantite (Prevotella
Oris, Prevotella Nigrescens, Veilonella parvula, Selenomonas noxia, Neisseria unclussified)
non siano univoche, ma ben diverse tra loro con nessuna specie in comune,
sottolineando ancora una volta come il microbioma associato alla mucosite abbia un
tratto intermedio significativamente meno distintivo di quello della peri-implantite e
dello stato di salute.
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Conclusioni

La caratterizzazione del microbioma sottomucoso peri-implantare attraverso tecniche
di sequenziamento metagenomico ad alta risoluzione di tipo shotgun si rileva come un
potente predittore di malattia suggerendo possibili approcci diagnostici e terapeutici
basati sull’analisi dei tratti microbici.

[ dati hanno mostrato chiaramente come il microbioma della peri-implantite sia sito-
specifico e non paziente-specifico, caratterizzato da un marcato tratto microbico
distintivo e predittivo di patologia.

La mucosite, oltre che clinicamente, anche dal punto di vista microbico rappresenta una
condizione intermedia, in alcuni casi piu simile allo stato di salute e in altri alla peri-
implantite lasciando presupporre l'esistenza di mucositi con severita e risposta al
trattamento differente.

E risultata evidente l'impossibilitd di individuare antecedentemente alla terapia
implantare pazienti a maggior rischio di sviluppare peri-implantite sulla base del loro
microbioma dentale/implantare sano, in quanto anche nella bocca di pazienti che
sviluppano patologia il microbioma sano non manifesta alterazioni evidenti.

Il microbioma specifico della peri-implantite sembra essere caratterizzato da specie
batteriche ulteriori e diverse rispetto a quelle dei complessi microbici di Socransky
tradizionalmente associati alla eziologia delle malattia parodontale. Pur rimanendo
evidente il legame con due delle tre specie del Red complex quali Porphyromonas
Gingivalis e Tannerella Forsythia, e chiara una forte associazione della peri-implantite
rispetto alla parodontite con  “nuove specie” batteriche quali Porphyromonas
Endodontalis e Fretibacterium Fastidiosum.
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Figura 1. Workflow del sequenziamento metagenomico di tipo Shotgun
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Figura 2. Heatmap in cui vengono riportati sull’asse delle X i 111 campioni microbiologici mentre
sulla delle Y le 50 specie batteriche relativamente pit abbondanti
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Multidimensional Scaling
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Figura 3. Grafico di ordinamento con campioni sani (colore verde) e campioni di peri-implantite
(colore blu)
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Figura 4. Grafico di ordinamento con campioni sani (colore verde), campioni di mucosite (colore
rosso) campioni di peri-implantite (colore blu)
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Multidimensional Scaling
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Figura 6. Capacita di predizione di un sistema di apprendimento automatico (Machine learning)
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IL RUOLO DEL PERIOSTIO NELLA STABILITA MARGINALE DEL
LEMBO SPOSTATO CORONALMENTE. STUDIO CLINICO RANDO-
MIZZATO

Clementini Marco(), Discepoli Nicola(2), Danesi Carlotta(1), de Sanctis Mas-
simo (1)

(1) Dipartimento di Parodontologia, Universita Vita-Salute San Raffaele, Milano, Italy
(@) Dipartimento di Parodontologia, Universita degli Studi di Siena, Siena, Italy

Riassunto

Aim: to evaluate the possible benefit on wound healing and flap stability of periosteum inclu-
sion, comparing a “split-full-split” thickness flap elevation versus a “split" thickness approach
performed during CAF for the treatment of isolated-type gingival recessions in the upper jaw.
Material and Methods: forty patients were randomized, 20 were treated with “split-full-
split” (test group) and 20 with a “split” approach (control group). Analyzed parameters at 1
year were: CRC, percentage of Recession Coverage (RC), Keratinized tissue (KT) gain, patient-
related outcome measurements.

Results: after 12 months, CRC was 80% in the test group and 35% in the control group. Per-
centages of RC and KT gain were higher in the test group and a significant association be-
tween recession reduction and the thickness of the flap after elevation was found. Patient-
related outcomes measurements were better for the test group.

Conclusions: flap thickness preservation and the presence of the periosteum in part of the
flap may play a fundamental role in obtaining CRC.

Introduzione

Il trattamento delle recessioni gengivali vestibolari (GR) € una richiesta abbastanza comune
da parte di alcuni pazienti, sia per motivazioni estetiche che per la presenza di ipersensibilita
radicolare (Tonetti & Jepsen, 2014). Le recessioni gengivali (GR), se non trattate, non miglio-
rano spontaneamente; la loro profondita (RD), come quindi anche la perdita di attacco, puo
anzi aumentare incrementando ulteriormente le eventuali problematiche estetiche e
'ipersensibilita dentale (Chambrone & Tatakis, 2016).

La copertura radicolare completa (CRC) puo essere considerata 'outcome primario a livello
clinico (Chambrone & Tatakis, 2015) e la scelta della tecnica chirurgica dipende principalmen-
te dalle condizioni anatomiche locali e dalle richieste del paziente (De Sanctis & Clementini,
2014).

In situazioni cliniche in cui & presente una certa quantita di tessuto cheratinizzato apicalmen-
te alla recessione risulta indicato il lembo spostato coronalmente (CAF). In letteratura sono
stati descritti alcuni fattori riguardanti questa tecnica chirurgica che risultano critici per il
raggiungimento della CRC. Tra quelli di maggiore importanza ci sono I'ottenimento di un lem-
bo privo di tensione (Pini Prato e coll., 2000) e il posizionamento del lembo coronalmente alla
CE]J (Pini Prato e coll., 2005). Anche lo spessore del lembo inoltre sembra influenzare il risul-
tato clinico del CAF (Baldie coll., 1999).

Il CAF é ampiamente validato in letteratura per il trattamento delle recessioni singole (Cairo e
coll. 2014), ed attualmente sono disponibili diverse tipologie di disegno del lembo (Norberg e
coll,, 1926; Bernimoulin e coll,, 1975; Allen & Miller, 1989; Pini Prato e coll,, 1992). De Sanctis
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e Zucchelli (2007) hanno recentemente introdotto per il CAF una modalita di elevazione del
lembo a spessore misto. Secondo questi autori la modulazione nella elevazione del lembo
(parziale-totale-parziale), includendo nell’area centrale il periostio, aumenterebbe lo spessore
dello stesso nella porzione che andrebbe a coprire la superficie radicolare avascolare prece-
dentemente esposta. In letteratura tuttavia & validato anche I'approccio a spessore parziale,
che risulta molto comune nella pratica clinica (Cortellini et al 2009).

Attualmente non risulta chiaro se I'inclusione del periostio nella porzione centrale del lembo,
in confronto ad un approccio chirurgico a spessore parziale, abbia un’ influenza
nell’ottenimento di una CRC. Scopo di questo studio clinico quindi & stato quello di valutare la
stabilita di un CAF elevato a spessore misto (“parziale-totale-parziale”, SFPT) in confronto ad
un CAF elevato a spessore parziale (PT) nel trattamento di recessioni gengivali singole del
mascellare superiore.

Materiali e Metodi

Tipologia di studio

Questo e uno studio clinico parallelo, randomizzato, monocentrico, con analisi in cieco dei ri-
sultati, in accordo con il CONSORT statement (http://www.consort-statement.org/). Lo studio
e stato registrato nel portale ClinicalTrials.gov (ID: NCT03417232). La flow chart dello studio
e rappresentata in figura 1.

Popolazione.

Prima dell'inizio dello studio, in pieno accordo con i principi etici della dichiarazione di Hel-
sinki riguardante le ricerche che coinvolgono soggetti umani, il protocollo e stato approvato
dal comitato etico dell’'Universita di Siena (Ref. CAF0001 23.04.13). I partecipanti, inclusi pre-
via firma di un consenso informato cartaceo, sono stati selezionati tra i pazienti in visita nel
Dipartimento di Parodontologia dell’'Universita degli Studi di Siena da aprile 2013 ad aprile
2015.

Criteri di inclusione

Per essere inclusi nello studio i pazienti dovevano presentare i seguenti criteri:
- eta maggiore di 18 anni

- assenza di malattie sistemiche o gravidanza,

- fumatori di <10 sigarette al giorno,
- FMPS e FMBS <20%,

- presenza di almeno una recessione singola, uguale o maggiore di 2Zmm, appartenente
alla classe di Miller I o II nel mascellare superiore, con un minimo di 2 mm di tessuto
cheratinizzato apicale,

- giunzione smalto-cemento identificabile,
- elemento dentale vitale con assenza di carie o manufatti protesici,

- assenza di pregresse chirurgie parodontali.


http://www.consort-statement.org/
http://clinicaltrial.gov/
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Randomizzazione, assegnazione del trattamento, cecita.

Un soggetto non coinvolto in altri aspetti dello studio ha preparato una lista di randomizza-
zione a blocco (per genere e abitudine al fumo). L’assegnazione del trattamento e stata esegui-
ta mediante I'apertura, dopo il disegno del lembo, di una busta sigillata contenete il tipo di
elevazione (test: SFPT; controllo: PT). Il chirurgo era a conoscenza del tipo di trattamento. Gli
esaminatori, i pazienti e lo statistico non erano a conoscenza delle procedure.

Valutazione clinica
Sono stati registrati, con una sonda parodontale (PCP UNC 15, Hu-Friedy), i seguenti parame-
tri al baseline ed a 12 mesi:

- FMPS (O’Leary, 1972) e presenza/assenza di placca visibile nel sito,

- FMBS (Muhlemann & Son 1971) e presenza/assenza di sanguinamento al sondaggio
nel sito

- RD, misurata dalla CE] al margine gengivale,

- PD, misurata dal margine gengivale alla punta della sonda inserita nel solco gengivale,

- KTH, misurata dal punto piu coronale del margine gengivale alla linea mucogengivale.

Altri parametri registrati sono stati:

- spessore gengivale (GT) al baseline, attraverso l'inserzione di un ago da anestesia for-
nito di stop di silicone perpendicolarmente ai tessuti molli a 3 mm dal margine gengi-
vale,

- spessore del lembo (FT) registrato intra-chirurgicamente con un calibro modificato,
eliminandone la molla (Baldi e coll. 1999).

Outcome centrati sul paziente

Tramite I'uso di una scala VAS (10 cm) sono stati valutati:

- discomfort post-operatorio riportato dal paziente, in termini di sanguinamento e dolo-
re ad una settimana dalla chirurgia (0=nessun discomfort, 10=massimo discomfort),

- valutazione soggettiva estetica, in termini copertura radicolare e cromaticita tissutale a
12 mesi (0O=pessima, 10=ottima),

- soddisfazione generale riguardo il trattamento a 12 mesi (O=insoddisfazione,
10=massima soddisfazione).

E’ stata inoltre valutata la presenza/assenza di ipersensibilita dentinale tramite getto d’aria

direzionato sul sito per 10 secondi.

Training degli esaminatori

Tutte le chirurgie sono state eseguite da uno stesso operatore (MC) e tutte le misurazioni cli-
niche sono state eseguite da due esaminatori ciechi rispetto al trattamento (N.D, C.D.), calibra-
ti mediante la misurazione, due volte a distanza di 24 ore, del PD e RD di 3 pazienti non inclusi
nello studio. Per determinare la riproducibilita inter ed intra- esaminatore e stato utilizzato il
coefficiente statistico Kappa.
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Pre-trattamento: modifica delle abitudini di igiene orale

Dopo l'esame di screening, tutti i soggetti hanno ricevuto una seduta di igiene orale professio-
nale con istruzioni appropriate (tecnica di spazzolamento “a rullo”, diretta coronalmente per
minimizzare il trauma a livello del margine gengivale) e detartrasi.

Il trattamento chirurgico non € stato attuato se il paziente non aveva raggiunto un adeguato
standard di controllo della placca sopragengivale (FMPS < 20%), e una ridotta inflammazione
tissutale (FMBS< 20%)

Tecnica chirurgica

Al disegno trapezoidale del lembo e seguita I’elevazione dello stesso:

- nel gruppo test (SFST): come descritto da De Sanctis e Zucchelli, (2007), a spessore mi-
sto, elevando a spessore parziale le papille chirurgiche, inserendo uno scollaperiostio
nel solco per l'elevazione a spessore totale della parte centrale del lembo e infine a
spessore parziale per I'eliminazione delle tensioni muscolari (figura 2)

- nel gruppo controllo (PT): come descritto da Cortellini e coll. (2009), a spessore par-
ziale, elevando a spessore parziale le papille chirurgiche, inserendo la lama di bisturi
nel solco per 'elevazione a spessore parziale della parte centrale del lembo e infine
sempre a spessore parziale per I'’eliminazione delle tensioni muscolari (figura 3)

A seguire, si e proceduto alla decontaminazione della superficie radicolare precedentemente

esposta mediante levigatura e applicazione di EDTA per 2 minuti, al posizionamento del mar-

gine del lembo 1 mm coronale la CE] ed infine alla sutura del lembo.

Controllo dell’ infezione post-chirurgica

[ pazienti sono stati istruiti a sciacquare con clorexidina allo 0.12 % due volte al giorno per un
minuto. Due settimane dopo la chirurgia sono state rimosse le suture e al paziente ¢ stato ri-
chiesto di continuare con gli sciacqui di clorexidina per altre 2 settimane in modo tale da man-
tenere il controllo di placca nell’area trattata.

Dopo questo periodo, i pazienti sono stati nuovamente istruiti ad una igiene meccanica
dell’area trattata tramite I'uso di uno spazzolino post-chirurgico per un altro mese.

Tutti i pazienti sono stati quindi richiamati per appuntamenti di controllo a 2, 4, 8 settimane
dalla chirurgia, e a 3, 6, 12 mesi di follow up.

Dimensionamento del campione

Erano richiesti 40 pazienti per avere il 95% di trovare, con una significativita del 2.5%, un in-
cremento nell’outcome primario (CRC) dal 37% del gruppo controllo (Cortellini e coll. 2009)
all’'88% del gruppo test (De Sanctis e Zucchelli, 2007)

Analisi dei dati

La statistica descrittiva e stata espressa dalle medie con deviazioni standard (SD).

L’outcome primario (CRC) e stato calcolato come il numero di pazienti (in percentuale) che
hanno ottenuto una copertura radicolare completa a 12 mesi. Gli outcome secondari sono
rappresentati dal discomfort percepito dal paziente a 7 giorni (scala VAS discomfort) e dalla
percentuale di RC, dai cambiamenti di RD, KTH e DH, dalle preferenze del paziente in termini
di risultati estetici (scala VAS estetica) e dal grado di soddisfazione (scala VAS soddisfazione)
a 12 mesi.

Il t-test di Student e stato usato per la valutazione delle differenze tra i 2 gruppi riguardo RD,
PD, GT, FT, percentuale di RC, KTH, DH, VAS discomfort, VAS estetica e VAS soddisfazione. Il t-
test e stato usato inoltre per valutare le differenze intra-gruppo (tra il baseline e 12 mesi di
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follow up) riguardo RD, PD, KTH e DH. Il test chi-quadro di Pearson e stato usato per il con-
fronto tra i due gruppi della CRC.

E’ stata utilizzata una regressione lineare per mettere in relazione le percentuali di RC con il
FT intraoperatorio.

Risultati

Popolazione di studio

Nello studio sono stati inclusi inizialmente 50 pazienti: 3 pazienti hanno rifiutato di partecipa-
re, 3 pazienti non hanno poi soddisfatto i criteri di inclusione e 4 pazienti sono usciti dallo
studio durante il follow up. Quaranta pazienti hanno quindi completato le procedure e sono
stati analizzati (CONSORT flow chart, figura 1).

Durante il periodo di studio tutti i pazienti hanno dimostrato un buon controllo di placca so-
pragengivale ed i siti trattati non hanno mostrato BOP o placca visibile.

Non sono state rilevate differenze tra i gruppi riguardo I'eta dei pazienti (test: 38.4 + 9; con-
trollo: 36.4 +12; p > 0.5), il genere (test: 15 donne; controllo: 14 donne; p = > 0.5), la distribu-
zione dei denti (test: 2 incisivi, 12 canini, 8 premolari; controllo: 3 incisivi, 10 canini, 9 premo-
lari; p = > 0.5), e I'abitudine al fumo (test: 10 fumatori; controlli: 12 fumatori; p = > 0.5). (Ta-
bella 1)

Parametri clinici

Il valore kappa ottenuto nella riproducibilita intra- e inter- esaminatore e stato rispettivamen-
te di 0.88 e 0.82.

Nella Tabella 2 sono riportati i dati clinici rilevati al baseline ed 1 anno dalla chirurgia.

Al baseline non si & riscontrata nessuna differenza significativa tra i due gruppi rispetto ad al-
cun parametro clinico: RD e stato 2.47 + 0.9 mm per il gruppo test e 2.33 + 0.9 mm per il
gruppo controllo (p=> 0.5), PD e stato di 1.4 + 0.7 mm per il gruppo test e 1.3 * 0.8 mm per il
gruppo controllo (p= > 0.5). KTH & stato di 2.5 + 0.7 mm per il gruppo test e 2.6 + 1 mm. per il
gruppo controllo (p= > 0.5). Lo spessore del tessuto gengivale al baseline e stato di 0.9 + 0.2
mm per il gruppo test e 0.9 + 0.1 mm per il gruppo controllo (p= > 0.5). Dopo I'elevazione del
lembo, lo spessore € stato significativamente diverso tra il gruppo test (0.93 + 0.1 mm.) e il
gruppo controllo (0.46 + 0.1 mm).

Dopo 12 mesi, PD non ha mostrato cambiamenti nei due gruppi (p= > 0.5) mentre RD & dimi-
nuito in entrambi i gruppi rispetto al baseline. Ad un anno il gruppo test ha mostrato in ma-
niera significativa una maggiore riduzione di RD (p= < 0.01) e percentuali maggiori di CRC
(test: 80%; controllo: 35%; p= < 0.01) e RC (test: 92.3%; controllo: 72.5%; p= < 0.01). In ter-
mini di KTH si e riscontrata una diminuzione nel gruppo controllo (- 0.6 mm.p= 0.5) ed un
leggero incremento nel gruppo test (+ 0.2 mm. p=> 0.5).

Le analisi di regressione lineare hanno mostrato un’associazione significativa (p= 0.1) tra la
riduzione della recessione e lo spessore del lembo dopo la sua elevazione: all’'aumentare dello
spessore del lembo, aumenta la riduzione della recessione.
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Outcome centrati sul paziente

Le statistiche descrittive a riguardo sono esposte in Tabella 3. Il sintomo dell'ipersensibilita e
stato presente al baseline in 11/20 siti nel gruppo test e in 12/20 siti nel gruppo controllo
mentre ad 1 anno e stato assente (0%) nel gruppo test e presente in 4/20 (20%) siti nel grup-
po controllo. La scala VAS del discomfort percepito durante la prima settimana e stata di 2.3 +
2.5 per il gruppo test e di 5.5 + 2.4 per il gruppo controllo, mostrando una differenza statisti-
camente significativa tra i due gruppi (p = < 0.01). Le scale VAS riguardanti la valutazione
soggettiva dell’ estetica e la soddisfazione del trattamento ad 1 anno sono state rispettivamen-
te 8.80 £ 1 e 8.47 + 1.1 per il gruppo test e 8.20 + 1.6 e 8.20 = 1.6 per il gruppo controllo, con
nessuna differenza statistica (VAS estetica: p= 0.2 e VAS soddisfazion: p= 0.7 e) tra i due grup-
pi. Considerando queste scale VAS nel range da 5 (giudizio neutro) a 10 (ottimo) é stata ri-
scontrata una differenza significativa nel gruppo test per la scala VAS della soddisfazione (p=
< 0.5) ma non per la scala VAS legata alla valutazione dell’ estetica (p= 0.05).

Discussione

I presente studio clinico randomizzato ha confrontato da un punto di vista clinico e di outco-
me legati al paziente 2 modalita diverse di CAF per il trattamento delle recessioni gengivali di
classe I e II di Miller nel mascellare superiore. L'inclusione del periostio nella parte centrale
del lembo (gruppo test SFST) ha riportato risultati clinici migliori in termini di CRC (outcome
principale) e RC; in questo gruppo si e riscontrato inoltre un maggior decremento
dell'ipersensibilita dentale ed un minore discomfort post-chirurgico.

Le importanti differenze cliniche riscontrate tra i due gruppi sembrano confermare il raziona-
le biologico analizzato, ovvero l'inclusione del periostio nel lembo come fattore contribuente
ad una maggiore stabilita al di sopra della superficie radicolare avascolare.

Durante le prime fasi di guarigione la stabilita del coagulo € messa a rischio dalle forze mec-
caniche che agiscono sui margini della ferita (Kon e coll., 1969, Wikesjo e coll., 1990, Laurens
e coll,, 2006). La tecnica chirurgica che prevede l'inserimento dello scollaperiostio all'interno
del solco per il sollevamento del lembo previene la riduzione dello spessore marginale, evi-
tando la formazione di piccole ferite e mantenendo integra l'intera struttura dell’area sulcula-
re. Lo spessore maggiore dell’area marginale puo giocare un ruolo nell’assorbire o deviare le
forze di rottura della ferita che altrimenti sarebbero trasmesse al coagulo nell’interfaccia su-
perficie radicolare-lembo, assicurando le condizioni biologiche per promuovere la creazione
di un nuovo attacco al posto di un epitelio giunzionale lungo. (Haney e coll., 1993, Wikesjo e
coll, 1991 a, b). Il periostio inoltre, con la sua elevata vascolarizzazione, fornisce
un’importante risorsa di cellule (fibroblasti e macrofagi) e fattori di crescita, accelerando
quindi la formazione di nuovo tessuto rifornendo cellule endoteliali (Potente e coll,, 2011) e
fibroblasti (Griebb e coll,, 2011); la presenza di queste cellule nella ferita parodontale e utile
per velocizzare la transizione da una fase catabolica ad una fase anabolica e quindi alla matu-
razione e la stabilizzazione del coagulo (Griebb e coll,, 2011).

[ risultati clinici ottenuti da questo studio sono in accordo con altre indagini simili dove si
analizzavano una metodica di elevazione a spessore misto ed una elevazione a spessore par-
ziale.

In un case series di 40 pazienti trattati con CAF elevato a spessore misto (De Sanctis & Zuc-
chelli, 2007), la RC ottenuta dopo 1 anno e stata del 98.6% mentre la CRC si e ottenuta
nell’88% dei casi. In maniera molto simile, nel nostro studio la RC e stata del 92,3% e la CRC &
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stata raggiunta nell’ 80% dei casi. In uno studio clinico multicentrico che confrontava un CAF
elevato a spessore misto con I'aggiunta o meno di matrice in collagene (Jepsen e coll,, 2012) e
interessante notare come i risultati clinici sono stati invece minori. Nei siti trattati con il CAF
senza I'aggiunta della matrice in collagene, dopo 6 mesi la RC ottenuta e stata del 72.6% e la
CRC del 31%. Questo puo essere parzialmente giustificato dalla natura dello studio (multicen-
trico con 6 differenti operatori). In accordo con i risultati ottenuti nel gruppo controllo del no-
stro studio (RC di 72,5% e CRC in 35% dei casi), Cortellini e coll. (2009), in uno studio clinico
randomizzato multicentrico per il trattamento di 43 pazienti tramite il CAF elevato a spessore
parziale, hanno ottenuto una RC media del 62.5% ed una CRC nel 37% dei casi dopo un perio-
do di 6 mesi. I risultati del nostro studio sono in accordo anche con dati pubblicati in una re-
cente revisione sistematica (Cairo e coll. 2014) sul trattamento delle recessioni singole me-
diante il CAF, dove si riporta il raggiungimento di una RC tra il 34.2% ed il 96.6% e di una CRC
dal 7.7 % all'88%.

Il differente spessore del lembo dopo le due modalita di elevazione (0.93 * 0.1 mm per il
gruppo test e 0.46 + 0.1 mm per il gruppo controllo) indica la validita dell’approccio “parziale-
totale-parziale” nella preservazione massima dello spessore tissutale nell’area marginale.
Grazie all’analisi di regressione lineare si & evidenziata un’associazione significativa tra la ri-
duzione della recessione e lo spessore del lembo dopo I’elevazione.

In letteratura € ampiamente descritto come sia fondamentale il ruolo occupato dallo spessore
dei tessuti molli nel CAF per raggiungere un successo in termini di copertura radicolare. Come
dimostrato da Baldi e coll. (1999), esiste una forte correlazione tra lo spessore del lembo e la
riduzione della profondita delle recessioni, con uno spessore del lembo di minimo 0.8 mm. a
garanzia dell’ottenimento di una CRC. La stessa associazione tra spessore del lembo e RC ¢
stata dimostrata in una revisione sistematica che indagava se lo spessore del lembo potesse
essere un fattore prognostico nella copertura radicolare (Hwang & Wang, 2006).

Nel nostro studio sono stati raggiunti ottimi risultati di copertura radicolare nel gruppo test,
associate ad un leggero aumento di KTH. Questi risultati sono in accordo con i dati che deri-
vano dal trattamento di recessioni singole con approccio “parziale-totale-parziale” (de Sanctis
& Zucchelli, 2007, Jepsen e coll,, 2012, Del Pizzo e coll., 2005, Modica e coll., 2000). Il gruppo
controllo invece ha mostrato una diminuzione di KTH a seguito di uno scollamento a spessore
totalmente parziale. Tali risultati sono in accordo con i dati ottenuti da Cortellini e. coll.
(2009), dove si osserva una perdita di KT a 6 mesi.

Il presente studio confronta per la prima volta in maniera randomizzata due tecniche diffe-
renti per il CAF nel trattamento di recessioni singole. In uno studio simile Mazzocco e coll.
(2011) hanno studiato I'efficacia di uno spessore parziale confrontato con uno spessore totale,
senza riportare differenze tra i due gruppi in termini di RC media e guadagno di KT dopo un
periodo di guarigione di 6 mesi. Tuttavia la procedura chirurgica prevedeva I’ aggiunta di un
CTG al CAF nel trattamento di recessioni multiple adiacenti.

Nel Consensus Report del X Workshop Europeo di Parodontologia (Tonetti & Jepsen, 2014) si
dichiara come gli outcome correlati al paziente debbano rappresentare il vero outcome in chi-
rurgia mucogengivale. In questo studio clinico gli outcome basati sul paziente sono stati regi-
strati tramite scala VAS, dopo 7 giorni come discomfort e dopo 12 mesi come valutazione
estetica e grado di soddisfazione. E’ stata inoltre registrata la presenza o assenza di ipersensi-
bilita radicolare. Questa e stata riscontrata al baseline in piu della meta’ dei pazienti in en-
trambi i gruppi. La prevalenza di tale sintomatologia si trova in accordo con quella osservati
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in altri studi clinici (Santamaria e coll. 2017, Cortellini e coll. 2009, Pini Prato e coll. 2005). L’
ipersensibilita radicolare a 12 mesi € risultata assente nel gruppo test ma presente in piccola
percentuale nel gruppo controllo. La presenza di tale sensibilita nel gruppo controllo puo es-
sere correlata alla bassa percentuale di CRC ottenuta. Il discomfort ad una settimana percepi-
to dai pazienti del gruppo controllo é stato due volte maggiore di quello percepito dal gruppo
test. La spiegazione puo derivare dal diverso scollamento attuato e quindi da un coagulo san-
guigno maggiore nel CAF a spessore parziale, con difficolta del suo riassorbimento nella prima
settimana di guarigione.

[ risultati della scala VAS a 12 mesi del grado di soddisfazione e della valutazione estetica sono
stati rispettivamente di 8.80 + 1 e 8.47 + 1.1 per il gruppo teste di 8.20 + 1.6 e 8.20 + 1.6 per il
gruppo controllo, a confermare che una riduzione della recessione e |'ottenimento di una CRC
e importante dal punto di vista del paziente. Considerando poi un range da 5 (neutro) a 10
(ottimo) sulla scala VAS della soddisfazione, si puo affermare come questa sia stata maggiore
nel gruppo test probabilmente per la presenza di una prevalenza maggiore di ipersensibilita
radicolare nel gruppo controllo a 12 mesi.

Conclusioni
Considerando i limiti di questo studio, possiamo concludere che:

1) La modulazione del lembo nell’approccio “parziale-totale-parziale” preserva al massi-
mo il suo spessore nella porzione che andra a coprire la superficie radicolare origina-
riamente esposta.

2) La preservazione dello spessore e quindi la presenza del periostio in parte del lembo
ha un ruolo fondamentale nella riduzione della recessione e nell’ottenimento di una
copertura radicolare completa ad un anno di follow up, con risultati migliori per il pa-
Ziente.

3) La copertura radicolare non si associa ad un incremento significativo di KTH ad un an-
no

Parole chiave: coronally advanced flap; gingival recession; complete root coverage; flap eleva-
tion; flap thickness
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Figura 1. CONSORT flow chart dello studio
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Figura 2.

Approccio Parziale-Totale-Parziale (gruppo test) per il trattamento di una recessione gengivale singola.
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XX CONGRESSO NAZIONALE SIdP

“parziale-totale-parziale” “parziale”
(N=22) (N=22)
ETA 38.4 +9 anni 36.4 +12 anni
GENERE 15 donne 14 donne
7 uomini 8 uomini
TIPOLOGIA DENTALE 2 incisivi 3incisivi
12 canini 10 canini
8 premolari 9 premolari
FUMATORI 10 12
Tabella 2. Parametri clinici
“parziale-totale-parziale” “totale”
(N=20) (N=20)
RD (mm)
Baseline 2.47+09 2.33+0.9
12 mesi 0.23+0.5** 0.76 +0.7 *
PD (mm)
Baseline 1.4+0.7 1.3+0.8
12 mesi 1.3+0.8 1.2+04

KT (mm)
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“parziale-totale-parziale” “totale”
(N=20) (N=20)

Baseline 2.5+0.7 26%1
12 mesi 2.7+0,8 2+08*
GT (mm)
prechirurgico 0.9+0.2 09+0.1
FT (mm)
intrachirurgico 093+0.1" 0.46 +0.1
RC (%)
12 mesi 92,3+16.6 * 72,5+ 22.4
CRC (%)
12 mesi 80% (16/20) * 35% (7/20)

* differenza statisticamente significativa intra-gruppo (baseline vs 12 mesi)

# differenza statisticamente significativa inter-gruppo (test vs controllo)
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Tabella 3. Outcome centrati sul paziente

“parziale-totale-parziale” “parziale”
(N=20) (N=20)

IPERSENSIBILITA
baseline 60% (12/20) 55% (11/20)
12 mesi 0% (0/20) * * 20% (4/20) *
VAS DISCOMFORT
7 giorni 23+25" 55+2.4
VAS SODDISFAZIONE
12 mesi 8.47+1.1° 820+ 1.6
VAS ESTETICA
12 mesi 8.80+1 8.20+1.6

* differenza statisticamente significativa intragruppo
# differenza statisticamente significativa intergruppo
§ differenza statisticamente significativa quando il range della scala VAS & considerato da 5 (neutrale) a 10

(ottimo)
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GENGIVITE SPERIMENTALE IN PAZIENTI CON ERUZIONE
PASSIVA ALTERATA: STUDIO CASO-CONTROLLO.
VALUTAZIONE CLINICA E ISTOLOGICA

EXPERIMENTAL GINGIVITIS IN PATIENTS WITH ALTERED PASSIVE
ERUPTION(APE): A CASE CONTROL STUDY. CLINICAL AND HISTOLOGICAL
EVALUATION

Aghazada R*., Marini L*., Ferlosio A.”, Trezza C*., Pacifici E*., Cerroni L*,,
Pilloni A*.

*Sapienza Universita di Roma, Dipartimento di Scienze Odontostomatologiche e Maxillo Facciali,
Cattedra di Parodontologia; *Dipartimento di Scienze Cliniche e Medicina Traslazionale dell’Universita
degli Studi di Roma “Tor Vergata”

Abstract

Background & Aim

Literature suggest that the patients with APE are more susceptible to gingivitis and periodontitis but
there is to-date no clinical study confirming this assumption. The aim of the present study is therefore
to examine the onset, progress and the healing of experimental gingivitis in patients with APE when
compared to patients with normal gingival anatomy.

Methods

For the present controlled, parallel-designed study were selected 9 patients with APE for the test
group and 9 patients without APE as a control group. Experimental gingivitis was induced for 21 days
on three teeth of the selected upper quadrant. Thereafter, patients were instructed to resume the
proper home oral hygiene procedures. The following clinical parameters were obtained from the
selected test and control sites in TO, at 7, 14, 21, 28, 35 and 42 days: AngBS, mGI, PLI, GCF.

After the experimental gingivitis, 5 of 9 patients with APE were treated surgically and the removed
gingival tissue was subjected to histological examination.

Results

On day 21 (T3), at the time of maximum amount of plaque accumulation, there was a statistically
significant difference between two groups in the gingival inflammatory indices AngBS, mGI (p=0.002)
Conclusion

In the case of plaque accumulation, the altered passive eruption is likely to be a predisposing factor for
a more rapid progression of gingivitis with higher inflammation indexes (AngBs and mGI). Even if
gingivitis in patients with altered passive eruption is developed much more rapidly, thorough home
oral hygiene and plaque control conduces to complete clinical recovery.

Riassunto

Background & Scopo

Molti autori affermano che i pazienti con eruzione passiva alterata (EPA) siano piu suscettibili alla
gengivite e alla parodontite, ma non esiste studio clinico che confermi questa supposizione. Lo scopo
dello studio & esaminare insorgenza, progressione e guarigione della gengivite sperimentale nei
pazienti con EPA rispetto ai pazienti con anatomia gengivale normale.

Metodi

Per questo studio clinico parallelo-controllato sono stati selezionati 9 pazienti con EPA come gruppo
test e 9 pazienti con anatomia gengivale normale come gruppo controllo. E stata indo: a una gengivite
sperimentale per 21 giorni su tre denti del quadrante superiore selezionato.

Successivamente i pazienti sono stati istruiti a riprendere le correlate manovre di igiene domiciliare.
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A TO, 7, 14, 21, 28, 35 e 42 giorni sono stati registrati: AngBS, mGI, PLI, GCF. Terminata la fase
sperimentale, 5 pazienti su 9 con EPA sono stati trattati chirurgicamente e il tessuto gengivale rimosso
e stato sottoposto a esame istologico.

Risultati

Al giorno 21, intervallo di massimo accumulo di placca, la differenza tra i due gruppi per gli indici di
infiammazione gengivale AngBS e mGI & stata statisticamente significativa (p=0.002).

Conclusioni

La EPA sembra essere un fattore predisponente per una progressione della gengivite piu rapida, con
indici di inflammazione piu elevati (AngBS e mGI). In entrambi i gruppi, I'igiene orale domiciliare ed il
controllo di placca conduce ad una guarigione clinica completa.

Introduzione

L’eruzione passiva alterata (APE) (anche definita eruzione passiva ritardatal) € una
condizione patologica dovuta a un’alterazione della normale morfologia dell’apparato dento-
parodontale conseguente a un’incompleta eruzione passiva dei denti23. Piu precisamente, si
manifesta quando un dente ha raggiunto il piano occlusale e il margine gengivale e
posizionato tra il terzo apicale e il terzo medio o a livello del terzo coronale della corona
clinica in assenza di inflammazione, ipertrofia o iperplasia della gengiva*>

Nei soggetti con eruzione passiva alterata si possono riscontrare le seguenti caratteristiche
cliniche: corone dentarie corte (lunghezza uguale o inferiore a 8 mm) e di forma quadrata a
causa di un margine gengivale localizzato piu coronalmente rispetto alla normalita e, quindi,
piu lontano dalla giunzione amelo-cementizia (CE]) (puo essere presente una pseudotasca
gengivale o una mancanza di tono della gengiva a causa di quest'anomala posizione del
margine); eccessiva esposizione della gengiva durante l'atto di sorridere (che comporta il
cosiddetto “sorriso gengivale”); festonatura gengivale appiattita®-12

Per quanto riguarda, invece, i possibili fattori di rischio per la salute gengivale e/o
parodontale, in letteratura si evidenzia che gli individui affetti da APE (in particolare i tipi 2A
e 2B)13 presentano, in alcuni casi, un ridotto attacco connettivale, una stretta banda di gengiva
aderente e difficolta nell’igiene orale®.

E stata riportata una relazione tra la presenza di eruzione passiva alterata e gengivite
ulcerativa necrotizzante acuta (GUNA)?!

Scopo dello studio

Sebbene molti autori affermino che i pazienti con eruzione passiva alterata siano piu
suscettibili alla gengivite e alla parodontite!3-15 per la presenza di tessuto gengivale in eccesso,
il quale impedisce le corrette manovre di igiene orale, non esiste ad oggi alcuno studio clinico
che confermi questa supposizione. Lo scopo di questo studio e pertanto quello di esaminare
I'insorgenza, la progressione e la guarigione della gengivite sperimentale nei pazienti con
eruzione passiva alterata rispetto ai pazienti con anatomia gengivale normale.

Materiali e Metodi

Studio clinico: gengivite sperimentale in pazienti con eruzione passiva alterata:

Per realizzare questo lavoro sono stati condotti due studi sperimentali su pazienti affetti da
eruzione passiva alterata: uno di tipo clinico con lo scopo di valutare le modalita di insorgenza
e di guarigione della gengivite; uno di tipo istologico per analizzare le alterazioni a livello
microscopico dovute alla flogosi e le caratteristiche morfologiche dei tessuti gengivali. Per
entrambi gli studi & stata ottenuta I'approvazione da parte del Comitato Etico dell’Azienda
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Ospedaliera Universitaria Policlinico Umberto I di Roma (Rif. 4398 per lo studio clinico e Rif.
3771 per lo studio istologico).

Presso il Dipartimento di Scienze Odontostomatologiche e Maxillo Facciali (Sapienza
Universita di Roma), Reparto di Parodontologia, sono stati selezionati 9 pazienti affetti da
eruzione passiva alterata per il gruppo caso e 9 pazienti con normale anatomia dei tessuti
gengivali per il gruppo controllo.

Criteri di selezione dei pazienti:

Inclusione:

Eta tra 18-25 anni
Sestanti anteriori superiore e inferiore completi
Profondita di sondaggio < 3 mm

Esclusione:

Tabagismo

Parodontite

Malattie sistemiche

Attrito patologico e bruxismo
Immunocompromissione

Assunzione di farmaci

Stato di gravidanza o allattamento

Dipendenza da alcool e/o sostanze stupefacenti
Disturbi psichiatrici

Restauri protesici e/o conservativi nel settore di interesse
Lesioni periapicali o endo-parodontali

Denti mal posizionati

Alterazioni morfologiche della corona dentaria

Per questa sperimentazione sono stati presi in considerazione i seguenti indici:

Volume di Fluido Crevicolare Gengivale (GCF): Per calcolarne il volume, il fluido
crevicolare gengivale é stato raccolto mediante I'utilizzo di sottili strisce di carta assorbente
(Periopaper; OraFlow Inc., Plainview, NY, USA). Previa asciugatura tramite 1'utilizzo della
siringa ad aria degli elementi dentari da esaminare e dopo isolamento della zona di
interesse con rulli di cotone, le Periopaper sono state inserite delicatamente (fino ad
avvertire una leggera resistenza, al fine di evitare qualsiasi trauma meccanico ai tessuti
molli) all'interno del solco gengivale in corrispondenza del terzo mesiale della superficie
vestibolare dei denti in esame. Dopo essere rimaste in posizione per 5 secondi, esse sono
state trasferite nel Periotron 8000 (OraFlow Inc., Plainview, NY, USA), una specifica
apparecchiatura elettronica per la determinazione del volume del fluido crevicolare
preliminarmente calibrata. Questa macchina ha fornito dei valori digitali ottenuti
dall'interpretazione dell'umidita delle Periopaper; essi, successivamente, sono stati
convertiti in microlitri per una piu facile analisi delle quantita di fluido crevicolare
gengivale cosi ottenute. Eventuali strisce di carta contaminate da sangue durante le
rilevazioni sono state scartate e il valore corrispondente é stato segnato come mancante.
Questo perché il sito dentario in questione sarebbe risultato compromesso a causa del
sanguinamento anche in caso di ripetizione della misurazione.
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- Plaque Index (PI - Loe and Silness)'6: E stato determinato con l'aiuto di un rilevatore di
placca liquido (PlagSearch, TePe, Sweden) applicato, tramite un pellet di cotone, sull’intera
superficie coronale dei denti.

- Quigley Hein Plaque Index (Modified by Turesky) (QHT)7: Per agevolarne
l'interpretazione, e stato applicato, come precedentemente descritto, un rilevatore di placca
(PlagSearch, TePe, Sweden).

- Angulated Bleeding Score (AngBS)!8: rappresenta un sensibile indicatore di precoci
cambiamenti tissutali dovuti a infiammazione, che si manifestano con un sanguinamento
gengivale spontaneo o provocato per mezzo di una sonda parodontale (nel nostro caso una
sonda PCP-15 UNC) inserita nel solco con un’angolazione di circa 60° rispetto all’asse
longitudinale del dente.

- Modified Gingival Index (mGI)!¢: essendo basato su un approccio non invasivo, non
richiede l'utilizzo di una sonda parodontale, evitando in questo modo di mobilitare la
placca e di causare I'insorgenza o la progressione di un’infiammazione dei tessuti gengivali.
Stabilisce la severita di un’eventuale gengivite

In questa sperimentazione sono state previste 8 visite a distanza di una settimana l'una

dall’altra (Fig.1):

= Prima visita o visita preliminare (T-1): ciascun paziente € stato sottoposto a una seduta di
igiene orale professionale, comprendente I'ablazione del tartaro e il polishing. E stato, poi,
motivato e istruito a eseguire precise manovre di igiene orale quotidiane tramite I'utilizzo
di uno spazzolino elettrico (Oral-B Pro 3000, Braun, Procter and Gamble, USA), di un
dentifricio specifico (AZ Pro-Expert, Procter and Gamble, USA) e di uno scovolino
interdentale (TePe, Sweden) (di dimensioni scelte in base a ogni paziente) da noi
consegnati. Questo allo scopo di standardizzare i valori di baseline di tutti i pazienti
coinvolti nello studio. Nel corso della stessa visita, é stata, inoltre, rilevata un’impronta in
alginato dell’arcata dentaria comprendente il settore di interesse. Il modello in gesso
ottenuto da queste impronte e stato utilizzato, quindi, per realizzare una mascherina
termostampata in resina trasparente relativa alla meta degli elementi dentari presi in
esame. Tale mascherina e stata consegnata in occasione della visita successiva.

- Seconda visita (T0): sono state controllate le condizioni igieniche orali e di salute gengivale
di ciascun paziente. In caso di persistenza di placca o di comparsa di infiammazione, e stata
ripetuta la seduta di igiene orale professionale ed é stato chiesto al paziente di ripresentarsi la
settimana successiva per una nuova visita TO; in caso, invece, di salute gengivale il paziente ha
potuto proseguire le ulteriori fasi dello studio. Dunque, sono stati valutati gli indici
sopraesposti ed e stata consegnata la mascherina realizzata in precedenza sulla base delle
impronte rilevate al tempo T-1. Ogni paziente per le tre successive settimane ha dovuto
indossare la mascherina durante le manovre di igiene orale domiciliare al fine di escludere
dalle stesse i denti interessati e indurvi, quindi, la gengivite sperimentale.
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Fig.1. Flowchart dello studio sulla gengivite sperimentale

T1: dopo la prima settimana di utilizzo della mascherina, sono stati nuovamente registrati gli
indici di valutazione di ciascun paziente.
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= T2: questa fase si & svolta in modo analogo alla precedente.

- T3:al termine della terza settimana di applicazione della mascherina, sono stati annotati gli
indici usati nello studio e, da protocollo, al paziente é stato chiesto di abbandonare I'utilizzo
della mascherina e di ripristinare anche nel settore finora escluso le manovre di igiene
orale domiciliare illustrate inizialmente.

= T4: trascorsa una settimana di igiene orale quotidiana senza l'applicazione della
mascherina, sono stati ancora rilevati gli indici di valutazione.

- T5: come nelle precedenti visite, e stata ripetuta I'analisi degli indici.

- Té6: alla fine dell'ultima settimana prevista dal protocollo della sperimentazione, sono stati
registrati un’ultima volta gli indici di valutazione ed e stata effettuata un’addizionale seduta
di igiene orale professionale che ha incluso, come al tempo T-1, sia un’ablazione del tartaro
sia un trattamento di polishing.

Studio istologico: analisi microscopica dei tessuti gengivali in pazienti con eruzione passiva
alterata

Sono stati selezionati 5 pazienti con eruzione passiva alterata tra quelli giunti alla nostra
osservazione presso il Dipartimento di Scienze Odontostomatologiche e Maxillo Facciali
(Sapienza Universita di Roma), Reparto di Parodontologia, e che hanno partecipato anche allo
studio clinico sulla gengivite sperimentale. I criteri di inclusione ed esclusione utilizzati per
scegliere tali pazienti sono analoghi a quelli elencati prima, ai quali & stato aggiunto, come
ulteriore parametro di inclusione, la richiesta esplicita da parte del paziente di un trattamento
volto a migliorare I'aspetto estetico del proprio sorriso.

[ pazienti con sorriso gengivale selezionati sono stati sottoposti a un intervento chirurgico che
ha previsto la realizzazione di un lembo a riposizionamento apicale. E stata eseguita
un’anestesia locale per infiltrazione con vasocostrittore (mepivacaina con adrenalina
1:100.000) a livello di ciascuno degli elementi dentari del sestante coinvolto. Con l'ausilio di
una sonda parodontale millimetrata (PCP-15 UNC) é stata riportata la misura radiografica
della corona anatomica di ciascun dente sull’elemento stesso ed ¢ stata calcolata la differenza
tra la lunghezza della corona anatomica e corona clinica. E stato cosi possibile creare dei punti
di riferimento usati come guida per effettuare, tramite una lama da bisturi Bard-Parker n. 15C,
un’incisione paramarginale posta mediamente circa 0,5 mm coronalmente alla CE]J e parallela
a essa. E stata realizzata un’incisione intrasulculare per rimuovere la banda di gengiva
aderente in eccesso precedentemente incisa. Il tessuto prelevato e stato, quindi, trasferito in
un contenitore con all'interno formalina tamponata al 10% per la fissazione del frammento
stesso. Ogni campione & stato prelevato in toto e orientato in modo da identificare I'epitelio
gengivale e il tessuto connettivo sottostante. Ogni contenitore con il frammento tissutale
fissato & stato successivamente inviato al Dipartimento di Biomedicina e Prevenzione
dell’Universita Tor Vergata di Roma per I'esame istologico. Presso questo Dipartimento i
campioni sono stati processati e inclusi in paraffina per poter tagliare sezioni seriali colorate
con ematossilina-eosina. Tali sezioni sono state, poi, analizzate al microscopio ottico (Nikon
eclipse 1200, Tokyo, Japan) e sono state acquisite delle immagini tramite una telecamera
digitale (Nikon, Tokyo, Japan). Partendo dall'incisione paramarginale tracciata inizialmente, &
stato sollevato fino alla linea mucogengivale mediante uno scollaperiostio un lembo a tutto
spessore in modo da scoprire 'osso alveolare sottostante. Dopo l'esposizione del tessuto
osseo, e stata valutata la distanza della cresta alveolare rispetto alla CEJ: se minore di 1 mm,
una resezione ossea e stata associata all'intervento chirurgico principale. Questa fase,
realizzata con l'ausilio di una fresa diamantata a palla a grana fine/media montata su turbina,
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si e resa indispensabile per ricreare un profilo osseo festonato e parallelo alla CE]J, per
ottenere uno spazio di almeno 2 mm tra CE] e cresta alveolare (consentendo il ripristino di
un’ampiezza biologica ottimale) e per consentire il ricollocamento del margine gengivale alla
giusta altezza. Dopo aver stabilito la corretta collocazione del margine gengivale, il lembo &
stato riposizionato rispetto al livello originario e fissato in sede leggermente coronale alla CE]
apponendo punti staccati con suture 6-0. Per mezzo di questa procedura, € stato possibile
realizzare una chiusura e una guarigione della ferita chirurgica per prima intenzione. [ punti
di sutura sono stati rimossi dopo almeno 7 giorni.

Al termine dell'intervento chirurgico sono state fornite ai pazienti alcune istruzioni da
osservare nel periodo postoperatorio:

- effettuare sciacqui con collutorio a base di clorexidina allo 0,12% 2 volte al giorno per 2
settimane;

- assumere ibuprofene 400 mg per 2-4 volte al giorno, al bisogno;

- evitare le manovre di igiene orale e qualsiasi altro tipo di trauma nella zona interessata per
2 settimane;

Risultati

Analisi statistica dello studio clinico

Gli indici rilevati clinicamente per ciascuno dei 9 pazienti, sia del gruppo test sia del gruppo
controllo, sono stati suddivisi tra lato in cui € stata indotta la gengivite sperimentale tramite
I'uso della mascherina (lato A) e lato sottoposto a regolari manovre di igiene orale domiciliare
(lato B). I dati sono riepilogati con media, mediana, deviazione standard e intervallo
interquartilico. Per valutare la differenza e stato utilizzato il log-rank test. Il livello di
significativita statistica &€ 0,05 (tab. 1 e tab. 2). Sono stati, quindi, sottoposti ad analisi statistica
e per i vari confronti tra i due gruppi & stato calcolato il valore di p al fine di determinare
I'eventuale significativita statistica. Valori di p inferiori a 0,01 (p<0,01) sono stati considerati
statisticamente molto significativi, valori di p compresi tra 0,01 e 0,05 (0,01<p<0,05) sono
stati considerati statisticamente significativi, mentre valori di p superiori a 0,05 (p=0,05) sono
stati considerati statisticamente non significativi.
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Tabella 1 - Valori statistici degli indici clinici relativi al gruppo caso (pazienti con APE)

Media | Mediana | Moda | Deviazione Standard | Minimo | Massimo

PIATO 0,00 0,00 0 0,00 0 0
PIBTO 0,00 0,00 0 0,00 0 0
PIAT1 1,22 1,00 1 0,44 1 2
PIBT1 0,22 0,00 0 0,44 0 1
PIAT2 2,11 2,00 2 0,60 1 3
PIBT2 0,22 0,00 0 0,44 0 1
PIAT3 2,33 2,00 2 0,50 2 3
PIBT3 0,22 0,00 0 0,44 0 1
PIAT4 0,78 1,00 1 0,44 0 1
PIBT4 0,11 0,00 0 0,33 0 1
PIAT5 0,67 1,00 0 0,71 0 2
PIBT5 0,11 0,00 0 0,33 0 1
PIAT6 0,56 1,00 1 0,53 0 1
PIBT6 0,11 0,00 0 0,33 0 1
QHTATO 0,00 0,00 0 0,00 0 0
QHTBTO 0,00 0,00 0 0,00 0 0
QHTAT1 3,00 3,00 3 0,71 2 4
QHTBT1 0,89 0,00 0 1,45 0 4
QHTAT2 4,22 4,00 5 0,83 3 5
QHTBT2 0,22 0,00 0 0,44 0 1
QHTAT3 4,67 5,00 5 0,50 4 5
QHTBT3 0,11 0,00 0 0,33 0 1
QHTAT4 1,56 1,00 0 1,67 0 4
QHTBT4 0,11 0,00 0 0,33 0 1
QHTATS 1,22 1,00 0 1,72 0 5
QHTBTS5 0,11 0,00 0 0,33 0 1
QHTAT6 1,22 1,00 0 1,64 0 4
QHTBT6 0,11 0,00 0 0,33 0 1
AngBSATO 0,00 0,00 0 0,00 0 0
AngBSBTO 0,00 0,00 0 0,00 0 0
AngBSAT1 0,78 1,00 1 0,67 0 2
AngBSBT1 0,11 0,00 0 0,33 0 1
AngBSAT?2 1,22 1,00 1 0,67 0 2
AngBSBT2 0,00 0,00 0 0,00 0 0
AngBSAT3 1,78 2,00 2 0,44 1 2
AngBSBT3 0,00 0,00 0 0,00 0 0
AngBSAT4 0,67 1,00 0 0,71 0 2
AngBSBT4 0,00 0,00 0 0,00 0 0
AngBSATS 0,44 0,00 0 0,53 0 1
AngBSBT5 0,00 0,00 0 0,00 0 0
AngBSAT6 0,33 0,00 0 0,50 0 1
AngBSBT6 0,00 0,00 0 0,00 0 0
mGIATO 0,00 0,00 0 0,00 0 0
mGIBTO 0,00 0,00 0 0,00 0 0
mGIAT1 1,00 1,00 1 0,50 0 2
mGIBT1 0,22 0,00 0 0,67 0 2
mGIAT2 1,89 2,00 2 1,05 0 3
mGIBT2 0,00 0,00 0 0,00 0 0
mGIAT3 2,78 3,00 3 0,44 2 3
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Media | Mediana | Moda | Deviazione Standard | Minimo | Massimo
mGIBT3 0,00 0,00 0 0,00 0 0
mGIAT4 1,22 1,00 1 0,83 0 3
mGIBT4 0,00 0,00 0 0,00 0 0
mGIATS 1,11 1,00 1 0,601 0 2
mGIBT5 0,00 0,00 0 0,00 0 0
mGIAT6 0,67 1,00 0 0,71 0 2
mGIBT6 0,00 0,00 0 0,00 0 0
GCFATO 0,10 0,08 0,06 0,04 0,06 0,18
GCFBTO 0,11 0,09 0,06 0,06 0,04 0,20
GCFAT1 0,18 0,19 0,09 0,06 0,09 0,26
GCFBT1 0,13 0,13 0,07 0,05 0,07 0,25
GCFAT2 0,28 0,23 0,13 0,19 0,13 0,78
GCFBT2 0,16 0,14 0,07 0,07 0,07 0,28
GCFAT3 0,33 0,25 0,20 0,17 0,20 0,69
GCFBT3 0,14 0,13 0,06 0,07 0,06 0,25
GCFAT4 0,21 0,09 0,05 0,23 0,05 0,70
GCFBT4 0,12 0,07 0,07 0,10 0,05 0,31
GCFATS 0,15 0,13 0,07 0,13 0,07 0,49
GCFBT5 0,12 0,10 0,06 0,06 0,06 0,25
GCFAT6 0,11 0,09 0,04 0,07 0,04 0,26
GCFBT6 0,12 0,14 0,06 0,05 0,06 0,18

Tabella 2 - Valori statistici degli indici clinici relativi al gruppo controllo (pazienti senza APE)

Media | Mediana | Moda Deviazione Standard Minimo Massimo
PLATO 0,00 0,00 0 0,00 0 0
PLBTO 0,00 0,00 0 0,00 0 0
PLAT1 1,44 1,00 1 0,73 1 3
PLBT1 0,00 0,00 0 0,00 0 0
PLAT2 1,56 2,00 2 0,53 1 2
PLBT2 0,11 0,00 0 0,33 0 1
PLAT3 2,22 2,00 2 0,44 2 3
PLBT3 0,11 0,00 0 0,33 0 1
PLAT4 0,78 1,00 1 0,44 0 1
PLBT4 0,00 0,00 0 0,00 0 0
PLAT5 0,56 1,00 1 0,53 0 1
PLBT5 0,22 0,00 0 0,44 0 1
PLAT6 0,33 0,00 0 0,50 0 1
PLBT6 0,00 0,00 0 0,00 0 0
QHTATO 0,00 0,00 0 0,00 0 0
QHTBTO 0,00 0,00 0 0,00 0 0
QHTAT1 3,44 4,00 4 1,01 2 5
QHTBT1 0,00 0,00 0 0,00 0 0
QHTAT2 4,67 5,00 5 0,71 3 5
QHTBT2 0,11 0,00 0 0,33 0 1
QHTAT3 4,89 5,00 5 0,33 4 5
QHTBT3 0,11 0,00 0 0,33 0 1
QHTAT4 1,22 1,00 1 0,97 0 3
QHTBT4 0,00 0,00 0 0,00 0 0
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Media Mediana | Moda Deviazione Standard Minimo Massimo
QHTATS 1,00 1,00 0 1,32 0 4
QHTBTS5 0,33 0,00 0 0,71 0 2
QHTAT6 0,56 0,00 0 1,33 0 4
QHTBT6 0,00 0,00 0 0,00 0 0
AngBSATO 0,00 0,00 0 0,00 0 0
AngBSBTO0 0,00 0,00 0 0,00 0 0
AngBSAT1 0,11 0,00 0 0,33 0 1
AngBSBT1 0,00 0,00 0 0,00 0 0
AngBSAT2 0,22 0,00 0 0,44 0 1
AngBSBT2 0,00 0,00 0 0,00 0 0
AngBSAT3 0,67 1,00 1 0,50 0 1
AngBSBT3 0,00 0,00 0 0,00 0 0
AngBSAT4 0,11 0,00 0 0,33 0 1
AngBSBT4 0,00 0,00 0 0,00 0 0
AngBSAT5 0,11 0,00 0 0,33 0 1
AngBSBT5 0,00 0,00 0 0,00 0 0
AngBSAT6 0,00 0,00 0 0,00 0 0
AngBSBT6 0,00 0,00 0 0,00 0 0
mGIATO 0,00 0,00 0 0,00 0 0
mGIBTO 0,00 0,00 0 0,00 0 0
mGIAT1 0,78 1,00 1 0,44 0 1
mGIBT1 0,00 0,00 0 0,00 0 0
mGIAT2 0,89 1,00 1 0,33 0 1
mGIBT2 0,00 0,00 0 0,00 0 0
mGIAT3 1,33 1,00 1 0,50 1 2
mGIBT3 0,00 0,00 0 0,00 0 0
mGIAT4 0,11 0,00 0 0,33 0 1
mGIBT4 0,00 0,00 0 0,00 0 0
mGIAT5 0,11 0,00 0 0,33 0 1
mGIBT5 0,00 0,00 0 0,00 0 0
mGIAT6 0,00 0,00 0 0,00 0 0
mGIBT6 0,00 0,00 0 0,00 0 0
GCFATO 0,11 0,12 0,05 0,03 0,05 0,14
GCFBTO 0,11 0,10 0,12 0,03 0,07 0,15
GCFAT1 0,19 0,19 0,12 0,05 0,12 0,30
GCFBT1 0,11 0,10 0,13 0,03 0,08 0,16
GCFAT2 0,18 0,18 0,19 0,06 0,09 0,28
GCFBT2 0,10 0,11 0,02 0,05 0,02 0,15
GCFAT3 0,22 0,23 0,15 0,04 0,15 0,30
GCFBT3 0,10 0,08 0,07 0,04 0,05 0,18
GCFAT4 0,13 0,12 0,07 0,05 0,07 0,22
GCFBT4 0,11 0,12 0,08 0,03 0,08 0,17
GCFATS 0,08 0,07 0,04 0,03 0,04 0,13
GCFBT5 0,07 0,07 0,03 0,04 0,03 0,15
GCFAT6 0,08 0,08 0,04 0,04 0,04 0,15
GCFBT6 0,08 0,06 0,03 0,05 0,03 0,16

[ gruppi test e controllo sono stati paragonati in relazione all’'accumulo di placca, al grado di
infiammazione gengivale e al volume di fluido crevicolare gengivale. Per tali confronti sono
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stati presi in considerazione soltanto i valori statistici relativi al lato A, poiché quelli
riguardanti il lato B non hanno mostrato significative differenze tra i gruppi test e controllo.

Accumulo di placca: per quanto riguarda PI, non ci sono state importanti differenze tra i due
gruppi ai diversi tempi dello studio (p=0,436). Al tempo T1, Pl era 1,22 + 0,44 nel gruppo test
e 1,44 = 0,73 nel gruppo controllo (p=0,666). Al tempo T3, Pl era 2,33 * 0,50 nel gruppo test e
2,22 * 0,44 nel gruppo controllo (p=0,113). Al tempo T6, i valori di PI erano simili al tempo
TO, cioé 0,56 + 0,53 nel gruppo test e 0,33 * 0,50 nel gruppo controllo.

Anche per quanto concerne QHT, non ci sono state differenze rilevanti tra i due gruppi ai vari
tempi dello studio (p=0,258). Al tempo T1, QHT era 3,00 + 0,71 nel gruppo test e 3,44 + 1,01
nel gruppo controllo (p=0,340). Al tempo T3, QHT era 4,67 * 0,50 nel gruppo test e 4,89 + 0,33
nel gruppo controllo (p=0,436). Al tempo T6, QHT era 1,22 + 1,64 nel gruppo teste 0,56 = 1,33
nel gruppo controllo (p=0,258).

Inflammazione gengivale: per analizzare il grado di infiammazione gengivale sono stati
valutati gli indici AngBS (fig.2) e mGI (fig.3). Al tempo T1 tutti i parametri clinici relativi alle
condizioni gengivali erano similmente bassi in entrambi i gruppi test e controllo: AngBS era
0,78 = 0,67 nel gruppo test e 0,11 + 0,33 nel gruppo controllo (p=0,05 al limite della
significativita statistica); mGI era 1,00 + 0,50 nel gruppo test e 0,78 + 0,44 nel gruppo
controllo (p=1,00 il massimo della non significativita statistica). Al tempo T3, che rappresenta
il momento di massimo accumulo di placca, sono state registrate differenze statisticamente
significative tra i due gruppi relativamente agli indici di inflammazione gengivale: AngBs era
1,78 £ 0,44 nel gruppo test e 0,67 + 0,50 nel gruppo controllo (p=0,002 statisticamente molto
significativo); mGI era 2,78 +0,44 nel gruppo test e 1,33 + 0,50 nel gruppo controllo
(p=0,002). Alla risoluzione della gengivite sperimentale (T6), la differenza tra gli indici
inflammatori era insignificante: AngBS era 0,33 * 0,50 nel gruppo test e 0,00 nel gruppo
controllo (p=0,206); mGI era 0,67 * 0,71 nel gruppo test e 0,00 nel gruppo controllo
(p=0,029).
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Fluido crevicolare gengivale (ul): tra il tempo T1 e il tempo T3 GCF e variato da 0,18 = 0,06
a 0,33 £ 0,17 nel gruppo test e da 0,19 + 0,05 a 0,22 * 0,04 nel gruppo controllo. Nel picco di
accumulo di placca e di infiammazione (T3) la differenza tra i due gruppi non era
statisticamente significativa (p=0,057). Al termine dello studio, erano simili in entrambi i
gruppi: infatti, al tempo T6, GCF era 0,11 * 0,07 nel gruppo test e 0,08 = 0,04 nel gruppo
controllo, valori simili a quelli del tempo TO0, ossia 0,10 * 0,06 nel gruppo teste 0,11 + 0,03 nel
gruppo controllo (p=1,00).

Esame microscopico dello studio istologico

Dall'insieme delle analisi istologiche & stato possibile notare che tutti i pazienti tranne uno
presentavano aspetti microscopici di una gengivite cronica di diverso grado di gravita.

Andando a esaminare I'epitelio del solco gengivale (fig. 4 A), sono stati evidenziati segni tipici
di inflammazione acuta (fig. 4 B) tra cui spongiosi, esocitosi neutrofila e, nei casi piu gravi,
vere ulcerazioni (fig. 4 C) con esposizione della sottostante lamina propria contenente tessuto
flogistico di granulazione. L’epitelio gengivale circostante mostrava aspetti di iperplasia
reattiva con allungamento della rete ridges e acantosi. A ci0 si associava la presenza
dell'infiltrato infiammatorio cronico linfo-plasmacellulare anche in questo caso con diversi
gradi di intensita (da sparso perivascolare a diffuso a intenso)

Per quanto riguarda il collagene, le fibre mantenevano un orientamento normale per quanto
noto in letteratura. Dividendo il tessuto subepiteliale in due porzioni principali (fig. 5 A), una
superficiale e una profonda, le fibre collagene erano piu dense nella parte profonda con un
andamento parallelo all’epitelio gengivale da cui si distaccavano le fibre superficiali meno
dense (meno numerose e piu sottili) con un andamento a “raggera” rispetto 'osso alveolare e
la radice ma perpendicolari all’epitelio di rivestimento gengivale (fig. 5 B).

Aspetti particolari delle fibre collagene dei pazienti in esame sono risultati essere 'aumento
del numero e della dimensione (dovuto a una sostanziale sclerotizzazione) delle fibre
collagene profonde (fig. 5 C) e la minore lassita di quelle superficiali (fig. 5 D).

Le caratteristiche microscopiche emerse dagli esami istologici dei frammenti gengivali
prelevati in questo studio confermano l'ipotesi della presenza di un traumatismo cronico in
soggetti affetti da eruzione passiva alterata, associato ai segni istologici di gengivite cronica
stabile plasmacellulare.

Inoltre, si puod ipotizzare che l'eccesso di gengiva aderente evidenziabile clinicamente in
individui con eruzione passiva alterata derivi sia da un’anomalia anatomica sia da un vero
aumento di fibre collagene del tessuto connettivo (anche in assenza di un’iperplasia gengivale
propriamente detta) sostenuto da un’irritazione cronica non necessariamente associata a
placca batterica. Tuttavia, non e attualmente possibile stabilire se tale aumento delle fibre
collagene sia dovuto solo a irritazione cronica o anche a un’anomala funzione dei fibroblasti, a
un’alterazione degli enzimi preposti alla degradazione delle fibre stesse (proteasi e
metalloproteinasi), a difetti dei meccanismi di inibizione di tali enzimi (inibitori delle
metalloproteinasi o TIMP) oppure a una combinazione di due o piu di questi fattori.
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Fig.4. Spiegazione nel testo

Fig.5. Spiegazione nel testo
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Conclusione

Nel nostro studio clinico sulla gengivite sperimentale & risultato che tra i pazienti con
eruzione passiva alterata (gruppo test) e quelli con una normale anatomia gengivale (gruppo
controllo) non ci sono importanti differenze per quanto riguarda la modalita di accumulo di
placca e la quantita della stessa. Se i pazienti con eruzione passiva alterata osservano una
scrupolosa igiene orale possono mantenere la salute gengivale esattamente come i pazienti
privi di tale anomalia morfologica. Tuttavia, in caso di accumulo di placca, I'eruzione passiva
alterata sembra rappresentare un fattore predisponente allo sviluppo della gengivite con piu
rapida progressione e indici di inflammazione (AngBS e mGI) piu elevati. Infatti, al tempo T3,
che rappresenta il momento di massimo accumulo di placca, dal confronto di questi indici
relativi ai gruppi caso e controllo e risultata una differenza statisticamente significativa
(p=0,002). C’e da notare, pero, che nonostante I'importante infiammazione gengivale, anche i
pazienti con eruzione passiva alterata sembrano rispondere in maniera ottimale alla terapia
(che prevede regolari e attente manovre di igiene orale domiciliare e l'igiene orale
professionale), tanto che al tempo T6 (termine della sperimentazione) le differenze negli
indici infiammatori tra i due gruppi erano prive di significativita (p=0,206 per AngBS).
Malgrado cio, mentre i pazienti del gruppo controllo risultavano tutti completamente guariti
dalla gengivite sperimentale, alcuni dei pazienti con eruzione passiva alterata continuavano a
mostrare qualche segno di inflammazione gengivale (p=0,029 per mGI).

Da quanto affermato finora, e possibile evincere che soggetti con eruzione passiva alterata
presentano un rischio maggiore di insorgenza di patologia gengivale e, quindi, verosimilmente
anche parodontale, soprattutto nei casi in cui ci sia gia un’alta predisposizione allo sviluppo di
una tale problematica.

Valutando contemporaneamente i risultati del nostro studio clinico e del nostro studio
istologico, & interessante notare come anche i pazienti affetti da eruzione passiva alterata che
al tempo T6 dello studio clinico e immediatamente prima dell’intervento chirurgico effettuato
nello studio istologico non presentavano segni clinici di gengivite, hanno mostrato, invece,
segni di inflammazione acuta o cronica a livello microscopico.

Dai risultati del nostro studio istologico, dunque, vista l'infiammazione cronica, & possibile
ritenere giustificato il trattamento chirurgico dell’eruzione passiva alterata. Tale trattamento
andrebbe cosi non solo a risolvere le problematiche estetiche associate al sorriso gengivale
che caratterizza questa condizione patologica ma anche a ridurre il traumatismo cronico che
attualmente sembra essere alla base della predisposizione alla patologia gengivale e/o
parodontale dei soggetti affetti da APE o, comunque, sembra sostenere nel tempo la gengivite
cronica e la deposizione delle fibre collagene.
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Riassunto

Obiettivo: confrontare la morbilita post-operatoria di interventi di rialzo di seno mascellare
con approccio transcrestale (tSFE) o laterale (ISFE) e concomitante inserimento implantare.
Materiali e metodi: lo studio multicentrico, randomizzato, a gruppi paralleli & stato condotto
su pazienti con 21 sito mascellare posteriore edentulo con altezza ossea residua (RBH) di 3+6
mm. tSFE (eseguito con tecnica Smart Lift) é stato associato a biomateriale eterologo e
matrice collagenica; ISFE e stato associato a biomateriale eterologo e I'antrosotomia € stata
protetta con membrana riassorbibile. L’'inserimento implantare e avvenuto contestualmente
alle procedure di rialzo. Il decorso post-operatorio e stato valutato mediante questionari, il
livello di dolore (VASpain) mediante scala analogica visiva di 100 mm, compilati dal paziente.
Risultati: Ventisette pazienti hanno completato lo studio nel gruppo tSFE, 28 nel ISFE. Non
sono state rilevate differenze significative inter-gruppo in termini di incidenza di perforazione
di membrana, VASp.in € dose di analgesici assunti dal paziente. Rispetto a ISFE, tSFE e stato
caratterizzato da significativamente minori: tempo alla poltrona, limitazioni nell’eseguire
attivita quotidiane o aprire la bocca, incidenza di gonfiore, lividi e sanguinamento/secrezione
nasale.

Conclusioni: In siti posteriori mascellari con altezza ossea residua di 3-6 mm, tSFE sembra
presentare vantaggi (minori tempo alla poltrona e morbilita) rispetto a ISFE.

Introduzione

Nel seno mascellare posteriore edentulo, 'intervento di rialzo del pavimento del seno
mascellare, con approccio laterale (ISFE) o transcrestale (tSFE), rappresenta una valida
opzione chirurgica per aumentare in senso verticale la quantita di osso disponibile (Lundgren
et al. 2017). Tale tecnica consente di ottenere sostanziali rialzi verticali della cresta ossea
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residua associati ad alti tassi di sopravvivenza implantare (Pjetursson et al. 2008, Tan et al.
2008, Del Fabbro et al. 2012, 2013, Corbella et al. 2015).

Diversi studi clinici hanno dimostrato come tSFE e ISFE siano procedure efficaci in termini di
risultati clinici (Zitzmann & Scharer 1998, Krenmair et al. 2007, Jurisic et al. 2008, Cannizzaro
et al. 2009, Tetsch et al. 2010, Kim et al. 2011, Al-Almaie et al. 2013, Yu et al. 2017,
Temmerman et al. 2017), ma come si associno a livelli diversi di morbilita post-operatoria.
Dai dati di tali studi, pero, non € possibile confrontare in maniera chiara le due procedure,
perché nessuno di questi studi e stato strutturato con disegno randomizzato, né ha eseguito
confronti in condizioni sperimentali simili, (es., altezza ossea residua dei siti trattati, numero
di impianti inseriti per paziente, protocollo di guarigione sommerso o transmucoso).

Scopo del presente studio clinico controllato randomizzato € stato, pertanto, confrontare la
morbilita post-operatoria di procedure tSFE e ISFE con contestuale inserimento implantare, in
creste alveolari di altezza ridotta (i.e. tra 3 e 6 mm).

Materiali e metodi

Disegno sperimentale

Il presente e uno studio clinico bicentrico, randomizzato, a gruppi paralleli, in singolo cieco.
Lo studio € parte di un progetto di ricerca piu ampio, avente lo scopo di confrontare tSFE e
ISFE sotto diversi aspetti, quali sopravvivenza impiantare, esiti radiografici, rapporto costo-
beneficio e qualita di vita del paziente. Il protocollo sperimentale € stato preparato in accordo
con le linee guida per la stesura degli studi clinici randomizzati controllati (CONSORT)
(http://www.consort-statement.org/) ed & stato registrato nel sito www.clinicaltrials.gov
(study ID: NCT02415946). Il protocollo sperimentale e stato approvato dal Comitato Etico
Locale di Ferrara (numero protocollo: 140386) e di Modena-Reggio Emilia, Italia (numero
protocollo: 144/14). Ogni paziente ha fornito consenso informato scritto prima della
partecipazione allo studio.

Popolazione di studio

[ pazienti sono stati selezionati in 2 centri ospedaliero-universitari (Ferrara e Modena, Italia)
in accordo con i criteri di inclusione/esclusione elencati in tabella 1, e sono stati trattati
presso gli stessi centri. Qualora un paziente avesse presentato due sestanti posteriori
mascellari eligibili per lo studio, uno dei due ¢ stato selezionato in modo casuale per lo studio.

Assegnazione del trattamento e occultamento dell’assegnazione

Ogni paziente e stato assegnato al gruppo tSFE o ISFE in base ad una lista di randomizzazione
generata da un computer. Quest'ultima € stata elaborata in maniera tale da bilanciare la
distribuzione dei pazienti nei due centri e nei due gruppi in termini di trattamento
sperimentale e numero di impianti inseriti per paziente. L’assegnazione di ogni paziente al
trattamento e stata trasferita all'operatore mediante busta sigillata, da aprire dopo la visita di
screening iniziale. Gli esaminatori sono stati mantenuti ciechi in merito al trattamento
assegnato.


http://www.strobe-statement.org/
http://www.clinical/
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Procedure sperimentali

Procedure pre-chirurgiche (settimana -12 / -1)

Tutti i trattamenti restaurativi, endodontici e parodontali sono stati eseguiti prima del
trattamento sperimentale. Ogni paziente si € sottoposto a tomografia computerizzata con
mascherina radiologica. Ad ogni paziente € stata prescritta una pre-terapia antibiotica 1 ora
prima dell’inizio della procedura chirurgica.

Procedure chirurgiche (giorno 0)
Le procedure chirurgiche sono state eseguite da operatori esperti in procedure di rialzo di
seno mascellare (L.T., O.R, R.F, G.F, L.M., G.P.S., D.T.).

L’accesso alla cresta ossea (gruppo tSFE) o alla parete laterale del seno (gruppo ISFE) é stato
ottenuto mediante sollevamento di lembo a spessore totale. L’eventuale esecuzione di una o
piu incisioni di rilascio e stata lasciata a discrezione dell’operatore.

Nel gruppo tSFE, il sito implantare e stato preparato secondo la sequenza di strumenti Smart
Lift (Trombelli et al. 2008, 2010a,b, 2012, 2014, 2015, Franceschetti et al. 2014, 2015, 2017).
Dopo aver inserito una matrice collagenica (Mucograft Seal®; Geistlich Pharma, AG, Wolhusen,
Switzerland), una carota ossea creata dalla fresa Smart Lift Drill € stata condensata e sospinta
all'interno del seno mascellare mediante osteotomo Smart Lift Elevator. L’eventuale
perforazione di membrana e stata valutata mediante manovra di Valsalva e, se quest'ultima
risultava negativa, un biomateriale a base di minerale di osso bovino deproteneizzato (DBBM;
Bio-Oss® granuli 0.25-1.0 mm; Geistlich Pharma, AG, Wolhusen, Switzerland) e stato inserito
nel sito in quantita correlata all’entita di penetrazione implantare all'interno del seno
mascellare (Trombelli et al. 2014). In caso di manovra di Valsalva positiva, I'inserimento della
matrice collagenica (Mucograft Seal®; Geistlich Pharma AG, Wolhusen, Switzerland) e,
successivamente, la manovra di Valsalva sono stati ripetuti. Se quest’ultima risultava negativa,
procedura sperimentale e inserimento implantare venivano portati a termine; in caso
contrario, procedura e inserimento implantare venivano posticipati di 4 mesi dalla chirurgia
ed il paziente veniva escluso dallo studio.

Nel gruppo ISFE, sono stati lasciati alla discrezionalita dell’operatore: tipo di strumenti
utilizzati per ottenere I'accesso laterale al seno mascellare (i.e., frese diamantate rotanti,
strumenti piezo-elettrici o combinazione di entrambi); modalita di apertura della finestra
ossea (i.e, mediante abrasione completa, rimozione o introflessione della corticale della
parete laterale del seno); dimensione della finestra ossea; granulometria (0.25-1.0 mm
oppure 1.0-2.0mm) e quantita di DBBM (Bio-Oss® granuli 0.25-1.0 mm o 1-2 mm; Geistlich
Pharma, AG, Wolhusen, Switzerland). DBBM eé stato inserito all'interno del seno macellare
immediatamente dopo aver sollevato la membrana sinusale. La preparazione del sito
implantare e stata eseguita in accordo con la sequenza di frese indicate dalla azienda
produttrice (Thommen Medical AG; Grenchen, Switzerland). La antrostomia e stata protetta
con membrana riassorbibile in collagene (Bio-Gide; Geistlich Pharma, AG, Wolhusen,
Switzerland). In caso di perforazione di membrana di tipo I o Ila (Fugazzotto & Vlassis, 2003),
questa e stata trattata secondo Fugazzotto & Vlassis (2003) e sia la procedura sperimentale
che l'inserimento implantare sono stati portati a termine; in caso di perforazione di
membrana di tipo IIb o III secondo Fugazzotto & Vlassis (2003), I'inserimento implantare e
stato differito a 9 mesi dalla chirurgia ed il paziente € stato escluso dallo studio.
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In entrambi i gruppi, gli impianti (SPI Inicell Element®;, Thommen Medical AG, Grenchen,
Switzerland) sono stati inseriti immediatamente dopo la procedura sperimentale. Il
protocollo di guarigione (sommerso o trans-mucoso) € stato lasciato a discrezione
dell’operatore. I lembi sono stati suturati con Vycril© (Ethicon, Sommerville, NY).

Procedure post-chirurgiche

Immediatamente dopo la procedura di elevazione del seno mascellare, i pazienti del gruppo
ISFE hanno ricevuto una singola iniezione intra-muscolare di 8 mg di desametasone
(Decadron® 8mg, VISUFARMA S.p.A., Rome, Italy) nel massetere omolaterale alla procedura
chirurgica.

A tutti i pazienti € stato prescritto il seguente protocollo post-operatorio: astensione dalle
procedure di igiene orale domiciliare nell’area chirurgica per 2 settimane; collutorio a base di
clorexidina 0.2% con anti-discoloration system e acido ialuronico (Curasept ADS Trattamento
Rigenerante®; Curaden Healthcare, Saronno, Italy) (3 sciacqui/die per 14 giorni);
antinfiammatorio (ibuprofene 600 mg), 1 compressa dopo la chirurgia e pro re nata nei giorni
seguenti. [ pazienti hanno continuato lo stesso regime antibiotico adottato per la pre-
medicazione. Le suture sono state rimosse 2 settimane dopo la chirurgia.

Gli impianti inseriti con guarigione sommersa al giorno 0 sono stati scoperti chirurgicamente
a 20 settimane dalla chirurgia. La protesi € stata realizzata e inserita tra la settimana +24 e la
settimana +32.

Misure di esito

Complicanze post-chirurgiche

Durante il follow-up € stata registrata ogni eventuale comparsa di complicanze post-
chirurgiche associate alla procedura sperimentale, quali: fallimento implantare precoce,
vertigine benigna posizionale parossistica (BPPV), infezioni od emorragie post-operatorie.

Variabili di esito correlate al paziente

Mediante compilazione di questionari da parte del paziente, sono state valutate diverse

variabili caratterizzanti il decorso post-operatorio:

- livello di dolore (VASpain): registrato ogni sera dal giorno 0 al giorno +14, su scala analogica
visiva (VAS) lunga 100 mm con valori da “0 - no dolore” a “100 - massimo dolore
immaginabile”;

- dosaggio di antinfiammatorio assunto pro re nata dal paziente: registrato quotidianamente
dal paziente come numero di compresse di Ibuprofene 600 mg, oltre ad eventuali altri
farmaci assunti dal paziente, dal giorno 0 al giorno +14;

- livello di disagio: registrato alla sera dei giorni 0, +1, +2, +3, +4, +7, +14 su scala a 5 punti
con valore minimo “nessun disagio” e valore massimo “disagio molto elevato”;

- limitazioni nell’eseguire attivita quotidiane (i.e.,, deglutire, respirare, eseguire attivita
quotidiane, mangiare, parlare, aprire la bocca): registrate alla sera dei giorni 0, +1, +2, +3,
+4, +7, +14 su scala a 5 punti con valore minimo “nessuna limitazione” e valore massimo
“estremamente difficile” (nella voce “mangiare” il valore massimo e stato “incapacita a
mangiare moltissimi tipi di cibo”);

- incidenza di sintomi o segni clinici post-operatori (i.e., gonfiore, nausea, ematoma,
secrezione/sanguinamento nasale, ostruzione del flusso di aria dalla narice dominante,
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cattivo sapore od odore): riportati, come presente/assente, nei giorni 0, +1, +2, +3, +4, +7,
+14;

- volonta di ripetere nuovamente lo stesso tipo di intervento chirurgico: riportato al giorno
+14 su scala a 4 punti con valore minimo “nessun problema a ripetere l'intervento se
necessario” e valore massimo “non ripeterei mai piu questo tipo di intervento”.

Analisi statistica

Potenza statistica

Il calcolo della numerosita campionaria del progetto, di cui questo studio e parte, e stata
basata su una misura di esito radiografica non riportata nel presente lavoro. Pertanto, i
dettagli relativi al calcolo della numerosita campionaria non sono stati riportati. Per il
presente studio, VAS,ain € stata considerata misura di esito primaria e la potenza statistica
dello studio e stata verificata con un calcolo post-hoc. Sulla base di dati non pubblicati dello
studio di Temmerman et al. (2017) sul livello di dolore valutato con VAS 100 mm a distanza di
4 ore dalla chirurgia (deviazione standard per ISFE: 16.6; deviazione standard per tSFE:
29.79), un campione di 27 soggetti in ciascun gruppo di trattamento mostra una potenza di
96.8% nell’'identificare una differenza attesa in VASpain tra i gruppi di 25 con un test a due code
e un a di 0.05.

Analisi statistica inferenziale e descrittiva

Il paziente & stato considerato unita statistica. L’analisi e stata condotta sulla popolazione per
protocol. In caso di pazienti riabilitati con piu di un impianto sperimentale, tutti i siti
sperimentali sono stati inclusi nell’analisi ed il valore RBH, cosi come le dimensioni implantari
(diametro e lunghezza), sono stati mediati per ottenere un singolo valore rappresentativo del
paziente. Avendo tutte le variabili considerate una distribuzione non-normale e non-
simmetrica, i dati sono stati espressi come mediana e intervallo interquartile (IR) e sono stati
effettuati test statistici non-parametrici per i confronti intra- e inter-gruppo. Nella fattispecie,
confronti inter-gruppo sono stati effettuati con il test esatto di Fisher, il test x2 e il test U di
Mann-Whitney; confronti intra-gruppo con test di Friedman, seguito da test di Wilcoxon . 1l
livello di significativita statistica & stato fissato a 0.05 ed e stata applicata la correzione di
Bonferroni.

Risultati

Popolazione di studio

Gli interventi chirurgici sono stati effettuati tra marzo 2015 e dicembre 2016. La popolazione
studio per protocol e stata composta da 27 pazienti (23 riceventi 1 impianto e 4 riceventi 2
impianti adiacenti) nel gruppo tSFE e 28 pazienti (23 riceventi 1 impianto e 5 riceventi 2
adiacenti impianti) nel gruppo ISFE (Figura 1). Non sono state rilevate differenze inter-
gruppo in termini di eta, sesso e fumo (Tabella 2).

Aspetti chirurgici delle procedure sperimentali

RBH era 4.5 (IR: 4.0 - 5.3) mm e 4.1 (IR: 4.0 - 4.4) mm nel gruppo tSFE e ISFE, rispettivamente
(p = 0.151) (Tabella 2). Gli aspetti chirurgici di tSFE e ISFE sono riportati in Tabella 3. La
dimensione della finestra ossea nel gruppo ISFE era 7.0 (IR: 6.0 - 8.0) mm (altezza apico-
coronale) x 10.0 (IR: 9.0 - 12.5) mm (larghezza mesio-distale). Quando confrontato con tSFE,
ISFE si associava a: uso piu frequente di incisioni di rilascio (p = 0.002); maggiore dose di
anestetico (3.0 fiale, IR: 2.0 - 4.0 vs 2.0 fiale, IR: 2.0 - 2.8) (p = 0.002); maggiore quantita di
DBBM inserito nel sito (1975.0 mg, IR: 1450.0 - 2500.0 vs 420.0 mg, IR: 350.0 - 500.0) (p
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<0.001); maggiore durata dell'intera procedura chirurgica (86.0 minuti, IR: 65.8 - 98.0 vs 54.0
minuti, IR:45.5 - 60.5) (p <0.001); maggiore durata della procedura SFE (54.5 minuti, IR: 39.8
- 65.0 vs 32.0 minuti, IR: 24.0 - 38.0) (p <0.001) (Tabella 3). La lunghezza implantare era 9.5
(IR: 9.5 - 11.0) mm e 9.5 (IR: 9.5 - 11.0) mm nel gruppo tSFE e ISFE, rispettivamente (p =
0.188) (Tabella 2).

Complicanze post-chirurgiche

Nel gruppo tSFE, 1 impianto é stato rimosso immediatamente dopo il posizionamento per
mancanza di stabilita primaria; in un altro paziente, 1 impianto € stato rimosso 2 mesi dopo
I'inserimento per mancata osteointegrazione. Quando tali complicanze sono state
raggruppate, non € stata osservata alcuna differenza significativa, in termini di incidenza, tra i
due gruppi di trattamento (p = 0.491). In entrambi i casi, il paziente e stato trattato
reinserendo un impianto di uguali dimensioni 6 mesi dopo il fallimento, senza necessita di
eseguire un’ulteriore procedura di ricostruzione ossea. Le radiografie periapicali a 6 mesi
dall'intervento hanno mostrato che, in tutti i casi, a 6 mesi dall'inserimento implantare la
porzione endosinusale dell'impianto era completamente circondata da un'area radiopaca. A 6
mesi tutti gli impianti sono stati caricati protesicamente con successo.

L'incidenza di perforazione della membrana sinusale nel gruppo tSFE (n = 2; 7.4%) non si e
dimostrata significativamente diversa da quella del gruppo ISFE (n = 5; 17.9%) (p = 0.422).
Nel gruppo ISFE, 3 perforazioni sono state di tipo I, 2 perforazioni di tipo Ila (Fugazzotto &
Vlassis 2003). In entrambi i gruppi, tali complicanze sono state trattate e la procedura di
rialzo di seno mascellare cosi come I'inserimento impiantare sono stati portati a termine.

Nel gruppo ISFE, 1 paziente ha manifestato enfisema sub-cutaneo orbitale e periorbitale
(OPE), insorto poche ore dopo l'intervento chirurgico dopo soffiamento del naso. OPE e la sua
gestione sono stati descritti in dettaglio in un recente case-report (Farina et al.,, 2016); la
risoluzione completa & avvenuta a 10 giorni dall'insorgenza.

Variabili di esito correlate al paziente

Non e stato trovato alcun effetto del centro o del trattamento (Figura 2) su VASpain, mentre si e
osservato un effetto significativo del tempo (p <0.001). VAS;ain € significativamente diminuito
rispetto ai valori post-intervento dal giorno +1 nel gruppo tSFE e dal giorno +7 nel gruppo
ISFE (Figura 2). Il numero totale di analgesici assunti dal paziente durante le prime 2
settimane post-operatorie e stato 2.0 (IR: 1.0 - 3.5) compresse nel gruppo tSFE e 3.5 (IR: 1.0 -
6.3) compresse nel gruppo ISFE (p = 0.398). Un numero significativamente maggiore di
analgesici e stato assunto al giorno 0 dai pazienti del gruppo tSFE rispetto al gruppo ISFE (p =
0.047) (Tabella 4). Tra i due gruppi e stata rilevata una simile distribuzione dei pazienti in
base al disagio postoperatorio (Figura 3a).

La distribuzione dei pazienti in base alle limitazioni post-operatorie nello svolgimento delle
attivita quotidiane, alla presenza di sintomi ed alla volonta di sottoporsi nuovamente allo
stesso intervento chirurgico e riportata nelle figure 3b, 3c e 3d, rispettivamente. Nel gruppo
tSFE, e stata osservata minore limitazione, rispetto a ISFE, nel continuare le normali attivita
giornaliere al giorno +7 e minore limitazione nell'apertura della bocca al giorno 0, +3 e +4 (p <
0.05 per tutti i confronti) (Figura 3b). Rispetto al gruppo ISFE, nei pazienti del gruppo tSFE e
stata riportata un'incidenza minore di: gonfiore, (ai giorni +1, +2, +3, +4, +5, +6, +7, +8, +9,
+10); ematoma, (ai giorni 0, 1, +2, +3, +4, +5, +6, +7, +8, +9, +10, +11);
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secrezione/sanguinamento nasale, (ai giorni +5, +7 e +8) (p <0.05 per tutti i confronti)
(Figura 3c). Nessuna differenza significativa inter-gruppo e stata osservata relativamente alla
distribuzione dei pazienti in base alla volonta di sottoporsi nuovamente allo stesso intervento
chirurgico (Figura 3d).

Conclusioni

I risultati del presente studio suggeriscono che, in siti posteriori mascellari edentuli con
altezza ossea residua di 3-6 mm, tSFE possa presentare dei vantaggi rispetto a ISFE perché
caratterizzato da significativamente minore tempo di esecuzione alla poltrona, minore
limitazione nell’esecuzione di attivita quotidiane e apertura della bocca e minore incidenza di
segni postoperatori come gonfiore, lividi e secrezioni/sanguinamento nasali.
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Tabella 1. Criteri di inclusione ed esclusione

Paziente-specifici

» eta = 21 anni;
» buono stato di salute fisica (ASA1 e ASA 2 secondo il Physical Status Classification System) (American Society of Anesthesiologists);

» condizioni locali e sistemiche compatibili con interventi di chirurgia implantare e interventi di rialzo di seno mascellare;

» indicazione clinica a ricevere una riabilitazione fissa a supporto implantare con associata procedura di rialzo di seno mascellare come parte integrante di una riabilitazione orale
» paziente capace di intendere e di volere e di partecipare al protocollo di studio.

Criteri di inclusione

Sito-specifici

Per essere considerato sperimentale, e quindi inserito nelle analisi dello studio, un sito doveva soddisfare i seguenti criteri:

» = 6 mesi trascorsi dalla data di estrazione;
» altezza ossea residua (misurata su esame tomografico computerizzato) =3 mm e <6 mm;
» ampiezza ossea residua compatibile con l'inserimento di impiantof/i di diametro = 3.5 mm.

Criteri di esclusione
Paziente-specifici
stato di forte fumatore (= 20 sigarette/die al momento del trattamento o per i 6 mesi antecedenti);
parodontite non trattata prima del trattamento sperimentale;
storia di radioterapia nell'area testa-collo;
storia di chemioterapia;
patologie o condizioni sistemiche con documentato effetto sul metabolismo osseo e/o sui meccanismi di guarigione ossea;
assunzione pregressa (entro i 6 mesi precedenti la partecipazione allo studio) o attuale di farmaci con documentato effetto sul metabolismo osseo e/o su meccanismi di guarigione ossea;
handicap fisici o mentali che possano interferire con I'adesione alle procedure dello studio o con il mantenimento di un’adeguata igiene orale domiciliare;
allergia documentata a materiali dentali utilizzati nel protocollo sperimentale;
stato di gravidanza o di allattamento;
storia di abuso di droghe o di alcol.

v v v v v v v v v v

| partecipanti allo studio dovevano essere immediatamente esclusi dallo studio in caso di:

richiesta di astenersi dalla partecipazione allo studio;

insorgenza di patologie acute dentali, peri-implantari od orali o di qualsiasi altra condizione che richieda ulteriore trattamento;
insorgenza di condizioni in conflitto con i criteri di inclusione elencati precedentemente;

incapacita ad eseguire i compitifistruzioni richiesti dal protocollo di studio.

Sito-specifici

»
4
»
4

» presenza di lesioni endodontiche nei siti adiacenti al sito implantare sperimentale;

» pregressa procedura di ricostruzione/preservazione ossea nelle aree designate a ricevere inserimento implantare;
» diagnosi di sinusite mascellare nel quadrante sperimentale;

»

necessita di procedure di ricostruzione ossea, orizzontale o verticale, oltre alla procedura di rialzo di seno mascellare.
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Tabella 2. Caratteristiche dei pazienti e degli impianti nei gruppi tSFE e ISFE

n° impianti per paziente inseriti eta Stato RBH Diametro Lunghezza

pazienti  impianti contestualmente a SFE (anni) genere fumatore (mm) Implantare (mm) implantare (mm)

n° fumatori /

N n 1 impianto / mediana  n°® maschi / ex-fumatori / mediana mediana mediana
2 impianti (IR) n°® femmine non fumatori (IR) (IR) (IR)
51.0 4.5 4.0 9.5
gruppo tSFE (47.0-58.0) 16/11 413120 (4.0-53) (4.0-4.0) 95-11.0)
53.0 41 4.0 9.5
gruppo ISFE (48.5-59.0) 1T 312123 (4.0-44) (4.0-4.0) 95-11.0)
valore p 0.542 0.139 0.711 0.151 0.493 0.188
Legenda della tabella

IR: intervallo interquartile; RBH: altezza ossea residua; tSFE: procedura di rialzo del pavimento del seno mascellare con accesso transcrestale (Smart Lift technique); ISFE:
procedura di rialzo del pavimento del seno mascellare con accesso laterale.
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Tabella 3. Aspetti chirurgici delle procedure sperimentali

Sestante Dosaggio Quantita di Tecnica Modalita di Durata intera Durata
posteriore Sitoli di Incisioni di biomateriale - : Dimensioni procedura procedura
. . . B o . . utilizzata per esecuzione . oo :
mascellare  sperimentale/i ~ anestetico  rilascio (n°) inserita nel ) ) ; antrosotomia (mm) chirurgica#  sperimentale §
A . antrostomia dell’antrostomia ) .
(n® fiale) seno (mg) (min) (min)
1° premolare / Frese rotanti / Larghezza Altezza
n® destro / 2° premolare / mediana 02 mediana strumenti abrasione / rimozione / mediana mediana
n® sinistro 1° molare / (IR) (IR) piezoelettrici / introflessione mediana mediana (IR) (IR)
2° molare combinazione (IR) (IR)
Gruppo 2.0 4200 54.0 32,0
tSFE 12/15 1/6/21/3 ' 8/3/16 . - - - - ' :
(27 pazient] (20-2.8) (350.0 - 500.0) (45.5-60.5) (24.0-38.0)
Gruppo 30 1975.0 100 7.0 86.0 545
ISF.E . i 0/5/25/3 .0 : 4.0) 0/10/18 (1450.0 - é500.0) 711813 20/0/8 9.0 - '12.5) (6.0 i 80) (658 —l98.0) (39.8 —-65.0)
(28 pazienti)
Valore p 0.699 0.875 0.002 0.002 <0.001 <0.001 <0.001
Legenda della tabella

IR: intervallo interquartile; tSFE: procedura di rialzo del pavimento del seno mascellare con accesso transcrestale (tecnica Smart Lift); ISFE: procedura di rialzo del pavimento
del seno mascellare con accesso laterale.

* nel gruppo ISFE, DBBM é stato utilizzato sia in granulometria piccola (0.25 - 1 mm) che grande (1 - 2 mm), a discrezione dell'operatore;

# calcolato dal momento della prima incisione al termine della sutura;

§ calcolato dalla perforazione della corticale con la fresa Locator Drill al completamento dell'inserimento implantare (per il gruppo tSFE); calcolato dall’'osteotomia sulla
parete laterale del seno mascellare al posizionamento della membrana riassorbibile a copertura dell’antrostomia, includendo, pertanto, sia la procedura di innesto che il
posizionamento implantare (per il gruppo ISFE).
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Tabella 4. Dose di analgesici (compresse di ibuprofene 600mg) assunti dal paziente pro re nata durante le prime due settimane post-operatorie nei gruppi
tSFE e ISFE. La dose & espressa come numero mediano di compresse di analgesici (intervallo interquartile).

Giorno 0 +1 +2 +3 +4 +5 +6 +7 +8 +9 +#10 +11 +12 +13 +14

(chirurgia)

1.0 00 00 00 00O OO 00O 00O 00 00O 00O 00 00 0.0 00
tSFE (10- (00— (00- (00— (00- (00— (0.0- (00- (00— (0.0- (0.0- (0.0- (0.0- (00— (0.0-
200  10) 10) 00) 00) 00) 00 00 00 00 00 00 00 00 00

10 10 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00
ISFE (0.0- ©0-  (00-  (00-  (00-  (00-  (00-  (00-  (00- (00-  (00-  (00- (0.0- 00-  (00-
13) 2.0) 1.0) 1.0) 1.0) 0.0) 0.0) 0.0) 0.0) 0.0) 0.0) 0.0) 0.0) 0.0) 0.0)

Valorep 0.047 0.073 0498 0.070 0205 0.389 0498 0646 0835 0658 0658 0.658 0.822 0658 0.822

Legenda della tabella
tSFE: procedura di rialzo del pavimento del seno mascellare con accesso transcrestale (tecnica Smart Lift); ISFE: procedura di rialzo del pavimento del seno mascellare con
accesso laterale.
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Figura 1. Diagramma di flusso di inclusione dei pazienti e di follow-up.

Arruolamento

Valutati per la candidabilita (n=105)

Esclusi (n= 48)

* non rientranti nei criteri di inclusione (n= 45)
* han rifiutato di partecipare allo studio (n= 3)

Randomizzati (n=57)

Assegnazione al trattamento
(popolazione intention to treat)

|

Assegnati al gruppo Assegnati al gruppo
tSFE (n=29) ISFE (n=28)

Persi nel follow-up (n=2)

al momento del posizionamento (n= 1)
- perdita implantare precoce per perdita di
osteointegrazione (n= 1)

- impianto rimosso per mancanza di stabilita primaria

Persi nel follow-up (n=0)

follow-up di 6 mesi
(popolazione per protocol)

Assegnati al gruppo Assegnati al gruppo
tSFE (n=27) ISFE (n=28)
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Figura 2. Severita di dolore mediana (VASyain) riportata dai pazienti durante i primi 14 giorni post-operatori su scala analogica visiva di lunghezza 100 mm
(VAS) (con intervallo “0 - no dolore” - “100 - massimo dolore immaginabile”).

Legenda

gruppo tSFE: procedura di rialzo del pavimento del
seno mascellare con accesso transcrestale (tecnica
Smart Lift); ISFE: procedura di rialzo del pavimento
del seno mascellare con accesso laterale.

Effetto del tempo (test di Friedman, confronti >
post-hoc con test di Wilcoxon con correzione di 7 gruppo tSFE gruppo ISFE
Bonferroni): il tempo ha avuto effetto significativo 100

su VASpain in ogni gruppo di trattamento (p<0.001).

* (arancione): differenza significativa di VASpain
rispetto al giorno 0 all'interno del gruppo 1SFE: 75
day +7 (p= 0.0001); day +14 (p=0.0004);

* (blue): differenza significativa di VASpain
rispetto al giorno 0 all'interno del gruppo tSFE:
day +1 (p= 0.0008); day +2 (p= 0.002); day +3

VASpain mediano (mm)

(p< 0.001); day +4 (p< 0.001); day +7 (p< 50
0.001); day +14 (p< 0.001). § §
§ (arancione): differenza significativa di VASpain
tra il giorno +4 e il giorno +7 (p= 0.0029)
all'interno del gruppo 1SFE; % * *
§ (blue): differenza significativa di VASpain tra il = *
giorno +2 e il giorno+3 (p= 0.0014) e tra il giorno %
+3 e il giorno +4 (p = 0.0018) all'interno del Ry N O * *
gruppo tSFE. 0 e — e > O
0 (postop) + +2 +3 +4 +7 +14

Effetto del trattamento (test U di Mann-Whitney):
nessuna differenza significative di VAS,.in € stata
trovata tra i gruppi ad ogni intervallo di
osservazione.

Giorni post-operatori

PR § « | o PRSI | o) sy =




Figura 3. Distribuzione dei pazienti (%) nei gruppi tSFE e ISFE in base a quanto riportato dai pazienti in quanto a disagio post-operatori
attivita quotidiane (b), segni clinici o sintomi post-operatori (c) e volonta di ripetere lo stesso tipo di intervento chirurgico, se necessario (d).
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* Differenza significativa tra i gruppi (p <0.05; test esatto di Fisher)
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MORBIDITA DEL PAZIENTE DOPO PRELIEVO EPITELIO CONNET-
TIVALE DAL PALATO CON O SENZA COPERTURA CON MEMBRANE

DI PRF: UNO STUDIO COMPARATIVO RANDOMIZZATO
Gatti Fulvio, Scaramuzza Eliam, Matteo Chiapasco

Unita di Chirurgia Orale, Clinica Odontostomatologica, Dipartimento di Scienze della Salute, Universita
degli Studi di Milano, Direttore Prof. M Chiapasco

Riassunto

Obiettivo: valutare I'insorgenza di complicanze e la morbidita post-operatoria di pazienti sot-
toposti a prelievo epitelio-connettivale dal palato con o senza membrane autogene di PRF
(Platelet Rich Fibrin) per la copertura della ferita in sede di prelievo.

Materiali e Metodi: Pazienti che necessitavano di un prelievo epitelio-connettivale dal palato
per il trattamento di recessioni su denti naturali di [ o II classe di Miller sono stati considerati
idonei per lo studio. Nel gruppo test & stato raccolto sangue venoso per realizzare membrane
di PRF da porre sulla ferita palatale. Il gruppo controllo prevedeva la copertura con mezzi
emostatici a base di cellulosa ossidata e rigenerata.

La morbidita post-operatoria € stata riportati dal paziente utilizzando una scala VAS (Visual
Analogic Scale). Guarigione clinica e complicanze sono state valutate da un operatore cieco.
Risultati: sono stati coinvolti nello studio 42 pazienti, 21 test (eta media 35,4 anni) e 21 con-
trolli (eta media di 38,4 anni). La differenza tra i due gruppi risulta statisticamente significati-
va a favore del gruppo test per stress post-operatorio (mediana 2,10 cm, gruppo test versus
5,00 cm, gruppo controllo) e il dolore nel sito di prelievo palatino (mediana 2,00 cm, gruppo
test versus 6,20 cm, gruppo controllo).

Conclusione: le membrane di PRF possono ridurre la morbidita post-operatoria del paziente
dopo prelievo epitelio-connettivale dal palato senza condizionare i tempi d’'intervento.

Introduzione

Le recessioni gengivali possono essere definite come la migrazione del margine gengivale api-
calmente alla giunzione amelo-cementizia, con la conseguente esposizione della superficie ra-
dicolare.

La letteratura scientifica ha evidenziato che le recessioni gengivali possono essere trat-
tate con diverse tecniche chirurgichel. La scelta della tecnica dipende da alcuni fattori locali
come le dimensioni della recessione, la presenza o meno di gengiva cheratinizzata adiacente
alla recessione, la presenza di frenuli, la profondita del vestibolo e l'altezza dei tessuti molli
interdentali.

Tuttavia, i dati presenti in letteratura sembrano indicare che I'aggiunta di un innesto connet-
tivale (Connective Tissue Graft, CTG) ad un lembo riposizionato coronalmente incremente-
rebbe la probabilita di successo a lungo termine, sopratutto nei pazienti con biotipo sottile?.
Diverse tecniche di prelievo connettivale sono state proposte per ottenere una guarigione per
prima intenzione del sito di prelievo palatale, tra cui la tecnica Trap-door3 e la tecnica a singo-
la incisione*®. Le caratteristiche comuni a queste tecniche sono l'elevazione di un lembo a
spessore parziale, il prelievo del tessuto connettivale e la completa chiusura della ferita pala-
tale tramite la sutura del lembo d’accesso.
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Un’alternativa proposta in letteratura riguarda il prelievo epitelio-connettivale, disepi-
telizzato prima del suo utilizzo (De-epithelialized gingival grafts, DGG)®7, con successiva gua-
rigione per seconda intenzione della ferita palatina.

Le tecniche Trap-door ed a singola incisione, richiedendo l'esecuzione di un lembo primario di
accesso, consentono il prelievo di un connettivo piu profondo che pud comprendere tessuto
adiposo e ghiandolare col rischio di ridurre I'efficacia dell'intervento di ricopertura radicolare.
Inoltre, lo spessore della fibromucosa palatale deve essere adeguato per evitare la necrosi o la
deiscenza del lembo durante la guarigione a causa di un lembo primario di accesso troppo sot-
tile689,

Invece, per il prelievo epitelio-connettivale € necessario un minore spessore della fibromuco-
sa palatina per ottenere un innesto connettivale denso e stabile, indicato per una ricopertura
radicolare®.

Solo pochi studi#1011 hanno indagato la morbidita post-operatoria mettendo a confron-
to le guarigioni per prima o seconda intenzione. Questi studi riportano risultati peggiori con
tecnica DGG piuttosto che CTG ad esclusione dei casi in cui si siano verificati eventi come la
necrosi o la deiscenza dei lembi di accesso. Tuttavia, il limite di questi studi € dovuto
all’assenza di dati sulle dimensioni dei prelievi eseguiti dal palato.

Zucchelli e co-autori nel 2010 hanno dimostrato che la morbidita post-operatoria delle
tecniche CTG e DGG non presenta differenze statisticamente significative’. Gli stessi autori
hanno evidenziato che i fattori che influenzano il consumo postoperatorio di antidolorifici so-
no l'altezza e la profondita del prelievo e non il tipo di guarigione (primaria o secondaria) del-
la ferita sul palato’. Inoltre, le tecniche CTG prevedono tempi di intervento piu lunghi’, fattore
che e stato correlato ad un maggior dolore post-chirurgico?19.

A partire dal 1988, allo scopo di ridurre la morbidita post-operatoria e favorire i mec-

canismi di guarigione delle ferite, in molti campi della medicina e stato proposto 'utilizzo di
concentrati piastrinici.
In odontoiatria solo pochi autori hanno indagato 'utilizzo di concentrati piastrinici nei siti
donatori palatali a seguito di prelievo connettivale, allo scopo di ridurre le complicanze e mi-
gliorare la morbidita postoperatorial213, e nessuno utilizzando il PRF (Leucocyte and Platelet
Rich Fibrin)1415,

Obiettivo dello studio e quello di valutare I'insorgenza di complicanze e la morbidita
post-operatoria del paziente sottoposto a prelievo epitelio-connettivale dal palato con o senza
membrana autogena di PRF per la copertura della ferita nella sede di prelievo.

Materiali e Metodi

Lo studio e stato disegnato come uno studio randomizzato controllato a gruppi paralleli e in
doppio cieco; gli operatori in cieco erano rappresentati dall’esaminatore adibito alla valuta-
zione post-operatoria dei segni clinici di guarigione e dallo statistico designato per I'analisi dei
dati.

Tutti i pazienti che necessitavano di un prelievo epitelio-connettivale dal palato per il tratta-
mento di recessioni su denti naturali di I o II classe di Miller sono stati considerati idonei per
lo studio e consecutivamente arruolati presso il reparto di Chirurgia Orale, della Clinica Odon-
toiatrica G.Vogel, Ospedale San Paolo, Milano. La tecnica di ricopertura della ferita palatina
con membrane di PRF (gruppo test) € stata confrontata con quella di impacco tradizionale con
mezzi emostatici a base di cellulosa ossidata (gruppo controllo) per valutare I'eventuali diffe-
renze nella guarigione e nella morbidita post-operatoria nei due gruppi.
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Lo studio € stato approvato e autorizzati dal Comitato Etico Milano Area 1 con delibera num.
1822.

Tutti i pazienti hanno accettato di partecipare allo studio e per essere definitivamente coin-
volti dovevano soddisfare i seguenti criteri di inclusione: eta compresa tra i 18 e i 60 anni,
igiene orale compatibile con il mantenimento di un adeguato livello di salute orale (FMPS e
FMBS < 20%), presenza di 2 recessioni adiacenti su denti naturali, con profondita = 2Zmm e di
[ o II classe di Miller. Sono stati esclusi dallo studio i pazienti con compliance inadeguata (pa-
tologie psichiatriche), utilizzatori di sostanze stupefacenti, con abitudine al fumo ( >10 siga-
rette al giorno), affetti da patologie sistemiche non compensate (diabete, ipertensione, insuffi-
cienza renale, insufficienza epatica, insufficienza respiratoria, altre patologie disendocrine, di-
smetaboliche), che assumono farmaci che interferiscono con la salute o la guarigione paro-
dontale, affetti da patologie della coagulazione o alterazioni della coagulazione (congenite, ac-
quisite o da farmaci) e affetti da patologie autoimmuni, immunodepressi o in terapia con im-
munosopressori.

Sono stati inoltre esclusi i pazienti con recessioni appartenenti alla terza classe di Miller, re-
cessioni di profondita <2 mm, recessioni su molari, presenza di parodontite attiva e igiene
orale inadeguata e incompatibile con un adeguato livello di salute orale (FMPS/ FMBS > 20%).

DIMENSIONE DEL CAMPIONE E RANDOMIZZAZIONE

Per il calcolo della dimensione del campione tale da determinare una potenza statistica pari
all'80%, e stato considerato un livello di significativita « (alfa) di 0,05 e un errore probabile 3
(beta) di 0,8, derivato questo dallo studio comparativo randomizzato di Wessel & Tatakis!!
che aveva la morbilita del paziente come outcome primario. Allo scopo di soddisfare i parame-
tri impostati sono necessari un minimo 18 pazienti per gruppo studio. Si € deciso di arruolare
21 pazienti considerando eventuali drop-out.

La randomizzazione dei pazienti e stata effettuata in modo digitale tramite computer e il risul-
tato & stato inserito in una busta chiusa. L’operatore che ha eseguito il prelievo ematico (ES) &
differente da quello che ha eseguito I'intervento chirurgico (FG).

Prima di iniziare l'intervento, il responsabile del prelievo ha aperto la busta determinando il
gruppo di appartenenza del paziente. Se il paziente apparteneva al gruppo test, veniva sotto-
posto al prelievo di sangue necessario per la realizzazione del concentrato piastrinico.
L’equipe chirurgica invece € venuta a conoscenza del gruppo di appartenenza del paziente so-
lo al momento della sutura, dopo il prelievo epitelio-connettivale.

Protocollo di preparazione del concentrato piastrinico (PRF)

Il sangue venoso del paziente e stato raccolto per mezzo di un ago butterfly in due provette
(Venosafe ref: VF- 109SP, Venosafe ™, Terumo, Roma, Italia) da 10 ml senza l'utilizzo di anti-
coagulanti o altri additivi chimici.

A seguito del prelievo le provette destinate alla produzione di PRF sono state immediatamen-
te centrifugate a bassa velocita (3000 rpm) per 10 minuti (Hettich Zentrifugen EBA 20 - HET-
TICH ITALIA SRL - Via Prestinari, 4 - 20158 Milano, Italia).

Al termine della centrifugazione nella provetta si osservano 3 differenti strati: situato sul fon-
do si osserva lo strato di globuli rossi, in mezzo alla provetta il coagulo fibrinico di PRF e in
superficie lo strato di plasma acellulare. Mediante una pinzetta sterile e stato rimosso il coa-
gulo di PRF dalla provetta e con forbici sterili si taglia la porzione di globuli rossi che rimane
adesa alla base del coagulo.
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I1 PRF ottenuto é stato avvolto in una garza sterile e posizionato tra due piastre di vetro steri-
lizzate; la compressione eseguita dalla piastre consente il rilascio del siero e di ottenere una
membrana di PRF.

La membrana di PRF cosi realizzata e stata direttamente impiegata nel sito chirurgico senza
ulteriori modifiche.

PROTOCOLLO CHIRURGICO

Previa Anestesia locale per infiltrazione con mepivacaina 2% + adrenalina 1:100.000 e stato
eseguito il lembo che prevedeva un’incisione orizzontale estesa per 3 mm in senso disto-
mesiale a partire dal versante mesiale della recessione piul mesiale a una distanza dal vertice
della papilla anatomica pari alla profondita della recessione + Imm. Un’ Incisione orizzontale
estesa per 3 mm in senso mesio-distale a partire dal versante distale della recessione piu di-
stale a una distanza dal vertice della papilla anatomica pari alla profondita della recessione +
1mm. La recessione piu profonda delle due determinava la posizione dell'incisione orizzonta-
le compresa tra i due denti/impianti affetti da recessione, la dimensione mesio-distale di que-
st'incisione orizzontale dipendeva dalla distanza dei denti adiacenti ma era sempre =3 mm.
Dopo l'esecuzione di 2 incisioni verticali bisellate che si estendevano nella mucosa alveolare e
stato elevato un lembo a spessore misto per consentire la dislocazione coronale del lembo. La
disepitelizzazione delle papille anatomiche e avvenuta tramite forbici da microchirurgia; le
superfici radicolari sono state trattate con punte ultrasoniche ed esposte a EDTA 24% per 2
minuti.

[ prelievi palatali sono stati eseguiti in sede controlaterale rispetto a quella di innesto,
in modo che il paziente potesse distinguere piu facilmente la morbidita legata all'innesto ri-
spetto a quella legata al prelievo.

Il prelievo palatale e stato eseguito seguendo una dima monouso rettangolare dalle dimensio-
ni di 20 x 6 mm che permettesse il sondaggio in 5 punti ripetibili.

La dimensione standard della dima e stata ottenuta stimando una quantita media necessaria
per il trattamento dei difetti muco-gengivali inclusi nello studio.

E’ stato eseguito un sondaggio preliminare con un ago da anestesia con stop in silicone che
permettesse di ottenere lo spessore del palato nei 5 punti sondati.

La misurazione € stata eseguita nuovamente negli stessi punti sull’'innesto prelevato in
modo che si potesse registrare lo spessore dell'innesto connettivale e conoscere lo spessore
del tessuto residuo sul palato ottenuto per differenza.

Previa Anestesia locale per infiltrazione con mepivacaina 2% + adrenalina 1:100.000,
con una lama 15c € stato prelevato un innesto epitelio-connettivale seguendo la dima posizio-
nata in regione premolare-molare mantenendo l'incisione piu’ coronale 1-1,5 mm apicale al
margine dei tessuti molli del dente adiacente. Lo spessore dell'innesto e stato mantenuto il piu
uniforme possibile durante la procedura di prelievo.

La disepitelizzazione dell'innesto e avvenuta con una lama 15c; la differente consisten-
za e rifrazione della luce tra tessuto connettivale e epiteliale ha consentito la disepitelizzazio-
ne dell'innesto.

Le superfici dentali esposte sono state ricoperte dall'innesto connettivale ancorato al tessuto
residuo interdentale con un filo riassorbibile Vycril 6/0.

L’innesto posizionato e stato ricoperto mediante 'avanzamento coronale del lembo e la sutura
con punti singoli a livello delle incisioni di rilascio mentre a livello delle papille e stata effet-
tuata una sutura sospesa ancorata al cingolo palatale dei denti interessati dalla recessione. Al
momento della sutura il lembo doveva ricoprire completamente I'innesto ed essere circa Imm
coronale alla CE] dei denti coinvolti nel disegno del lembo.
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A questo punto 'operatore veniva a conoscenza del gruppo di appartenenza del paziente. Per
il gruppo “controllo” sono stati applicati punti di sutura a materassaio sul palato con seta 5/0

per stabilizzare i mezzi emostatici a base di cellulosa ossidata e rigenerata (TABOTAMP;
Ethicon Sarl. Rue de Puits Godet, 20. 2000 Neuchatel. Switzerland).

Nel gruppo “test” sono state suturate e stabilizzate con la stessa tecnica le membrane di PRF
precedentemente ottenute.

Figura 1 : é stata realizzata una dima monouso 20 x 6 mm per la dimensione del prelievo; attraverso il
sondaggio in 5 punti ripetibili con ago da anestesia con stop in silicone si é potuto ottenere lo spessore
medio del palato


https://maps.google.com/?q=Rue+de+Puits+Godet,+20&entry=gmail&source=g
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Figura 2: lo spessore dell’innesto prelevato é stato misurato negli stessi punti attraverso i fori della dima;
per differenza tra le misure precedenti e stato possibile stimare lo spessore del tessuto residuo sul palato

Figura 3 : la differente consistenza e rifrazione della luce tra tessuto connettivale ed epiteliale ha consentito la
disepitelizzazione dell'innesto per mezzo di una lama 15c.



A

Figura 4 : il sangue venoso del paziente é stato raccolto con ago butterfly. Con una pinzetta si é rimosso il coagu-
lo di PRF dalla provetta e con forbici é stata tagliata la porzione di globuli rossi rimasta adesa alla base del coa-
gulo.

Figura 5 : la compressione del PRF tra 2 piastre ha consentito il rilascio del siero e di ottenere una mem-
brana di PRF. I punti di sutura sono stati posizionati sul palato con seta 5/0 per stabilizzare le membrane
ottenute.
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Protocollo post chirurgico

Tutti i pazienti sono stati trattati con 2g amoxicillina + acido clavulanico 1 ora prima della chi-
rurgia e 1g 6 ore dopo; la terapia € prescritta per 5 giorni successivi con assunzione di 1 gr
ogni 12 ore.

In caso di allergie alle penicilline, i pazienti sono stati trattati con Claritromicina 500 mg
un’ora prima della chirurgia, 250 mg 6 ore dopo e 250 mg ogni 12 ore per i successivi 5 giorni.
[ pazienti hanno assunto Ibuprofene 600 mg dopo l'intervento chirurgico come terapia antiin-
fiammatoria e analgesica; il resto delle eventuali assunzione € avvenuta al bisogno e registrata
nella scheda di raccolta dati. Nessun paziente riferiva di essere allergico al farmaco.

La terapia di igiene orale domiciliare prevedeva 'utilizzo di Clorexidina 0,12 % per 1
minuto 3 volte al giorno e la sospensione delle manovre di spazzolamento nelle zone operate
fino alla rimozione delle suture dopo 14 giorni. Successivamente al paziente si permetteva di
spazzolare le sedi trattate chirurgicamente con spazzolino ultramorbido e filo fit-floss per le
successive 4 settimane.

Per i successivi 2 giorni dopo l'intervento veniva consigliata una dieta semiliquida per poi
continuare con una dieta composta di cibi morbidi e non taglienti per altri 14 giorni.

OUTCOME VALUTATI:
Principali
- La morbidita post-operatoria e stata valutata mediante scala VAS (Scala visuo-analogica) dal
paziente. La scala VAS é caratterizzata da una segmento orizzontale di 10 cm alle cui estremita
si collocano gli estremi del dolore, il paziente segna con un punto il livello di intensita percepi-
tals.
Con questa scala sono stati valutati i seguenti parametri:
a) Il dolore post-operatorio: si valuta quanto il paziente riesce a discriminare il dolore
percepito nel sito di innesto da quello di prelievo.
b) Discomfort: & definito come il livello di indolenzimento provato dal paziente durante la
prima settimana post-operatoria dovuto alla ferita palatale. Si considera quanto risulti
condizionato il sonno, I'umore e la capacita lavorativa.
c) Inabilita alla masticazione: & in relazione ai cambiamenti nelle abitudini alimentari del
paziente causate dalla ferita palatale.
d) Stress: si basa sul livello di apprensione e paura provati dal paziente in relazione alla
compromissione dell'integrita del palato.
- Sanguinamento post-operatorio: il paziente ha inoltre registrato quante volte e per
quanto tempo si e verificato il sanguinamento dal sito di prelievo palatale.

- Consumo di antidolorifici (Ibuprofene 600 mg compresse). Al paziente e stata consegna-
ta una scatola integra ed é stato chiesto di portare la scatola con se al controllo, contando
le pillole assunte.

- Valutazione clinica e registrazione degli eventi avversi durante la guarigione della ferita
di prelievo palatale. La guarigione clinica del sito di prelievo ¢ stata valutata da un opera-
tore (AT) non a conoscenza dei gruppi di appartenenza dei pazienti visitati a 3, 14, 30 e
90 giorni dall’intervento. La rimozione sutura & avvenuta al 14° giorno. Sono state scatta-
te fotografie cliniche dei siti di prelievo e sono state registrate le eventuali complicanze
quali: necrosi del tessuto marginale, ematoma, infezione e alterazioni della sensibilita a
livello palatale.

Secondari

- Valutazione dei tempi medi delle procedure di prelievo di tessuto connettivale dal palato

dall'iniezione dell'anestetico locale all'ultimo punto di sutura.
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Valutazione dello spessore dell'innesto epitelio-connettivale prelevato e stima del tes-
suto connettivale residuo sul palato. E’ stato eseguito un sondaggio preliminare con un
ago da anestesia con stop in silicone che permettesse di ottenere lo spessore del palato
nei 5 punti sondati tramite i fori della dima utilizzata. La misurazione e stata eseguita
nuovamente negli stessi punti sull'innesto prelevato in modo che si potesse registrare
lo spessore dell’'innesto connettivale e conoscere lo spessore del tessuto residuo sul pa-
lato ottenuto per differenza.

Analisi statistica

L’analisi dei dati e stata svolta in accordo con un piano d’analisi prestabilito. Uno statistico
con esperienza in campo odontoiatrico ha analizzato i dati usando SPSS per Windows release
18.0 (SPSS, Chicago; IL, USA) senza conoscere i gruppi di appartenenza dei pazienti coinvolti.
Il paziente era I'unita statistica dell’analisi svolta. La differenza delle medie per il consumo di
antidolorifici e stata comparata con un t test per campioni indipendenti.

E’ stato usato il test di Mann-Whitney U per confrontare le mediane dei due gruppi per quanto
riguarda il dolore post-operatorio del sito di prelievo e del sito di innesto, il discomfort post-
operatorio, I'inabilita alla masticazione, lo stress e il sanguinamento post-operatorio. E stata
inoltre calcolata la mediana ed i valori degli interquartili (IRQ) allo scopo di fornire una de-
scrizione migliore dei dati presentati.

Tutte le comparazioni statistiche sono state condotte con un livello di significativita di 0,05.

Risultati

Sono stati coinvolti nello studio 42 pazienti, 21 nel gruppo test (9 femmine, 12 maschi di eta
media di 35,4 anni * 6) e 21 nel gruppo controllo (15 femmine e 6 maschi di eta media di 38,4
+5).

Tutti i pazienti di entrambi i gruppi hanno completato lo studio presentandosi regolarmente
ai controlli clinici e compilando le schede di raccolta dati come da programma prestabilito.

Il dolore nella sede di prelievo & stato: mediana 2,00 cm (I IRQ 1,20 - III IRQ 2,90) nel
gruppo test; mediana 6,20 cm (I IRQ 3,30 - III IRQ 8,00) nel gruppo controllo. La differenza tra
le mediane dei 2 gruppi é risultata statisticamente significativa (P =0,027).

I dolore nel sito di innesto era: mediana 2,00 cm (I IRQ 1,10 - IIT IRQ 5,20) nel gruppo test;
mediana 1,90 cm (I IRQ 1,00 - III IRQ 4,90) nel gruppo controllo. La differenza tra le mediane
dei 2 gruppi non risultava essere statisticamente significativa (P =0,9045).

Lo stress post-operatorio e risultata essere di: mediana 2,10 cm (I IRQ 1,00 - III IRQ
4,99) nel gruppo test; mediana 5,00 cm (I IRQ 2,90 - III IRQ 6,20) nel gruppo controllo. La dif-
ferenza tra le mediane dei 2 gruppi risultava essere statisticamente significativa (P = 0,0083).

L’inabilita alla masticazione é risultata essere di: mediana 6,00 cm (I IRQ 3,90 - III IRQ
7,00) nel gruppo test; mediana 6,00 cm (I IRQ 5,90 - II1 IRQ 8,00) nel gruppo controllo. La dif-
ferenza tra le mediane dei 2 gruppi risultava non essere statisticamente significativa (P =
0,9362).

Il discomfort post-operatorio e risultato essere di: mediana 3,90 cm (I IRQ 2,10 - III IRQ 4,00)
nel gruppo test; mediana 6,00 cm (I IRQ 4,00 - III IRQ 8,00) nel gruppo controllo. La differen-
za tra le mediane dei 2 gruppi risultava non essere statisticamente significativa (P = 0,50926).

Il sanguinamento post-operatorio riportato dal paziente e risultato essere di: mediana

1,00 cm (I IRQ 0,00 - IIT IRQ 3,00) nel gruppo test; mediana 2,00 cm (I IRQ 1,00 - III IRQ 3,00)
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nel gruppo controllo. La differenza tra le mediane dei 2 gruppi risultava non essere statisti-
camente significativa (P = 0,62414).

II consumo di antidolorifici durante il decorso post-operatorio riferito dai pazienti &
stato in media di 1400,00 mg (* 1,613 DS) nel gruppo test e di 1982,75 mg (+ 2142,93 DS) nel
gruppo controllo. La differenza tra le medie dei 2 gruppi risultava non essere statisticamente
significativa (P = 0,3255).

Tra i risultati secondari, nessun evento avverso (necrosi, ematoma, infezione, altera-
zioni della sensibilita) & stato riportato dall’esaminatore indipendente durante i controlli cli-
nici avvenuti a 3, 14, 30 e 90 giorni.

Il tempo chirurgico non ha presentato differenze significative tra i due gruppi dello
studio. Nel gruppo Test il tempo di intervento medio € stato di 50 + 5 minuti mentre nel grup-
po Controllo di 48 + 6 minuti (P > 0,05).

Lo spessore medio del palato non ha mostrato nessuna differenza statisticamente si-
gnificativa: 2,35+0,5mm Gruppo Test e 2,30 £0,5mm Gruppo Controllo (P > 0,05).

Tra i due gruppi studio non c’é¢ alcuna differenza statisticamente significativa in rela-
zione a ogni dimensione relativa al prelievo connettivale. Nel gruppo Test lo spessore medio
dell'innesto é stato di 1,4 + 0,2mm mentre nel gruppo controllo di 1,43 +0,3mm (P > 0,05).
Tab 1: dati relativi alla morbidita post-operatoria del paziente

Parametri Gruppo TEST Gruppo CONTROLLO p value

Dolore sito innesto” 2,00 1,90 NS
(1,10 - 5,20) (1,00 - 4,90)

Dolore sito prelievo” 2,00 6,20 p=0,027
(1,20 - 2,90) (3,30 - 8,00)

Discomfort® 3,90 6,00 NS
(2,10 - 4,00) (4,00 - 8,00)

Stress” 2,10 5,00 p =0,0083
(1,00 - 5,00) (2,90 - 6,20)

Inabilita alla 6,00 6,00 NS

masticazione® (3,90 - 7,00} (5,90 - 8,00)

Sanguinamento 1,00 2,00 NS

(giorni)” (0,00 - 3,00) (1,00 - 3,00)

Pain killers® 1400,00+1,613 1982,75+2142,93 NS

* VAS Median (I IRQ — 111 IRQ)

® Giorni
§ mg Mean+SD)|

Conclusione
[ risultati riportati in questo studio non evidenziano differenze statisticamente significative
tra il gruppo test ed il gruppo controllo per cio che riguarda l'inabilita alla masticazione e il
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dolore in corrispondenza del sito d’'innesto; quest’ultimo risultato era prevedibile in quanto il
trattamento nel sito di innesto & stato il medesimo in entrambi i gruppi.
Risulta invece statisticamente significativa a favore del gruppo test la differenza tra i due
gruppi per cio che concerne lo stress post-operatorio e il dolore nel sito di prelievo palatino.
Tutti gli altri parametri analizzati mostrano risultati a favore del gruppo test anche se le diffe-
renze non sono statisticamente significative.

Sono necessari ulteriori studi per confermare 'ipotesi che le membrane di PRF possa-
no ridurre la morbidita post-operatoria del paziente dopo prelievo epitelio-connettivale dal
palato senza condizionare i tempi d’intervento.
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Abstract

Aim: As an infection-driven inflammatory disease, periodontitis could lead to a reactive increase in
platelet count. This mechanism could partially mediate the well documented association between
periodontitis and atherosclerotic cardiovascular disease. The aim of this cross-sectional study was to
test the presence of an association between periodontitis and platelet count in a representative sample
of the South Korea population.

Materials and Methods: A total of 5,732 subjects representative of 38.8 million of adults were
examined. Multivariate regressions analyses were applied controlling for age, gender, smoking status,
educational level, body mass index, alcoholism, diabetes and hypertension status, Vitamin D serum
levels and total cholesterol], triglycerides, HDL and LDL blood levels.

Results: Compared to the non-severe periodontitis group, subjects with severe periodontitis (CP1=4)
displayed 13,048.93 more platelets for pL of blood (95% CI: 3,296.26-22,801.61, p=0.009) in the fully-
adjusted model. The association has shown to be highlighted in subjects aged more than 60, females,
non smokers and normal HDL blood levels. A systemic inflammatory biomarker (WBC Count)
explained 19.28% of this association.

Conclusions: In this large nationally-representative sample, periodontitis is independently associated
with a considerable increase in platelet count which is explained, at least in part, by an increase in
systemic inflammation.

Sinossi

Obiettivo: In qualita di processo infettivo-infiammatorio cronico, la parodontite potrebbe determinare
una trombocitosi reattiva, evento capace di mediare parzialmente la sua ben documentata
associazione con le malattie cardiovascolari. Questo studio trasversale ha investigato la presenza di
una associazione tra parodontite e conta piastrinica in un campione rappresentativo della popolazione
della Corea del Sud.

Materiali e metodi: Sono stati esaminati 5.732 soggetti rappresentativi di 38,8 milioni di persone e
condotte analisi di regressione multivariate controllate per et3, sesso, abitudine al fumo, educazione,
indice di massa corporeo, alcolismo, diabete e ipertensione, livelli serici di vitamina D, di colesterolo
totale, trigliceridi, HDL e LDL.

Risultati: Rispetto al gruppo controllo, i soggetti con parodontite severa (CPI=4) hanno mostrato
13.048,93 piastrine in piu per pL di sangue (IC 95%: 3.296,26-22.801,61; p=0,009) nel modello
multivariato finale. Questa associazione si ¢ dimostrata maggiore nei soggetti con piu di 60 anni, di
sesso femminile, non fumatori e con livelli normali di HDL plasmatiche. La conta leucocitaria, un



SESSIONE “PREMIO H.M. GOLDMAN 2018”

Rimini, 15 marzo 2018

XX CONGRESSO NAZIONALE SIdP

marcatore di inflammazione sistemica, ha spiegato il 19,28% dell’associazione.

Conclusioni: In questo ampio campione rappresentativo di popolazione, la parodontite si € dimostrata
associata in maniera indipendentemente ad un incremento nella conta piastrinica spiegato, almeno in
parte, da un aumento dell'infiammazione sistemica.

1. Introduzione

La parodontite e stata indipendentemente associata alle malattie cardiovascolari, ma anche al
cancro e alla mortalita (Tonetti & Van Dyke 2013; Michaud et al. 2017; Kebede et al. 2017). Si
ritiene che I'aumento dell'infiammazione sistemica sia uno dei principali meccanismi coinvolti
(D’Aiuto et al. 2004; Gocke et al. 2014), sebbene la cascata degli eventi biologici implicati non
sia ancora stata chiarita nel dettaglio (Tonetti & Van Dyke 2013; Schenkein & Loos 2013).

Le piastrine giocano un ruolo importante nella formazione dei trombi e nella malattia
cardiovascolare aterosclerotica. Sulla base di questo razionale, alcuni studi epidemiologici
prospettici hanno mostrato come degli squilibri nel numero (trombocitosi), nel volume o
nell’attivazione delle piastrine siano associati con l'insorgenza di malattia coronarica acuta
(Vinholt et al. 2016). Inoltre, la trombocitosi e stata associata con lo sviluppo di
tromboembolismo venoso, ictus, cancro e infine con la mortalita (Thaulow et al. 1991; Davi
and Patrono 2007; Vinholt et al. 2016; Zhan et al. 2016; Kabat et al. 2017). Per questi motivi, i
farmaci antiaggreganti piastrinici rappresentano la prima linea terapeutica nella gestione
delle sindromi ischemiche acute e nella prevenzione delle recidive (Patrono et al. 2005 e
2017).

Allo stesso tempo, € ben noto come i processi infettivi e infiammatori possano portare ad un
aumento nel numero delle piastrine, un fenomeno chiamato “trombocitosi reattiva” (Zareifar
et al. 2014). Questo viene definito come un incremento nella conta piastrinica non causato da
disordini mieloproliferativi o mielodisplasici, e rappresenta la causa piu comune di
trombocitosi nella popolazione generale (Santhosh-Kumar et al. 1991). Il suddetto fenomeno
¢ probabilmente imputabile al ruolo che le piastrine giocano nell'infiammazione e nella
risposta immune (Semple et al. 2011) ed e dunque ragionevole ipotizzare che anche la
parodontite, una patologia infiammatoria ad eziologia infettiva, possa condurre ad un
aumento delle piastrine circolanti.

La nostra ipotesi e che la parodontite causi un incremento nel numero dei trombociti e che
questo evento medi la ben documentata associazione tra parodontite e malattia
aterosclerotica (Figura 1). Mentre la seconda parte di questa ipotesi e gia supportata da
sufficiente evidenza scientifica, nessuno studio epidemiologico rappresentativo di
popolazione ha mai preso in considerazione l'esistenza di un’associazione tra conta
piastrinica e parodontite.

Per le suddette ragioni, I'obiettivo di questo studio trasversale é stato testare la prima parte
della nostra ipotesi. I dati prelevati dal KNHANES sono stati analizzati per verificare la
presenza di un’associazione tra parodontite e conta piastrinica in un campione
rappresentativo dell’intera popolazione sud-coreana.
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Figura 1. Modello di causalita ipotizzata nella relazione tra le due variabili di studio (parodontite e
conta piastrinica) e la malattia cardiovascolare aterosclerotica (MCA). Solo la prima parte dell’ipotesi
(effetto della parodontite sulla conta piastrinica) é stata oggetto del presente lavoro.

IPOTESI di RICERCA

Parodontite T_Ccrr"!ta_
Fiastrinica

2. Materiali e Metodi

Questo studio trasversale e stato riportato in accordo alle linee guida STROBE (STrengthening
the Reporting of OBservational studies in Epidemiology) (von Elm et al. 2007, Vandenbroucke
etal. 2007).

2.1 Campione analizzato: KNHANES 2012

[ dati per questo studio sono stati ottenuti dalla sezione 2012 del quinto “Korea National
Health And Nutrition Examination Survey” (KNHANES V). II KNHANES e uno studio
trasversale promosso dal “Korea Centre for Disease Control and Prevention” (KCDC) e
condotto su un campione annualmente rappresentativo del totale della popolazione sud
coreana non istituzionalizzata (Kweon et al. 2014).

2.1.1 Metodi di campionamento

Il KNHANES prevede un protocollo di campionamento stratificato con un modello di campioni
a rotazione. Per il survey del 2012, sono state selezionate 192 unita di campionamento
primario (UCP) da 200.000 aree definite geograficamente nell'intera Corea del Sud. Venti
nuclei familiari finali sono stati in seguito scelti per ogni UCP individuato utilizzando un
campionamento sistematico, per un totale di 3.840 nuclei familiari. Tutti gli individui di eta
superiore ad 1 anno appartenenti a tali nuclei familiari sono stati inclusi nell’analisi
(KNHANES 2015).

A fini statistici, i pesi relativi dei campioni sono stati bilanciati per i partecipanti di modo da
poter rappresentare l'intera popolazione della Corea del Sud, considerando il disegno
complesso del survey, il tasso di non risposta e la post-stratificazione (per sesso e eta).
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2.1.2 Contenuto del survey

I KNHANES consiste di tre parti: l'intervista sulla salute, I'esame fisico e il sondaggio
sull’alimentazione. Ulteriori informazioni circa il disegno e i metodi sono disponibili in
letteratura (KCDC 2012, Kim 2014, Kweon et al. 2014, KNHANES 2015).

Il survey del 2012 e stato eticamente approvato dal KCDC Institutional Review Board (2012-
01EXP-01-2C) e ogni partecipante ha firmato un consenso informato.

2.2 Determinazione delle variabili di studio
2.2.1 Conta piastrinica

La conta piastrinica e stata misurata con il metodo DC (XE-2100D - Sysmex/Japan) su
campioni di sangue dei partecipanti. Per le analisi, la conta piastrinica e stata mantenuta sia
come variabile continua (N/uL) sia categorizzata in quartili come segue: Q1, =214.000; Q2,
215.000-248.000; Q3, 249.000-288.000; Q4, =289.000 (N/uL).

2.2.2 Parodontite

Nel KNHANES 2012, 30 dentisti calibrati hanno esaminato lo stato parodontale dei
partecipanti usando il Community Periodontal Index (CPI; World Health Organization 1997).
Le misurazioni sono state ottenute attraverso il “walking probing method” con una sonda CPI
avente una punta rotonda del diametro di 0,5 mm. Durante le sessioni di calibrazione, gli
esaminatori sono stati istruiti ad usare una forza di 20 g. Nel quarto test di screening simulato,
la media dei valori Kappa inter-esaminatore per lo status parodontale e risultato essere di
0,72 (range 0,20-1,00; DS=0,19) (KCDC 2013).

La dentizione e stata divisa in sestanti. Ogni sestante e stato esaminato solo se erano presenti
due o piu denti non programmati per I'estrazione. Per I'analisi sono stati considerati dieci
denti rappresentativi: #17, #16, #11, #26, #27, #37, #36, #31, #46, #47 (sistema FDI).
Qualora i denti rappresentativi fossero assenti in un sestante, veniva esaminato il dente
adiacente.

Al Community Periodontal Index sono stati dati valori da 0 a 4 come segue: 0 (sano), 1
(sanguinamento gengivale al sondaggio), 2 (tartaro), 3 (PPD tra 3,5 e 5,5 mm) e 4 (PPD>5,5
mm). Il piu alto valore di ogni sestante e stato registrato come il valore del sestante.

Per la presente analisi, lo stato parodontale a livello del partecipante e stato dicotomizzato in
“parodontite” (CPI=3 in almeno un sestante) e “no parodontite” (CPI<2 in tutti i sestanti).
Un’ulteriore analisi ¢ stata condotta usando il deep pocketing (CPI=4 in almeno un sestante)
per selezionare i casi di “parodontite severa”.

2.3 Analisi statistiche

Tutte le analisi statistiche sono state condotte con la versione 21.0 del software SPSS (IBM
Corp, Armonk, NY, USA), utilizzando le procedure di analisi per campioni complessi (Kim et al.
2013). Nel dettaglio, sono stati considerati la stratificazione, il raggruppamento e
I'appropriato bilanciamento del campione in modo da permettere la generalizzazione dei
risultati all’intera popolazione della Corea del Sud. Tutti i p-value riportati sono a due code, e
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la significativita e stata stabilita a priori come p<0,05. I dati mancanti sono stati gestiti
mediante analisi dei casi completi con aggiustamento per le co-variate (Groenwold et al.
2012).

In ciascun modello di regressione lineare, la linearita della variabile “conta piastrinica” e stata
testata in relazione allo stato parodontale utilizzando la tecnica degli “effetti dell’esposizione
quadratica” ed i relativi p-values sono stati riportati (Kirkwood & Sterne 2003).

2.3.1 Statistica descrittiva e associazione univariata

Le caratteristiche descrittive riguardo ciascuna co-variata sono state riassunte per l'intera
popolazione e categorizzate in accordo allo stato parodontale. Le variabili categoriali sono
state riportate come conteggio non pesato (% pesata), mentre le variabili continue come
medie pesate (Deviazione Standard Relativa - DSR).

In seguito, sono state ottenute le stime preliminari (Odds Ratios - OR - o differenza nelle
medie - DM) riportate assieme al rispettivo intervallo di confidenza al 95% (IC) e ai p-values
derivati da un test di Wald, di modo da valutare I'associazione “cruda” tra la presenza di
parodontite e la conta piastrinica.

2.3.2 Analisi di regressione multivariate

Sono state successivamente eseguite analisi di regressione multivariate lineari e logistiche in
modo da esaminare la associazione tra la parodontite e la conta piastrinica, aggiustata per i
potenziali fattori di confusione selezionati in accordo alla conoscenza esterna utilizzando i
seguenti 3 modelli:

1. Modello 1: eta e sesso;

2. Modello 2: Modello 1 + abitudine al fumo, livello di educazione, indice di massa corporea,
alcolismo, stato di ipertensione e livelli serici di vitamina D;

3. Modello 3: Modello 2 + stato diabetico e colesterolo totale, trigliceridi, livelli sanguigni di
HDL e LDL.

Le stime (IC 95%) ottenute dalle analisi di regressione multivariate sono state riportate, cosi
come i valori p derivati dai rispettivi test di Wald.

2.3.3 Modlificatori di effetto

Allo scopo di verificare I'eterogeneita dell’effetto della parodontite sulla conta piastrinica
(variabile continua), i termini moltiplicativi di interazione tra ciascuna co-variata (escludendo
la conta leucocitaria) e la parodontite sono stati inseriti separatamente nel modello
multivariato finale. In presenza di interazione per una co-variata, € stata eseguita la relativa
analisi sub-gruppo in aggiunta a quelle pianificate a priori (eta, sesso e abitudine tabagica).
Ciascun modificatore di effetto e stato escluso dal proprio modello multivariato per sub-
gruppo, con eccezione dell’eta.

2.3.4 Mediatori

Avendo ipotizzato una conta piastrinica aumentata nei pazienti parodontali attraverso un
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aumento dell'inflammazione sistemica, abbiamo testato come potenziale mediatore
dell’associazione il principale biomarker infiammatorio sistemico raccolto nel KNHANES
2012: 1a conta leucocitaria (WBC).

Il suo ruolo é stato valutato come “percentuale di eccesso di rischio spiegata”, adattando al
tipo di stima del presente studio (differenza nelle medie) la formula proposta in altri studi
(Szklo & Nieto 2012, Han et al. 2013, Romandini et al. 2017). Il ruolo della conta leucocitaria e
stato quindi calcolato come segue: [(DM(modello multivariato finale) - DM(modello
multivariato finale+conta leucocitaria)) / (DM (modello multivariato finale)-1)].

3. Risultati

Nel KNHANES 2012, la strategia di campionamento ha dato origine alla selezione di 10.069
persone: tra queste, 8.058 (80%) hanno accettato di partecipare. Di questi partecipanti, 7.645
hanno partecipato sia al questionario sulla salute sia alla visita (75,9% del totale). Come
precedentemente esposto, il campione finale e stato pesato tenendo in considerazione questo
tasso di non risposta.

La presente analisi ha incluso solo i partecipanti che hanno ricevuto sia la visita parodontale
che la stima della conta piastrinica, per un totale di 5.732 partecipanti rappresentativi di 38,8
milioni di persone.

3.1 Statistica descrittiva e associazione univariata

La Tabella 1 fornisce la statistica descrittiva dei partecipanti dello studio, sia totale sia
categorizzata per lo stato parodontale (entrambe le definizioni - CP1=3 e CP1=4).

1.327 partecipanti avevano la parodontite definita come CPI=3 (N. pesato 7.824.206 - 20,2%)
e 323 partecipanti avevano la parodontite definita come CPI=4 (N. pesato 1.767.152 - 4,6%),
mentre la conta piastrinica media era di 255.081,01 (0,004) per pL di sangue.

Nel modello “crudo”, la conta piastrinica e risultata inversamente associata alla parodontite
definita come CPI=3 (DM = -5.046,38, 95% IC: -9,229,12 — -863,64 p=0,018) e non associata
con la parodontite severa, definita come CPI=4 (DM = 2.361,16 , 95% IC: -6.185,51—
10.907,824, p>0,05) (Tabella 2).
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Tabella 1. Caratteristiche della popolazione in esame, sia generali che in accordo allo stato

parodontale

Conta piastrinica
(103/uL), media
(RSD)

Quartili della conta
piastrinica, N (%)

Q1
(=
214.000/pL)

Q2
(215.000-
248.000/uL)

Q3
(249.000-
288.000/uL)
Q4
(>289.000/uL)
Eta (anni), media

(RSD)
Gruppi di eta, N (%)

<50 anni

51 - 60 anni
> 60 anni

Sesso, N (%)
Uomini

Donne

Fumo, N (%)

Non fumatori

Attuali

fumatori

CPI23 CPI = 4

Totale* No Parodontitet No Parodontite
Parodontitet Parodontite Severatt
Severatt

255.081,01 256.09842  251.052,04 254.973,50 257.334,66
(0,004) (0,005) (0,008) (0,005) (0,017)

1420(23,1)  1038(223)  382(263) 1337 (23,0) 83 (24,3)
(1246322) 1115 (26,4) 317 (25,3) 1368 (26,6) 64 (18,4)
(12‘;43) 1132 (254) 317 (25,1) 1357 (25,1) 92 (30,6)
(12‘;331) 1120 (258) 311 (23,3) 1347 (25,3) 84 (26,7)
(glo'gg) 38,78 (0,010) 5425(0,011) 41,20 (0,009) 56,45 (0,019)
(3;17071) 2753 (745) 348 (41,1) 3036 (69,5) 65 (30,1)
[1106377) 688 (13,8) 349 (28,2) 942 (15,8) 95 (36,2)

1594 (1,6) 964 (11,8) 630 (30,6) 1431 (14,7) 163 (33,7)
[25?88) 1805 (483) 693 (60,5) 2317 (50,4) 181 (58,6)
[1%9324) 2600 (51,7) 634 (39,5)) 3092 (49,6) 142 (41,4)
[‘;Té‘) 3087 (76,0) 957 (69,8) 3817 (74,8) 227 (70,6)

958 (25,4) 650 (24,0) 308 (30,2) 882 (25,2) 76 (29,4)
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Scuola
elementare
Scuola media
Scuola
superiore
Universita o
college

(RSD)

Alcolismo (AUDIT
score), media (RSD)

Stato ipertensivo, N

(%)

Normale

Pre ipertensione

Ipertensione

Livelli sierici di

vitamina D (ng/dL),
media (RSD)

Stato diabetico, N (%)

Normale

IFG

Diabete

CPI=3 CPI=4
Totale* No Parodontitet No Parodontite
Parodontite Parodontite Severatt
Severatt
(‘1‘1‘;861) 991 (17,0) 490 (30,1) 1358 (18,8) 123 (36,4)
731 (13,3) 515 (12,4) 216 (16,7) 675 (12,9) 56 (21,8)
(13774% 1406 (38,8) 343 (33,7) 1672 (38,3) 77 (26,6)
(125972) 1351 (31,8) 220 (19,5) 1524 (30,0) 47 (15,2)
(3%35) 2331(0,004) 2436 (0,006) 2346 (0,003) 24,68 (0,016)
6,90 6,75 (0,022) 7,45 (0,037) 6,84 (0,019) 8,00 (0,074)
(0,019)
(24%02) 1793 (51,7) 407 (37,0) 2127 (49,3) 73 (30,9)
(12261% 907 (26,1) 311 (25,9) 1141 (26,1) 77 (26,0)
(12%557) 1015 (22,2) 542 (37,1) 1406 (24,6) 151 (43,1)
18,83
16,76 (0,013) 16,34 (0,014) 18,43 (0,017) 16,66 (0,013) (0,028)
(37‘21% 2686 (76,8) 729 (60,5) 3258 (73,9) 157 (58,1)
(11%03) 704 (17,5) 305 (24,0) 938 (18,8) 71 (21,7)
500 (7,9) 285 (5,7) 215 (15,4) 430 (7,3) 70 (20,2)
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CPI=3 CPI=4

Totale* No Parodontitet No Parodontite

Parodontitet Parodontite Severatt
Severatt

Livelli di colesterolo
ematici totali 185,37 183,75 191,76 185,10

(0,004) (0,005) (0,006) (0,004) 191,02 (0,012)
(mg/dL), media (RSD)
Trigliceridi ematici
totali (mg/dL) , media 129,47 123,36 154,64 128,32

(0,018) (0,020) (0,028) (0,019) 153,40 (0,044)
(RSD)
Livelli ematici HDL
(mg/dL) , media (g%gg) 51,15 (0,006) 47,34 (0,009) 50,53 (0,005) 47,21 (0,019)
(RSD) '
Livelli ematici LDL 111,46 110,11 116,83 111,25 115,89 (0016)
(mg/dL), media (RSD)  (0,005) (0,006) (0,008) (0,005) ’ ’
Conta leucocitaria
(103/pL), media (0569096) 5,92 (0,007) 6,27 (0,010) 5,97 (0,006) 6,40 (0,021)
(RSD) '
Note:

*Totale: n=38.808,363,

1CPI>3 - Senza parodontite: n=30.984,156 -Parodontite: n=7.824,207,
11CPI=4 - Senza parodontite severa: n=37.041,211 - Parodontite severa: n=1.767,152,

[ dati sono presentati come N non pesati (% pesata) per quanto riguarda le variabili
categoriali, mentre come media pesata (DS relative pesata) per quanto riguarda le variabili
continue.

N ¢ il numero non pesato di partecipanti in ciascun sub-gruppo; la somma degli N varia a
seconda dei dati mancanti per ciascuna variabile.
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Tabella 2. DM aggiustate (IC 95%) ed OR (IC 95%) per i valori di conta piastrinica e per i
quartili di conta piastrinica (rispettivamente) secondo la prevalenza della parodontite (sia CPI

>3 che CPI =4)

CPI=3 CPI=4
Crudo Modello Modello Modello Crudo Modello Modello Modello
1 2 3 1 2 3
Valori di
conta 5.046,38 5'97*7‘32 5459,59  5.312,45 2.361,16 11'915‘3 10'632‘1 13'0i8‘9
piastrinica ) 1.106,4 ) ) S 3 2765 90 (1 3274 01 (3 2396 26
(- ( '6/ ™ (561,26/ (393,87/ 6.185,51/ (3. y ’ (1. ; ’ (3. f ’
DM (IC 95%) 9'22/(_3'12 10.848,1 10"2?7'9 10'21'0 10'23’7‘8 206248 198702 22.8016
863,64) 8) 4 2) D
P per lanon
_ . 0,403 0,821 0,012 0,008 0,572 0,143 0,178 0,071
linearita
Quartili di
conta
piastrinica
(ORs)
Q1 1 (REF) 1 (REF) 1 (REF) 1 (REF)
1(REF) 1(REF) 1 (REF) 1 (REF)
(< 214.000/puL)
Q2 0,812 0,990 1,047 1,047 0,656F 0,786 0,815 0,890
(215.000- (0,658/1  (0,782/1 (0,799/1 (0,796/1 (0,437/0, (0,520/1, (0,522/1, (0,561/1,
248.000/uL) ,003) ,253) ,372) ,377) 986) 189) 272) 410)
Q3 0,839 1,214 1,174 1,162 1,152 1,622t 1,652 1,754t
(249.000- (0,665/1 (0,938/1 (0,870/1 (0,855/1 (0,749/1, (1,044/2, (0,992/2, (1,033/2,
288.000/uL) ,059) ,572) ,585) ,579) 773) 518) 751) 978)
Q4 0,766+ 1,283+ 1,302 1,303 1,001 1,591+ 1,549 1,745t
289.000/uL. (0,619/0  (1,010/1 (0,985/1 (0,976/1 (0,655/1, (1,018/2, (0,938/2, (1,005/3,
(>289.000/uL) ,948) ,629) ,720) ,740) 531) 486) 556) 031)
Note:

Abbreviazioni: DM, differenza media; OR, odds ratio; IC, intervallo di confidenza.

Modello 1: aggiustato per eta e sesso.

Modello 2: aggiustato per etad e sesso, stato tabagico, livello di educazione, body mass index, alcolismo,
stato ipertensivo e livelli sierici di vitamina D.
Modello 3 aggiustato per eta e sesso, stato tabagico, livello di educazione, body mass index, alcolismo,
stato ipertensivo e livelli sierici di vitamina D, stato diabetico e livelli ematici di colesterolo totale,
trigliceridi, HDL e LDL.

* = statisticamente significativo DM (p<0,05).
** = statisticamente significativo DM (p<0,01).
1 = statisticamente significativo OR (p<0,05).
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3.2 Analisi di regressione multivariate

Dopo aver controllato per i fattori di confusione, il rapporto di associazione si e invertito per
la definizione di parodontite come CPI=3, mentre e diventato significativo per la definizione di
parodontite severa. Infatti, considerando eta e sesso (modello 1) i soggetti con la parodontite
hanno mostrato una conta piastrinica piu elevata per entrambe le definizioni (Tabella 2).
Aggiungendo ulteriori co-variate alle regressioni multivariate (modelli 2 e 3) le stime non
sono cambiate significativamente, portando solamente a una perdita di potenza statistica.
L’unica eccezione e stata per la parodontite severa nel modello 3, che ha raggiunto una DM di
13.048,93 (95% IC: 3.296,26—22.801,61; p=0,009).

[ soggetti affetti da parodontite severa hanno mostrato una Odds Ratio di 1,75 (IC 95%: 1,01-
3,03) di collocarsi nel piu alto quartile della conta piastrinica rispetto ai soggetti affetti da
parodontite non severa.

3.3 Modificatori di effetto

L’unica interazione significativa e stata riscontrata tra la parodontite severa e i livelli
sanguigni bassi di HDL. Le analisi sub-gruppo per i bassi livelli sanguigni di HDL e quelle a
priori (eta, sesso e abitudini tabagica) vengono riportate nella Tabella 3. In particolare, nei
partecipanti con livelli plasmatici normali di HDL, i soggetti con la parodontite severa hanno
mostrato 19.030,48 piastrine in piu per puL di sangue rispetto a coloro senza la parodontite
severa (95% IC: 7.563,05 — 30.497,91; p=0,001).

Tabella 3. DMs aggiustate (IC 95%) per i valori di conta piastrinica secondo la prevalenza della
parodontite (sia per CPI = 3 che per CPI = 4) nella popolazione totale e per ciascun
sottogruppo

CPI=3
Totale Gruppi di eta Sesso Attuale fumatore Ipo-HDL
<50 51-60 >60 No (>40 Si (<40
. . . Male Female No Si (2 (
anni anni anni mg/dL) mg/dL)
Valori di
conta
piastrinica
DM (IC 5.312,4 1.018,8 10.48 7.170, 4.719,7 5.266,75 5.984,56 4.168,17 3.327,36 9.176,14
959%) 5% 7 4,11* 01 3 (- * (- (-2.008,35/  (-2.779,86/
(393,8 (- (107,3 (- (- 2.44493 (508,54/ 5.322,66 8.663,07) 21.132,15)
7/ 6.117,7 7/ 4982  1.3478 / 11.460,5 /
10.231, 7/ 20.86 9/ 2/ 12.978,4 9) 13.659,0
04) 81555 085) 1483  10.787, 4) 0)
2) 8,30) 27)
Pperla 0,085 0366 0771 0,004 0,341 0,047 0,076 0,056 0,037
non 0,008

linearita
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CPI=4
Totale Gruppi di eta Sesso Attuale fumatore Ipo-HDL
<50_ 51_6,0 >60, Male <50, 51_6_0 >60 anni Male
anni anni anni anni anni
Valori di
conta
piastrinica

DM (IC 13.048, 11.374, 7.874, 18.89 10.002, 15.467,1 14.0354  11.045, 19.030,48** -7.385,00

95%) 93%* 50 04 1,31% 66 5+ 0* 02 (7.563,05/ g
(3.296, & - (2188 g (-50,76/ (28315 & 30.497,91)  23.922,12/
26/ 43557 6560, ,97/3 99613/ 30.985,0 2/ 4.885,5 9.152,12)
22801, 5/ 39/ 5593, 21.001, 5) 25.239,2 5/
61) 27104, 22308  66) 46) 8) 26.975,
75) 46) 58)
Pperla 0,128 0295 0956 0,333 0,094 0,062 0,613 0,116 0,097
non 0,071
linearita
Note:

Abbreviazioni: DM, differenza media; IC, intervallo di confidenza.

Tutte le DM (IC 95%) riportate sono degli aggiustamenti multivariati relativi al modello 3 (eta, sesso,
stato tabagico, livello di educazione, body mass index, alcolismo, stato ipertensivo e livelli sierici di
vitamina D, stato diabetico e livelli ematici di colesterolo totale, trigliceridi, HDL e LDL).

Ogni modificatore dell’effetto e stato escluso dal proprio modello multivariato sub-gruppo, eccetto l'eta.

* = statisticamente significativo DM (p<0,05).

** = statisticamente significativo DM (p<0,01).

3.4 Mediatori

Nella tabella 4, vengono riportate le DM nella conta piastrinica tra la salute parodontale
(entrambe le definizioni) del Modello 3, dopo I’'aggiustamento per la conta leucocitaria come
potenziale mediatore. La DM e risultata attenuata del 45,65% per il CPI=3 (portando a una
perdita di significativita statistica) e del 19,28% per la parodontite severa.
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Tabella 4. Ruolo della conta leucocitaria nel mediare la relazione tra prevalenza di parodontite (sia
per CPI 2 3 che per CPI = 4) e la conta piastrinica

CPI=3 CPI=4
% eccesso di % eccesso di
DM (95% CI 0
(95%CD) rischio spiegato* DM (95% CI) rischio spiegato*
5.312,45 13.048,93
Modello Base (B) (393,87/ - (3.296,26/ -

10.231,04) 22.801,61)
B + conta 3.430,40 10.725,58

leucocitaria (-1.141,20/ 43,65 (1.079,92/ 19,28
8.002,00) 20.371,25)

Note:

Abbreviazioni: DM, differenza media; IC, intervallo di confidenza; B, modello base.

Il modello base (B) é un aggiustamento multivariato relativo al modello 3 (eta, sesso, stato tabagico,
livello di educazione, body mass index, alcolismo, stato ipertensivo e livelli sierici di vitamina D, stato
diabetico e livelli ematici di colesterolo totale, trigliceridi, HDL e LDL).

4. Discussione

In questo studio, la parodontite, specialmente nella sua forma severa, si € dimostrata essere
indipendentemente associata con un considerevole aumento nella conta piastrinica. Nello
specifico, i soggetti affetti da parodontite severa hanno mostrato 13.049 piastrine in piu per
pL di sangue e una odds aumentata del 75% di collocarsi nel piu alto quartile relativamente
alla conta piastrinica. L'incremento dei livelli piastrinici nei partecipanti con la parodontite &
risultato spiegato, almeno in parte, da un incremento dell'infiammazione sistemica (43,65%
per CPI=3 e 19,28% per CPI=4). La nostra ipotesi di studio e stata dunque confermata.

Nel modello “crudo” si e riscontrata una associazione inversa statisticamente significativa tra
la conta piastrinica e la prevalenza della parodontite (CPI=3), mentre non si & trovata alcuna
associazione con la parodontite severa. Questa osservazione e indicativa di un profondo
confondimento presente nel nostro campione. Eta e sesso sono apparsi essere i principali
fattori confondenti la associazione: il semplice aggiustamento per questi due fattori (modello
1) ha fatto virare entrambe le stime verso una associazione diretta statisticamente
significativa. Per il CPI23, nessuna altra co-variata ha dimostrato di influenzare
significativamente 'associazione, mentre per il CPI=4, la presenza di diabete e i livelli di lipidi
sanguigni hanno fatto notevolmente incrementare la stima (modello 3).

Anche se le analisi sub-gruppo generalmente mancano di sufficiente potenza statistica, nel
nostro campione € stato trovato unamodificazione di effetto rilevante per alcune co-variate,
specialmente per la definizione di caso CPI=4 . L’associazione si ¢ dimostrata particolarmente
pronunciata nei soggetti con piu di 60 anni, di sesso femminile, non fumatori e con livelli
plasmatici normali di HDL. E interessante notare come quasi tutti questi sottogruppi siano
quelli che vengono generalmente considerati a basso rischio per la malattia coronarica (non
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fumatori, donne e livelli di HDL normali; D’Agostino et al. 2008). Anche se le percentuali
variano consistentemente tra i diversi studi, viene attualmente accettato il fatto che una
proporzione non trascurabile di soggetti con malattia coronarica non presenti nessuno dei
fattori di rischio conosciuti (Braunwald 1997; Khot et al. 2003; D’Agostino et al. 2008). Allo
stesso tempo, la conta piastrinica e stata consistentemente associata allo sviluppo di malattia
coronarica (Vinholt et al. 2016). Basandoci su questi dati, si potrebbe quindi speculare che
parte del rischio di andare incontro a questi eventi cardiovascolari inspiegabili possa essere
attribuibile proprio alla parodontite severa, attraverso un aumento della conta piastrinica. Ad
ogni modo, questa congettura necessita di essere verificata da ulteriori ricerche.

L’associazione tra parodontite e conta piastrinica si e dimostrata lineare per i modelli che
comprendevano una definizione basata sul CPI=4, mentre spesso non lineare per i modelli
CPI=z3. Inoltre, abbiamo individuato un marcatore infiammatorio sistemico (conta
leucocitaria) che media parzialmente la associazione tra parodontite e conta piastrinica
aumentata. Questa evidenza conferma il nostro paradigma concettuale iniziale e ci permette
di approfondire i possibili meccanismi di questa associazione.

4.1 Possibili meccanismi e interpretazione nel contesto della letteratura

La trombocitosi reattiva in risposta ad un processo infettivo o infiammatorio € un
meccanismo fisiologico. Nel caso della parodontite, devono essere presi in considerazione
alcuni meccanismi peculiari.

In primo luogo, la batteriemia causata dalla parodontite pud indurre uno stato di
inflammazione cronica di basso grado, caratterizzato dell’elevazione di marker sistemici come
IL-1, IL-6 e TNF-a (Loos 2005; Tonetti et al. 2013; Sanz et al. 2018). Tra questi, la IL-6 &
riconosciuta come uno dei principali responsabili della produzione epatica di trombopoietina
(Tpo) e conseguentemente di un’aumentata trombopoiesi (Hsu et al. 1999; Kaser et al. 2001;
Kaushansky 2009).

Inoltre, al di 1a della loro funzione emostatica, le piastrine giocano un ruolo importante nella
risposta immune e nella difesa dell’ospite dai batteri ed esprimono numerose molecole
coinvolte nel processo di riconoscimento dell’antigene (Semple et al. 2011; Sreeramkumar et
al. 2014; Kapur et al. 2015). In seguito alla batteriemia, le piastrine possono reagire
direttamente aumentando in numero e in attivazione (Herzberg and Meyer 1996; Zhan et al.
2016; Bakogiannis et al. 2017).

In piu, la malattia parodontale e caratterizzata istologicamente da vasculite e ulcerazione
dell’epitelio che portano ad un sanguinamento gengivale, anche se di modesta entita (Page &
Schroeder 1976; Seymour et al. 1993). Questo danno cronico puo risultare in un incremento
nei livelli circolanti di Tpo e nella trombocitosi (Kaushansky 2009; Ferreira et al. 2017).

Infine, non si puo escludere un meccanismo di causalita inversa. Come componenti del
network immunitario, le piastrine secernono alcune citochine che potrebbero svolgere
un’azione nel modulare la patogenesi infiammatoria della distruzione parodontale (Semple et
al. 2011; Grozovsky et al. 2015). Una condizione di trombocitosi non bilanciata potrebbe
dunque potenzialmente influire sull’insorgenza e la progressione della parodontite.

Nessun’altra indagine epidemiologica rappresentativa di popolazione aveva esaminato in
precedenza l'associazione tra parodontite e conta piastrinica, pertanto non ci € possibile
operare un paragone diretto con la letteratura. Tuttavia, alcuni studi hanno investigato la
malattia parodontale in relazione ad altri importanti marcatori di funzionalita piastrinica,
come il volume e lattivazione, mettendone in luce la plausibile interdipendenza
(Papapanagiotou et al. 2009; Wang et al. 2015).

All'interno delle nostre analisi, la parodontite severa e risultata associata ad un incremento
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maggiore nella conta piastrinica rispettoalla parodontite definita come CPI=3, indicando una
sorta di relazione dose-risposta. Questo risulta in accordo con alcuni studi che riportano
un’infiammazione sistemica aumentata e una piu alta incidenza di malattia cardiovascolare
nei pazienti con le forme piu severe di parodontite (Dietrich et al. 2013; Azizi et al. 2015).

4.2 Limitazioni e punti di forza

Il nostro studio presenta alcune limitazioni. In primo luogo, la definizione dei casi di
parodontite nel KNHANES e stata stabilita sulla base del CPI. Questo approccio puo risultare
molto utile negli studi epidemiologici di grandi dimensioni a causa delle frequenti costrizioni
logistiche ed economiche, ma pud sovrastimare o sottostimare la presenza di malattia
(Albandar 2011; Tran et al. 2014). Per mitigare questo effetto, abbiamo tuttavia effettuato le
analisi sia sui casi di parodontite definiti da CPI=3 che da CPI=4. Un altro punto da
considerare € che il disegno traversale dello studio non permette di inferire un rapporto
causale tra la parodontite e la conta piastrinica, ma soltanto un rapporto associativo. In piu,
sulla base della natura osservazionale del nostro studio, non € stato possibile fornire alcuna
evidenza riguardo gli effetti della prevenzione o del trattamento della parodontite sulla conta

piastrinica.

Ciononostante, il nostro studio presenta anche numerosi punti di forza. Innanzitutto,
rappresenta il primo lavoro epidemiologico rappresentativo di popolazione volto ad
investigare l'associazione tra parodontite e conta piastrinica, e a riscontrare una forte
associazione dopo il controllo per fattori confondenti potenziali multipli.

Inoltre, le analisi sono state condotte su di un campione particolarmente ampio,
rappresentativo di un’intera nazione e gia consistentemente adoperato nella ricerca in ambito
parodontale (es. Ahn et al. 2015; Romandini et al. 2017; Lee et al. 2018), permettendo in
questo modo di generalizzare i risultati per lo meno all'intera popolazione della Corea del Sud.
Le procedure di campionamento e i metodi di raccolta dei dati hanno inoltre permesso la
minimizzazione delle possibilita di andare incontro a dei bias di selezione o informazione.
Infine, tutte le criticita in ambito statistico (analisi per campioni complessi, gestione dei dati
mancanti, identificazione dei modificatori di effetto, test formali di linearita, ecc.) sono state
gestite in accordo all’orientamento della letteratura statistica attuale (Kim et al. 2013;
Groenwold et al. 2012; Kirkwood & Sterne 2003).

4.3 Ricerche future

[ risultati qui presentati aprono la strada verso ulteriori ipotesi e ricerche.

In primo luogo, questi risultati dovrebbero essere verificati in altre popolazioni in modo di
poter provare la loro validita esterna, preferibilmente utilizzando I’attuale definizione di caso
parodontale per la ricerca sui fattori di rischio (Tonetti & Claffey 2005).

In secondo luogo, dovrebbero essere attentamente investigati i meccanismi e i mediatori della
associazione tra parodontite e conta piastrinica elevata.

In terzo luogo, sarebbero necessari studi longitudinali per provare la temporalita
dell’associazione e per verificare se questa possa realmente mediare la relazione tra
parodontite e malattia cardiovascolare.

Infine, nel caso questa nuova associazione venisse corroborata, si renderebbero indispensabili
dei protocolli di intervento volti a verificare se la prevenzione o il trattamento della
parodontite possa avere un effetto rilevante sui livelli di piastrine circolanti e se questo effetto
si rifletta in una minor incidenza di malattia cardiovascolare aterosclerotica.
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5. Conclusioni

In questo campione rappresentativo di popolazione, la prevalenza della parodontite &
risultata significativamente associata con un considerevole aumento della conta piastrinica.
Inoltre, la presenza della parodontite severa ha risultato aumentare del 75% le odds di
collocarsi nel piu alto percentile di conta piastrinica.

Saranno necessari ulteriori lavori per verificare se questa trombocitosi reattiva rappresenti
un meccanismo rilevante nel collegare la parodontite alla malattia cardiovascolare
aterosclerotica.
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