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Introduzione.

In questo lavoro viene descritto il risultato di prove con culture cellulari eseguite su campioni di 

lega dentale trattati e non trattati con il prodotto TTSV gel. In particolare, sono state eseguite prove 

di citotossicità con fibroblasti di topo L-929.

Sono, inoltre, riportati i risultati delle prove elettrochimiche ( curve di polarizzazione) effettuate

su campioni della stessa lega preparati in modo analogo.

Materiali e metodi

In tabella 1 è riporatata la composizione chimica della lega utilizzata per questa valutazione, così

come indicata dal Dr. Bosi, mentre in tabella 2 è riportato l’elenco dei campioni e il modo in cui 

sono stati contrassegnati.

                                         Tabella 1 – Composizione  percentuale

	Lega
	Au
	Pd
	Ag
	In
	Ga

	
	45.0
	38.82
	6.0
	1.5
	1.5


                                            Tabella 2 – Elenco dei campioni

	          campione
	              trattamento
	                   utilizzo

	                1
	        Trattato TTSV gel
	        Prova di corrosione

	                2
	       Non trattato TTSV gel
	        Prova di corrosione

	              3,4
	        Trattato TTSV gel
	       Test di citotossicità

	              5,6
	       Non trattato TTSV gel
	       Test di citotossicità


Prove di citotossicità con fibroblasti L-929

La valutazione della citotossicità  mediante metodiche in vitro gioca un ruolo importante

nell’ambito del processo di caratterizzazione e controllo delle leghe dentali. Infatti, il rilascio di

elementi metallici dalle leghe dentali [1] può tradursi nella comparsa di reazioni citotossiche nei 

tessuti adiacenti. Molti dei metalli presenti nella formulazione delle leghe dentali, se presenti in 

concentrazioni sufficienti, possono causare reazioni tossiche, infiammatorie, allergiche o mutagene
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                                                                                                                                                               [ 1- 5 ]. Obiettivo di questo lavoro è stato lo studio della citotossicità di una stessa lega aurea in due

differenti condizioni: 1) dopo fusione, quindi con una superficie ricca di ossidi e 2) dopo fusione e

trattamento con il prodotto TTSV gel, specificamente sviluppato e utilizzato per la rimozione dello

strato di ossidi superficiali. Prima di effettuare la prova di citotossicità  i campioni sono stati 

sottoposti  ad osservazione al microscopio elettronico a scansione (SEM) LEO 420 (LEO) ed 

analizzati con la microanalisi (OXFORD) in dotazione allo strumento. I parametri di lavoro 

(working distance,  EHT ( EHT= potenziale di accelerazione del fascio elettronico), magnification,

unità di misura, etc.) utilizzati nel corso dell’osservazione sono riportati nella parte bassa di iascuna 

foto. Le cellule utilizzate per la prova di citotossicità sono fibroblasti di tessuto connettivo di topo 

L-929. Le prove di citotossicità sono state condotte secondo i protocolli contenuti nella norma ISO

10993/5: 1992, Biological Evaluation of Medical Devices- part 5: Tests for cytotoxicity: in vitro

methods e alla bibliografia internazionale [ 1 – 5 ]. 

Una sospensione di 2,5x105  fibroblasti in 5 mL di terreno Minimum Eagle’s Medium (MEM,

SIGMA-ALDRICH S.r.l., Milano), addizionato di 10% di siero di feto bovino, L-glutamina,

penicillina e streptomicina veniva introdotta in contenitori sterili in polistirene a 6 scomparti (6

multiwels plate, CORNING) contemporaneamente ai campioni. I contenitori venivano 

successivamente posti in incubatore a 37 °C, 5% di CO2  e umidità relativa del 98% per 72 ore.

Al termine delle 72 ore di crescita, le cellule a contatto con i campioni analizzati per le 

caratteristiche di  citotossicità  venivano innanzitutto osservate la microscopio ottico invertito. 

In particolare, si è valutata la presenza di cellule morte nella zona attorno al perimetro del campione 

di lega, di cellule giganti multinucleate, di anomalie generali della morfologia cellulare, il tutto in 

confronto con quanto osservato a livello dello strato cellulare a contatto con il controllo negativo 

(polistirene per colture cellulari ) e a contatto con il controllo positivo (una lega  rame – alluminio – 

nickel). 
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Dopo l’osservazione microscopica, sia i controlli che i campioni venivano sottoposti alla 

procedure di fissazione con gluteraldeide 4% in BPS, successivamente disidradati con miscele 

acqua – etanolo a  concentrazione crescente di etanolo e infine con esametildisilazano puro (HMDS, 

Aldrich). I protocolli presenti in letteratura indicano che questo metodo consente di ottenere ottimi

risultati e minimizzare artefatti [6]. Dopo asciugatura, i campioni venivano collocati su supportini

adesivi e ricoperti con un sottile strato d’oro (Agar Auto Sputter Coater). Aree scelte casualmente

sono state fotografate per ciascun campione a 200, e 5000 ingrandimenti.

Le cellule contenute nei pozzetti in polistirene venivano invece sottoposte al test MTT per la 

valutazione dell’efficienza dell’enzima mitocondriale Succinato Deidrogenasi (SDH). In questo 

test, la presenza di effetti tossici è evidenziata della diminuzione dell’attività dell’enzima, 

estremamente sensibile a eventuali presenze di sostanze tossiche nell’ambiente di crescita delle 

cellule, rispetto al controllo negativo [7]. In breve, il monostrato cellulare cresciuto a contatto con i 

campioni viene lavato 3 volte con tampone fosfato sterile (PBS Dulbecco, pH 7.2). 

Successivamente, grazie all’aggiunta di 5mg/mL di 3 – [4,5 – Dimethylthiazol-2-yl]2,5-

diphenyltetrazolium  (Sigma, Milano) si sviluppa una reazione che, dopo incubazione per 3 ore 

a 37 °C, porta allo sviluppo di un precipitato insolubile di colore blu. Queste reazioni sono possibili

solo a livello di cellule metabolicamente efficienti, non alterate da fenomeni tossici.  Tanto più 

intenso è il colore blu del precipitato, tanto maggiore è l’attività enzimatica. Questo precipitato

insolubile viene successivamente solubilizzato con Dimetilsolfossido e misurato 

spettrofotometricamente a 560 nm. I valori numerici ottenuti per ciascun campione e per i controlli 

possono quindi essere analizzati statisticamente.
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Risultati. 

Le immagini SEM 1 e 2, effettuate a 1500 ingrandimenti, documentano la diversa natura delle due 

superfici. Infatti , la superficie della lega trattata (fig. 1) si presenta molto più liscia, levigata, 

rispetto alla non trattata (fig. 2).  A questa differente morfologia superficiale corrisponde anche una 

differente composizione chimica: l’analisi EDX condotta sul campione trattato evidenza la 

pressoché totale assenza degli elementi indio, gallio, ossigeno abbondantemente presenti nell’analisi 

EDX della lega non trattata, a testimonianza del suo stato ossidato.

Il trattamento con il TTSV gel rimuove quindi efficacemente lo strato di ossidi superficiali.
I risultati ottenuti nelle prove di citotossicità sono illustrati nella figura “Risultati MTT”. 

I dati riportano l’attività dell’enzima SDH misurata sui campioni analizzati, come descritto nella 

sezione sui Materiali e Metodi. E’ possibile osservare che i campioni di lega analizzata con 

entrambi i trattamenti sono perfettamente citocompatibili. Il controllo positivo, cioè la lega

Cu-Al-Ni, si dimostra citotossico, mentre il controllo negativo risponde secondo quanto atteso.

La valutazione microscopica dell’interazione tra lega trattata e non e fibroblasti L-929 è 

documentata nelle foto 3-6. In particolare, le foto 3 e 4 descrivono, a 200 e 5000 ingrandimenti,

la superficie della lega trattata: tutta l’area si presenta omogeneamente colonizzata da cellule in 

buono stato metabolico. Lo stesso risultato è stato ottenuto, come atteso, come consolidato da anni 

di esperienza clinica, con la lega non trattata (Fig. 5 e 6 ). Gli elementi potenzialmente tossici 

presenti nella composizione non sono rilasciati in concentrazione apprezzabile in soluzione, come 

atteso sulla base di considerazioni di tipo chimico sulla solubilità degli elementi in lega. 

I risultati indicano, dunque, che nessuno dei campioni di lega analizzati scatena effetti di rilascio    

di ioni tossici.
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Commento personale (R. M.)!  Da non crederci sig.!   In questo caso penso che l’esperienza clinica   è veramente discutibile in quanto tutti noi sappiamo quanto sono tossici gli ossidi anche in minima concentrazione in soluzione, “ il potenziale elettrochimico nelle fusioni errate” causa di alte concentrazioni di ossidi come lo valutiamo?
Valutazione delle caratteristiche elettrochimiche.

La prove sono state svolte secondo le indicazioni della norma ASTM G-15-78 del 1982,

modificati secondo i recenti sviluppi maturati nell’ambito della WG 12 nel SC2 TC 106 della ISO.

Il campione viene fissato nella cella elettrochimica e si ottiene una superficie esposta di 1 cm2 . 

La cella è collegata ad un potenziostato ed un generatore di funzioni, controlli da un computer (tutte 

le apparecchiature necessarie per le prove potenziodinamiche sono prodotte dalla ditta AMEL, 

Milano). Nella cella sono inoltre contenuti due contro-elettrodi in platino e un elettrodo al 

calomelano saturo di riferimento (SCE), il tutto immerso in una soluzione dearata di NaCl 0.9%.
La curva di polarizzazione viene ottenuta facendo una scansione di potenziale da  - 5000 mV a + 

1500mV,  alla velocità di 1 mV/ sec.

Commento personale (R. M.)!  Da non crederci sig.!    I test in vitro non hanno nessun valore in quanto non esiste una reazione metabolica elettrochimica organica umana.


Risultati

Caratteristiche elettrochimiche delle leghe analizzate.

Le curve di polarizzazione delle leghe analizzate sono riportate nelle figure 7 e 8. In particolare, la  

figura 7 riporta la curva del campione trattato, mentre la 8 quella del campione non trattato.

Nelle curve sono indicati i valori di corrente, espressi in microAmpere/cm² (µA/cm²), misurati in 

funzione di valori di differenza di potenziale, espressi in milliVolt (mV). In pratica, la prova 

consiste nell’imporre strumentalmente delle differenze di potenziale tra il metallo da valutare ed un 

elettrodo di riferimento e nel misurare quanta corrente passa ad ogni differenza di potenziale.

La corrosione si manifesta mediante corrente elettrica (causata dal rilascio di ioni). Quindi la 

corrente che passa ad una differenza di potenziale, si può capire se e quando il metallo si stia 
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corrodendo.
Seguendo le indicazioni della normativa in materia la misura è stata protratta fino ad un massimo

Di 1.5 Volt. I risultati evidenziano per entrambe le forme analizzate, cioè trattata o non trattata con 

TTSVgel una discreta resistenza alla corrosione, tipica di queste classi di leghe [ 8 ] ed assodata da 

numerosi anni di applicazione clinica di queste formulazioni.

Commento personale! Da non crederci sig.!   In questo caso penso che l’esperienza clinica   è veramente discutibile in quanto, tutti noi sappiamo che una lega contenente un  potenziale elettrochimico dinamico determinato da una agitazione elettromagnetica  si lasci corrodere, ancor più in una fusione errate, porosa. 
Solo Con il trattamento TTSV.GEL neutralizziamo l’agitazione elettromagnetica trasformandola in forma statica, innoqua 

Bisogna però evidenziare che la lega trattata con TTSVgel mostra, nelle condizioni sperimentali 

utilizzate, una resistenza alla corrosione lievemente migliore rispetto alla non trattata. Infatti il suo 

potenziale di rottura, il potenziale, cioè a cui si inizia ad osservare un aumento di corrente, è di circa

100 mV superiore a quello della lega non trattata ( i valori sono 0.55 V e 0.65 V rispettivamente)

E’ difficile giudicare l’importanza di questo risultato dal punto di visto applicativo: si trattata, infatti 

di valori di potenziale normalmente al di fuori di quelli di pertinenza orale.

Le proposte di normative indicano infatti di considerare come dato indicativo la corrente che passa 

a 0.3 V, quindi al disotto dei valori in esame. In ogni caso, il dato ottenuto riflette probabilmente la 

maggiore “nobiltà” degli strati superficiali della lega trattata, che non presentano la copertura di 

ossidi delle lega convenzionale.
Commento personale|

Ringrazio tanto del probabile,!  io sostengo che gli ossidi non siano presenti neanche all’interno. La verità fa male lo so!
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RISULTATI

La superfice dei campioni lega  trattata con il TTSV.GEL si presenta molto liscia e levigata rispetto a quella non trattata.

Secondo l’analisi EDX i campioni trattati evidenziano la pressochè totale assenza di elementi ossidati 

(diagrammi: fig. 1 – fig. 2.)

Secondo le prove di citotossicità con fibroblasti L-99, la superficie della lega trattata si presenta omogeneamente colonizzata da cellule in buono stato metabolico foto 3 – 4.

Secondo la valutazione delle caratteristiche elettrochimiche, seguendo le indicazioni della normativa, in materia di valutazione della differenza di potenziale, i risultati evidenziano che la lega trattata ha un’alta resistenza alla corrosione.
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	Fig. 1 * Sup. Trattata 
	Fig. 2 * Sup. Non Trattata


CONTINUANO LE IMMAGINI
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lega trattata
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lega non trattata

NOBIL BIO RICERCHE

Villafranca D’Asti    01/07/99

Valutazione microscopica dell’interazione tra lega trattata con fibroblasti L-929
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	Fig. 3  * 200 ingrandimenti
	Fig.4 * 500 ingrandimenti

	
	


La superficie della lega si presenta omogeneamente colonizzata da cellule in buono stato metabolico.

Valutazione microscopica dell’interazione tra lega non trattata con fibroblasti L-929
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	Fig. 3  * 200 ingrandimenti
	Fig. 3  * 500 ingrandimenti

	
	


SEGUONO IMMAGINI
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	Fig. 7 campione trattato
	Fig. campione non trattato
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