LT £ i o
=4 & 7 UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE j; Mw
Gy MEXICO \l

i)

()D()NTULO(J[A
1904

FACULTAD DE ODONTOLOGIA

INFLUENCIA DE LA Ql.!I'MICA SUPERFICIAL EN LA
FORMACION DE BIOPELICULAS SOBRE SUPERFICIES
PARA IMPLANTES DENTALES

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TIiTULO DE

CIRUJANO DENTISTA

PRESENTA:
ARIEL IGNACIO LECHUGA BERNAL

TUTORA: DRA. ARGELIA ALMAGUER FLORES

ASESORAS: DRA. SANDRA ELIZABETH RODIL POSADA
DRA. LAURIE ANN XIMENEZ FYVIE

MEXICO, D.F. ENERO, 2009



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



AGRADECIMIENTOS

A mis Padres.- sabiendo que jamas habra una forma de agradecer su apoyo, sacrificio y
comprension, solo deseo que entiendan, que mis ideales, esfuerzos y logros han sido
también suyos. Socorro... gracias por los buenos consejos, amor y sobre todo por ser
mi gran ejemplo en la vida. Ignacio... gracias por estar siempre presente y apoyarme
en mis proyectos.

UNAM .- A esta gran Universidad por abrirme sus puertas y permitirme ser parte de la
gran familia de profesionistas de sangre azul y piel dorada. A todos y cada uno de mis
pacientes que depositaron su confianza en mi.

Argelia.- Como tu alumno, amigo y compafiero de trabajo, siempre estaré agradecido
por todo lo que me ensefiaste no solo en el ambito profesional si no también por
mostrarme ta integra y maravillosa calidad humana. Me acompafaste a lo largo de
este camino y me guiaste hasta el final.

Laurie Ann.-Gracias por darme la oportunidad de trabajar en el laboratorio y
orientarme para conseguir una de las grandes metas en mi vida.

Gema.- Llegaste cuando menos te esperaba, no fue ni temprano ni tarde, si no justo a
tiempo cuando mas te necesitaba. Eres mi soporte, mi escucha, mi amiga y compafiera.
Tu apoyo en los momentos dificiles fueron fundamentales para lograrlo. Gracias por
ser como eres.

Laboratorio de Genética Molecular.- Adri, Gaby, Valentina, Nadia, Oscar e Isra...
Aprendi mucho a su lado y les agradezco permitirme conocerlos y trabajar a su lado.
Paty...Te agradezco especialmente por haberme ensefiado todo lo que debia saber del

laboratorio, admiro tu disciplina, esfuerzo y empefio. Sin ti no lo habria logrado.



Mis Amigos.- Rebeca, Nacho, Oscar, Richard, y Victor... por demostrarme dia con dia
que no estoy solo y que los momentos buenos de la vida se deben disfrutar; y que
debemos afrontar los problemas con responsabilidad e inteligencia.

Ivanchis... por ser una gran orientacién y ayudarme a quitar las cosas que me nublan
la vista. Por tu apoyo y motivacién sin igual. “Todos flotan™.

Mis Hermanos.- Cristian, Adolfo y Omar... Hace muchos afios empezamos un camino
juntos y pronto nos acercamos juntos a las metas, estuvieron conmigo siempre y espero
que este trabajo les guste y los llene de orgullo, asi como yo me enorgullezco de
ustedes.

Agradezco a Dios por lo afortunado y rico que me ha vuelto con los amigos, conocidos
y profesores, que ha puesto en mi camino y me han dado un poco de si para ser mejor

persona y profesionista cada dia.



CONTENIDO

. RESUMEN
l. INTRODUCCION
A. ANTECEDENTES

ADHESION BACTERIANA

BIOPELICULAS

PERI-IMPLANTITIS

MATERIALES UTILIZADOS PARA IMPLANTES

SUPERFICIES DE CARBONO AMORFO

B. PLANTEAMIENTO Y JUSTIFICACION DEL PROBLEMA

C. OBJETIVOS

D. HIPOTESIS

Il. MATERIALES Y METODOS

A. DISENO EXPERIMENTAL
PREPARACION DE LAS MUESTRAS
FORMACION INICIAL DE LA BIOPELICULA SOBRE LAS SUPERFICIES EXPERIMENTALES
TECNICA DE CHECKERBOARD PARA HIBRIDACIONES DNA-DNA
MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO SEM

B. ANALISIS ESTADISTICO DE DATOS

lIl. RESULTADOS
IV. DISCUSION

V. CONCLUSIONES

VI. TABLAS Y FIGURAS

VIl. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

- O N DD DD

16
17
18

18
18
19
21
25
25

26
29
32
33
41



Laboratorio de Genética Molecular

RESUMEN

El uso de implantes, es cada vez mas comun en el ambito odontoldgico.
Actualmente, se han realizados modificaciones superficiales de estos aditamentos
con el fin de mejorar la oseointegracion. Sin embargo, se desconoce si estas
modificaciones favorecen también la adhesion bacteriana, facilitando asi la
aparicién de procesos infecciosos como la peri-implantitis. La adhesién bacteriana,
que es el primer paso para la formacién de las biopeliculas, depende de factores
como la rugosidad, hidrofilicidad y la quimica superficial entre otros. El objetivo
principal de este trabajo de investigacién fue analizar la formacion inicial de
biopeliculas utilizando nueve especies bacterianas representativas de la placa
dentobacteriana subgingival normal, sobre sustratos con peliculas delgadas de
Titanio (Ti) y Carbono amorfo (a-C) con diferentes rugosidades asi como en
superficies de Acero inoxidable de grado médico 316L (SS). En los resultados
podemos observar que un mayor numero de bacterias se adhirié a las superficies
rugosas que a las superficies lisas. La adhesion bacteriana en las peliculas de a-C
comparada con la adhesién bacteriana encontrada en el SS 316L fue menor. Sin
embargo, comparandolo con la superficie de Ti, las propiedades del a-C
favorecieron mas la adhesién bacteriana. En cuanto a la proporcion de cada una
de las especies en las biopeliculas formadas sobre las diferentes superficies,
también pudimos observar diferencias de acuerdo con los diferentes tipos de
superficies. Estos resultados soprtan la nocion de que la adhesién bacteriana, que
es el primer paso en la formacion de las biopeliculas, es afectada de manera
importante, tanto por la composiciéon quimica, como por la topografia (rugosidad)
de las superficies. Nuestros resultados dan pie a la investigaciéon a cerca del
mejoramiento y desarrollo de nuevos biomateriales con el fin de obtener mayores
beneficios en el area de la implantologia. Asi como para entender las diferencias
observadas en la formacion secuencial de una biopelicula entre los diferentes

materiales que fueron utilizados.
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B. PLANTEAMIENTO Y JUSTIFICACION DEL PROBLEMA

El uso de implantes, es cada vez mas comun en el ambito odontoldgico; a
pesar de los resultados satisfactorios, los tejidos que soportan los implantes
oseointegrados son susceptibles a patologias que pueden llevar a la pérdida del
implante. Se desconoce si las modificaciones que se han realizado en estos

implantes para mejorar la oseointegracion, favorecen también la adhesién
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bacteriana, facilitando asi la apariciébn de procesos infecciosos como la peri-
implantitis. Estudios previos sugieren que la adhesidon bacteriana, que es el primer
paso para la formacién de las biopeliculas, depende de factores como la
rugosidad, hidrofilicidad y la quimica superficial entre otros. Debido a esto, en este
estudio se propone evaluar el papel de la quimica y la rugosidad superficial en la
formacidén inicial de biopeliculas in vitro sobre superficies con diferente

composicién quimica superficial.

17
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I. INTRODUCCION

A. ANTECEDENTES

i. ADHESION BACTERIANA

En la boca se encuentran varios tipos de superficies, incluyendo epitelio
queratinizado y no-queratinizado, el de los dientes, y la superficie de las mismas
bacterias (Gibbons, 1989).

La renovacién constante de las superficies debida a la descamacion
previene la acumulacién de grandes masas de microorganismos. Los dientes
tienen superficies duras, sin desprendimientos que permiten desarrollar extensos
depositos bacterianos (Listgarten, 1999).

Las bacterias poseen un sistema altamente desarrollado de reconocimiento
que es capaz de identificar e interactuar con las macromoléculas especificas en
superficies de los tejidos del huésped. A esta afinidad de las bacterias por un
tejido o superficie en particular se le llama Tropismo bacteriano el cual esta
mediado por receptores especificos (Gibbons, 1989). La capacidad de adherirse a
las superficies es una propiedad general de casi todas las bacterias. La adhesién
es el primer evento necesario para colonizar ambientes donde existen superficies
expuestas a fluidos como la boca. La union se requiere para evitar que los
organismos sean removidos de los tejidos por los liquidos bucales. Las bacterias
deben adherirse para poder persistir 'y tener oportunidad de desarrollarse

(Gibbons, 1996).
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El mecanismo mas conocido de adhesion bacteriana involucra la formacion
de enlaces mediados por proteinas fibrilares denominadas pilis o fimbrias,
indistintamente; un pilus se constituye basicamente por una secuencia ordenada
de subunidades proteicas de pilina que forman una estructura cilindrica (Dalton
and March, 1998). Los pilis son largos, flexibles y se extienden hacia el exterior de
la superficie bacteriana para interactuar con la célula hospedadora; aunque
frecuentemente se encuentran distribuidos en todo el perimetro microbiano,
algunas especies solo los presentan en una o mas zonas especificas (Hacker et
al.,, 1997). La punta de los pilis median la adherencia bacteriana uniéndose a
ciertas moléculas ubicadas sobre las superficies de las células de los tejidos; por
lo general, estos receptores de las adhesinas fimbriales corresponden a
carbohidratos, glicoproteinas o glicolipidos, cuya funcién primaria es mantener a
las células de los tejidos, aunque también se acepta que fungen como receptores
hormonales y/o que representan senales asociadas a los mecanismos de
traduccion de dichas células. La union de los pilis a su célula blanco es tan
especifica, que los receptores presentes en los tejidos del hospedador determinan
el tipo de bacterias que colonizan la zona implicada. En algunos casos la unién
especifica entre el carbohidrato superficial de la célula hospedadora y el extremo
distal del pilus depende de otras proteinas localizadas precisamente en la punta
de la fimbrilla; no obstante numerosas reacciones de adhesién se basan en la
participacion directa de la pilina (Deitsch et al., 1997). La secrecidn, el ensamble y
el anclaje de cada pilus bacteriano representan un proceso complejo que requiere

de la presencia de numerosas proteinas auxiliares.
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Se han detectado cuatro sistemas de secrecidén proteica en las bacterias
Gram negativas conocidos como |, I, Il y IV, los cuales emplean una energia
proveniente de la hidrélisis del ATP (Dalton and March, 1998, Henderson et al.,
1998, Mecsas and Strauss, 1996). La secrecion de proteinas de las bacterias
Gram positivas es aparentemente menos compleja. Una secuencia sefal parece
ser suficiente, aunque las moléculas encargadas de anclarse deben presentar
diversas secuencias repetidas y a continuacion un grupo carboxi-terminal, un
hexapeptido, una extension hidrofébica de aproximadamente 20 aminoacidos y
una cola cargada positivamente (Dunny and Leonard, 1997).

Algunas bacterias poseen proteinas superficiales cuya estructura y proceso
de ensamble difieren de los observados en los pilis, aunque también funcionan
eficazmente como determinantes de adherencia. Dichas sustancias reciben
genéricamente el nombre de adhesinas no fimbriales y su participacioén suele ser
independiente de la ausencia o presencia del pili. Una buena parte de ellas
reconocen como receptores a ciertas proteinas superficiales en los tejidos blanco,

en lugar de unirse a carbohidratos (Edwards and Puente, 1998).
Adhesion de la bacteria al diente.

La formacion de la placa dental es el resultado de una serie de procesos
complejos que involucran una variedad de bacterias y componentes de la cavidad
bucal del hospedero. Estos procesos comprenden en primer lugar la formacion de
la pelicula adquirida sobre la superficie del diente (Gibbons et al., 1988, Gibbons

et al., 1991, Kolenbrander et al., 1999). Se ha demostrado que esta placa, produce
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una diversidad de sustancias irritantes, tales como &cidos, endotoxinas vy
antigenos que con el tiempo, inevitablemente disolverian el diente y destruirian
sus tejidos de soporte (Dzink et al., 1987). La placa dental se clasifica segun su
localizacién en supragingival y subgingival y por su potencial patégeno en
cariogénica y periodontopatogénica (Loesche, 1976).

Cuando el diente erupciona, el esmalte es cubierto por una pelicula delgada
llamada pelicula adquirida, la cual mide menos de 1 um de espesor y esta formada
por la absorcion selectiva de componentes de fluidos orales, tales como: los
componentes de la saliva, fluido crevicular y productos de la bacteria contribuyen a
la formacién de la pelicula (Gibbons, 1989). Esta pelicula altera la carga y la
energia libre de la superficie, que a su vez aumenta la eficacia de la adhesion
bacteriana. Algunas bacterias, poseen sustancias polimericas extracelulares vy
fimbrias, que les permiten adherirse rapidamente al contacto. Otras bacterias
requieren una exposicion mas prolongada para unirse firmemente. Esto implica
crecimiento celular activo de las bacterias antes inactivas y la sintesis de nuevos
componentes de la membrana exterior. Los mecanismos que intervienen en la
formacién de la pelicula sobre el esmalte incluyen fuerzas electroestéticas, tipo
Van Der Waals e hidr6fobas. Es por ello que en la superficie de la hidroxiapatita
que posee grupos fosfatos con carga negativa, interactia con proteinas y
glucoproteinas salivales del fluido crevicular con carga positiva (Leknes et al.,
1997).

La unién de la bacteria al diente por consiguiente esta dada mediante
interacciones entre adhesinas bacterianas y macromoléculas que comprenden la

5
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pelicula adquirida. Es facil prever como las adhesinas que reconocen cryptitopos
proporcionarian una ventaja selectiva fuerte para cualquier bacteria que colonice
una superficie mucosa o del diente. Las secreciones que bafan estas superficies
contienen los componentes que se relacionan estructuralmente con éstos en las
mucosa; y otras células del cuerpo (Gibbons, 1989).

Un aspecto que juega un papel preponderante en el crecimiento y posterior
maduracion de la placa dental, es el fendbmeno de coagregacion entre células
microbianas, en el cual la adherencia de nuevos microorganismos se realiza sobre
la primera capa de estos ya unidos a la superficie del diente (Kolenbrander and
Andersen, 1986). Estas interacciones suceden especificamente a través de
proteinas de tipo lectinas y menos especificas resultantes de las fuerzas
hidréfobas, electrostaticas y de Van Der Waals (Mergenhagen et al., 1987). No
existe ninguna interaccién entre la superficie sélida y el microorganismo hasta una

distancia de 50 um (Kolenbrander et al., 1995).
Placa dentobacteriana

La formacién de la placa dentobacteriana involucra la interaccién entre las
bacterias colonizadoras primarias y la pelicula adquirida del esmalte.

La colonizacién primaria se debe a cocos Gram positivos aerobios y
anaerobios facultativos. La placa a las 24 horas se compone sobre todo de
miembros del género Streptococcus, de los cuales S.sanguis es el mas destacado.
En la fase siguiente se encuentran bacilos Gram positivos, que inicialmente estan

en numeros muy bajos, aumentan gradualmente y terminan por superar a los
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Streptococcus. Las superficies receptoras de cocos y bacilos Gram positivos
permiten la posterior adherencia de microorganismos Gram negativos y que tienen
menor capacidad para adherirse a la pelicula directamente (Gibbons and Nygaard,
1970, Kolenbrander et al., 1999, Cook et al., 1998)

Los colonizadores secundarios se unen a las bacterias inicialmente
adheridas a través de interacciones moleculares especificas. El resultado de esta
evolucién es un complejo dispositivo de especies bacterianas interrelacionadas
(Kolenbrander et al., 1999). Finalmente, los llamados colonizadores tardios, son
las especies que colonizan la placa dentobacteriana ya formada. A este tipo de
colonizadores pertenecen las bacterias periodontales consideradas mas
patdbgenas como Tannerella forsythia (antes llamada Bacteroides forsythus),

Porphyromonas gingivalis y Treponema denticola.
ii. BIOPELICULAS

La placa dental es una biopelicula que se define como una comunidad
microbiana diversa que se encuentra en la superficie dental embebida en una
matriz de polimeros de origen bacteriano y salival (Costerton et al., 1999).

La siguiente lista resume las caracteristicas basicas de las biopeliculas:
1. Adhesién
2. Heterogeneidad

3. Diferentes microambientes (pH, tension de O2, concentracién de iones

como carbono (C) y nitrdgeno (N)
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4. Sistema circulatorio primitivo

5. Resistencia a las defensas del hospedero y agentes antimicrobianos

6. Quérum sensing (la forma en la que las bacterias se comunican unas con
otras)

La matriz de exopolisacaridos producida por los mismos microorganismos,
ayuda a la adhesion de éstos a la superficie. Ademas, como los microorganismos
quedan atrapados dentro de ella, comienzan a organizarse en colonias con
diferentes requerimientos metabdlicos.

La heterogeneidad de las biopeliculas las hace organizaciones Unicas que
pueden estar formadas por bacterias, hongos y protozoarios. Esto a su vez
favorece el desarrollo de microambientes de pH, tensiéon de O2, y concentracion
de iones como carbono (C) y nitrégeno (N) (Costerton et al., 1994).

Las biopeliculas poseen un sistema de canales que les permite trasportar
nutrientes y desechos. Otra de las caracteristicas de las biopeliculas es la
resistencia a las defensas del hospedero y agentes antimicrobianos. Mientras que
los microorganismos en estado planténico (cuando no estan organizados en
biopeliculas), son susceptibles a estos agentes de control, los microorganismos
dentro de una biopelicula se encuentran protegidos por la matriz de
exopolisacaridos causando que los anticuerpos, las células del sistema inmune y
los antimicrobianos no tengan acceso a ellos. Adicionalmente los microorganismos
dentro de una biopelicula se encuentran en un estado metabdlico reducido, es

decir su metabolismo se encuentra en un nivel muy bajo (no se reproducen) por lo
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que no hay tanta demanda de nutrientes y los antibiéticos no funcionan
adecuadamente (Stewart and Costerton, 2001).

Finalmente, las bacterias dentro de una biopelicula se comunican unas con
otras, a esta forma de comunicacion se le ha denominado Quorum sensing. Este
fendémeno involucra la regulacion y expresién de genes especificos a través de
moléculas de sefalizacion que median la comunicacién intercelular. Esta
caracteristica es dependiente de la densidad celular, es decir, en biopeliculas muy
altamente pobladas, se induce la expresidn de genes de resistencia que proveen
proteccién y supervivencia. De igual manera los microorganismos pueden producir
sustancias para estimular la propagacién de colonias e inhibir el crecimiento de
otras, dejando a los microorganismos mas patdégenos en una posicion favorable
dentro de la biopelicula (Costerton et al., 1987).

La cavidad bucal es complicada ya que contiene superficies de tejido
blando, que estan potencialmente disponibles como substratos para el desarrollo
de biopeliculas. Las cuales proporcionan generalmente las interfaces que inician y
perpetuan el asalto infeccioso en el tejido del anfitrién (Socransky, 1970).

iii. PERI-IMPLANTITIS

Con la irrupcién de la implantologia en la practica de la odontologica, la
oseointegracion, se ha convertido en un método para le rehabilitacién de pacientes
desdentados total o parcialmente. A pesar de los resultados satisfactorios, los
tejidos que soportan los implantes oseointegrados son susceptibles a patologias
que pueden llevar a la pérdida del implante (Albrekisson et al., 1988, Hultin et al.,

2000).
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Se han realizado gran numero de investigaciones de microflora asociada a
los dientes, encontrando que el riesgo de periodontitis se incrementa con la
presencia de Poryphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia y Agragatibacter
actinomycetemcomitans. Ademas se ha descubierto que la microflora en
periodonto sano y enfermo muestra diferencias. Se pueden encontrar pequefios
nameros de microorganismos y de tipos morfoldgicos en el surco gingival; aun
cuando sea un surco sano. Los sitios enfermos, desarrollan una microflora
compleja con gran proporciéon de microorganismos anaerobios Gram negativos. La
microflora tanto de los dientes como en los implantes puede ser identificada en las
biopeliculas (Mombelli et al., 1995).

Se denomina enfermedad periimplantaria a los cambios patolégicos de tipo
inflamatorio de los tejidos que rodean un implante sometido a carga (Jovanovic,
1993). En su etiologia se han descrito las infecciones bacterianas (Lang et al.,
1997) y la sobre carga oclusal, a de mas de la posible combinacion de estos
factores. Dentro de este concepto se describen dos entidades:

Mucositis: cuadro clinico que se caracteriza por la aparicion de cambios
inflamatorios limitados a la mucosa periimplantar que, con el tratamiento adecuado

es un proceso reversible.

Periimplantitis: cuadro clinico en el que, junto a la reaccion inflamatoria
periimplantaria coexiste una perdida de soporte 6seo del implante evidenciado

clinica y radiolégicamente (Jovanovic, 1993).

10
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En 1992 Lindhe describe que lesiones en los tejidos blandos alrededor de
los implantes son potencialmente mas peligrosas que con respecto a los dientes
ya que tienden a extenderse apicalmente con mayor facilidad hacia el tejido éseo
periimplantario (Lindhe et al., 1992). Los signos y sintomas que se pueden
presentar en estos casos son:

e Enrojecimiento de la mucosa periimplantaria.

e Secrecion purulenta.

e Sangrado al sondeo.

e Aumento de profundidad de bolsa periimplantaria.

e Dolor a la percusién y al apretar los dientes.

e Perdida radiolégica de la altura 6sea periimplantaria.

e Movilidad progresiva del implante (en casos avanzados).

Los tejidos periimplantarios juegan un papel importante de barrera biolégica
ante algunos de los posibles agentes causales de la enfermedad periimplantaria
(Atassi, 2002).

Se ha mostrado que el surco alrededor del implante es rapidamente
colonizado por flora nativa de la cavidad oral. Las enfermedades periodontales,
lengua, saliva y mucosa bucal, acttan como reservorios de patdégenos que
potencialmente afectan la zona circundante del implante (Mombelli, 1993). La
microbiota de los dientes remanentes determina directamente la composicion de

la microbiota alrededor del implante. (Jovanovic, 1993).

11
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El disefio del implante es un factor importante en la aparicién y desarrollo
de la periimplantitis. Las rugosidades de la superficie de un implante facilitan la
adhesién de la placa bacteriana cuando esta queda expuesta al medio bucal. Los
implantes tratados con &acidos, los rociados con plasma spray de titanio y los
recubiertos por hidroxi-apatita son nichos perfectos para la colonizacién
bacteriana. Ademas con el aumento de la porosidad de la superficie de los
implantes hay una mayor dificultad de higienizacion y de mantenimiento de la
salud periodontal.

El fracaso de los implantes puede ocurrir en dos fases; la primera fase o la
perdida prematura del implante que se producira cuando este aun no haya llegado
ha osteointegrarse a consecuencia de diversos factores de riesgo tales como
pobre estabilidad primaria, contaminacion bacteriana, enfermedades sistémicas,
tabaquismo, mala técnica quirdrgica, mala calidad ésea, etc.

La segunda fase o etapa en la que puede producirse la perdida del implante
que es cuando este ya esta osteointegrado y en funcién. El fracaso de los
implantes después del proceso de oseintegracion esta principalmente motivado
por la infeccion bacteriana. La flora bacteriana en la cavidad oral antes de la
colocacién de implantes osteointegrados va a determinar la composicién de la
nueva microbiota que se va a formar alrededor de los mismos (Isidor, 1996, Lang
et al., 1997).

Los microorganismos mas relacionados con el fallo de integracion de un
implante por este mecanismo son. Espiroquetas y formas mdviles como
anaerobias Gramnegativas. (Prevotella intermedia, Porphyromonas gingivalis,

12
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Agregatibacter actinomycetemcomitans, Tanerella forsythia, Treponema denticola,
Prevotella nigrescens, Peptoestreptococcus micros y Fusobacterium nucleatum).
Esta colonizacién no implica el desarrollo de una periimplantitis con perdida rapida
de altura dsea, por lo que se sugiere que ademas de la presencia de estos
gérmenes periodontopatdégenos es necesaria la existencia de otros factores
locales, sistémicos y genéticos para que estos produzcan la infeccion activa
prolongada. Entre estos factores destacan la diabetes mal controlada el
tratamiento crénico con corticoesteroides, la radio y quimioterapia, el tabaquismo y
la sobrecarga mecanica del implante (Leonhardt et al., 1993).

Los pacientes con inadecuada técnica de higiene oral, presentan mayor
reabsorcion 6sea alrededor de los implantes. Como consecuencia del acumulo de
placa bacteriana tanto las bacterias como sus productos atraviesan la barrera
mucosa que tiene funcion de sellado. A partir de este momento, se inicia el
proceso inflamatorio que cursa con la destruccion del colageno y el hueso
alveolar. Los mecanismos de destruccion ésea se caracterizan por la inflamacién y
la actividad osteoclastica que va a provocar la reabsorcion del hueso que se
encuentra en contacto intimo con el implante. Cuando un implante pierde
oseointegracion la superficie de titanio queda expuesta a la cavidad bucal
(Quirynen and Listgarten, 1990) .

Para aumentar la durabilidad de un implante es necesario evitar o minimizar
la reabsorcién 6sea asi como mejorar también su fijacion .Visto desde un enfoque
tecnoldgico es posible mejorar esa fijacién actuando a nivel de la rugosidad de la
superficie implante y alterando su composicién quimica (Esposito et al., 1998).
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iv. MATERIALES UTILIZADOS PARA IMPLANTES
Acero Inoxidable (SS 316L)

El acero inoxidable es una aleacion de hierro y carbono que contiene por
definicidn un minimo de 10.5% de cromo. Algunos otros tipos de SS contienen
ademas otros elementos aleantes. Los principales son Niquel y Molibdeno. El
acero inoxidable es un tipo de acero resistente a la corrosion, el cromo que
contiene posee gran afinidad por el oxigeno y reacciona con el formato de una
capa pasivadora que evita la corrosion del hierro contenido en la aleacién. Los
grados mas utilizados, referidos generalmente como grados austeniticos
estandares son 1.4401 (SS 316) este contienen entre un 17%-18% de cromo y un
8%-11% de niquel. La versibn de este mismo grado con bajo contenido de
carbono es 1.4404 (SS 316L). Debido a su bajo contenido de C no presenta
corrosion intergranular (Adell et al., 1981). Aun asi su corrosion en tejidos vitales
es 100 veces mayor a la del Titanio (Schroeder, 1987).

Titanio (Ti)

Las aleaciones de cobalto y Ti son las mas utilizadas como biomateriales.

El titanio ha sido utilizado en el tratamiento de fracturas en la ortopedia por
mas de 20 afnos (Hermann and Buser, 1996).

Entre los biomateriales el Ti es el mas ampliamente utilizado para implantes
dentales. Ello es debido a que sus propiedades mecdanicas son mas parecidas a
las del hueso que las de otros materiales, (acero inoxidable y aleaciones de Co-

Cr) y su capacidad para formar Oxidos finos pasivantes que lo protegen de la
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corrosion y favorecen su oseointegracion (Geesink et al., 1988). El titanio es
inerte, la cubierta de oxido al contacto con los tejidos es insoluble, por lo cual no
se liberan iones que pudieran reaccionar con las moléculas organicas.

Posee buenas propiedades mecénicas su fuerza de tensién es muy
semejante al acero inoxidable utilizado en las protesis quirtrgicas que reciben
carga. Es mucho mas fuerte que la dentina o cualquier cortical 6sea permitiendo a
los implantes soportar cargar pesadas (Adell et al., 1981) (Hermann and Buser,
1996).

Varios estudios han determinado que las caracteristicas superficiales de los
implantes (rugosidad, composicién quimica) son determinantes para favorecer la
formacién de un area mayor de contacto hueso-implante acelerando los tiempos
de tratamiento (Pilliar, 1983).

v. CARBONO AMORFO (a-C)

Otras modificaciones superficiales que se han realizado son la colocacién
de peliculas de carbono amorfo (a-C) las cuales han mostrado tener excelentes
propiedades biolégicas (Rodil et al., 2003).

A pesar de la composicion simple de los materiales a base de carbono
como el diamante, grafito, furelleno, nanotubos y carbono tipo diamante, estos
presentan destacadas diferencias en sus propiedades, como resultado de la
capacidad del carbono de hibridizar en forma tetrahedral (sp3), trigonal(sp2), o
lineal (sp1).El carbono amorfo es una importante mezcla de las coordinaciones

sp2y sp3 (Rodil et al., 2006).
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Las peliculas de carbono amorfo tienen una Unica combinacion de
propiedades como alta dureza, alta resistencia a la abrasion, inercia quimica, bajo
coeficiente de expansién térmica, bajo coeficiente de friccién, alta conductividad
térmica, aislante térmico comparable al teflon, permitiendo que esta estructura
tenga un potencial muy alto de aplicacion en diversas areas a nivel industrial. Al
contar con hibridaciones simultaneas de tipo sp2 y sp3, le dan a la estructura
caracteristicas propias del diamante (sp3) y el grafito (sp2) (Robertson, 2002).

Las aplicaciones de las peliculas de a-C han suscitado un gran interés en la
investigacion, especialmente para entender las propiedades estructurales vy
superficiales del material y lograr el control de las mismas en funcién de los
parametros de sintesis y deposito. A diferencia de las peliculas de diamante
producidas a alta temperatura las peliculas de carbono amorfo pueden ser
sintetizadas a baja temperatura y suelen tener una superficie llana (Robertson,
2002).

Ademas las peliculas de a-C son facil de depositar, los recubrimientos
pueden ser uniformes y modifican solo las caracteristicas superficiales del material

dejando intactas sus propiedades mecanicas (Rodil et al., 2003).
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C. OBJETIVOS

Los objetivos del presente estudio son los siguientes:
Objetivo General
* Realizar la formacién in vitro de biopeliculas dentales utilizando nueve
especies bacterianas representativas de la placa dentobacteriana
subgingival, sobre sustratos con diferente quimica superficial y rugosidad.
Objetivos Especificos
* Analizar y comparar la formacién inicial de biopeliculas sobre superficies
rugosas de Acero inoxidable de grado médico 316L y sustratos con

peliculas delgadas de Titanio y Carbono amorfo.
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* Analizar la formacién inicial de biopeliculas sobre superficies lisas con

peliculas delgadas de Titanio y Carbono amorfo.

D. HIPOTESIS

H1: Habra diferencias en la formacion de biopeliculas dentales en las
distintas superficies de acuerdo a su composicion quimica.

H2: Habra diferencias en la formacion de biopeliculas dentales en las
distintas superficies de acuerdo a su rugosidad.

HO: No habré diferencias en la formacion de las biopeliculas dentales en las

distintas superficies, no importando su rugosidad o composicion quimica.
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Il. MATERIALES Y METODOS

A. DISENO EXPERIMENTAL

El presente proyecto de investigacion comprende la realizacion de un
estudio transversal en donde se evaluo la formacion inicial in vitro de biopeliculas
sobre superficies con diferente quimica superficial y microtopografia; carbono
amorfo (a-C), titanio (Ti) y acero inoxidable de grado médico AISI 316L (SS), sobre
sustratos lisos (Ra 0.02 um) y rugosos (Ra 2 um). Cada una de las superficies fue

probada por triplicado.

i. Preparacion de las muestras.

Todos los sustratos con las peliculas experimentales fueron preparados en
el laboratorio de Materia Condensada y Criogenia del Instituto de Investigaciones
en Materiales de la UNAM.

Las superficies experimentales estan descritas en la Tabla 1. Las

superficies rugosas con peliculas de a-C y Ti se depositaron sobre discos de acero
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inoxidable de grado médico AISI 316L (SS) de 15 mm de didmetro. Los sustratos

fueron arenados (sandblasting) para obtener una superficie con una rugosidad
promedio (Ra) de aproximadamente 2 um, la cual no fue significativamente
modificada por la deposicién de las peliculas. Las superficies lisas con peliculas
de a-C y Ti se depositaron sobre sustratos cuadrados de silicio de 10 x 10 mm con
una rugosidad promedio de 0.02 um, la cual no fue significativamente modificada
por la deposicion de las peliculas (Figuras 1y 2).

Antes de colocar las peliculas, todos los sustratos fueron limpiados
ultrasénicamente usando acetona por 30 min., seguidos por una limpieza
ultrasénica con isopropanol por otros 30 min. y finalmente enjuagados dos veces
con agua bi-destilada y se dejaron secar al aire.

Las peliculas de a-C fueron producidas por un catodo hueco de corriente
directa utilizando un sistema de magnetron sputtering en una camara de alto vacio
(presion base 1.3 x 10-4 Pa), el blanco utilizado fue un catodo de grafito de 4
pulgadas de alta pureza. El deposito se llevo a cabo en las siguientes condiciones,
se utilizaron 20 sccm de argén (pureza 99.999%), 4 Pa presion de depédsito y 0.4 A
de corriente directa por 10 min, dandonos un espesor aproximado de 150 nm.

Las peliculas de Ti fueron depositadas en un sistema de magnetron
sputtering de corriente directa pulsada, utilizando un blanco de Ti de alta pureza y

un plasma de argbn a 0.2 Ay 0.5 Pa.

ii. Formacion inicial de biopeliculas sobre las superficies experimentales.
Todos los ensayos de formacién de biopeliculas fueron realizados en el

laboratorio de Genética Molecular de la Division de Estudios de Posgrado e

19



ol Laboratorio de Genética Molecular

Investigacion de la Facultad de Odontologia de la UNAM.

Especies bacterianas: Nueve cepas de bacterias bucales de referencia
(Tabla 2) fueron utilizadas para la formacién in vitro de las biopeliculas. Todas las
cepas se adquirieron como cultivos liofilizados del American Type Culture
Collection (ATCC, Rockville, MD, USA). Las cepas se rehidrataron en caldo para
Mycoplasma y fueron cultivadas en agar enriquecido HK (agar base para
Mycoplasma Becton Dickinson, Microbiology Systems, BBL®, Sparks, MD, USA)
suplementado con 5% de sangre de carnero desfibrinada (Laboratorios Microlab
S.A. de C.V., México, D.F.), 0.3 ug/ml de menadione (vitamina K, Sigma-Aldrich
Quimica, S.A. de C.V., Toluca, México), 5 ug/ml de hemina (Sigma) a 35°C de 3 a
7 dias dentro de una camara de anaerobiosis con ambiente de 80% N, 10% CO»
y 10% H..

Las superficies experimentales se esterilizaron por autoclave y se colocaron
individualmente en placas de 12 pozos donde se les adicionara una suspensiéon de
10° células/ml de cada especie bacteriana. Las placas con las especies
bacterianas fueron incubadas durante 24 horas a 35°C bajo condiciones

anaerobicas.

Después de la incubacién anaerdbica, cada muestra se lavo dos veces con
caldo para Mycoplasma. Después de los lavados, 1 ml de caldo para Mycoplasma
enriguecido se coloco en cada pozo y las muestras fueron sonicadas durante 5
periodos de 10 segundos cada uno, con el objetivo de despegar las bacterias
adheridas sobre las superficies. Posteriormente, se realizaron 5 diluciones seriales

del sobrenadante de cada una de las muestras sonicadas, en una atmdsfera libre
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de oxigeno y 100 ul de cada dilucién fueron sembrados por duplicado en placas de

agar enriquecido HK. Después de 7 dias de incubacion anaerdbica se realizo el
conteo visual de las unidades formadoras de colonias (UFCs) para determinar el

porcentaje de crecimiento en cada una de las superficies que fueron analizadas.

Simultdneamente, las muestras fueron procesadas para determinar la
proporcion de cada especie dentro de las biopeliculas utlizando la técnica de
“checkerboard” para hibridaciones DNA-DNA (Socransky et al., 1994). Ademas, se
procesaron muestras para ser observadas con microscopia electrdnica de barrido,
lo que permitio observar cualitativamente la formacion de biopeliculas en cada

superficie.
iii. Técnica de checkerboard para hibridaciones DNA-DNA

El empleo de la técnica de “checkerboard” permitié determinar la proporcion
de cada especie dentro de las biopeliculas en cada una de las muestras que
fueron analizadas. Cada una de las superficies fue transferida a un pozo de una
caja de cultivo estéril y se realizaron 3 lavados con PBS. Las superficies se
transfirieron de nuevo a un pozo estéril con 1.5 ml de TE pH 7.5 (10mM Tris-HCI,
1imM EDTA) y se sonicaron 5 veces en periodos de 10 segundos cada uno.
Posteriormente se tomaron 150 ul del sobrenadante y fueron transferidos a tubos
individuales para microcentrifugacion de 1.5 ml que contenian 100 ul de NaOH
(0.5 M, Sigma), las muestras fueron dispersadas. Los tubos se hirvieron durante
10 min. y el pH neutralizado con 800 ul de acetato de amonio (5 M, Sigma). El
DNA de cada muestra fue colocado en uno de los canales abiertos de un minislot-

30, concentrado en una membrana de nylon de carga positiva de 15 x 15 cmy
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fijado a la membrana mediante entrecruzamiento con luz ultravioleta seguido por

incubacion a 120° C durante 20 min. Dos canales de estdndares microbiol6gicos
fueron colocados en cada membrana. Dichos estandares consistieron de mezclas
ajustadas a 10° y 10° células de cultivos puros de todas las cepas bacterianas que

fueron analizadas.
Especies bacterianas para la elaboracion de sondas de DNA

La lista de las 9 cepas bacterianas de referencia que fueron utilizadas en el
presente estudio para la preparacion de sondas de DNA se encuentran en la tabla
2. Todas las cepas fueron adquiridas como cultivos liofilizados del American Type
Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, USA). Las cepas fueron rehidratadas en
caldo para Mycoplasma y cultivadas en agar enriquecido a 35° C de 3 a 7 dias
dentro de una camara de anaerobiosis con ambiente de 80% Nz, 10% CO.y 10%

Ho.
Purificacion de DNA bacteriano y preparacion de sondas de DNA

El crecimiento bacteriano después de 3 a 7 dias de cultivo fue recolectado y
colocado en tubos para microcentrifugacion de 1.5 ml que contenian 1 ml de buffer
TE pH 7.6. Las células fueron lavadas dos veces mediante centrifugacioén en buffer
TE pH 7.6 a 3,500 rpm durante 10 min. Posteriormente, fueron resuspendidas
mediante sonicacién durante 15 seg. y lisadas a 37°c durante 1 hora ya sea con
10% SDS y proteinasa K (20 mg/ml) (Sigma) para las especies Gram negativas, 6
con una mezcla enzimatica que contenia 15 mg/ml de lisozima (Sigma) y 5 mg/ml

de achromopeptidasa (Sigma) en buffer TE (pH 8.0) para las especies Gram
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positivas. EI DNA se aisl6 y purifico utilizando una técnica estandar previamente

descrita (Smith et al., 1989). La concentracion de DNA fue determinada mediante
mediciones espectrofotométricas de la absorbancia a 260 nm. La pureza de las
preparaciones fue valorada mediante el calculo de la relacion entre las mediciones
de las absorbancias a 260 nm y 280 nm. Las sondas de DNA gendmicas fueron
preparadas para las 9 especies bacterianas (tabla 2) mediante el marcaje con
digoxigenina (Roche) de 1ug de DNA purificado utilizando la técnica de primers
aleatorios (random primer technique) previamente descrita (Feinberg and

Vogelstein, 1983).
Hibridaciones DNA-DNA

Las membranas fueron prehibridizadas a 42°c durante 1 hora en solucion
de prehibridacién que contiene 50% de formamida, 5x citrato salino estandar
(SSC) (1x SSC = 150 mM NaCl, 15 mM citrato de sodio, pH 7.0), 1% caseina, 5x
solucion Denhardt, 25mM fosfato de sodio (pH 6.5) y 0.5mg/ml de RNA de
levadura (Roche). La membrana con el DNA fijado de las cepas aisladas fue
colocada en un miniblotter-45 (immunetics) con los canales de las muestras
rotados 90° en relacién a los canales de hibridacion. Esto produjo un patrén de
tablero de ajedrez (checkerboard) de 30 x 45. Las sondas de DNA fueron diluidas
a una concentracién de aproximadamente 20 ng/ml en solucién de hibridaciéon
(45% formamida, 5x SSC, 1x solucién Denhardt, 20mM fosfato de sodio (pH 6.5),
0.2mg/ml de RNA de levadura, 10% sulfato de dextrano y 1% caseina), colocadas
en canales de hibridacion individuales del miniblotter-45 e hibridizadas una noche

a 42° C con el aparato sellado dentro de una bolsa de plastico para evitar
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evaporacion de las sondas de DNA. La concentracion de cada sonda fue ajustada

mediante pruebas preliminares de ensayo y error para que todas las sondas
detectaran un rango de células entre 10* y 10”. Las membranas fueron lavadas
dos veces a alta astringencia durante 20 min. Cada vez a 68° C en buffer de

fosfato (0.1x SSC y 0.1% SDS) utilizando un barfio con circulacién.
Enumeracion de especies bacterianas

Las membranas fueron bloqueadas mediante su incubacién durante 1 hora
en buffer bloqueador que contenia 1% de caseina en buffer de maleato (100mM
acido maleico, 150mM NaCl, pH 7.5). Los hibridos fueron detectados incubando
las membranas en una dilucion de 1:50,000 de anticuerpo contra digoxigenina
conjugado a fosfatasa alcalina (Roche) utilizando la modificacién previamente
descrita (Engler-Blum et al., 1993). Después de ser lavadas, las membranas
fueron incubadas en un agente quimioluminiscente de deteccion (CDP-Star,
Roche) a 37° C durante 1 hora y las sefiales se detectaron mediante la exposicion
de las membranas a peliculas autoradiograficas dentro de cassettes a temperatura
ambiente durante 35 min. Después de ser lavadas, las membranas fueron
incubadas en un agente quimioluminiscente de deteccién (cdp-star, roche) a 37°C
durante 1 hora y las senales fueron detectadas mediante la exposicién de las
membranas a peliculas autoradiograficas dentro de cassettes a temperatura
ambiente durante 35 min. Las peliculas se revelaron siguiendo el procedimiento
estandar y posteriormente fueron fotografiadas con camara digital (Kodak Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA.). Con ayuda de un sistema digital de

fotodocumentacién (Digidoc. Biorad) se enviaron a un programa (Quantity One.
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Biorad), en el cual se detectaron y analizaron las sefiales obtenidas en los

checkerboards.
iv. Microscopia Electrénica de Barrido (SEM).

Con el objeto de observar cualitativamente la formacion de biopeliculas en
cada superficie, muestras seleccionadas fueron incubadas y procesadas para ser
observadas con microscopia electronica de barrido. En breve, las muestras fueron
fijadas en glutaraldehido al 2.0% por 24 h a temperatura ambiente. Después se
lavaron tres veces con un buffer de fosfato (pH 7.4) y deshidratadas con etanol en
porcentajes seriados de 20, 40, 60, 80 y 100%. Las muestras fueron desecadas y
cubiertas con Oro, para posteriormente ser observadas usando un microscopio

electrénico de barrido marca Cambridge — Leica, Stereoscan 440 a 20kV.

B. ANALISIS ESTADISTICO DE DATOS

Los analisis que determinen las diferencias en la cantidad de bacterias
adheridas entre cada una de las superficies analizadas se llevaron a cabo
mediante la prueba T de Student y las diferencias significativas se establecieron

utilizando la modificacion de Bonferroni de la prueba T de Student.
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lll. RESULTADOS

La tabla 1 muestra las caracteristicas de las superficies experimentales.
Las superficies con peliculas de carbono amorfo rugoso con sandblasting (a-C r)
mostraron una rugosidad promedio de 2.01 um. Mientras que las superficies con
peliculas de carbono amorfo sobre sustrato de silicio (a-C s) tuvieron un valor de
0.02 um de rugosidad promedio. Asi la superficie con pelicula de titanio con
sandblasting (Ti r) presento una rugosidad promedio de 1.83 um. Mientras que las
superficies con peliculas de Pelicula de titanio sobre sustrato de silicio (Ti s)
tuvieron un valor de 0.02 um de rugosidad promedio. Por ultimo nuestro sustrato
de acero inoxidable de grado médico 316L con sandblasting (SS) el cual tenia una
rugosidad promedio de 1.89 um.

La figura 1, muestra las imagenes de microscopia electrénica de barrido
(SEM) de las superficies experimentales. Estas imagenes nos muestran
claramente como las peliculas de Ti y a-C no afectan de manera importante la
topografia del sustrato adosandose perfectamente a la superficie del sustrato.

En la figura 2 se pueden observar las imagenes de microscopia de fuerza
atdmica de las superficies experimentales. En estas imagenes pudimos compara
la rugosidad promedio de las superficies, nos muestra como la superficies rugosas
tienden a tener una mayor area en la superficie que las lisas.

En cuanto a la formacién inicial de biopeliculas es decir, el niumero de
bacterias que se adhirieron en cada una de las superficies, se encuentra

representado en la figura 3. En general, un mayor niumero de bacterias se adhirié
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a las superficies rugosas que a las superficies lisas. Podemos observar que un
mayor numero de bacterias se adhirid en las superficies rugosas de SS316L (40.4
x 10°) y a-C (39.1 x 10°), mientras que el menor nimero de bacterias se encontré
en las superficies lisas de Ti (6.9 x 10°. Las diferencias estadiscamente
significativas se encontraron cuando comparamos las superficies SS & Ti-s (p <
0.05), Ti-r & Ti-s (p < 0.01), a-C-r & Ti-s (p < 0.05), a-C-r & Tir (p < 0.01) y a-C-r &
a-C-s (p < 0.05).

La proporcion (%) de cada una de las especies bacterianas sobre las
superficies experimentales se encuentra descrita en la figura 4. En las superficies
rugosas de carbono amorfo (a-C r), las especies que se adhirieron en mayor
proporcion fueron; Fusobacterium nucleatum ss nucleatum (21.73 %), Eikenella
corrodens (15.85 %) y Porphyromonas gingivalis (13.47 %). Mientras que la
especie que se adhirid en menor proporcidon a esta superficie fue Actinomyces
israelii (4.78 %). En las peliculas lisas de carbono amorfo (a-C s), las especies
bacterianas que se adhirieron en mayor cantidad fueron; E. corrodens (31.09 %) y
P. gingivalis (24.26 %). Mientras que la especie que se adhiri6 en menor cantidad
en esta superficie fue Campylobacter rectus (0.69 %).

En las superficies rugosas con pelicula de titanio (Ti r), las especies
bacterianas que se adhirieron en mayor cantidad fueron; P. gingivalis (16.07 %) y
F. nucleatum ss nucleatum (15.98 %). Mientras que la especie bacteriana que se
adhiri6 en menor cantidad fue C. rectus (3.94 %). De igual forma, en las

superficies lisas con pelicula de titanio (Ti s), las especies bacterianas que mas se
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adhirieron fueron, Prevotella intermedia (21.32 %) y P. gingivalis (21 %). Mientras
que la especie que se adhirié en menor cantidad fue E. corrodens (3.76 %).

Finalmente, en la superficie de SS con sandblasting se adhirieron en
mayor cantidad P. gingivalis (20.42 %) y F. nucleatum ss nucleatum (14.79 %).
Mientras tanto la especie bacteriana que se adhirié en menor cantidad fue C.
rectus (4.54 %).

Las diferencias estadiscamente significativas que encontramos
comparando las diferentes proporciones de cada una de las especies bacterianas
sobre cada una de las superficies experimentales fueron las siguientes: a-C r & a-
C s con las cepas de: Agregatibacter actinomycetemcomitans serotipe b (p <
0.05), Campylobacter rectus (p < 0.01), Eikenella corrodens (p < 0.01), F.
nucleatum ss nucleatum (p < 0.01) y Peptostreptococcus micros (p < 0.05). a-C r
& Ti r con las cepas de: A. israelii (p < 0.05), E. corrodens (p < 0.05), F. nucleatum
ss nucleatum (p < 0.01) y P.intermedia (p < 0.05). a-C r & Ti s con las cepas de:
A. israelii (p < 0.05), E. corrodens (p < 0.01), F. nucleatum ss nucleatum (p < 0.05)
y P. Intermedia (p < 0.05). a-C r & SS con las cepas de: A. israelii (p < 0.01), F.
nucleatum ss nucleatum (p < 0.01) y P. gingivalis (p < 0.05). a-C s & Ti r con las
cepas de: A. actinomycetemcomitans serotipe b (p < 0.05), C. rectus (p < 0.01), E.
corrodens (p < 0.001), F. nucleatum ss nucleatum (p < 0.05), P. micros (p < 0.01) y
Streptococcus sanguinis (p < 0.05). a-C s & Ti s con las cepas de: A. israelii (p <
0.05), C. rectus (p < 0.05), E. corrodens (p < 0.001), P. intermedia (p < 0.05) y
Streptococcus sanguinis (p < 0.05). a-C s & SS: A. actinomycetemcomitans
serotipe b (p < 0.05), C. rectus (p < 0.01), E. corrodens (p < 0.001), F. nucleatum
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ss nucleatum (p < 0.05) y P. micros (p < 0.05). Ti r & Ti s con las cepas de: C.
rectus (p < 0.01), P. intermedia (p < 0.05) y Streptococcus sanguinis (p < 0.01). Ti
s & SS con las cepas de: E. corrodens (p < 0.05), P. intermedia (p < 0.05) y
Streptococcus sanguinis (p < 0.05). Finalmente, Ti r & SS con: P. intermedia (p <
0.05).

La figura 5 muestra las imagenes del SEM de la formacién de biopeliculas
sobre las diferentes superficies a las 24 h de incubacién. Podemos observar que
en la biopelicula formada en las superficies rugosas tiene una mayor integracion
de los microorganismos adheridos, comparandolas con las superficies lisas.
También podemos ver que la superficie de Ti-s se integraron muy poco los
microorganismos (comparada con las de mas superficies). A la superficie de a-C s,
se adhirieron una mayor cantidad de microorganismos que a la superficie de Ti s,
pero comparada con las superficies rugosas, hubo una mucho menor integracién

de la biopelicula.

IV. DISCUSION

El propédsito de este estudio fue examinar la influencia de la quimica
superficial asi como de la microtopografia en la formacion inicial de biopeliculas
sobre peliculas de carbono amorfo (a-C) y titanio (Ti). Utilizamos nueve especies
bacterianas representativas de la microbiota subgingival normal para evaluar la
influencia de la deposicion de las peliculas a-C y Ti en la formacion de biopeliculas

dentales.
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Las peliculas de a-C tienen un potencial uso en area de la implantologia
ya que algunos estudios reportan que los osteoblastos depositan mayores
cantidades de calcio y fésforo en radios similares a los de la hidroxiapatita cuando
estan en presencia de estas peliculas, comparandolo con Acero inoxidable de
grado médico (SS 316L) e incluso el titanio (Rodil et al., 2005, Rodil et al., 2006).
En nuestro estudio podemos observar que la adhesién bacteriana en las peliculas
de a-C comparada con la adhesién bacteriana encontrada en el SS 316L fue
menor. Sin embargo, si lo comparamos con la superficie de Ti podemos ver que
las propiedades del a-C favorecieron mas la adhesion bacteriana. Esto apoya la
nocién de que la quimica superficial afecta directamente a la colonizacién de las
bacterias (Groessner-Schreiber et al., 2004)

Nuestros resultados asi como los de otros estudios previamente realizados
sugieren que tanto la composicion quimica de la superficie y la rugosidad, influyen
en la adhesidon bacteriana (Katsikogianni and Missirlis, 2004, Liu et al., 2008). En
este estudio, pudimos observar una clara diferencia en el numero de bacterias
adheridas cuando comparamos las superficies rugosas y lisas, tanto en las
superficies de a-C como el las de Ti. Esto puede deberse al hecho de que al haber
una mayor area de superficie a la cual adherirse hay una mayor cantidad de
microorganismos que colonicen esta superficie. Ademas, existen reportes que
sugieren que una superficie con baja rugosidad permite disminuir la adhesién
bacteriana (Liu et al., 2008).

Por otra parte, la proporcién de la composicion en las biopeliculas mostré
que la colonizacion de especies como F. nucleatum ss nucleatum, P. gingivalis y
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S. sanguinis, fue predominante para todas las superficies, principalmente en las
peliculas del Ti y el substrato SS. Estos resultados no son inesperados ya que el
mecanismo de colonizacion bacteriano en una superficie es selectivo y complejo
(Gibbons, 1989). S. sanguinis pertenece a los “colonizadores tempranos” y no es
de extranar que fuera encontrado en concentraciones mayores, sin embargo, A.
israelii que también pertenece al grupo de los “colonizadores tempranos”y que se
sabe que es uno de los colonizadores mas predominantes del diente (Li et al.,
2004) fue encontrado en cuentas bajas en las biopeliculas en todas las
superficies. Esto nos indica que efectivamente las diferencias en la composicién
quimica de la superficie afectan directamente la adhesién bacteriana. Es de llamar
la atencién que F. nucleatum ss nucleatum el cual pertenece pertenecen al grupo
de los “microorganismos puente”, los cuales facilitan la colonizacion de otras
bacterias promediado de los mecanismos coagregacion (Bolstad et al., 1996), se
encontrara en grandes cantidades en la superficies de a-C rugoso y en mucho
menor proporcion en las superficies de a-C liso. Esto nos indica que esta bacteria
en especifico es mas sensible a la microtopografia que a la quimica superficial.
Otro ejemplo interesante, es la colonizacion de P. gingivalis la cual es
considerada como un patdégeno periodontal reconocido (Moore, 1987). Este
microorganismo fue encontrado en elevadas cantidades, principalmente en las
superficies de Ti y SS. Estos hallazgos son congruentes con los reportados
previamente en donde se ha encontrado una colonizacién importante de este

microorganismo sobre superficies de titanio (Gerber et al., 2006).
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V. CONCLUSIONES

La adhesién bacteriana, es el primer paso en la formacién de las
biopeliculas, y es afectada de manera importante, tanto por la composicién
quimica, como por la topografia (rugosidad) de las superficies. En este estudio, las
superficies “rugosas” fueron colonizadas por un mayor niumero de bacterias en
comparacién de las superficies “lisas”. Ademas, en este estudio aunque hubo una
mayor colonizacion bacteriana sobre las peliculas de carbono amorfo
comparandolas con el material mas utilizado en implantologia como es el titanio,
los resultados obtenidos dan pie a la investigacion a cerca del mejoramiento y
desarrollo de nuevos biomateriales con el fin de obtener mayores beneficios en el
area de la implantologia.

Se requieren otros estudios para evaluar otras caracteristicas fisicas,
quimicas y biolégicas de las peliculas a-C y del Ti para entender las diferencias
observadas y también analizar la formacién secuencial de una biopelicula
bacteriana sobre éstos y otras superficies del implante. Este es un trabajo con
respecto a la colonizacién in vitro de una biopelicula bucal que esperamos pueda

servir como precedente de futuros estudios in vivo.
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VI. TABLAS Y FIGURAS

Tabla 1. Caracteristicas de las Superficies experimentales

Superficie o s .
Pelicula Descripcion Ra
Pelicula de carbono amorfo con
a-C-r sandblasting 2.01 pm
Pelicula de carbono amorfo sobre
a-C-s sustrato de silicio 0.02 um
Ti-r Pelicula de titanio con sandblasting 1.83 um
) Pelicula de titanio sobre sustrato de
Ti-s silicio 0.02 um
ss Acero inoxidable de grado médico 316L 1.89 um

con sandblasting

* Ra: Rugosidad promedio
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Tabla 2. Cepas de referencia utilizadas para las biopeliculas y la preparacion de

las sondas de DNA

Especie No. de ATCC*
Actinomyces israelii 12102
Agregatibacter actinomycetemcomitans serotipe b 43718
Campylobacter rectus 33612
Eikenella corrodens 23834
Fusobacterium nucleatum ss nucleatum 25586
Peptostreptococcus micros 33270
Porphyromonas gingivalis 33277
Prevotella intermedia 25611
Streptococcus sanguinis 10556

* American Type Culture Collection, Rockville, MD
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Figura 1. Imagenes del SEM de las diferentes superficies. (a) Carbono
amorfo sobre silicio, (b) Carbono amorfo sobre acero inoxidable con sandblasting,
(c) Titanio sobre silicio, (d) Titanio sobre acero inoxidable con sandblasting y

(e) Acero inoxidable con sandblasting.
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Figura 2. . Imagenes de AFM de las diferentes superficies. (a) Carbono
amorfo sobre silicio, (b) Carbono amorfo sobre acero inoxidable con sandblasting,
(c) Titanio sobre silicio, (d) Titanio sobre acero inoxidable con sandblasting y

(e) Acero inoxidable con sandblasting.

aCSi-1-T2
2.50 x 2.50 um x 10.3 nm

aC -1-T3
5.03x5.02x1.36 um

(b)

Ti-Si -T1
£.00 x5.00 um x 30.1 nm

5.01x5.02x 1.66 um

(d)
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Figura 3. Cuentas bacterianas de las Unidades Formadoras de Colonias

(CFU’s) x 1075 de las nueve cepas utilizadas sobre las superficies experimentales

después de 24hrs. de incubacidén anaerdbica.
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** p<0.01 Tir-Tis

*** p<0.05 a-C-r-Ti-s
1t p<0.01 a-C-r-Ti-r
tt p<0.05 a-C-r- a-C-s
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Figura 4. Proporcion de cada una de las especies bacterianas sobre cada una de las superficies experimentales.
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Figura 5. Imagenes del SEM de las biopeliculas formadas sobre las diferentes
superficies experimentales después de 24 hrs de incubacién anaerobia.
(a) Carbono amorfo sobre silicio, (b) Carbono amorfo sobre acero inoxidable con
sandblasting, (c) Titanio sobre silicio, (d) Titanio sobre acero inoxidable con

sandblasting y (e) Acero inoxidable con sandblasting.
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