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RESUMEN.

Los implantes dentales son biomateriales que se utilizan para reemplazar dientes perdidos
y que interaccionan directamente con el ecosistema de la cavidad oral. Mediante la
modificacion de las superficies de los implantes dentales, se busca disminuir las
infecciones asociadas y a tener una mayor integracion del biomaterial con el huésped.

En este estudio se realizaron modificaciones superficiales a sustratos de acero inoxidable
de grado médico 316L con diferentes concentraciones (2%, 5% y 7%) de nanoparticulas
de plata embebidas en una matriz de carbono amorfo con el fin de analizar la adhesion de
los tres principales microorganismos asociados en las infecciones en aditamentos de uso
biomédico como: Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli.

Los resultados mostraron que la menor adhesion bacteriana se presentd sobre las
superficies con mayor porcentaje de nanoparticulas de plata en las tres especies
bacterianas. En otro resultado mas especifico, se observé que S. aureus tuvo una menor
adhesion a estas superficies, asi como también una muy poca adhesion en la superficie
de acero inoxidable de grado medico modificada con carbono amorfo. Lo cual significa
gue el carbono amorfo podria ayudar en la disminucién de la adhesién de S. aureus
especificamente, mientras que las superficies adicionadas con nanoparticulas de plata

fueron mas efectivas para evitar la adhesion de P. aeruginosa y E. coli.



l. INTRODUCCION

La utilizacion de metales en implantes biomédicos ortopédicos y odontologicos se
basa fundamentalmente en las propiedades mecénicas Yy fisioldgicas a los que estos
puedan estar sometidos. Idealmente, un implante deberia ser completamente inerte en
el cuerpo humano, sin embargo, rara vez sucede asi.

Los fluidos organicos son extremadamente hostiles sobre los implantes y estos
de igual manera sobre los tejidos circundantes, es asi que al sustituir un tejido dentario
por un material restaurador o la colocacion de una protesis en la cavidad bucal, se
establecen condiciones para que estas superficies al estar sumergidas en fluidos sean
colonizadas por diferentes microorganismos. La superficie del material y su
composicion pueden influir en la capacidad de adhesion de los microorganismos y en la
formacion mas o menos rapida de la placa bacteriana.

De esta manera existen diferentes tipos de biomateriales que en su inicio eran
esencialmente materiales industriales seleccionados con el Unico criterio de que fueran
biol6gicamente aceptables, es decir, no toxicos.

Por otro lado, esto no termina aqui, existe el interés para que dichos materiales
no solo no sean toxicos e inertes, si ho que sean biofuncionales y bioactivos, es decir,
gue se integren en su totalidad con las células del organismo y al mismo tiempo
regeneren al tejido, y ademas que sean capaces de responder a las sefiales
provenientes del medio fisioldgico induciendo una respuesta especifica de los tejidos
circundantes.

Actualmente los biomateriales son disefiados, sintetizados y procesados

pensando en la aplicacién médica a la cual seran destinados, es decir, biofuncionales.



1. BIOMATERIALES.

Los biomateriales son sustancias o combinaciones de sustancias, de origen
natural o sintético que son disefiadas para interactuar con sistemas biolégicos con el fin
de evaluar, tratar, aumentar o sustituir algun tejido, érgano o funcién del organismo
humano. En la literatura inglesa, en lugar de “material de implantacion” se utiliza el
concepto de “biomaterial”. La Sociedad Europea de Biomateriales (1986) ha definido
este concepto de la siguiente forma:

Los biomateriales son materiales no vitales que se utilizan en aplicaciones
médicas (por ejemplo implante dental) con la finalidad de obtener una interaccion con
un determinado sistema bioldgico (Williams, 2009).

El uso de materiales no biologicos tiene sus primeros antecedentes
documentables en el afio 3000 a.C., en el antiguo Egipto. También durante las
civilizaciones clasicas de Grecia y Roma (siglo VII a.C. a siglo IV d.c.) se usaron
materiales no biolégicos, en particular, metales y otros materiales naturales para el
tratamiento de heridas y de algunas enfermedades (Friedman, 1992).

En la Europa del siglo XVI se emple6 el oro y la plata para la reparacién dental y mas
tarde hilos de hierro para la inmovilizacion de fracturas Oseas. Los avances
tecnoldgicos de fines del siglo XIX, en particular el desarrollo de la anestesia, de la
cirugia en condiciones estériles y de los rayos X, dieron un fuerte impulso a la
busqueda de metales que pudieran ser utilizados en el interior del cuerpo. Pero a poco
tiempo de la aplicacion de metales a este fin, aparecieron inconvenientes causados por
la corrosion o porque los metales carecian de las propiedades mecéanicas necesarias
para que el dispositivo cumpliera adecuadamente con la funcién para la que fue

disefiado (Ratner, 1993).



La investigacion sistematica y planificada de los materiales Utiles para la fabricacion de
prétesis e implantes soélo surge después de la segunda Guerra Mundial como
consecuencia del avance del conocimiento en ciencia y tecnologia de materiales. Un
factor que impulso fuertemente el desarrollo de los biomateriales durante este siglo fue
el enorme aumento de la demanda producida por la necesidad de rehabilitar a millones
de invalidos de guerra. Este aumento ocurrié en paralelo con avances en otros terrenos
gue crearon condiciones favorables para obtener soluciones eficaces. Entre ellas cabe
mencionar a la investigacion y desarrollo en general de la disminucion del riesgo de
infecciones causadas por la aparicion de los antibitticos eficaces y los adelantos en el
conocimiento de los procesos biologicos desencadenados como consecuencia del
contacto de la materia viva con el biomaterial. La observacion clinica de que la
inclusion de particulas metélicas en los cuerpos de los soldados heridos era bien
tolerada, otorgé a los médicos un criterio empirico que justificd el uso de implantes
metalicos para corregir dafios en el craneo o para la fijacion interna de fracturas
(Reichert et al., 2011).

Durante la década de los 60 se publicaron los primeros estudios sobre las
lesiones provocadas por la presencia de un implante, e hizo su aparicion el término
biocompatibilidad para definir el grado de tolerancia del material por parte de la materia
viva. La determinacion de la biocompatibilidad para cada aplicacion especifica y para
cada sistema formado por material y el medio biologico con el que estara en contacto.
A finales de los afios 60, los ingenieros ingresaron en los laboratorios de clinica
médica, quirdrgica y dental, y sus contribuciones comenzaron a aparecer en la
literatura biomédica. El primer simposio de Biomateriales que se celebré en la
Universidad de Clemson, en 1969, marca el punto de partida de la necesaria

integracion de las disciplinas complementarias a la ingenieria y a la medicina para el
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desarrollo de materiales biomédicos. La influencia del ingreso de la ingenieria al campo
de los biomateriales se evidencié en la aplicacion de técnicas para caracterizar la
estructura y la superficie de los materiales, a los efectos de correlacionarlos con las
respuestas biologicas observadas. La comunidad cientifica que desarrollaba tareas en
este campo se agrupd en diversas sociedades, tales como la Sociedad de
Biomateriales (EE.UU) fundada en 1974 y la Sociedad Europea de Biomateriales. En
1978 se efectu6 el primer Congreso Internacional sobre Biomateriales y desde
entonces se produjo un crecimiento notable en el nimero de trabajos presentados y el
namero y nivel de los recursos humanos formados en el area. La inocuidad local y
general es un requisito indispensable que debe garantizarse para todos los
biomateriales; es decir, no deben resultar téxicos, cancerigenos, alergénicos ni
tampoco radiactivos. Su utilidad como biomaterial se valora sobre la base de los
siguientes criterios fundamentales.

Todo biomaterial debe producir una reaccién lo mas fisioldgica posible con los
tejidos que lo rodean como son hueso, tejido conjuntivo, epitelio y las interacciones
entre estos tejidos, el medio periimplantario no deben provocar alteraciones
secundarias en el organismo ni tampoco una inestabilidad biologica del implante como
consecuencia de la corrosion, disolucion o biodegradacion de la superficie del implante.
La biocompatibilidad de los materiales dentales se puede definir como: un material que
se considera compatible cuando solo provoca reacciones deseadas o tolerables en el
organismo vivo o un material de biocompatibilidad 6ptima no produce ninguna reaccion
tisular indeseable (Bhat and Kumar, 2013).

Segun su origen, los biomateriales pueden ser (Williams, 2009):

- NATURALES: son materiales complejos, heterogéneos Yy dificiimente

caracterizables y procesables. Algunos ejemplos son el colageno purificado, fibras
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proteicas (seda, lana), etc... Se incluyen todos aquellos implantes que deben tener un
caracter permanente, como son los sistemas o dispositivos utilizados para sustituir
parcial o totalmente a tejidos u érganos destruidos como consecuencia de una
enfermedad o trauma.

- SINTETICOS: Los biomateriales sintéticos pueden ser metales, ceramicas o
polimeros y comunmente se denominan materiales biomédicos. Se incluyen los
biomateriales degradables de aplicacion temporal, es decir, aquellos que deben
mantener una funcionalidad adecuada durante un periodo de tiempo limitado, ya que el
organismo humano puede desarrollar mecanismos de curacion y regeneracion tisular

para reparar la zona o el tejido afectado.

Tabla 1. Ventajas y desventajas de los diferentes Biomateriales (Williams, 2009).

MATERIALES

VENTAJAS

DESVENTAJAS

EJEMPLOS

Polimeros: silicon,
teflén, dacrén,

Elasticos, faciles de
fabricar, baja densidad.

Mala resistencia
mecanica, degradacion

Suturas, nariz,
orejas.

nylon. con el tiempo.
Corrosién en medios Fijacién
Metales: titanio, Resistencia a esfuerzos fisiolégicos, alta ortopédica:
aceros con bajo ; densidad, pérdida de tornillos, clavos,
. de alto impacto, alta . -
contenido de . . propiedades mecanicas  alambres,
! resistencia al desgaste. - . :
carbon. con tejidos conectivos implantes
suaves. dentales.
Ceramicas: Oxidos Fractura ante esfuerzos Y
" ; i Protesis de
de aluminio, . : de alto impacto, dificil
. Inerte, resistencia a la N . cadera,
aluminatos de o fabricacion, baja ; S
L alta corrosion. . . - dispositivos
calcio, 6xidos de resistencia mecanica, no franscutaneos
titanio, carbonos. elasticos, alta densidad. )
. Buena compatibilidad, p
Compuestos: . . . Valvulas
A inerte, resistencia a la . . )
Ceramica metal- o Carecen de consistencia cardiacas,
corrosion, alta A . -
carbono y otros . . en su fabricacion. uniones 6seas,
. resistencia a los
materiales. marcapasos.

esfuerzos




1.1 Infecciones en aditamentos de uso Biomédico.

Las infecciones en aditamentos de uso biomédico son causadas por la
proliferacion y colonizacion de microorganismos que se adhieren a un determinado tipo
de biomaterial una vez que es colocado en el paciente. Estas infecciones inician con la
entrada del patégeno al organismo y continGan con un periodo de incubacion y
proliferacion en el biomaterial. A partir de entonces, el tipo de infeccion estara
determinado por la cantidad del microorganismo, su capacidad de multiplicaciéon y su
toxicidad (Monteiro et al., 2009).

Ademas de esto depende de la interaccibn de 4 factores esenciales: el
microorganismo, los mecanismos de defensa del huésped, el biomaterial y, en su caso,
los agentes antimicrobianos. Durante muchas décadas al hablar de infecciones
asociadas a los biomateriales, a este, se le concedia un papel secundario y pasivo; sin
embargo, hoy en dia se destaca la importancia de la naturaleza del biomaterial y qué
papel tiene en la proliferacion de estas infecciones (Donlan and Costerton, 2002).

Los principales microorganismos asociados a infecciones en aditamentos de uso
biomédico son Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosay Escherichia coli

(Dhir, 2013).



2. IMPLANTES DENTALES.

3.1 Antecedentes Historicos.

La implantacion se puede definir como el injerto de tejido no vital en un sistema
bioldgico, mientras que el trasplante es el injerto de un tejido vital (Williams, 2009).

Actualmente se entiende por implantologia dental el anclaje de material no
biologico en los maxilares con objeto de crear elementos de soporte y sujecion que
sustituyan las piezas dentales desaparecidas. Los hallazgos realizados durante las
excavaciones histéricas en Europa, Oriente y América central demuestran que la
humanidad ya se ocupaba desde los primeros tiempos de remplazar los dientes
desaparecidos por material homo o aloplastico (dientes humanos o de animales,
huesos o trozos de marfil o nacar tallados). La finalidad de estas piezas sustitutivas de
los dientes era la compensacion estética de la pérdida dental, sin embargo, su funcién
masticatoria era nula. El espafol Albucasim recomendd ya por primera vez el
retrasplante y trasplante de los dientes hacia el afio 1100 y sefalé que éste constituia
un método justificable desde el punto de vista médico para la sustitucion de las piezas
dentales desaparecidas. Este procedimiento se utiliz6 bastante a menudo durante
muchos siglos. De hecho, en el siglo XVIII el trasplante dental de piezas previamente
extraidas, mediante compensacion, a sujetos jévenes constituia toda una moda entre
los circulos sociales mas elevados de Francia y Gran Bretafia, sin embargo, los
multiples fracasos y el peligro de trasmision de ciertas enfermedades como la
tuberculosis y la sifilis suscitaron una critica cada vez mayor a este tipo de trasplantes
dentales. (Rose, 2008).

Con el nacimiento de las ciencias naturales en los siglos XVIII y XIX y la

aplicacion de los conocimientos y métodos cientificos al campo de la medicina se
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iniciaron numerosas tentativas parar remplazar los dientes desaparecidos mediante el
implante de material extrafio en el maxilar. Asi a finales del siglo XIX algunos autores
habian propuesto la implantacion de material aloplastico (caucho, oro, porcelana,
marfil, etc.) en forma de raices dentarias en alveolos creados artificialmente (Friedman,
1992).

La falta de entendimiento de la biologia 6sea llevo a muchos investigadores a
intentar nuevas morfologias de los implantes, lo que en ocasiones parecia “arte
barroco”. La idea fue que la morfologia retentiva compleja llevaria a un anclaje
suficiente por medio del crecimiento 6seo en espacios plegados. Otros creian que la
busqueda de nuevos materiales biocompatibles ofrecia la solucion apropiada. Por
medio de una técnica de ensayo y error en los pacientes, se utilizaron aleaciones de
metales “preciosos”, materiales de cerdmica y carbonos. Aunque en definitiva habia
compatibilidad, no producia una aposicion ésea intima en la superficie del implante, asi
que la busqueda siguio.

A finales de la década de los 50s, Per-Ingvar Branemark, un profesor sueco de
anatomia que estudiaba la circulacion sanguinea en los huesos y la medula espinal,
logré6 por accidente un avance histérico en la medicina; obtuvo una aposicion
predecible intima entre el hueso y el implante que ofrecia suficiente fuerza para tolerar
la carga de transferencia y llamo a este fendmeno “oseointegracion”. El primer paciente
fue tratado por medio de esta técnica debido a una mandibula inferior desdentada en
1965. Se insertd una serie de implantes comerciales de titanio puro en forma de tornillo
en la sinfisis y se dejé cubierto durante varios meses. Entonces se volvieron a abrir los
tejidos gingivales y mucosos y se colocaron pilares de titanio, encima de los cuales se
podia atornillar una protesis fija y hacia parecer que todos los implantes estaban

anclados de manera firme. El hallazgo azaroso de Branemark consiste en que cuando
9



se prepara un agujero en el hueso sin sobre calentar o traumatizar los tejidos, se logra
una aposicion Osea intima predecible de un dispositivo implantable y biocompatible,
siempre y cuando se eviten los micromovimientos en la interfaz durante el periodo de
cicatrizacion. Desde entonces, millones de pacientes de todo el mundo han sido
tratados por medio de esta técnica y en distintas ocasiones los implantes utilizados
tienen diferentes formas geometrias y caracteristicas en la superficie (Laney et al.,

1986).

2.2 Modificaciones superficiales para Implantes Dentales.

Basados en la importancia de incrementar y controlar las propiedades fisicas,
guimicas y topograficas de las superficies de los implantes, se han desarrollado una
gran cantidad de técnicas y metodologias de modificacion superficial. Dichas técnicas
varian desde métodos especificos de limpieza hasta el depdsito de una pelicula
delgada sobre el material base, para asi incrementar y reducir la adhesion bacteriana
(Rodil, 2009).

De acuerdo con Kasemo y Gold (Kasemo and Gold, 1999) las modificaciones
superficiales pueden dividirse en tres clases:

a) Modificaciones topogréficas: tales como tamafio y distribucion de poros,
rugosidad, etc. El cual busca controlar la topografia, ya que a escala tanto
micrométrica como nanométrica, tiene efectos relevantes en el
comportamiento celular, los cuales incluyen la adhesién celular, la
proliferacion, diferenciacion, la morfologia y su orientacion espacial, la

organizacién del tejido formado e incluso la seleccion celular.
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b) Modificacién de las propiedades bioguimicas de la superficie: liberacién de
especies quimicas (iones 0 medicamentos) adsorcion de biomoleculas
(proteinas o factores de crecimiento). El objetivo es lograr una superficie activa
gue interactue fuertemente con el tejido circundante. Un ejemplo caracteristico
es el desarrollo de recubrimientos que liberan medicamentos de manera
controlada, los cuales son inyectados directamente al torrente sanguineo
actuando como agente adelgazador el cual reduce la formacion de coagulos.

c) Modificacion de las propiedades micro mecéanicas o viscoelasticas de la
superficie. Se busca aumentar el tiempo de vida de los implantes a través de
mejorar la resistencia al desgaste, aunque también puede mejorarse la

funcionalidad a través de una mejor distribucion de los esfuerzos mecanicos.

Los fluidos organicos son extremadamente hostiles a los materiales metalicos,
su efecto sobre los implantes y de éstos sobre los tejidos circundantes, es de
fundamental importancia, tenerla tendencia termodinamica a corroerse, aunque sin
embargo, poseen en comun la formacién de una pelicula protectora que es capaz de
mantener los niveles de corrosion en valores aceptables de manera que estos valores
sean bajos para una aplicaciébn concreta, puesto que los productos de corrosion
pueden resultar toxicos para los tejidos (Williams, 1971).

La eficacia de la pelicula superficial depende de la resistencia de las capas de
pasivacion a la ruptura y de la capacidad de repasivacion de los materiales bajo estudio
en el medio de trabajo. El uso de metales esta a su vez condicionado por la agresividad
del medio fisiologico y puede originar la liberacion de productos de degradaciéon y/o

desgaste no deseados en el organismo (Williams, 1971).
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A pesar de los numerosos avances realizados, las soluciones aceptadas distan
mucho de ser perfectas, en especial en cuanto al material se refiere. Asi, los aceros
inoxidables son mayoritariamente utilizados a nivel mundial en implantes temporales en
casos de fracturas 6seas (DeVasConCellos et al., 2012).

La necesidad de reduccion de costos en los servicios de salud publica ha
redundado en el uso masivo del acero inoxidable como la opcion mas econdmica
dentro de las aleaciones metdlicas usadas. Sin embargo, se han encontrado
respuestas adversas en los tejidos circundantes al implante mostrando encapsulacion y
membranas fibrosas en el entorno de la proétesis, ademas de numerosas fallas en la
zona cabeza cuello de las prétesis. Es importante destacar ademas, que la
composicién de los Oxidos protectores se relaciona con el comportamiento a la
corrosion de las aleaciones. Se requiere entonces, una caracterizacién detallada de
estas superficies para optimizar la biocompatibilidad de las aleaciones de uso
quirargico. El acero inoxidable es utilizado Unicamente para implantes temporales
debido a que se sabe que su resistencia a la corrosién en medio fisiolégico no es tan
buena como la de otras aleaciones. Sin embargo, el empleo de aleaciones de aceros
inoxidables para implantes permanentes en paises en vias de desarrollo es habitual.
Por lo tanto, es necesario incrementar el conocimiento acerca del comportamiento
frente a la corrosidn de este material asi como de las caracteristicas de la capa
superficial generada en medio fisiologico con el fin de poder controlar la toxicidad
potencial de la liberacién de iones metalicos en el organismo (Williams, 1971).

Otro tipo de recubrimiento ceramico que ha sido estudiado por una gran
variedad de grupos alrededor del mundo son las peliculas de carbono amorfo (Roy and

Lee, 2007).

12



El hecho de que la capa superficial del biomaterial esté compuesta de
principalmente del componente elemental de los tejidos vivos es una razén bastante
atractiva, ademas de inducir la proliferacion y la diferenciacion de osteoblastos, la
biomineralizacion sobre estas mismas superficies, permite el crecimiento de la matriz
extracelular y se analizan los procesos de diferenciacion celular y sefialamiento de
proteinas asociadas al proceso de crecimiento de hueso (mineralizacién). Se ha
demostrado que sobre el carbono amorfo las células se diferencian e inician el proceso
de mineralizacibn en mayor proporcion que sobre el titanio o el acero, es decir, el
carbono amorfo es osteoinductivo (Rodil et al., 2003).

2.3 Periimplantitis.

Se define como la pérdida Osea periimplantaria progresiva con inflamacién
asociada de las partes blandas (European Federation of Periodontology, Ittingen, 1993)

Lindhe en 1992 describe que las 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 0seo
periimplantario, el fracaso de los implantes puede ocurrir en dos fases:

La primera fase o la pérdida prematura del implante se producird cuando este
aun no haya llegado a oseointegrarse a consecuencia de diferentes factores de riesgo
tales como una pobre estabilidad primaria, contaminacion bacteriana, enfermedades
sistémicas, habitos tabaquicos, mala técnica quirdrgica, mala calidad 6sea, etc.

La segunda etapa en la que puede producirse la pérdida del implante es cuando
éste ya esta osteointegrado y en funcion. En esta segunda hablariamos de
perimplantitis y existen dos factores etiolégicos que son la infeccién bacteriana y la

sobrecarga oclusal o una combinacion de ambos (Lindhe et al., 1992).
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2.4 Microbiologia asociada a la Periimplantitis.

La flora bacteriana en la cavidad oral antes de la colocacion de implantes
oseointegrados va a determinar la composicién de la nueva microbiota que se va a
formar alrededor de los mismos. Las bacterias de la cavidad oral se acumulan en los
tejidos periimplantarios y desencadenan en ellos una reaccion inflamatoria, provocando
dafio tisular mediante diversos mecanismos:

- Toxicidad de sus propios componentes: como las endotoxinas o los
lipopolisacéaridos, o con produccion de sustancias nocivas como colagenasas,
fosfatasas acidas, fosfolipasas, fosfatasas alcalinas y proteasas.

- Estimulacion de la inmunidad humoral y celular: activacion de los macrofagos,
leucocitos polimorfonucleares, Linfocitos T y células plasmaticas que mediante la
reaccion inflamatoria estimulan procesos de destruccion de tejidos periimplantarios.

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 destruccién 6sea se caracterizan por
la inflamacién y la actividad osteoclastica que va a provocar la reabsorcion del hueso
gue se encuentra en contacto intimo con el implante.

Existen 3 lineas de evidencia que soportan la idea del papel fundamental de los
microorganismos en la etiologia de la periimplantitis (Ata-Ali et al., 2011):

1.- Los depdésitos de placa en implantes puede inducir mucositis periimplantaria,
tal y como se demostré en el modelo clasico de gingivitis experimental descrito por Lee

en 1965 que representa la prueba final de la relacion causa efecto entre el acimulo de
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placa y la gingivitis. El resultado de acumulo de placa se traduce en un aumento de la
inflamacion y de la profundidad del sondaje alrededor de los implantes, demostrando
asi la relacion entre la del acamulo de placa y el desarrollo de la periimplantitis.

2.- Factor de asociacion a las situaciones de éxito y fracaso de implantes
presentan diferencias marcadas en la composicion de la flora asociada. La flora
bacteriana que coloniza los implantes exitosos esta constituida por cocos Gram
positivos, mientras que en los casos de fracaso de implantes se encuentran bacterias
Gram negativas anaerobias tales como Porphyromonas gingivalis, Prevotella
intermedia, Fusobacterium nucleatum, fusobacterias y espiroquetas. Los estudios
longitudinales han demostrado que la cantidad de bacterias presentes en los casos de
éxito de implantes es baja y la composicion de la flora no cambia respecto a la
situacion normal. Varios estudios microbiol6gicos indican una marcada diferencia en la
composicion de la flora periimplantaria entre implantes con surcos o bolsas profundas
gue aquellos que carezcan de ellay en los que la profundidad sea menor.

3.- Los pacientes con inadecuada técnica de higiene oral, presentan mayor
reabsorcion 6sea alrededor de los implantes, implica el hecho de que un buen
mantenimiento de los pacientes rehabilitados con implantes tiene como objetivo
eliminar los depdsitos bacterianos, evitar la colonizacion de la bacterias y alterar la
ecologia de la adhesion alrededor de los implantes de forma que se impida la

multiplicacion de los patdégenos potenciales (Lee and Wang, 2010).
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3. ADHESION BACTERIANA Y FORMACION DE
BIOPELICULAS EN BIOMATERIALES.

La adhesion bacteriana es la interaccion inicial entre la bacteria y la superficie la
cual implica fuerzas fisico quimicas no especificas tales como fuerzas de Van der
Waals, interacciones hidrofobicas y polaridad. La superficie bacteriana es compleja y
en ellas se encuentran tanto residuos cargados como residuos hidrofébicos. Sin
embargo, los materiales inertes insertados en el huésped pueden quedar rapidamente
recubiertos por proteinas o glucoproteinas procedentes del mismo huésped. Asi pues,
la adherencia inicial sobre material protésico puede ocurrir sobre material virgen o
sobre materiales recubiertos con macromoléculas derivadas del huésped (Gristina,
1987).

Cuando la bacteria alcanza la piel o las mucosas deben disponer de
mecanismos de adherencia para poder colonizarla. Este aspecto es especialmente
importante en areas como la boca, el intestino y las vias urinarias donde las mucosas
estan sometidas a un flujo de liquidos que tienden a arrastrar las bacterias no
adheridas. En estas areas, solo las bacterias con capacidad para fijarse a la superficie
permaneceran en ellas. De manera genérica las estructuras bacterianas que median
este proceso de adherencia reciben el nombre de adhesinas. Probablemente, el
mecanismo de adherencia bacteriana que presenta la mayoria de bacterias Gram
negativas y que estd mediado por unas estructuras denominadas fimbrias o pilis. A
través de ella la bacteria contacta con la superficie del biomaterial. Normalmente, la
proteina localizada en el extremo de la fimbria es la adhesina propiamente dicha que se
adhiere a un receptor de la célula huésped constituido por regla general por residuos
de hidratos de carbono de glucoproteinas o glucolipidos. Ocasionalmente, la propia

proteina mayoritaria de la fimbria actia como adhesina. El ensamblaje de la fimbria en
16



la pared celular es un proceso complejo en el cual intervienen una serie de proteinas
auxiliares. Se observa la sintesis y ensamblaje de la fimbria, necesaria para la
colonizacion. La adhesina es la proteina que primero es transportada al exterior v,
posteriormente, se establece el cuerpo de la fimbria por adicion secuencial de la
proteina mayoritaria. Ciertas bacterias Gram negativas poseen proteinas localizadas en
la membrana externa que tienen un papel importante en la adherencia, se trata de los
denominadas adhesinas afimbriadas. La adherencia a se produce en dos pasos. En el
primer paso la interaccién se realiza mediante la fimbria, y en un segundo paso tiene
lugar una unién mas intensa en la que intervienen las adhesinas afimbriadas (Lasa et
al., 2005).

Las biopeliculas se definen como comunidades de microorganismos que crecen
embebidos en una matriz de exopolisacaridos y adheridos a una superficie inerte o un
tejido vivo. El crecimiento de las biopeliculas representa la forma habitual de
crecimiento de las bacterias en la naturaleza. Un ejemplo cotidiano de las biopeliculas
lo constituye la placa dental, cada dia nos esforzamos por combatir la pelicula de
bacterias que recubre la superficie de los dientes para evitar un desarrollo excesivo de
microorganismos que puede provocar un deterioro del esmalte dental (Donlan, 2001).

La capacidad de formacion de biopelicula no parece estar restringida a ninguin
grupo especifico de microorganismos y hoy se considera que bajo condiciones
ambientales adecuadas todos los microrganismos son capaces de formar biopelicula.

Aunque la composicion de la biopelicula es variable en funcion del sistema, en
general, el componente mayoritario es el agua, que puede representar hasta un 97%
del contenido total. Ademas de agua y de las células bacterianas, la matriz es un

complejo formado principalmente por exopolisacaridos. En menor cantidad se
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encuentran otras macromoléculas como proteinas, DNA y productos diversos
procedentes de la lisis de las bacterias (Vila et al., 2008).

La biologia de la biopelicula se centra en su ciclo vital e interacciones con el
medio ambiente. El ciclo vital es un proceso dinamico que puede ser dividido en 3
partes: adhesién, crecimiento y separacion o desprendimiento. Durante la primera fase,
el substrato tiene que ser adecuado para la adsorcién reversible y finalmente, la
adhesion irreversible de la bacteria a la superficie. Las bacterias una vez que perciba
una superficie, proceden a formar una unién activa como fimbrias, flagelos o pili. Las
fimbrias, probablemente luego de superar la barrera de repulsioén electroestatica inicial
gue existe entre el germen y el sustrato, contribuyen a la adhesién bacteriana (Lasa et
al., 2005).

La motilidad, otorgada por flagelos, ayudara a la bacteria a alcanzar la superficie
en las etapas iniciales, siendo su funcién principal vencer las fuerzas de repulsion mas
que actuar como adherente. Sin embargo, la motilidad no pareceria ser un requisito
esencial, puesto que bacterias Gram positivas inmdviles, como estafilococos,
estreptococos y micobacterias, también poseen la capacidad de formar biofilm. En el
caso de las bacterias Gram positivas se ha descrito, en esta primera etapa, la
participacion de proteinas de superficie (Vila et al., 2008).

La adhesion de bacterias a una superficie ocurrira mas facilmente en aquéllas
mas asperas, mas hidrofébicas y mas recubiertas. Se ha descrito que la colonizacion
microbiana parece incrementar a medida que aumenta la aspereza de la superficie.
Esto seria debido a que estan reducidas las fuerzas de deslizamiento, y el area de
superficie se torna mayor (Katsikogianni and Missirlis, 2004).

Las propiedades fisico-quimicas de la superficie también pueden ejercer una

fuerte influencia en el grado y extension de la formacion. Se ha encontrado que los
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gérmenes se forman mas rapidamente sobre superficies hidrofébicas, no polarizadas,
como lo es el teflon y otros plasticos, en comparacion con materiales hidrofilicos, como
vidrio o metales. Aparentemente se produciria algun tipo de interaccién hidrofébica
entre la superficie celular y la del sustrato que permitirian a la bacteria superar las
activas fuerzas de rechazo a cierta distancia de la superficie del sustrato, y lograr
adherirse irreversiblemente (Keatch et al., 2012).

Durante la segunda fase o de crecimiento, la bacteria, una vez adherida,
comienza a dividirse y las células hijas se extienden alrededor del sitio de union,
formando una microcolonia, similar al proceso de formacién de colonias en placas de
agar. A medida que las células se dividen y colonizan la superficie, las bacterias
comienzan a elaborar un exopolisacérido que constituye la matriz de la biopelicula y
éste comienza a desplegarse en una formacion tridimensional, generando estructuras
similares a setas.

Finalmente, en la tercera etapa, luego que la biopelicula ha alcanzado la
madurez, algunas células, ya sea aisladamente o en conglomerados bacterianos, se
liberan de la matriz para poder colonizar nuevas superficies, cerrando el proceso de
formacion y desarrollo. El desprendimiento puede ser resultado de fuerzas externas a
la biopelicula o de procesos activos inducidos por éste. La separacién proporcionaria
un mecanismo para que las bacterias migren desde zonas densamente colonizadas a
areas que podrian favorecer mejor su desarrollo, logrando asi formar nuevas

biopeliculas en sitios distantes (Donlan, 2002).
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3.1 Papel de Staphylococcus aureus en el desarrollo de

infecciones en aditamentos de uso biomédico y dental.

Los biomateriales implantados son susceptibles a infecciones bacterianas.
La sepsis no solo puede resultar en el desprendimiento y posterior fracaso de un
dispositivo implantado (por ejemplo, un conjunto de protesis), pero también pueden
causar morbilidad significativa, incluyendo drenaje crénico, dolor y pérdida de funcion,
la amputacién y la muerte.

Las cepas de S. aureus representan una proporcidn significativa
aproximadamente el 35.5% de todos los patdgenos que causan infecciones asociadas
a implantes y el enlace a tejidos del huésped y las proteinas del plasma es de
fundamental importancia en el desarrollo de infecciones en el sitio de implante. La
adsorcion de la bacteria a un implante depende de caracteristicas de biomaterial
incluyendo rigidez, topografia, hidrofobicidad, cargo, estructura y composicion de la
superficie. Estas caracteristicas de los biomateriales son probablemente mas
relevantes a la probabilidad de deposicion de bacterias en el material (Gristina, 1987).

El tipo de adhesion inicial en el material inerte es reversible si no se sigue de un
segundo paso de adherencia especifica, adhesina-receptor; S. aureus expresa
adhesinas especificas que reconocen algunas proteinas del huésped. Las proteinas
humanas que pueden servir de receptor para estas bacterias son proteinas y
glucoproteinas del plasma y del tejido conectivo, especialmente fibronectina,
fibrinbgeno y fibrina, sin embargo, tiene menor capacidad de adherencia a
biomateriales recubiertos de glucoproteinas humanas y su interaccién con los plasticos
parece estar mediada en mayor medida por interacciones hidrofébicas. De hecho, la

adherencia de S. aureus a fibrin6geno estd mediada por una proteina de union al
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fibrindgeno. El dominio de fibronectina que actia como receptor esta situado cerca del
dominio de union de la heparina, lo que explica parcialmente la disminuciéon de la
adherencia de S. aureus en presencia de la misma. La fibronectina no promueve la
adherencia de esta bacteria o catéteres intravasculares in vitro. En el curso de la
colonizacion de los catéteres, los estafilococos producen grandes cantidades de una
sustancia mucosa que cubre a las bacterias y las protege frente a los mecanismos de
defensa y los antimicrobianos, constituyendo lo que se denomina una biocapa (Vila et

al., 2008).

3.2 Papel de Pseudomonas aeruginosa en el desarrollo de

infecciones en aditamentos de uso biomeédico y dental.

Pseudomonas aeruginosa es un bacilo gram-negativo ambiental comdan que
actia como un patdégeno oportunista en varias circunstancias. La presencia ubicua de
P. aeruginosa en el medio ambiente (Green et al., 1974) ,se debe a varios factores,
incluyendo su capacidad para colonizar varios nichos ambientales y para utilizar
muchos compuestos ambientales como fuentes de energia.

Las infecciones causadas por P. aeruginosa pueden estar asociadas con el
compromiso de defensa del huésped, mientras que muchos casos de infeccion puede
atribuirse a la inmunosupresion general como en pacientes con SIDA (Franzetti et al.,
1992) y en pacientes neutropénicos que reciben quimioterapia (Bendig et al., 1987),
estas situaciones predisponen al huésped a una variedad de infecciones bacterianas y
fungicas, y por lo tanto no proporcionar informacion que es especifica a la patogénesis
de P. aeruginosa. Tres de las enfermedades humanas mas causadas por P.

aeruginosa son: 1) la bacteriemia en victimas de quemaduras graves, 2) la infeccion
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pulmonar crénica en los pacientes con fibrosis quistica, y 3) la queratitis ulcerativa
aguda en el uso prolongado de lentes de contacto. Observaciones y evaluacion
experimental de diversos factores de virulencia bacterianos han arrojado que P.
aeruginosa es capaz de causar enfermedades en una amplia variedad de 6rganos,
secundaria a la interrupcion de la funcion fisioldgica normal. Estas ideas proporcionan
una comprension a nivel molecular y celular de cémo y por qué P. aeruginosa se ha

convertido en un patdgeno tan importante en la infeccién humana (Lyczak et al., 2000).

3.3 Papel de Escherichia coli en el desarrollo de infecciones en

aditamentos de uso biomédico y dental.

Este organismo causa entre el 70 y el 95% de las infecciones. Estas infecciones
son especialmente frecuentes debido a la adherencia del microorganismo sobre la
superficie. Se ha observado que la movilidad flagelar tienen un papel importante en la
colonizacion, se identifico la fimbria como una estructura necesaria para que se
produzca la adherencia de E. coli a superficies inertes. En condiciones de crecimiento
estético, la fimbria permite una interaccion estable entre la bacteria y diversas
superficies. La adherencia estable es un requisito para la formacién de biocapas en
estas superficies.

La cinética de la adherencia de diferentes microorganismos a catéteres hechos
de distintos materiales puede variar. Comparando la adherencia de S. aureus, P.
aeruginosa y E. coli a catéteres hechos de PVC, tefldn, latex siliconizado y poliuretano
demostraron que el PVC era el material en el que estos microorganismos presentaban
mayor adherencia, mientras que los estafilococos presentaban una menor adherencia

sobre los poliuretanos (Widmer et al., 1991).
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4. USO DE LA PLATA COMO AGENTE ANTIMICROBIANO

Los antimicrobianos son sustancias naturales o sintéticas, orgénicas e
inorgénicas que inhiben el crecimiento de los microorganismos (bacterias y hongos y
levaduras, virus, protozoos). Su eficacia depende de parametros como Su
concentracion, tipo de microorganismo y de sustrato, ademas de temperatura, pH,
humedad y niveles de oxigeno. Para ser eficaces, los iones de plata deben interactuar
con el microorganismo y penetrar en él (Bhat and Kumar, 2013).

La plata es un material usado desde la antigiedad por sus propiedades
antimicrobianas. Hipoécrates, el padre de la medicina moderna, escribi6 la plata tenia
curacion y las propiedades beneficiosas contra la enfermedad. Los fenicios
almacenaban agua, vino y vinagre en frascos de plata para evitar que se deterioraran.

A principios de 1800, los médicos utlizan suturas de plata en las heridas
quirargicas con resultados muy exitosos. En Estados Unidos descubrieron que Si
colocaban monedas de plata o de cobre en sus barriles de agua potable, mantenian el
agua libre de bacterias, algas, etc. A principios de 1900 personas ponian ddlares de
plata en botellas de leche para prolongar la frescura de la misma. Compuestos de
plata fueron utilizados con éxito para prevenir la infeccion en la | Guerra Mundial (antes
de la era de los antibioticos). En 1940 habia aproximadamente cuatro docenas
diferentes compuestos de plata en el mercado se utiliza para tratar todas las
enfermedades infecciosas conocidas (Klasen, 2000a).

Las acciones antibacteriales y antivirales de la plata, el i6n de plata y
compuestos de plata no han sido muy investigados. Sin embargo, se sabe que en

concentraciones pequefas la plata no es téxica para las células humanas.
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La oxidacion catalitica por reaccion probablemente contribuye a su efecto
bactericida. Los microrganismos son poco probable que desarrollen resistencia contra
la plata, como lo hacen contra antibiéticos convencionales, porque el metal ataca a una
amplia gama de objetivos en los microorganismos, lo que significa que tendrian que
desarrollar una serie de mutaciones simultdneamente para protegerse. Asi, los iones
de plata han sido usados como un componente antibacteriano en composites de resina
dental, en zeolitas sintéticas y en revestimientos de dispositivos médicos (Klasen,
2000b). Literatura reciente informa resultados alentadores acerca de la actividad
bactericida de nanoparticulas de plata en contra de bacterias Gram-negativas (Zheng
et al., 2012).

Los iones de plata actuan interfiriendo en la permeabilidad gaseosa de la
membrana (respiracion celular) y una vez en el interior de la célula, alteran su sistema
enzimatico, inhibiendo su metabolismo y produccion de energia y modificando su
material genético. El resultado es que el microorganismo pierde rapidamente toda
capacidad de crecer y reproducirse. Una de las virtudes de la plata es que constituye
un antimicrobiano de amplio espectro, la plata i6nica destruye las bacterias, hongos,
virus y protozoos, aunque es menos activa frente a microorganismos mas resistentes,
como las esporas. Ademas, los estudios revelan que es muy poco probable que los
microrganismos desarrollen algun tipo de resistencia al tratamiento. Son ecoldgicos,
permanentes y no contaminantes. Los iones de plata quedan atrapados en un sustrato
matriz o film protector desde donde actuan. A diferencia de otros productos
desinfectantes quimicos, su actividad es continua y duradera, no eliminandose a traves
de la limpieza del producto tratado, ademas, su efecto es limpio e inocuo para otros

seres vivos (Baker et al., 2005).
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Las nanoparticulas de plata son atractivas porque no son téxicos para el ser
humano a concentraciones bajas y tienen acciones antibacterianas de amplio espectro.
Se sabe que los hibridos de nanoparticulas de plata utilizados en el tratamiento de
tejidos humanos aumentan la proliferacion de los linfocitos, presumiblemente debido a
la activacion de las células inmunes (Lara et al., 2010). La creciente proliferacion de los
linfocitos también aumenta el proceso inflamatorio in situ, contribuyendo en las heridas.
El desarrollo del proceso inflamatorio en el tejido ayuda a activacién de defensas contra

la invasion de microrganismos (Tian et al., 2007).
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ll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION.

Ante la necesidad de mejorar las propiedades mecanicas y biologicas de los
implantes dentales, se ha experimentado con diferentes materiales con la finalidad de
no solo sustituir el 6rgano dentario sino también de brindar un material con excelentes
caracteristicas biocompatibles y que no sean facilmente colonizados por bacterias que
puedan causar infecciones y la pérdida prematura del implante.

Con los diferentes biomateriales disefiados para la realizacion de implantes
dentales, se ha descubierto que la plata ha sido un material usado para detener la
proliferacion de la infecciones en diferentes partes del cuerpo. Por lo que en este
estudio pretendemos observar el efecto antibacteriano de las nanoparticulas de plata

sobre superficies de acero inoxidable de grado medico 316L.

. HIPOTESIS

La adicién de nanoparticulas de plata a peliculas de carbono amorfo depositadas
sobre superficies de acero inoxidable de grado médico (316L), disminuira la adhesion y

proliferacion de Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli.
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IV. OBJETIVO GENERAL.

Determinar la adhesion de bacterias implicadas en infecciones de aditamentos de
uso biomédico sobre superficies de acero inoxidable de grado medico 316L

modificadas con nanoparticulas de plata embebidas en una matriz de carbono amorfo.

Objetivos especificos.

e Determinar la adhesion de Escherichia coli sobre las superficies
modificadas con tres diferentes concentraciones de nanoparticulas de plata
en una matriz de carbono amorfo.

e Determinar la adhesion de Pseudomonas aeruginosa sobre las superficies
modificadas con tres diferentes concentraciones de nanoparticulas de plata
en una matriz de carbono amorfo.

e Determinar la adhesion de Staphylococcus aureus sobre las superficies
modificadas con tres diferentes concentraciones de nanoparticulas de plata

en una matriz de carbono amorfo.
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V. MATERIALES Y METODOS

Disefio experimental y preparacion de las muestras.

Las muestras experimentales fueron preparadas 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 2. Las superficies
rugosas con peliculas de carbono amorfo (a-C) se depositaron sobre discos de acero
inoxidable de grado médico AISI 316L (SS) de 15 mm de didmetro con una rugosidad
promedio de 0.02 um.

Antes de colocar las peliculas, todos los sustratos fueron limpiados dos veces
ultrasénicamente usando acetona por 30 min., seguidos por una limpieza 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 cadmara 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 depésito se llevo a cabo en las siguientes condiciones, se utilizaron 20 sccm
de argon (pureza 99.999%), 4 Pa presion de depdsito y 0.4 A de corriente directa por
10 min, lo que dio un espesor aproximado de 150 nm.

Las peliculas de a-C adicionadas con nanoparticulas de plata fueron producidas
utilizando la misma técnica de magnetronsputtering, con la diferencia de que el blanco
utilizado fue un cétodo de grafito de 4 pulgadas de alta pureza al que se le adiciono un
fragmento de plata pura. Las diferentes concentraciones de nanoparticulas de plata
adicionadas a las peliculas de carbono amorfo, fueron obtenidas mediante

modificaciones en las condiciones de depdsito como tiempo y potencia.
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Tabla 2. Superficies Experimentales

Cédigo Superficies

a-C Pelicula con carbono amorfo
a-C:Agl Pelicula con carbono amorfo y 7 % nanoparticulas de plata
a-C:Ag2 Pelicula con carbono amorfo y 5 % nanoparticulas de plata
a-C:Ag3 Pelicula con carbono amorfo y 2 % nanoparticulas de plata

Ensayos de adhesién bacteriana.

Todos los experimentos de adhesion bacteriana y formacion de biopeliculas
fueron realizados en el Laboratorio de Biologia Periodontal de la Division de Estudios
de Posgrado e Investigacion de la Facultad de Odontologia de la UNAM.

Tres cepas bacterianas de referencia fueron utilizadas para los experimentos de
adhesion bacteriana y formacion in vitro de las biopeliculas (Tabla 3).

Las especies se cultivaron en agar enriquecido TSA (Trypticase Soy Agar,
Bioxon, Becton Dickinson), suplementado con 0.3 ug/mL de menadiona y 5 pyg/mL de
hemina, en una incubadora Felisa a 34° C, durante 24 a 48 horas. Cada una de las

cepas fue propagada y transferida hasta obtener cultivos puros.

Tabla 3. Especies bacterianas de referencia utilizadas.

Especie ATCC
Escherichiacoli 11775
Staphylococcusaureus 25923
Pseudomonasaeruginosa 10752
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Las superficies experimentales fueron colocadas en pozos de cultivo individuales
y se agreg6 1800 uL de TSB (Trypticase Soy Broth, BBL, Becton Dickinson). Se
rasparon las placas de cada uno de los microorganismos para obtener una suspencion
bacteriana ajustada a una densidad Optica de uno a 600 nm (OD=1) de cada una de las
cepas. Después se colocaron 200 uL de la cepa correspondiente en los pozos de
cultivo con las superficies y una vez sembradas las bacterias en todas las superficies,
se metieron en la incubadora durante 24 horas a 37°C.

Posteriormente, se sacaron las muestras de la incubadora y se realizaron tres
lavados a las muestras con 1000uL de TSB. Después de los lavados, las superficies
utilizadas para hacer el conteo de las unidades formadoras de colonias (UFCs) fueron
transferidas a una nueva caja de pozos de cultivo y se colocaron 1000puL de TSB en
cada uno de los pozos para ser sonicadas.

Se procedié a realizar la sonicacién de las muestras en 5 periodos de 15
segundos cada uno y se transfirieron 100uL del sobrenadante de la muestra sonicada a
tubos eppendorf previamente marcados y pipeteados con TSB de acuerdo con las
diluciones correspondientes (-1 (900uL), -3 (990uL), -4 (900uL), -5 (900uL)) para
realizar diluciones seriadas.

De los tubos con cada una de las diluciones se tomaron 100 pL para colocarlos
de manera individual en las cajas petri con TSA previamente marcadas. La suspencion
colocada se extendié sobre toda la superficie con ayuda de una pipeta pasteur esteéril
con angulo de 90° y posteriormente se colocaron las cajas en la incubadora por 24

horas a 37°C.
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Después de la incubacion, se procedid a hacer el conteo de las UFCs por
visualizacion directa y se registraron los resultados en una hoja de excel para
posteriormente ser analizados.

VI. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos microbiolégicos se presentan como la media el error estandar de la
media (EEM) del nimero de unidades formadoras de colonias (UFCs) x 10°. Los
andlisis para determinar las diferencias en la cantidad de bacterias adheridas entre

cada una de las superficies analizadas se llevaron a cabo mediante la prueba ANOVA.
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VIl. RESULTADOS.

En este estudio se analiz6 la adhesion bacteriana a superficies de acero
inoxidable de grado medico modificadas con carbono amorfo y adicionadas con
nanoparticulas de plata.

En la figura 1 se muestra la adhesion bacteriana de E. coli en las superficies de
carbono amorfo (a-C) y las superficies de carbono amorfo adicionadas con diferentes
concentraciones de plata. Como se puede observar, el nimero de unidades formadoras
de colonias (UFCs) de E. coli fue significativamente menor en la superficie a-C:Agl (p<
0.05) que es la superficie de carbono amorfo adicionada con nanoparticulas de plata al
7% (24.0 X 10"5), en comparaciéon con las detectadas en la superficie a-C:Ag2
adicionada con nanoparticulas de plata al 5% (50.0 X 1075) y a-C:Ag3 adicionada con
nanoparticulas de plata al 2% (59.0 X 1075). La superficie a-C, presenté un nimero de
37.3 X 1075. Las diferencias encontradas reflejan que a mayor concentracion de
nanoparticulas de plata, fue menor la adhesién bacteriana.

Figura 1. Adhesion bacteriana de E. coli.
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En la figura 2 se observa el numero de UFCs de P. aeruginosa detectadas en las
superficies experimentales. De igual manera, se encontré6 un menor numero de
bacterias en la superficie adicionada con nanoparticulas de plata al 7% (4.0 X 10"5) y
una mayor adhesion bacteriana en las superficies adicionadas con nanoparticulas de
plata al 5% (5.3 X 1075) y al 2% (18.0 X 1075). Aunque hubo una menor adhesién de P.
aeruginosa sobre las superficies a-C:Agl, a-C:Ag2 y a-C comparandolo con el nimero
de UFCs encontrado en la superficie a-C:Ag3, la Unica diferencia estdisticamente

significativa se encontré entre las superficies a-C:Agl y a-C:Ag3 (p< 0.05).

Figura 2. Adhesion Bacteriana de P. aeruginosa.
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En la figura 3 se observa que S. aureus tuvo una menor adhesion en la
superficie modificada so6lo con carbono amorfo con un nimero de UFCs de 2.0 X 105
y en las superficies adicionadas con nanoparticulas de plata al 7% con 3.0 X 1075, 5 %
con 4.7 X 10"5y 2 % con 15.3 X 10"5. Se encontraron diferencias significativas entre
las superficies a-C, a-C:Agl y a-C:Ag2 contra la superficie a-C:Ag3. S. aureus parece
tener muy poca adhesion bacteriana a las superficies modificadas con carbono amorfo
y carbono amorfo con plata por lo menos en las primeras 24 horas, sin embargo, en la

superficie adicionada con nanoparticulas de plata al 2% presenté una mayor adhesion

bacteriana.
Figura 3. Adhesion Bacteriana de S. aureus.
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En base a las graficas obtenidas de adhesion bacteriana a las superficies
experimentales se determind en primer lugar que E. coli se adhiri6 en mayor proporcion

a las superficies experimentales en comparacion de P. aeruginosa y S. aureus.
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En un resultado mucho mas especifico, en la adhesion de estas tres bacterias a
las superficies experimentales, se observé que se tienen una mayor resistencia a la
adhesion en las superficies de a-C:Ag al 7% sobre E. coli y P. aeruginosa, a diferencia
de las superficies de a-C:Ag al 2%, lo cual se esperaba ya que tienen una mayor
concentracion de nanoparticulas de plata.

Otro resultado interesante fue que S. aureus presenté menos adhesién sobre la
superficie modificada con carbono amorfo y mucho mas adhesién sobre la superficie
adicionada con nanoparticulas de plata al 2 % durante las primeras 24 horas de

incubacion.
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VIIl. DISCUSION.

Existen diversas investigaciones realizadas sobre la prevencion de infecciones
asociadas a los implantes dentales, y aunque hay muchos recubrimientos
antimicrobianos que han sido estudiados, la mayoria de ellos son propensos a
degradarse rapidamente en el entorno fisico, ademas muchos recubrimientos
dependen también de la liberaciébn de agentes antimicrobianos como los antibioticos,
que pueden causar problemas de seguridad con respecto a las tasas de liberacion y
resistencia a los antibiéticos. (Wang et al., 2004).

Las limitaciones en el uso de técnicas quirlrgicas y antibiéticos profilacticos en
implantes dentales para penetrar en el hueso y en la encia, implican que el implante
puede ser un importante portal de entrada microbiana. Por lo tanto las superficies de
los implantes idealmente deben tener propiedades antimicrobianas sin liberar agentes
antibioticos a un ritmo demasiado rapido, asi como también deben tener beneficios
para la osteogénesis, como lo es el Carbono, ya que es el elemento principal de los
tejidos vivos (Wang et al., 2004).

Se ha estudiado la biocompatibilidad de las diferentes formas de carbono,
demostrando un gran potencial como una modificacion superficial para implantes de
uso biomédico, ademas de que las células se diferencian e inician el proceso de
mineralizacion en mayor proporcion que sobre el titanio o el acero, lo que indica que es
un gran osteoinductivo (Rodil et al., 2003).

Es asi que este estudio buscé analizar la adhesion bacteriana sobre superficies
de carbono amorfo y por otra parte el efecto que tuvo la adicion de nanoparticulas de
plata en la colonizacién bacteriana de tres especies relacionadas con infecciones en

dispositivos biomédicos.
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Un estudio compara la adhesién de bacterias propias del medio oral en
superficies de carbono amorfo y superficies de titanio (Almaguer-Flores et al., 2010). En
este estudio concluyen que las superficies de titanio presentan menor adhesién cuando
las diferentes especies bacterianas del medio oral son probadas en conjunto, en
comparacion de carbono amorfo e incluso que el acero inoxidable de grado médico.
Otro resultado interesante fue que al analizar por separado la adhesiéon de diferentes
especies encontr6 que dependiendo de la cepa bacteriana, el carbono amorfo tenia
menor adhesién en comparaciéon con las superficies de titanio. En comparacién con
nuestro estudio el cual analizo tres diferentes especies bacterianas representativas de
las infecciones sobre dispositivos de uso biomédico, se observé que las especies
bacterianas E. coli y P. aeruginosa tuvieron una menor adhesion a las superficies con
mayor concentracion de nanoparticulas de plata, ademas que S. aureus presento una
menor adhesién sobre la superficie de carbono amorfo.

Otro estudio comparoé la adhesion bacteriana de siete especies diferentes (entre
ellas estafilococos, pseudomonas y estreptococos) en superficies de acero inoxidable y
carbono amorfo, los autores concluyen que no habia diferencias significativas de la
adhesiéon bacteriana entre las dos superficies probadas, mas aun, en el analisis
particular de cada especie bacteriana, encontraron que las especies de Staphylococcus
tuvieron mayor afinidad a las dos superficies, en comparacioncon las especies de
Pseudomonas y Streptococcus (Soininen et al., 2009). En relacion con este estudio, se
observd que S. aureus tuvo una menor afinidad a las superficies carbono amorfo, al
menos durante las primeras 24 horas.

Otro estudio encontré que la actividad antibacteriana de la plata contra E. coli
fue mas alta que contra S. aureus, lo cual atribuyen a que las bacterias Gram negativas

tienen paredes celulares mas delgadas y por lo tanto son mas propensas a la
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destruccidn fisica (Liu et al., 2010). En comparacién con nuestro estudio se observé
que S. aureus presentd menor adhesidbn a las superficies adicionadas con
nanoparticulas en comparacion de E. coli y P. aeruginosa, lo cual indicé que a mayor
concentracion de nanoparticulas de plata menor fue su adhesion sobre las superficies,
pero mas aun se observo que S. aureus presento menor adhesién sobre las superficies
de carbono amorfo en comparacion con de plata.

Las nanoparticulas de plata se consideran mas activas debido a su gran relacion
con la superficie, se ha indicado que las nanoparticulas de plata incrustadas en titanio
pueden ser altamente eficaces en la inhibicién de S. aureus y E. coli (Cao et al., 2011).
En comparacion en nuestro estudio, se observo que S. aureus tiene una menor afinidad
que E. coli y P. aeruginosa, por las superficies de carbono amorfo. Ademas se observo
gue a mayor concentracion de nanoparticulas de plata menor era la adhesion a estas
superficies.

Otro ensayo un poco mas especifico al medio oral, mostré que el 93.9% de S.
mutans, el 93.5% de P. gingivalis y el 89.7 % de C. albicans no se adhirieron en
superficies de titanio modificadas con plata. Estas superficies adicionadas con plata,
mostraron buenas propiedades antimicrobianas, reduciendo la adhesién de los
microorganismos y mas aun, mostraron efectos osteogenicos (Zheng et al., 2012). Es
asi que nuestro estudio buscé determinar si la adicion de diferentes materiales como el
carbono amorfo y la plata, ayudaban a disminuir la adhesién bacteriana y por
consiguiente la posterior formacion de biopeliculas, las cuales se sabe que son la
principal causa de las infecciones presentes en aditamentos de uso biomédico como

los implantes dentales.

38



IX. CONCLUSIONES.

e Las superficies modificadas sélo con carbono amorfo disminuyeron la adhesién de
S. aureus, mientras que las superficies adicionadas con nanoparticulas de plata
fueron mas efectivas para evitar la adhesion de P. aeruginosa y E. coli. Lo cual
significa que el carbono amorfo podria ayudar en la disminucion de la adhesion de
S. aureus especificamente.

o Entre mas concentracion de nanoparticulas de plata, menor era la adhesion
bacteriana sobre las superficies experimentales, lo cual indica que la plata si
mostré un efecto antibacteriano y puede ayudar a que diversas especies
bacterianas no se adhieran tan rapido.

e Todos nuestros resultados se obtuvieron en las primeras 24 horas, que es el
tiempo principal de colonizacion sobre cualquier tipo de material. Se observo que
E. coli se adhiri6 mucho mas rapido en este tiempo sobre las superficies
experimentales comparandola con P. aeruginosa y S. aureus por lo que podemos
concluir que no todas las especies bacterianas responden de la misma manera

sobre los diferentes materiales.

Aun falta mucho por hacer y estudiar, para la mejora de los diferentes
dispositivos biomédicos como los implantes dentales. Se necesitan realizar estudios
gue incluyan especies bacterianas representativas del medio oral ya que como
sabemos existen mas de 600 especies bacterianas en este medio, y como se ha
descrito en este estudio las bacterias no siempre se adhieren de igual manera a un

mismo material. También faltaria saber qué es lo que pasaria en los tiempos
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posteriores, ya que en el medio oral siempre habra especies bacterianas dispuestas a

colonizar cualquier tipo de material y/o tejido.
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