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Capitulo
5.

Dafnos ocasionados por los
productos metabdlicos
bacterianos a la superficie del
implante

Lo que sabemos es una gota de agua; lo que ignoramos es el océano.
Isaac Newton (1643-1727)
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5.1.INTRODUCCION

El titanio y sus aleaciones son ampliamente empleados como biomateriales
debido a sus excelentes propiedades mecéanicas y su biocompatibilidad, ademas de su
excelente resistencia a la corrosion incluso en medio biolégico [AGFO03]. Sin embargo,
en ocasiones se han detectado trazas de metales en tejidos circundantes alrededor de
los implantes de titanio. Tradicionalmente este hecho ha estado asociado a la friccién y
desgaste a los que pudo estar sometido, no siendo estos los Unicos factores asociados
con esta liberacion, ya que en placas y tornillos de sujecién se ha observado el mismo

comportamiento.

Los iones metalicos desprendidos pueden verse involucrados en diversos
fendmenos: tales como: transportacion, metabolismo, acumulacién en érganos e
incluso alergias o toxicidad, debido a que estos pueden combinarse con biomoléculas
(algunas proteinas). [HANO4] [MKS00] [HAN99]

El uso de metales en odontologia ya sea como material de restauracion o
protésico o implantes esta muy extendido en la actualidad, claros ejemplos de esto son
los varios tipos de aceros inoxidables [Fe-Cr-(Ni)], aleaciones Cr-Co-Mo, titanio
comercialmente puro, Ti-6Al-4V y aleaciones con memoria de forma Ti-Ni que son
ampliamente usados como biomateriales; mientras que las aleaciones con base de
metal noble (Oro, Plata, Paladio) son empleados como materiales dentales, por su alta
resistencia a la corrosion. En los dltimos afios las aleaciones de Ti-6Al-7Nb y T-13Nb-
13Zr han comenzado a utilizarse debido a su gran resistencia mecénica y ante la
degradacion quimica. La resistencia a la corrosibn de estos materiales esta
relacionada por la formacion de una capa superficial de 6xido que protege al metal del

ataque corrosivo. [HANO4]

5.1.1. Superficies de biomateriales metalicos.

La resistencia a la corrosion de los biomateriales metélicos depende de su
oxido superficial, es decir su capa pasiva. La pasivacion, se refiere a la formacion de
una pelicula relativamente inerte, sobre la superficie del material que lo enmascara en
contra de la accion de agentes externos, sin embargo la pasivacion no debe
confundirse con inmunidad, en la cual el metal base es por si mismo resistente a la

accion de los medios corrosivos, por ejemplo el oro y el platino. En el caso del titanio la
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capa pasiva consiste de TiO, no estequiométrico, adherente y no poroso, poco
cristalizado de f4cil y rapida regeneracion incluso si es destruido. [HANO4] [MBJO06], la
cual es que lo protege en condiciones ordinarias, logrando la corrosion sélo por la
accion de ciertos agentes quimicos o por un determinado sobrepotencial
electroquimico. Esta capa usualmente cubre el material; la reaccion de los materiales
con los fluidos corporales se da por medio de estas interfases, donde la composicién

de la capa es importante para la biocompatibilidad.

El titanio generalmente se pasiva por la reaccion con al agua presente en el

medio ambiente de acuerdo con la siguiente ecuacion:

Ti+2H,0 o TiO, +4H™ +4e” (17)

Pero en el caso de que en el medio se encuentren disueltos otros iones, la
capa pasivada tendra incorporados estos iones. De acuerdo con Hanawa y
colaboradores en estudios de repasivacion del titanio en solucion de Hank, [HAA98], la
formacion de una capa de oxido superficial en esta solucién, esta envuelta en una
reaccion de los iones fosfato con los iones titanio ademas de la reaccién normal con el
agua. El proceso de oxidacion por bivalencias y dehidratos, en el cual el titanio
metdlico forma la capa superficial de oxido sobre si mismo no ha sido del todo
elucidada. Sin embargo una gran cantidad de oxido de titanio permanece como Ti?*
Ti*" en la capa superficial regenerada. Como resultado, es posible que se forme TiO, e
inmediatamente después se lleve a cabo un proceso de oxidacion por trivalencias y
dehidratacion. Después que el Ti,O3 se forma, su oxidacion por tetravalencias produce
TiO(OH), y el TiO, se forma por la deshidratacion del TiO(OH),, de acuerdo con la

siguiente reaccion.

En una solucién &cida (18) las reacciones andédicas son:
Ti,O, +3H,0 — 2TiIO(OH), +2H " +2¢” (18)

(Oxidacién por tetravalencia)

2TiIO(OH), — 2TiO, + 2H ,0 (deshidratacion) (19)

Y por otro lado, en una solucién neutral (20) y basica (21), las reacciones

anodicas son:
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Ti,0,+40H" - ZTIO(OH), + H,O0+2e" (20)

(Oxidacién por tetravalencia)

2TiIO(OH), - 2TiO, + 2H,0O (deshidratacion) (21)

Las capas superficiales regeneradas en la solucibn de Hank, estan
primordialmente compuestas tanto de TiO, como TiO (OH),, conteniendo agua
adsorbida. De acuerdo con sus resultados los atomos de oxigeno en el grupo hidroxilo
estan localizados principalmente en la parte externa de la capa superficial incluso en
condiciones de vacio, lo cual significa que el proceso de deshidratacion continuara
dentro de la superficie, al mismo tiempo que el proceso de deshidratacion toma lugar

s6lo parcialmente para el oxido Ti*". [HAA98]

Sin embargo el ultimo proceso de deshidratacion es responsable de la reaccion
de los iones fosfato. Estos iones fosfato posiblemente colaboran con la deshidrataciéon
para la reaccion anddica tetravalente superior. De acuerdo con los resultados de
Hanawa, los iones fosfatos existen como H,PO, y HPO,* dependiendo del pH de la

solucion, los cuales son descritos por las siguientes reacciones:

TIO(OH), + 2H,PO; - TiO(H,PO,), +20H" 22)

TIO(OH), + HPO? - TiO(HPO,) + 20H" (23)

En la ecuacién 22, el pH en la solucion de Hank fue de 5,0 (simulando el pH del
tejido duro circundante al material después de haber sido implantado) la cual existen
mas H,PO, que a un pH de 7,4 (ecuacion 23) el cual es alcanzado después de 2
semanas de implantacion. Este pH, también parece tener una influencia en el grosor
de la capa regenerada ya que a pH de 5 el grosor alcanzado a 300 s de inmersion fue
de 3,7 nm, mientras que a pH de 7,4 el grosor de esta capa fue de 4,3 nm. La
regeneracion de la capa finaliza en un periodo corto de tiempo y los iones de fosfato y
calcio inmediatamente son absorbidos sobre la capa inicial de oxido de titanio
formada. [HAA98]

Sobre la parte méas externa de la superficie, la formacion y crecimiento de los

fosfatos de calcio se lleva a cabo por la absorcién de iones de fosfato dihidratados
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[H.PO, (Eq. 24) y HPO,? (Eq. 25)] por el 6xido superficial, la liberacién de protones de
los iones fosfato y la adsorcion de iones calcio por los fosfatos, formando una capa de
oxido de titanio conteniendo iones fosfato con fosfatos de calcio, la cual por si misma
tendrd propiedades de superficie diferentes en comparacion con la capa de oxido de

titanio.

TiO(H,PQ,), +Ca** +20H~ - CaTiO(H,PQO,),(0OH), (24)

TIO(HPO,) + Ca** +20H"~ - CaTiO(HPO,)(OH), (25)

Como ejemplo, podemos mencionar las diferencias en cuanto a las
propiedades electroquimicas de la capa regenerada de la capa superficial, las cuales
dependiendo de su grosor e incluso composicién, repercutiran en su estabilidad en un
sistema bioldgico (ya que se veran directamente afectadas en el proceso de disolucién
de iones de en el medio y su posterior reprecipitacién). Capas de oxido de titanio con
la incorporacion de iones fosfato o fosfatos de calcio tendran diferentes propiedades

gue una capa de oxido de titanio por si misma. [HAN91] [HAA98]

5.1.2. Desprendimiento de iones de la capa de éxido

De acuerdo con la teoria de la pasivacion, los biomateriales metalicos en
soluciones acuosas son sistemas en las cuales las superficies activas y pasivas
existen simultdneamente en contacto con electrolitos. Como consecuencia se cree que
la capa de oxido superficial de los materiales repite continuamente, un proceso de
disolucion parcial y reprecipitacibn en soluciones acuosas. Si la velocidad de
disolucion es mas larga que la velocidad de reprecipitacién, habra un desprendimiento
de iones metalicos gradualmente (Figura 5.1). Este proceso se conoce como una
disolucion anddica. Si el potencial de un material cambia anédicamente, la velocidad
de disolucion anddica se incrementa. [HAA98] [HAN99]

No solo la corrosion ha estado relacionada con la liberacion de iones, ya que
cuando un material es implantado, éste es reconocido como un agente extrafio por el
sistema inmunolégico y por los macrofagos los cuales se adhieren a la superficie del
material, produciendo algunos tipos de oxigeno activo para fagocitar las particulas.

Cuando existe una disminucion intracelular de O, catalizado por la enzima superdxido
dismutasa (SOD por sus siglas en inglés) produce H,O,, el cual tiene un tiempo de

vida mucho més largo y una mayor permeabilidad contra la membrana celular que el
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O,, por lo que el H,0, llega a la superficie donde se encuentran adheridos los
macrofagos. La superficie del titanio es entonces hiperoxidada por H,O, lo que
induce el desprendimiento de iones de titanio. El HZO2 reacciona con la capa de éxido

del titanio (26) [HANO4].

Ti** +H,0, - Ti** +OH™ +OH’ (26)

*(Corresponde a un radical).

5.1.3. Resistencia a la corrosion del titanio comer  cialmente puro .

La corrosion biologica esta definida como el deterioro del material a través de
un proceso de corrosion dirigido directa o indirectamente por las actividades de
supervivencia de los microorganismos. Las principales actividades del crecimiento de
microorganismos sobre una superficie metalica, pueden influir en el proceso de

corrosion varias formas:

* Influyendo en las reacciones catodicas y anddicas
» Por desestabilizacién de las capas protectoras
» Por laliberacion de sustancias corrosivas

* Por la formacién de depésitos

Algunos estudios comparativos con diversos metales y sus aleaciones,
(utilizados regularmente en odontologia) en contacto con medios corrosivos, se
encontré que el titanio presentaba una tendencia baja a corroerse en medios

representativos de las condiciones normales encontrados en la boca. [KAK98] [AGFO03]

Sin embargo, en la boca humana el titanio puede estar en contacto con
diversos iones, como el caso del fldor proveniente de pastas dentales, comida, agua o
enjuagues bucales, con concentraciones de entre 0,1 a 1%. Ademas de este, el titanio
puede estar en contacto con H,O, (producido por bacterias y leucocitos durante la
respuesta inflamatoria), o con &cidos como el lactico (producido por bacterias) o el

acido férmico, los cuales han sido citados como los causantes de la corrosion del
titanio. [MBJO6]
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Figura 5.1. Representacion esquematica de la capa superficial de 6xido de titanio y la
reconstruccién de la misma in vivo, de acuerdo con los estudios realizados por Hanawa.
[HAN99]

5.1.4. Afeccion de los tejidos circundantes por la liberacion de iones.

La presencia de pigmentaciones de titanio y su desprendimiento en los tejidos
blandos circundantes adyacentes al implante (Figuras 5.2 y 5.3) [ACS99] [JME97]
[KYL97] [LAFO2] e incluso en la medula 6sea o en los nddulos linfaticos regionales ha
creado una divisidn en cuanto al uso de este material. Con este antecedente, se ha
sugerido la remocion de placas y tornillos en cirugia maxilofacial cuando su utilizacion

sélo es de fijacién o inmovilizacion de una fractura.

Pero al mismo tiempo se dice que no existe una evidencia de una disolucion
pasiva y progresiva del titanio; ademas de que estas pequefias cantidades son
consideradas como fragmentos provenientes del tratamiento de fabricacion y/o
acabado superficial que pudieron ser desprendidas durante el proceso de implantacién
quirdrgica. [MPBO01]

Sin importar cual es el mecanismo de desprendimiento de particulas de la
superficie de los biomateriales (metalicas, cerdmicas, poliméricas o de materiales
compuestos), si alguna particula se desprende hacia los tejidos circundantes, puede
interferir en ciertos procesos biolégicos como una adecuada mineralizacion 6sea o en
la adhesion y diferenciacion celular. [AGF03] [KAK98]
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Uno de los problemas mas conocidos del desprendimiento de particulas
metélicas de los implantes a los tejidos circundantes es la metalosis (comiunmente
asociada a proétesis de cadera), la cual es usualmente definida ya sea como una
fibrosis aséptica con necrosis localizada, o como el aflojamiento de un aditamento
secundario por corrosion y desprendimiento de partes metélicas asociadas a un
proceso de abrasion y desgaste. [BSB90]

Figura 5. 2. Fotografia de MEB de una erosion observada sobre la superficie de una placa de
titanio con un diametro de 25 um (A), mientras que en B se observa una imagen de
microscopia O6ptica de tejido blando circundante a una placa de titanio, la cual muestra
depdsitos granulares tanto intra como extracelulares (HE x 200). [ACS99]

En el caso de los fallos de los implantes dentales, en ocasiones han estado
relacionados con la presencia de algun microorganismo bacteriano especifico, ya que
el tipo de bacteria que esta asociada con la enfermedad periodontal esta presente muy
frecuentemente alrededor de implantes fallados [MEF96] [NORO08] [SCLO02]. Sin
embargo, la presencia de bacteria periodontopatogénicas alrededor de estos implantes

no es por si mismo un indicador de peri-implantitis. La genética propia del paciente, asi
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como algunos otros factores ambientales determinan la severidad de la reaccion del
huésped (WOO04), donde una posible atrofia de los tejidos circundantes del implante
dental asociados a la presencia de particulas desprendidas desde las superficies de
los materiales puedan ser una de las causas posibles de la pérdida del sellado
bioldgico y/o la posible pérdida del implante dental.

Figura 5.3. Depoésito extracelular de titanio mostrado por Langford en tejido circundante a una
placa de fijacién. [LAF02]
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5.2.0BJETIVOS

Conocer el dafio causado al titanio ocasionado por la adhesién y colonizacion
de las superficies de los implantes dentales por bacterias formadoras de placa dento-

bacteriana in vitro, para poder disminuir y/o evitar dicho proceso.

e Observacion y analisis de los dafios observados en las superficies de titanio
posterior a la incubacion con bacterias con S. sanguinis inoculada en saliva

artificial.

» Cuantificacion del titanio desprendido de la superficie de la muestra, por efecto

de los productos metabdlicos bacterianos.
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5.3.MATERIALES Y METODOS

5.3.1. Obtencion de las muestras de titanio (parao  bservar el dafio
superficial por MEB)

Las muestras analizadas en este capitulo son todas las que se emplearon en
los capitulos 3 y 4 incubadas con los in6culos de bacterias, tanto en medio rutinario de
cultivo (Todd-Hewitt y MRS broth) como en Saliva Atrtificial Modificada. Dependiendo lo
gque se deseaba estudiar se aislaron los respectivos discos o los medios en los cuales

se encontraban inmersos.

Para la observacion de los discos por microscopia electronica de barrido, se
emplearon las muestras que previamente fueron incubadas con bacterias, tanto en
Todd-Hewitt broth, como en saliva artificial modificada (ver capitulos 3 y 4),

inicialmente durante 2 y 24 horas.

Una vez pasado el tiempo de incubacion se retiro el medio con bacterias.
Posteriormente, se lavd el disco con PBS 1X dos veces y se adiciono Tetra 6xido de
Osmio (OsO,) durante 1,5 horas, luego se realizaron tres lavados con agua Milli Q 3,
para seguir con el proceso de deshidratacién con concentraciones de etanol desde el
30 % hasta el 100 % (para eliminar gradualmente el agua y evitar que las bacterias
sufran alguna deformacién o cambio estructural) y finalmente se deposité una delgada
capa de oro sobre la superficie de las muestras para facilitar su interaccién con el haz

de electrones.

5.3.2. Andlisis cuantitativo de la liberacion de ti tanio

Para la determinacion de la liberacion io6nica de titanio se empleo el medio
inoculado con S. sanguinis tanto en Todd-Hewitt broth como en MSAM, en el cual

estuvieron inmersos los discos por espacio de 2 y 24 horas.

El primer paso, fue realizar un vortice (agitacién en rotatoria espiral con la
creacion de un flujo turbulento por medio de un agitador Vortex) a la muestra por
espacio de 5 minutos dentro del Eppendorf® en el cual estuvo inmerso con el inoculo
bacteriano (desprendiendo asi todas las bacterias adheridas a la superficie) para

finalmente retirar el disco.
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Una vez obtenido el medio, se realizaron una primera medicion de ICP-OES
haciendo diluciones (1/50 y 1/20) en HNOs. Ya que con este primer paso no fue
posible medir el titanio en el medio, se prosiguio a digerir las muestras par eliminar

todo el material organico.

Tabla 5.1.Concentraciones de alcoholes y los tiempos de inmersién correspondiente, para la
deshidratacion de las bacterias para ser observadas por MEB.

Etanol Tiempo de Cambios
(concentraciones) deshidratacion | de Medio
% (minutos)

30 10 1
50 10 1
70 10 1
90 10 1
96 10 3
100 15 1
100 20 1
100 30 1

5.3.2.1.  Digestién de las muestras.

Después de sacar el disco del Eppendorf®, el primer paso es limpiar los
reactores de teflon en los cuales se realizara el proceso de digestion. La limpieza se
realiza con 3 ml de HNOs, durante 1,5 horas a 90 °C. Pasado ese tiempo, se dejan
enfriar a temperatura ambiente, se lavan con agua bidestilada (10 veces) y agua Milli
Q (2 veces) previa extraccion de HNO;. Una vez secos los reactores, se peso la
cantidad de muestra necesaria y se agregaron 2ml de HNO3z; 1 ml de H,O,y 0,2 ml de
HF.

Se colocaron los reactores a 90 °C durante 12 horas aproximadamente, para
gue el proceso de digestion se llevase a cabo. Finalmente, se enrasaron los reactores
con 15 ml de agua desionizada y se colocaron en tubos de ensayo de 10 ml. Es
importante mencionar que las muestras deben ser almacenadas a 4 °C hasta que se

realicen las mediciones.

5.3.2.1.1. Digestion de los medios separando el pre  cipitado y el
sobrenadante.

Debido a que fue necesario digerir las muestras (eliminar el material organico)
para poder detectar el titanio en el medio, se decidio separar el medio sélido y liquido,

para analizarlos separadamente.
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Una vez que fue retirado el disco de titanio del medio inoculado con bacterias,
las muestras se centrifugaron a 10000 rpm durante 5 minutos. Una vez separados el
sélido y el sobrenadante, se colocé en un nuevo Eppendorf® el sobrenadante y se
agregaron 200 pl al sdélido de medio correspondiente (con la finalidad de
resuspenderlos y poder extraerlos para su posterior digestion y andlisis). El proceso de

digestion para estas muestras fue el mismo que el citado anteriormente.

5.3.3. Preparacion del pellet de bacterias para MEB

Una vez pasado el tiempo de incubacién (24 horas) de los discos de titanio con
el inoculo bacteriano en Todd-Hewitt broth, se traté con un vortex de 5 minutos con el
disco en el interior; se retird la muestra y se realizaron dos lavados con PBS 1x del
sélido. Las bacterias fueron fijadas con glutaraldehido al 2,5 % por espacio de 30
minutos. Posteriormente, se deshidrataron las bacterias con soluciones de alcoholes
desde el 30% hasta el 100 % (Tabla 5.1). Una vez deshidratadas las muestras fue
necesario el separar el solido del liquido, en este caso por filtracion con un filtro de

celulosa con un tamafio de poro de 0,22 ym de Millipore®.

La parte sélida obtenida se coloc6é sobre una cinta de carbon de dos caras
soportada sobre un portamuestras de aluminio. Finalmente para poder ser observadas

por MEB, se deposité una capa de oro.

5.3.4. Preparacion del pellet de bacterias para Mic  roscopia electrénica de
transmision (MET).

Para la obtencion de las muestras para TEM, una vez que el tiempo de
incubacién ha pasado (2 horas), se desprendieron todas las bacterias de la superficies
del disco por medio de un vortex de 5 minutos, inmediatamente después se retird el
disco de titanio y se realizarén dos lavados con PBS 1X, después se realizo la fijacion
con glutaraldehido al 2,5 % durante 30 minutos, se dieron dos lavados con buffer de
fosfatos 0,1M. Posteriormente se les coloco Tetra 6xido de Osmio (OsQ,) por espacio
de 1,5 horas (para contrastar), se lavaron las muestras suavemente con agua
desionizada 3 veces y se deshidrataron con soluciones de etanol desde el 50% hasta
el 100 % (Tabla 5.2).

Una vez deshidratada la muestra se procedio a la infiltracion de la resina Epon,

para lo cual fue necesario preparar la resina agregando los componentes indicados en
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la Tabla 5.2 en un recipiente de plastico con tapa y un agitador magnético por espacio
de 1 hora.

Con esta resina base, se prepara una serie de disoluciones de
resina/disolvente (que en este caso fue acetona) para realizar la infiltracion (con

agitacion constante) gradualmente como se indica en la tabla 6.3.

Tabla 5.2. Concentraciones de acetona utilizadas para la deshidratacion de las muestras para
MET.

Etanol Tiempo de Cambios
(concentraciones) | deshidratacién | de Medio
% (minutos)

50 10 1

70 10 1

90 10 1

96 10 3

100 15 1

100 20 1

100 30 1

Tabla 5.3. Componentes de la Resina Epon empleado para embeber las muestras para su
posterior corte por ultramicrotomia.

Eponate 23,50
DDSA 1259
NMA 14 g
DMP-30 (catalizador) 0,37 ml

Tabla 5.4. Disoluciones de resina empleadas para el proceso de infiltracién con los respectivos
tiempos. El catalizador se agrega en una mezcla nueva y se utiliza sélo en los Ultimos dos
pasos del proceso.

Resina /disolvente Tiempo de infiltracién

1:3 1 hora

2:2 1 hora

3:1 1 hora

EPON 1 hora

EPON 1 hora
EPON+CATALIZADOR 1 hora
EPON+CATALIZADOR 1 hora

Finalmente, se colocan las muestras en los conformadores de teflébn y se

polimeriza a 60 °C por espacio de 6 horas (como minimo).

El ultimo paso en la preparacion de las muestras, es la obtencion de cortes ultrafinos
por ultramicrotomia (de un espesor de 50-80 nm) con un ultramicrotomo Ultracut E
(Reichert-jung) de Leica, para poder ser observados finalmente en un MET Jeol

Modelo JEM 1010 con camara digitalizadora.
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5.4.RESULTADOS

5.4.1. Observacion de los discos de titanio por MEB

En las imagenes presentadas en el capitulo 3 y 4 de las muestras de titanio en
contacto con cultivos bacterianos obtenidas mediante MEB, se observé la presencia
de agujeros sobre las superficies de las muestras Smooth (donde fue mas facil y
evidente observar el dafio). La figura 5.4 muestra dichas superficies después de estar
en contacto tanto con S. sanguinis (A) como con L. salivarius (B y C), en estos ultimos
la presencia de colonias bacterianas sobre dicho dafio hace pensar en la posibilidad
de que productos metabdlicos y/o la produccién de acido lactico (acidificando el medio)
sean la causa de este.

60 microns 60 microns

Figura 5.4. Discos de titanio Smooth después de 2 (A) y 24 horas (B y C) de incubacion. En la
microfotografia (A), la muestra fue incubada con S. sanguinis, mientras que en caso de By C
los discos estuvieron incubados con L. salivarius.

5.4.2. Variaciones en el pH en los medios de cultiv. o

Con estas primeras observaciones, el siguiente paso, fue observar como

variaba el pH en los diferentes medios a lo largo de todo el cultivo (72 horas) tanto en
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Todd-Hewitt, MRS broth como en Saliva Artificial con S. sanguinis. La figura 5.5
muestra los resultados, en donde se puede ver que para todos los medios existe una
caida importante en el pH alrededor de 9 horas. En el caso de Todd-Hewitt la caida en
le pH es menor, comparado con MRS y MSAM donde el descenso es mas drastico,
ademdas de que la variacion en estos dos Ultimos medios se prolonga hasta las
primeras 24 horas, a partir de donde se mantienen aproximadamente constante hasta

las 72 horas.

10,00
9,00 -
8,00 -

7,00 \\

6,00

pH

5,00 -

4,00

3,00 T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70

Tiempo (horas)

‘—MSAM (S. sanguinis) —— Todd-Hewitt broth —— MRS ‘

Figura 5.5. Variacién del pH en los medios de cultivo Todd-Hewitt, MRS y MSAM (con S.
sanguinis).

5.4.3. Andlisis cuantitativo de la liberacion de ti tanio.

Dada la pérdida de material de la superficie de las muestras (observada por
MEB) y acidificacién del medio, evidenciada por la caida en el pH durante el cultivo, se
penso en una posible corrosion del material producida por los productos metabdlicos.
Se utilizé entonces la técnica ICP-OES para cuantificar la cantidad de titanio
desprendido de la superficie en los medios de cultivo. Las primeras mediciones se
realizaron haciendo diluciones con HNO; y agua de las muestras (medios de cultivo),
pero no se obtuvo ningun tipo de sefial, por lo que fue necesario hacer la digestion del

material organico para poder cuantificar el titanio.

5.4.4. Andlisis cuantitativo de titanio en muestras digeridas.

En el caso S. sanguinis en el medio rutinario de cultivo (Todd-Hewitt), se
analizaron los 6 tipos de muestras (Figura 5.6). Los resultados muestran que sélo Al6
y SI6 a 24 horas para S. sanguinis presentaron valores por encima del limite de

deteccidn (indicado con una linea punteada). Es importante mencionar que para estos
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ensayos (tanto en medios rutinarios de cultivo como en MSAM) se prepard el medio
completo (una vez desprendidas todas las bacterias y retirado el disco de titanio del
medio), es decir, tanto el soélido (pellet) como el liquido (sobrenadante) fueron
analizados como una sola muestra.

. S. sanguinis (MSAM)
002 S. sanguinis A 0,020 B

ppm de titanio

0,018
0,016
0,014
0,012
0,010
0,008
0,006
0,004
0,002

0,000

® 2 hincubation
® 24 hincubation

T T T T
Smooth Mech Al2 Ale

T
SI2

T T
SI6  Todd-Hewitt

ppm de titanio

0‘018-
0‘016-
0,014-.
0,012-
0‘010-
0‘008-.
0,006-.
0,004-

0,002

0,000

2 hrs incubacién
@ 24 hrs incubacién

T T
Smooth Al2

T
SI2

T
Medio A

Figura 5.6. Cuantificaciones de P.D. de titanio en los medios posterior a la incubacién con S.
sanguinis tanto en Todd-Hewitt broth (A) como en MSAM (B), a 2 horas de incubacion (negro) y
24 horas (rojo

Al mismo tiempo, los resultados obtenidos en MSAM (Figura 5.6-B) mostraron
gque tanto a 2h como a 24 h, los resultados obtenidos se encontraban de igual forma

en el limite de deteccién de la técnica de ICP-OES.

Debido a que la sefial obtenida fue similar al limite de deteccion en varias de
las muestras y que uno de los objetivos de este trabajo es aproximar los ensayos in
vitro de adhesion bacteriana a las condiciones reales de la cavidad oral humana, se
decidié por un lado, incrementar la concentracion de iones (duplicando el nimero de
muestras y por tanto el medio) y por otro lado, analizar por separado el sélido (pellet) y
el liquido (sobrenadante), después de desprender todas las bacterias adheridas a la
superficie del disco por medio de un vortex vigoroso (5 minutos) y haber retirado la
muestra, por lo que estas mediciones se realizaron so6lo en las muestras mas
representativas de cada tipo (Smooth, Al2 y SI2) en contacto con MSAM haciendo un

seguimiento durante 72 horas.

En la figura 5.7 se muestran los resultados obtenidos, donde se notan
diferencias importantes entre los tres tipos de muestras. Para el caso de Smooth, la
cantidad de ppm total (la suma de la cantidad obtenida en el pellet y el sobrenadante)
presenta una media de 0,06 ppm a las 3 horas de incubacion, y posteriormente
disminuye hasta convertirse en un valor constante a partir de las 10 horas de
incubacién, ademas de presentar una relacion igual y equilibrada entre la cantidad de

ppm de titanio en el medio (supernadante) y los ppm de titanio en la parte sélida
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(pellet). Al mismo tiempo, en la muestra Al2 la maxima cantidad de ppm totales en el
medio se da a las 5 horas de incubacion, a partir de este punto, la cantidad de titanio
disminuye ligeramente hasta las 24 horas y a partir de este punto va incrementado
lentamente, alcanzando los mismos valores que a las 5 horas. Es importante enfatizar
gue en este caso, la mayor cantidad de ppm de titanio se encontré en la fase sélida o
pellet. Finalmente en la muestra SI2, se observdé un comportamiento totalmente
distinto ya que la mayor cantidad total de ppm de titanio se observé a las 48 horas,
tiempo en el cual el numero de viables diminuye considerablemente en el cultivo
(Figura 5.7) Ademas en este caso en particular, la relacion de ppm en el pellet y en el
sobrenadante no presenta la misma tendencia como en Al2 e incluso en Smooth, ya
gque durante las primeras 10 horas la mayor cantidad de titanio se localiza en el pellet,
a las 24 horas disminuye, incrementando de nuevo a las 48 horas y volviendo a

disminuir a las 72 horas. (Figura 5.7)

5.4.5. Observacion del pellet por MEB

Debido a que en las muestras Al2 y SI2 la mayor cantidad de titanio
cuantificado se encontraba en el pellet, se preparé la parte sélida del cultivo para su
observacion por MEB. En las imagenes (Figura 5.8) que se obtuvieron se pudieron
observar a las bacterias y particulas irregulares mezcladas entre ellas, tanto para Al2
como para Sl2. Para conocer su composicién se realiz6 un andlisis de EDS (Electron
Diffraction Spectroscopy), el cual mostr6 que en ambos casos la composicion de
dichas particulas era principalmente Na*, C, K*, Ca*, P (flechas rojas), ademas para la
muestra SI2 se encontraron otro tipo de particulas de forma més regular (flechas

blancas) cuya composicion fue Siy C.

5.4.6. Observacion del pellet por MET

Ya que las observaciones por MEB no mostraron la presencia de titanio (ya
fuese como un precipitado o como particulas de gran tamafio desprendidas de la
superficie de los discos), como se evidenci6é en los resultados de ICP-OES tanto en
Al2 como en SI2, se decidié a observar el pellet de las muestras que fueron incubadas

con S: sanguinis en MSAM por MET.

172



Ana G Rodriguez Memoria de Tesis
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Figura 5.7. Cuantificaciones de titanio (ppm) desprendido de las superficies de los discos
Smooth, Al2 y SI2, durante el ciclo de crecimiento de S. sanguinis en MSAM.
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Las imagenes obtenidas, mostradas en la figura 5.10 en B (Al2) y C (SI2),
zonas electrodensas (indicadas con flechas rojas) las cuales fueron comparadas con
cultivos que no estuvieron en contacto con titanio (Figura 5.10-A). En estas ultimas no
se aprecio ninguna zona similar a las observadas en Al2 y SI2.

UFC/mm2 (MSAM)

1,00E+03

1,00E+02 +

1,00E+01 +

1,00E+00

UFC/mm?2

1,00E-01 ~

1,00E-02 ~

1,00E-03

Tiempo (hrs)

‘ —e— Smooth —s— Al2 —a—SI2 ‘

Figura 5.8. Seguimiento de adhesién de S. sanguinis inoculada en MSAM, el nimero de
bacterias por unidad de area fue practicamente igual para todos los casos.

Figura 5.9. Imagen de MEB, donde se puede apreciar a las bacterias S. sanguinis después de
un periodo de incubacién de 24 horas con superficies de Titanio en MSAM. Las imagenes
muestran particulas las cuales fueron analizadas por EDS y en el caso de la muestra Al2
(indicados con las flechas rojas) los elementos encontrados fueron Na, P, y ca®, mientras que
en la muestra SI2 (indicados con flechas blancas), los elementos encontrados fueron Siy C
ademas de Na, P y Ca. En ninguno de los dos casos se encontrd vestigio de titanio.

Estas particulas (o precipitados) observados en el interior de la célula
presentan un tamafio inferior a los 100 nm, presentando un contraste mucho mayor

que el resto del interior de la bacteria.
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Figura 5.10. Imagenes de MET de S. sanguinis inoculada en MSAM. En B (Al2) y C (SI2) es
posible observar zonas electrodensas dentro del citoplasma bacteriano (flechas rojas), el cual
puede estar asociado a pequefias acumulaciones de titanio en el interior de la bacteria, ya que
estas zonas no fueron observadas en la muestra que no estuvo en contacto con superficies de
titanio (A).

Element Weight % Atomic%
c 38.78+/-0.38 59.78
(o} 20.89+/-0.47 24.16
Al 0.47+/-0.06 0.32
P 0.58+/-0.06 0.34
S 0.32+/-0.06 0.18
Cl 1.20+/-0.07 0.65
Ca 1.20+/-0.08 0.55
Ti 36.58+/-0.37 14.05
Totals 100 100

Ca/P 1.61

Figura 5.11. Formacion de cristales sobre la superficie de la muestra Al2 y los resultados de
EDS, donde la relacién Ca/P fue de 1.61.

5.4.7. Observacion de las superficies de titanio po  sterior a la incubacién
con bacterias.

Finalmente, se hiz6 una observacion por MEB de las superficies en contacto
con bacterias y observamos la formacion de cristales sobre las superficies tanto a 2
como a 24 horas, especialmente en las superficies Al2 (Figura 5.11) y SI2 (Figura
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5.12). En ambos casos se realiz6 un andlisis de EDS y se observo la presencia de
Ca®* y P, entre otros elementos; se analiz6 la relacion Ca/P en ambos casos y se
obtuvo una Ca/P de 1.61 sobre la superficie Al2, mientras que en la superficie SI2 esta
relacion fue de 1.63, lo que nos indica que se trata de un fosfato de calcio.

Element Weight % Atomic%
C 20.57+/-0.22 19.02
P 0.99+/-0.09 0.47
S 0.65+/-0.03 0.30
Cl 2.40+/-0.04 1.00
Ca 2.10+/-0.05 0.77
Si 60.93+/-0.21 74.66
Ti 12.25+/-0.12 3.77
Totals 100 100
Ca/P 1.63

10 pm

Figura 5.12. Cristales observados sobre la superficie Si2, previamente incubada con S.
sanguinis en MSAM por 24 horas, en este caso la relacién Ca/P es de 1.63.

Finalmente, se observaron superficies a 2 y 24 horas de incubacién tanto de
Smooth, Al2 y Si2 y al mismo tiempo se compararon con superficies que fueron
incubadas durante los mismos periodos de tiempo, pero sin bacterias. Las imagenes
gue se obtuvieron (Figura 5.14), incubadas tanto con bacterias como si ellas, muestran
la diferencia en cuanto a la forma, de los precipitados sobre las superficies de titanio,

especialmente en las superficies Al2 y SI2 (Figura 5.13).

Element Weight % Atomic%
C 10.97+/-0.21 18.42
(0} 47.18+/-0.24 55.45
Al 0.67+/-0.03 0.50
Si 4.63+/-0.05 3.33
S 1.33+/-0.04 0.93
K 1.05+/-0.05 0.54
Ca 30.39+/-0.18 15.30
Ti 9.77+/-0.10 1.59
Totals 100 100

20 um

Figura 5.13. Precipitados observados sobre la superficie SI2 después de 24 hrs. en contacto
con MSAM sin bacterias.

En este caso los elementos encontrados en el analisis revelan la presencia de
diversos iones entre los cuales se encuentra el Ca®, pero en este caso no fue
encontrado el P.
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5.5.DISCUSION

Al observar las imagenes de MEB (Figura 5.4), la primer pregunta que nos
formulamos fue si realmente las bacterias, tanto S. sanguinis como L. salivarius eran
capaces de causar el dafio presente sobre el titanio, aun a pocas horas de incubacion
(en el caso de S. sanguinis se pudo observar un dafio importante a 2 horas), ya que el
conocimiento general acerca de la resistencia a la corrosion del titanio es totalmente
contraria con nuestras observaciones. El primer punto a ser evaluado era el pH del
medio y los resultados mostraron que L. salivarius en MRS present6 los valores mas
bajos de pH a las 24 horas, alcanzando el valor mas bajo (pH ~4). Mientras que S.
sanguinis en MSAM present6 un comportamiento muy similar a L. salivarius, el pH de

S. sanguinis en Todd-Hewitt broth no presenté una variacién tan marcada.

Aunque la variacién en el pH de los medios de cultivo fue realmente drastico,
en el caso de S. sanguinis inoculada en MSAM asi como L. salivarius inoculada en
MRS, estos datos no fueron por si solos un indicativo de la posible causa del dafio
observado sobre las superficies Smooth de titanio (es importante mencionar que sobre
éstas superficies era mas facil de identificar, ya que en el caso de las muestras
rugosas debido a la topografia no era facil distinguirla), fue necesario el buscar un
método cuantitativo elemental, por lo que se considero el utilizar ICP-EQOS para dicho

estudio.

Las primeras mediciones que se realizaron no arrojaron valores detectables
(datos no mostrados en este trabajo), por lo que se decidi6 realizar un proceso de
digestion de las muestras con lo medios (ya que de acuerdo con las especificaciones
de la técnica, es necesario que exista un menos del 2% de material organico en el
medio para evitar que exista algun tipo de interferencia), con lo cual fue posible
obtener los primeros datos cuantificables de la cantidad de titanio desprendida de las

superficies.

En estos resultados fue posible observar que las muestras con mayor
rugosidad (Al6 y SI6) presentaron las mayores cuantificaciones de titanio en el medio
(ppm) al estar en contacto con S. sanguinis inoculada en Todd-Hewitt broth, lo que
parece logico ya que son las superficies con mayor area, mientras que el resto de

superficies se encuentran por debajo del limite de deteccién del equipo.
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Por otro lado las cuantificaciones de titanio de S. sanguinis en MSAM,
presentaron valores a 2 y 24 horas practicamente iguales, en los tres tipos de
muestras (Smooth, Al2 y SI2), lo que en un principio nos hizo pensar en una posible
saturacion del medio de iones de titanio alcanzada a las 2 horas en la saliva artificial
modificada, igualmente estos valores estuvieron dentro de los limites de deteccién de

la técnica.

Con estos resultados, surgieron dos nuevas incognitas:

1. ¢;Cudal es la cinética de disolucion del titanio en contacto con
bacterias? (ya que en saliva artificial, los valores a 2 y 24 horas eran
practicamente iguales).

2. ¢ Como y donde se encuentra el titanio en el medio con bacterias?
(debido a la necesidad de digerir el material organico, para poder

cuantificarlo).

Con estas dos cuestiones, decidimos analizar en primer lugar la cinética de
liberacion de titanio a partir de las superficies de las muestras (previa separacién en
pellet y sobrenadante) y en segundo lugar, localizar fisicamente el titanio. En ambos
casos se decidio realizar los siguientes ensayos solo con S. sanguinis por ser la
bacteria implicada directamente en la formacién de placa dento-bacteriana y el medio
seleccionado fue MSAM, como una mejor aproximacién a las condiciones de la
cavidad oral humana y al mismo tiempo como una continuidad con los resultados

obtenidos en el capitulo 4 (utilizando las muestras Smooth, Al2 y SI2).

Nuestros resultados muestran una cinética de liberacién de titanio en la cual
para la muestra Smooth, existe una mayor cantidad de titanio liberado en las primeras
horas con una caida importante a partir de 3 horas de incubacioén, hasta alcanzar los
0,02 ppm a las 10 horas, y manteniendo un valor constante hasta el final del ensayo
(72 horas). De igual forma AI2 presentd una liberacion importante en las primeras
horas (alcanzando los valores mas altos a las 5 horas, a partir de ahi una ligera caida
hasta las 10 horas y pasado este tiempo existe un incremento paulatino de la cantidad
de iones en la parte sélida alcanzado los mismos valores obtenidos inicialmente a 72
horas, aun cuando las bacterias han dejado de ser viables (ver capitulo 4 seccion de
resultados para mas detalles). Finalmente los resultados de SI2 presentaron una
tendencia similar a las muestras anteriores en su fase inicial pero con mayor

variabilidad en la cantidad de titanio en el medio, presentado los valores mas altos a
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las 48 horas, punto en el cual el nUmero de viables ha disminuido considerablemente
en el medio (ver capitulo 4 seccion de resultados para mayor detalle). Al mismo
tiempo, es importante remarcar la relacion entre el titanio en el solido y el titanio en el
liquido, ya que tanto en Smooth como en Al2 mantiene una relacion constante a lo
largo de todo el ensayo, mientras que en SI2 no existe este mismo comportamiento, lo
cual corrobora que el tipo de tratamiento realizado para la obtencion de la rugosidad
(en este caso en particular, el tipo de particula) no sélo tiene influencia en la respuesta
de adhesién de estas bacterias a las superficies de los implantes, si no que a su vez,
el tipo de tratamiento influird en el mecanismo de reprecipitacién de la capa de oxido
de titanio en medios biol6gicos, el cual ha sido ampliamente descrito por Hanawa y
colaboradores [HAN99] [HAA98] [HANO4].

De acuerdo con nuestros resultados, en una superficie lisa la reprecipitacion
del titanio en el medio se lleva a cabo de manera méas rapida y eficiente en
comparacion con las otras dos superficies (Al2 y SI2), es decir una superficie que no
ha sido granallada, presenta un mejor comportamiento en cuanto a la liberacion de
iones de titanio desde su superficie y al mismo tiempo la reprecipitacion de esta capa,
ya que si no se encuentro ni en el medio (supernadante) o en el pellet rastros de
titanio, el Unico donde puede encontrarse estos iones es sobre la superficie de las
muestras. En cuanto a las dos muestras granalladas estudiadas, podemos decir que
Al2 presenta mejores resultados comparada con SI2, aunque en los dos tipos de
muestras hubo una pérdida de titanio de las superficies, Al2 presentd valores

ligeramente menores que SI2.

Finalmente, tratando de resolver la segunda incégnita el primer indicio de la
posible localizacién e incluso la forma del titanio desprendido lo dieron las imagenes
de MEB, observadas tanto con S. sanguinis como con L. salivarius, en las cuales se
observaron una gran cantidad de hoyos de un tamafio mayor al de las bacterias),
similares a las observadas por Langford y Frame en 2002 [LAF02] o Kim vy
colaboradores en 97 [KYL97] y que en cierta forma quedaba reforzado por los
resultados de ICP-OES, en las cuales tanto en las muestras Al2 como SI2, la mayor
cantidad de titanio se encontr6 siempre en el pellet, nos hizo pensar que el titanio

podria encontrarse en forma de precipitados o particulas de gran tamafo.

Pero en nuestras observaciones por MEB del pellet, no fue posible observar
ninguna particula de titanio e incluso tampoco fue posible detectar sefial de este

elemento por EDS, sin embargo en el caso de las bacterias en contacto con la muestra
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SI2 restos de carburo de silicio fueron encontrados, dejando nuevamente la incégnita

abierta.

Finalmente se decidié observar tanto el interior de las bacterias que estuvieron
en contacto con superficies de titanio, pensando que las bacterias hubiesen
“fagocitado” o “interiorizado” dichas particulas (tomando en cuenta la necesidad previa
de digerir las muestras, con la finalidad de detectar el titanio en solucién para los

andlisis de ICP-OES); como la superficie de las muestras de titanio.

Las microfotografias de MET mostraron fue zonas electrodensas en el interior
de las bacterias que estuvieron en contacto con discos de titanio (Al2 y SI2)
previamente inoculadas en MSAM, comparadas con una muestra que no estuvo en
contacto con titanio, en las cuales estas zonas (0 particulas) no son visibles. Aunque
no fue posible identificar la composicion de los precipitados intracelulares debido al
tamafio nanométrico que presentaban por un lado y por otro el dafio causado por en
haz de electrones a la muestra (su grosor es de entre 80 y 50nm y al material de
inclusién es rapidamente destruido por el haz de electrones). Es importante enfatizar
gue estos se observaron en las muestras de bacterias que estuvieron en contacto con
superficies de titanio, lo que nos hace suponer que podrian ser particulas de dicho

metal.

En el caso de las superficies de titanio, pudo observarse la formacion de
precipitados, los cuales al ser analizados por EDS, mostraron la presencia de iones
Ca*" y P en su composicion (entre otros elementos) y la relacion Ca/P estuvo entre
1.61 y 1.63 (relacion que corresponde con varios fosfatos de calcio). De acuerdo con
Hanawa y colaboradores la disolucion de la capa superficial de titanio y su
reprecipitacion en un medio biolégico formara inicialmente una capa oxidada con iones
de fosfato incorporados a la capa més superficial, con la posterior formacién de un

fosfato de calcio o un fosfato de calcio-titanio.

Cuando observamos el pellet por MEB (Figura 5.9) se detecta la presencia de
precipitados, que al ser analizados muestran una composicién que incluye Na*, P y
Ca?* (los cuales pueden provenir de la superficie de la muestra) pero no fue posible
identificar la presencia de titanio, quizds debido a la baja cantidad cuantificada por
ICP-OES.
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La formacién de estos fosfatos parece similar a la formacién de lo denominado
como calculo dental (sarro), estudiado ampliamente y que se ha demostrado que su
composicion es una fase mineral, donde se han encontrado desde fosfato octacalcico,
whitlockita hasta brucita. [TPM76]

Al analisar la composicion de la saliva artificial se observo que el calcio se
encontraba entre la composicion base del medio, no asi el fosfato. Sin embargo, el
fosforo juega un papel muy importante en el metabolismo de las células (ya sea
eucariotas o procariotas), ya que es la parte estructural de una variedad muy amplia
de arreglos de moléculas biologicas, incluyendo los fosfolipidos de la membrana
celular y de los organelos intracelulares, los acidos nucleicos, enzimas, etc. Por otro
lado, la fosforilacion y desfosforilacion induce cambios dramaticos en la actividad de
muchas enzimas. Compuestos organofosfatados como el adenosintrifosfato (ATP),
creatinina fosfato y difosfoglicerato almacenan enegia en sus enlaces fosfatos. La
hidrdlisis de la ATP provee de mucha energia a la célula (Figura 5.15), por ejemplo la
captaciéon de glucosa, la produccién de lactato y los niveles de ATP varian
directamente con la concentracion intracelular de fosfatos. El nivel intracelular de

fosfatos también regula la actividad enzimatica.
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Figura 5.15. Metabolismo de los carbohidratos en los estreptococos. [TAKO5]

La concentracion inorganica de fosfatos intracelulares es similar a la concentracion
en el fluido extracelular (1-1,3mmol/L), pero estos valores no son debidos so6lo a un

simple mecanismo de equilibrio. El potencial electrico de las células en relacion a los
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fluidos extracelulares indica que hay un potencial negativo a través de la membrana
con la tendencia a repeler los iones fosfatos del citoplasma, es decir que hay un
proceso activo de bomba de iones fosfato dentro de la célula contra el potencial de

membrana, para mantener las concentraciones citoplasmaticas de fosfatos.

Con esto la presencia de los precipitados observados sobre la superficie de titanio,
pueden deberse por un lado a la presencia de iones Ca*" en el medio y por otro lado a
la presencia en el medio de los fosfatos provenientes del metabolismo de la glucosa,

que por afinidad entre ellos se atren y depositan.
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5.6. CONCLUSIONES

De esta seccion podemos concluir dos cosas:

» Las bacterias (0 mas especificamente) sus productos metabdlicos (ademas de
los productos producidos por las células involucradas en la respuesta
inflamatoria y/o inmunoldgica) son capaces de causar un dafio importante
sobre las superficies del titanio. Este problema puede ser un factor clave en la
peri-implantitis, ya que la presencia de particulas en los tejidos circundantes
puede incrementar de manera importante la respuesta inflamatoria en el tejido
gingival aunada a la respuesta dada por la presencia de placa dento-

bacteriana.

« Y aunque, el dafio es mas facil de observar en las muestras Smooth, las
superficies con mas pérdida de material, fueron los discos granallados. Pero al
mismo tiempo, el tipo de particula tiene un efecto en la respuesta observada,
donde las superficies granalladas con Al,O3, presentan una mejor respuesta al
dafio causado por las bacterias, corroborando los resultados anteriores
(capitulos 3 y 4), que indican que la superficie Al2 pudiese ser utilizada en las
zonas que estaran mas cercanas a la cavidad oral para incrementar el area de

contacto entre el tejido gingival formando un mejor sellado biologico.
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SFE, mientras que la region rugosa demostrd el predominio de la rugosidad superficial,
es decir mas placa dento-bacteriana sin diferencias entre los dos materiales. [TVS06]129

* Figura 4.2. Representacion esquematica de la agregacion bacteriana en la placa dental,
donde los colonizadores primarios se adhieren a la pelicula adquirida, ya sea por algin
receptor especifico, o por adhesion inespecifica, facilitando la adhesion de los
colonizadores secundarios, entre los cuales se encuentran F. nucleatum, P. gingivalis y
A. actinomycetemcomitans. [KOLO3] ......oooiiiiiiiiiiiiiie e 131

* Figura 4.3. Placa dento-bacteriana tefiida sobre una lamina de resina Epon® adaptada
al contorno de un diente y colocada en boca por dos dias. La banda negra (en la parte
inferior de la imagen) corresponde a la pelicula adquirida. [LMT75] ......ccccccvveeviiiiiieneennnns 134
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Tabla 4.1. Composicién del MSAM (Medio Saliva Artificial Modificada), las cantidades
estan expresada en g/L), los componentes marcados con (*) fueron agregados para

favorecer el crecimiento de 1as Dacterias. ........ccccvoveverii i 137
Tabla 4.2. Tiempos de deshidratacion, para la posterior observacion de las muestras
00T /1 U 138
Figura 4.4. Crecimiento de S. sanguinis en MSAM, donde se muestran el nimero de
viables y la densidad optica del medio (medida a 600 NM). ........ccccveeeiiiiiiiee e 140
Figura 4.5. Crecimiento de L. salivarius en MSAM. Se muestran el nimero de viables
en el medio y la densidad 6ptica (medida a 600 NM). ......ccccoiiiiiiiieeeiiiiie e 141
Figura 4.6. Imagenes de MEB de S. sanguinis (CECT 480) inoculada en MSAM,
después de 2 horas de incubacién a 37°C sobre las muestras de ti-Cp. .........ccccvveeeeennee. 141
Figura 4.7. Imagenes de MEB de L. salivarius (CECT 4063) inoculada en MSAM,
después de 2 horas de incubacién a 37°C sobre las muestras de ti-Cp...............ceeeennnns 142

Figura 4.8. Cuantificacion de bacterias (S. sanguinis) por unidad de area inoculada en
MSAM. Los resultados muestran un menor nimero de bacterias por unidad de area
adheridas SODre 18 Al2. ... 143

Figura 4.9. Cuantificacion de bacterias (L. salivarius) por unidad de area, previamente
inoculada en MSAM. Donde se aprecia un menor nimero de bacterias por unidad de
area tanto en Al2 como en SI2, comparadas con Smooth. ............coeo e 143

Figura 4.10. Cantidad de bacterias (S. sanguinis inoculadas previamente en saliva
artificial modificada) adheridas sobre las diferentes superficies de titanio graficados
contra la rugosidad. En A estan representadas (en el eje y) el nUmero total de bacterias
cuantificadas sobre los discos de titanio, mientras que en B, esta representado el
nimero de UFC/mm? denotando la misma tendencia. ..............cocoovveereerevsssereneens 144

Figura 4.11. NGmero de UFC/mm? (S. sanguinis previamente inoculada en MSAM)
adheridas sobre las superficies de titanio, en este caso se representaron vs la energia

superficial total (A), su componente dispersiva (B) y su componente polar (C).............. 145
Figura 4. 12 Ampliacion de la curva de No. de bacterias (S. sanguinis inoculado en
ST AN\ ) IRV A3 BT o1 o = To PRSP 146

Figura 5.1. Representacion esquematica de la capa superficial de 6xido de titanio y la
reconstruccion de la misma in vivo, de acuerdo con los estudios realizados por Hanawa.
g ZAN N L ] PP 161

Figura 5. 2.Fotografia de MEB de una erosidn observada sobre la superficie de una
placa de titanio con un diametro de 25 um (A), mientras que en B se observa una
imagen de microscopia Optica de tejido blando circundante a una placa de titanio, la cual
muestra depositos granulares tanto intra como extracelulares (HE x 200). [ACS99].....162

Figura 5.3. Depésito extracelular de titanio mostrado por Langford em tejido circundante

a una placa de fijacion. [LAFO2].......cuuuiiuiiiieee it e s eeiree e e e s e e e s s setre e e e e e sntbeeeeeeeenneaes 163
Tabla 5.1.Concentraciones de alcoholes y los tiempos de inmersion correspondiente,
para la deshidratacion de las bacterias para ser observadas por MEB. ............ccccvvvveeee.. 166
Tabla 5.2. Concentraciones de acetona utilizadas para la deshidratacion de las
MUESEIAS PAra MET . ..o e e e e e e et e e e e e e e e eeeeeeeerennnnnnnnns 168
Tabla 5.3. Componentes de la Resina Epon empleado para embeber las muestras para
Su posterior corte por UltramiCrotOmMIa. ........cooveiiieiiie e e e e e 168

Tabla 5.4. Disoluciones de resina empleadas para el proceso de infiltracién con los
respectivos tiempos. El catalizador se agrega en una mezcla nueva y se utiliza sélo en
[0S UItIMOS dOS PASOS UEI PrOCESO. ...eiiiiiiiiiiiie e et e e e e eeee e e e e e nebee e e e e e nnenees 168

Figura 5.4. Discos de titanio Smooth después de 2 (A) y 24 horas (B y C) de incubacion.
En la microfotografia (A), la muestra fue incubada con S. sanguinis, mientras que en

caso de By C los discos estuvieron incubados con L. salivarius. ..........cccccvviiiiineaannnnnn. 169
Figura 5.5. Variacion del pH en los medios de cultivo Todd-Hewitt, MRS y MSAM (con
ST T= L (o [T a1 R PPPPPUPPRPTT 170

Dada la pérdida de material de la superficie de las muestras (observada por MEB) y
acidificaciéon del medio, evidenciada por la caida en el pH durante el cultivo, se pensé en
una posible corrosién del material producida por los productos metabdlicos. Se utilizé
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entonces la técnica ICP-OES para cuantificar la cantidad de titanio desprendido de la
superficie en los medios de cultivo. Las primeras mediciones se realizaron haciendo
diluciones con HNO; y agua de las muestras (medios de cultivo), pero no se obtuvo
ningun tipo de sefial, por lo que fue necesario hacer la digestion del material organico
para poder cuantificar @l tItANI0. ............eeeiiiiiiiii e 170

Figura 5.6. Cuantificaciones de P.D. de titanio en los medios posterior a la incubacién
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incubacion (NeQro) ¥ 24 hOras (F0J0.......cuuuuiiieeiiiiiiite e e ettt e e e s e eier e e e st e e e e s e nnnaae e e e e e eneaes 171
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{. GLOSARIO

e Autoclisis: Mecanismo de autolimpieza en la cavidad oral, debido a los

movimientos de la lengua, musculos de la boca y a la saliva.

» Célulaviable: Se definen como aquélla que es capaz de dividirse y formar una

colonia en el medio de cultivo.
» EDS: (siglas en inglés) Espectroscopia de dispersion de electrones.

* Hemidesmosoma: Tipo de unién intercelular que ancla a la celula a la lamina

basal.

« MATS: (siglas en inglés) Adhesion microbiana a solventes.

« MEB: Microscopia Electrénica de Barrido.

» MET: Microscopia Electronica de Transmision.

+ MOE: Microscopia Optica de Epifluorescencia.

« ROG: Regeneracién 6sea guiada. Procedimiento quirurgico encargado de la
restauracion y restitucion del hueso alveolar perdido alrededor ya sea de un

diente o un implante dental, segun sea el caso.

« RTG: Regeneracion tisular guiada. Procedimiento empleado para la restitucién

de los tejidos blandos parodontales y la reinsercion del epitelio de unién.
* UFC: Unidad Formadora de Colonias.
» Xerostomia: Sintoma asociado con algunas padecimientos crénicos Yy

autoinmunes, tales como el sindrome de Sjogren, que se define como sequedad

bucal debido a un mal funcionamiento de las glandulas salivales.
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ESTUDIOS FUTUROS

Dado que este trabajo de tesis, es un trabajo preliminar en cuanto al estudio de
la interaccion de superficies de implantes de titanio con bacterias, existe una gran
cantidad de posibles campos de investigacion en esta area, de los cuales podemos

mencionar los siguientes:

1. Modificacion superficial de los implantes con materiales antimicrobianos (ya

sea bacteriostatico o bactericida).

2. Disefio de sistemas complejos bacterianos in vitro, imitando la organizacion

intracelular y funcional de la placa dento-bacteriana.

3. El disefio y elaboracion de un sistema continuo de cultivo de bacterias, para
estudios a tiempos mas largos tanto de la formacion de placa dento-bacteriana
como de su repercusién sobre los materiales utilizados dentro de la cavidad

oral.
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