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RESUMEN

En las Ultimas décadas la asociacién de Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis con lesiones de
periimplantitis ha cobrado relevancia. Distintos reportes han indicado que dichas
especies bacterianas pueden ser aisladas en altas proporciones de las zonas
periimplantarias de implantes dentales fallidos, al respecto, dichos reportes
indican que la alta persistencia de estas especies bacterianas aerobias en
implantes fallidos es debido a que presentan una alta afinidad por Titanio (Ti),
sin embargo, no hay datos que nos indiquen en qué consiste esta afinidad
frecuentemente reportada. Por lo anterior, el presente trabajo de investigacidn
tiene como objetivo evaluar el efecto la Pelicula Salival (PA) formada sobre
superficies de titanio en la formacion de la biopelicula constituida por
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis.
La evaluacion de la formacidon de la biopelicula formada por las tres cepas
bacterianas sobre superficies de Ti comercialmente puro acondicionadas con una
PA se llevard a cabo mediante Espectrofotometria y a través de Microscopia

Electrénica de Barrido (SEM).

Palabras clave: Pelicula salival; Superficies de Titanio; Biopelicula;
Pseudomonas aeruginosa; Staphylococcus aureus; Staphylococcus epidermidis.



ABSRACT

In the last decades the association of Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus and Staphylococcus epidermidis with periimplant lesions
has gained relevance. Several reports have shown that these bacterial species
can be isolated in high proportions from the periimplant zones of failed dental
implants. In this regard, such reports indicate that the high persistence of these
aerobic bacterial species in failed implants is due to their high affinity for titanium
(Ti), however, there are no data that indicate what this frequently reported
affinity consists of. Therefore, the present research work aims to evaluate the
effect of the Salivary Pellicle (PA) formed on titanium surfaces on the formation
of biofilm constituted by Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus and
Staphylococcus epidermidis. The evaluation of the formation of the biofilm
formed by the three bacterial strains on commercially pure Ti surfaces
conditioned with a PA will be carried out by Absorbance and Scanning Electron

Microscopy (SEM) assays.

Keywords: Salivary pellicle; Titanium surfaces; Biofilm; Pseudomonas
aeruginosa; Staphylococcus aureus; Staphylococcus epidermidis.



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

1.INTRODUCCION

La Pelicula Salival Adquirida (PSA) también conocida como pelicula salival
acondicionante o simplemente Pelicula Salival (PA) modula la adhesién
bacteriana en la cavidad oral, particularmente en superficies de Titanio (Ti) se
ha encontrado que la PA esta constituida por mas de 495 proteinas. Una vez que
la pelicula salival se forma sobre todas las superficies expuestas en la cavidad
oral, comienza la adhesién o formacidn de biopeliculas microbianas. Se sabe que
la formacion de biopeliculas complejas sobre las superficies orales se asocia con
el desarrollo de enfermedades infecciosas como caries, periodontitis y
periimplantitis. En las ultimas décadas el desarrollo de lesiones con
periimplantitis ha sido asociado con la presencia, en altas proporciones, de
bacterias patdgeno-oportunistas y antibidtico-resistentes como Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis.

Por otro lado, actualmente es aceptado que el comportamiento bioldgico de
los implantes dentales de Titanio (Ti) depende en gran medida de las
caracteristicas de la pelicula proteica adsorbida sobre dichas superficies
inmediatamente después de que el dispositivo biomédico se expone a biofluidos
como la sangre y la saliva. Por lo tanto, el presente proyecto de investigacion
tiene como objetivo evaluar el efecto de la pelicula salival formada sobre
superficies de Titanio (Ti) en la formacién inicial de la biopelicula formada por

Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis.



2. MARCO TEORICO

2.1 Pelicula salival

La pelicula salival adquirida, o simplemente pelicula salival (PA), es una
delgada membrana bioldgica que se deposita en la superficie de todas las
estructuras dentarias [1], como consecuencia de la adsorcion selectiva de
proteinas y otras biomoléculas de origen salival, [2].

La formacion de la PA ocurre sobre todas las superficies bucales expuestas
en la cavidad oral, como el esmalte dental, el cemento radicular, mucosas,
aparatos protésicos como el caso de los componentes transmucosos de los
implantes dentales y restauraciones, entre otros [3]. Actualmente se sabe que
cada una de las PAs formadas sobre las diferentes superficies presentes en la
cavidad oral poseen caracteristicas fisicas y una composiciéon quimica diferente
[4] [5].

La etapa inicial de la formacion de la PA se caracteriza por un aumento en su
grosor, de 10 a 20 um, en unos pocos minutos, permaneciendo estable durante
unos 30 minutos [6]. Las proteinas salivales con una alta afinidad por la
hidroxiapatita, comunmente denominadas "precursores de la pelicula", inician
este proceso, a través de interacciones electrostaticas con la superficie del
esmalte [7]. Estudios previos identificaron a las proteinas aPRP (Proteinas Ricas
en Prolina acidas), estaterina e histatinas como las primeras en adsorberse a la
hidroxiapatita [8, 9]. Ademas de esas proteinas, estudios han confirmado la
presencia de mucinas (MUC5B y MUC7), amilasa, cistatinas, lisozima vy

lactoferrina como las proteinas mas abundantes en la PA [10, 11].



Por medio de ensayos quimicos e inmunoldgicos se ha demostrado que la PA
esta constituida por diferentes proteinas, lipidos y glucidos [12] [13]. Entre los
constituyentes fundamentales proteicos que han sido identificados como parte
de la pelicula salival se pueden encontrar proteinas acidas ricas en prolina como
PRP1, PRP2, PRP3, PRP4, PIFs y PRPf, mucinas de alto peso molecular [14],
ademas de estaterinas [15], cistatinas, histatinas, a-amilasa e IgA secretoria
[16], dichas proteinas pueden estar presentes en estado glicosilado o fosforilado
[6]. También se han descubierto en menor medida inmunoglobulinas como IgM
e IgG, anhidrasa carbdnica, glucosiltransferasa de origen microbiano,
seroalbumina y variadas fracciones del complemento [17].

Se puede afirmar que la PA procede de la adsorcién de proteinas intactas ya
sean simples y/o conjugadas ademas de fragmentos producidos por la protedlisis
parcial de las mismas macromoléculas, ya que se ha reportado que se forman
péptidos que tienen afinidad por la hidroxiapatita adamantina esto debido a la
degradacion de las proteinas presentes en la secrecién del fluido salival (Figura

1) [18].
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Figura 1. Formacién de la pelicula salival. A: Superficie de esmalte limpia. B: Etapa
inicial: union de proteinas precursoras (de segundos a un par de minutos). C: Etapa de



desarrollo: reaccidon proteina-proteina (dentro de 45 min). D: Etapa de maduracion: el
equilibrio entre la adsorcién y la desorcién (dentro de 120 minutos) [19].

Como se puede observar en la figura anterior, los elementos glucidicos que
componen a la pelicula salival principalmente son azlcares neutros como
glucosa, fucosa, galactosa y de amino azUcares como glucosamina vy
galactosamina [20]; también se encuentran otros glucidos derivados, como el
acido sidlico aunque en menor proporcién [21]. La funcién de los carbohidratos
presentes en la pelicula salival no ha sido totalmente aclarada a la fecha, aunque
existe evidencia que los involucra en el proceso de colonizacion bacteriana, ya
que numerosas de las adhesinas presentes en las superficies microbianas se
unen a la porcién glucidica de los receptores que estan localizados en la pelicula
salival [2].

La literatura menciona que los lipidos en la PA representan alrededor del 20%
de su peso total [22]. Aproximadamente el 80% de ellos corresponde a
glucolipidos, el 15% a lipidos neutros como los glicéridos, colesterol y acidos
grasos libres; la fraccion remanente corresponde a fosfolipidos como los
fosfoglicéridos y esfingomielinas [23]. Se ha demostrado en diversos articulos
que la extraccién de la fraccién lipidica de la PA reduce practicamente a la mitad
la capacidad de la misma de retardar la propagacion de acido lactico [24]. De lo
anterior se infiere que los lipidos tendrian la capacidad de prevenir la
desmineralizacion por la propiedad de modular la colonizacién de las superficies
de los d6rganos dentales y de regular la propagacién de los acidos que son
originados por la fermentacion bacteriana de azucares [2].

Otro dato importante es el que indica que la naturaleza de la superficie sobre

la que se formara la PA influye directamente en las caracteristicas fisicoquimicas



de la pelicula que se forme. De esta forma, la PA que se forma sobre las
superficies naturales como el esmalte dental posee caracteristicas fisicoquimicas
importantes en comparacion con la PA formada sobre las superficies de
implantes dentales de Titano (Ti) [25]. El comportamiento biolégico de los
dispositivos biomédicos, como los implantes dentales, depende en parte de la
pelicula proteica que se forma en las superficies de Ti inmediatamente después
de que el dispositivo se expone a biofluidos como la sangre y la saliva [26].

La composicion de la PA que se forma sobre las superficies de los implantes
dentales de Ti puede influir en procesos celulares esenciales, como la
proliferacién y la diferenciacion celular [27]. Un fendmeno critico asociado con
la presencia de la PA puede ocurrir si la "carrera por la superficie" esta dominada
por microorganismos en lugar de las células huésped [28, 29]. Si las bacterias
son las primeras en adherirse a la superficie, la formacidon de una biopelicula
bacteriana ocurrira, lo que conduce a respuestas inflamatorias severas en el
huésped, y una cascada posterior de problemas infecciosos, incluido el riesgo de
pérdida del dispositivo biomédico [28, 30].

En este caso, las caracteristicas de la capa de proteica adsorbida en la
superficie del implante influye directamente en la adhesion de bacterias que
pueden conducir a un proceso inflamatorio destructivo, afectando los tejidos
blandos y tejidos duros alrededor de los implantes ademas del éxito a largo plazo
del dispositivo implantado [30]. Las superficies de los implantes dentales de
titanio tienen caracteristicas fisicoquimicas diferentes al esmalte dental; por lo
tanto, la composicién de la pelicula salival formada sobre estas superficies es

diferente [31].



La formacion de la pelicula salival es el resultado de un proceso de adsorcidn
altamente selectivo, que estd directamente influenciado por dos elementos
principales; las caracteristicas fisicoquimicas del sustrato y las propiedades
inherentes de las proteinas adsorbidas [25]. Por un lado, las propiedades
quimicas vy fisicas de la superficie como la humectabilidad [32], distribucién de
carga [33] y rugosidad [34] afectan la cinética y la termodindmica de los
procesos de adsorcion de proteinas y los cambios conformacionales de proteinas
especificas [35].

Por otro lado, los atributos de las proteinas como la composicidn y secuencia
de aminoacidos [36], carga, tamano y flexibilidad estructural (dura o blanda)
[37, 38], contribuyen a modular su afinidad por un sustrato especifico [39].

En la Ultima década, se ha logrado un progreso sustancial en la elucidacién
de la composicion biomolecular de la pelicula salival del esmalte mediante la
aplicacion de enfoques protedmicos [25]. Hasta ahora, se han identificado mas
de 450 proteinas diferentes como constituyentes de la pelicula salival formada
después de 2 horas in situ sobre el esmalte dental [40-42].

Por el contrario, se sabe menos sobre la composicion de la pelicula salival
formada en las superficies de implantes dentales de Ti. Se han identificado mas
de 495 proteinas diferentes de saliva estimulada adsorbidas, en condiciones in
vitro, sobre sustratos de Ti [43, 44]. Estudios in vitro han informado con
frecuencia como constituyentes principales de la pelicula salival formada en las
superficies de Ti proteinas como la albumina sérica, la amilasa salival, la proteina

inducible por prolactina y la cistatina-SA [44-47].



2.1.1 Etapas de formacion de la pelicula salival
La formacion de la pelicula salival esta determinada por la adsorcion de los
componentes de la saliva, el liquido crevicular y las bacterias en la superficie del
esmalte [11], solo una fraccion de las proteinas disponibles en la saliva se

encuentran formando parte de la pelicula salival acondicionante [48].

Figura 2. Micrografias obtenidas mediante Microscopia electronica de transmisién (MET)
de la capa de pelicula salival de 1 min (arriba, izquierda), 10 min (arriba, derecha), 60
min (abajo, izquierda) y 2 horas (abajo, derecha) formada in situ en especimenes de
esmalte montados sobre la superficie bucal del primer molar superior [49].

La primera etapa de formacion de la pelicula salival se caracteriza por una
adsorcion casi instantanea de proteinas salivales en la superficie del esmalte
[49]. Este proceso de adsorcion inicial comienza en unos segundos Yy
probablemente tarde un par de minutos en completarse [10]. El espesor de esta
capa inicialmente adsorbida oscila entre 10 y 20 um (Figura 2) [50].

Como se observa en la imagen anterior, la pelicula adsorbida se presenta

como una capa superficial densa en electrones, de 10 a 20 um de espesor, sobre

la cual se forma una segunda capa de apariencia globular. La formacién de la



capa de pelicula exterior, poco estructurada, aumenta con tiempos mas
prolongados de exposicion intraoral.

El primer nivel de formacién de la pelicula salival puede explicarse por la
adsorcion de proteinas discretas sobre la superficie del esmalte. La rapida fase
inicial de adsorcidon de proteinas salivales es seguida por una segunda fase,
comparativamente mas lenta, de adsorcidon de proteinas sobre la superficie del
esmalte recubierta de proteinas.

La segunda etapa de formacion de la pelicula salival se caracteriza por una
adsorcion continua de biopolimeros de la saliva. Este proceso implica
interacciones proteina-proteina entre las proteinas ya adsorbidas, inmovilizadas
en la capa de pelicula, asi como con agregados de proteinas presentes en la
saliva. Los analisis de aminoacidos de la capa de pelicula salival formada en
superficies de esmalte portadas bucalmente [51] indican que la pelicula
adsorbida alcanza un espesor inicial en aproximadamente 2-3 minutos y
permanece en ese nivel durante aproximadamente 30 minutos [52]. El espesor
de la pelicula aumenta hasta aproximadamente tres veces su espesor inicial y
alcanza una meseta después de 30 a 90 minutos [6], por lo tanto, es razonable
postular que la adsorcién de agregados de proteinas en lugar de la adsorcién de
proteinas individuales contribuira a la formacién de la pelicula [53]. Se informd
anteriormente que la mayoria de las proteinas parétidas aparecen como
agregados globulares con un didmetro de 100 a 200um. Se sugiere que estos
globulos tienen un interior hidrofédbico y una superficie cargada negativamente,
y debido a su similitud con las micelas de la leche, se les ha llamado estructuras

similares a micelas [54][55].



La capa de pelicula formada in situ durante periodos de 30 a 120 minutos
revela una textura superficial globular con diametros de las estructuras similares
a glébulos adsorbidos que varian entre 80um y 200um [56]. Tales observaciones
también indican que la formacidn de peliculas in vivo es causada principalmente
por la adsorcidon de agregados de proteinas mas que por biopolimeros salivales

individuales (Figura 3).

Figura 3. Micrografia obtenida por Microscopia Electronica de Barrido (MEB) que
muestra la pelicula adquirida de 2 horas formada in situ sobre una superficie de esmalte
[11].

Dado que las superficies del esmalte estan continuamente expuestas a la
saliva total, asi como a la actividad proteolitica del fluido oral, la formacién de
complejos heterotipicos [57], el entrecruzamiento enzimatico [18, 58] o el
procesamiento proteolitico pueden alterar las propiedades de las proteinas

salivales y conducir a especies moleculares uUnicas que contribuirdn a la

formacion de la pelicula salival. Por lo tanto, la formacion de peliculas salivales



es un proceso dindmico [10] que estd continuamente influenciado por los
procesos de adsorcién-desorcion, la modificacion de las moléculas adsorbidas
por enzimas microbianas o del huésped y la formacién de complejos

intermoleculares con otras macromoléculas.

2.2 Biopeliculas orales

La cavidad oral de un adulto presenta un area superficial de
aproximadamente 215 cm? con diversas superficies que pueden ser colonizadas
por microorganismos, los cuales muestran una marcada selectividad por los
diferentes tejidos y superficies, ya sea duros como los dérganos dentales o
blandos como la mucosa yugal, encia y lengua, todas estas superficies son
constantemente bafiadas por la saliva [59]. Segun la base de datos del
Microbioma Humano (en inglés Human Oral Microbiome Database (HOMD)),
actualmente 774 especies bacterianas orales han sido identificadas, de las cuales
el 58% tienen nombre oficial, el 16% no tienen nombre, pero son especies
cultivables, y solo el 26% se conoce como filotipos no cultivables [60].

Las bacterias dentro de la cavidad oral se agrupan preferentemente en
forma de biopeliculas, las cuales consisten en ensambles de células microbianas
adheridos a una superficie y envueltos en una matriz compuesta de polisacaridos
principalmente [61]. Las biopeliculas proveen proteccion a la comunidad
microbiana de la predacion de células del sistema inmune, de la perturbacion

fisica y del efecto de los antibidticos [62].
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Las microcolonias que integran a las biopeliculas estan separadas unas de
otras por espacios intersticiales o canales, que les permiten transportar
nutrientes y desechos [63]. La sustancia polimérica extracelular o matriz de
exopolisacaridos (EPS) que recubre a las biopeliculas contiene entre el 50 al 90%
del carbono organico total de la estructura y es el componente principal de estas

[64] (Figura 4).
—

Metabolitos -
Enzimas '

Figura 4. Estructura de una biopelicula [65].

La proximidad de las células microbianas dentro de las biopeliculas provee
del medio ambiente ideal para la formacién de gradientes de nutricidn,
intercambio genético y un interesante mecanismo de comunicacion bacteriana
llamado Quorum Sensing (QS) [66]. Este mecanismo involucra un sistema de
sefalizacion dependiente de moléculas, las cuales se difunden dentro de la
biopelicula y son capaces de regular la expresién de genes que se reportan como
mediadores en la comunicacién intercelular, que a su vez, es dependiente de la
densidad celular bacteriana [67]. Complementariamente, se menciona que el
sistema QS participa en procesos de adhesién y desprendimiento celular dentro

de las biopeliculas [68].
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La formacion de biopeliculas complejas dentro de la cavidad oral esta
asociada con el desarrollo de dos de las enfermedades infecciosas mas
prevalente en el mundo, la caries y las enfermedades periodontales [69]. Las
enfermedades periodontales comprenden un grupo de condiciones con
diferentes manifestaciones clinicas, de naturaleza infecciosa principalmente que
afectan a los tejidos de soporte dentarios [59]. Dentro de las enfermedades
periodontales encontramos a la periodontitis, la cual se puede definir como una
enfermedad inflamatoria multifactorial que estd asociada con biopeliculas
dentales disbiodticas. La periodontitis se manifiesta clinicamente a través de la
pérdida de insercién clinica, sangrado gingival, supuracién y pérdida dental [70].

A finales de los afios 90 s del siglo pasado, con la técnica desarrollada
por Socransky vy cols., para hibridaciones de DNA-DNA denominada
Checkerboard, fue posible analizar mas de 13,000 muestras de placa
dentobacteriana subgingival lo que permitid identificar asociaciones especificas
entre las bacterias presentes en las biopeliculas dentales, dichas asociaciones
fueron denominadas "complejos bacterianos” o también conocidos como “los
complejos de Socransky” [68], los cuales se muestran en la siguiente imagen

(Figura 5):
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A. odontolyticus

S. mitis ‘—’/

S. oralis
S. sanguinis

A

Streptococcus sp. P. gingivalis
S. gordonii T. forsythia
S. intermedius T. denticola

‘_/

S. noxia

A. actinomycetemcomitansb

Figura 5. Diagrama de los complejos bacterianos de Socransky (fuente propia).

Como se puede apreciar en la figura anterior, las bacterias que conforman
cada complejo se encuentran asociadas entre si, los complejos amarillo, verde y
morado se encuentran mas relacionados entre si y estos a su vez asociados al
complejo naranja pero no con los miembros del complejo rojo [71]. Ademas, la
Figura 5 ejemplifica la secuencia de colonizacion de la biopelicula. De izquierda
a derecha se observa la presencia de los complejos azul y amarillo, los cuales
agrupan a las especies colonizadoras primarias de la superficie dental. Los
complejos verde, morado y naranja se conforman por colonizadores puente o
patdgenos putativos, y por ultimo el complejo rojo, el cual esta formado por
especies llamadas colonizadores tardios o patdgenos periodontales reconocidos
[59].

Se estima que el grado de patogenicidad de la biopelicula dental esta
determinada por las condiciones ambientales locales [72], por la expresion de

factores de virulencia microbianos [73], ademas de la cantidad e identidad de
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las bacterias presentes en el medio; estudios realizados por Haffajee, Socransky
y cols. muestran que en un fluido crevicular gingival (FCG) sano el nimero de
bacterias presentes es de ~ 103, mientras que en un FCG profundizado o enfermo
puede haber hasta ~ 108 cuentas bacterianas [74, 75].

Otra enfermedad infecciosa oral relacionada con la presencia de una
biopelicula oral disbidtica es la periimplantitis [76], la cual se define como una
condicion patoldgica que ocurre en el tejido que rodea a los implantes dentales
oseointegrados, caracterizada por inflamacién en la mucosa periimplantaria y la
subsecuente pérdida progresiva del hueso de soporte, la mucositis
periimplantaria precede a la periimplantitis, ambas patologias se asocian con un
control deficiente de la biopelicula dental y con antecedentes de periodontitis
previa. Segun se indica, la periimplantitis parece progresar con un patrén
acelerado y no lineal [77].

En el entorno clinico, la inflamacién de los tejidos periimplantarios se
evalla mediante el sondaje, mientras que la pérdida désea progresiva se
identifica con base en imagenes radiograficas [77]. Los estudios sobre la
ocurrencia de periimplantitis requieren definiciones de casos y valores umbral
definidos para diferenciar la salud de la enfermedad periimplantaria, y asi para
diferenciar ambas condiciones de la mucositis periimplantaria [70].

Con respecto a la caracterizacion de la microbiota asociada con la
presencia de dafio periimplantar, mediante el uso de sonda de ADN y andlisis de
cultivos, ha sido posible aislar bacterias periodontopatdégenas comunes en sitios
de implantes enfermos [78, 79]. En general, se ha observado que, en

comparacién con los sitios periimplantarios sanos, los sitios con periimplantitis
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se asociaron con recuentos mas altos de 19 especies bacterianas, incluidas P.
gingivalis y T. forsythia [80]. Ademas, se ha indicado que la periimplantitis se
vincula frecuentemente con la presencia de patdgenos oportunistas como
Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus [81, 82], microorganismos
fungicos como Candida albicans, Candida boidinii, Penicillium spp, Rhadotorula
laryngis, Paelicomyces spp. [83, 84] y formas viricas como Cytomegalovirus
Humanus herpesviridae 5 (HHV-5), Human herpesvirus 4 o virus de Epstein-Barr
(VEB) [85] indicando asi a una infeccién periimplantaria compleja y heterogénea
[86-88].

El componente aerobio dentro las enfermedades infecciosas orales suele
ser polimicrobiano y posee la capacidad de potenciar la sinergia entre las
diferentes especies bacterianas encontradas en cavidad oral [89]. En las ultimas
décadas, algunos autores han identificado que especies bacterianas aerobias
como Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus desempefian un papel

relevante en la severidad de la enfermedad periimplantaria.

2.3 Formacion de biopeliculas sobre superficies de implantes

dentales de Titanio (Ti).

El uso de metales en odontologia ya sea como material de restauracion,
protésico o en dispositivos biomédicos implantables estd muy extendido en la
actualidad [90-92]. ElI Ti y sus aleaciones poseen la propiedad de la
biocompatibilidad [93] por lo que son considerados metales de alto valor para la
implantologia oral. Dichos metales poseen una alta resistencia a la corrosién,
esto debido a la formacién de una capa superficial de 6xido (capa de pasivacion)

que protege al metal del ataque corrosivo [94, 95].
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La pasivaciéon, se refiere a la formacion de una pelicula relativamente
inerte, sobre la superficie del material que lo enmascara contra de la accion de
agentes externos [96]. En el caso del Ti, la capa de pasivacién consiste en TiO>
no estequiométrico, adherente y no poroso, poco cristalino, de facil y rapida
regeneracion incluso si es eliminado por completo [94]. La capa TiO: que
usualmente cubre el material es la responsable de la biocompatibilidad del
sustrato [97].

El titanio generalmente se pasiva por la reaccion con el agua presente en
el medio ambiente de acuerdo con la siguiente ecuacion: Ti + ;H.0 < TiO +
4H* + 4e” [98]. Pero en el caso de que en el medio se encuentren disueltos otros

iones, la capa pasivada tendra, ademas, incorporados tales iones [93, 99].

disolucion
parcial Reprecipitacién

#" TiOz insoluble y
no estequimetrico

ncorporacion de iones
y moléculas in vivo

Fosfatos - -
de Calcio ("apa reﬁ:truldla‘ de oxid
» . ca e 6xido
Oxido de titanio S eta i L " est‘:ﬂo in vivo
con fosfatos /./"
TlOz

Figura 6. 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
[94].
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Segun la teoria de la pasivacion, los biomateriales metalicos sumergidos
en soluciones acuosas son sistemas en los cuales las superficies activas y pasivas
coexisten en contacto con los electrolitos presentes [100]. Esto significa que la
capa superficial de éxido en los materiales sufre un proceso continuo de
disolucién parcial y reprecipitacién en soluciones acuosas [101]. Si la velocidad
de disolucion es mayor que la velocidad de precipitacién gradualmente se
liberaran iones metalicos (Figura 6).

Este proceso se conoce como una disolucién anddica. Si el potencial de un
material cambia anddicamente, la velocidad de disolucion anddica se incrementa

[102].
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Figura 7. Secuencia de eventos que ocurren al colocar un biomaterial dentro del cuerpo
humano [103].
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Una vez de los implantes dentales son colocados en la cavidad oral, la
superficie expuesta estd sujeta a la adsorcién de biomoléculas provenientes de
la saliva, con la consecuente formacién de la PA sobre el Ti [49]. La formacion
de la PA sobre las superficies de Ti expuestas permitira la colonizacion bacteriana
y el posterior desarrollo de biopeliculas bacterianas (Figura 7) [104].

Se puede afirmar que las moléculas son los principales componentes
estructurales bacterianos que permiten la adhesidon bacteriana a diversas
superficies las cuales se encuentran en la pared celular microbiana como los
acidos teicoicos, flagelos, pili y moléculas que son expresadas por los
microorganismos cuando se encuentran bajo circunstancias de estrés; también
llamadas componentes microbianos de superficie y que son capaces de
reconocer moléculas de matriz adhesiva [105-107].

Al respecto, segun la literatura, se ha observado que la adhesién de las
distintas especies de Staphylococcus sobre una variedad de tipos de dispositivos
médicos se produce cuando las proteinas de este microorganismo tienen una
union covalente a proteinas que son propias de la matriz extracelular del
huésped como la elastina, colagena, la fibronectina y el fibrindgeno, las que
recubren dispositivos médicos inmediatamente después de ser implantados
[108-110] como en catéteres intravasculares, valvulas cardiacas o protesis
articulares. Las proteinas responsables de esta adhesién son: la proteina
extracelular de unién a proteinas o Embp, a la asociada a adhesién [Aap], la
asociada a la formacién de biopeliculas [Bap] y autolisina [Atl] [111].

Existe evidencia reportada por Ryder, Campoccia y cols. donde se

menciona que cada especie bacteriana segrega determinado tipo de
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exopolisacaridos (EPS) los cuales tienen la funcion de proporcionar una amplia
variedad de rasgos fisicoquimicos expresados en la matriz extracelular de la
biopelicula. Especificamente hablando de las bacterias que se estudian en el
presente trabajo, la literatura revisada refiere que Staphylococcus spp. solo
produce poli-N-acetilglucosamina, que es un EPS de adhesion intercelular;
mientras que Pseudomonas aeruginosa secreta tres tipos de EPS: incluyendo su
caracteristico alginato, Pel y Psl [112] [113].

Usualmente, las bacterias presentan una carga superficial de pH negativo
a pH neutro [114], pero también se ve alterada por las condiciones de cultivo,
el pH y la fuerza idnica [115]. En general, el potencial Z se utiliza para
determinar la carga superficial, y se calcula a partir de la movilidad del
microorganismo en un campo eléctrico en concentraciones definidas de sales y
un pH fisioldgico [116].

Hay varias teorias sobre la capacidad de un microorganismo para
adherirse a un sustrato y la relacién con su carga superficial [115]. Una posible
explicacion es que la carga de la bacteria se origina a partir de la disociacion de
grupos basicos y acidos en la membrana celular [117]. Por lo tanto, el potencial
Z del microorganismo dependera de la fuerza idénica del medio en el que se
encuentra. A medida que aumenta la fuerza idnica, mayor sera la cantidad de
iones disponibles para neutralizar la carga superficial. Por otro lado, la carga
superficial de los sustratos sobre los que las bacterias se adhieren, también, es
importante en la adhesidon microbiana [118].

Otros autores como Narendran y colaboradores [119], argumentan que la

adhesién microbiana no solo es dada por la carga superficial celular, lo que
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sugiere que la adherencia bacteriana es un mecanismo complejo en el que
intervienen multiples factores. Asi que, la relacién entre una superficie y una
bacteria parece estar regulada por un conjunto complejo de interacciones fisicas
y quimicas, y cada una de ellas se encuentra afectada por las caracteristicas

fisicas y quimicas del entorno en el que se encuentran expuestas.

2.4. Pseudomonas aeruginosa

Es un patdgeno oportunista presente como parte de la microbiota de la
cavidad oral, relacionado con enfermedades como neumonia, infecciones
urinarias y bacteriemia, encontrada en casos de fibrosis quistica crénica con
afecciones graves en pulmones que insuficiencia respiratoria, lo que resulta en

un alto riesgo de morbilidad y mortalidad [120],(Figura 8).
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Figura 8. Describe las principales caracteristicas de las biopeliculas constituidas por P.
aeruginosa y su asociacién con diferentes patologias infecciosas [121].
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P. aeruginosa es una bacteria aerobia relacionada con la presencia de
infecciones en dispositivos biomédicos como implantes de rodilla, marcapasos,
protesis de cadera, en suturas, lentes de contacto, véalvulas mecanicas del
corazon, dispositivos ortopédicos entre otros, que mas frecuentemente
desarrolla mecanismos de resistencia [122-124]. Durante las ultimas décadas,
a escala mundial, se ha observado un incremento en la aparicién de cepas de
Pseudomonas aeruginosa multirresistentes. En Asia, aproximadamente 42,8%
de los casos de neumonias nosocomiales por P. aeruginosa son multi resistentes,
mientras que el 4,9% son ultra resistentes [125].

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria con forma de bacilo Gram
negativo aerobio facultativo, adaptable, capaz de resistir y crecer en entornos
con bajos niveles de oxigeno en temperaturas que van desde los 4°C hasta los
42°C e incluso en condiciones de poca disponibilidad de nutrientes [126, 127].
Es una bacteria oxidasa y catalasa positiva con dimensiones aproximadas de 1
a 3 um de longitud y 0,5 a 1 uym de ancho, posee un flagelo con diferentes
proteinas como FliD, la cual le permite adherirse al epitelio cilindrico ciliado
pseudoestratificado de la mucosa de las vias respiratorias [120, 128, 129]. Dicha
proteina puede ser la responsable de la primera interaccion entre la bacteria y
las células epiteliales de las vias aéreas, a través de su unién con el
glicoesfingolipido asialo M1 (aGM1) de las células pulmonares [130]. La proteina
flagelar FIiC de Pseudomonas aeruginosa es el factor principal que induce la
secrecidon por parte del sistema inmunoldgico de péptidos antimicrobianos y de
trampas extracelulares mediadas por los neutréfilos (NETs). Ademas, esta

proteina también puede ser reconocida por los receptores Toll (TLR) tipo 5
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(TLR5) [131] lo que produce una expresion de las interleucinas IL-18 e IL-1B, y
puede provocar la muerte celular piroptotica por la via NFkB o factor nuclear
kappa-potenciador de la cadena ligera de las células B activadas [130, 132,
133]. La piroptésis es una muerte celular programada proinflamatoria por lisis
celular seguida de una activacién agresiva de las caspasas inflamatorias [134].

Pseudomonas aeruginosa tambien expresa pili tipo IV (T4P) los cuales se
mueven de manera independiente en una superficie mediante un proceso
conocido como twitching motility, que involucra la contraccién y relajacion de los
pili [135]. Los T4P desempefian diversos roles, como la adhesiéon a células
humanas, formacién de microcolonias, agregacién bacteriana, receptor por
fagos, evasién de la respuesta inmune y la sefalizacién celular, considerados
asi, como factores de patogenicidad [66, 126, 136, 137]. En general, se les ha
relacionado con la formacién de biopeliculas, ya que son indispensables para la

colonizacién del huesped [138, 139].

Figura 9. Biopelicula de Pseudomonas aeruginosa PAO-1 en medio de cultivo liquido
Luria-Bertani vista bajo Microscopio Electrénico de Barrido (MEB), donde también se
observa la matriz de exopolisacaridos [140].
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P. aeruginosa tiene la capacidad para desarrollar biopeliculas complejas,
las cuales estdn embebidas en una matriz extracelular formada por proteinas de
membrana externa, pilo, exopolisacaridos (EPS) y acidos nucleicos [133], como
se muestra en la figura 9.

En Pseudomonas aeruginosa las partes implicadas de los EPS se
encuentran codificadas por genes encontrados en los tres operones
independientes siguientes: algU, ps/ y pel los cuales estan implicados en la
creacién de biopeliculas [141]. P. aeruginosa produce tres polisacaridos
secretados: Pel , Psl y Alginato, cada uno de los cuales aporta diferentes
propiedades fisioldgicas a la matriz exopolimérica que recubre su biopelicula

(Figura 10) [133].

Matriz del biofilm de P. aeruginosa
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Figura 10. Esquema que muestra los componentes de la matriz de la biopelicula de P.
aeruginosa [142].

En las Ultimas décadas ha existido un incremento en los reportes
cientificos que indican la existencia de una relacién directa de P. aeruginosa con
el desarrollo de periimplantitis. Diversos reportes indican que en implantes
fallidos es posible aislar a Pseudomonas aeruginosa en altas proporciones [143-
145], sin embargo, la afinidad de esta especie bacteriana por las superficies de

Ti de implantes dentales no ha sido explorada en profundidad.
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Ademas de Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus también ha
sido frecuentemente encontrada en casos de periimplantitis [145, 146]. Al
respecto, se ha informado que la asociacién de P. aeruginosa con S. aureus
potencializa la formacion de biopeliculas, resultando en co-infecciones crénicas

mas resistentes [77, 111].

2.5 Staphylococcus aureus

"Staphylococcus”, del griego "Staphylo" que significa "racimo de uvas" y
"aureus”, del latin "aurum" debido al pigmento color oro que presentan las
colonias de esta especie bacteriana [147]. Es un coco Gram positivo, catalasa y
coagulasa positivo B hemolitico que forma racimos cuando se asocia. Se ha
descubierto que forma parte de la flora comun de la especie humana, reside en
la zona nasofaringea, piel, axilas y pliegues inguinales [148, 149]. No obstante,
S. aureus también es conocida por provocar infecciones en tejidos blandos como
la piel, tendones, en musculos, tejido adiposo y vasos sanguineos, ademas de
poseer la capacidad de colonizar implantes médicos si su crecimiento no es
regulado [150, 151], ha sido encontrada en implantes de rodilla, cadera y en
implantes dentales, inclusive, se reporta que es la causa principal de bacteriemia
nosocomial mundialmente.

Esta condicién se debe a que expresa mas de 21 adhesinas diferentes
conocidas como MSCRAMM (Microbial Surface Components Recognizing
Adhesive Matrix Molecules) [152-154] presentes en la superficie de la bacteria,
fungiendo un papel determinante en la colonizacién e invasion celular al
hospedero, dichos MSCRAMM favorecen la formaciéon de biopeliculas complejas

y por lo tanto al aumento de su resistencia [155]. En conjunto, la amplia gama
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de los mecanismos de patogenicidad y virulencia que la bacteria posee, le
permiten persistir en el huésped y en el ambiente, sobreviviendo a factores
adversos, al sistema inmune y a los antimicrobianos.

Diversos autores han reportado la presencia de Staphylococcus aureus en
lesiones de periimplantitis, informandose ademas que las superficies de titanio
favorecen la colonizacion de esta especie bacteriana [62, 156]. Sin embargo, a
pesar de que los diferentes reportes indican que S. aureus tiene cierta afinidad
por el Ti, los mecanismos subyacentes de esa afinidad no han sido explorados
en profundidad.

Al igual que lo reportado para Pseudomonas aeruginosa, S. aureus se ha
encontrado con mayor frecuencia en casos de periimplantitis, y se han asociado
con periodontitis resistentes al tratamiento [157]. La creciente evidencia sugiere
que S. aureus puede ser un patégeno importante en el inicio de algunos casos
de periimplantitis [158] y por lo tanto, podria fungir un papel importante en la
pérdida implantaria [84].

Es importante tener en cuenta que, en el area médica de la ortopedia, S.
aureus es el principal agente etioldgico de infeccion de implantes y de la
osteomielitis asociada, seguido por S. epidermidis y por otras especies como

Pseudomonas aeruginosa y Enterococcus faecalis [159-161].

2.6 Staphylococcus epidermidis

El género Staphylococcus coagulasa-negativo se encuentra dentro de los
grupos bacterianos que mas frecuentemente es aislado en los laboratorios
microbioldgicos [162], dentro de este género se encuentra S. epidermidis, el

cual posee caracteristicas importantes, como ser novobiocina sensible y
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coagulasa negativo [163]. Este patdgeno es reconocido por su papel en el
desarrollo de diversas enfermedades incluyendo osteomielitis, bacteriemia en
pacientes inmunocomprometidos, ademas de colonizar e infectar protesis
articulares, implantes de cadera y dentales, marcapasos, valvulas cardiacas de
tipo protésico, fistulas para hemodialisis, en catéteres de didlisis peritoneal y
endovenosos, injertos vasculares, hasta se ha reportado su presencia en
endoftalmitis después de cirugias oculares y endocarditis de la valvula nativa

[164].

P. aeruginosa

Host-bacterial
interplay

A

S. aureus Quorum Sensing S. epiermidis

Figura 11. Esquema ilustrativo de una infeccién polimicrobiana constituida por P.
aeruginosa, S. aureus y S. epidermidis que indica la comunicacién que tienen entre si a
través del fendmeno bioquimico Quorum Sensing [165].

Otro dato importante, que se ilustra en la Figura 11, es el papel que tiene

la comunicacién QS en la formacion de biopeliculas, el cual se ha examinado en

varias especies bacterianas. En diversos articulos se menciona que en
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Pseudomonas aeruginosa y Streptococcus pyogenes las sefiales QS y los EPS
regulan positivamente la formacién de biopeliculas, mientras que en S. aureus
y Staphylococcus epidermidis, QS regula negativamente la formaciéon de
biopeliculas [165] [166-168].

Aunado a lo anterior, en estudios sobre la microflora bateriana en implantes
dentales de Ti han reportado altas proporciones de S. aureus y Staphylococcus
epidermidis [169] colonizando las superficies de dichos dispositivos biomédicos.
Por lo que ambas especies bacterianas han sido asociadas a la flora subgingival

alrededor de implantes fallidos [170].

3. PLANTEAMIENTO

Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus y Staphylococcus
epidermidis son tres de los microorganismos aislados en la cavidad oral con gran
resistencia a tratamientos con antimicrobianos convencionales, colonizadores
habituales de dispositivos biomédicos, como implantes dentales de titanio, que
en ultimas décadas han sido asociado con la perdida implantaria dental vy
dispositivos biomédicos de ubicaciones no orales como implantes de cadera o
rodilla. Debido a lo anterior, es necesario entender el comportamiento de
adhesion de Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus y Staphylococcus
epidermidis sobre superficies de titanio utilizadas para la fabricacion de
implantes dentales, evaluando, ademas, como la presencia de una pelicula
salival formada sobre los sustratos de Ti modula la adhesién de dichas especies

bacterianas.
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4. JUSTIFICACION

Debido al uso de primera eleccion del titanio como biomaterial para la
fabricacion de implantes dentales y a la alta tasa de perdida por enfermedad
periimplantaria, resulta crucial conocer la afinidad, frecuentemente reportada,
de bacterias altamente patdgenas como Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis por superficies de Ti, lo
anterior para comprender si dichas especies bacterianas presentan una afinidad
marcada por el Ti o bien, es la pelicula salival formada sobre superficies de Ti,
la responsable de modular la adhesion de Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis a dichos sustratos.

Diversos estudios confirman que la asociacion de P. aeruginosa y S.
aureus potencializa la formacion de biopeliculas dando lugar a coinfecciones
crénicas y mas resistentes, sin embargo, ningun reporte conjunta estos
microorganismos con medio salival, lo cual nos acerca a condiciones clinicas in
vivo, por lo tanto, el presente trabajo de investigacion tiene como objetivo
evaluacion del efecto de la pelicula salival formada sobre superficies de titanio
en la formacién de la biopelicula constituida por Pseudomonas aeruginosa,

Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis.

5. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢La pelicula salival formada sobre superficies de titanio modificara la formacién
de la biopelicula formada por Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus

y Staphylococcus epidermidis?
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6. HIPOTESIS

HO: La pelicula salival formada sobre superficies de titanio modificara la
formacion inicial de la biopelicula constituida por Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis.

H1: La pelicula salival formada sobre superficies de titanio no modificara la
formacion inicial de la biopelicula constituida por Pseudomonas aeruginosa,

Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis.

7. OBJETIVOS

Objetivo general:
Evaluar del efecto de la pelicula salival formada sobre superficies de
titanio en la formacién inicial de la biopelicula constituida por Pseudomonas

aeruginosa, Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis.

Objetivos especificos:

1. Evaluar muestras de saliva total de un sujeto sistémica vy
periodontalmente sano para la formacién de la pelicula salival sobre las
superficies de Ti comercialmente puro.

2. Determinar del efecto de la pelicula salival formada sobre superficies de
titanio en la formacién inicial de la biopelicula constituida por
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus y Staphylococcus
epidermidis mediante Espectrofotometria.

3. Determinar del efecto de la pelicula salival formada sobre superficies de

titanio en la formacién inicial de la biopelicula constituida por
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Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus y Staphylococcus

epidermidis mediante Microcopia Electrénica de Barrido.

. MATERIALES

8.1 Recursos humanos:
Tutora y asesor de tesis
Tesista estandarizada para el manejo de los equipos de laboratorio y

realizacién de pruebas bacterianas

8.2 Recursos materiales para el cultivo de microorganismos:
Cepas Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus epidermidis
ATCC 14990 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 43636 (Laboratorio de
Biointerfases, Division de Estudios de Posgrado e Investigacion, Facultad
de Odontologia, UNAM)

Camara de incubacién Felisa 35 °C

Incubadora orbital con control de temperatura Cleaver 35 °C

Placas de agar TSA con Vitamina K 1%

Asas bacterioldgicas

Tubos de caldo enriquecidos HK

Micropipetas de 10 uL, 200 pL y 1000 pL

Tubos Falcon

Mechero y piedra

8.3 Recursos materiales para los ensayos de formacion de la PA:

Camara de incubacién Cleaver 35 °C
Saliva total

Coctel inhibidor de proteasas

Filtro Whatmann de 0.20 um

Tubos Falcon

Centrifuga refrigerada

Micropipetas de 10 uL, 20 pLy 200 pL

Puntas de pipetas (azules y amarillas)
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e Placas de 24 pozos estériles (Corning™ clear-poliestireno)
e Discos de Ti CP pulidos y estériles
e Pinzas Adson desdentadas

e Tubos Eppendorf de 1.7 mL

8.4 Recursos materiales para los ensayos microbiologicos:
e Espectrofotometro
e Tubos Falcon
e Centrifuga refrigerada
e Micropipetas de 10 pL, 20 uLy 200 pL
e Puntas de pipetas (azules y amarillas)
e Camara de incubacion Felisa 35 °C
e Camara de incubacion Cleaver 35 °C
e Lector de microplacas (Filter Max F5 Multi-Mode, Molecular Devices)
e Placa de 96 pozos estériles (Corning™ clear-poliestireno)
e Tubos Eppendorf de 1.7 mL
e Placas de agar TSA con Vitamina K 1%
e Tubos de caldo enriquecidos TSB con Vitamina K 1%
e Micropipetas de 20 pL, 200 pLy 1000 pL
e Puntas de pipetas (azules y amarillas)
e Pipetas Pasteur
e Asas bacterioldgicas

e Mechero y piedra

9. DISENO EXPERIMENTAL Y METODOLOGIA

Todos los experimentos se realizaron en el Laboratorio de Biointerfases de la
Divisiéon de Estudios de Posgrado e Investigacion (DEPel) de la Facultad de
Odontologia, UNAM. Mientras que las imagenes de Microscopia Electrénica de
Barrido fueron tomadas en el Instituto de Fisica de la UNAM. Para todos los

ensayos se utilizaron superficies de discos de titanio comercialmente puro (Casa
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Straumann) previamente pulidas, lavadas en ultrasonido Symphony VWR con

etanol al 70% vy esterilizadas en autoclave.

9.1 Obtencion de las muestras de saliva total

La toma de saliva total fue realizada por la manana en un horario de
8:00am a 11:00 am, para lo cual se le pidi6 al sujeto donador que permaneciera
en reposo hasta que una cantidad suficiente de saliva se haya acumulado en la
zona anterior lingual. La saliva cumulada fue recolectada en un tubo Falcon de
50 mL y posteriormente procesada como previamente ha sido descrito [25]. En
breve, la muestra de saliva fue centrifugada en una centrifugadora Multifuge 3
S-R Heraeus a 7500 x g durante 15 minutos para remover los detritos y
sedimentos, para los sobrenadantes aclarados resultantes, se agregé un coctel
inhibidor de proteasas sin EDTA (Sigma, 1uL/mL de saliva total). La saliva total
obtenida fue filtrada con un filtro estéril marca Corning a 0-45 pm vy
posteriormente a 0.20um. Por ultimo, la muestra de saliva total obtenida fue

almacenada a -80° C para su posterior utilizacion.

9.2 Incubacion, durante 2 horas, de las superficies de Ti comercialmente
puro con una muestra de saliva total para permitir la formacion de la
pelicula salival sobre los sustratos de interés

Se colocaron triplicados de las superficies Ti en placas de cultivo celular 24 pozos
y se incubaron con un volumen total de 300 pyL de la muestra de saliva total
previamente procesada, o s6lo con H,Obpp (grupo de control), durante 2 horas a
37 °C, bajo agitacion constante. Tras la incubacién, los discos de Ti se lavaron

dos veces con 1 mL de agua destilada estéril, para eliminar las proteinas no
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adsorbidas. A continuacién, las superficies se transfirieron a nuevas placas de
cultivo celular estériles de 24 pocillos para ser inmediatamente utilizadas en los

ensayos de formacién de biopelicula.

9.3 Evaluacion del efecto de la pelicula salival formada sobre superficies
de titanio en la formacion inicial de la biopelicula constituida por
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus y Staphylococcus
epidermidis mediante mediciones espectrofotométricas

Se recolecto el crecimiento bacteriano de cultivos de 24 horas de las cepas
Pseudomonas aeruginosa ATCC 43636, Staphylococcus aureus ATCC 25923 y
Staphylococcus epidermidis ATCC 14990 (Laboratorio de Biointerfases Posgrado
de Odontologia e investigacidn UNAM) previamente descongelados de una
temperatura a - 80°C y se ajusto la densidad optica (DO) de cada tubo a 1 a
600um en un espectrofotometro (Eppendorf BioPhotometer). Se colocaron
superficies previamente acondicionadas con la saliva total en placas Thermo
Fisher Scientific BioLit de 24 pozos, donde fueron adicionadas con un total de
10° células/mL de suspensidon de cada cepa de referencia, o bien en cultivo
bacteriano mixto. Cada una de las placas fue incubada durante 12 hrs a 37 °C,
bajo condiciones de aerobiosis.

Tras la incubacidn aerdbica, cada superficie de Ti fue lavada dos veces con
caldo TSB enriquecido (caldo soya tripticaseina) suplementado con 5ug/mL de
hemina. Tras el lavado, se anadiéo 1 mL de medio de caldo TSB enriquecido y las
muestras fueron sometidas a sonicacion durante cinco periodos de 10 segundos
cada uno, para desprender las bacterias adheridas de cada superficie. Tras los

periodos de sonicacion, se recobraron 200 pL de la suspension bacteriana, los
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cuales fueron transferidos a placas de 96 pozos. Las placas de cultivo de 96
pozos fueron analizadas con el lector de microplacas (Filter Max F5 Multi-Mode,
Molecular Devices) a una A = 620 ym para determinar el numero total de
bacterias adheridas en cada sustrato ensayado.

Un juego adicional de superficies de Ti acondicionadas con la pelicula salival
acondicionadas con la suspensidon bacteriana e incubadas durante 12 hrs a 37
OC, bajo condiciones de aerobiosis, fue procesado para la evaluacion de la

formacion de la biopelicula, como de describe a continuacion.

9.4 Evaluacion del efecto de la pelicula salival formada sobre superficies
de titanio en la formacion inicial de la biopelicula constituida por
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus y Staphylococcus
epidermidis mediante Microcopia Electréonica de Barrido

Las superficies de Ti, acondicionadas con la pelicula salival, sobre las
cuales se permitid la formacién de la biopelicula constituida por Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis fueron fijadas
y deshidratadas. Posteriormente, las muestras se recubrieron con Au y se fijaron
sobre una cinta de carbono colocada en un porta muestras de aluminio. Las
imagenes SEM (JEOL JSM5600-LV, Japdn) se obtuvieron en modo de bajo vacio
con electrones secundarios a 20-25 kV y 20-25 Pa de presion en la cdmara de

muestras.

9.5 Analisis estadistico
Los datos de los recuentos bacterianos totales y de los valores de

absorbancia se presentaran como la media + error estandar de la media (SEM).
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Todos los datos se analizaran mediante analisis de la varianza (ANOVA) seguido
de la correccién de Bonferroni para comparaciones multiples, y se determinaran

las diferencias significativas (p>0.05).
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10. RESULTADOS

10. 1 Obtencion de las muestras de saliva total y formacion de la pelicula
salival sobre las superficies de titanio
Para la obtencidn de las muestras de saliva total se selecciond a un sujeto
sistémica y periodontalmente sano. El sujeto voluntario aceptd su participacion
en el estudio mediante la firma de un consentimiento informado aprobado por el
Comité de Etica en Estudios Humanos de la Division de Estudios de Posgrado e
Investigacion de la Facultad de Odontologia de la Universidad Nacional Auténoma
de México (CIE/0708/11/2018), el cual fue realizado de acuerdo con la
Declaracién de Helsinki.
Para la investigacién, se definié como salud periodontal a la ausencia de
sitios con profundidades de sondaje < 3 mm y valores de sangrado al sondaje de
boca completa <10% [171]. Los resultados de la evaluacion periodontal completa

se presentan en la tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas clinicas periodontales del sujeto donador.

Numero de dientes ausentes 4
Profundidad de sondeo (mm) 2.0 £ 0.1
Nivel de insercién clinica (mm) 1.5 £ 0.2

% de sitios con:

Acumulacién de Biopelicula 6.1 £ 0.1
Eritema Gingival 2.0 £ 0.1
Sangrado al sondeo 1.3 +0.1
Supuracion 0+0

Promedio = Desviacion estandar
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Con las muestras de saliva total donadas por el sujeto voluntario se
procedié a la incubacién, durante dos horas, de los sustratos de Ti para que la

pelicula salival se formara sobre dichas superficies.

10.2 Efecto de la pelicula salival formada sobre superficies de titanio en
la formacion inicial de la biopelicula constituida por Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis;
evaluacion mediante mediciones espectrofotométricas

A continuacion, se muestran los resultados obtenidos a partir de las
mediciones por espectrofotometria de la formacién de biopeliculas de cada una
de las bacterias evaluadas en el presente proyecto. La figura 12 muestra los
resultados de la formacidn de la biopelicula inicial de cada una de las bacterias
por separado, ademas de la evaluacion del co-cultivo de las tres especies

bacterianas sobre las superficies de Ti acondicionadas con la pelicula salival.

Biopeliculas dePseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureuy Staphylococcus epidermidis
formadas sobre superficies de Titanio
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Figura 12. Muestra los resultados a partir de las mediciones por espectrofotometria de
la formacidon de biopeliculas de cada una de las bacterias de forma individual y en co-
cultivo sobre las superficies de Ti acondicionadas con pelicula salival y H20DD.
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Con respecto a la formacion de la biopelicula de P. aeruginosa sobre las
superficies de Ti, en la figura anterior se puede observar que la adhesién de dicha
cepa fue mayor en las superficies que estaban cubiertas por la pelicula salival
(PA) (7.8 x 10° £ 1.6), en comparacion con las superficies de Ti que no fueron
acondicionadas con la PA (5.5 x10° + 0-8), sin embargo, dicha diferencia no fue
estadisticamente significativa.

Por otro lado, cuando se evaludé formacion de la biopelicula de S. aureus
sobre los sustratos de Ti, se encontré que hubo mayor adhesion en las superficies
que no fueron acondicionadas por la pelicula salival (control) (3.7 x 10> £+ 1.4),
con respecto a las que si fueron acondicionadas (3.1 x 10° £ 0.1), dicha diferencia
no fue estadisticamente significativa.

Sin embargo, cuando se evaludé la formacién de la biopelicula de S.
epidermidis sobre los sustratos de Ti, se observé un efecto contrario al observado
en las dos cepas anteriores, P. aeruginosa y S. aureus. Es decir, en las superficies
gue no fueron cubiertas por la pelicula salival la adhesién bacteriana fue mayor
(7.4 x 10°> £ 0.2) en comparacién con las superficies que si fueron acondicionadas
por la PA, sobre las cuales se observd una disminucién estadisticamente
significativa en la adhesion de S. epidermidis (3.0 x 10>+ 0.1) (p <0.001).

Finalmente, cuando se evalud la formacion de la biopelicula del co-cultivo
de P. aeruginosa, S. aureus y S. epidermidis, se encontré que hubo menor
adhesidn bacteriana en las superficies que fueron revestidas con la pelicula salival
(4.3 x 10> £ 0.2) en comparacidon con la adhesién observada en las superficies
gue no fueron cubiertas por la PA (4.8 x 10° £ 0.4), sin embargo, nuevamente,

dicha diferencia no fue estadisticamente significativa.
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10.3 Efecto de la pelicula salival formada sobre superficies de titanio
en la formacion inicial de la biopelicula constituida por Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis,
evaluacion mediante Microcopia Electréonica de Barrido.

A continuacion, se muestran las imagenes obtenidas bajo Microscopia
Electronica de Barrido mediante electrones secundarios de las biopeliculas
formadas por Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus 'y
Staphylococcus epidermidis formadas sobre superficies de Ti acondicionadas con
la pelicula salival (experimental) y sin acondicionar por la pelicula salival

(control).

Pelicula Salival

A

Figura 13. Biopeliculas de Pseudomonas aeruginosa formadas sobre superficies de Ti
A. Biopelicula formada sobre una superficie de Ti acondicionada con pelicula salival
(magnificacién: x1000; 5kV) B. Biopelicula formada sobre una superficie de Ti sin
acondicionar con pelicula salival (magnificacion: x1000; 5Kv) C. Mayor magnificacion
(x2500, 5kV) de la biopelicula formada en la superficie de Ti acondicionada con pelicula
salival D. Mayor magnificacion (x2500; 5kV) de la biopelicula formada sobre la superficie
de Ti control (incubadas con H20pp).
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En la figura 13 es posible observar la biopelicula formada por
Pseudomonas sobre las superficies de titanio acondicionadas con la pelicula
salival comparadas con la biopelicula de P. aeruginosa formada superficies de Ti
que no fueron acondicionadas con la PA (control).

Como se muestra en la figura 13A y 13C que corresponden a las
superficies de Ti acondicionadas por la pelicula salival, se observan mayor
numero de células bacterianas adheridas a la superficie, ademas de observarse
la formacién de una biopelicula sobre dichas superficies, esto en comparacion
con las superficies que no estaban cubiertas con la PA (Figura 13B y 13D),
donde es evidente que hubo menor adhesién bacteriana, esto concuerda con los
resultados obtenidos por medio de las mediciones espectrofotométricas. Es
importante senalar que en las superficies de Ti experimentales y controles no se
observa ninguna célula en divisidn celular en ninguna de las micrografias
evaluadas.

Contrario a lo observado en las biopeliculas formadas por P. aeruginosa
las biopeliculas formadas por Staphylococcus aureus (Figura 14) fueron mas
complejas cuando se formaron sobre los sustratos de Ti control, es decir,
aquellos que fueron incubados con H2044 en comparacion con las biopeliculas de
S. aureus que se formaron sobre los sustratos de Ti acondicionados con la
pelicula salival. En la figura 14A, correspondientes a una superficie de Ti
acondicionada con la pelicula salival, es posible observar células de
Staphylococcus aureus, formando racimos bacterianos, distribuidas
periddicamente sobre el sustrato acondicionado, sin embargo, sobre estas

superficies no fue posible observar células bacterianas en division celular, ni
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formacion de biopeliculas complejas, este hallazgo puede ser apreciado a mayor
detalle mejormente apreciados en la figura 14C. Son respecto a los sustratos
de Ti control (no acondicionadas con la pelicula salival), las figuras 14B y 14D
muestran que en dichas superficies ocurri6 mayor adhesidon bacteriana,
observandose también, una distribucion mas homogénea sobre la superficie de
racimos de cocos. Los hallazgos observados a partir de las micrografias
obtenidas por Microscopia de Barrido concuerdan con los resultados obtenidos

mediante el analisis espectrofotométrico.

Pelicula Salival H:0u0

PR A
Figura 14. Biopeliculas de Staphylococcus aureus formadas sobre superficies de Titanio
A. Biopelicula formada sobre una superficie de Ti acondicionada con pelicula salival
(magnificacién x1000; 5K) B. Biopelicula formada sobre una superficie de Ti sin
acondicionar con pelicula salival (magnificacién x1000; 5K) €. Mayor magnificacion
(x2500; 5Kv) de la biopelicula formada sobre una superficie de Ti acondicionada con
pelicula salival D. Mayor magnificacion (x2500; 5Kv) de la biopelicula formada sobre una
superficie de Ti control (incubadas con H20pp).

Similar a lo observado en la formacidn de biopeliculas de Staphylococcus
aureus sobre los sustratos de Ti con (experimental) o sin pelicula salival

(control). La formacion de las biopeliculas de Staphylococcus epidermidis fue
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mayor en los sustratos control, es decir, aquellos que no estuvieron
acondicionados con la pelicula salival (Figura 15). En las superficies de Ti que
fueron acondicionadas con la pelicula salival (Figura 15A y 15C), es posible
apreciar pocos racimos bacterianos adheridos en la superficie acondicionada, en
comparacién con las superficies de Ti que no estuvieron acondicionadas con la
pelicula salival; sobre dichas superficies fue posible observar un notable
incremento en la adhesién bacteriana, ademas de la formacidon de biopeliculas
complejas cubriendo gran parte de la superficie de Ti (Figura 15B y 15D). Los
resultados concuerdan con los datos cuantitativos obtenidos a través de las

mediciones espectrofotométricas.

Pelicula Salival H2000
& 3

Figura 15. Biopeliculas de Staphylococcus epidermidis formadas sobre superficies de Ti
A. Biopelicula formada sobre una superficie de Ti acondicionada con pelicula salival
(magnificacion x1000; 5K) B. Biopelicula formada sobre una superficie de Ti sin
acondicionar con pelicula salival (magnificacion x1000; 5K) €. Mayor magnificacion
(x2500; 5Kv) de la biopelicula formada sobre una superficie de Ti acondicionada con
pelicula salival D. Mayor magnificacion (x2500; 5Kv) de la biopelicula formada sobre una
superficie de Ti control (incubadas con H200pp).

ha
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Finalmente, en la figura 16 se muestran las imagenes representativas de
la formacidon de biopeliculas constituidas por el co-cultivo de Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis, en las cuales
es posible observar las diferencias en la formacion de biopeliculas sobre las
superficies de Ti acondicionadas con la pelicula salival en comparacién con las
biopeliculas formadas sobre las superficies de titanio no acondicionadas con la

pelicula salival (superficies control incubadas con H20Dbb).

Pelicula Salival

Figura 16. Biopeliculas constituidas por el co-cultivo de las especies bacterianas
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis
formadas sobre superficies Titanio A. Biopelicula formada sobre una superficie de Ti
acondicionada con pelicula salival (magnificacion x1000; 5K) B. Biopelicula formada
sobre una superficie de Ti sin acondicionar con pelicula salival (magnificacién x1000; 5K)
C. Mayor magnificacion (x2500; 5Kv) de la biopelicula formada sobre una superficie de
Ti acondicionada con pelicula salival D. Mayor magnificacion (x2500; 5Kv) de la
biopelicula formada sobre una superficie de Ti control (incubadas con H2Opp).

Como se puede observar en la figura anterior, no es posible identificar
diferencias en la adhesion bacteriana en los sustratos acondicionados con la

pelicula salival en comparacidon con los sustratos que no fueron acondicionados
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con la pelicula saliva (control). Esto fue corroborado en las imagenes obtenidas
a mayor magnificacion (Figuras 16C y 16D). Un hallazgo importante consistié
en la observacion en la que las células bacterianas, derivadas del co-cultivo, se
encontraron adheridas peridédicamente sobre los sustratos de Ti experimental y
control, con una aparente predominancia en la adhesién de Pseudomonas
aeruginosa, sobre todo en las superficies acondicionadas con la pelicula salival
(Figura 16C), ya que se observa la presencia de bacilos que concuerdan con su
morfologia, mientras que en las superficies que no estuvieron acondicionadas
por la pelicula saliva, fue posible observar en menores cantidades la adhesion
de células bacterianas en forma de cocos, que podrian coincidir con la adhesion
de Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis a dichas superficies

(Figura 16D).

11. DISCUSION

El presente proyecto de investigacion tuvo como objetivo principal evaluar
del efecto de la pelicula salival formada sobre superficies de titanio en la
formacion inicial de la biopelicula constituida por Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis. Para cumplir con el
objetivo general, se evalud la adhesion de cada una de las cepas de interés sobre
sustratos de Ti con o sin acondicionar con la pelicula salival, asi como la
formacion de biopeliculas iniciales de las cepas bacterianas en co-cultivo.

A partir de los resultados obtenidos por medio de las mediciones
espectrofotométricas y las evaluaciones por Microscopia Electrénica de Barrido
se pudo observar que la presencia de la pelicula salival formada sobre los

sustratos de Ti inhibid la adhesion bacteriana de las cepas Staphylococcus
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aureus y Staphylococcus epidermidis, asi con la formaciéon de biopeliculas
iniciales del co-cultivo las cepas bacterianas P. aeruginosa, Staphylococcus
aureus y Staphylococcus epidermidis. Sin embargo, cuando se evalud la
adhesion de la cepa Pseudomonas aeruginosa de forma individual, la presencia
de la pelicula salival formada sobre los sustratos de Ti favorecio la formacion de
biopeliculas complejas, dicho incremento en la adhesion de P. aeruginosa sobre
los sustratos acondicionados por la pelicula salival fue estadisticamente
significativo en comparacién con los cultivos individuales de las cepas
bacterianas de Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis.
Previamente se ha demostrado que la adhesion de Staphylococcus aureus
sobre superficies de implantes dentales de Ti [158] [84] se ve favorecida por las
caracteristicas quimicas de dicho sustrato [62, 156]. Por otro lado, S. aureus no
sblo es aislado con mayor frecuencia en sitios con periimplantitis, sino que
también ha sido asociado con casos de periodontitis resistentes al tratamiento
[157]. La creciente evidencia sugiere que S. aureus puede ser un patdgeno
importante en el inicio de algunos casos de periimplantitis [158] y por lo tanto,
podria fungir un papel importante en la pérdida implantaria [84]. Sin embargo,
a pesar de que los diferentes reportes indican que S. aureus tiene cierta afinidad
por el Ti [172], los mecanismos subyacentes de esa afinidad no han sido
explorados en profundidad.
En general, en el presente trabajo, se observé que la adhesion de S.
aureus sobre las superficies de Ti acondicionadas o sin acondicionar con la
pelicula salival fue menor en comparacién con la adhesion de Staphylococcus

epidermidis sobre las superficies de Ti. Con respecto a la adhesion de
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Staphylococcus epidermidis sobre las superficies de Ti, a partir de los resultados
obtenidos, se encontrd que la presencia de la pelicula salival sobre los sustratos
de Ti tuvo un efecto inhibitorio importante sobre dicha cepa. Previamente se ha
mostrado que S. epidermidis puede colonizar superficies de Ti, los reportes
indican que esta cepa bacteriana tiene afinidad por estos sustratos junto con S.
aureus ya que ambas cepas bacterianas son aisladas en altas proporciones de
superficies de implantes dentales de Ti [169, 173, 174]. Es importante enfatizar
que tanto Staphylococcus aureus como S. epidermidis han sido asociadas con la
flora subgingival alrededor de implantes fallidos [170].

Por otro lado, en el presente proyecto de investigacién se encontrd que la
adhesién de Pseudomonas aeruginosa fue mayor en superficies de Ti
acondicionadas con pelicula salival, esto en comparacion con la adhesion de las
especies bacterianas S. aureus y S. epidermidis sobre las superficies de Ti
acondicionadas con la pelicula salival, evaluadas en cultivos individuales.

Cuando se evalué la formacion de biopeliculas del co-cultivo de
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis
sobre las superficies de titanio, se observé que hubo una mayor predominancia
de la adhesién de Pseudomonas aeruginosa en comparacion de la colonizacién
por Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis, esto concuerda con
evidencia reportada previamente [29, 175] que muestra la dominancia de P.
aeruginosa sobre S. aureus y S. epidermidis sobre superficies de implantes
dentales de Ti ya que muestra mayor adhesion y presenta afinidad por
superficies lisas de Ti grado 2 y mayormente de 4 ya que produjeron una

cantidad considerablemente mayor de exopolisacaridos (EPS) sobre estas
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superficies [143-146], ademas de coincidir con los datos que afirman la co-
patogenicidad de las mismas y la competencia por el medio [29], dato observado
en el presente proyecto de las imagenes obtenidas de las superficies de Ti vistas
bajo Microscopia Electronica de Barrido donde se pudo examinar la posible
predominancia de bacilos adheridos sobre las superficies de Ti experimentales y
controles. La literatura reporta que S. aureus y S. epidermidis son capaces de
proliferar abundantemente sobre superficies bidticas y abidticas como el Tiy sus
aleaciones cuando se encuentran juntas [108, 145, 174]. Sin embargo, no
existen reportes previos que evallen la colonizacion conjunta de P. aeruginosa,
S. aureus y S. epidermidis sobre superficies de Ti acondicionadas con la pelicula

salival.

12. CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos en el presente proyecto de
investigacion se puede concluir que la presencia de la pelicula salival sobre
sustratos de Ti comercialmente puro modula la adhesion de las cepas
bacterianas Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus y Staphylococcus
epidermidis. Por un lado, la presencia de la pelicula salival favorecié de forma
positiva la formacion de biopeliculas de P. aeruginosa sobre los sustratos de Ti,
mientras que inhibié la formacion de biopeliculas de S. aureus y S. epidermidis.

En el caso de la biopelicula formada sobre los sustratos de Ti
comercialmente puro por las cepas bacterianas en co-cultivo de Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis, la pelicula

salival tuvo el mismo efecto al inhibir la adhesidn de S. aureus y S. epidermidis
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y el favorecimiento de la adhesion de los bacilos de P. aeruginosa que predomind
por sobre las especies de cocos estudiadas.

Con base en los resultados obtenidos en el presente trabajo, podemos
concluir que, la formacidn de biopeliculas de las cepas bacterianas Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis en superficies
de titanio representativas de implantes dentales fue modulada por la presencia

de la pelicula salival.
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