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Resumen

Objetivo. El propoésito del presente estudio fue evaluar cuantitativa, cualitativa y
ultraestructuralmente la Pelicula Salival (PS) formada sobre superficies de Titanio (TiPT)
y de esmalte dental, asi como determinar el efecto de la PS en la formacién inicial de
biopeliculas orales.

Metodologia. Las superficies de TiPT y de esmalte, fueron caracterizadas mediante
perfilometria, microscopia electrénica de barrido (SEM), punto isoeléctrico y angulo de
contacto. Los dos tipos de superficies fueron colocados en la cavidad oral de un sujeto
periodontal y sistémicamente sano durante 2 horas, con la ayuda de un dispositivo de
acrilico removible. Terminado este tiempo, se llevd a cabo la cuantificacion e
identificacion de las proteinas presentes en la PS formada sobre las superficies, mediante
ensayos de BCA (acido bicinconinico) y andlisis por nano espectrometria de masas (LC-
HR-MS/MS, acrénimo de cromatografia liquida acoplada a espectrometro de masas de
alta resolucién), respectivamente. Adicionalmente, se realizé la caracterizacion
ultraestructural de la PS mediante microscopia electrénica de transmision (TEM). Por
otra parte, para la evaluacién del efecto de la PS en la formacién de biopeliculas, las
superficies experimentales fueron incubadas con una mezcla de muestras de saliva total
de 10 sujetos periodontal y sistémicamente sanos. Una vez transcurrido el tiempo de
incubacién, las superficies fueron incubadas durante 12 horas con una mezcla de
bacterias representativas de la cavidad oral; Streptococcus gordonii, Actinomyces
naeslundii, Fusobacterium nucleatum y Porphyromonas gingivalis. El namero de bacterias
adheridas en cada muestra fue determinado mediante el ensayo XTT, mientras que la
viabilidad bacteriana fue evaluada con microscopia de fluorescencia, utilizando el kit
LIVE/DEAD® BacLight™. Las diferencias significativas fueron determinadas mediante
la prueba de ANOVA con la modificacién de Bonferroni.

Resultados. Las micrografias por SEM mostraron diferencias topogréficas entre las
superficies de esmalte y TiPT, lo cual fue corroborado mediante los analisis de la
rugosidad promedio (Ra), donde se observé que las superficies de TiPT tuvieron una
mayor Ra (0.45+0.07) con respecto a las superficies de esmalte (0.06+0.02). También se
obtuvo un mayor angulo en las superficies de TiPT (92.4£0.1°) con respecto a las
superficies de esmalte (43.8+0.4°). Sin embargo, se encontraron valores similares del
punto isoeléctrico en ambas superficies, 3.60 y 4.27, para esmalte y TiPT,
respectivamente.

Encontramos que del total de proteinas cuantificadas en muestras de saliva total
(506.4+32pg/mL), sélo 5.6 pg de proteinas estuvieron adsorbidas a las superficies de
esmalte (1.1%) y 2.5 pg de proteinas estuvieron adsorbidas a las superficies de TiPT, es
decir, se encontré 2.24 veces mayor cantidad de proteinas adsorbidas a las superficies de
esmalte con respecto a las superficies de TiPT. Respecto a la identificacién de las
proteinas adsorbidas, en las superficies de esmalte se identificaron 295 diferentes
proteinas, de las cuales 70 fueron exclusivas de estos sustratos. Mientras que en las




superficies de TiPT se identificaron 259 proteinas, encontrdndose 34 tipos de proteinas
exclusivas de estas superficies. Haciendo un total de 329 proteinas identificadas en
ambos tipos de superficies. En el analisis por TEM, se observo la presencia de una capa
homogénea cubriendo ambas superficies. En las superficies de TiPT su pudo observar la
presencia de globulos distribuidos homogéneamente sobre las superficies. Con respecto
a la formaciéon de biopeliculas, se observaron mayores conteos bacterianos en las
superficies sin PS (control), encontrdndose mayor adhesion bacteriana en las superficies
TiPT en comparacién con las superficies de esmalte. Sin embargo, en las superficies con
la PS, la adhesion bacteriana fue similar en ambos sustratos, sin importar las diferencias
fisico-quimicas de los mismos.

Conclusiones. Las diferencias en la cantidad de proteinas salivales adsorbidas entre las
superficies de esmalte y TiPT fueron influidas por las caracteristicas fisico-quimicas de
ambos sustratos. El fenémeno de formacion de la PS fue altamente selectivo, ya que sélo
un bajo porcentaje de las proteinas presentes en saliva mostr6 afinidad por los sustratos
evaluados. Por otro lado, las caracteristicas fisico-quimicas de las superficies evaluadas,
ademas de la presencia de la PS sobre dichos sustratos, influyeron en la formacién de las
biopeliculas orales. Finalmente, algunos proteoglicanos identificados exclusivamente en
los sustratos TiPT podrian representar blancos potenciales para futuras aplicaciones
biomédicas.




ABSTRACT

Aim. The purpose of the present study was to evaluate quantitatively, qualitatively and
ultrastructurally the formation of the salivary pellicle (SP) formed on enamel and
titanium surfaces (TiPT), as well as to determine the effect of the PS on the initial
formation of oral biofilms.

Methods. The TiPT and enamel surfaces were characterized by profilometry, scanning
electron microscopy (SEM), isoelectric point and contact angle. The SP was formed after
the intraoral incubation of the surfaces tested by two hours. An acrylic removable device
with both types of surfaces was placed in the oral cavity of a systemically and
periodontally healthy subject during two hours. After the incubation time, the
quantitation and identification of the proteins present in the SP formed on the evaluated
surfaces were carried out by BCA (Bicinchoninic Acid) assays and by nano mass
spectrometry [(LC-HR-MS/MS) Liquid chromatography-high resolution mass
spectrometry], respectively. The ultrastructural characterization of the SP was made
through transmission electron microscopy (TEM). To evaluate the effect of the SP on the
biofilm formation, the experimental surfaces were incubated for two hours with a pool
of saliva samples from 10 systemically and periodontally healthy subjects. After the
incubation period, the surfaces were incubated during 12 hours with a mix of different
bacterial strains (Streptococcus gordonii, Actinomyces naeslundii, Fusobacterium nucleatum
and Porphyromonas gingivalis). The number of bacterial cells attached on each surface
were determined by the XTT assay. While, bacterial viability was analyzed by
fluorescence microscopy, using the LIVE/DEAD® BacLight™ kit. The significant
differences were determined by ANOVA test with the Bonferroni modification.

Results. The SEM micrographs showed topographic differences between TiPT and
enamel surfaces, and this was corroborated by the roughness average (Ra) analysis,
where it was observed that TiPT surfaces had a higher Ra (0.45+0.07) compared to the
enamel surfaces (0.06£0.02). A higher contact angle was also found on the TiPT surfaces
(92.4£0.1°) compared to the enamel surfaces (43.8+0.4°). However, similar values of the
isoelectric point in both surfaces were found, 3.60 and 4.27, for enamel and TiPT,
respectively.

We found that of the total proteins quantified in whole saliva samples (506.4+32pg/mL),
only 5.6 pg of proteins were adsorbed on the enamel surfaces (1.1%) and 2.5 pg of
proteins were adsorbed on the TiPT surfaces. On the enamel surfaces, 2.2 times fold
more proteins were adsorbed compare to the TiPT surfaces. Regarding the identification
of the adsorbed proteins, 295 different proteins were identified on the enamel surfaces,
of which 70 were exclusive of these substrates. Whereas in the TiPT surfaces 259
proteins were identified, being 34 types of proteins exclusive of these surfaces. Making a
total of 329 proteins identified on both types of surfaces. In the TEM analysis, the
presence of a homogeneous layer covering both surfaces was observed. On the TiPT
surfaces, it was possible to find the presence of globules distributed homogeneously on
the surfaces. Concerning biofilm formation, higher bacterial counts were observed on
surfaces without PS (control), with greater bacterial adhesion on TiPT surfaces
compared to enamel surfaces. However, when PS was formed on the evaluated surfaces,




bacterial adhesion was similar in both substrates, regardless of physicochemical
differences.
Conclusions. The differences of salivary proteins adsorbed on the enamel and TiPT

surfaces were influenced by the physicochemical characteristics of both substrates. The
phenomenon of PS formation was highly selective since only a low percentage of the
proteins present in saliva showed an affinity for the substrates evaluated. On the other
hand, the physicochemical characteristics of the evaluated surfaces, in addition to the
presence of PS on the substrates, influenced the formation of oral biofilms. Finally, some
proteoglycans identified exclusively on TiPT substrates could represent potential targets
for future biomedical applications.




1. INTRODUCCION

1.1 Dispositivos biomédicos implantables

Un biomaterial es una sustancia o elemento que ha sido disefiado para formar
parte de un sistema complejo, siendo empleado para dirigir, a través de la interaccion
con los componentes de los sistemas biolégicos, el curso terapéutico o diagnéstico en
medicina humana o veterinaria (Williams, 2009).

Cuando procesos destructivos como fracturas y cancer dafian algun tejido del
cuerpo provocando pérdida de su funcién, la utilizacién de los biomateriales resulta
crucial para el reemplazo o restauraciéon de la parte del cuerpo dafiada en una manera
segura, confiable y fisiol6gicamente aceptable. Los dispositivos biomédicos implantables
han sido utilizados desde hace mas de 2,000 afios (algunos historiadores remontan la
utilizacion de suturas desde hace mas de 32,000 anos), de acuerdo al NIH (National
Institute of Health) se estima que entre el 8-10% de la poblacién Norteamericana (20-25
millones de personas) portan un dispositivo biomédico (NIH, 2010).

Los biomateriales wutilizados en el &rea médico-odontolégica pueden ser
clasificados en tres principales categorias: metales, polimeros y ceramicos. Los metales
son utilizados cuando se requiere fuerza y durabilidad y sus usos tipicos incluyen:
restauraciones dentales, tornillos y placas de fijacion ortopédica e implantes dentales,
mientras que los ceramicos son empleados cuando la estética y la durabilidad quimica
son importantes, se utilizan principalmente para la fabricacién de coronas, cementos y

dentaduras (Kelly, Nishimura, & Campbell, 1996). Los polimeros son ttiles debido a sus




propiedades estéticas y adhesivas, sus usos van desde protesis articulares, adhesivos,

suturas y cementos 6seos (Griffith, 2000).

1.1.1 Implantes dentales.

El reemplazo de dientes perdidos con restauraciones soportadas por implantes ha
llegado a ser una modalidad de tratamiento para sujetos total o parcialmente edéntulos
aceptada por la comunidad cientifica. Este avance en la rehabilitacion oral fue posible
con el descubrimiento de que los implantes dentales hechos de titanio se anclan en el
tejido 6seo maxilar mediante el contacto hueso-implante (osteointegracion).

Desde la primera documentacion cientifica basada en la experiencia clinica de los
implantes dentales de titanio exitosamente osteointegrados en 1977 (Branemark, et al.,
1977), muchos estudios con un seguimiento de més de 10 afios han sido publicados

(Esposito, et al., 2005; Ivanoff, et al., 2000; Lekholm, et al., 1999; Wyatt & Zarb, 1998).

1.1.2 Uso del Titanio como biomaterial de implantes dentales.

El Titanio (Ti) fue descubierto a finales de 1700 y es el cuarto metal mas abundante
en la corteza terrestre (Tschernitschek, Borchers, & Geurtsen, 2005). Sin embargo, fue
hasta la introduccién del proceso Kroll para la extracciéon del Ti en 1936, patentado en
1940 (Wilhelm, 1940), que el Ti estuvo disponible para la industria en abundantes
cantidades y a un costo accesible para su utilizacién. El Ti estd comtinmente disponible
en cuatro diferentes grados (grados 1-4) con base en los diferentes contenidos admisibles

de oxigeno y hierro.




Quimicamente, el Ti es un elemento de transicién. Se encuentra en el grupo IV, en
el periodo 4 de la tabla periédica de Mendeléyev. La tabla 1 presenta las principales

propiedades fisicas del Titanio (Liu, Chu, & Ding, 2004).

Tabla 1. Propiedades fisicas del titanio.

PROPIEDAD VALOR |
Numero atémico 22
Peso atémico (g/ml) 47.90
Estructura cristalina
Alfa, hexagonal, c (A) 4.6832 + 0.0004

estrechamente empaquetada = a (A) 2.9504 + 0.0004
Beta, ctbica, centrada en el a(A) 3.28 £ 0.003
cuerpo
Densidad (g cm3) 4.54
Conductividad térmica (W/(m K)) 19.2
Temperatura de fusion (°C) 1668
Temperatura de transformacién (°C) 882.5
Resistencia a la fractura, a, (MPa) 785

El Ti “comercialmente puro” (c.p.) (ASTM F67) y la aleacién Ti-6Al-4V (ASTM
F136) son dos de los biomateriales para la fabricacion de implantes dentales mas
comunmente utilizados. El Ti desarrolla naturalmente una capa de 6xido de pasivacion
en su superficie (Lausmaa, et al., 1989; Souto & Burstein, 1996). Segun estudios
espectroscopicos, esta capa de 6xido que se genera en la superficie de implantes de Ti
c.p. disponibles comercialmente tiene un grosor en el rango de 1.8 a 17 nm, y su
composiciéon quimica es principalmente TiO2 (Binon, Weir, & Marshall, 1992; Lausmaa,
Kasemo, & Mattsson, 1990; Olefjord & Hansson, 1993; Wilivaara, et al., 1994). Esta capa

de 6xido depende de la preparacion de los implantes, en particular de las temperaturas

10




finales a las cuales los implantes fueron expuestos y a la duraciéon de dichas
exposiciones.

Presumiblemente, esta pelicula de o6xido es la responsable de la excelente
biocompatibilidad de los implantes de Ti debido a su bajo nivel de conductividad
electronica (Zitter & Plenk, 1987), una alta resistencia a la corrosién y estado
termodindmicamente estable a valores de pH fisiolégicos (Solar, Pollack, & Korostoff,
1979; Williams, 1976). El Ti y sus 6xidos tienen una baja tendencia a la formacién de

iones en ambiente acuosos (Tengvall & Lundstrom, 1992).

1.2 Infecciones asociadas a implantes dentales

Aunque el éxito a largo plazo de los implantes dentales de Ti es alto, existen
complicaciones biol6gicas asociadas con la formacién de placa microbiana e infecciones
que pueden llegar a surgir durante el mantenimiento y retencion de estos dispositivos
biomédicos (Bragger, et al., 2005; Leonhardt, Dahlen, & Renvert, 2003). Las infecciones
asociadas a implantes son causadas por microorganismos que crecen en estructuras
denominadas biopeliculas (Costerton, Montanaro, & Arciola, 2005). La patogénesis de
tales infecciones involucra interacciones entre los microorganismos, el implante y el
huésped. Dichas infecciones son clinicamente importantes debido a que las bacterias en
las biopeliculas muestran resistencia a los componentes antimicrobianos y persistencia

mediante mecanismos de evasion del sistema inmune del huésped (Hall-Stoodley &
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Stoodley, 2005). La evidencia clinica ha mostrado que las biopeliculas deben ser
removidas fisicamente para que la infecciéon pueda ser resuelta (Costerton, 2005).

El fallo en el establecimiento o mantenimiento de la osteointegracion alrededor de
los implantes dentales puede ser debido a fuerzas parafuncionales y/o carga prematura
(van Steenberghe, et al., 1990; Zarb & Schmitt, 1990), o causado por infecciones
microbianas (Bragger, Karoussis, Persson, Pjetursson, Salvi, & Lang, 2005; Leonhardst,
Dahlen, & Renvert, 2003). El fracaso de los implantes puede ser cronolégicamente
dividido en fracaso temprano (antes de la carga) y fracaso tardio (posterior a la carga)
(Esposito, et al., 1998a). La tasa de fallo a largo plazo es aproximadamente del 5 al 10 %
(Esposito, et al., 1998b). La discriminacién entre las causas del fallo de los implantes es

de importancia para la instauraciéon de una terapia implantar exitosa.

1.2.1 Adhesién bacteriana y formacion de biopeliculas sobre implantes dentales.

En la cavidad oral, las bacterias pueden adherirse a una gran variedad de
superficies, incluyendo superficies blandas como encia y mucosas, y superficies duras
como dientes y restauraciones. La adhesién es un determinante ecolégico clave para que
las bacterias orales sobrevivan y persistan (Jenkinson & Lamont, 1997).

La adhesion bacteriana y la subsecuente formacién de la biopelicula en los
implantes dentales es un problema persistente. La adhesién a una superficie es el paso
esencial en el desarrollo de una biopelicula, siendo la colonizacién secuencial y
formacion de la placa dental un proceso altamente orquestado (Xie, et al., 2000). La

asociacion de bacterias dentro de biopeliculas complejas no es aleatoria; se ha
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demostrado que existen asociaciones especificas (complejos) entre las bacterias de las
biopeliculas dentales (Kolenbrander, et al., 2006; Socransky, et al., 1998).

Se ha sugerido que la colonizacién microbiana de los implantes dentales sigue el
mismo patron que el de los dientes (Lang, et al., 1993; Leonhardst, et al., 1992). Es decir,
las especies que colonizan implantes dentales incluyen especies encontradas en salud
gingival como Streptococcus oralis 'y Streptococcus sanguinis y también especies
encontradas en sitios con gingivitis como Fusobacterium sp. y Peptostreptococcus sp.
(Mombelli, et al., 1987; Rams, et al., 1991). Estudios realizados a través de la toma de
fluido crevicular gingival y usando sondas de DNA reportaron que en los implantes de
titanio expuestos a la cavidad oral, las especies de Streptococcus predominaron como
colonizadores tempranos. También se reporté que las especies de Streptococcus seguian
predominando después de 4 horas y fue hasta las 48 horas que especies anaerébicas
como Porphyromonas gingivalis comenzaron a incrementarse (Furst, et al, 2007;
Mombelli, et al., 1995; Nakazato, et al., 1989; Rams, Roberts, Feik, Molzan, & Slots, 1991).

Durante el dafio peri-implantar se establece una compleja microbiota que recuerda
cercanamente a la encontrada en la periodontitis crénica (Becker, et al., 1990; Rosenberg,
Torosian, & Slots, 1991). Algunas de las especies bacterianas asociadas con las
infecciones peri-implantares incluyen: Aggregatibacter actinomycetemcomitans, P.
gingivalis, Prevotella intermedia, Treponema denticola, Tannerella forsythia, Fusobacterium
nucleatum, Camphylobacter sp., Parvimonas micra (antes Peptostreptococcus micros) y
Streptococcus intermedius (Hultin, et al., 2002; Tanner, et al., 1997). Otros

microorganismos no asociados con periodontitis como Staphylococcus sp., Candida sp., y
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entéricas sp., también han sido relacionados con infecciones peri-implantares

(Leonhardt, Renvert, & Dahlen, 1999; Slots & Rams, 1991).

1. 3 Pelicula salival (PS)

Una vez expuestas a la cavidad oral, todas las superficies son inmediatamente
cubiertas por saliva, formando una pelicula salival (PS). Esta pelicula acondicionante fue
primero identificada en superficies de esmalte, denomindndose “Pelicula de Esmalte
Adquirida” término propuesto en una revision de la nomenclatura de los tegumentos de
la superficie del esmalte en 1963 (Dawes, Jenkins, & Tonge, 1963).

La saliva, es una solucién hipoténica compleja que contiene aproximadamente
3,400 diferentes proteinas con una gran variedad de funciones bioldégicas y que estd
siempre en constante cambio (Rosa, et al., 2012). Cuando una persona se encuentra en
estado de reposo, la producciéon de la saliva se debe principalmente a la glandula
submandibular, mientras que sélo el 20% y el 8% es producida por las glandulas
pardtida y sublingual, respectivamente. Asimismo, la composicion de la saliva
estimulada y no estimulada puede ser alterada por factores predisponentes genéticos y
por factores patoldégicos, ambientales y fisiolégicos (de Almeida Pdel, et al., 2008;
Dodds, Johnson, & Yeh, 2005).

La adsorcién de proteinas es un fenémeno general en muchos sistemas donde
fluidos biolégicos entran en contacto con cualquier material. El proceso de formacion de

esta PS es altamente selectivo y dinamico, donde muchos factores influyen, incluyendo:
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ciclos circadianos, composiciéon de la flora microbiana oral, propiedades fisico quimicas
de las superficies dentales, entre otros (Lendenmann, Grogan, & Oppenheim, 2000). Las
interacciones no-covalentes involucradas en su formacién incluyen: puentes de
hidrégeno, fuerzas electrostaticas y de van der Waals, entre las superficies y las
proteinas salivales. Estas interacciones resultantes modulan la selectividad de adsorcion
de las proteinas presentes en saliva (Nakanishi, Sakiyama, & Imamura, 2001; Teughels,
et al., 2006). De esta forma, las propiedades fisicoquimicas superficiales de la PS,
incluyendo composicién, densidad y/o configuraciéon, son ampliamente dependientes
de la naturaleza fisico-quimica de la superficie dura subyacente (Baier & Glantz, 1978;
Lee, Adamson, & Kim, 1974; Sipahi, Anil, & Bayramli, 2001).

Aunque los constituyentes de la PS derivan de diversas fuentes, incluyendo
secreciones glandulares, fluido crevicular gingival, productos de células epiteliales
orales y productos derivados de microorganismos (Hannig, et al., 2005a; Hannig &
Joiner, 2006), estudios bioquimicos y ultraestructurales han demostrado que las
proteinas salivales son los principales constituyentes de dichas peliculas depositadas in
vitro o in situ no s6lo en esmalte e hidroxiapatita, sino también en diversos materiales
restaurativos (Berthold, 1979; Hannig, 1997; Schupbach, et al., 2001).

El estudio de la PS es importante debido a la amplia gama de funciones que posee,
mientras que por un lado proporcionaré lubricacién (Berg, Rutland, & Arnebrant, 2003),
proteccion contra el desgaste de los tejidos dentales y reparacién de los tejidos duros y
blandos (Bennick, et al., 1983; Moreno, Varughese, & Hay, 1979). Por otro lado, la

formaciéon de la PS en las superficies dentales es un proceso indispensable para que
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ocurra la adhesion bacteriana y subsecuente formacion de la biopelicula oral (Gibbons,

1996).

1.3.1 Formacién y composicion de la PS sobre superficies de esmalte dental.

El esmalte dental es una estructura de origen epitelial, que cubre externamente la
superficie coronal de los dientes, es la estructura més dura y rigida de los mamiferos, es
translicido y es secretado por ameloblastos (He & Swain, 2008). El esmalte
completamente formado representa el tejido con la mineralizacién més alta conocida,
consistiendo de 96% de sales minerales, representadas por cristales de hidroxiapatita y
4% de materia organica y agua (Ramirez Rozzi, 1998).

La formaciéon de la PS sobre superficies de esmalte puede ser dividida en dos
etapas, la primera etapa puede ser descrita como una adsorciéon inmediata de proteinas.
En contacto con una soluciéon de electrolitos, como la saliva, los iones de calcio de los
cristales de esmalte tienen una tendencia mas fuerte que los iones de fosfato para
disolverse en la saliva. Como resultado, los iones de fosfato remanentes daran a la
superficie de esmalte una carga general negativa. Esta superficie sera cubierta con una
capa cargada positivamente de contraiones de calcio. De esta forma, las proteinas
salivales se adsorberdn principalmente en la superficie de esmalte por medio de
interacciones electrostéticas entre la capa doble i6nica (iones de calcio y fosfato) por un

lado, y por el otro lado, entre los grupos cargados de las proteinas (Figura 1).
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Figura 1. Imagen que muestra la formacién de la PS sobre superficies de esmalte, indicando la

adsorcion de proteinas por medio de interacciones electrostaticas.

Esta adsorcion inicial de proteinas a la superficie de los dientes es afectada de
manera muy importante por los iones presentes en la saliva, como por ejemplo calcio
(Ca?*) o sodio (Na*) (Lindh, et al., 2002). Ha sido reportado que las proteinas de la saliva
que inicialmente se adsorben en la pelicula son principalmente aquellas con peso
molecular relativamente bajo tales como: proteinas ricas en prolina (PRP) &4cidas y
estaterina (Bennick, Chau, Goodlin, Abrams, Tustian, & Madapallimattam, 1983; Yao,
Lamkin, & Oppenheim, 1999). También se ha sugerido que la mayoria de las proteinas
en la PS estan cargadas negativamente (Yao, et al, 2001). Otras proteinas como
histatinas y mucinas (Lendenmann, Grogan, & Oppenheim, 2000), y enzimas,

incluyendo: a-amilasa (Vacca-Smith, et al., 1996a), lisozima (Rolla, Ciardi, & Bowen,
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1983), glucosiltransferasa y fructusiltransferasa bacteriana (Rolla, Ciardi, & Bowen, 1983;
Vacca-Smith, et al., 1996b) también han podido ser identificadas como constituyentes de
la PS.

Ademaés de las interacciones idnicas, otras fuerzas, como interacciones van der
Waals, contribuiran a la adsorcion de proteinas en la superficie del esmalte. También se
ha sugerido que interacciones hidrofébicas juegan un papel importante en la formacion
de la capa de pelicula. Estas tltimas interacciones son impulsadas termodinamicamente,
como resultado de una ganancia en la entropia, la cual tiene lugar cuando una proteina
adsorbida reemplaza a moléculas de agua en la superficie (Vassilakos, Arnebrant, &
Glantz, 1993; Vassilakos, et al., 1992).

La rapida fase inicial de adsorciéon de proteinas salivales es seguida por una
segunda fase, comparativamente mas lenta de adsorcién de proteinas en la superficie de
esmalte cubierta por proteinas. La segunda etapa de formaciéon de la pelicula se
caracteriza por una adsorciéon continua de biopolimeros de la saliva. Este proceso
involucra interacciones proteina-proteina entre las proteinas ya adsorbidas e
inmovilizadas en la capa de pelicula, asi como, proteinas y agregados de proteinas de la
saliva (Hannig & Joiner, 2006).

Por anélisis ultraestructural, se ha establecido que la PS puede ser dividida en una
capa externa laxamente organizada, la cual puede ser facilmente removida por fuerzas
de cizallamiento y una capa basal que resiste estas fuerzas (Hannig, et al., 2005b). La
capa basal permanece presente incluso después del cepillado dental, mientras que las

proteinas unidas laxamente se forman solamente cuando las fuerzas de cizallamiento

18




son débiles o nulas (Hannig, 2002). La pelicula madura formada in vivo ha sido descrita
como un revestimiento de superficie homogénea y amorfa, libre de bacterias de grosores
variables (Armstrong, 1968; Leach & Saxton, 1966; Meckel, 1965; Tinanoff, Glick, &
Weber, 1976). En sitios de auto-limpieza de los dientes, el grosor de la pelicula va de
entre 30 nm y 80 nm (Tinanoff, Glick, & Weber, 1976), mientras que en areas proximales
la pelicula puede llegar a un grosor mayor de 2 pm (Tinanoff, Glick, & Weber, 1976).

La capa de PS adsorbida consiste de un arreglo aleatorio de biopolimeros salivales
diversos, los cuales estan sujetos a ciertos cambios dependiendo del tiempo. La
estructura variable de la capa de pelicula (externa) refleja los procesos complejos de
adsorcion y desorcion, los cuales siguen a la formacion de la pelicula. Por lo tanto, no es
posible describir exactamente la velocidad de formacion de la pelicula o el grosor final
de la misma. Sin embargo, en estudios previos donde se evalué la velocidad de
formacion de la pelicula, se concluye que la pelicula incrementa en grosor por cerca de 1

hora y que la velocidad de formacion de la pelicula se estabiliza entre la primera y

segunda hora (Kuboki, Teraoka, & Okada, 1987; Skjorland, Rykke, & Sonju, 1995).

1.3.2 Formacién y composicion de la PS sobre superficies de Ti.

Las superficies de Ti de los implantes dentales expuestas a la cavidad oral,
proporcionan superficies duras que permiten la formacién de una PS acondicionante
(Grossner-Schreiber, et al., 2001; Wolinsky, et al., 1989). Esta PS influird la colonizacién
bacteriana inicial a dichos dispositivos biomédicos (Almaguer-Flores, et al., 2012), la

adhesion de microorganismos a estas superficies duras es considerado el primer paso de
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la formacién de la biopelicula dental (Gibbons, 1996; Marsh, 1994). La formacién de una
biopelicula puede llevar a la inflamacién de la mucosa adyacente y, subsecuentemente a
la reabsorcién del tejido 6seo del implante osteintegrado, incrementando el riesgo de
fallo del implante (Bragger, Karoussis, Persson, Pjetursson, Salvi, & Lang, 2005;
Leonhardt, Dahlen, & Renvert, 2003).

Las superficies de Ti muestran sitios funcionales en su superficie (6xidos) a los
cuales los iones se pueden adherir, ademds de ser los responsables de su punto
isoeléctrico (pl). Se sabe que las propiedades de carga de la superficie tienen una
influencia en la adsorcién de proteinas (Krajewski, 1996, Krajewski, Piancastelli, &
Malavolti, 1998).

Aunque el mecanismo exacto de formacién de la PS sobre superficies de Ti no se
conoce en su totalidad, el siguiente modelo ha sido propuesto. Las superficies de Ti
reaccionan inmediatamente con el oxigeno cuando son expuestas al aire formando una
capa de 6xido en su superficie la cual consiste principalmente de di6éxido de Ti (TiOy),
aunque Oxido de titanio (III) (Ti2Os3) y otros 6xidos también pueden estar presentes
(Kasemo, 1983). La capa de 6xido de las superficies de Ti tiene una carga neta negativa a
los valores de pH encontrados en los tejidos humanos. La superficie de 6xido del Ti se
une a cationes, particularmente a cationes polivalentes (Abe, 1982). Esta unién de
cationes estd basada en interacciones electrostaticas entre el O-, unido al Ti en la
superficie del implante, y los cationes. La capa de 6xido es altamente polar y en general

atraé agua y macromoléculas solubles en agua (Parsegian, 1983).
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Las propiedades fisicas de las superficies de Ti sugieren que iones de calcio,
presentes en los biofluidos, pueden ser atraidos a la superficie de 6xido del Ti por
interacciones electrostaticas con el O-. Dep6sitos de calcio han sido observados en
contacto directo con el 6xido de Ti (Albrektsson & Hansson, 1986). De acuerdo con este
modelo, las macromoléculas de unién a calcio podrian adsorberse selectivamente a las
superficies de implantes de Ti in wvivo. Las moléculas de unién a calcio son
frecuentemente acidas con grupos sulfato, fosfato o carboxilo expuestos en su superficie:
Por ejemplo, los proteoglucanos, los cuales contienen grupos sulfato o carboxilo podrian
unirse a las superficies de 6xido de Ti por este mecanismo. La hidroxiapatita, el
principal componente del esmalte, también muestra una superficie dominada por cargas
negativas que puede atraer cationes y subsecuentemente macromoléculas anionicas de
unién a calcio (Bernardi & Kawasaki, 1968), de esta forma las caracteristicas de las
superficies de Ti probablemente cambien de un estado aniénico a catiénico por la

adsorcion de calcio a la superficie (Figura 2).
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Ti TiO; A B C

Figura 2. La imagen muestra el posible mecanismo de formacion de la PS sobre superficies de Ti.

La superficie metélica del Ti es cubierta por una capa de 6xido la cual tiene una carga neta
negativa a un pH fisiolégico. El calcio presente en biofluidos reaccionard con esta superficie,
ademds de reaccionar con macromoléculas de unién a calcio. (A) Oxigeno; (B) calcio; (C)

macromoléculas (péptidos, proteinas, etc.).

Con base en datos previos se han podido identificar diversas proteinas adsorbidas
selectivamente sobre sustratos de Ti como: a-amilasa y albumina (Kohavi, et al., 1997;
Steinberg, et al., 1995), lisozima (Hannig, et al., 2006), inmunoglobulina A secretora y
cistatinas (Dorkhan, Svensater, & Davies, 2013), asi como proteina inducible de
prolactina, filagrina, desmogleina y a-macroglobulina (Cavalcanti, et al., 2014). La
albimina, es una proteina de unién a iones de calcio (Foster, 1960).Previamente se ha
mostrado que el mecanismo de adsorcién de proteinas, como la albtimina, al Ti depende
de fuerzas electrostaticas (Klinger, et al., 1997; Kohavi, Klinger, Steinberg, Mann, & Sela,

1997).
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1.4 Planteamiento del problema y justificaciéon

Los implantes dentales de Ti son ampliamente utilizados para la rehabilitaciéon
protésica de sujetos total y parcialmente desdentados. Una vez que los implantes
dentales son colocados en la cavidad oral, sus superficies son inmediatamente expuestas
a la adsorcion de proteinas salivales y del plasma sanguineo, lo que los hace propensos a
ser colonizados por bacterias pudiendo provocar la inflamacién de la mucosa adyacente
al sitio del implante y la subsecuentemente resorcion 6sea, de esta forma el riesgo de
fallo o pérdida del implante se ve incrementando.

En nuestro grupo de trabajo hemos estudiado la adhesién y formacién inicial de
biopeliculas de bacterias orales sobre diferentes materiales utilizados en el &rea
biomédica y dental con el fin de analizar la influencia de caracteristicas fisicas como la
rugosidad (topografia) y quimicas, como la composiciéon elemental de la superficie
(Almaguer-Flores, Olivares-Navarrete, Wieland, Ximenez-Fyvie, Schwartz, & Boyan,
2012; Almaguer-Flores, et al.,, 2009; Almaguer-Flores, Ximenez-Fyvie, & Rodil, 2011;
Martinez-Herndndez, Olivares-Navarrete, & Almaguer-Flores, 2014) en la adhesién
selectiva de diferentes especies bacterianas de importancia médica y odontolégica a la
superficie de dichos biomateriales. Los hallazgos encontrados, nos llevan a profundizar
en el fendmeno de formacién de biopeliculas orales sobre superficies de Ti desde la
primera etapa de colonizacion, es decir, desde el momento en que las superficies de Ti
tienen contacto con las proteinas de la saliva.

Para entender la organizaciéon y funcién de un proteoma, asi como para

identificar posibles blancos terapéuticos o para diagnostico médico, las propiedades
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individuales y la relevancia de las proteinas presentes en un ambiente especifico
necesita ser explorado. El presente estudio se enfoca en analizar cémo influyen las
caracteristicas fisico-quimicas de superficies de Ti actualmente utilizadas en la préctica
clinica en la adsorcién de proteinas salivales, utilizando como grupo control superficies
de esmalte dental, en la formacion de la PS, mediante una aproximacién proteémica de
tltima generacion. Ademds, de analizar el efecto de dicha PS en la colonizacion
bacteriana, para asi lograr una mayor comprensiéon de los eventos involucrados en la
formacioén de biopeliculas sobre superficies de Ti.

El analisis detallado de las proteinas en el proteoma de la PS formada en ambos
sustratos permitiria identificar posibles patrones fisico-quimicos, estructurales o
funcionales, involucrados en la biologia de la formacién inicial de biopeliculas, ademas

de la identificacion de proteinas clave para posibles aplicaciones biomédicas.
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1.5 Hipotesis
La identidad de las proteinas salivales de la PS formada sobre superficies de Ti es

diferente de las proteinas de la PS que se forma sobre superficies de esmalte, afectando

directamente la formacién inicial de biopeliculas orales sobre dichos sustratos.

1.6 Objetivos

1.6.1 General.

Identificar las proteinas presentes en la PS formada sobre superficies de Ti y de
esmalte, y determinar su efecto en la formacién inicial de biopeliculas utilizando

especies bacterianas representativas de la cavidad oral.

1.6.2 Especificos.

* Caracterizar las superficies de Ti y esmalte mediante analisis de rugosidad media

(Ra), topografia superficial, &ngulo de contacto y punto isoeléctrico.

*  Cuantificar la cantidad proteinas presentes en la PS adsorbida en superficies de

Tiy superficies de esmalte.

* Identificar las proteinas presentes en la PS formada sobre las superficies de TiPT

y compararla con la PS formada en las superficies de esmalte.

* Caracterizar ultraestructuralmente la PS formada sobre las superficies de TiPT y

compararla con la PS formada en las superficies de esmalte.
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* Determinar el efecto de la PS formada en superficies de TiPT y esmalte en la

formacioén de biopeliculas orales.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Disefio experimental

Con la finalidad de cumplir con los objetivos planteados en el presente estudio, se
llevé a cabo la caracterizacion de las superficies experimentales y la realizaciéon de dos
grupos de ensayos bioldgicos: el primer grupo de ensayos biolégicos se realizé para
evaluar la adsorcion de las proteinas a los sustratos de Ti por medio de métodos
cuantitativos y cualitativos, mientras que el segundo grupo de ensayos se realizé para
determinar el efecto de la PS formada sobre las superficies evaluadas en la formacién de
biopeliculas orales.

La caracterizacién de las superficies de Ti, el analisis de la rugosidad media (Ra) y
la medicién del dngulo de contacto se realiz6 en el Instituto de Investigaciones en
Materiales de la UNAM. El analisis de la topografia mediante microscopia electrénica de
barrido [SEM (acrénimo de Scanning Electron Microscopy)] y las mediciones del punto
isoeléctrico se realizaron en la Universidad Saarland, Homburg, Alemania.

Las evaluaciones bioldgicas se dividieron en dos grupos de experimentos, el
primero de ellos consisti6 en la cuantificacién de proteinas en muestras de saliva total y
de las proteinas presentes en la PS de 2 horas formada sobre los distintos sustratos
evaluados mediante ensayos de BCA (acrénimo de Bicinchoninic Acid), la identificacién
de las proteinas presentes en la PS de 2 horas formada sobre las superficies evaluadas
mediante la técnica de nano espectrometria de masas (LC-HR-MS/MS), asi como el

andlisis ultraestructural de la PS, de 3 minutos y 2 horas, formada en las superficies
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evaluadas mediante microscopia electrénica de transmision (TEM, acrénimo de
Transmission Electron Microscopy). Para dichas evaluaciones, grupos superficies de
esmalte y TiPT fueron colocados un dispositivo intraoral el cual fue portado por un
sujeto sistémica y periodontalmente sano. Los andlisis antes mencionados fueron
realizados en la universidad de Saarland, Homburg en Alemania

El segundo grupo de experimentos consistié en ensayos de adhesién bacteriana
sobre las superficies evaluadas, previamente incubadas con una mezcla de muestras de
salival total obtenidas de 10 sujetos sistémica y periodontalmente sanos. La evaluacién
de la biopelicula de 12 horas se realiz6 mediante ensayos de XTT y mediante
microscopia de fluorescencia. Adicionalmente, se evaludé ultraestructuralmente,
mediante TEM, la presencia de una biopelicula formada in situ sobre los sustratos
evaluados, los cuales fueron colocados un dispositivo intraoral el cual fue portado
durante 24 horas por un sujeto sistémica y periodontalmente sano. Los ensayos de
adhesion bacteriana se realizaron en el laboratorio de Genética Molecular de la Division

de Estudios de Posgrado e Investigacion de la Facultad de Odontologia de la UNAM.
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2.2 Superficies experimentales

2.2.1 Superficies de titanio (Ti).

En el presente estudio se utilizaron discos de Ti de 15 mm de didmetro (area
superficial de 4 cm?) preparados a partir de hojas de 1 mm de grosor de Ti c.p. grado 2
(ASTM F67). Los métodos que se utilizaron para producir estas superficies de titanio
que en adelante llamaremos PT (Pre-Tratamiento) han sido reportados previamente
(Schwarz, et al., 2007a; Schwarz, et al., 2007b). Dichos sustratos son representativos de
superficies de implantes dentales comercializados actualmente (Straumann®). Todos los
discos fueron fabricados por el instituto Straumann AG (Basel, Switzerland) y
esterilizados por irradiaciéon y a 25-42 kGy, y fueron proporcionados listos para ser

utilizados.

2.2.2 Superficies de esmalte.

Como superficies control se utilizaron superficies de esmalte de origen bovino.
Previamente se ha demostrado que no hay diferencias significativas entre los elementos
de concentracién principal (Ca y P) en el esmalte de origen bovino en comparacién con
el de origen humano (Falla-Sotelo, et al., 2005). Por cuestiones éticas, la utilizacién de
dientes bovinos resulta una excelente alternativa al uso de dientes humanos (ISO, 2003).

Las superficies cilindricas de esmalte median 5.7 mm de didmetro (0.59 cm? area
superficial total) y fueron preparadas de la cara vestibular de incisivos bovinos por
medio de pulido htiimedo con papel abrasivo de carburo de silicio (grano de 400-4000).

La capa de lodillo depositada sobre las superficies de esmalte fue removida siguiendo

29




un protocolo previamente reportado (Hannig, et al.,, 2007; Hannig, Khanafer, Hoth-
Hannig, Al-Marrawi, & Acil, 2005b). Después de la desinfeccion de las superficies de
esmalte, las muestras fueron almacenadas en H>O destilada por 24 horas antes de su

exposicién en la cavidad oral.

2.3 Caracterizacion de las superficies

2.3.1 Andlisis de la topografia mediante SEM.

El microscopio electrénico de barrido es comtnmente utilizado para el estudio de
la topografia superficial de biomateriales (Sodhi, 1996; Vansteenkiste, et al., 1998). Esta
técnica hace uso de un haz de electrones que interacttian con el espécimen de interés,
generalmente en un ambiente de vacio, resultando en la emisién de diferentes tipos de
electrones y ondas electromagnéticas. Los electrones secundarios expulsados de la
superficie del espécimen son colectados y mostrados para proporcionar una micrografia
en alta resolucion (Figura 3).

Las superficies evaluadas en el presente estudio (esmalte y TiPT) fueron montadas
en un porta-muestra de aluminio y fijadas con cinta de carbono. Las superficies fueron
examinadas en un microscopio electrénico ambiental de barrido (ESEM XL30, FEI
Company, Philips, Eindhoven, Netherlands). Las imagenes se obtuvieron en el modo de

electrones secundarios a magnificaciones de entre 10-10000.
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Figura 3. Microscopio electrénico de barrido (SEM). En un SEM un espécimen es escaneado por
un haz de electrones que es llevado a foco por bobinas electromagnéticas que acttian como
lentes. Un detector mide la cantidad de electrones dispersados o emitidos a medida que el haz
de electrones barre la superficie de una muestra, mientras que se construye la imagen en una

pantalla de video.

2.3.2 Andlisis de la rugosidad media (R,).

La rugosidad de superficie es una propiedad geométrica y muchos estandares han
sido propuestos para clasificarla (Texture, 1995). La rugosidad media de una superficie
(Ra) es definida como el promedio aritmético de la distancia de la superficie a una linea
de referencia central (Taylor, Carrano, & Kandlikar, 2006) (Figura 4), y se utiliz6 como el
principal parametro de rugosidad para analizar las superficies utilizadas en el presente
estudio. Por perfilometria se pueden obtener mediciones de patrones verticales en el

rango de 10 nm hasta 1 mm.
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Figura 4. Representacion de la definicion de rugosidad promedio (Ra), la cual expresa el
promedio aritmético de los valores absolutos de Z (picos y valles) en una longitud de muestra

determinada (X).

La Ra de cada una de las superficies experimentales se determiné a través del
perfilometro (Dektak 150 Surface Profiler) en el modo de contacto. Se realizaron un total
de 10 mediciones por 1 mm de longitud en cada muestra y esta medicién se realiz6 por

triplicado.

2.3.3. Mediciones del dngulo de contacto.

EL &ngulo de contacto es definido como el dngulo formado por la intersecciéon de
la interfase liquido-sdlido y la interfase liquido-vapor (geométricamente adquirido
aplicando una linea tangente desde el punto de contacto a lo largo de la interfaz liquido-
vapor en el perfil de la gota). La interfaz donde soélido, liquido y vapo coexisten es
denominada “linea de contacto de tres fases”. La Figura 5 muestra que un angulo de
contacto pequeto es observado cuando el liquido se extiende en la superficie, mientras
que un adngulo de contacto grande es observado cuando el liquido no se extiende en la

superficie (Yuan & Lee, 2013).
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Figura 5. Ilustracion de los angulos de contacto formados por gotas sésiles de liquido en una

superficie s6lida homogénea. ylv, ysv, y ysl representan las tensiones interfaciales liquido-vapor,

solido-vapor y solido-liquido, respectivamente, y 8Y es el angulo de contacto.

La medicion de &ngulo de contacto nos proporciona informacién sobre la
capacidad de mojabilidad de una superficie. La mojabilidad es la capacidad de los
s6lidos para formar interfaces con los liquidos. Un dangulo de contacto pequefio indica
buena mojabilidad, mientras que un angulo de contacto grande resulta en pobre
mojabilidad, es decir, conforme el &ngulo de contacto incrementa, la mojabilidad
disminuye (Young, 1805).

Para esta caracterizacién se emple6 la técnica de gota sésil-estatica. Dicha técnica
consiste en la colocacién de una gota de agua desionizada de aproximadamente 5 uL en
tres zonas diferentes de la superficie (para estimar una media del angulo). Los angulos
de contacto estéticos fueron medidos por un minimo de tres mediciones independientes.
La toma de la imagen se realiz6 acoplando una cdmara de video digital (KSV, model
Cam 101) y posteriormente se realiz6 el analisis de la imagen para el &ngulo de contacto,
utilizando el programa Drop Snake Analysis (Kriiss, Hamburg, Germany) del Software

de analisis de imagen Image J.
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2.3.4 Mediciones del punto isoeléctrico (pl).

El punto isoeléctrico es el valor de pH al cual una superficie no tiene una carga
eléctrica neta, de esta forma sus cargas, negativa y positiva, son iguales. Este valor es
encontrado ajustando el pH a un valor adecuado, la superficies responde llegando a ser
mas positiva conforme el pH disminuye (Figura 6). Por el contrario, la superficie tiende
a ser mas negativa a un pH mas alto (Cleaves li, 2011). Los iones responsables de
generar la carga de la superficie para el sistema son llamados iones determinantes del

potencial. Los iones H* y OH- son iones determinantes del potencial.
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Figura 6. Ilustracion de los puntos isoeléctricos de las superficies de esmalte y TiPT. La carga de
una superficie cambia a diferentes pHs. En un pH por debajo del punto isoeléctrico la superficie
posee una carga positiva, a un pH por arriba del punto isoeléctrico la superficie posee una carga

negativa.

La obtencion del valor del pl de los sustratos evaluados en el presente estudio fue
obtenido por medio de mediciones del potencial zeta, que corresponden al potencial
electrostatico que se establece en la superficie dado un valor de pH, usando un

analizador electrocinético comercial [Electrokinetic Analyzer (EKA), Anton Paar GmbH,
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Graz, Austria]. Todas las mediciones fueron realizadas usando 1 mM KCI como
electrolito. Los valores de pH fueron alcanzados mediante la adiciéon de 0.1 M HCI. Los

puntos isoeléctricos fueron medidos por un minimo de tres mediciones independientes.

2.5 Evaluaciones biolégicas

2.5.1 Obtenciéon de las muestras de saliva total.

Para los ensayos de formacién de la biopelicula oral sobre las superficies evaluadas
en el presente estudio, fue necesaria la obtenciéon de muestras de saliva total de 10
sujetos sistémica y periodontalmente sanos. Para dichos ensayos, se prepar6 una mezcla
de las muestras de saliva total obtenidas con la intencién de eliminar la variabilidad en
el proteoma salival de los sujetos participantes del estudio. La mezcla de muestras de
saliva en estudios clinicos es frecuente reportado (Baldini, et al., 2011).

El protocolo para la obtenciéon de las muestras de saliva total fue sometido y
aprobado por el Comité de Investigacion y Ftica de la Facultad de Odontologia de la
UNAM con el namero de aprobaciéon CIE/02/19/06/2014. Los criterios de inclusiéon y
exclusion de los sujetos donadores de saliva son mostrados en la tabla 4. A todos los
sujetos donadores se les realizé una historia clinica y evaluacion periodontal completa,
asimismo, se les dio a firmar un consentimiento informado (ANEXO A). La evaluacion
periodontal se realiz6 mediante mediciones clinicas a cada sujeto en seis sitios por
diente (mesiobucal, bucal, distobucal, distolingual, lingual y mesiolingual) en todos los
dientes excluyendo terceros molares (un maximo de 168 sitios por sujeto) como

previamente ha sido descrito (Haffajee, Socransky, & Goodson, 1983). Las mediciones
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clinicas incluyeron acumulacion de placa (0/1, no detectada/ detectada), eritema
gingival (0/1), sangrado al sondeo (0/1) y supuracion (0/1). La profundidad de sondeo
y las mediciones del nivel de insercion fueron registradas usando una sonda Carolina
del Norte (Hu-Friedy, Chicago, IL, USA). El mismo examinador calibrado registro las

mediciones dos veces, obteniendo un promedio del par de mediciones realizadas.

Tabla 2. Criterios de seleccion de la poblaciéon donadora.

CRITERIOS DE SELECCION |

e Sujetos sistémicamente sanos (sin diagndstico enfermedad sistémica).

Inclusién ; ; > .
e Sujetos periodontalmente sanos (evaluacion periodontal completa).

e Sujetos que estén bajo tratamiento médico (antibiético,

anticonvulsivantes, etc.).

e FEmbarazo.

Exclusién :
Sujetos fumadores.

e Sujetos bajo tratamiento ortodéncico.

e Enfermedad periodontal.

Con base en una revisién de la literatura (Ambatipudi, et al., 2009; Chang, et al.,
2011; Mohamed, et al., 2012), se establecieron los siguientes pasos para la obtencién de
las muestras de saliva no estimulada. Todas las muestra se obtuvieron entre las 9 y las
12 horas, la recoleccién de las mismas se llevé a cabo en un tubo Falcon de 50 mL
colocado en hielo, una vez obtenido un volumen aproximada de 10 mL de muestra,
estas fueron centrifugadas a 16,000 x g a 4°C durante 15 min. Las muestras fueron

conservadas en ultracongelaciéon (-80°C) adiciondndolas con inhibidor de proteasas
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(Complete ™ Protease Inhibitor Cocktail. Roche, Mannheim, Germany) para
preservacion de la integridad hasta su utilizaciéon. Las muestras de saliva total fueron
caracterizadas por medio de geles de poliacrilamida en 1 y 2 dimensiones (1D- y 2D-
PAGE). Adicionalmente, la cantidad de proteinas presentes en las muestra fue analizada
mediante el ensayo BCA.

Para los analisis de cuantificacion e identificacion de proteinas presentes en la PS
formada sobre las superficies de esmalte y TiPT, un dispositivo de acrilico removible
con las superficies de esmalte o TiPT fue usado por uno sujeto sistémica y

periodontalmente, durante 2 horas.

2.5.2 Cuantificaciéon de las proteinas presentes en la PS formada sobre las
superficies evaluadas mediante ensayos BCA.

Después de la incubacién intraoral de las superficies experimentales, estds fueron
sometidas a un protocolo mecanico-quimico de elucién para la obtenciéon de las
muestras de PS formada sobre los diferentes sustratos. Los detergentes son compuestos
anfifilos solubles (Helenius & Simons, 1975), ellos poseen grupos hidrofilico e
hidrofébico, y pueden ser clasificados en base a sus cargas: aniénicos como el SDS, no-
i6nicos como Triton X-100 (detergente derivado del polioxietileno), etc. Los detergentes
no-iénicos, en particular, son ttiles para solubilizar proteinas son afectar su estructura y
funcién (Helenius, et al., 1979; Helenius & Simons, 1975). En el presente estudio Triton
X-100 y el solvente RIPA [partes constituyentes: 25 mM Tris-HCl (pH 7.6), 150 mM
NaCl, 1 % nonyl phenoxypolyethoxylethanol (NP-40), 1 % sodium deoxycholate, 0.1 %

SDS, Thermo Scientific, Pierce Protein Research Products, Rockford, USA], fueron los
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detergentes de eleccion utilizados para la eluciéon de la PS formada sobre las superficies
evaluadas. RIPA (acrénimo de radioimmunoprecipitation assay bufer) es un solvente
que desnaturaliza proteinas y las disuelve de las superficies donde se adsorbieron.

Solventes como RIPA son muy efectivos en remover proteinas adsorbidas a
superficies como el oro, titanio, polimetil metacrilato [poly (methyl methacrylate)
PMMA] o cerdmica, independiente de las propiedades de mojabilidad de las muestras,
por lo que puede ser considerado un solvente de limpieza “general (all-round)” (Kratz,
et al., 2015), la efectividad de RIPA puede atribuirse a la mezcla de sustancias dentro de
dicho solvente. Para la completa elucién de la pelicula de proteinas adsorbida sobre las
superficies evaluadas, la wultrasonicacion fue necesaria. La importancia de la
ultrasonicacion para la remociéon de la pelicula de proteinas adsorbidas ha sido
mostrado en publicaciones previas (Hannig, Khanafer, Hoth-Hannig, Al-Marrawi, &
Acil, 2005b; Muller, et al., 2010).

Para la cuantificacion de las proteinas adsorbidas en los sustratos evaluados se
utiliz6 el kit Micro BCA™ Protein Assay (Thermo Scientific, Pierce Protein Research
Products, Rockford, USA). El ensayo BCA es compatible con los solventes utilizados en
este trabajo, por lo tanto, reacciones secundarias no deseadas fueron excluidas. El
ensayo BCA ha mostrado ser una herramienta atil para determinar la cantidad de
proteina adsorbida en superficies sélidas como el titanio (Kratz, et al, 2013). La
cuantificaciéon de proteinas adsorbidas en materiales dentales es de importancia crucial

para investigaciones relacionadas con el desarrollo de nuevos materiales dentales. El
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objetivo a largo plazo seria la creacion de materiales dentales que reduzcan la adhesién
bacteriana y que al mismo tiempo mantengan las propiedades protectoras de la PS.

El principio del ensayo BCA se basa en la formaciéon de un complejo Cu?*-proteina
bajo condiciones alcalinas, seguido de la reducciéon de Cu?* a Cu'*. La cantidad de
reduccién de cobre es proporcional al nimero de enlaces peptidicos y de esta forma al
namero de moléculas de proteina presentes en la muestra. Se ha demostrado que
cisteina, cistina, triptéfano, tirosina y los enlaces peptidicos son capaces de reducir Cu?*
a Cul* (Wiechelman, Braun, & Fitzpatrick, 1988). El BCA (C20H12N204) forma un
complejo purpura-azul con Cu'* en ambiente alcalino, esto proporciona las bases para
monitorear la reducciéon de Cu?* por las proteinas. El complejo resultante tiene una
absorcion 6ptica a 562 nm. Una guia de coémo realizar el ensayo BCA adecuadamente
puede ser encontrado en la ficha de datos del kit Micro BCA™ Assay. Para asignar
ciertos valores de absorcion a ciertas concentraciones proteicas, se realiza una curva de
calibracién con concentraciones de proteinas conocidas fue medida con una soluciéon
stock de BSA de 2 g1 la cual fue diluida con agua ultra pura dentro de un rango de
concentraciéon de 50 a 0 pg mL-1.

La cantidad total de proteina adsorbida en cada superficie experimental, fue
cuantificada de la siguiente manera. Se colocaron individualmente en tubos Eppendorf
50 uL de la muestra de PS eluida de las superficies experimentales y se agregaron 150 uL
del reactivo BCA y 100 uL de dH:O. El contenido de cada tubo fue mezclado mediante
agitacion con vortex e incubados a 55°C por 1 hora. Después de permitir el enfriamiento

de las muestras a temperatura ambiente, 200 unL de cada muestra fueron transferidos a

39




una placa de 96 pozos. Las muestras fueron analizadas por un lector de placas Tecan
(Tecan Trading AG, Mdnnedorf, Swiss) a 562 nm. Previo a la medicién de cada muestra,
se realiz6 una curva de calibraciéon para obtener la concentracién de proteina presente

en cada muestra.

2.5.3 Identificacién de las proteinas presentes en la PS formada sobre las
superficies evaluadas mediante LC-HR-MS/MS.

Hace més de una década la espectrometria de masas mediante MALDI-TOF
(matrix-assisted laser desorption-ionisation-reflection time-of-flight) fue introducida
como una nueva aproximacion para el estudio de la composicién de la PS (Yao, Grogan,
Zehnder, Lendenmann, Nam, Wu, Costello, & Oppenheim, 2001). La sensibilidad de
detecciéon y las tecnologias de cuantificacién que contintian avanzando en el campo de la
espectrometria de masas tienen el potencial de proporcionar una medicién mas
detallada de proteinas diferencialmente expresadas en muestras de PS, especialmente si
la complejidad de las muestras puede ser manejada exitosamente.

En el presente estudio, para la identificaciéon de las proteinas presentes en las
muestras de PS formadas sobre las superficies evaluadas, una aproximacién por nano
espectrometria de masas (LC-HR-MS/MS) fue utilizada. La técnica analitica de
espectrometria de masas ha llegado a ser el método de eleccion para la identificacion de
péptidos y proteinas presentes en biofluidos. Un espectrémetro de masas determina la
masa de una molécula (péptido) midiendo su relacion masa-carga (m/z). Cada

espectrometro de masas consiste de tres componentes; 1) una fuente, la cual genera
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iones de la muestra ya sea por ionizacién mediante desorcién laser asistida por matriz
(MALDJ, acrénimo de matrix-assisted laser desorption ionization) o por ionizacién por
electrospray (ESI, acrénimo de electrospray ionization), 2) un analizador de masas, el
cual resuelve los iones peptidicos de acuerdo a su relacién m/z, y 3) un detector, el cual
determina la abundancia de iones para cada ion correspondiente resuelto por el
analizador de masas de acuerdo a su valor m/z y genera un espectro de masas (Figura
7). Dependiendo del tipo de espectrometro de masas usado, los datos de la masa del

péptido (MS) y/o la secuencia del péptido (MS/MS) pueden ser obtenidos.

A) Source B) Mass Analyzer C) Detector

LASER

H.A-L.
; time of flight
_— @ %% ’ ~
—p@@@ ® [l‘@) '@, o @b ]
,__-rv@ S ® electron multiplier
® ® oirtgaing
ions of different m'z ratio incaming electrons
E.S.L quadrupole

desolvation

=
oo
N

sohvated

o desolvated ion-trap

ions

Figura 7. Esquema de un espectrometro de masas. A) la fuente de iones para la ionizacién por
electrospray (E.S.I) se encuentra a presién atmosférica, mientras que la fuente para MALDI est4
bajo vacio. B) El analizador de masas puede ser de tiempo de vuelo, una trampa de iones, un
cuadrupolo, o bien un hibrido de los analizadores antes mencionados. C) el detector es
normalmente un multiplicador de electrones. El analizador de masas y el detector estan siempre

dentro de una regioén de alto vacio.
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Previo al analisis por LC-HR-MS/MS, las proteinas presentes en las muestras de
PS eluidas de las superficies evaluadas, fueron separadas electroforéticamente. Esto se
realiz6 en geles NuPAGE® de gradiente 4 %-12 %, fijadas en la presencia de etanol al 40
% y acido acético al 10 % y visualizadas por tincién con Coomassie coloidal [etanol 20 %
(v/v), &cido fosférico al 10 % (v/v), sulfato de amonio al 10 % (w/v), Comassie G-250 al
0.12 % (w/v)]. Las areas tefiidas fueron cortadas en tres piezas y lavadas dos veces
alternativamente en soluciéon A (50 mM NH4HCO3) y soluciéon B [50 mM NHsHCOs y
acetonitrilo al 50 % (v/v)]. La reduccién de los puentes disulfuro, fue obtenida por
incubacion a 56°C por 30 min en 50 mM NHsHCO;, 10 mM ditiotreitol, seguido por
carbamidometilacién a 21°C en obscuridad por 30 min en la presencia de una solucién
con 50 mM NH4sHCO;y 5 mM iodoacetamida. Posteriormente, las piezas de geles fueron
lavadas dos veces alternativamente con solucién A y solucién B y entonces secadas por
centrifugacion al vacio. Para la digestion en gel, las piezas de gel fueron incubadas con
15 pL de tripsina porcina (10 ng/uL, Promega) a 37°C toda la noche. Los péptidos
resultantes fueron extraidos dos veces mediante agitacion de las piezas de gel en buffer
de extraccion (4cido férmico al 2.5 %, acetonitrilo al 50 %). Los péptidos extraidos fueron
concentrados en una centrifuga al vacio y resuspendidos en acido férmico al 0.1 %.

Una alicuota de cada extracto peptidico triptico fue analizado por LC-HR-MS/MS
nanoflujo online (Ultimate 3000 RSLC sistema nano UHPLC acoplado a un LTQ
Orbitrap Velos Pro, todos de ThermoFisher Scientific, TF, Dreieich, Germany). Los
péptidos fueron atrapados en una columna C18 trap (100 pm x 2 cm, Acclaim

PepMap100C18, 5 um, ThermoFisher Scientific) y separados en una columna de fase
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reversa (nano viper Acclaim PepMap capillary column, C18; 2 pm; 75 pm x 25 cm,
ThermoFisher Scientific) a una velocidad de flujo de 300 nL/min con buffer A (agua y
acido férmico al 0.1 %) y B (acetonitrilo al 90 % y &cido férmico al 0.1 %). El efluente de
la cromatografia fue directamente rociado en el espectrometro de masas a través de un
electrospray emisor cubierto de silice (PicoTipEmitter, 30 pm, New Objective, Woburn,
MA, USA) ionizado a 2.2 kV. Los espectros de masas fueron adquiridos en un modo
dependiente de datos (cambio automético entre barrido completo MS y MS/MS).
Barridos completos de los espectros MS (m/z 300-1700) fueron adquiridos en el
analizador Orbitrap. Los 10 iones peptidicos més intensos con estados de carga > + 2
fueron fragmentados en una trampa de iones lineal de alta presién por disociaciéon
inducida por colisiéon (CID, acrénimo de collision-induced dissociation), medio mas
popular de fragmentacién de iones peptidicos, de baja energia con energia de colisiéon
normalizada de 35 %.

Los péptidos fragmentados fueron identificados usando el algoritmo MASCOT y el
software TF Proteome Discoverer 1.4. Los péptidos fueron emparejados a espectros de
masas en tdndem por medio de Mascot version 2.4.0 (Matrix Science, London, UK)
mediante la bisqueda en una base de datos SwissProt (version 2013_04) contra
proteinas de humano. Los espectros de masa MS? fueron emparejados con una
tolerancia de masas de 7 ppm para masas precursoras y 0.5 Da para iones de fragmentos
usando digestion triptica y se permitié6 un méximo dos sitios de escision pérdida. La
carbamidometilaciéon de cisteina fue establecida como una modificaciéon fija y la

desamidacion de asparagina y glutamina, acetilacion de lisina y oxidacién de metionina
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fueron establecidas como modificaciones variables. Los archivos de salida MASCOT
(.dat) fueron cargados en el software Scaffold (Versiéon 4.0, Proteome software Inc.,
Portland, USA). Para asegurar una identificacién proteica significativa, el filtro de
probabilidad de proteina fue ajustado a 95 % vy el filtro de probabilidad de péptido fue
ajustado a 90 %. La identificacién de dos péptidos tinicos por proteina fue ajustada

como el minimo para la identificaciéon de proteica.

2.5.4 Andlisis de la ultraestructura de la PS formada sobre las superficies
evaluadas por TEM.

El analisis en alta resolucién por TEM posibilita la visualizacién y deteccion de
peliculas de proteinas con grosores de solo algunos nanémetros. Especimenes
seleccionados para analisis por TEM fueron utilizados para visualizar la pelicula de
proteinas adsorbida después de 3 min y 2 horas.

Después de la exposicién intraoral, las superficies de esmalte y de TiPT cubiertas
por la PS fueron cuidadosamente lavadas con agua estéril y fijadas en soluciéon de
glutaraldehido al 2.5 % por 1 hora a 4°C. Posteriormente, las muestras fueron lavadas 5
veces con solucién salina amortiguada con fosfato (pH 7. 4) por diez minutos cada
lavado y almacenadas en la solucion salina amortiguada con fosfato a 4°C.
Posteriormente, las muestras fueron fijadas en tetréxido de osmio al 2 % (O250s) en
buffer de fosfatos por 2 horas. Después de la incubacién con la solucién 4cida de osmio,
los especimenes fueron lavados 5 veces en buffer de fosfatos y deshidratados en

concentraciones crecientes de etanol. Las muestras fueron embebidas en Araldite M
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(Serva, Darmstadt, Germany). Antes del seccionado ultradelgado, el material substrato
fue removido de acuerdo a como fue descrito previamente por Hannig, M. (Hannig,
1997). Después de que las muestras fueron embebidas en Araldite M, secciones
ultrafinas fueron cortadas con un ultramicrotomo (Ultracut E, Reichert, Bensheim,
Germany) usando una hoja de diamante (Microstar 45°, Plano GmbH, Wetzlar,
Germany). Las secciones ultrafinas fueron contrastadas con acetato de uranilo y citrato
de plomo. Las caracteristicas de la estructura de la PS formada sobre diferentes sustratos
fueron investigadas en un microscopio TEM TECNALI 12 Biotwin (FEI, Eindhoven, The

Netherlands) a magnificaciones de 30,000 a 50,000.

2.5.5 Determinacion del efecto de la PS formada en las superficies evaluadas en la
formacion de biopeliculas orales.

Cuatro cepas de bacterias anaerdbicas bucales de referencia (Tabla 3) fueron
utilizadas para los ensayos de adhesion bacteriana in vitro sobre las superficies
experimentales.

Todas las cepas se adquirieron como cultivos liofilizados del American Type
Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, USA). Las cepas se rehidrataron en caldo
para Mycoplasma y se cultivaron en agar enriquecido HK [agar base para Mycoplasma
(Becton Dickinson, Microbiology Systems, BBL®, Sparks, MD, USA) suplementado con
5 % de sangre de carnero desfibrinada (Laboratorios Microlab S.A. de C.V., México,

D.F.), 03 ng/mL de menadiona (vitamina K, Sigma-Aldrich Quimica, S.A. de C.V,,
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Toluca, México), 5 pg/mL de hemina (Sigma)] a 35°C de 3 a 7 dias dentro de una cdmara

de anaerobiosis con ambiente de 80 % N2, 10 % CO2y 10 % Ho.

Tabla 3. Especies bacterianas empleadas en las evaluaciones microbiolégicas.

ESPECIE ATCC*

Actinomyces naeslundii 12104
Streptococcus gordonii 10558
Fusobacterium nucleatun subsp nucleatum 25586
Porphyromonas gingivalis 33277

* American Type Culture Collection, Rockville, MD.

Las superficies experimentales fueron colocadas individualmente en placas de 24
pozos con 400 pL del pool de saliva e incubadas durante 2 horas a 37°C, bajo agitacién
constante. Transcurrido el tiempo de incubacién, las superficies fueron lavadas dos
veces con 1 mL de HxOddq para retirar el excedente de proteinas no adsorbidas. Las
superficies fueron transferidas a pozos nuevos y se les adicioné una suspension con un
pool de las cuatro especies anaerdbicas (1 x 10° células de cada especie bacteriana)
relacionadas con infecciones en dispositivos orales. Las superficies con las especies
bacterianas fueron incubadas durante 12 horas a 35°C bajo condiciones anaerébicas.
Después de la incubacién anaerdbica, cada muestra fue lavada dos veces con 1 mL de
caldo enriquecido.

Cabe mencionar, que se utilizaron dos juegos de muestras para la realizacion de los
dos ensayos para el analisis microbiolégico: microscopia de fluorescencia y viabilidad

bacteriana. Todos los ensayos fueron realizados por triplicado.
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La viabilidad de las células bacterianas adheridas a cada una de las superficies fue
analizada utilizando el kit XTT (Sigma). En breve, las superficies lavadas fueron
transferidas al pozo inmediato donde fueron adicionadas con 1 mL de caldo enriquecido
para ser sonicadas durante 5 periodos de 10 segundos cada una, con el objetivo de
desprender las bacterias adheridas sobre cada una de las superficies, las bacterias
desprendidas fueron incubadas con 50 pL de XTT al 5 %. Esté método permite la
medicién de la viabilidad celular a través de la reducciéon de la sal de tetrazolio a
formazan por parte de las enzimas utilizadas para la fosforilacion oxidativa (respiracion
celular) presentes en la membranas de células bacterianas viables, la reducciéon del
compuesto se observé como un cambio colorimétrico en el medio de cultivo. La
absorbancia fue analizada a una longitud de onda de 450 nm utilizando el equipo
FilterMax Fb5.

Otro juego de muestras fue procesado para evaluar la adhesion bacteriana sobre
cada uno de los sustratos mediante microscopia de fluorescencia. En breve, transcurrida
la incubacién con la suspension de bacterias cada superficie fue lavada en tres ocasiones
con H2Ou4, las muestras fueron fijadas a un portaobjetos donde se les afiadieron 5 pL de
tincion LIVE/DEAD® BacLightTM (Invitrogen), las muestras fueron incubadas por 20-
30 minutos protegidas de la luz dentro de una cdmara htimeda, transcurrido el tiempo
de incubacién se realizaron lavados con abundante H>O44, inmediatamente las muestras
fueron observadas al microscopio de fluorescencia (Axioskop 2, Carl Zeiss Microscopy).

Adicionalmente, un juego de muestras fue utilizado para la evaluacion por TEM

de la formacién in situ de la biopelicula de 24 horas, para lo cual un dispositivo de
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acrilico removible, con las superficies de esmalte o TiPT colocadas en el area bucal, fue
usado por un sujeto sistémica y periodontalmente sano durante 24 horas. Para la
preparacion de las muestras para andlisis por TEM se procedié como fue descrito en el
apartado 2.5.4 (Anadlisis de la ultraestructura de la PS formada sobre las superficies

evaluadas por TEM) de este documento.

2.6 Analisis estadistico

Los resultados de las mediciones del angulo de contacto, rugosidad media,
adsorcion de proteinas, adhesion y viabilidad bacteriana entre las diferentes superficies
experimentales se presentan como la media (ME) t el error estandar de la media (EEM).

Los andlisis para determinar las diferencias en la cantidad de proteinas adsorbidas,
bacterias adheridas y deferencias entre las funciones bioldgicas de las proteinas
identificadas por LC-HR-MS/MS, entre cada una de las superficies experimentales se
analizaron mediante la prueba de ANOVA, mientras que las diferencias significativas se

determinaron utilizando la modificacién de Bonferroni.
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3. RESULTADOS

3.1 Caracterizacion de las superficies evaluadas

3.1.1 Andlisis de la topografia con SEM, mediciones de la rugosidad media (R,),
dngulo de contacto y del punto isoeléctrico.

A continuacion se describen los resultados obtenidos de la caracterizacién de las
superficies evaluadas en este estudio. En la siguiente figura (Figura 8) se muestran las
micrografias de las superficies evaluadas obtenidas mediante SEM con electrones
secundarios donde se observan diferencias en la topografia de las superficies como

consecuencia del distinto origen natural de ambos sustratos.

ESMALTE TIPT

Figura 8. Micrografias por SEM de electrones secundarios de las superficies de esmalte y TiPT.

En la tabla 4, se muestran los resultados obtenidos a partir del andlisis de la Ra por
medio de perfilometria. Se puede observar que las superficies TiPT tuvieron una mayor
Ra (0.45 £ 0.07 pm) en comparacion con las superficies de esmalte, las cuales tuvieron un

valor de R, de 0.06 + 0.02 pm.
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Por otro lado, los resultados de las mediciones del angulo de contacto, empleando
agua desionizada, también mostraron que las superficies TiPT tuvieron un mayor valor
de angulo de contacto en comparacién con las superficies de esmalte, 92.4 + 0.1°y 43.8 +
0.4°, respectivamente.

Finalmente, en dicha tabla también se puede observar que las superficies

evaluadas mostraron un valor de punto isoeléctrico en el rango de entre 3.6 y 4.27.

Tabla 4. Caracterizacién de las superficies de esmalte y TiPT.

ESMALTE TIPT
Rugosidad promedio (Ra) 0.06 £0.02 um 0.45%0.07 pm
Angulo de contacto (°) 43.8 £0.4° 924 £0.1°
Punto isoeléctrico (pl) 3.60 £ 0.20 4.27 £ 0.01

3.2 Ensayos bioldgicos

3.2.1 Caracterizacién de las muestras de saliva.

Diez sujetos periodontalmente sanos (salud periodontal definida como la ausencia
de sitios con profundidades de sondeo o pérdida de insercion clinica de =4 mm) (1999;
Highfield, 2009) fueron seleccionados para la obtenciéon de saliva total. Las muestras de
saliva obtenidas fueron utilizadas como una mezcla para los ensayos de adhesion
bacteriana sobre las superficies evaluadas. Las caracteristicas clinicas de los sujetos

donadores de las muestras de saliva total se muestran en la tabla 5.
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Tabla 5. Caracteristicas clinicas de los sujetos donadores de saliva total.

CARACTERISTICAS CLINICAS (n=10)
Edad (afios) 28+1
Numero de dientes faltantes 1.7+0.6
% hombres 50
Promedio de profundidad de sondeo (mm) 20+0.1
Promedio de nivel de inserciéon (mm) 1.5+£0.2

% de sitios con:

Placa 182+1.1

Enrojecimiento gingival 56+0.3

Sangrado al sondeo 33+04
Supuracion 0+0

La cantidad de proteinas presentes en cada muestra de saliva total obtenida fue
cuantificada mediante ensayos BCA, adicionalmente se realiz6 una evaluacion
electroforética para confirmacion la integridad de las mismas. La cantidad promedio de
proteinas presentes en las muestras de saliva total fue de 495 + 10 ng/mL, mientras que
en la separacion electroforética de las muestras fue evidente que la heterogeneidad en la
presencia de proteinas entre las distintas muestras evaluadas no estuvo relacionada con

el género de los sujetos donadores (Figura 9).
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Figura 9. Andlisis de las muestras de saliva total de cada uno de los sujetos donadores. La tabla
de la izquierda indica la cantidad de proteina presente en cada una de las muestras, asi como el
género del sujeto donador de las mismas, (M) Sujetos donadores del género masculino, (F)
Sujetos donadores del género femenino. La imagen de la derecha muestra el analisis SDS-PAGE
de cada muestra de saliva total obtenida de los sujetos donadores, cada carril en el gel
representa el perfil de proteinas presente en cada muestra obtenida (20 ug de proteina fueron
cargados en cada carril), la separacién electroforética de las muestras se realiz6é en un rango de
10 a 250 kDa. El gel fue tefiido con azul de Coomasie.

Adicionalmente, se realizaron geles bidimensionales (2D) (medidas: 7 cm x 1 mm
de grosor) de las muestras de saliva total evaluadas en mezcla (Figura 10). Las
proteinas fueron separadas en un gel SDS-PAGE al 12 % bajo condiciones reductoras en
una primera dimensién por enfoque isoeléctrico (pH 3-10 y de 4-7) y en la segunda
dimensién con base en su peso molecular (10 a 250 kDa). Las proteinas fueron
visualizadas por tinciéon de azul de Coomasie. En cada uno de los geles se cargaron 100

ng de la mezcla de muestras de saliva total.
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Figura 10. Patron electroforético 2D tipico de la mezcla de muestras de saliva total de los
sujetos donadores obtenido en un rango de pH de 3-10 (A) y de 4-7 (B).

Una vez que se comprob¢ la efectividad de la toma de muestras de saliva con el
protocolo establecido, se procedi6 a realizar los ensayos de formacién de la PS para los

ensayos de adhesién bacteriana sobre las superficies evaluadas.

3.2.2 Cuantificacién e identificacion de las proteinas presentes en la PS formada
sobre las superficies evaluadas.

La figura 11 muestra los resultados de la cuantificacién por ensayos de BCA de la
cantidad de proteina adsorbida en la PS de 2 horas en las superficies de esmalte y TiPT.
Cabe mencionar que los ensayos de formaciéon de la PS se realizaron en tres ocasiones
para cada grupo de superficies (esmalte y TiPT), ademas de realizarse en diferentes dias.
Adicionalmente, se muestran los resultados de la cuantificacion de las proteinas
presentes en muestras de saliva total, las cuales fueron obtenidas durante los diferentes

dias de formacion de la PS sobre las superficies evaluadas.
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La diferencia entre la mayor cantidad de proteina adsorbida en las superficies de
esmalte (5.6 + 0.2 nug) en comparacion con las superficies TiPT (2.5 £ 0.3 pg) fue
estadisticamente significativa (p< 0.01). Este hallazgo equivale a una diferencia de 2.24
veces mas proteina adsorbida en las superficies de esmalte en comparaciéon con las
superficies TiPT.

Adicionalmente, siguiendo el mismo protocolo de obtencion de la PS de las
superficies evaluadas, un grupo de muestras de PS fueron sometidas a analisis por LC-
HR-MS/MS. En dichos analisis un total de 329 proteinas diferentes fueron identificadas
(Figura 12). En la PS formada sobre las superficies de esmalte y TiPT se identificaron un
total de 295 y 259 proteinas, respectivamente. La distribucién del nimero de proteinas
identificadas de acuerdo a la superficie evaluada es mostrada en el diagrama de Venn.
Para la PS formada en las superficies de esmalte, sélo 70 proteinas estuvieron presentes
exclusivamente en dichos sustratos, mientras que en la PS formada sobre las superficies
TiPT 34 proteinas estuvieron exclusivamente presentes en dichos sustratos. 225
proteinas estuvieron presentes tanto en la PS formada sobre las superficies de esmalte

como en las superficies TiPT.
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— Total 329
Esmalte
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Figura 12. Diagrama de Venn donde se muestra el nimero de proteinas identificadas en la PS
formada sobre cada superficie evaluada, haciendo un total de 329 diferentes proteinas

identificadas.

La Tabla 6 presenta el nombre, el ntimero de acceso, el peso molecular y el ntimero
de conteos de péptidos tinicos, para cada una de las 329 proteinas identificadas en las
muestras de PS formada sobre los sustratos de esmalte y TiPT. Las proteinas fueron
organizadas con base en su peso molecular de forma descendente.

Los numeros correspondientes a cada proteina identificada en cada grupo
representa el nimero de conteos de péptidos tinicos. Los péptidos fragmentados fueron
identificados usando el algoritmo MASCOT y el software TF Proteome Discoverer 1.4.
Los péptidos fueron contrastados con espectros de masas en tdndem por medio de
Mascot version 2.4.0 (Matrix Science, London, UK) mediante la biisqueda en una base de
datos SwissProt2015_1 contra proteinas de humano (Homo sapiens). Los archivos de
salida MASCOT (.dat) fueron cargados en el software Scaffold (Version 4.7.2, Proteome
software Inc., Portland, USA). Para asegurar la identificaciéon proteica significante, el

filtro de probabilidad de proteina fue ajustado a 95 % vy el filtro de probabilidad de
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péptido fue ajustado a 90 %. La identificaciéon de dos péptidos tinicos por proteina fue

ajustada como el minimo para la identificacién de proteica.

Tabla 6. Identificacion de proteinas por LC-HR-MS/MS para las muestras de PS
formada sobre los sustratos de esmalte y TiPT.

Peso
# Proteinas identificadas Namero de acceso Esmalte | TiPT
molecular
Neuroblast differentiation-
1 AHNK _HUMAN | 629 kDa 17 9
associated protein AHNAK
2 | Mucin-5B MUC5B_HUMAN | 596 kDa 23 5
3 | IgGFc-binding protein FCGBP_HUMAN | 572kDa 7 3
4 | Apolipoprotein B-100 APOB_HUMAN 516 kDa 4 3
Basement membrane-specific
5 | heparan sulfate proteoglycan core | PGBM_HUMAN 469 kDa 3
protein
Deleted in malignant brain tumors 1
6 DMBT1_HUMAN | 261 kDa 8 7
protein
7 | Envoplakin EVPL_HUMAN 232 kDa 8 8
8 | Myosin-9 MYH9_HUMAN 227 kDa 8 8
Nascent polypeptide-associated
9 | complex subunit alpha, muscle-  NACAM_HUMAN | 205 kDa 3
specific form
10 | Periplakin PEPL_HUMAN 205 kDa 8 9
11 | Collagen alpha-1(XIV) chain COEA1_HUMAN | 194 kDa 2
12 | Complement C4-B CO4B_HUMAN 193 kDa 2 5
Ras GTPase-activating-like protein
13 IQGA1_HUMAN | 189 kDa 3 3
IQGAP1
14 | Complement C3 CO3_HUMAN 187 kDa 2 6
15 | Slit homolog 3 protein SLIT3 HUMAN 168 kDa 2 4
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Alpha-2-macroglobulin-like protein

16 A2ML1_ HUMAN | 161 kDa 8 7
1

17 | Complement factor H CFAH_HUMAN 139 kDa 2 2

18 | Thrombospondin-1 TSP1_HUMAN 129 kDa 11 14
Serine protease inhibitor Kazal-type

19 ISK5_ HUMAN 121 kDa 10
5

20 | Desmoglein-1 DSG1_HUMAN 114 kDa 5 7
Peptidyl-glycine  alpha-amidatin

21 preyhey P & AMD_HUMAN 108 kDa 3 3
monooxygenase

22 | Desmoglein-3 DSG3_HUMAN 108 kDa 7 5

23 | Neutral alpha-glucosidase AB GANAB_HUMAN | 107 kDa 2 2

24 | Alpha-actinin-4 ACTN4_HUMAN | 105kDa 9 8

25 | Alpha-actinin-1 ACTN1_HUMAN | 103 kDa 4
Calcium-activated chloride channel

26 CLCA4_HUMAN | 101 kDa 6 2
regulator 4

27 | Desmocollin-2 DSC2_ HUMAN 100 kDa 2

28 | Cadherin-1 CADH1_HUMAN 97 kDa 2 2
Programmed cell death 6-interacting

29 PDC6l_HUMAN 96 kDa 2
protein

30 | Elongation factor 2 EF2 HUMAN 95 kDa 2 2

31 | Fibrinogen alpha chain FIBA_HUMAN 95 kDa 4 5

32 | Endoplasmin ENPL_HUMAN 92 kDa 3 3
Protein-glutamine gamma-

33 TGM1_HUMAN 90 kDa 3
glutamyltransferase K
Transitional endoplasmic reticulum

34 TERA_HUMAN 89 kDa 3 3
ATPase

35 | Gelsolin GELS_HUMAN 86 kDa 2 9

36 | Heat shock protein HSP 90-alpha HS90A_HUMAN 85 kDa 9 3
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37 | Glutamate carboxypeptidase 2 FOLH1_HUMAN 84 kDa 3

38 | Niban-like protein 1 NIBL1_HUMAN 84 kDa 2

39 | Myeloperoxidase PERM_HUMAN 84 kDa 10 14
Procollagen-lysine,2-oxoglutarate 5-

40 PLOD1_HUMAN 84 kDa 3 4
dioxygenase 1
Threonine--tRNA ligase,

41 SYTC_HUMAN 83 kDa 2
cytoplasmic

42 | Polymeric immunoglobulin receptor | PIGR_HUMAN 83 kDa 9 10

43 | Heat shock protein HSP 90-beta HS90B._ HUMAN 83 kDa 6 2

44 | Sulfthydryl oxidase 1 QSOX1_HUMAN 83 kDa 8 7
von Willebrand factor A domain-

45 VWA2_HUMAN 82 kDa 4
containing protein 2

46 | Calpain-1 catalytic subunit CAN1 HUMAN 82 kDa 5 3

47 | Junction plakoglobin PLAK_HUMAN 82 kDa 9 13

48 | Lactoperoxidase PERL_ HUMAN 80 kDa 7 11

49 | Growth arrest-specific protein 6 GAS6_HUMAN 80 kDa 2 3

50 | Lactotransferrin TRFL_HUMAN 78 kDa 28 25

51 | Serotransferrin TRFE_ HUMAN 77 kDa 6 4

52 | Galactocerebrosidase GALC_HUMAN 77 kDa 3
Protein-glutamine gamma-

53 TGM3_HUMAN 77 kDa 23 27
glutamyltransferase E

54 | Fermitin family homolog 3 URP2_HUMAN 76 kDa 2

55 | Protein-arginine deiminase type-2 PADI2_ HUMAN 76 kDa 2 2

56 | SPARC-like protein 1 SPRL1_HUMAN 75 kDa 10 8
Transforming growth factor-beta-

57 BGH3_HUMAN 75 kDa 2
induced protein ig-h3

58 | Protein-arginine deiminase type-1 PADI1_HUMAN 75 kDa 3

59 | Beta-galactosidase-1-like protein GLB1L_HUMAN 74 kDa 2 3
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60 | Prelamin-A/C LMNA_HUMAN 74 kDa 7 4
61 | Protein disulfide-isomerase A4 PDIA4 HUMAN 73 kDa 11

62 | Guanylate-binding protein 6 GBP6_HUMAN 72 kDa 2 2
63 | 78 kDa glucose-regulated protein GRP78_HUMAN 72 kDa 13 3
64 | Heat shock cognate 71 kDa protein HSP7C_HUMAN 71 kDa 7 2
65 | Plastin-3 PLST_HUMAN 71 kDa 2 2
66 | Heat shock 70 kDa protein 1A /1B HSP71_HUMAN 70 kDa 5 4
67 | Ezrin EZRI_ HUMAN 69 kDa 4 2
68 | Serum albumin ALBU_HUMAN 69 kDa 26 19
69 | Mesothelin MSLN_HUMAN 69 kDa 3 7
70 | Involucrin INVO_HUMAN 68 kDa 4 3
71 | Protein POF1B POF1B_HUMAN 68 kDa 2
72 | Transketolase TKT _HUMAN 68 kDa 2 2
73 | Keratin, type II cytoskeletal 2 oral K220_HUMAN 66 kDa 21 26
74 | Galectin-3-binding protein LG3BP_HUMAN 65 kDa 3 5
76 | Glypican-4 GPC4_HUMAN 62 kDa 3
77 | Keratin, type II cytoskeletal 5 K2C5_HUMAN 62 kDa 18 20
78 | Glypican-1 GPC1_HUMAN 62 kDa 3
79 | Heparanase HPSE_ HUMAN 61 kDa 2

80 | Extracellular matrix protein 1 ECM1_HUMAN 61 kDa 2 3
81 | Suprabasin SBSN_HUMAN 61 kDa 2 3
82 | Keratin, type II cytoskeletal 6C K2C6C_HUMAN 60 kDa 32 36

ATP  synthase subunit alpha,
83 ATPA_HUMAN 60 kDa 5 3
mitochondrial

84 | T-complex protein 1 subunit theta TCPQ_HUMAN 60 kDa 2 2
85 | Glucosidase 2 subunit beta GLU2B_HUMAN 59 kDa 2

86 | Non-specific lipid-transfer protein NLTP_HUMAN 59 kDa 3 3
87 | Keratin, type I cytoskeletal 10 K1C10_ HUMAN 59 kDa 12 16
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88 | Prosaposin SAP_ HUMAN 58 kDa 3 4

89 | Pyruvate kinase PKM KPYM_HUMAN 58 kDa 6 11

90 | Alpha-amylase 1 AMY1_HUMAN 58 kDa 15 8
DnaJ homolog subfamily C member

91 3 DNJC3_HUMAN 58 kDa 8 8

92 | Angiopoietin-1 ANGP1_HUMAN 58 kDa 3

93 | Keratin, type II cytoskeletal 4 K2C4_HUMAN 57 kDa 43 41

94 | Protein disulfide-isomerase PDIA1 HUMAN 57 kDa 22 3

95 | Keratin, type II cytoskeletal 78 K2C78_HUMAN 57 kDa 8 9

96 | Protein disulfide-isomerase A3 PDIA3 HUMAN 57 kDa 3 3
ATP  synthase subunit beta,

97 ATPB_HUMAN 57 kDa 7 5
mitochondrial

98 | Fibrinogen beta chain FIBB. HUMAN 56 kDa 5 5

99 | Phospholipid transfer protein PLTP_HUMAN 55 kDa 3

100 | ERO1-like protein alpha ERO1A_HUMAN 54 kDa 3

101 | Annexin A1l ANX11_HUMAN 54 kDa 4 2

102 | Vitronectin VINC_HUMAN 54 kDa 3 4
Bactericidal permeability-increasing

103 BPI_HUMAN 54 kDa 4 4
protein

104 | Nucleobindin-1 NUCB1_HUMAN 54 kDa 2 3

105 | Vimentin VIME_HUMAN 54 kDa 2 2

106 | Cornulin CRNN_HUMAN 54 kDa 3 3
6-phosphogluconate

107 6PGD_HUMAN 53 kDa 5 2
dehydrogenase, decarboxylating

108 | Clusterin CLUS_ HUMAN 52 kDa 8 8
BPI  fold-containing family B

109 BPIB1_HUMAN 52 kDa 7 13
member 1

110 | Nucleotide exchange factor SIL1 SIL1_ HUMAN 52 kDa 2
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111 | Fibrinogen gamma chain FIBG_HUMAN 52 kDa 4

112 | Serine protease HTRA1 HTRA1_HUMAN 51 kDa 7 7
Heterogeneous nuclear

113 HNRPK_HUMAN 51 kDa 3
ribonucleoprotein K
Isocitrate dehydrogenase [NADP],

114 IDHP_HUMAN 51 kDa 2
mitochondrial
Rab GDP dissociation inhibitor

115 GDIA_HUMAN 51 kDa 2
alpha

116 | Keratin, type II cytoskeletal 80 K2C80_HUMAN 51 kDa 2 2
Aldehyde dehydrogenase, dimeric

117 AL3A1_HUMAN 50 kDa 2 2
NADP-preferring

118 | Nucleobindin-2 NUCB2_HUMAN 50 kDa 2 4

119 | Fibulin-5 FBLN5_HUMAN 50 kDa 2 5

120 | Tubulin alpha-1A chain TBA1A_HUMAN 50 kDa 5 5

121 | Ribonuclease inhibitor RINI HUMAN 50 kDa 2

122 | Tubulin beta-4B chain TBB4B_HUMAN 50 kDa 3 2

123 | Tubulin beta chain TBB5_ HUMAN 50 kDa 6 10

124 | Keratin, type I cytoskeletal 13 K1C13_HUMAN 50 kDa 23 21

125 | Ig mu chain C region IGHM_HUMAN 49 kDa 8 11
BPI  fold-containing family B

126 BPIB2_ HUMAN 49 kDa 2 4
member 2

127 | Transcobalamin-1 TCO1_HUMAN 48 kDa 2

128 | Protein disulfide-isomerase A6 PDIA6_ HUMAN 48 kDa 4 3

129 | Alpha-1-antichymotrypsin AACT_HUMAN 48 kDa 3

130 | Alpha-enolase ENOA_HUMAN 47 kDa 5 2
Creatine kinase U-type,

131 KCRU_HUMAN 47 kDa 2
mitochondrial

132 | Poly(U)-specific endoribonuclease ENDOU_HUMAN | 47 kDa 4
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133 | Alpha-1-antitrypsin ATAT_HUMAN 47 kDa 2 2
134 | Plasminogen activator inhibitor 2 PAI2 HUMAN 47 kDa 2
135 | Transmembrane protease serine 11B | TM11B_HUMAN 46 kDa 3 3
136 | Transmembrane protease serine 11D | TM11D_HUMAN 46 kDa 5 2
137 | Apolipoprotein A-IV APOA4_HUMAN 45 kDa 3
138 | Actin-related protein 2 ARP2_HUMAN 45 kDa 2 2
139 | Phosphoglycerate kinase 1 PGK1_HUMAN 45 kDa 2 3
140 | Serpin B3 SPB3_HUMAN 45 kDa 4 2
141 | Cathepsin D CATD_HUMAN 45 kDa 2
142 | Serpin B13 SPB13_HUMAN 44 kDa 5 3
143 | Keratin, type I cytoskeletal 19 K1C19_HUMAN 44 kDa 2 2
144 | Prolargin PRELP_HUMAN 44 kDa 6
145 | Chitinase-3-like protein 2 CH3L2_HUMAN 44 kDa 2 2
146 | Carbohydrate sulfotransferase 14 CHSTE_HUMAN 43 kDa 2
147 | Protein NDRG1 NDRG1_HUMAN 43 kDa 2 2
148 | Leukocyte elastase inhibitor ILEU_HUMAN 43 kDa 9 3
149 | Serpin B6 SPB6_ HUMAN 43 kDa 3
150 | Serpin B5 SPB5_HUMAN 42 kDa 5 2
151 | Pentraxin-related protein PTX3 PTX3 HUMAN 42 kDa 2
15 Synaptic vesicle membrane protein VAT1 HUMAN 12 KDa 3 )
VAT-1 homolog
153 | Actin, cytoplasmic 2 ACTG_HUMAN 42 kDa 14 13
Protein phosphatase 1 regulatory
154 PP1R7_HUMAN 42 kDa 2
subunit 7
Alcohol dehydrogenase class 4
155 ADH7_HUMAN 41 kDa 4 5
mu/sigma chain
156 | Hsc70-interacting protein F10A1_HUMAN 41 kDa 2
157 | Chondroadherin CHAD_HUMAN 40 kDa 4 5
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Monocyte differentiation antigen

158 CD14_HUMAN 40 kDa 6 6
CD14
159 | Serum paraoxonase/arylesterase 1 PON1_HUMAN 40 kDa 2
160 | Fructose-bisphosphate aldolase A ALDOA_HUMAN | 39kDa 5 2
161 | Alpha-2-HS-glycoprotein FETUA_HUMAN 39 kDa 2
162 | Mucin-7 MUC7_HUMAN 39 kDa 2 2
163 | Renin receptor RENR_HUMAN 39 kDa 2
164 Na()/H(x) exchange - regulatory NHRF1_HUMAN 39 kDa 2
cofactor NHE-RF1
165 | Annexin Al ANXA1_HUMAN 39 kDa 18 16
166 | Annexin A2 ANXA2_HUMAN 39 kDa 15 13
167 | Macrophage-capping protein CAPG_HUMAN 38 kDa 3 3
168 | UPF0762 protein C6orf58 CF058_HUMAN 38 kDa 3 2
169 | Cathepsin B CATB_HUMAN 38 kDa 2
170 | Ig alpha-1 chain C region IGHA1_HUMAN 38 kDa 8 7
171 | Pro-cathepsin H CATH_HUMAN 37 kDa 2
172 | N-acetyl-D-glucosamine kinase NAGK_HUMAN 37 kDa 4
173 | Cathepsin L2 CATL2_HUMAN 37 kDa 2
174 | Annexin A8 ANXA8_HUMAN 37 kDa 3 4
175 | L-lactate dehydrogenase A chain LDHA_HUMAN 37 kDa 2 2
176 | Annexin A3 ANXA3 HUMAN 36 kDa 2 2
Delta-aminolevulinic acid
177 HEM2_HUMAN 36 kDa 2 3
dehydratase
178 | Apolipoprotein E APOE_HUMAN 36 kDa 11
179 | Ig gamma-1 chain C region IGHG1_HUMAN 36 kDa 6 8
180 Glyceraldehyde-3-phosphate T 26 KkDa ; 3
dehydrogenase
181 | Annexin A5 ANXA5 HUMAN 36 kDa 5 2
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182 | Annexin A4 ANXA4_HUMAN 36 kDa 4 4
Malate dehydrogenase,

183 MDHM_HUMAN 36 kDa 5
mitochondrial

184 | Secreted frizzled-related protein 1 SFRP1_HUMAN 35 kDa 2 6

185 | Carbonic anhydrase 6 CAH6_ HUMAN 35 kDa 5 8
Guanine nucleotide-binding protein

186 GBLP_HUMAN 35 kDa 3 3
subunit beta-2-like 1

187 | Intelectin-1 ITLN1_HUMAN 35 kDa 2
Leucine-rich repeat-containing

188 LRC26_HUMAN 35 kDa 4
protein 26

189 | Zinc-alpha-2-glycoprotein ZA2G_HUMAN 34 kDa 7 5
Retinoic acid receptor responder

190 TIG1_HUMAN 33 kDa 3 7
protein 1

191 | Monoglyceride lipase MGLL_HUMAN 33 kDa 2 3
Alpha-soluble ~ NSF  attachment

192 SNAA_HUMAN 33 kDa 2 2
protein

193 | Tropomyosin alpha-3 chain TPM3_HUMAN 33 kDa 2 3

194 | 40S ribosomal protein SA RSSA_HUMAN 33 kDa 4 3
Voltage-dependent anion-selective

195 VDAC2_HUMAN 32 kDa 2
channel protein 2

196 | F-box only protein 50 FBX50_ HUMAN 31 kDa 5 5

297 | Triosephosphate isomerase TPIS_HUMAN 31 kDa 2 2

298 | Apolipoprotein A-I APOA1_HUMAN 31 kDa 11 18
Voltage-dependent anion-selective

299 VDAC1_HUMAN 31 kDa 2 2
channel protein 1

200 | Carbonyl reductase [NADPH] 1 CBR1_HUMAN 30 kDa 2 3

201 | Kallikrein-10 KLK10_HUMAN 30 kDa 6 6

202 | Matrilysin MMP7_HUMAN 30 kDa 2 2
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203 | Ribonuclease T2 RNT2_ HUMAN 29 kDa 2
204 | 14-3-3 protein épsilon 1433E_HUMAN 29 kDa 3 2
205 | Kallikrein-14 KLK14_HUMAN 29 kDa 2
Endoplasmic reticulum resident
206 ERP29_HUMAN 29 kDa 2
protein 29
207 | Kallikrein-1 KLK1_HUMAN 29 kDa 2 2
208 | Cathepsin G CATG_HUMAN 29 kDa 3 5
Proteasome  activator  complex
209 PSME1_HUMAN 29 kDa 2
subunit 1
210 | Neutrophil elastase ELNE_HUMAN 29 kDa 3
211 | 14-3-3 protein gamma 1433G_HUMAN 28 kDa 2
212 | 14-3-3 protein eta 1433F_HUMAN 28 kDa 2
213 | 14-3-3 protein beta/alpha 1433B_HUMAN 28 kDa 3
214 | Myeloblastin PRTN3_HUMAN 28 kDa 2
215 | 14-3-3 protein sigma 14335_HUMAN 28 kDa 15 10
216 | 14-3-3 protein zeta/delta 14337Z_HUMAN 28 kDa 9 4
Serine/arginine-rich splicing factor
217 SRSF1_HUMAN 28 kDa 7
1
218 | Cysteine-rich secretory protein 3 CRIS3_HUMAN 28 kDa 4 4
BPI fold-containing family A
219 BPIA2_HUMAN 27 kDa 8 11
member 2
Chloride intracellular = channel
220 CLIC1_HUMAN 27 kDa 5 4
protein 1
BPI  fold-containing family A
221 BPIA1_HUMAN 27 kDa 3
member 1
Eukaryotic translation initiation
222 IF6_ HUMAN 27 kDa 3 2
factor 6
223 | Galectin-3 LEG3_HUMAN 26 kDa 3 3
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224 | Glutathione peroxidase 3 GPX3_ HUMAN 26 kDa 2

225 | CD9 antigen CD9_HUMAN 25 kDa 2 2

226 | Serum amyloid P-component SAMP_HUMAN 25 kDa 2

227 | Peroxiredoxin-6 PRDX6_ HUMAN 25 kDa 2 2
Charged  multivesicular ~ body

228 CHM4B_HUMAN 25 kDa 3
protein 4b

229 | High mobility group protein Bl HMGB1_HUMAN 25 kDa 7

230 | 60S ribosomal protein L10a RL10A_ HUMAN 25 kDa 6

231 | PITH domain-containing protein 1 PITH1 HUMAN 24 kDa 2

232 | Ras-related protein Rab-14 RAB14_HUMAN 24 kDa 2
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase

233 PPIB_HUMAN 24 kDa 4 4
B

234 | Ras-related protein Rab-2A RAB2A_ HUMAN 24 kDa 2 2

235 | Ras-related protein Rab-7a RAB7A_HUMAN 23 kDa 2 3

236 | Glutathione S-transferase P GSTP1_HUMAN 23 kDa 2 3
ATP synthase subunit O,

237 ATPO_HUMAN 23 kDa 2
mitochondrial

238 | Rho GDP-dissociation inhibitor 1 GDIR1_HUMAN 23 kDa 2

239 | Metalloproteinase inhibitor 1 TIMP1_HUMAN 23 kDa 2 2

240 | Heme-binding protein 2 HEBP2 HUMAN 23 kDa 2
Zymogen granule protein 16

241 7ZG16B_ HUMAN 23 kDa 9 11
homolog B

242 | Proline-rich protein 27 PRR27_ HUMAN 23 kDa 2 3
Neutrophil gelatinase-associated

243 NGAL_HUMAN 23 kDa 4 2
lipocalin

244 | Histone H1.3 H13 HUMAN 22 kDa 2 2

245 | Interleukin-18 IL18 HUMAN 22 kDa 4

246 | Flavin reductase (NADPH) BLVRB_HUMAN 22 kDa 2

67




247 | Peroxiredoxin-1 PRDX1_HUMAN 22 kDa 10 5
248 | Peroxiredoxin-5, mitochondrial PRDX5_HUMAN 22 kDa 5 5
249 | Peroxiredoxin-2 PRDX2_HUMAN 22 kDa 3
250 | Programmed cell death protein 6 PDCD6_HUMAN 22 kDa 4
251 | Transforming protein RhoA RHOA_HUMAN 22 kDa 2 2
252 | Sorcin SORCN_HUMAN 22 kDa 2
253 | Syndecan-4 SDC4_HUMAN 22 kDa 2
ADP-ribosylation factor-like protein
254 ARLSB_HUMAN 22 kDa 2
8B
Ras-related C3 botulinum toxin
255 RAC2_HUMAN 21 kDa 4
substrate 2
Phosphatidylethanolamine-binding
256 PEBP1_HUMAN 21 kDa 2
protein 1
257 | ADP-ribosylation factor 1 ARF1_HUMAN 21 kDa 3 4
258 | 60S ribosomal protein L11 RL11_HUMAN 20 kDa 2 2
259 | ADP-ribosylation factor 6 ARF6_ HUMAN 20 kDa 2 2
260 | Myosin regulatory light chain 12A ML12A_HUMAN 20 kDa 2 4
Actin-related protein 2/3 complex
261 ARPC4_HUMAN 20 kDa 2 2
subunit 4
Translationally-controlled ~ tumor
262 TCTP_HUMAN 20 kDa 3
protein
Serine/arginine-rich splicing factor
263 3 SRSF3_HUMAN 19 kDa 4
264 | Cathelicidin antimicrobial peptide CAMP_HUMAN 19 kDa 2 7
265 | Lipocalin-1 LCN1_HUMAN 19 kDa 3
266 | 40S ribosomal protein S10 RS10. HUMAN 19 kDa 2
267 | S-phase kinase-associated protein 1 SKP1_HUMAN 19 kDa 2
268 | Cofilin-1 COF1_HUMAN 19 kDa 2 2

68




269 | Small proline-rich protein 3 SPRR3_HUMAN 18 kDa 4 4
270 | Immunoglobulin J chain IG]_HUMAN 18 kDa 3 2
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase
271 PPIA_HUMAN 18 kDa 4 3
A
Ubiquitin-40S  ribosomal protein
272 RS27A_HUMAN 18 kDa 3 2
S27a
273 | 60S ribosomal protein L12 RL12. HUMAN 18 kDa 4 6
274 | 40S ribosomal protein 518 RS18 HUMAN 18 kDa 2 3
275 | Myosin light polypeptide 6 MYL6_HUMAN 17 kDa 2 2
276 | Calmodulin-like protein 3 CALL3 HUMAN 17 kDa 4 2
277 | Ribonuclease 4 RNAS4 HUMAN 17 kDa 3 3
278 | Calmodulin CALM_HUMAN 17 kDa 2
279 | Prolactin-inducible protein PIP._ HUMAN 17 kDa 10 9
280 | Angiogenin ANGI_HUMAN 17 kDa 2 2
281 | Lysozyme C LYSC_HUMAN 17 kDa 9 9
Eukaryotic translation initiation
282 IF1AX_HUMAN 16 kDa 2
factor 1A, X-chromosomal
283 | Cystatin-SA CYTT_HUMAN 16 kDa 6 2
284 | Cystatin-SN CYTN_HUMAN 16 kDa 4 2
285 | Cystatin-S CYTS_HUMAN 16 kDa 2
Phospholipase =~ A2,  membrane
286 PA2GA_HUMAN 16 kDa 2
associated
287 | 40S ribosomal protein S19 RS19 HUMAN 16 kDa 2 4
288 | Cystatin-C CYTC_HUMAN 16 kDa 2
Cellular  retinoic  acid-binding
289 RABP2_HUMAN 16 kDa 2 2
protein 2
290 | Fatty acid-binding protein, | FABP5_HUMAN 15 kDa 3 2
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epidermal

291 | Galectin-7 LEG7_HUMAN 15 kDa 2 2
292 | Profilin-1 PROF1_HUMAN 15 kDa 2 3
293 | 40S ribosomal protein S15a RS15A_ HUMAN 15 kDa 2 2
294 | 60S ribosomal protein L22 RL22. HUMAN 15 kDa 2 2
295 | Ig kappa chain V-IV region ]I KV403_HUMAN 15 kDa 2 2
296 | 40S ribosomal protein S12 RS12_ HUMAN 15 kDa 4
297 | Antileukoproteinase SLPI HUMAN 14 kDa 8 6
298 | C-C motif chemokine 28 CCL28_HUMAN 14 kDa 2 2
299 | Histone H2A type 1-D H2A1D_HUMAN 14 kDa 2 2
300 | Histone H2B type 1-K H2B1K_HUMAN 14 kDa 2 3
301 | Beta-2-microglobulin B2MG_HUMAN 14 kDa 5 2
302 | Serum amyloid A-1 protein SAA1_HUMAN 14 kDa 2 4
303 | 40S ribosomal protein S20 RS20_HUMAN 13 kDa 2 2
304 | Protein S100-A9 S10A9_HUMAN 13 kDa 7 6
305 | Ig heavy chain V-III region BRO HV305_HUMAN 13 kDa 2
306 | Myotrophin MTPN_HUMAN 13 kDa 2

307 | Ig heavy chain V-III region GAL HV320_HUMAN 13 kDa 2 2
308 | Matrix Gla protein MGP_HUMAN 12 kDa 4 4
309 | Ig heavy chain V-III region TIL HV304_HUMAN 12 kDa 2 2
310 | C-X-C motif chemokine 5 CXCL5_HUMAN 12 kDa 3 2
311 | Protein S100-A16 S10AG_HUMAN 12 kDa 3

312 | Ig kappa chain V-I region EU KV106_HUMAN 12 kDa 2 2
313 | Ig kappa chain V-III region WOL KV305_HUMAN 12 kDa 2 2
314 | Protein S100-A11 S10AB_HUMAN 12 kDa 2 2
315 | Thioredoxin THIO_HUMAN 12 kDa 7 2
316 | Protein S100-A14 S10AE_HUMAN 12 kDa 2 2
317 | Ig kappa chain C region IGKC_HUMAN 12 kDa 4 5
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318 | Ig lambda-3 chain C regions LAC3_HUMAN 11 kDa 4
319 | Apolipoprotein A-II APOA2 HUMAN 11 kDa 2
320 | Cystatin-B CYTB_HUMAN 11 kDa 4
321 | Protein S100-A2 S10A2_HUMAN 11 kDa 2
322 | Cystatin-A CYTA_HUMAN 11 kDa 6
323 | Protein S100-A8 S10A8_HUMAN 11 kDa 8
204 SH3 domain-binding glutamic acid- SH3L3 HUMAN 10 kDa )
rich-like protein 3

325 | Neutrophil defensin 1 DEF1_HUMAN 10 kDa 4
326 | Protein FAM25A FM25A_HUMAN 9 kDa

327 | 40S ribosomal protein S21 RS21 HUMAN 9 kDa 2
328 | Small proline-rich protein 2B SPR2B_HUMAN 8 kDa 2
329 | 40S ribosomal protein 528 RS28_HUMAN 8 kDa 2

Adicionalmente, se hizo un andlisis del peso molecular de las proteinas
identificadas en las PS formadas en las superficies de esmalte y TiPT, encontrdndose que
el 92.9 % de las proteinas adsorbidas a los sustratos tuvieron pesos moleculares por
debajo de los 100kDa, un dato similar encontramos para las proteinas adsorbidas a los
sustratos TiPT, donde el 90.7 % de las proteinas identificadas tuvieron un peso
molecular por debajo de los 100 kDa. En la Figura 13 se presenta una grafica donde se

muestran las proteinas, identificadas en la PS formada sobre los sustratos evaluados,

organizadas de forma ascendente con base en su peso molecular.
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Figura 13. La grafica muestra las proteinas identificadas en la PS formada sobre los sustratos de
interés (esmalte y TiPT) organizadas de forma ascendente en base a su peso molecular.

La funcién bioldgica asociada a las proteinas identificadas en las muestras de PS
también fue investigada, los hallazgos obtenidos pueden ser visualizados en la Figura

14.

Funcién asociada a las proteinas identificadas en la PS n asociada a las proteinas identificadas en la PS
formada en superficies de esmalte formadTa %n Tguperflaes de TiPT
I

Muerte celular p
1% 2

Adhesion biologica
4%

Molécula estructural
5%

Figura 14. Se muestran las gréficas representativas de las funciones biolégicas asociadas a las
proteinas identificadas por LC-HR-MS/MS en la PS formada sobre las superficies de esmalte y
TiPT.
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El mayor porcentaje de proteinas adsorbidas en ambas superficies (37 %) posee
una funcién de unién. Un 10 % y 7 % de las proteinas adsorbidas al esmalte y TiPT,
respectivamente, estuvieron asociadas con funciones biolégicas importantes como la
regulacién enzimatica. Un 16 % de las proteinas adsorbidas al esmalte y un 15 % de las
proteinas adsorbidas a las superficies TiPT, estuvo asociado a procesos del sistema
inmune. Mientras que el porcentaje de proteinas que estuvo involucrado en procesos de
muerte celular fue del 1 % en la PS formada en superficies de esmalte y TiPT.
Finalmente, es importante recalcar que un 10-11 % del total de proteinas identificadas

poseen una funcién desconocida.

3.2.3 Anadlisis de la ultraestructura de la PS formada sobre las superficies
evaluadas por TEM.

Después de que las superficies, experimental (TiPT) y control (esmalte), fueron
incubadas en la cavidad oral durante 3 min y 2 horas, una pelicula de proteinas
representativa fue establecida en la superficie de los sustratos evaluados, la cual es
mostrada en las imagenes de TEM (Figuras 15 y 16).

Los analisis TEM demostraron la presencia de un material tipo pelicula en todas
las superficies analizadas, la evaluaciéon por TEM revel6 diferencias entre los patrones
de formacion de la pelicula en las superficies de TiPT y de esmalte.

A los 3 min, los especimenes de esmalte expuestos estuvieron cubiertos
completamente por una capa de pelicula continua de morfologia uniforme. La pelicula

observada en las micrografias por TEM se muestra como una capa orgénica delgada
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3 minutos

2 horas

cubriendo la superficie de cada sustrato de esmalte investigado. Dicha pelicula se
observa como una capa de pelicula basal electrodensa de 10 + 2 nm de grosor. Sobre esta
capa basal una capa de pelicula granular menos densa de grosor variable pudo ser
detectada en las superficies de esmalte a los 3 min (15 £ 3 nm) y a las 2 horas (100 + 20.3
nm) de formacion in situ de la pelicula, la diferencia en el grosor de esta segunda capa

de pelicula granular menos densa fue estadisticamente significativa (p< 0.001).

ESMALTE

Figura 15. Micrografias de microscopia electrénica de transmisién (TEM) de la pelicula saliva formada in
situ en las superficies de esmalte posicionadas intraoralmente en las superficies bucales de la zona molar
superior después de la exposicién en periodos de 3 min (A y B) y de 2 horas (C y D). Las superficies de
esmalte fueron removidas durante el procesamiento de los especimenes para andlisis por TEM (*Previa

superficie de esmalte).
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En las micrografias por TEM (Figura 16) se muestra la presencia de una capa
orgénica delgada cubriendo la superficie de cada sustrato de TiPT investigado a los 3
min y a las 2 hrs. Similar a las superficies de esmalte, los especimenes de TiPT
estuvieron cubiertos completamente por una capa de pelicula continua de morfologia
homogénea a los 3 min de formacién in situ de la pelicula. La pelicula se observa como
una capa de pelicula basal electrodensa gruesa de 9 + 1 nm de grosor en contacto con lo
que fueron los sustratos de TiPT. Arriba de esta capa basal, una capa de pelicula
granular menos densa de grosor variable pudo ser detectada en las superficies TiPT a
los 3 min (11 £ 3 nm) y a las 2 horas (70 + 10 nm) las 2 horas de formacion in situ de la
pelicula.

A las 2 horas de formacioén in situ de la PS se pudo observar la presencia de
camulos globulares de polimeros salivales depositados sobre la PS adsorbida en la
superficie de todos los sustratos de TiPT evaluados (flechas). Dichos camulos globulares

tuvieron un promedio de 80 + 30 nm.
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3 minutos

2 horas

TIPT

Figura 16. Micrografias de microscopia electrénica de transmisiéon (TEM) de la pelicula saliva
formada in situ en las superficies de TiPT posicionadas intraoralmente en las superficies bucales de
la zona molar superior después de la exposicion en periodos de 3 min (A y B) y de 2 horas (C y D).
Las flechas sefialan los cimulos globulares de polimeros salivales depositados sobre la PS. Las
superficies de Titanio fueron removidas durante el procesamiento de los especimenes para andlisis

TEM (*Previa superficie de Titanio).

3.2.4 Andlisis del efecto de la PS formada sobre las superficies evaluadas en la

formacion de biopeliculas orales.

La Figura 17 muestra el efecto de la previa formacién de la PS sobre los sustratos

de esmalte y TiPT en los patrones de adhesién bacteriana.

76




— P<0.001 =y

—_

(o))

o
I

—_

IS

o
1

—_

N

o
1

100 - N.S

I-H--I[-l--l-
g
A
=)
=)
Gi

']
o
|

Z
'—_' -IF-II-IJ

Células bacterianas x 107/ mL
S
(e

N
o
|

TiPT TiPT-PS Esmalte Esmalte-PS

Figura 17. Conteos bacterianos totales (células bacterianas x 107/mL) después de 12 horas de
incubacién anaerdbica en las superficies de esmalte y TiPT, con y sin PS adsorbida. Valores
presentados como la ME + EEM.

La adhesion bacteriana se vio influida por la presencia de la PS. En los sustratos en
los que no se permiti6 la formacién de una PS, se observaron mayores conteos de células
bacterianas en comparaciéon con las superficies donde si se form¢6 la PS (esmalte-PS y
TiPT-PS). También se observé que en el grupo de superficies sin PS, la adhesion
bacteriana fue significativamente mayor en los sustratos con mayor rugosidad, angulo
de contacto y punto isoeléctrico (TiPT) (163.06 x 107 células/ mL) en comparacién con las
superficies con menor rugosidad, dngulo de contacto y punto isoeléctrico (esmalte)
(86.15 x 107 células/mL) (p< 0.01).

Por otro lado, en el grupo de superficies donde se permiti6 la formacién de la PS,
una reduccién estadisticamente significativa en la adhesion bacteriana fue observada.

En las superficies TiPT una reduccion de 2.3 veces el conteo de células bacterianas (de
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163.06 x 107 células/mL a 69.53 x 107 células/ mL) fue observada (p< 0.001). Mientras que
en las superficies de esmalte se observé una reduccién estadisticamente significativa en
el conteo de células bacterianas de 86.15 x 107 células/mL a 61.97 x 107 células/mL (p<
0.05), es decir, una reduccién de 1.4 veces el conteo de células bacterianas. En este grupo
de superficies, en las cuales una PS estuvo formada, no se observé una diferencia
estadisticamente significativa entre la cantidad de células bacterianas adheridas a las
superficies de esmalte en comparacién con las superficies de TiPT.

En la Figura 18 podemos observar las micrografias de microscopia confocal
representativas de la formacién de la biopelicula a las 12 horas sobre las superficies de
esmalte y TiPT, con y sin PS adsorbida. Como se puede observar, la mayoria de las
células bacterianas estuvieron tefiidas en verde, de forma que puede ser asumido que
las cepas bacterianas estaban vivas al momento de las observaciones. En general, mas
bacterias pueden ser vistas en los sustratos con mayor rugosidad, &ngulo de contacto y
punto isoeléctrico (TiPT), sin importar si estuvieron o no cubiertos con la PS. Ademas se
pudo confirmar que la presencia de la PS sobre los sustratos de esmalte y de TiPT

provocoé una reduccién en la cantidad de células bacterianas adheridas.
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Figura 18. Imagenes de microscopia confocal de la formacion de biopeliculas después de 12
horas de cultivo a 37°C bajo condiciones de anaerobiosis sobre los sustratos de esmalte y de
TiPT sin PS (A y C, respectivamente) y con la presencia de la PS adsorbida (B y D,
respectivamente). Las imagenes representan la visualizacion de las bacterias adheridas después
del marcaje de las células bacterianas con la tincién live/dead. Barra de escala 10 pm.

Adicionalmente, se muestran los resultados de la evaluacion por TEM de la
biopelicula de 24 horas formada in situ en la cavidad oral del sujeto voluntario, sistémica
y periodontalmente sano. Una biopelicula bacteriana fue establecida en la superficie de

los sustratos evaluados, la cual es mostrada en la siguiente imagen de TEM (Figura 19).
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TiPT

Figura 19. Micrografias de microscopia electréonica de transmisiéon (TEM) de la biopelicua
formada in situ en las superficies de esmalte (A y B) y en las superficies de TiPT (D y E)
posicionadas intraoralmente en las superficies bucales de la zona molar superior por un periodo
de 24hrs. Las superficies de esmalte y TiPT fueron removidas durante el procesamiento de los
especimenes para andlisis TEM (*Previa superficie de esmalte/ TiPT).

En las micrografias por TEM se muestra la presencia de una biopelicula bacteriana
de grosor variable recubriendo la superficie de cada sustrato de esmalte y de TiPT
investigado a las 24 hrs de exposicién intraoral. En las superficies de esmalte esta
biopelicula tuvo un grosor de 3.5 £ 1 um, mientras que en las superficies TiPT el grosor

de la biopelicula fue de 5.3 £ 2 pm.
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4, DISCUSION

El objetivo del presente estudio fue identificar las proteinas presentes en la PS
formada sobre superficies de Ti y de esmalte, asi como determinar su efecto en la
formacion inicial de biopeliculas orales. Para llevar a cabo esto, se realizé un analisis
cuantitativo mediante BCA y cualitativo mediante LC-HR-MS/MS de la composicién
proteica de la PS formada las superficies estudiadas. Y la evaluacion del efecto de la PS
formada sobre los sustratos en la formacion inicial de la biopelicula, se estudié mediante
la cuantificacién de la viabilidad bacteriana y con microscopia de fluorescencia.

A continuacién se discuten los principales hallazgos encontrados en la presente

investigacion.

4.1 Influencia de la rugosidad media (R.), topografia superficial, angulo de contacto y
punto isoeléctrico de las superficies de esmalte y TiPT en la cantidad proteinas
adsorbidas

Se realiz6 un anélisis para correlacionar las caracteristicas fisicas y quimicas de las
superficies, con la cantidad de proteinas presentes en la PS formada sobre ellas.
Con respecto a la Ra de las superficies evaluadas, nosotros identificamos 2.24 veces mas
proteina adsorbida a las superficies menos rugosas (esmalte, Ra ~ 0.06 pm) en
comparacion con las superficies de mayor rugosidad (TiPT, Ra ~ 0.45 um). Aunque
pudiera esperarse que la cantidad de proteina adsorbida en un sustrato se incremente
conforme incrementa la rugosidad superficial, debido a un aumento en el area de

superficie, en la presente investigaciéon no encontramos una correlacién positiva entre
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los valores de Ra con la cantidad de proteinas en la PS formada en los diferentes
sustratos. Lo anterior podria ser explicado al hecho de que solo las caracteristicas
topograficas de una superficie con dimensiones similares a los de las proteinas unidas a
las superficies (~ 10 nm) podrian tener un impacto significaticativo en el incremento de
la adsorcion de proteinas (Rechendorff, et al., 2006).

Por otro lado, con respecto a la hidrofobicidad de una superficie, se sabe que este
parametro tiene una gran influencia en la adsorciéon de proteinas (Luan, et al., 2014).
Mientras que en la teoria de Young la hidrofobicidad empieza en dngulos de contacto
mayores de 90°, estudios mas recientes definen un dngulo de contacto de >65° como
hidrofébico (Vogler, 1998, Vogler, 1999; Yoon, Flinn, & Rabinovich, 1997). La
mojabilidad puede influir en la fuerza de unién, en la conformacién y la orientaciéon de
moléculas de proteina individuales, y en la cantidad total de proteinas unidas a una
superficie, asi como en la composicién total de la pelicula macromolecular que se forma
en una superficie determinada por la adsorciéon selectiva del biofluido respectivo
(Andrade & Hlady, 1986; Wilson, et al., 2005).

En la presente investigacion, identificamos mayor cantidad de proteinas adsorbidas en
las superficies mas hidrofilicas (esmalte, con angulo de contacto de ~43.8°) en
comparacion con las superficies hidrofébicas (TiPT, con dngulo de contacto de ~92.4°).
Se considera que en general, las proteinas tienden a adsorberse preferencialmente en
superficies hidrofébicas en comparacién con las superficies hidrofilicas (Sigal, Mrksich,
& Whitesides, 1998). Sin embargo, de acuerdo a los resultados obtenidos en la presente

investigacion, podria ser que el comportamiento individual de las proteinas vario al
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estar presentes en un biofluido complejo como la saliva, donde pueden ocurrir procesos
como la adsorciéon competitiva y el desplazamiento de proteinas, lo que determina el
perfil de adsorcion final (Noh & Vogler, 2007).

Por otro lado, la composiciéon quimica de ambos tipos de superficies, asi como sus
valores de punto isoeléctrico deben ser considerados. Se sabe que las superficies
metélicas de Ti muestran sitios funcionales en la superficie (6xidos) donde los iones se
pueden adherir, y que son responsables de su punto isoeléctrico. En la presente
investigacion mayor cantidad de proteinas se encontraron adsorbidas a las superficies
de esmalte, las cuales tuvieron un valor de pl més bajo (pI de 3.60 + 0.20) en
comparacion con las superficies de TiPT (pl de 4.27 + 0.01). Los valores del pl para
ambas superficies son muy cercanos, y teniendo en cuenta que a un pH fisiologico de
~6.7, como el de la saliva (Baliga, Muglikar, & Kale, 2013), ambas superficies tienen una
carga negativa, es de esperarse que en este estudio no se haya encontrado una relacién
directa entre la cantidad de proteina adsorbida a cada sustrato y el valor del pI de las
superficies evaluadas. Ademads, teniendo en cuenta que interacciones del tipo
electrostaticas entre los iones cargados es una de las principales rutas de formacién de la
PS en las superficies de los dientes y de otros materiales (Mozes, et al., 1987), la mayor
cantidad de proteinas adsorbidas al esmalte podria ser explicado por la mayor
distribucion de grupos fosfato e iones calcio en las superficies de esmalte en relacién con
la capa de 6xido del titanio. Esto podria resultar en una reducida afinidad entre el Ti y

las proteinas salivales cargadas (Kasemo, 1983; Rolla, 1977).
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4.2 Identificacion de las proteinas presentes en la PS formada sobre las superficies
evaluadas

Con respecto a identidad de las proteinas adsorbidas a las superficies de esmalte y
titanio, mediante a los analisis por LC-HR-MS/MS realizados, se pudieron identificar
329 diferentes proteinas. El método de separaciéon por cromatografia liquida descrito en
este estudio, aument6 la separacién de proteinas, y resulto en un incremento en el
namero de proteinas exitosamente identificadas, en comparacién con estudios previos
(Siqueira, et al., 2007), donde un maximo de 130 diferentes proteinas fueron
identificadas en la PS formada sé6lo sobre superficies de esmalte.

Proteinas como a-amilasa, cistatina SN y lisozima fueron identificadas adsorbidas
tanto en las superficies de esmalte como TiPT, lo cual concuerda con los hallazgos
previamente publicados (Yao, et al., 2003; Yao, Grogan, Zehnder, Lendenmann, Nam,
Wu, Costello, & Oppenheim, 2001) donde mediante analisis de la PS formada in vivo
utilizando una combinacién de separacion electroforética y MALDI-TOF se mostro6 la
presencia de cistatina SN, lisozima y amilasa.

Otro hallazgo importante, fue la identificacién de la proteina albtimina en las
muestras de PS formada en las superficies de esmalte y de TiPT. La albumina es el
principal constituyente en el suero (aproximadamente 60 % de la cantidad total de
proteinas presentes en el suero) (Roach, Farrar, & Perry, 2006), ademas de servir como
un medio de transporte para varios metabolitos y como regulador de la presiéon
osmotica. La adsorciéon de albimina en la superficies de esmalte es de importancia

clinica debido a sus propiedades protectoras en la pelicula salival contra la
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desmineralizacion erosiva de la superficie dental (Jager, et al., 2011). Asimismo, la
albumina es una proteina relevante en aplicaciones de biomateriales y ha sido
identificada en implantes de titanio ex vivo (Rosengren, et al., 1996). La albumina, induce
una respuesta inflamatoria moderada aguda via plaquetas y granulocitos neutréfilos
dentro de segundos a minutos del contacto de la sangre con superficies de materiales
recién implantados (Wettero, Tengvall, & Bengtsson, 2003). Algunas veces una pre-
adsorcion en la superficies de materiales con albumina es hecha para suprimir la
adsorcion no especifica de proteinas del plasma, como el fibronégeno, e interaccién
concomitante con la superficie celular (Pegueroles, et al., 2012; Smith, et al., 2000), de
esta forma, la albumina puede ser considerada una proteina de pasivaciéon (Kottke-
Marchant, et al., 1989).

Las proteinas ricas en prolina (PRPs) acidas tienen una alta afinidad por la
hidroxiapatita y son componentes obligados de la pelicula salival formada in vivo sobre
el esmalte dental (Bennick, Chau, Goodlin, Abrams, Tustian, & Madapallimattam, 1983;
Kousvelari, et al., 1980). Estas proteinas de la pelicula pueden actuar como inhibidores
de precipitaciones inducidas por la superficie de sales de calcio en el esmalte (Bennick,
1977; Hay, Moreno, & Schlesinger, 1979), de esta forma proporcionando homeostasis
mineral en la interface esmalte-saliva. Un hallazgo importante en la presente
investigacion fue la identificaciéon de las PRP 27 y 3 adsorbidas tanto en las superficies
de esmalte como TiPT, dicho hallazgo representa el primer reporte en la literatura de la

presencia de PRPs adsorbidas en superficies de Ti.
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Otro hallazgo relevante fue la identificaciéon de la proteina anhidrasa carbénica 6
adsorbida tanto a los sustratos de esmalte como TiPT. En general, las anhidrasas
carbdénicas catalizan la reaccién reversible CO;+HO—HCO-3+H*, esta reacciéon de
hidratacién del diéxido de carbono en iones bicarbonato y protones es esencial para la
regulacion de la homeostasis del pH, balance de electrolitos y transporte de iones en
mamiferos (Hilvo, et al., 2008). De esta forma, puede ser especulado que la anhidrasa
carbonica salival inmovilizada en la capa de pelicula cataliza y acelera la neutralizacién
de 4cidos, protegiendo, de esta forma, a la superficie de esmalte de la desmineralizacién.
Previamente se ha mostrado que anhidrasa carbénica salival IV se acumulan en la
pelicula de esmalte y atin mantiene su actividad enzimatica (Leinonen, et al., 1999).

También fuimos capaces de identificar proteinas de la matriz extracelular como:
vitronectina y fibronectina, adsorbidas en los sustratos de esmalte y TiPT. La
fibronectina y la vitronectina son proteinas importantes de adhesion celular que median
varios aspectos en las asociaciones célula-matriz extracelular a través de una variedad
de interacciones ligando-integrinas (Ayad, et al., 1998). Las interginas esencialmente son
una tipo de “puente” entre las proteinas de adhesion y el citoesqueleto (Hynes, 1992;
Ruoslahti & Reed, 1994), anclando a las células al biomaterial o a la matriz extracelular.
Ademas, la vitronectina es una proteina importante para la diferenciaciéon osteoblastica
(Salasznyk, et al., 2004), por lo que podria representar un blanco clave para futuras
aplicaciones biomédicas.

Las queratinas son proteinas esenciales en la cavidad oral debido a que la mucosa

oral y gingival son fuentes ricas de estos tipos de proteinas, y han sido previamente
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reportadas en la pelicula adquirida del esmalte (Yao, Berg, Costello, Troxler, &
Oppenheim, 2003). En el presente estudio se identificaron 10 tipos de keratinas, algunas
de ellas previamente reportadas en saliva, en pelicula salival in vivo, suero y epitelio
oral (Hu, et al, 2005; Juhl, Reibel, & Stoltze, 1989; Yao, Berg, Costello, Troxler, &
Oppenheim, 2003). Las queratinas son proteinas también encontradas en la piel y el
cabello y son frecuentemente detectadas como contaminantes debido a la alta
sensibilidad de la tecnologia de espectrometria de masas. En un experimento control
usando un pozo vacio como control, pudimos identificar seis queratinas que no habian
sido reportadas previamente en fuentes orales. Por lo tanto, estas seis queratinas fueron
consideradas posibles contaminantes y fueron excluidas de los resultados.

Dentro de las proteinas diferencialmente expresadas entre los sustratos de esmalte
y TiPT, encontramos que los proteoglicanos: glipican 1 y 4, y sindecan 4 fueron
identificados solo en los sustratos TiPT. Los proteoglicanos glipicanos estan
involucrados en procesos biolégicos fundamentales como en las interacciones célula-
matriz extracelular y en el control de la morfogénesis, diferenciacion y division celular
(Filmus, Capurro, & Rast, 2008). A nivel de sefalizacién, los glipicanos estan
involucrados en la regulacion de las vias de sefalizacion Wnt, del factor de crecimiento
tibroblastico (FGF), Hedgehog (Hh), proteinas morfogenéticas 6seas y del factor de
crecimiento tipo insulina (Filmus, Capurro, & Rast, 2008). Dependiendo del contexto
biolégico, los glipicanos pueden o estimular o inhibir la actividad de sefializacién. Por
otro lado, los sindecanos comprenden el grupo principal de proteoglucanos de heparan

sulfato de la superficie celular (Couchman, 2010). Los sindecanos son importantes

87




durante la regeneraciéon de una variedad de tejidos como: piel, tejido nervioso y vasos
sanguineos.(Chung, et al., 2016). En general, los proteoglucanos poseen una alta carga
negativa debido a la presencia de grupos fosfato en la porcién de polisacaridos no-
ramificados (glucosaminoglucanos) que ellos posen, dicha porciéon muestra una unién
incrementada a los iones Ca?*, los cuales tienen una afinidad mads alta a las superficies
de Ti en comparacién con otros cationes mono- o divalentes, esto podria explicar la alta
afinidad de dichas biomoléculas a las superficies TiPT.

Otra proteina que fue identificada solo en las superficies TiPT fue el fibrinégeno. El
fibrin6geno consiste de tres cadenas polipeptidicas (a, f yy) unidas covalentemente por
enlaces disulfuro (McKee, Mattock, & Hill, 1970), dichas cadenas fueron identificadas en
los sustratos TiPT. El fibrin6geno participa en los procesos de coagulacion sanguinea y
en la interaccion de las plaquetas con superficies de biomateriales (Silvennoinen, et al.,
2010; Silvennoinen, et al., 2011; Silvennoinen, et al., 2008; Xu & Siedlecki, 2007), ademas
de ser muy importante en los procesos de hemostasia y trombosis (Cacciafesta, et al.,
2001). Debido a las funciones biolégicas asociadas al fibrindgeno como al grupo de
proteoglicanos, glipicanos y sindecanos, estas proteinas podrian ser consideradas como
blancos importantes para futuras aplicaciones biomédicas.

Por otro lado, dentro de las proteinas que fueron solo identificadas en las
superficies de esmalte encontramos a heparanasa y lipocalina 1. La heparanasa, es una
enzima (endo-p-D-glucuronidasa) que degrada cadenas laterales de heparan sulfato
(Goldberg, et al., 2013). Se sabe que la heparanasa controla la respuesta inflamatoria en

multiples niveles, incluyendo el secuestro de citosinas/quimiocinas en el espacio
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extracelular, modulacién de las interacciones de leucocitos con el endotelio y con la
matriz extracelular y la iniciacion de una respuesta inmune innata a través de
interacciones con el receptor tipo-toll 4 (TLR4) (Akbarshahi, et al., 2011; Axelsson, et al.,
2012; Johnson, et al., 2002). Por otro lado, las lipocalinas son una familia de proteinas
extracelulares que tipicamente estan involucradas en el transporte de pequefios
compuestos biolégicos, incluyendo vitaminas, hormonas esteroides y varios metabolitos
secundarios (Du, et al., 2015). Las lipocalinas juegan un importante papel en la respuesta
inmune innata a la infeccién bacteriana, los patégenos usualmente obtienen hierro del
huésped mediante la producciéon de sideréforos, los cuales son pequenos compuestos
quelantes de alta afinidad al hierro, para sobrevivir y crecer. Como una defensa, el
huésped produce siderocalinas, las cuales limitan el crecimiento del patégeno mediante
la intercepcién de siderdforos, previniendo la liberaciéon del hierro al patégeno. Las
siderocalinas son un subgrupo de unién a sideréforos , y de ellas incluye la lipocalina 1
(Correnti & Strong, 2012).

Otras proteinas que fueron identificadas solo en las superficies de esmalte son las
catepsinas D y B. La catepsina D es una endopeptidasa aspértica lisosomal soluble
(Kornfeld, 1990). Dentro de las funciones fisiolégicas que se atribuyen a la catepsina D
se encuentran la degradaciéon metabdlica de proteinas intracelulares, activacion y
degradacion de enzimas polipeptidicas y factores de crecimiento, activacion de
precursores enzimaticos, asi como regulador de la muerte celular programada (Baechle,
et al., 2006; Bankowska, et al., 1997; Egberts, et al., 2004; Guicciardi, Leist, & Gores,

2004). Por otro lado, la catepsina B, proteasa de cisteina que es expresada

89




constitutivamente, esta involucrada en el recambio de proteinas (Mohamed & Sloane,
2006).

Finalmente proteinas como cistatinas S, A y C, también fueron solo identificada en
las superficies de esmalte. Las cistatinas son un grupo de proteinas presentes en saliva
que tienen propiedades antimicrobianas. Ellas estan involucradas en la regulaciéon de la
degradacion de proteinas en sitios de inflamacién o infeccién microbiana (Baron,
Barrett-Vespone, & Featherstone, 1999) debido a que son inhibidores potentes de las
peptidasas de cisteina como: catepsina B y L. La inhibicién de estas enzimas reduce la
actividad proteolitica de bacterias y virus (Baron, Barrett-Vespone, & Featherstone, 1999;
Dickinson, 2002a; Dickinson, 2002b). Se ha reportado que diferentes isoformas de
cistatinas (S, SN1, SN2 y SA-III, precursoras de la pelicula) son identificadas sé6lo en la
pelicula de voluntarios libres de caries (Vitorino, et al., 2006), lo cual sugiere un papel

protector de estas proteinas contra la caries.

Aunque se sabe que la adsorcién selectiva de proteinas puede ser controlada por
medio del cambio de las caracteristicas de la superficie sobre la cual se adsorban, como
la quimica (Roach, Farrar, & Perry, 2005; Srivastava, et al., 2005) o la topografia
superficial (Lundqvist, Sethson, & Jonsson, 2004), la extensién a la cual estos factores
contribuyen al control de la conformacion, y de esta forma a los patrones de adsorcién a
las distintas superficies no es completamente entendido. Se sabe, por ejemplo, que la
rugosidad de una superficie puede influir de forma importante en los patrones de

adsorcion de proteinas. Al respecto dos factores importantes deben tenerse en cuenta,
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primero, como previamente se ha reportado, s6lo valores de Ri en el rango de
nanémetros (~30 nm) pueden modificar significativamente la afinidad de adsorcién de
diferentes proteinas (Roach, Farrar, & Perry, 2006). Teniendo en cuenta que los valores
de Ra de las superficies evaluadas en el presente estudio se encuentran fuera del valor
limite antes mencionado, se podria sugerir que el parametro de rugosidad no tuvo una
influencia significativa en la afinidad diferencial de las proteinas identificadas entre las
superficies evaluadas.

El segundo factor que debe tenerse en cuenta es que un incremento en la rugosidad
incrementada implicaria un incremento en la hidrofobicidad de la superficie. La relacion
entre rugosidad y mojabiliad de una superficie fue establecida por Wenzel en 1936,
cuando reporté que una superficie quimicamente hidrofébica llegara a ser incluso mas
hidrofébica cuando la rugosidad de la misma incrementa (Wenzel, 1936). De esta forma,
tanto la hidrofobicidad de las superficies como la hidrofobicidad de las proteinas
presentes en el sistema evaluado son de importancia crucial.

La exposicion de wuna proteina hidrofébica al agua es energéticamente
desfavorable. La entalpia de esta interacciéon es pequefia y negativa, por lo que la
energia libre de Gibbs incrementard como resultado de la contribucién entrépica
negativa (AG=AH-TAS). Conforme una molécula de proteina interacciona con una
superficie, la energia del sistema es minimizada. Aqui ocurre un cambio positivo en la
entropia durante la pérdida de agua de la proteina y de la superficie. Cuando la
superficie es hidrofébica, la adsorcién es incluso energéticamente mas favorable. Se

espera que la interaccion de una proteina con una superficie hidrofébica sea mayor en
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comparacion con una superficie hidrofilica, a menos que la proteina en cuestion
contenga pocas regiones hidrofébicas en su superficie. La exclusion del agua también
permite que una mayor proporcion de proteinas interacttien con la superficie, lo cual
puede ayudar a explicar un mayor cambio conformacional de proteinas, como la
albaimina y el fibrindégeno, en superficies hidrofébicas (Kidoaki & Matsuda, 1999; Sigal,
Mrksich, & Whitesides, 1998).
En la adsorcién, la proteina distorsionard su estructura para maximizar cualquier
interaccién superficial con el sustrato. El grado de cambio conformacional dependera,
por lo tanto, de las interacciones individuales superficie-proteina y de las fuerzas de
unién internas que mantienen a la proteina en su conformacion particular (grado de
flexibilidad) (Roach, Farrar, & Perry, 2005). La conformacién de las proteinas dicta las
posibles interacciones proteina-proteina una vez que éstas estdn adsorbidas en la
superficie, esto podria explicar la adsorcién diferencial de proteinas identificadas en las
diferentes superficies evaluadas en el presente estudio. De esta forma encontramos que
aunque el proteoglunano de heparan sulfato PGBM de 469 kDa fue identificado tanto en
las superficies de esmalte como TiPT, s6lo mostré interaccién con los proteoglucanos
glipican 1 y 4, y con sindecan 4, proteinas identificadas solo en superficies TiPT.
Asimismo, la proteina albimina, identificada en ambos tipos de superficies, mostr6
interaccion con proteinas como catepsinas D y B, asi como cistatinas S, A y C, proteinas
identificadas s6lo en superficies de esmalte.

Finalmente, el hecho de que la naturaleza quimica de las superficies evaluadas

sea completamente diferente, sugiere que los grupos funcionales expuestos en ambas
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superficies jugaron un papel importante en la adsorciéon selectiva de las proteinas
identificadas en el presente estudio. Por un lado, las superficies metdlicas (6xidos) TiPT
exponen grupos -OHz*superficiales (Sakiyama, et al., 2004), mientras que las superficies
de esmalte, compuestas principalmente de sales de calcio y fosfato (hidroxiapatita),
exponen grupos PO43- y Ca?*superficiales.

Debido a la que cinética y la energética de la adsorcién de proteinas son complejas,
no existe una Unica estrategia experimental o tedrica que pueda proporcionar una
explicaciéon completa del proceso de adsorcién selectivo de proteinas. En lugar de esto,
dicho fenémeno debe ser abordado usando varias herramientas complementarias que
juntas definan el curso-temporal del proceso de adsorcién y los tiempos asociados a los
cambios conformacionales y estructurales de la pelicula adsorbida. En estudios futuros,
la utilizacién de herramientas como la espectroscopia infrarroja con dngulos rasantes
(GA-FTIR, acrénimo de Grazing Angle Infrared Spectroscopy:) nos proporcionaria
informacién importante sobre los cambios conformacionales, tras la adsorcion, de
proteinas de interés.

Hasta donde sabemos, es la primera vez que se reporta la adsorcion diferencial de
las proteinas antes mencionadas entre las superficies de esmalte y de TiPT evaluadas

dentro del mismo sistema.
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4.3 Ultraestructura de la PS formada sobre las superficies evaluadas

Mediante el andlisis por TEM pudimos observar la presencia de una capa
electrodensa libre de bacterias recubriendo las superficies de esmalte y de TiPT desde
los 3 min de incubacién en boca. En las micrografias de la PS de 2 hrs formada sobre los
sustratos de interés fue evidente ademas la presencia de una segunda capa de pelicula
de grosor variable laxamente organizada de tipo esponjosa recubriendo externamente la
capa electrodensa en contacto cercano con la superficie respectiva (esmalte o TiPT).

En la presente investigacion fue posible la deteccién de globulos de grosor variable
en la PS de 2hrs formada sobre las superficies TiPT, tales observaciones indicarian que la
formacion de la PS es principalmente causada por la adsorciéon de agregados de proteina
mas que por biopolimeros salivales individuales. Dicho hallazgo concuerda con
publicaciones previas que indican que la pelicula formada in situ sobre periodos de 30-
120 min revela una textura superficial globular compleja con didmetros de las
estructuras tipo glébulos adsorbidas que varian entre 80 y 200 nm (Deimling, et al., 2004;

Hannig, et al., 2001).

4.4 Efecto de la PS formada sobre las superficies evaluadas en la formacion de
biopeliculas orales

El reconocimiento de que las biopeliculas microbianas son un factor importante
asociado con el fallo de los implantes dentales (Esposito, Hirsch, Lekholm, & Thomsen,

1998b), nos llevé a plantearnos el objetivo de analizar el efecto de la PS formada sobre
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superficies de TiPT en la formacién de biopeliculas orales y comparar este mismo
fenémeno con el esmalte.

Se sabe que las propiedades fisico-quimicas de la superficie de los materiales
(topografia, rugosidad, energia superficial, etc. de la superficie), de las bacterias mismas
(carga e hidrofobicidad de la superficie, etc.) y del ambiente adyacente (temperatura,
composicion y pH del medio, etc.) contribuyen a los procesos iniciales de adhesion
bacteriana (An & Friedman, 1998; Merritt & An, 2000). Sin embargo, el hecho de que
todas estas propiedades fisico-quimicas estén interrelacionadas, hace dificil dilucidar del
efecto individual de cada una de estas propiedades en el proceso de adhesion bacteriana
(Boulangé-Petermann, 1996).

En el presente estudio, fue evidente que los patrones de adhesién bacteriana
observados en los diferentes tipos de superficies variaron con relaciéon a las
caracteristicas de los sustratos y sobre todo a la presencia o ausencia de la PS adsorbida
sobre las superficies evaluadas. Esto es consistente con otros estudios que muestran el
efecto del medio ambiente en la adhesion de especies selectivas de la microbiota oral
(Almaguer-Flores, Olivares-Navarrete, Wieland, Ximenez-Fyvie, Schwartz, & Boyan,
2012; Martinez-Hernandez, Olivares-Navarrete, & Almaguer-Flores, 2014).

Con respecto al efecto de la PS en la formacién de la biopelicula, encontramos que
mientras que en ausencia de una PS formada sobre los sustratos de esmalte y TiPT, los
valores de rugosidad promedio e hidrofobicidad principalmente, pudieran tener una
correlacion directa en la cantidad de bacterias adheridas, la presencia de una PS

formada sobre los sustratos evaluados (esmalte y TiPT) anulé dicha correlacion. Las
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caracteristicas de una superficie son rapidamente alteradas tras la adsorciéon de la
pelicula acondicionante (Hori & Matsumoto, 2010; Percival, et al., 2011). Sabemos que en
un ambiente acuoso la pelicula acondicionante que se forma inmediatamente después
del contacto con la superficie cambiara las propiedades del substrato y afectara
directamente la adhesion bacteriana (Whitehead & Verran, 2009). De esta forma, en los
sustratos de esmalte y TiPT en los cuales una PS estuvo presente, la adhesion bacteriana
disminuy¢ significativamente, observandose conteos de células bacterianas a las 12 hrs
de incubacién anaerdbica similares entre ambos tipos de sustratos. Este hallazgo
enfatiza la capacidad protectora de la formacién de la PS sobre los sustratos evaluados.
Cuando la PS estuvo ausente, encontramos que la rugosidad e hidrofobicidad
jugaron un papel importante en los diferentes patrones de adhesiéon bacteriana
observados en las superficies evaluadas. Con respecto a la rugosidad de superficie, los
valores limite que pudieran modular la adhesioén bacteriana no han sido claramente
definidos. En odontologia, la formacién incrementada de placa bacteriana ha sido
reportada para valores de rugosidad superiores a 0.2 pm (Bollen, Lambrechts, &
Quirynen, 1997). Sin embargo, nano-modificaciones superficiales tridimensionales que
puedan satisfacer la rugosidad necesaria para prevenir la colonizacién bacteriana y
simultdineamente mejorar la integraciéon de tejido duro y blando, requerimientos
importantes en sitios transgingivales de implantes dentales, han sido dificiles de lograr.
En este estudio, cuando las bacterias fueron cultivadas en las superficies de esmalte y
TiPT, sin la previa adsorcion de proteinas salivales, se observé una mayor cantidad de

bacterias en los sustratos con mayor rugosidad (TiPT, Ra: 0.45 + 0.07 um). De esta forma
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una correlacién positiva entre la rugosidad de la superficie y la adhesion bacteriana in
vitro fue demostrada.

Con respecto al efecto de la mojabilidad de las superficies en la adhesion
bacteriana, previamente se ha reportado que la adhesién bacteriana se ve incrementada
en superficies hidrofébicas (Pringle & Fletcher, 1983). Dicha preferencia por superficies
hidrofébicas ha sido reportado para especies como Staphylococcus epidermidis y
Staphylococcus aureus (Gerson & Scheer, 1980). Se considera que materiales hidrofébicos
son mas susceptibles a la adhesiéon bacteriana en comparaciéon con los materiales
hidrofilicos (Merritt & An, 2000). Sin embargo, esta observacién parece depender de la
cepa bacteriana que estd siendo estudiada. Al respecto, Boulangé-Petermann et al.,
observaron que no hay una correlaciéon directa entre la adhesion de Streptococcus
thermophiles y la mojabilidad de una superficie (Boulangé-Petermann, Baroux, & Bellon-
Fontaine, 1993). De esta forma, dependiendo de la hidrofobicidad tanto de la bacteria
como de la superficie, las bacterias se adhieren de forma diferente a materiales con
diferentes hidrofobicidades (Fletcher & Loeb, 1979; Hogt, et al., 1983; Satou, et al., 1988).
En el presente estudio una correlacion positiva entre la hidrofobicidad de la superficie,
en ausencia de PS adsorbida, y el incremento en la adhesion bacteriana fue observada,
ya que mayores conteos bacterianos fueron observados en las superficies hidrofébicas
(TiPT, &ngulo de contacto: 92.4 + 0.1°).

Con respecto al efecto del punto isoeléctrico de las superficies evaluadas en la
adhesion bacteriana, encontramos que de acuerdo a los valores de pl identificados en

ambas superficies, éstas tienden a comportarse de forma similar, es decir, negativamente

97




cuando se encuentran rodeadas por una solucién con un pH fisiol6gico (Parks, 1965)
como la saliva, por lo tanto no se encontré una correlaciéon directa entre esté parametro
en las diferencias en la adhesion bacteriana observadas en los sustratos evaluados.

Por otro lado, mediante los anélisis por TEM de la biopelicula de 24hrs formada in
situ sobre los sustratos evaluados, una mayor adhesion bacteriana sobre los sustratos de
TiPT fue observada.

A partir de estos hallazgos se podria hipotetizar que el efecto inhibidor de la
formacion de la PS sobre los sustratos evaluados parace ser crucial durante las etapas
iniciales de formacion de la biopelicula (a las 12 hrs), mientras que el desarrollo de una
biopelicula considerada madura (24 hrs) depende principalmente de las interrelacién
bacterianas dentro de la biopelicula y de los elementos de defensa del huésped, sin
embargo, teniendo en cuenta que diferentes técnicas analiticas fueron utilizadas, se

requiere de estudios posteriores para poder resolver dicha hipétesis.
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5. CONCLUSIONES

En el presente estudio se pudo observar que la composicion quimica de los
sustratos evaluados, asi como la rugosidad e hidrofobicidad de los mismos
tuvieron una mayor influencia en la adsorcion de proteinas que los valores de pl
de las superficies. Mayor cantidad de proteinas fueron identificadas en las

superficies de esmalte en comparacién con las superficies TiPT.

La formacion de la PS result6 ser un proceso altamente selectivo. De todas las
proteinas identificadas, el 21.27% estuvo presente exclusivamente en las
superficies de esmalte, mientras que el 10.33% estuvo presente exclusivamente en
las superficies TiPT, el porcentaje restante (68.4%) estuvo presente en ambas
superficies. Algunos proteoglicanos identificados exclusivamente en los sustratos
TiPT podrian representar blancos potenciales para futuras aplicaciones
biomédicas.

La presencia de glébulos distribuidos homogéneamente sobre la PS laxamente
unida, formada sobre las superficies TiPT indica la adsorcion de agregados
proteicos.

La presencia de la PS formada sobre los sustratos de esmalte y TiPT, mostr6 ser
un factor crucial disminuyendo la cantidad de bacterias sobre los sustratos
evaluados, independientemente de la rugosidad e hidrofobicidad de las
superficies. Mientras que en ausencia de PS sobre los sustratos de esmalte y de

TiPT, la rugosidad promedio y la mojabilidad de la superficie mostraron ser los
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factores cruciales para el incremento de la formaciéon de la biopelicula en las

superficies mas rugosas (TiPT).

100




6. PERSPECTIVAS DEL ESTUDIO

En este estudio se realiz6 el hallazgo de 329 proteinas presentes en la PS formada
sobre superficies de esmalte y titanio, e interesantemente se encontraron proteinas (10 %
aproximadamente), de las cuales se desconoce hasta ahora su funcién fisiologica.

Esto hace necesario pensar en estudios adicionales para comprender las funciones
de estas proteinas y de todas las proteinas identificadas en procesos biol6gicos
relacionados con la integraciéon de biomateriales metalicos con el huésped, asi como
ensayos adicionales para dilucidar el mecanismo de adsorciéon de las proteinas
identificadas en la PS formada sobre los sustratos evaluados.

Por otro lado, también son necesarios mds estudios para entender el papel
particular que juegan las proteinas de la PS en la adhesién bacteriana y formacion de
biopeliculas. De esta forma, mediante la utilizacion de que técnicas de identificacién
bacteriana, se podria llegar a una mejor comprension de la interacciéon que existe entre
los componentes naturales de la PS con las especies bacterianas involucradas con el
desarrollo de infecciones asociadas a dispositivos biomédicos con la intencién de
contribuir al desarrollo de tratamientos preventivos/terapéuticos que permitan modular

la colonizacién bacteriana sobre biomateriales metalicos.
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8. ANEXOS

8.1 Consentimiento Informado

A continuacién se muestra una copia del consentimiento informado que fue
proporcionado a cada sujeto donador de las muestras de saliva que participaron en el

presente estudio.

INVESTIGADOR RESPONSABLE: Dra. Argelia Almaguer Flores

CLINICO RESPONSABLE: M. Cs. Miryam Martinez Herndndez.

INSTITUCION: Divisiéon de Estudios de Posgrado e Investigacién de la Facultad de

Odontologia, UNAM.
TELEFONO: 5622-5565 (horas y dias hébiles).

TITULO DEL PROYECTO: IDENTIFICACION DE PROTEINAS EN LA PELICULA SALIVAL
ADQUIRIDA HUMANA FORMADA SOBRE SUPERFICIES DE
TITANIO Y SU EFECTO EN LA FORMACION INICIAL DE

BioPeLICULAS (IACOD # 11201711).

INVITACION A PARTICIPAR: Usted estd invitado a participar en un estudio de
investigaciéon que analiza las proteinas presentes en la saliva, evaluando como se pegan
estas proteinas a superficies presentes en la boca y su efecto en la adhesion de bacterias

de la boca.
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PROPOSITO: Usted debe entender que los objetivos del estudio son determinar la
identidad y cantidad de proteinas presentes en la saliva de personas con diferentes tipos
de enfermedades de las encias y relacionar la presencia de estas proteinas pegadas en

superficies de la boca con la adhesion de ciertas bacterias orales.

PROCEDIMIENTOS: Usted debe entender que para participar en el estudio no debe
padecer ninguna enfermedad sistémica (incluyendo: diabetes, VIH, enfermedades
autoinmunes, etc.) ni estar tomando algtin medicamento y no ser fumador actual (por lo
menos un afio antes). Debe tener por lo menos 20 dientes naturales en la boca, no puede
haber recibido una limpieza dental profesional en el dltimo mes y no puede haber
tomado ningtn tipo de antibidtico en los Gltimos 3 meses. Asimismo, en el caso de ser

mujer, no puede estar embarazada ni lactando.

Usted debe entender que su participacion en este estudio de investigacion requiere uno

o mas de los siguientes procedimientos:

e La realizacién de una evaluacién periodontal completa, la cual consistird en
medir la profundidad de las pequenas “bolsas” que se encuentran entre sus
dientes y sus encias. Estas medidas serdn tomadas con un instrumento especial
llamado sonda que sera introducido en dichas “bolsas” en 6 lugares diferentes
alrededor de cada diente de su boca. Este es un procedimiento de rutina
ampliamente utilizado en la practica dental. Ademas de lo anterior, se le realizara
una evaluacién general de la salud de sus encias para saber si sangran, si estan

inflamadas, si estdn enrojecidas, etc.
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e La obtenciéon de algunos de sus datos generales y médicos, lo cual consistira en
el llenado de una historia clinica con preguntas que le seran leidas por el clinico
que lo atienda y la medicién de su peso, estatura, presiéon sanguinea, pulso y
porcentaje de grasa corporal.

e La toma de aproximadamente 5 mL de saliva, lo cual se realizara en la mafana
(de 9:00 a 11:00 horas). Para dicho procedimiento se le solicitara que el dia de la
toma de la muestra no haya comido 2 horas previas a la toma de la muestra, asi
como que haya realizado el lavado de sus dientes 2 horas previas. Se le pedira
que después de permanecer 15 minutos sentado, escupa en un dispositivo, el cual
serd entregado por el clinico encargado del procedimiento, hasta lograr la
recoleccion de 5 mL de su saliva. Este procedimiento no debe causarle dolor o

molestias durante todo el procedimiento.

Usted debe entender que todos los procedimientos seran realizados en un maximo de
dos vistas que tendran una duracién maxima de 2 horas y que en este estudio

participaran 10 (diez) personas.

Usted debe entender que su participacion en el estudio no implica que sera sometido a
ningtn tratamiento diferente o adicional a aquellos tratamientos que su clinico tratante

considere necesarios para su caso.

RIESGOS: Usted debe entender que los riesgos que usted corre con su participacion en

este estudio son minimos. La evaluacién periodontal que se le realizara es la misma que
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realiza cualquier dentista para determinar la salud de sus encias. Las muestras de placa
se tomaran siguiendo procedimientos similares a los que se realizan durante una
limpieza dental, y la muestra de saliva no debe causarle molestia alguna durante el

procedimiento.

Debe entender que todos los procedimientos serdn realizados por profesionales
calificados y con experiencia, utilizando procedimientos de seguridad aceptados para la
préctica clinica. Todo el personal que le atenderd utilizard guantes desechables, bata y
cubrebocas para su propia proteccién y la de usted. Todos los materiales e instrumental

que serdn utilizados serdn desechables y/o estardn esterilizados para su proteccion.

BENEFICIOS: Usted debe entender que su participacion no le proporcionard ningan
beneficio inmediato ni directo. Sin embargo, gracias a su participacion, se obtendra
informacién nueva y mas extensa sobre las causas de las infecciones en los implantes
dentales, lo cual podria ayudar en un futuro al desarrollo de mejores implantes dentales

que tengan un tiempo de vida mas largo en la boca de los pacientes.

COMPENSACIONES: Usted debe entender que no existe ninguna compensaciéon

monetaria por su participacién pero que tampoco incurrird en ningtin gasto adicional.

CONFIDENCIALIDAD: Usted debe entender que toda la informacién que sea obtenida
tanto en sus historiales clinicos como en el anélisis de sus muestras sera mantenida en
estricta confidencialidad. Asi mismo, si cualquier publicacién resultara de esta

investigacion, no se le identificara jamas por nombre.
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RENUNCIA/RETIRO: Usted debe saber que su participacion en el estudio es
totalmente voluntaria y que puede decidir no participar o retirarse del estudio en
cualquier momento, sin que esto represente algin perjuicio para su atencién dental
presente ni futura en las clinicas de la Facultad de Odontologia de la UNAM. También
debe entender que si cualquiera de los responsables de este estudio decidieran no

incluirle en la investigacién, pueden hacerlo si asi lo creyeran conveniente.

DERECHOS: Usted tiene el derecho de hacer preguntas y de que éstas le sean
contestadas a su plena satisfaccion. Puede hacer sus preguntas en este momento, antes
de firmar la presente forma o en cualquier momento en el futuro. Si desea mayores
informes acerca de su participacion en este estudio de investigacion o sobre sus
derechos como sujeto de estudio, puede contactar a cualquiera de los responsables
llamando al nimero de teléfono que se encuentra en la parte superior de la primera

pagina de esta forma.

ACUERDO: Al firmar en los espacios provistos a continuacién usted constata que ha
leido y entendido esta forma de consentimiento y que estd de acuerdo con su

participacion en este estudio. Al terminar la visita recibird una copia de esta forma.

Este estudio estd realizado bajo la guia de la Declaracion de Helsinki

(www.conamed.gob.mx/prof_salud/pdf/helsinki.pdf), y aprobado por el comité de

ética para estudios en humanos de la Divisién de Estudios de Posgrado e Investigacion

de la Facultad de Odontologia de la Universidad Nacional Auténoma de México.
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Nombre del Paciente Firma del Paciente Fecha
(Dia/mes/afio)
Nombre del Clinico Responsable Firma del Clinico Fecha
Responsable
(Dia/mes/afio)
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8. 2 Publicaciones derivadas del presente estudio

Las publicaciones derivadas del presente estudio son las siguientes:

A. Martinez-Hernandez M, Almaguer-Flores A. Salivary Protein Adsorption and
Bacterial Adhesion on Microstructured Titanium Surfaces. | Dent Res 91 (Spec Iss

B): 3070, 2012 (www.dentalresearch.org).

B. Martinez-Hernandez M, Olivares-Navarrete R, Almaguer-Flores A. Influence of
the Periodontal Status on the Initial-Biofilm Formation on Titanium Surfaces. Clin
Implant Dent Relat Res 2016 Feb; 18(1):174-81.

C. Martinez-Hernandez M, Almaguer-Flores A. Effect of the Protein Adsorption on
Titanium Dental Implant Surfaces on the Colonization of Periodontal Bacteria. |

Prosthodont Res 2017 (en espera de respuesta).
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