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ABSTRACTO

Objetivo: Comparar las propiedades estructurales y antibacterianas de un implante dental
comercial tratado con laser (No-Itis®) con las de un implante tradicional con arenado y
grabado con acido (SLA). Materiales y métodos: La topografia de la superficie y la
composicion elemental de las superficies del implante se analizaron mediante una
microscopia electronica de barrido (SEM) aparejada a espectrometria de rayos X
dispersiva (EDX). Las propiedades antibacterianas de los implantes se probaron contra
Aggregatibacter actinomycetemcomitans. También se analizaron la capacidad de
adsorciéon de proteinas y la bioactividad en el fluido corporal simulado (SBF) de las
superficies del implante. Resultados: El implante tratado con laser presenta una
topografia constituida por concavidades lisas y uniformes de ~ 30 um de diametro, libre de
alteraciones inducidas por el laser y elementos e impureza. La superficie texturizada con
laser demostrd reducir significativamente (p= 0,0132) hasta alrededor de un 61% el
crecimiento bacteriano en comparacién con el implante SLA, que se encontré asociado a
una adhesion reducida de proteinas en la superficie laser. No se detectaron depésitos
minerales relacionados con la apatita en las superficies incubadas con SBF. Conclusion:
La superficie lisa disefiada con laser exhibe un efecto antimicrobiano que disminuye el
crecimiento de biopelicula bacteriana en su superficie, lo que podria contribuir a reducir el

INTRODUCION

El éxito de la rehabilitacion oral con implantes dentales de titanio depende en gran
medida del grado de oseointegraciéon en la interfaz metal-hueso, asi como del
tratamiento de las infecciones periimplantarias. A este respecto, se han utilizado
varias técnicas de modificacion de la superficie de los implantes de titanio como
estrategia para mejorar las propiedades de oseointegracion y prevenir infecciones.
La periimplantitis es la enfermedad inflamatoria caracterizada por la infeccién
bacteriana y el proceso destructivo que afecta a los tejidos blandos y duros alrededor
de los implantes oseointegrados, lo que lleva a la pérdida del hueso de soporte (1,2).
Para reducir la formacion de biopeliculas en la superficie del implante, se han
explorado recubrimientos antibacterianos cargados con antibioticos (3), clorhexidina
(4) o nanoparticulas de plata (5). Otro enfoque consiste en el disefio de implantes de
titanio con diferentes texturas superficiales y topografias. La reduccion de la
rugosidad y la energia libre superficial en los implantes ha mostrado una correlacion
positiva con la inhibicion de la adhesion bacteriana (6). Por lo tanto, se estudian y
utilizan diferentes técnicas para fabricar implantes dentales de titanio con textura
controlada que incluyen superficies lisas-maquinadas, arenadas, grabadas con
acido y pulverizadas con plasma. El laser funde y modifica la textura de los implantes
de titanio, produciendo superficies extremadamente puras, ordenadas y uniformes
(7,8). El texturizado con laser reemplaza un proceso aleatorio (p.ej.; arenado,
grabado) por uno digital. Los pulsos de luz laser permiten estructurar la superficie de
un implante de titanio con un patrén preciso y repetible y permite tanto a los
disefiadores de productos como a los fabricantes disefiar y cumplir con las
especificaciones de rugosidad mas exigentes. Actualmente, se estan introduciendo
en el mercado implantes dentales con superficies laser manipuladas por robot (9). Se
han propuesto superficies disefiadas con laser para mejorar las propiedades
mecanicas, quimicas y biolégicas de los implantes dentales. Las topografias de
superficie pueden promover la union y diferenciacion celular, mejorando asi las
propiedades de oseointegracion (10). Ademas, se han propuesto superficies mas
lisas producidas por el tratamiento con laser para reducir la formacion de biopeliculas
y en consecuencia, disminuir el riesgo de periimplantitis (11). Sin embargo, existe
poca evidencia sobre las propiedades antimicrobianas de los implantes texturizados
con laser contra patdégenos periimplantarios, asi como estudios comparativos con
superficies irregulares producidas mediante tratamientos de superficie
convencionales.

En este trabajo, las propiedades estructurales, de composicién y antibacterianas de
un implante comercial tratado con laser se comparan sistematicamente con las de un
implante arenado y grabado con acido (SLA). Las propiedades antibacterianas se
evallan contra Aggregatibacter actinomycetemcomitans, una bacteria
periimplantaria representativa (12)

riesgo de periimplantitis
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MATERIALES Y METODOS

El trabajo actual corresponde a un enfoque cuantitativo, cualitativo y estudio
experimental comparativo in vitro.

Caracterizacion superficial de implantes dentales.

Se estudiaron Implantes dentales monofasicos (Ihde Dental AG, Suiza) fabricados con
aleacion de titanio grado 5 (Ti6Al4V-ELI). Se compararon implantes con texturizacion
laser (No-Itis®) (laser) y tradicionales con doble arenado / grabado acido (SLA). Los
implantes dentales tenian una espira de implante endodsea de 3,2 / 3,7 mm y una
longitud endodsea de 15 mm.

La topografia de la superficie de los implantes se analiz6 mediante microscopia
electrénica de barrido (SEM) en un microscopio JEOL JSM-IT300LV. Se adquirieron
imagenes SEM representativas a 30, 120, 350 y 800 X de aumento con un voltaje de
aceleraciéon de 20 kV. El mapeo de la composicion de resolucion atébmica en las
superficies del implante se realizé mediante espectrometria de rayos X de dispersion de
energia (EDX) (Aztec EDS, Oxford Instruments) acoplada al microscopio SEM. Se
analizaron las superficies de un total de cinco implantes de cada tipo, y se presentan
imagenes SEM representativas de los mismos.

Actividad antibacterial

El crecimiento de Aggregatibacter actinomycetemcomitans serotipo b(ATCC® 43718
™) se evalud en las superficies del implante. Cada implante esterilizado se colocé
verticalmente en tubos con 990 L de infusion fresca de Brain Heart (BHI) y 10 pL del
inoculo (ajustado al estandar 2 de McFarland), y se incub6 durante 48 horas en una
atmosfera de CO2 al 5% a 37 ° C. Después del periodo de incubacion, los implantes se
retiraron del medio de crecimiento y se sumergieron en una solucion salina Tween 80 al
1% para eliminar las bacterias adherentes. Las diluciones tomadas de las
suspensiones bacterianas se sembraron en placas de agar BHI y se incubaron durante
48 h. a 37°C. Después de eso, se contaron las colonias y se calcularon las unidades
formadoras de colonias por superficie de implante (CFU/mm2).

El biofilm bacteriano formado en la superficie de cada implante se examind mediante
microscopia SEM. Después del periodo de incubacion, las bacterias adherentes se
fijaron sumergiendo los implantes en glutaraldehido al 2,5%, luego se deshidrataron en
una serie de etanol, se secaron en CO2 supercritico (Tousimis, Autosamdri-815) y se
recubrieron con oro antes de lasimagenes SEM.

Adsorcién de proteinas

La capacidad de adsorcion de proteinas de las superficies de los implantes dentales se
determiné utilizando albumina de suero bovino (Merck) como proteina modelo.
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Se pusieron en contacto 1,5 mL de solucion tamponada (pH 7,4, K2HPO4 / KH2PO4 100
mM) que contenia 0,4 mg / mL de proteina con cada implante colocado verticalmente en
una placa de cultivo celular de 24 pocillos. Después de 6 h de incubacién a 37 ° C, los
implantes se retiraron de la soluciéon de proteinay se lavo con tampon fosfato para eliminar
las proteinas no adherentes. Luego, las proteinas adheridas se extrajeron de las
superficies del implante incubando con 1.5 mL de solucién de dodecilsulfato de sodio al 2%
durante 12 h. a 37 ° C. La concentracion de proteina extraida se midi6 utilizando el
colorimétrico Micro Bicinchoninic Acid Assay Kit (Thermo Scientific)

Ensayo de bioactividad de la superficie

La capacidad de la superficie del implante para formar apatita similar al hueso en fluido
corporal simulado acelular (SBF) se evalu6 de acuerdo con ISO/FDIS 23317: 2007 (E). La
solucién de SBF de Kokubo pH 7,4 se prepar6 con la composicion iénica y el
procedimiento descrito en otra parte (13). Las muestras de implantes se sumergieron
individualmente en 50 mL de SBF en botellas de polietileno a 36,5 ° C en un bafio
termostatico de agua con agitacion. Después de 28 dias de incubacion, los implantes se
retiraron del SBF, se sumergieron en agua destilada durante 3 miny se secarona60°C. La
apatita mineralizada en las superficies del implante se analizé mediante mediciones de
composicion SEMy EDX.

Analisis estadistico

El analisis estadistico de los datos de recuento de unidades formadoras de colonias se
llevé a cabo utilizando GraphPad prisma 6 (GraphPad Software, San Diego, CA). Se
realizé un analisis unidireccional de variacion con comparaciones multiples post hoc
(prueba de Tukey) con un minimo de n =5 (nivel de significancia, P <0.05).

RESULTADOS

Fig. 1 presenta las imagenes SEM de las superficies de los implantes dentales adquiridas
con diferentes aumentos. El implante tratado con laser presenta una topografia constituida
por concavidades uniformes y circulares de ~ 30 um de diametro y ~ 2 ym de ancho de
borde, que se distribuyen regularmente en toda la superficie del implante. La zona interiory
exterior de las concavidades presenta una textura lisa y libre de porosidad u otras
alteraciones inducidas por laser. Por el contrario, el implante SLA presenta una superficie
desorganizada, rugosa e irregular. El analisis elemental EDX (Fig. 2) confirmo la presencia
de Ti, Al, V' y O como componentes principales de las superficies oxidadas del implante de
TiBAI4V. C, Ca y P se detectaron como componentes minoritarios o traza de las
superficies.

Figura 1.Imagenes SEM de superficies de implantes dentales de
titanio de laser (A, C) y SLA (B, D) a 30X de aumento y laser (E, G) y
SLA (F, H)a 800X de aumento.

Figura 2. Analisis composicional EDX de las superficies de los implantes
dentales. Mapas de distribucion elemental EDX en las superficies de los
implantes Laser (A) y SLA (B).Espectros EDX que muestran los valores
porcentuales en peso de los elementos presentes en las superficies de los
implantes Laser (C)y SLA(D).

La supervivencia de la biopelicula de A. actinomycetemcomitans cultivada
por area de la superficie del implante se muestra en la Fig. 3. Los resultados
muestran que con las bacterias la supervivencia se reduce
significativamente (p = 0,0132) hasta alrededor del 61% en la superficie del
implante tratada con laser en comparacion con la superficie SLA tradicional.
Las imagenes SEM (Fig. 4) confirman una cantidad sustancialmente menor
de biofilm bacteriano desarrollada en el implante laser. Sobre el implante
SLAse pueden observar abundantes microcolonias ancladas a la superficie
y aparentemente incrustadas en su matriz de exopolisacéridos (14) (flechas
blancas, fig. 4h)

3000+

p=0.0132

Figura 3. Supervivencia del biofilm de A. actinomycetemcomitans que
crecié por area de la superficie del implante después de 48 horas de
incubacién usando un estandar de 2 McFarland. Cada valor es la media £
de (n=5).*indicap <0,05.

Las capacidades de adsorcion de proteina de albumina para las
superficies de los implantes Laser y SLA fueron 390 ng / mm2y 540 ng /
mm2, respectivamente. La Fig.5 muestra imagenes SEM y mapeo
composicional EDX de superficies del implante después de 28 dias de
inmersion en SBF. Aunque las texturas de los implantes parecen estar
ligeramente modificadas, no se detectaron depositos de apatita o
minerales relacionados en las superficies. Los contenidos de Ca y P
medidos por EDX no fueron significativos

DISCUSION

La topografia, composicién quimica y propiedades bioactivas de la
superficie del implante texturizada con laser se analizd6 y compar6
sistematicamente con la de un implante SLA tradicional. Los resultados
confirman que el implante Laser presenta una superficie muy regulary lisa
segun la informacion proporcionada por el fabricante, que contrasta con la
superficie desorganizada y rugosa del implante SLA. El tratamiento con
laser también demostr6 producir modificaciones topograficas de la
superficie del implante sin alterar su composicion quimica superficial. Los
ensayos microbiologicos demostraron que el implante laser presenta
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Figura 4. Imagenes SEM del biofilm de A. actinomycetemcomitans
cultivada en superficie del implante laser a 500X (A), 1.000X (C), 6.000X
(G)y 10.000X(E) de aumento y en la superficie del implante SLAa 1,500X
(B), 2,000X (D), 5,000X (F), 10,000X (H) de aumento. Las flechas blancas
en H muestran la morfologia caracteristica de las bacterias incrustadas
en la matriz de exopolisacaridos.

Figura 5. Imagenes SEM y mapeo de composicion EDX de la superficie
del implante laser (A - C) y la superficie del implante SLA (F - E)
después de 28 dias de incubacion en SBF a 37° C. Las imagenes se
tomaron a 1.100X y 1.400X de aumento.

una alta actividad antibacteriana contra una bacteria periimplantaria
representativa en comparaciéon con el implante SLA. El ndmero
reducido de bacterias que crecieron en la superficie del implante
texturizada con laser se verifico mediante el recuento de bacterias
viables y medianteobservaciones SEM. La superficie mas lisa del
implante laser reduce significativamente la adhesion bacteriana y la
formacion de biofilm sobre el implante. La formacion de biofiim en la
superficie del implante depende en gran medida de la adsorcion
previa de moléculasde agua y proteinas (15), que promueven la
colonizacion bacteriana. En el estudio actual, la superficie del implante

disefiada con laser mostr6 una menor capacidad de adsorciéon de
proteinas en comparacion con el SLA. Estos resultados indican que la
menor energia libre proporcionada por la superficie lisa laser disminuye
la union de proteinas y en consecuencia, la formacién de biofilm. Por el
contrario, las irregularidades de la superficie rugosa del implante SLA
promueven una mayor adsorciéon de proteinas, lo que facilita el
establecimiento del biofilm. Aunque las superficies lisas del implante se
han sugerido para resistir la colonizacion bacteriana (16), este efecto se
ha verificado escasamente en implantes dentales comerciales
fabricados con tecnologia de texturizado laser. Uhiman et al. (17)
detectaron con tincidbn violeta cristal una unién reducida de
Streptococcus mutans en superficies de titanio microtexturizadas con
laser. Zwahr et al. (18) utilizaron procesamiento laser para producir
patrones jerarquicos en laminas de titanio, que pudieron reducir la
adherencia de Escherichia coli. lonescu et al. (19) estudiaron una
superficie de titanio disefiada con laser formada regularmente por
micro-fosas de 18 a 20 ym, que demostré reducir la formacién de un
inespecifico biofilm a partir de la saliva. Por lo tanto, la mayoria de los
estudios informados sobre superficies laser no consideraron patégenos
especificos periimplantarios como Porphyromonas gingivalis o A.
Actinomycetemcomitans. Lasserre et al. (20) encontraron que estas
bacterias presentan una frecuencia similar tanto en condiciones de
periimplantits como de periodontitis. Aunque la capacidad
antimicrobiana de los implantes tratados con laser dependera en gran
medida de las caracteristicas estructurales generadas en su superficie,
las propiedades antibacterianas in vitro del implante Laser encontradas
en el presente estudio podrian contribuir a reducir las probabilidades de
infeccion.

Nuestro estudio también tuvo algunas limitaciones. La actividad
antibacteriana de las superficies de los implantes se midio6 utilizando un
modelo de biofilm de una sola bacteria, sin embargo, el microbioma
periimplantario se ha caracterizado por 71 especies, 12 de las cuales
estan enriquecidos en sitios enfermos de periimplantitis (21). Por lo
tanto, se podrian realizar mas estudios utilizando modelos de biofilms
multibacterianos. Ademas, la eficacia antibacteriana de la superficie del
implante texturizada con laser debe confirmarse mediante pruebas en
animales in vivo y ensayos clinicos.

Por otro lado, no se detecté mineralizacion de apatita similar a
hueso.en las superficies del implante utilizando el ensayo SBF acelular
estandar. Por tanto, el analisis a micro y nanoescala de las propiedades
de oseointegracion del implante laser requeririan mas experimentos
biolégicos in vitro e in vivo, incluidos ensayos de diferenciacion celular y
modelos animales.

CONCLUSIONES

El implante dental fabricado con tecnologia de texturizado laser se
constituye por topografia superficial regular y lisa. La suave superficie
tratada con laser exhibe propiedades antibacterianas que disminuyen el
crecimiento de biofilm bacteriano, que se encontr6 asociado con una
capacidad de adsorcién reducida de proteinas de adhesién bacteriana.
Por lo tanto, el implante laser podria contribuir a disminuir el riesgo de
infeccion dental periimplantaria.

RELEVANCIACLINICA

El estudio actual compara las propiedades estructurales vy
antibacterianas de un implante dental comercial tratado con laser (No-
Itis®) con las de un implante tradicional arenado y grabado con acido
(SLA). Los resultados demostraron que el implante tratado con laser
tiene una superficie de titanio regular y lisa que reduce
significativamente el crecimiento bacteriano en comparacién con un
implante SLA tradicional. Estos hallazgos sugieren que las propiedades
antibacterianas que exhibe el implante dental con superficie lisa
disefiada con laser podrian contribuir a reducir el riesgo de infeccion
periimplantaria, que es una de las principales razones del fracaso de

los implantes dentales.
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