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Resumen

Objetivos. Explorar el efecto de las caracteristicas de superficie sobre el volumen total y la
viabilidad de la biopelicula formada sobre pilares de cicatrizacién de PEEK y titanio.
Métodos. Los parimetros de rugosidad (S y S)) y la energia superficial de pilares de cicatri-
zacién de PEEK vy titanio (n=3) fueron determinados mediante microscopia confocal ldser
de barrido (CLSM) y dngulo de contacto, respectivamente. Se determiné luego el volumen
total y la viabilidad de una biopelicula bacteriana multiespecie cultivada por 30 dias, me-
diante CLSM vy el reactivo LIVE/DEAD Kit BacLight. El tamafo del efecto se determiné
mediante 4 de Cohen.

Resultados. Los pilares de PEEK mostraron una mayor rug051dad que los de titanio (S,
0,41 pm vs 0,17 pum), pero no se observaron diferencias en la energfa superﬁc1al Si bien el
volumen total de biopelicula fue mayor en titanio que en PEEK (696 pm?® vs 419 pm?), no
hubo diferencias en la proporcién de bacterias vivas entre ambos materiales.
Conclusiones. La viabilidad de la biopelicula bacteriana formada no guarda relacién directa
con las caracteristicas superficiales de pilares de cicatrizacién de PEEK vy titanio.

Palabras clave (MeSH, DeCS): pilar dental, titanio, PEEK, biopeliculas, viabilidad microbiana.
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Abstract

Objectives. To explore the effect of surface
characteristics on the total volume and vi-
ability of a bacterial biofilm developed on
the surface of PEEK and titanium healing
abutments.

Methods. Surface parameters S and S,
as well as the surface energy of PEEK and
titanium healing abutments (n=3) were
determined using confocal laser scanning
microscopy (CLSM) and contact angle, re-
spectively. The total volume and viability of
a multispecies bacterial biofilm cultivated
for 30 days were determined using CLSM
and the LIVE/DEAD BacLight reactive kit.
Effect size was determined using Cohen’s d.
Results. PEEK healing abutments displayed
a higher surface roughness than titanium (S,
0.41 pm vs 0.17 pum), although no differ-
ences in surface energy were observed. De-
spite the higher total volume of the biofilm
measured on titanium abutments compared
to PEEK (696 pm?® vs 419 um?), no differ-
ences in the live/dead bacterial ratio were
observed.

Conclusions. Bacterial viability of the bio-
film did not show a direct relation to the
surface characteristics of PEEK and titani-
um healing abutments.

Resumo

Objetivo. Explorar o efeito das caracteristi-
cas da superficie no volume total e viabilida-
de do biofilme formado em PEEK e pilares
de cicatriza¢do de titanio.

Métodos. Parimetros de rugosidade (S e
S, e energia de superficie de PEEK e pila-
res de titAnio (n = 3) foram determinados
por microscopia confocal de varredura a la-
ser (CLSM) e angulo de contato, respecti-
vamente. O volume total e a viabilidade de
um biofilme bacteriano multiespécie culti-
vado por 30 dias foram entao determinados
usando CLSM e o reagente LIVE/DEAD
Kit BacLight. O tamanho do efeito foi de-
terminado usando o d de Cohen.
Resultados. Os pilares de PEEK mostraram
maior rugosidade do que os de titinio (S
0,41 um vs 0,17 pum), mas nio foram ob-
servadas diferencas na energia de superficie.
Embora o volume total de biofilme tenha
sido maior no titdnio do que no PEEK (696
pm? vs 419 um?), nao houve diferengas na
propor¢ao de bactérias vivas entre os dois
materiais.

Conclusoes. A viabilidade do biofilme bac-
teriano formado nio estd diretamente rela-
cionada as caracteristicas da superficie dos
pilares de cicatrizagao de PEEK e titanio.

Keywords (MeSH, DeCS): dental abut-
ment, titanium, PEEK, biofilms, microbial

viability.

Palavras-chave (MeSH, DeCS): pilar den-
tario, titinio, PEEK, biofilmes, viabilidade
microbiana.

Introduccion y antecedentes

El implante dental es un elemento fundamen-
tal en el tratamiento rehabilitador de pacientes
desdentados parciales y totales. Desde el mo-
mento de su insercidén quirdrgica, los tejidos
de soporte y de proteccién inician un proceso
de cicatrizacién que culmina en la integracién
biolégica y funcional del implante al huésped.

En el caso del tejido blando periimplantario,
este proceso es guiado por la utilizacién de pila-
res de cicatrizacidn y prétesis provisionales, los
que ademds cumplen un rol importante en la
instalacién de la microbiota en el nuevo nicho
periimplantario.

Los pilares de cicatrizacién pueden ser confec-
cionados mediante diferentes materiales, siendo
los mds comunes el titanio, el polimetil-metil-
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metacrilato (PMMA) y la polieter-eter-cetona
(PEEK). Este tltimo ha ganado interés en los
tltimos anos, gracias a sus propiedades fisico-
quimicas y mecdnicas, que se ha observado fa-
vorecen la cicatrizacién y evolucién de los teji-
dos circundantes al implante . Posee ademds
un mejor rendimiento estético en comparacién
con las aleaciones metdlicas, lo que ha impul-
sado su utilizacién en zonas con mayor com-
promiso estético . El titanio, por otra parte,
presenta excelentes propiedades mecdnicas, fisi-
coquimicas, ademds de una reconocida compa-
tibilidad biolégica, dada entre otros, por su alta
estabilidad quimica y resistencia a la corrosién
©). Sin embargo, algunos autores han observado
que posee una menor capacidad antibacteriana
y anti-adherente que la zirconia © o el PEEK .
Entre las caracteristicas que inciden en la for-
macién de la biopelicula sobre los pilares se en-
cuentra la rugosidad de su superficie, la energfa
superficial de esta, asi como las caracteristicas
intrinsecas de los materiales utilizados para su
confeccién 1. Sin embargo, el rol especifico de
cada una de ellas, en particular el efecto del ma-
terial sobre la formacién y viabilidad de la bio-
pelicula no estdn claros. Por lo tanto, el objetivo
de este estudio descriptivo es explorar el efecto
de las caracteristicas de superficie, asi como del
material, sobre el volumen total y la viabilidad de
la biopelicula bacteriana formada sobre pilares de
cicatrizacién de PEEK y Titanio.

Métodos

Preparacion de las muestras

Se prepararon 4 pilares de cicatrizacién de tita-
nio (@ 6.5mm; H 6mm; RC; plataforma RC
? 4.1 mm) y 4 de PEEK (@ 5mm; H 7 mm
NC; plataforma NC @ 3.3 mm) de la empre-
sa Straumann/ Neodent (Straumann®, Basilea,
Suiza). La zona cilindrica superior de cada pilar
fue seccionada de su base mediante una sierra
de alta precisién (IsoMet 1000, Buehler, Illi-
nois, USA) bajo irrigacién continua, segun se
muestra en la Figura 1.

Rugosidad de Superficie

La rugosidad de superficie fue determinada me-
diante Microscopia Confocal Laser de Barrido,
CLSM, (LSM 780, Zeiss, Jena, Alemania), uti-
lizando el modo de reflexién, en zonas al azar
de la parte superior de cada pilar. Se analizaron
los pardmetros de rugosidad de 4rea, en cada
superficie (rugosidad media aritmética, S,y asi-
metrfa, skewness, S,).

Energia superficial

La energia superficial se determiné midiendo el
dngulo de contacto de cada material mediante
la técnica de gota sésil, utilizando como liquido
agua destilada. Se dej6 caer una gota de volu-
men de 0,5 pL sobre la zona convexa externa
de los pilares (Figura 2). La hidrofobicidad fue

Figura 1. A la izquierda el pilar de titanio, a la derecha el pilar de PEEK. Se utilizé la porcién superior,

que fue seccionada de su base (linea punteada).
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determinada midiendo el dngulo que forma la
gota con la superficie del pilar.

Anilisis microbiolégico: Volumen total de
biopelicula y viabilidad bacteriana

Tres muestras en cada grupo fueron esterili-
zadas bajo rayos ultravioleta (UV) durante 15
minutos por cada lado, y se mantuvieron en
una atmoésfera hiimeda a 37 °C dentro de una
incubadora, simulando lo que ocurre dentro de
la cavidad bucal.

Para la preparacién de la biopelicula multies-
pecie se utilizaron cepas (American Type Cul-
ture Collection, ATCC, Manassas, VA, USA)
de Streptococcus sanguinis (ATCC 10556D-5),
Prevotella melaninogenica (ATCC 25845TM),
Porphyromonas  gingivalis (ATCC 33277TM)
Streptococcus mutans (ATCC 25175TM) y En-
terococcus faecalis (ATCC 29212). El inéculo
estandar de cada cepa bacteriana se ajust6 a una
turbidez equivalente a 0,5 de la escala de McFar-
land, medida con un turbidimetro Oxoid (Fis-
her Scientific Company, Ottawa, Canadd) V.
Los cultivos de las 5 especies de bacterias se
mezclaron por igual. Después se tomaron 150
puL de la suspensién mixta que se colocé en cada
uno de los pocillos con las muestras en ellos.
Ademds, se agreg6 1 pg de hemina/mL, 1 pg
de vitamina K/mL, 3 pg de levadura/mL y 10

Titanio

pg de sacarosa/mL al medio. Posteriormente, se
incubaron las muestras durante 30 dias, todas
ellas a 37 °C en condiciones de anaerobiosis.
El medio se renové dos veces por semana. El
tltimo dia, todas las muestras se depositaron en
pocillos para microscopia de fluorescencia WPI
modelo Fluorodish, para minimizar al mdximo
la exposicién de la biopelicula al oxigeno.

Se utiliz6 el reactivo LIVE/DEAD Kit BacLight
(Invitrogen, Carlsbad, EE. UU.) para determi-
nar la viabilidad bacteriana. Primero se prepa-
r6 en una solucién 2X stock de la mezcla de
reactivo segtin las instrucciones del fabricante,
se disolvié el contenido del componente de la
pipeta A (tincién SYTO 9 que contiene sélidos
amarillo-naranja) y el componente de la pipe-
ta B (Yoduro de propidio que contiene sélidos
de color rojo) en 5 mL de volumen comun de
agua esterilizada por filtracién. Se agité hasta
obtener una mezcla homogénea. Las muestras
fueron tefiidas con 500 pL del reactivo LIVE/
DEAD Kit BacLight, y luego fueron cubiertas
con papel aluminio durante 10 minutos.

Las muestras fueron llevadas al CLSM vy anali-
zadas mediante un ldser de argdn, con excita-
cién de 488 nm y un espectro de adquisicién
ajustados a los siguientes pardmetros: 490-560
nm para verde y 560-639 nm para rojo (Soft-
ware ZEN 2011). Se obtuvieron imdgenes de

PEEK

Figura 2. Técnica de la gota sésil para la medicién del 4ngulo de contacto para los pilares

seccionados de titanio y PEEK.
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Tabla 1. Valores promedio, con su respectiva desviacién estindar entre paréntesis, para la rugosidad y el

dngulo de contacto

PEEK Titanio
Rugosidad media aritmética (Sa) - pm 0,41(0,14) 0,17 (0,04)
Asimetria (skewness, S,) - um 0,67 (0,38) 1,22(0,05)
Angulo de contacto - grados 92,4°(1,6° 92,6°(2,6°)

cada muestra usando un objetivo de 63X de
inmersién. Las células que presentaban una pa-
red celular comprometida permitieron el paso
del Yoduro de Propidio, por lo que al tener una
afinidad mayor por el ADN que el SYTO 9, se
tineron de rojo, lo que permitié identificarlas
como bacterias muertas. Las células vivas, por
otra parte, al poseer una pared celular intacta,
se tineron de verde, gracias a la capacidad que
tiene SYTO 9 de traspasar membranas intactas.

Anadlisis estadisticos

El andlisis estadistico se realiz6 mediante el pro-
grama Minitab 17 (Minitab Inc., USA). Debi-
do al limitado tamano de la muestra, sélo se
realiz6 estadistica descriptiva. El tamano del
efecto se estimé mediante & de Cohen, en base
a las diferencias de las medias de los grupos y la

Titanio

Sa=0,17 0,04 pm
Sk =1,22 + 0,05 pm

Figura 3. Rugosidad PEEK (A) y Titanio (B).

desviacién estdndar ponderada, de manera de
poder determinar si existe efecto, y si este es pe-
quefio, moderado o grande 2.

Resultados

Caracteristicas de superficie

Los valores de rugosidad y dngulo de contac-
to se presentan en la Tabla 1. En la Figura 3
se observan imdgenes caracteristicas obtenidas
con el microscopio confocal de cada una de las
superficies.

Segin el criterio de Cohen, el material utilizado
tuvo un efecto grande (4 = 2,3) sobre la rugo-
sidad observada. Por otra parte, se observé un
efecto pequeno (4 < 0,2) del tipo de material
sobre el dngulo de contacto (Figura 2).

Sa=0,41 £0,14 pm
Sk =0,67 + 0,38 pum
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Volumen total de biopelicula y viabilidad

bacteriana.

Las imdgenes de microscopia confocal eviden-
ciaron un mayor volumen de biopelicula bac-
teriana sobre las superficies de titanio (696 pm?
+ 315 pm?) en comparacién con las de PEEK
(419 pm’ + 279 pm?), segun se aprecia en la
Figura 4. Estos valores permiten estimar un
efecto mediano a grande segin Cohen (d =
-0,67). A su vez, los pilares de cicatrizacién de
titanio también mostraron un mayor volumen
de bacterias vivas (384 pm’ + 97 um®) que los
de PEEK (234 pum’ + 82,2 um’). Pese a ello,
la proporcién de bacterias vivas con respecto al
total observado fue similar (55% vs. 56% para
titanio y PEEK, respectivamente), como se
puede apreciar en las imdgenes de CLSM pre-

sentadas en la Figura 5.

Discusion

El presente estudio descriptivo abordé, de ma-
nera exploratoria, el efecto del material y las ca-
racteristicas de su superficie sobre el desarrollo

y viabilidad de una biopelicula bacteriana. Si
bien la extrapolacién de los resultados encon-

trados se ve limitada por el reducido nimero
de muestras evaluadas, la tendencia observada
con respecto al menor volumen total de bacte-
rias en las superficies de pilares de cicatrizacién
de PEEK, resulta de interés para la indicacién
y utilizacién de estos pilares como alternativa a
aquellos de titanio.

El desarrollo y crecimiento de una biopelicula
bacteriana sobre una superficie se ve influencia-
do por una serie de factores, entre los que se
encuentran tanto las caracteristicas topogréficas
de la superficie, asi como su hidrofobicidad,
energia superficial y carga ?. Se ha observado
que tanto un aumento de la rugosidad (S) por
sobre 0,2 pm ¥, as{ como de la energfa super-
ficial, facilitan la formacién de biopeliculas en
materiales restauradores, aunque el efecto de la
rugosidad resulta mds determinante ). Esta re-
lacién ha sido demostrada en la superficie de
diferentes materiales, como resina compuesta
16 cerdmicas vitreas 7 y titanio "®. La pre-
sencia de depresiones mds profundas y amplias
aumenta el 4rea de contacto, al tiempo que pro-
tege mejor a las bacterias ante fuerzas externas
de remocidn, creando asi una superficie mds fa-
vorable para la colonizacién y el crecimiento de
la biopelicula . En el presente estudio, pese a
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E Volumen de biomasa viable
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Figura 4. Volumen de biomasa viable (en verde) y total (rojo + verde) para

ambos materiales.
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que se observé una mayor rugosidad en los pi-
lares de PEEK con respecto a los de titanio (Ta-
bla 1), fueron estos ultimos los que mostraron
un volumen total mayor de biopelicula sobre
sus superficies (Figura 4). Sin embargo, ambos
materiales mostraron biopeliculas con la mis-
ma viabilidad bacteriana (Figura 5). Los resul-
tados de estudios in vitro donde se estudiaron
estos mismos materiales son disimiles. Mientras
Barkamo y cols. también midieron una mayor
rugosidad (§) en PEEK que en titanio, obser-
varon una mayor formacién de biopelicula en
PEEK, especialmente para cepas como S. san-
guis'y S. oralis ©. Resulta interesante destacar
que en este mismo estudio, mediciones luego
de 120 h de cultivo no arrojaron diferencias
significativas en las biopeliculas de los distintos
materiales ©. En la misma linea, Hahnel y cols.
tampoco encontraron diferencias significativas
en la biomasa viable de superficies de PEEK,
titanio o zirconia, pese a que PEEK present6 los
valores més bajos de rugosidad entre los mate-

20)

riales estudiados . Por otra parte, D’Ercole y

cols. observaron una nanorugosidad significati-

vamente mayor en PEEK que en Titanio, tanto
maquinado como grabado, aunque el volumen
total de bacterias y de bacterias viables (S. oralis)
resulté significativamente menor en superficies
de PEEK . Por tltimo, pese a no observar di-
ferencias en la rugosidad de superficies de ti-
tanio y PEEK, Peng y cols. encontraron una
biomasa total significativamente mayor (S. mu-
tans, A. actinomycetemcomitans) en titanio que
en PEEK, aunque, y similar a los resultados de
este estudio, ambos materiales presentaron la
misma viabilidad celular en sus biopeliculas ?".
En cuanto a la energfa superficial, los pilares
de ambos materiales estudiados aqui resultaron
esencialmente hidréfobos (dngulos de contacto
por sobre los 90°), aunque con valores muy si-
milares entre ellos (Figura 2). Resultados para
esta propiedad varfan bastante en la literatura,
con algunos autores describiendo una mayor hi-
drofobicidad para titanio ), y otros para PEEK
©-20.21Sin embargo, no hay concordancia entre
ellos en cuanto a su efecto sobre la cantidad y
viabilidad de la biomasa formada. Al parecer la
capacidad de fomentar o inhibir la formacién

PEEK

Titanio

Figura 5. Imagen de microscopia confocal (CLSM) de la supetficie de los pilares colonizados por

la biopelicula. Si bien se aprecia un mayor volumen de bacterias totales en los pilares de titanio, la

proporcioén de bacterias vivas (en verde) vs. las muertas (en rojo) es similar en ambos materiales.
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de biopeliculas no se relaciona exclusiva o pre-
ponderantemente con una caracteristica de la
superficie, sino mds bien con una combinacién
de estas, siendo ademds altamente dependientes
de la composicién bacteriana de la biopelicula
que la colonizard 1.

Si bien los resultados del presente estudio no
son extrapolables a situaciones clinicas, si en-
tregan una vision del efecto que tienen tanto la
naturaleza del material como sus caracteristicas
superficiales sobre la formacién y desarrollo de
biopeliculas bacterianas. En el caso de pilares
de cicatrizacién, pensados para un uso relati-
vamente breve, el impacto sobre la longevidad
de las restauraciones finales no parece relevante
a primera vista. Sin embargo, la instalacién de
una microbiota potencialmente patdgena en el
nicho periimplantario, favorecida por las ca-
racteristicas del pilar de cicatrizacién utilizado,
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