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RESUMEN

Introduccion: Hasta la fecha, no se han publicado estudios sobre el uso combinado de
la terapia fotodinamica (TFD) y el quitosano contra la periimplantitis. Objetivo:
Evaluar el posible efecto antimicrobiano sinérgico de TFD y quitosano en las
biopeliculas adherentes al titanio de Staphylococcus aureus, Escherichia coli y
Pseudomonas aeruginosa. Materiales y Métodos: Un total de 60 discos de titanio
fueron incluidos en este estudio. Los discos fueron aleatorizados en tres
contaminaciones bacterianas (n = 20 discos por bacteria). Después de ser cultivados
(incubados durante 48 horas) fueron aleatorizados nuevamente en cuatro modalidades
de desinfeccién diferentes (n = 5 discos por tratamiento): control (sin tratamiento),
TFD, quitosano 3 mg / mly TFD + quitosano 3 mg / ml. Después de los tratamientos, se
midi6 la unidad formadora de colonias (UFC) para determinar los efectos
antimicrobianos, y se utilizé microscopia electronica de barrido por emision de campo
(FESEM) para estudiar la morfologia celular y la adherencia al titanio. Resultados:
Para todas las bacterias evaluadas y todas las variables estudiadas el orden de mayor a
menor efectividad antimicrobiana fue: TFD + quitosano 3 mg/ml>quitosano 3
mg/mI>TFD>control. Aunque, todos los métodos de desinfeccion fueron
significativamente efectivos en comparacién con el control, el tratamiento combinado
de TFD + quitosano 3 mg / ml tuvo el mayor efecto antimicrobiano contra las tres
bacterias estudiadas. Conclusiones: La combinacion de TFD y quitosano tiene un
efecto antimicrobiano sinérgico contra la bacteria S. aureus, E. coli y P. aeruginosa,

todo estrechamente relacionado con la periimplantitis.



SUMMARY

Background: To date, no studies on the combined use of photodynamic therapy (PDT)
and chitosan against peri-implantitis have been published. Purpose: To evaluate the
possible synergistic antimicrobial effect of PDT and chitosan on the titanium-adherent
biofilms of Staphylococcus aureus, Escherichia coli, and Pseudomonas aeruginosa.
Materials and Methods: A total of 60 titanium discs were included in this study. The
discs were randomized into three bacterial contaminations (n=20 discs per bacterium).
After being cultured (incubated for 48 hours) they were randomized again into four
different disinfection modalities (n=5 discs per treatment): control (without treatment),
PDT, chitosan 3 mg/ml, and PDT + chitosan 3 mg/ml. After the treatments, the colony
forming units (CFU) were measured to determine antimicrobial effects, and field
emission scanning electron microscopy (FESEM) was used to study cell morphology
and titanium adherence. Results: For all the evaluated bacteria and all the variables
studied the order from highest to lowest antimicrobial effectiveness was: PDT +
chitosan 3 mg/ml>chitosan 3 mg/mI>PDT>control. Although, all disinfection methods
were significantly effective when compared to control, the combined treatment of PDT
+ chitosan 3 mg/ml had the greatest antimicrobial effect against the three studied
bacteria. Conclusions: The combination of PDT and chitosan has a synergistic
antimicrobial effect against the bacteria S. aureus, E. coli and P. aeruginosa, all closely
related to peri-implantitis.
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1. INTRODUCCION

Desde tiempos antiguos se ha tratado de reponer la ausencia de dientes por
implantes, los cuales consistian en réplicas anatomicas hechas de marfil, hueso,
metales y piedras preciosas. La historia de los implantes actuales comienza a finales
de la década de 1970, cuando Branemark introdujo implantes roscados fabricados
con titanio puro (99,7%). La eleccidn del titanio se debia a su alta resistencia a la
corrosion, gracias a la presencia de una pelicula pasiva, tenaz e inerte de 6xido de
titanio (TiO2) que cubria la superficie metalica. Branemark observé que esta capa
lograba un contacto directo entre el hueso y el implante siempre que se aplicara una
técnica quirurgica cuidadosa durante la colocacion del implante en el hueso alveolar,
en combinacion con un adecuado disefio de este. Una vez colocado el implante, se
desarrollaban una serie de evidencias histoldgicas que Branemark describio con el
término de “osteointegracion”, las cuales reflejan la fijacion bioldgica y mecanica

del implante en el hueso (Alghamdi y Jansen, 2020).

Desde la introduccion del concepto de la osteointegracion los implantes dentales
han ido evolucionando desde un invento experimental hasta un tratamiento exitoso y

predecible para reemplazar los dientes ausentes (Elani y cols., 2018).

La pérdida de un diente o dientes es un suceso tragico, pero no poco comdan.
Cuando esto ocurre, desencadena una cascada de eventos que dan lugar a la pérdida
tanto de tejidos blandos como duros. Después de la extraccion o pérdida del diente,
el hueso alveolar y el tejido blando, predeciblemente, se atrofian tanto en altura
como en anchura. Las areas edéntulas ya no tienen la presion vertical sobre el hueso
y tejidos blandos, y como resultado el hueso sufre atrofia y reabsorcion,
contribuyendo a la disminucion de la altura y grosor del hueso alveolar a lo largo del

tiempo (Liaw y cols., 2015).

La pérdida dentaria también tiene repercusiones funcionales dado el significativo
papel que cumplen los dientes durante la masticacion, el habla e incluso al sonreir.
Asi pues, decimos que los dientes son un importante 6rgano asociado con la calidad
de vida (Clark y Levin, 2019). A diferencia de otras opciones de tratamiento

rehabilitadoras, los implantes dentales preservan dichos tejidos al restaurar el estrés
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normal sobre el hueso, mejorando de esta forma tanto el aspecto estético como la
funcion del diente ausente. Y es por ello, por lo que han ganado popularidad frente a
otras modalidades de tratamiento (Elani y cols., 2018; Liaw y cols., 2015).

La revision sistematica y metanalisis realizada por Howe y cols., muestra una
supervivencia a largo plazo (10 afos) de los implantes del 96,4% (Howe y cols.,
2019). Vemos asi que, a pesar de ser un tratamiento con un indice de éxito bastante
elevado, incluso en las mejores manos, a veces, aparecen complicaciones en el
tratamiento con implantes dentales (Liaw y cols., 2015). Dichas complicaciones
pueden aparecer en diferentes momentos de la colocacion del implante,
diferenciando entre fallos tempranos o tardios, los cuales no llevan necesariamente

al fracaso del implante (Romanos y cols., 2019).

Dichas complicaciones pueden estar relacionadas con una sobrecarga
biomecanica, con una infeccion o inflamacion, o con otras causas (Dreyer y cols.,
2018).

La sobrecarga biomecanica puede deberse a una mala angulacion o posicion del
implante, a un inadecuado soporte posterior, a un hueso circundante inadecuado, o0 a
habitos parafuncionales como el bruxismo. Las manifestaciones de la sobrecarga
pueden ser la movilidad del implante ocasionada por un fallo del cemento que sujeta
la prétesis al pilar, por un aflojamiento del tornillo de la prétesis o pilar, o por un
fallo en la osteointegracion del implante. Otra manifestacion generada por la
sobrecarga es la aparicién de fracturas, las cuales pueden afectar al propio implante,
al tornillo del pilar, o al tornillo de la protesis (Dreyer y cols., 2018; Schwarz y
cols., 2018).

Respecto a la infeccion o inflamacion, se ha de tener en cuenta que una buena
higiene dental es importante para la conservacion del implante. No hacerlo puede
dar lugar a la acumulacion de microbios e infeccion alrededor del implante. En estos
casos, los pacientes presentan enrojecimiento, induracion e inflamacién dolorosa de
la encia circundante al implante. Cuando ocurre una infeccion, con frecuencia causa
erosion y reabsorcion de los huesos que rodean el implante. Radiograficamente, esta
complicacion aparece como una radiolucidez alrededor del implante. Es importante
trasladar este hallazgo al profesional de referencia porque la intervencion temprana
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a menudo puede salvar el implante. El tratamiento depende del grado y extension de

la infeccidn (Liaw y cols., 2015; Schwarz y cols., 2018).

Para el tratamiento de la enfermedad periimplantaria estan disponibles varios
enfoques conservadores y quirdrgicos. Las formas leves y moderadas de afeccion
periimplantaria se pueden tratar de manera efectiva utilizando métodos
conservadores. Estos incluyen la utilizacion de diferentes ablaciones manuales,
sistemas apoyados por laser, asi como la terapia fotodinamica, que pueden
extenderse con antibidticos locales o sistémicos. En los casos con enfermedad
periimplantaria avanzada, las terapias quirdrgicas son mas efectivas que los
enfoques conservadores. Dependiendo de la configuracion de los defectos, la cirugia
resectiva se puede llevar a cabo para la eliminacion de lesiones periimplantarias,
mientras que las terapias regenerativas pueden ser aplicables para el relleno de
defectos (Smeets y cols., 2014). Las complicaciones bioldgicas que afectan a los
implantes osteointegrados son un tema de gran interés en la odontologia actual.
Tales complicaciones se refieren principalmente a condiciones inflamatorias
asociadas con un desafio bacteriano. Dos variedades clinicas pueden distinguirse: la

mucositis periimplantaria y la periimplantitis.
1.1 DEFINICION Y PATOGENESIS

Guardando similitud con lo que sucede alrededor de un diente con patologia
periodontal, es decir, la gingivitis y la periodontitis, existen dos formas clinicas
analogas cuando la patologia sucede alrededor de implantes dentales, reciben el
nombre de Mucositis y Periimplantitis (Renvert y cols., 2018; Koldsland y cols.,
2010; Passoni y cols., 2014; Ferreiray cols., 2015).

1.1.1. Mucositis

En las Gltimas décadas, debido a la gran cantidad de implantes dentales
colocados, el diagndstico y tratamiento de las condiciones clinicas que afecta a
los implantes ha ganado gran peso en la practica clinica, por lo que tanto signos
clinicos de inflamacion como infeccion periimplantaria no deben pasar
desapercibidos. Es por ello por lo que, si bien no se consigue una definicion con
criterios estandarizados por todos los autores, todos ellos coinciden en definir a
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la mucositis periimplantaria como una enfermedad que incluye la inflamacién de
los tejidos blandos que rodean un implante dental, sin pérdida dsea adicional
después de la remodelacion o6sea inicial que puede ocurrir durante la curacion

tras la colocacion del implante (Khammissa y cols., 2012).

Es debido a la falta de estandarizacion de los criterios clinicos que
definen a la mucositis, por lo que encontramos en la bibliografia una gran
cantidad de articulos con diferentes parametros para diagnosticarla. Entre ellos,
encontramos quienes la diagnostican debido a la presencia de sangrado al
sondaje (BOP) con ausencia de perdida désea alrededor de la plataforma del
implante (Koldsland y cols., 2010; Passoni y cols., 2014; Ferreira y cols., 2015;
Tenenbaum y cols., 2017); también encontramos autores que ademas de un BOP
positivo y ausencia de perdida dsea, incluyen una profundidad de sondaje (DP)
<4mm (Wahlstrom y cols., 2010) e incluso >5mm (Swierkot y cols., 2012); e
incluso hay autores que también toman en cuenta la ausencia o presencia de
supuracion como criterio para diagnosticar la mucositis (Rokn y cols., 2017;

Maéaximo y cols., 2008).

A modo de aunar el conocimiento que se tenia sobre la mucositis, en
2018, Renvert y cols., propusieron los siguientes criterios para el diagndstico de

mucositis (Renvert y cols., 2018):

1. Inspeccion visual que demuestra la presencia de signos
periimplantarios de inflamacion: rojo en lugar de rosa, tejidos
hinchados en lugar de sin hinchazon, blandos en lugar de consistencia
de tejido firme.

2. Presencia de sangrado profuso (linea o gota) y / o supuracién en el
sondaje.

3. Un aumento en las profundidades de sondeo en comparacion con la
linea de base.

4. Ausencia de pérdida 6sea mas alla de los cambios en el nivel 6seo

crestal como resultado de la remodelacién inicial.
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Actualmente no se han encontrado caracteristicas 0 marcadores que
caractericen la conversion de mucositis a periimplantitis. Pero en analogia a lo
que ocurre con la gingivitis y la periodontitis, se cree que la mucositis precede a

la periimplantitis (Jepsen y cols., 2015).

En diversos estudios se ha encontrado la estrecha relacion existente entre
la presencia de placa alrededor del implante con el desarrollo de inflamacion,
edema o enrojecimiento de los tejidos blandos periimplantarios (Schou y cols.,
2002; Schwarz y cols., 2014).

1.1.2. Periimplantitis

La definicion que encontramos en la literatura para la periimplantitis es la
de una lesion inflamatoria de la mucosa que rodea un implante enddseo que
cursa con pérdida progresiva del hueso periimplantario de soporte (Schwarz y
cols., 2018). Cabe hacer diferenciacion respeto a la pérdida de hueso marginal
que se produce debido a la remodelacién 6sea que se da después de la
colocacion del implante y su carga protésica, la cual se cuantifica entre 0,5 mmyy
2 mm (Lindquist y cols., 1996; Cochran y cols., 2009). Por consiguiente,
cualquier evidencia radiogréfica de pérdida dsea adicional podria sugerir
enfermedad periimplantaria (Renvert y cols., 2018).

Del mismo modo que en la mucositis, Renvert y cols., en 2018,
propusieron una serie de criterios clinicos que ayudarian a diagnoésticar la

periimplantitis (Renvert y cols., 2018):

1. Evidencia de cambios inflamatorios visuales (edema y/o inflamacion)
en los tejidos blandos periimplantarios combinados con sangrado en
el sondaje y / o supuracion.

2. Aumento de las profundidades de la bolsa de sondaje en comparacion
con las mediciones obtenidas en la colocacion de la supraestructura.

3. Pérdida 0sea progresiva en relacion con la evaluacion radiografica del
nivel 6seo a 1 afio después de la entrega de la reconstruccion

protésica implantosoportada.
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4. En ausencia de radiografias iniciales y profundidades de sondaje, la
evidencia radiografica del nivel 6seo >3 mm y / o profundidades de

sondaje >6 mm junto con sangrado profuso representa periimplantitis.

1.2 ETIOLOGIA Y EPIDEMIOLOGIA

Actualmente no se han encontrado caracteristicas o marcadores que
caractericen la conversion de mucositis a periimplantitis. Pero en analogia a lo
que ocurre con la gingivitis y la periodontitis, se estima que la mucositis precede

a la periimplantitis (Jepsen y cols., 2015).

En diversos estudios se ha demostrado la estrecha relacion existente entre
la presencia de placa alrededor del implante con el desarrollo de inflamacién,
edema o enrojecimiento de los tejidos blandos periimplantarios (Schou y cols.,
2002; Schwarz y cols., 2014).

Clinicamente, la conversion de mucositis a periimplantitis se evalud en
un estudio observacional retrospectivo que incluyd a 80 pacientes que
inicialmente sufrian de mucositis periimplantaria (Costa y cols., 2012). Durante
5 afios, la incidencia de periimplantitis fue menor en los sujetos inscritos en un
programa de mantenimiento regular que entre los pacientes sin atenciéon de
mantenimiento regular. En todo el grupo de pacientes, la conversién de
mucositis a periimplantitis se correlacion6 con el incremento de las puntuaciones
de BOP y PD. Ademas, la falta de terapia de mantenimiento regular, asi como la
presencia de periodontitis se identificaron como factores de riesgo que
condicionaban la aparicion de periimplantitis (Costa y cols., 2012).

En similitud a lo que representa la presencia de periodontitis en la
aparicion de periimplantitis, Zitzmann y cols., en 2006 cuantificaron la
incidencia del desarrollo de periimplantitis en pacientes con antecedentes de
periodontitis casi seis veces mayor que en pacientes sin antecedentes de

enfermedad periodontal (Zitzmann y cols., 2006).
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Debido a los diferentes disefios de estudios y tamafios de poblacion con
distintos perfiles de riesgo y estadisticos, los informes que hablan sobre la
prevalencia de mucositis y periimplantitis muestran resultados muy variados,
encontrando rangos de entre el 5% y el 63,4% de prevalencia segun los estudios
(Atiehy cols., 2012; Zitzmann y cols., 2008; Charyeva y cols., 2012).

La revision sistematica y metaanalisis realizada por Lee y cols., en 2017,
mostré resultados de prevalencias medias ponderadas de periimplantitis basadas
en implantes del 9,25% y en pacientes del 19,83%. Respecto a la mucositis
periimplantaria, mostrd prevalencias ponderadas basada en implantes del
29,48% y en pacientes del 46,83% (Lee y cols., 2017).

A nivel microbioldgico, Casado y cols., en 2011, aislaron bacterias
periodontopatégenas comunes tanto en lugares de implantes sanos, como en
implantes afectados por enfermedad periimplantaria, no encontrando diferencias
significativas entre la distribucion de las especies detectadas segln el estado
clinico del implante (es decir, salud periimplantaria, mucositis periimplantaria o
periimplantitis) (Casado y cols.,, 2011). Sin embargo, en comparacion
Gnicamente con los sitios de implantes con salud periimplantaria, la
periimplantitis se asocié con recuentos mas altos de 19 especies bacterianas
entre las que encontramos: Prevotella intermedia, Staphylococcus aureus,
Tannerella forsythia, Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola,
Escherichia coli y Pseudomonas Aeruginosa (Persson y cols., 2016). Por otra
parte, estudios observacionales han indicado que la periimplantitis se relaciono
con mayor frecuencia con patégenos oportunistas como Staphylococcus aureus y
Pseudomonas aeruginosa (Mombelli y cols., 2011), organismos fingicos como
Candida albicans, Rhadotorula laryngis y Candida boidinii (Albertini y cols.,
2015) y virus como el de Epstein-Barr o el citomegalovirus humano (Jankovic y
cols., 2011), entendiendo por tanto que la periimplantitis se trata de una

infeccion bastante compleja y heterogénea (Rakic y cols., 2016).

A nivel inmunohistoquimico, encontramos revisiones sistematicas que se
centran en la correlacion que puede haber entre varias citoquinas y quimiocinas
medidas en el liquido crevicular periimplantario (PICF) y la condicién clinica

del implante (Salud periimplantaria, mucositis y periimplantitis) (Faot y cols.,
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2015; Duarte y cols., 2015). La mayoria de los estudios incluidos se centraron en
la evaluacion de la interleuquina uno beta (IL-1p) y el factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-a), debido a que TNF-a es una proteina de sefializacion celular que se
relaciona con las condiciones de inflamacion y la IL-1p se relaciona con un
papel importante en la defensa del organismo frente a patdgenos como virus o
bacterias y en la regulacion del dafio al tejido (Faot y cols., 2015; Duarte y cols.,
2015). El metaanalisis realizado por Faot y cols., en 2015, encontr6 que la
liberacion de IL-1B aumenté significativamente en los tejidos periimplantarios
con mucositis y periimplantitis, en comparacion con los tejidos periimplantarios
de implantes sanos. Sin embargo, no se observaron diferencias significativas en
los niveles de IL-1B entre los tejidos periimplantarios con mucositis y
periimplantitis. Los sitios de periimplantitis también se asociaron con un
aumento significativo en los niveles de TNF-a respecto a los sitios sanos.
Respecto a citoquinas relacionadas con la osteoclastogénesis (IL-4, 1L-10), no se
encontraron diferencias significativas entre los zonas evaluados con mucositis 0
periimplantitis y los sitios evaluados con salud periimplantaria (Faot y cols.,
2015). Con los resultados obtenidos, Duarte y cols., en 2015, concluyeron que la
evaluacion de las citoquinas proinflamatorias (principalmente IL-1B) en el PICF
podria tener un valor beneficioso para diferenciar entre la salud y la enfermedad
periimplantarias, pero inadecuada e insuficiente para determinar la aparicion de

la periimplantitis respecto a la mucositis (Duarte y cols., 2015).

1.3 INDICADORES DE RIESGO Y PREVENCION

En la Gltima década se han propuesto una gran cantidad de factores de
riesgo potenciales para el desarrollo de la periimplantitis, entre los que
encontramos la edad de los pacientes, el género del paciente, la presencia e
historia de periodontitis, control deficiente de la placa y falta de mantenimiento,
el tabaco, la diabetes mellitus, la presencia de mucosa queratinizada,
localizacion del implante, macro y micromorfologia del implante, la
osteoporosis, causas iatrogénicas y sobrecarga oclusal (Dreyer y cols., 2018). En

adelante desarrollaremos mas acerca de algunos de ellos.
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1.3.1 Edad de los pacientes

El metaanalisis realizado por Dreyer y cols., no confirmo la edad de los
pacientes como factor de riesgo de periimplantitis. Aunque el nivel de evidencia
se estima alto debido a la cantidad de datos recopilados en varios estudios
incluidos (un estudio de cohorte prospectivo, un estudio de casos y controles y 6
estudios transversales), los resultados presentados pueden estar sesgados y deben
examinarse criticamente. Esto se debe a que la mayoria de los estudios
dicotomizaron la edad del paciente a diferentes valores umbral o ni siquiera

especificaron la categorizacion aplicada (Dreyer y cols., 2018).

Sin embargo, y en contraste con los resultados de Dreyer y cols., un
estudio de cohorte retrospectivo publicado recientemente por Poli y cols., indic6
que la edad de los pacientes >65 afios se asocia significativamente con la
periimplantitis, ya que los pacientes de edad avanzada a menudo tienen

enfermedades sistémicas cronicas (Poli y cols., 2016).

1.3.2 Género

Respecto a la influencia del género en el desarrollo de periimplantitis, los
resultados son diversos y deben tomarse con cautela, aunque parece denotarse
cierta predisposicion del género masculino a desarrollar formas avanzadas de
periimplantitis (Dreyer y cols., 2018). Ferreira y cols., encontraron que los
hombres tenian un mayor riesgo de periimplantitis (Ferreira y cols., 2006). Sin
embargo, Koldsland y cols., no encontraron una asociacion estadisticamente
significativa para la periimplantitis moderada, pero cuando focalizaron sus
célculos a wuna forma mas grave de periimplantitis observaron una
susceptibilidad significativamente mayor en pacientes de género masculino
(Koldsland y cols., 2011). En contraste, en un estudio sobre poblacion espafiola
se encontrd porcentajes del 24% de periimplantitis en el género femenino
respecto al 15% del género masculino en pacientes con implantes que hayan sido
colocados en un tiempo mayor o igual a 5 afios (Rodrigo y cols., 2018).
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1.3.3 Localizacion del implante

Los resultados obtenidos tras multiples analisis de regresion han
demostrado que la probabilidad de padecer periimplantitis era aproximadamente
4-5 veces mayor en implantes colocados en la zona anteroinferior, con proétesis
fija completa y ausencia de acceso interproximal, lo cual dificulta la higiene
(Rodrigo y cols., 2018). Estos resultados se encuentran en acuerdo con
investigaciones realizadas con anterioridad, aunque los resultados deben
interpretarse con precaucion debido al limitado nimero de pacientes incluidos en

los estudios (Dalago y cols., 2017; Serino y Strom, 2009; Rodrigo y cols., 2018).

1.3.4 Presencia e historia de periodontitis

Se debe prestar atencién a los dientes restantes con periodontitis como
una fuente potencial de infeccion ya que puede influir en la colonizacion de

tejidos periimplantarios con patégenos periodontales (Karbach y cols., 2009).

Roccuzzo y cols., siguieron a 101 pacientes que recibieron implantes
dentales después de haber sido categorizados como periodontalmente no
comprometidos, moderadamente comprometidos y severamente comprometidos.
Obtuvieron resultados que diferian lo suficiente entre los grupos como para
denotar que a mayor riesgo peridontal del paciente, mayores son los resultados
de presencia de periimplantitis y perdida 6sea (Rocuzzo y cols., 2010; Rocuzzo
y cols., 2012).

Varios estudios transversales informaron sobre la prevalencia de
periimplantitis y analizaron las asociaciones con antecedentes de periodontitis o
periodontitis actual. En un estudio que incluy6 a 216 pacientes evaluados de 9 a
14 afios después de la terapia con implantes, Roos-Jansaker y cols., informaron
que los implantes colocados en pacientes con antecedentes de periodontitis
tenian probabilidades significativamente mas altas de periimplantitis en
comparacion con los implantes en pacientes sanos (Roos-Jansaker y cols., 2006).

Por su parte Koldsland y cols., encontraron hallazgos similares después de

11
EFECTO SINERGICO ANTIMICROBIANO DE LA TERAPIA FOTODINAMICA Y EL QUITOSANO EN
LAS BIOPELICULAS ADHERIDAS AL TITANIO DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS, ESCHERICHIA COLI Y
PSEUDOMONAS AERUGINOSA: UN ESTUDIO IN VITRO.



INTRODUCCION

examinar a 109 pacientes con 1 a 16 afios de seguimiento (Koldsland y cols.,
2011).

1.3.5 Diabetes mellitus

La federacion internacional de diabetes estima que 415 millones de
adultos (20-79 afos) (8,8% de la poblacién mundial) sufrieron de diabetes
mellitus o diabetes tipo 2 en 2015. Este nimero aumentara drésticamente a 642
millones de adultos (10,4% de la poblacion mundial) para 2040. Del mismo
modo, el nimero de adultos que se estima que tienen intolerancia a la glucosa
(prediabetes) aumentara de 318 millones (6,7%) en 2015 a 481 millones (7,8%)
en 2040 (Ogurtsova y cols., 2017). En el medio oral, un estado hiperglucémico
desencadena un aumento de la inflamacion, el estrés oxidativo, la apoptosis y la
funcion  polimorfonuclear alterada. Las respuestas desreguladas e
hiperinflamatorias que flucttan con el control glucémico son procesos clave que
influyen en los cambios clinicos que también se observan dentro de los tejidos
periodontales. Estos procesos inmunoldgicos apoyaron los hallazgos clinicos por
los cuales los niveles medios significativamente mas altos de productos finales
glicosilados avanzados en pacientes hiperglucémicos se asociaron con un
aumento del indice de placa, sangrado en el sondaje, profundidades de sondaje,
pérdida O6sea marginal y de estabilidad del implante en comparacién con los

pacientes sanos (Fu y Wang, 2020).

La revision sistematica realizada por Monje y cols., sugiere que la
diabetes mellitus/hiperglucemia se asocia con un mayor riesgo de
periimplantitis, independientemente del tabaquismo, pero no con la mucositis
periimplantaria (Monje y cols., 2017). Sin embargo, en la revision sistematica
realizada por Dreyer y cols., no todos los estudios incluidos encontraron una
influencia negativa de la diabetes respecto al éxito del implante, lo cual se
explicd debido a que no todos los estudios diferenciaban entre diabetes
controlada y no controlada o no diferenciaban entre diabetes mellitus tipo 1 y
tipo 2 (Dreyer y cols., 2018). Los resultados encontrados por Fu y Wang, se
encontraban en la misma linea, no observando resultados concluyentes respecto
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a la asociacion de la diabetes como marcador de riesgo para periimplantitis (Fu y
Wang, 2020).

1.3.6 Consumo de tabaco

Fumar cigarrillos aumenta el riesgo de desarrollar varias afecciones
sistémicas, como cancer, enfermedades cardiovasculares y pulmonares. A nivel
oral también es perjudicial para la salud bucodental, ya que aumenta la
incidencia y la gravedad del cancer oral y las enfermedades periodontales
(Ramda y cols., 2017).

En contraste, no hay evidencia concluyente de que el tabaquismo
constituya un factor de riesgo/indicador de periimplantitis (Schwarz y cols.,
2018) ya que en estudios como el de Aguirre-Zorzano y cols., donde se
examinaron a 239 individuos portadores de implantes después de un tiempo
medio de seguimiento de aproximadamente 5 afios, encontraron una prevalencia
general de periimplantitis del 15% pero con la particularidad de que el grupo de
los fumadores no estaban en mayor riesgo (Aguirre-Zorzano y cols., 2015). Sin
embargo, estudios como el de Romandini y cols., determinan el consumo de
tabaco como indicador de riesgo de periimplantitis por delante incluso de la
presencia de periodontitis (Romandini y cols., 2021). En su misma linea Rokaya
y cols., identificaron al tabaco como indicador de riesgo de periimplantitis
(Rokayay cols., 2020).

Las razones de los hallazgos contradictorios y la aparente asociacion
débil entre el tabaquismo y la periimplantitis actualmente no se entienden, pero
pueden estar relacionadas con las diferencias en la categorizacion de fumadores
y no fumadores, asi como el hecho de confundir el tabaquismo con otras
variables de fondo, como la falta de higiene o la historia de periodontitis, por

ejemplo (Schwarz y cols., 2018).

1.3.7 Control de placa y mantenimiento
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La falta de terapia de mantenimiento regular se asocia frecuentemente
con la pérdida de union clinica de los dientes, en pacientes con enfermedad
periodontal. Es por ello que las medidas de control de placa autoejecutadas y
administradas profesionalmente son de gran importancia en la prevencion de las

enfermedades periodontales (Dreyer y cols., 2018; Karbach y cols., 2009).

Poli y cols., observaron que el riesgo de desarrollar periimplantitis fue
mayor en aquellos pacientes que no asistian de forma regular a sus revisiones
periddicas de mantenimiento (Poli y cols., 2016). En la misma linea, el analisis
realizado por Costa y cols., mostraron que, durante un periodo de 5 afios, la
incidencia de periimplantitis fue menor en los pacientes que asistieron a terapia
de mantenimiento (18%) en comparacion con los individuos sin terapia de
mantenimiento de apoyo (44%) (Costa y cols., 2012). Ferreira y cols.,
observaron que el control deficiente de la placa fue el predictor estadistico méas
fuerte para la periimplantitis (Ferreira y cols., 2006).

En 2017, en las actas del taller mundial sobre la clasificacion de
enfermedades y condiciones periodontales y periimplantarias, se concluy6 que
existe evidencia significativa de que el control deficiente de la placa y la falta de
terapia de mantenimiento regular constituyen factores de riesgo/indicadores para

la periimplantitis (Schwarz y cols., 2018).

1.3.8 Presencia de mucosa queratinizada

El papel del tejido queratinizado, tanto en relacion con la denticidn
natural como con los implantes dentales, es un tema controvertido y la necesidad
absoluta aun no se conoce. Este tipo de tejido tiende a ser mas resistente a la
abrasion y mas resistente cuando se considera su susceptibilidad a la recesion
gingival. En muchos casos, su presencia resulta en una disminucién de las
profundidades de sondaje y una menor acumulacién de placa, lo que limita la
penetracion bacteriana en el espacio periimplantario. Los beneficios adicionales
incluyen una capacidad de limpieza mas facil y una mayor comodidad para el
paciente. Alternativamente, hay varios estudios que confirman el éxito del
implante en regiones con poco 0 ningln tejido queratinizado. Por lo tanto, se
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puede concluir que es preferible un implante con tejido queratinizado sano.
Aquellos que no lo tienen no estan garantizados para verse comprometidos, pero
es mas probable y se requiere una atencion domiciliaria ain méas diligente.
(Hussain y cols., 2020)

1.4 TRATAMIENTO

Las enfermedades periimplantarias comparten caracteristicas clinicas y
etiologias similares a las enfermedades periodontales; por lo tanto, se han
adoptado enfoques de tratamiento similares para manejarlos (Rokaya y cols.,
2020).

El tratamiento de las infecciones periimplantarias comprende enfoques
conservadores (no quirdrgicos) y quirargicos, dependiendo de la gravedad de la
enfermedad periimplantaria (mucositis, periimplantitis moderada o grave). El
tratamiento no quirdrgico podria ser suficiente en estadios iniciales de
enfermedad periimplantaria, pero conforme aumente la severidad del defecto
originado puede ser necesario un enfoque gradual con una terapia no quirdrgica
seguida de un tratamiento quirargico e incluso valorando la regeneracion de los

defectos (Smeets y cols., 2014).

Una estrategia de gestién adecuada debe tener en cuenta los factores
locales y sistémicos (Ephros y cols., 2020; Rokaya y cols., 2020; Smeets y cols.,
2014). Se recomienda la terapia de apoyo y mantenimiento a largo plazo para las
enfermedades periimplantarias. Sus principales objetivos son el control de
infecciones, prevenir la progresion de la enfermedad y restaurar el hueso
perdido. Este protocolo subraya el seguimiento rutinario del paciente con
evaluacion periodica de la placa y el célculo, BOP, PD y evaluacion radioldgica
de la pérdida dsea. Estos parametros indican la gravedad y la extension de la

enfermedad (Rokaya y cols., 2020).

1.4.1 Tratamiento Mucositis
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En presencia de mucositis periimplantaria, los métodos no quirdrgicos
son apropiados y suficientes para resolver la patologia. Estos incluyen la
limpieza mecénica de implantes con titanio o curetas de plastico, ultrasonidos o
pulido de aire. Ademas, la terapia fotodindmica, asi como la medicacion
antiséptica local (clorhexidigluconato, peroxido de hidrogeno, percarbonato de
sodio, povidona-yodo) pueden apoyar la terapia antimicrobiana (Smeets y cols.,
2014; Pfitzner y cols., 2004).

Dado que se ha observado la estrecha relacion entre la presencia de placa
alrededor de los tejidos periimplantarios y la aparicion de la mucositis
periimplantaria (Schou y cols., 2002; Schwarz y cols., 2014), el tratamiento de
esta debe de pasar por el control de placa, mantenimiento de la higiene de los
implantes y tejidos periimplantarios y la descontaminacion de estos (Rokaya y
cols., 2020; Smeets y cols., 2014)

De este modo, se evaluaron las formas de control de la placa realizada
por el paciente (la eliminacion mecénica de la placa mediante cepillos de dientes
manuales o electricos, el control quimico de la placa mediante la administracién
coadyuvante de antimicrobianos y el uso de pastas dentales que contuviesen
triclosan) y las formas de control de placa en las que intervino el profesional
odontoldgico (Salvi y Ramseier, 2015). Aunque no siempre se obtuvo la
resolucion completa después de las medidas administradas por el paciente, en
algunos estudios se ha evidenciado una reduccion de los signos clinicos de la
inflamacién (Salvi y Ramseier, 2015). Por su parte, la intervencion profesional
que consiste principalmente en instrucciones de higiene bucal, desbridamiento
mecénico aplicando una variedad de diferentes instrumentos manuales o
motorizados y / o herramientas de pulido, ha revelado una reduccién en los
signos clinicos de inflamacion, mientras que la resolucion de BOP a nivel de

paciente no suele lograrse (Salvi y Ramseier, 2015).

Finalmente, se ha demostrado que la resolucion de la mucositis
periimplantaria es posible. Sin embargo, los datos actuales también indican que
la resolucién de la inflamacion no se consigue en todos los pacientes. La
mucositis periimplantaria experimental, por su parte, se puede revertir

significativamente mediante la eliminacion de la placa administrada
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profesionalmente y la reinstitucion de las practicas de higiene oral realizadas

durante 3 semanas (Salvi y cols, 2012).

1.4.2 Tratamiento Periimplantitis

Dado que la periimplantitis es una lesion inflamatoria de la mucosa que
rodea un implante endo6seo y que cursa con una pérdida progresiva del hueso
periimplantario de soporte (Schwarz y cols., 2018), el tratamiento se basa en la
eliminacion y descontaminacion de aquellos factores que estan provocando el
avance de la lesion inflamatoria, con su consecuente pérdida Gsea progresiva
(Schwarz y cols., 2018; Smeets y cols., 2014; Roccuzzo y cols. 2018). Para ello
se plantean tratamientos no quirtrgicos que podrian ser suficiente en estadios
iniciales de periimplantitis, pero conforme aumenta la severidad del defecto
originado, puede ser necesario un enfoque gradual con una terapia no quirdrgica
seguida de un tratamiento quirdrgico e incluso valorando la regeneracion de los

defectos (Smeets y cols., 2014).

Cabe destacar que, el tratamiento de la periimplantitis seguido de
atencion de apoyo regular (revisiones y controles periédicos) dio lugar a una alta
supervivencia a nivel de paciente e implante a medio y largo plazo, ya que se
encontraron resultados favorables, con mejorias clinicas y niveles 0seos

periimplantarios estables en la mayoria de los pacientes (Roccuzzo y cols. 2018).

1.4.2.1 Tto no quirurgico

1.4.2.1.1 Métodos mecanicos

El desbridamiento mecanico reduce la inflamacion mediante la
eliminacién de la placa microbiana en la superficie del implante. Los
instrumentos mecanicos para la eliminacion de placa incluyen curetas de
plastico, ultrasonidos con punta de metal, curetas de metal, sistemas

abrasivos de aire y cepillos metalicos de titanio (Rokaya y cols., 2020).

Toma y cols., observaron que los métodos mecanicos son
efectivos para reducir la puntuacion BOP, el indice de placa y la DP, sin

embargo, la resolucion de la periimplantitis no se observé en la gran
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mayoria de los casos, obteniendo un éxito bajo. Concluyeron, por tanto,
que el desbridamiento mecéanico por si solo no es un tratamiento efectivo
para la periimplantitis, y se sugiere que debe combinarse con otros tipos
de agentes descontaminantes o incluso con cirugia. (Toma y cols., 2019;
Rokaya y cols., 2020). Cabe resaltar el apunte de que, respecto a
dispositivos abrasivo de aire, cepillo de titanio y curetas de plastico como
meétodos mecanicos, el dispositivo de pulido de aire y el cepillo de titanio

eran mas eficientes que las curetas plasticas (Tomay cols., 2019).

El desbridamiento mecénico por si solo puede no eliminar
completamente la placa porque los instrumentos no pueden acceder entre

la microestructura del implante (Rokaya y cols., 2020).

1.4.2.1.2 Farmacoldgico

Los antibidticos se usan como complemento de la terapia
mecanica porque actdan contra la infeccion, ya sea inhibiendo 0 matando
el agente infeccioso. En la periimplantitis se administran los antibioticos
tanto de forma local (la minociclina, la doxiciclina, la gentamicina y la
cefazolina), como sistémica (clindamicina, amoxicilina + metronidazol,
tetraciclina, ciprofloxacina) (Rokaya y cols., 2020; Leonhard y cols.,
2003; Carcuac y cols., 2017).

La terapia antibiotica sistémica aumenta la defensa del huésped
para eliminar la infeccion al combatir los patdgenos subgingivales que
permanecen después de la terapia mecéanica. La combinacion de
antibidticos (locales y sistémicos) puede ser beneficiosa en las
infecciones periimplantarias. Ademas, la profilaxis antibiotica sistémica

reduce el riesgo de infeccion postoperatoria (Carcuac y cols., 2017).

1.4.2.1.3 Antisépticos

Varios métodos quimicos han sido estudiados para evaluar su uso

en la desinfeccion de la superficie de implantes, como el acido
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etildiaminotetraacetico (EDTA), peréxido de hidrogeno y el quitosano
(Chitosan) entre otros (Wohlfahrt y cols., 2017; Birgers y cols., 2012;
Rokaya y cols., 2020).

En los dltimos afios, la aplicacion tdépica de quitosano (como
sustituto de los antibioticos locales) se ha utilizado con éxito en el
tratamiento de la periimplantitis (Yoon y cols., 2020; Koldsland y cols.,
2020; Li y cols., 2019; Larsen y cols.,, 2017; Zeza y cols., 2017
Wohlfahrt y cols., 2019; Wohlfahrt y cols., 2017). El quitosano es un
polisacérido lineal natural compuesto de D-glucosamina ligada a B (1-4)
y N-acetil-D-glucosamina. Es derivado de la quitina, el segundo
biopolimero natural méas abundante. Parece que el mecanismo
antimicrobiano del quitosano, mediante el cual facilita la pérdida de
componentes intracelulares y su lisis, se debe a que el quitosano cargado
positivamente se une a la membrana bacteriana provocando un cambio en

la permeabilidad de la membrana (Pefia y cols., 2013).

1.4.2.1.4 Terapia laser

La terapia laser tiene poder bactericida, es por ello que la terapia
laser de CO», Diodo-, Er:YAG- (erbio-dopado: itrio-aluminio-granate) y
Er,Cr:YSGG- (erbio, cromo-dopado: itrio-escandio-galio-granate) esta
asociada con el tratamiento de enfermedades periodontales e

periimplantarias.

Yamamoto y cols., observaron que Er:YAG y Er,Cr:YAG con
una longitud de onda de 2940 nanometros puede reducir las biopeliculas
hasta en un 90%, pero a diferencia de la mayoria de las terapias
mecanicas. Sin embargo, se debe garantizar una absorcion y
reverberaciones minimas con el propdsito de proteger el implante y el
tejido, ya que no se pueden volver a inducir las compatibilidades
bioldgicas y las propiedades estimuladoras celulares en las zonas tratadas
(Yamamoto y cols., 2013). Por su parte, la terapia laser de CO2 con
longitud de onda de 308 nanometros condujo principal y eficientemente a
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resultados satisfactorios en un espectro de bacterias anaerdbicas (Deppe y
cols., 2007)

Cuando se comprobo la eficacia del tratamiento laser con Er:YAG
respecto al tratamiento mecéanico con curetas de plastico en la
periimplantitis, los tratamientos con un laser Er:YAG condujeron a
resultados significativamente mejores en términos de sangrado en la
periimplantitis. Sin embargo, ambos métodos no mostraron diferencias
significativas en los cambios de PD, el nivel de unién clinica, el indice de
placa y las recesiones gingivales, aunque en ambos grupos mejoraron

estos parametros (Schwarz y cols., 2005)

1.4.2.1.5 Terapia fotodindmica

A lo largo de los ultimos afos, los laseres de diodo de baja
intensidad junto con a fotosensibilizadores, se han utilizado para activar
agentes fotosensibilizantes tdépicos (es decir, la terapia fotodindmica
antimicrobiana (aPDT)) para reducir o eliminar las bacterias
periodontopatdgenas como complemento del desbridamiento mecanico
en pacientes con periodontitis (Cheng y cols., 2016; Pfitzner y cols.,
2004). Del mismo modo, se han estudiado los efectos descontaminantes
alredededor de zonas afectadas por periimplantitis (de Fatima
Balderrama y cols., 2020; Poli y cols., 2020; Ahmed y cols., 2020; Ohba
y cols., 2020). Se atribuye el descubrimiento de los efectos de la terapia
fotodinamica a Oskar Raab cuando de forma accidental "observé que los
protozoos de Paramecium spp. tefiidos con naranja acridina murieron al
exponerse a la luz brillante” (Rabb, 1900). Sin embargo, no fue hasta 2
afios después cuando se propuso por primera vez el término “Terapia
Fotodindmica (TFD)” por John Toth en 1981, quien observo el "efecto
guimico fotodindmico" (Dougherty y Marcus, 1992).

Los principios de aPDT implican el uso de un tinte sensible a la
luz no tdéxico llamado "fotosensibilizador" (PS) combinado con luz
visible inofensiva (baja energia) de la longitud de onda apropiada para
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que coincida con el espectro de absorcion del PS (Dai y cols., 2012). Este
procedimiento estimula el tinte para formar radicales libres y oxigeno
singlete que actuardn como agentes tdxicos para la bacteria / célula
(Fabio y cols., 2016; Camacho-Alonso y cols., 2017; Camacho-Alonso y
cols., 2017). La vida util del oxigeno singlete es de nanosegundos lo que
apenas permite ninguna interaccion con otras moléculas en las regiones
circundantes. Esta molécula excitada puede volver al estado fundamental
0 convertirse en un estado triplete (la vida datil es de micro a
milisegundos) que puede producir fosforescencia mientras regresa al
estado fundamental, o puede reaccionar en los fotoprocesos de Tipo | y
Tipo Il. Para mayor claridad, el Tipo | implica la liberacion de radicales
libres como el superoxido, el hidroxilo y los radicales derivados de
lipidos, y el Tipo Il produce oxigeno singlete de estado excitado que
oxida lipidos, proteinas y &cidos nucleicos, causando citotoxicidad
(Rahmany cols., 2022).

Los resultados encontrados en la literatura parecen apoyar el uso
adyuvante de la TFD en el tratamiento de enfermedades periimplantarias
(Rahmany cols., 2022). Para proporcionar un punto de vista desde el mas
alto nivel de evidencia, un metandlisis en red de ensayos controlados
aleatorizados de TFD como terapia adyuvante para la periimplantitis
concluy6 definitivamente a favor de la TFD adyuvante en comparacion
con otras intervenciones, como el desbridamiento mecénico solo o el
desbridamiento mecénico combinado con la administracion local de
farmacos (Sivaramakrishnan y Sridharan, 2018). Sin embargo, una
preocupacion es la toxicidad de los PS, y la otra es la irradiacion dafiina
(de laseres) a los ojos del paciente y el personal clinico involucrado
durante el procedimiento, incluso cuando la TFD se usa cumpliendo con
los estandares de seguridad (Rahman y cols., 2022; Pfitzner y cols.,
2004).
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1.4.2.2 Tto quirurgico

Si el tratamiento no quirdrgico para la periimplantitis falla o si la
enfermedad periimplantaria se encuentra en la etapa moderada o grave,
se puede considerar la terapia quirdrgica. La correccion quirdrgica de la
EP y el recontorno dseo con control de la placa es importante en la

enfermedad periimplantaria activa (Rokaya y cols., 2020).

Los procedimientos quirdrgicos (desbridamiento con colgajo
abierto) aumentan la eficacia del tratamiento mecanico de la
periimplantitis (Hallstrém y cols., 2017). Se recomienda la terapia de
intervencion quirurgica para tratar la periimplantitis para un resultado
mas favorable (Machtei, 2014; Hallstrom y cols., 2017). El tratamiento
quirargico incluye colgajo de acceso y desbridamiento, colgajo de acceso
y recontorno 6seo o cirugia resectiva, y enfoques regenerativos que

utilizan injertos éseos con o sin membrana (Machtei, 2014).

Carcuac y cols., encontraron que el tratamiento quirurgico de la
periimplantitis es efectivo y que los resultados de la terapia se ven
afectados por las caracteristicas de la superficie del implante (Carcuac y
cols., 2017).

1.4.2.2.1 Resectivo

La terapia quirurgica resectiva para la periimplantitis es una
opcion de terapia recomendable. La osteotomia y la osteoplastia
combinada con la implantoplastia representan una terapia eficaz para
reducir o incluso detener la progresién de la periimplantitis (Smeets y
cols., 2014).

En analogia con la periodontitis, la cirugia resectiva ha
demostrado ser eficaz en la reduccién de las profundidades de sondaje y
los signos clinicos de inflamacion (Rokaya y cols., 2020). Sin embargo,
aun cuando la combinacion de osteotomia y la osteoplastia combinada

con la implantoplastia fueron efectivos en el tratamiento de la
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periimplantitis, deben de tenerse en cuenta las limitaciones de su uso en
el area estética, ya que se produce con frecuencia un aumento de la

recesion gingival (Smeets y cols., 2014, Rokaya y cols., 2020).

Respecto a la implantoplastia, la técnica consiste en el alisado de
la superficie del implante que se encuentra infectado y/o expuesto. Con
esto se pretende descontaminar y alisar la superficie del implante de
manera que se disminuya la adherencia de placa (Ramel y cols., 2016).
Estudios como el de Hussain y cols., demostraron que superficies
expuestas rugosas de implantes, son méas susceptibles a la periimplantitis
que superficies pulidas (Hussain y cols., 2020). Frecuentemente, su uso
estd combinado con cirugia de acceso (Rokaya y cols., 2020). Ademas,
en el estudio realizado por Ramel y cols., observaron que la
implantoplastia realizada con la combinacion de las fresas de diamante a
alta velocidad, seguida de la fresa de Arkansas para pulir la superficie
presentaron el mejor alisado respecto a los otros métodos evaluados en su

estudio (Ramel y cols., 2016).

La desventaja de la implantoplastia son los restos metalicos de los
implantes que a menudo permanecen en los tejidos periimplantarios, los
cuales pueden causar efectos adversos, ya que generalmente son
citotoxicos y genotoxicos (Rokaya y cols., 2020). Ademas, en el estudio
realizado por Chan y cols., determinaron que la implantoplastia realizada
en implantes de diametro inferior a 3,75mm debilitaba la resistencia a la
flexion del implante, comprometiendo, por tanto, la carga capaz de
soportar la rehabilitacion protésica del mismo (Chang y cols., 2013). En
contraste, en implantes de mayor didmetro no se encontraban diferencias
estadisticamente significativas respecto a cambios en la resistencia a la
flexion (Chang y cols., 2013). Por lo tanto, la implantoplastia debe
hacerse con precaucion en implantes estrechos e implantes individuales

sometidos a mas carga oclusal (Rokaya y cols., 2020).
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1.4.2.2.2 Regenerativo

El tratamiento quirdrgico regenerativo se centra en la
descontaminacion del defecto Gseo periimplantario generado y su
posterior relleno con materiales como xenoinjertos, aloinjertos,
autoinjertos dseos e incluso la combinacion de ellos. Se han descrito
técnicas en las que ademas se utilizan meétodos barrera (membranas
reabsorbibles o no reabsorbibles) para proteger la regeneracion (Hussain
y cols., 2020; Rokaya y cols., 2020; Hanif y cols., 2017; Smeets y cols.,
2014).

Desde el punto de vista funcional, estético y de supervivencia a
largo plazo, se aspira a la regeneracion completa y la re-osteointegracion
(Smeets y cols., 2014). En modelos animales ha sido posible regenerar
defectos inducidos experimentalmente utilizando diversos materiales de
injerto y/o membranas reabsorbibles siguiendo los principios de

regeneracion 6sea guiada (GBR) (Smeets y cols., 2014).

Aunque se ha observado que la terapia regenerativa tiene unos
resultados favorables, la evidencia ha demostrado que el enfoque
regenerativo para el tratamiento de un defecto periimplantario sigue
siendo impredecible. Existen una serie de condicionantes que podrian
contraindicar el tratamiento quirdrgico (resectivo o regenerativo) de la
periimplantitis, como lo son una pérdida désea igual o superior al 50% de
la longitud del implante, presencia de movilidad en el implante o una
posicion inadecuada de colocacion del implante afectado. (Decker y
cols., 2015; Hanif y cols., 2017). En casos severos de periimplantitis que
cursan con movilidad, lo cual conlleva o bien una perdida 6sea superior
al 60% o fallos en la osteointegracion, se recomienda la explantacion del
implante dental (Decker y cols 2015).
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2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS.
2.1 JUSTIFICACION

La aparicion de los implantes dentales ha cambiado el paradigma del tratamiento
dental para la rehabilitacion estética y funcional de los dientes perdidos. Ademas, el
aumento de la esperanza de vida ha aumentado el riesgo de pérdida dental, por lo que
este tratamiento quirdrgico-protésico se ha convertido en uno de los méas utilizados en
las clinicas dentales, hasta tal punto que se estima que el 19% de la poblacion mundial
mayor de 45 afios se ha sometido a algun tipo de tratamiento con implantes dentales
(Al-Nasser y cols., 2020; Yao y cols., 2016). Aunque sigue siendo un tratamiento
predecible con una buena tasa de éxito a corto, medio y largo plazo (Frisch y cols.,
2020), el namero de implantes afectados por enfermedades periimplantarias también ha
aumentado en la practica clinica. Las enfermedades periimplantarias se definen como
reacciones inflamatorias patoldgicas en el tejido blando y duro que rodea un implante
dental osteointegrado, y se clasifican en mucositis y periimplantitis (Lindhe y cols.,
2008). La mucositis se diagnostica clinicamente por la aparicion de inflamacion en la
mucosa periimplantaria, sin signos de pérdida dsea (Lindhe y cols., 2008; Derks y cols.,
2015; Lee y cols., 2017). Mientras que en la periimplantitis se producen cambios a nivel
de la unién oOsea crestal, con sangrado al sondaje, con o sin profundizacién
concomitante de los alvéolos periimplantarios, movilidad y presencia de pus (Lang y
cols., 2011). Segun los estudios, la prevalencia de periimplantitis es del 11,3-47,2%

después de la terapia con implantes (Koldsland y cols., 2010).

Existen un gran numero de factores que pueden estar relacionados con la
aparicion de la periimplantitis, como los relacionados con el propio implante dental y la
funcionalidad de su protesis (superficie del implante dental, perfil de emergencia de la
prétesis, sobrecarga oclusal, uso de protesis cementadas y ubicacion del implante)
(Albouy y cols., 2011; Katafuchi y cols., 2018; Canullo y cols., 2015; Quaranta y cols.,
2017; Koldsland y cols., 2011); y factores dependientes del paciente (edad, sexo,
habitos toxicos como el consumo de tabaco y alcohol, higiene bucal, grosor de la
mucosa biotipo, tratamiento previo para la periodontitis y presencia de enfermedades
sistémicas como la diabetes mellitus)(Koldsland y cols., 2011; Twito y cols., 2014;
Galindo-Moreno y cols., 2005; Ferreira y cols., 2006; Canullo y cols., 2017; Sousa y
cols.,, 2016; Monje y cols.,, 2016). La presencia de una comunidad microbiana
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organizada, espacial y funcionalmente, dentro de una biopelicula sobre la superficie del
implante es fundamental para el desarrollo de enfermedades periimplantarias (Quirynen
y cols., 2003). La formacién de una biopelicula bacteriana unida a la superficie de
titanio del implante dental es un proceso complejo que comienza al mismo tiempo que

el implante se expone a la cavidad oral (Poli y cols., 2017).

La formacion de biopeliculas en la superficie rugosa de los implantes dentales se
puede dividir en cuatro etapas: interaccion superficial reversible inicial, adhesion
irreversible a la superficie, division celular y produccion de la matriz extracelular
generando microcolonias, y finalmente maduracion de la biopelicula (Heindl y cols.,
2014). En la interaccion inicial de las bacterias, a medida que pasan de la vida
planctonica a formar biopeliculas, es esencial una buena union para hacerse irreversible.
Esto dependera del tipo de bacteria y de la superficie de adhesion. En cuanto al tipo de
bacteria, la adhesion puede diferir entre las bacterias Grampositivas y Gramnegativas,
ya que las negativas a menudo usan apéndices (flagelos y fimbrias) como mecanismo de
contacto, mientras que las positivas, que son menos moviles, utilizan proteinas de
superficie como sitio de enlace (Jamal y cols., 2018). En cuanto al tipo de superficie, la
velocidad de adhesidén bacteriana dependerd de la rugosidad y las interacciones
electrostaticas de la superficie. En el caso de los implantes dentales, la rugosidad
superficial del titanio tratado favorece la union irreversible de las bacterias. Cuanto mas
hidrofobica y no polar sea la superficie, menos repulsion bacteriana causara (Kostakioti
y cols., 2013). En las siguientes tres etapas (union irreversible, division celular y
maduracion de la biopelicula) la sintesis de sustancias poliméricas extracelulares y la
produccién de una matriz extracelular son esenciales. Esta matriz ocupa
aproximadamente el 90% de la biomasa, siendo el 10% restante ocupado por bacterias,
y consiste principalmente de agua, apéndices y sustancias poliméricas extracelulares
(Flemming y cols., 2010). El agua es el elemento mas abundante en la matriz, ocupando
hasta el 97% de ella. Apéndices de proteinas como fimbrias, flagelos y pilis, ademas de
intervenir en la comunicacion intercelular y la motilidad bacteriana, tienen funciones
mecanosensoriales durante la fijacion a la superficie de titanio (Wei y cols., 2013).
Finalmente, las sustancias polimericas extracelulares son un conjunto de biomoléculas
localizadas extracelularmente, entre las que es posible diferenciar: exopolisacaridos

(como el lipopolisacarido de endotoxina), proteinas (estructurales y enzimaticas), ADN
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extracelular (a partir de celulas lisadas y también sintetizado activamente por
biopeliculas) y lipidos (Shaw y cols., 2004). Se ha informado de que el lipopolisacérido
se adhiere fuerte y tenazmente a los implantes dentales de titanio, donde induce la
produccién de varias citoquinas inflamatorias y quimiotécticas, que son la principal
causa de inflamacion periimplantaria y resorcion ésea (Bi y cols., 2001; Nouneh y cols.,
2001; Morray cols., 2015).

Los primeros estudios sobre la microbiota asociada con la periimplantitis
apuntaron a muchas similitudes entre las bacterias asociadas con esta enfermedad y las
tradicionalmente asociadas con la gingivitis o periodontitis cronica. Sin embargo, a
menudo algunos microorganismos, como Staphylococcus aureus, S. epidermidis,
Enterobacter aerogenes, E. cloacae, Escherichia coli, Helicobacter pylori, Parvimonas
micra, Pseudomonas spp., o Candida spp., que no se sabe que sean comunes en
pacientes con periodontitis, se han detectado en la cavidad periimplantaria (Belibasakis
y cols., 2014). En este sentido, la periimplantitis se considera actualmente como una
infeccion anaerdbica polimicrobiana con un mayor nimero de bacterias gramnegativas
anaerdbicas (Charalampakis y cols., 2012). Staphylococcus aureus es una bacteria
anaerobica, facultativa, grampositiva, no esporulante con una alta afinidad por las
superficies de titanio debido a que su rugosidad, carga eléctrica y dureza influyen en la
unién bacteriana y lipopolisacarida (Ferreira y cols., 2016). Por esta razon, S. aureus es
actualmente uno de los patégenos mas comunes involucrados en la falla temprana del
implante dental y se considera como un patégeno putativo en el inicio de la
periimplantitis (Persson y cols., 2014). Escherichia coli es una bacteria fimbriada
gramnegativa facultativa anaerdbica cuya motilidad depende de los flagelos
peritrichous, se considera como un patdgeno oportunista cada vez mas asociado a fallos
de implantes relacionados con la periimplantitis (Wang y cols., 2020). Pseudomona
aeruginosa es una bacteria gramnegativa aerébica facultativa (aunque puede crecer en
condiciones anaerobicas utilizando nitrato) gramnegativa, unipolar que, al ser un
patdgeno oportunista, se asocia frecuentemente con periimplantitis (Persson y cols.,
2014). Ademas, este microorganismo tiene la capacidad de crecer en ambientes
adversos y, debido a las caracteristicas de su membrana celular (con propiedades de

impermeabilidad excepcionales), es resistente a un gran nimero de antibiéticos,
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incluidas cefalosporinas de primera y segunda generacion, tetraciclinas, cloranfenicol y

macrolidos (Livermore y cols., 2002).

El método maés utilizado para tratar la periimplantitis es el desbridamiento
mecénico mediante cepillos de pulido, tratamientos abrasivos accionados por aire,
escaladores manuales (con curetas de metal y plastico) y ultrasonicos; en combinacion
con antisépticos y/o terapia antibidtica local y sistémica (Karring y cols., 2005). Sin
embargo, debido a la complejidad macroscopica y en su mayoria microscopica de la
superficie del implante (rugosa y microporosa), no se ha demostrado que ninguno de
estos métodos elimine o al menos inactive estos patdgenos periimplantarios (Renvert y
cols., 2006).

En la dltima década, la terapia fotodinamica (TFD) ha demostrado ser un
tratamiento eficaz contra la periimplantitis, fundamentalmente por su capacidad para
acceder y penetrar en la superficie irregular del implante (De Fatima Balderramay cols.,
2020; Poli y cols., 2020; Ahmed y cols., 2020; Ohba y cols., 2020). La inactivacion
fotodindmica de los microoganismos se basa en la administracion topica o sistémica de
un fotosensibilizador (PS) seguido de irradiacion en dosis bajas con luz visible de una
longitud de onda adecuada, mediante la cual el PS pasa de su estado fundamental a un
estado excitado. En presencia de oxigeno local en las células, el PS activado puede
reaccionar con moléculas cercanas a través de la transferencia de electrones o
transferencia de hidrégeno, lo que lleva a la produccién de radicales libres (mecanismo
Tipo 1) o a través de la transferencia de energia u oxigeno (mecanismo Tipo I1), lo que
Ileva a la produccion de oxigeno singlete (Fabio y cols., 2016; Camacho-Alonso y cols.,
2017; Camacho-Alonso y cols., 2017).

Ademas, en los Gltimos afios, la aplicacion tdpica de quitosano (como sustituto
de los antibidticos) se ha utilizado con éxito en el tratamiento de la periimplantitis
(Yoon y cols., 2020; Koldsland y cols., 2020; Li y cols., 2019; Larsen y cols., 2017;
Zeza y cols., 2017; Wohlfahrt y cols., 2019; Wohlfahrt y cols., 2017). El quitosano es
un polisacarido lineal natural compuesto de D-glucosamina ligada a B(1-4) y N-acetil-
D-glucosamina. Es derivado de la quitina, el segundo biopolimero natural mas
abundante. Parece que el mecanismo antimicrobiano del guitosano, mediante el cual
facilita la pérdida de componentes intracelulares y su lisis, se debe a que el quitosano

cargado positivamente se une a la membrana bacteriana provocando un cambio en la
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permeabilidad de la membrana (Pefia y cols., 2013). Sin embargo, hasta la fecha, el
posible efecto sinérgico de la TFD y el quitosano sobre las bacterias patdgenas
asociadas a la periimplantitis no esta claro.

2.2 OBJETIVOS

El objetivo general del presente estudio fue evaluar mediante un estudio in vitro
el posible efecto sinérgico antimicrobiano de la terapia fotodindmica y el quitosano en
las biopeliculas adheridas al titanio de staphylococcus aureus, escherichia coli y

pseudomonas aeruginosa.

Este puede ser desglosado en una serie de objetivos especificos que permiten

sistematizar y responder a los diferentes aspectos que plantea el presente estudio.
Objetivos especificos

1. Estudiar y comparar mediante el recuento de UFC/disco, la efectividad
antibacteriana de la TFD, el quitosano, y el tratamiento combinado de TFD + quitosano
sobre las biopeliculas de staphylococcus aureus, escherichia coli y pseudomonas
aeruginosa adheridas a superficies de titanio, y compararlas con un grupo control sin

tratamiento.

2. Evaluar y comparar mediante el porcentaje de morfologia celular anormal, el
efecto de lisis celular de la TFD, el quitosano, y el tratamiento combinado de TFD +
quitosano sobre staphylococcus aureus, escherichia coli y pseudomonas aeruginosa, y

compararlas con un grupo control sin tratamiento.

3. Analizar y comparar la presencia 0 ausencia residual de bacterias en
superficies de titano con biopeliculas de staphylococcus aureus, escherichia coli y
pseudomonas aeruginosa tratadas con TFD, el quitosano, y el tratamiento combinado de

TFD + quitosano, y compararlas con un grupo control sin tratamiento.
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3.METODOLOGIA.
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3. METODOLOGIA.
3.1 DISCOS DE TITANIO

Todo el estudio se desarrollo de acuerdo con las recomendaciones de la Lista de
verificacion para la presentacion de informes de estudios in vitro (CRIS) (Krithikadatta
y cols., 2014). No se requirié la aprobacion ética para este estudio in vitro. Para
calcular un tamafio de muestra representativo, se requirio una potencia del 80% (nivel
alfa del 5%). Los experimentos se realizaron sobre un total de 60 discos de titanio, de 6
mm de didmetro y 2 mm de espesor, con el mismo acabado superficial Nanoblast plus®
(Galimplant S.L., Sarria, Espafia) de implantes dentales Galimplant® (Galimplant S.L.,
Sarria, Espafia) (Figura 1). La superficie de este titanio de grado V se trata con una
explosion de 6xido de aluminio de granulometria diferente y posterior grabado de triple
acido, lo que le da una nanorugosidad media (Ra) de 1,7 um. Los discos se limpiaron
ultrasénicamente en acetona, se enjuagaron en agua destilada y se esterilizaron en

autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

Figura 1: Discos de titanio, de 6 mm de diametro y 2 mm de espesor, con el
mismo acabado superficial Nanoblast plus® (Galimplant S.L., Sarria, Espafia) de los

implantes dentales Galimplant® (Galimplant S.L., Sarria, Espaiia)

32
EFECTO SINERGICO ANTIMICROBIANO DE LA TERAPIA FOTODINAMICA Y EL QUITOSANO EN
LAS BIOPELICULAS ADHERIDAS AL TITANIO DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS, ESCHERICHIA COLI Y
PSEUDOMONAS AERUGINOSA: UN ESTUDIO IN VITRO.



METODOLOGIA

La aleatorizacion se realiz6 utilizando un servicio en linea (ww
w.randomization.com). Los 60 discos se asignaron al azar en 3 grupos (n=20 por
grupo), dependiendo de la bacteria con la que se iban a contaminar: grupo 1
(Staphylococcus aureus), grupo 2 (Escherichia coli) y grupo 3 (Pseudomona
aeruginosa). Finalmente, los 20 discos de cada grupo se asignaron al azar en 4
subgrupos de tratamiento (n = 5 por subgrupo): tratamiento 1 (control), tratamiento 2
(TFD), tratamiento 3 (quitosano) y tratamiento 4 (TFD + quitosano).

3.2 FORMACION DE PELICULAS BACTERIANAS

Para cada uno de los tres grupos de formacion de biopeliculas bacterianas en
discos de titanio que involucran S. aureus (ATCC 25923), E. coli (CECT 434),y P.
aeruginosa (ATCC 19582) - los microorganismos fueron preparados en Caldo de Soja
Tripticasa (TSB) (Sigma-Aldrich Chemistry, S.A., Madrid, Espafia) a una concentracion
de 108 untis formadores de colonias (UFC)/ml. Luego, se dispensaron 10 ul de la
suspension bacteriana en placas estériles de cultivo de tejido de poliestireno de 12
pocillos (Nunclon™ Delta Surface, Roskilde, Dinamarca) que contenian 1,5 ml de TSB
por pozo, y se coloco un disco en cada pozo. Los cultivos bacterianos se cultivaron
durante 48 horas a 37 °C con agitacion continua (90 rpm) en atmdsfera hiumeda. Se
agreg6 Fresh medium (1 ml/pocillo) después de las primeras 24 horas de incubacion
(Figura 2).

== s (R
Figura 2: Discos cultivados en suspension bacteriana a 37 °C durante 48 horas.
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3.3 TRATAMIENTOS

Los veinte discos de cada grupo (contaminados con S. aureus, E. coli, y P.
aeruginosa) se asignaron al azar en 4 subgrupos de tratamiento (n = 5 por subgrupo):
tratamiento 1 (control), tratamiento 2 (TFD), tratamiento 3 (quitosano) y tratamiento 4
(TFD + quitosano).

Tratamiento 1 (control), los discos permanecieron sin tratar. Antes de recibir
tratamientos 2, 3 0 4, las células bacterianas planctonicas o poco adherentes se
eliminaron enjuagando suavemente los discos tres veces con 2 ml de solucion salina
estéril tamponada con fosfato (PBS). Luego se colocaron en nuevas placas estériles de

12 pocillos.

Tratamiento 2 (TFD), esto se realiz con una configuracion para TFD (Helbo®
Photodynamic Systems GmbH & KG, Walldorf, Alemania), que incluye un laser de
diodo de mano (Helbo® Theralite Laser 3D Pocket Probe; Helbo® Photodynamic
Systems GmbH & KG, Walldorf, Alemania) con una longitud de onda de 660 nm y una
densidad de polvo de 100 mW. Para el tratamiento, los discos se cubrieron con 300 pl
(volumen minimo para cubrir completamente cada uno de los discos de 6 mm de
diametro, 2 mm de espesor) de solucion de azul de metileno, el colorante cloruro de
fenotiazina, cloruro de 3,7-bis(dimetilamino)-fenotiazina-5-ium (Helbo® Blue
Photosensitizer; Helbo® Photodynamic Systems GmbH & KG, Walldorf, Alemania); a
una concentracién de 0,01% (masa por volumen) (Figura 3). Esto se dejo in situ durante
3 minutos. Posteriormente, los discos se expusieron a la luz laser durante 60 segundos
en modo sin contacto a través de una pieza de mano de zoom focalizada perpendicular a
la superficie del disco (la punta de la pieza de mano se mantuvo a una distancia de
aproximadamente 3 cm de la superficie del disco), siguiendo las instrucciones del

fabricante (Figura 4).
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Figura 3: Disco a tratar con TFD, previamenfe cubierto con solucién de azul de

metileno.

Figura 4: Disco tratado con TFD _expuesto a luz laser durante 60 segundos.

Para el tratamiento 3 (quitosano), los discos se cubrieron con 300 pl de
quitosano (baja viscosidad, bajo peso molecular) (Sigma-Aldrich Chemistry, S.A.,
Madrid, Espafia) disuelto en agua acidificada con &cido acético al 1% (Sigma-Aldrich
Chemistry, S.A., Madrid, Espafia), a una concentracion de 3 mg/ml (segun lo propuesto
por Fabio y cols., Camacho-Alonso y cols. y Shrestha y Kishen) (Fabio y cols., 2016;
Camacho-Alonso y cols., 2017; Sherstha y cols., 2012), para la evaluacion de su
actividad antibacteriana y antifungica contra Enterococcus faecalis, Pseudomona

aeruginosas y Candida albicans). Esto se dejé in situ durante 3 minutos.

Para estudiar el efecto sinérgico de TFD + quitosano (tratamiento 4: TFD +
quitosano), los discos se cubrieron con 300 pl de solucion de azul de metileno (Helbo®
Blue Photosensitizer; Helbo® Photodynamic Systems GmbH & KG, Walldorf,
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Alemania) a una concentracion de 0,01%, y 300 pl de quitosano (Sigma-Aldrich
Chemistry, S.A., Madrid, Espafia) disuelto en agua acidificada con &cido acético al 1%
(Sigma-Aldrich Chemistry, S.A., Madrid, Espafia), a una concentracion de 3 mg/ml.
Esto se dejo in situ durante 3 minutos. Posteriormente, los discos fueron expuestos a la

luz laser durante 60 segundos, como en el tratamiento 2.

3.4 RECUENTO BACTERIANO VIABLE

Después de los tratamientos, los discos se enjuagaron con 1,5 ml de PBS y se
transfirieron a tubos de 50 ml (un disco/tubo) que contenian 2 ml de PBS como medio
de recuperacion. Para permitir la desagregacion de biopeliculas, cada tubo se sometié a
agitacion vorticial durante 15 segundos (Figura 5), posteriormente, se agité sdnicamente
durante 30 segundos a una frecuencia de 50 Hz con el polvo de 150 W (Braun
Labsonic®, Braun Biotech International, Boston, EE. UU.) (Figura 6), y luego se volvié
a agitar vorticialmente durante 15 segundos, como describe Gianelly y cols. (Gianelly y
cols., 2017). Luego, se procesaron 500 ul de suspensiones bacterianas generadas para el
estudio de morfologia celular. El resto de la suspension se utilizé para un recuento
celular viable después de 24 horas de incubacion a 37 °C mediante diluciones de 10
veces en agar de soja trippticasa (TSA) (Sigma-Aldrich Chemistry, S.A., Madrid,

Espafia) por triplicado. Los resultados se expresaron como namero de UFC/disco.

> 4
Figura 5: Tubo se sometido a agltacmn vorticial durante 15 segundos
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Figura 6: Tubo agitado sonicamente durante 30 segundos a una frecuencia de
50 Hz con el polvo de 150 W (Braun Labsonic®, Braun Biotech International, Boston,
EE. UU.)

3.5 EVALUACION DE EMISION DE CAMPO POR MICROSCOPIA
ELECTRONICA DE BARRIDO (FESEM) PARA EL ESTUDIO DE
MORFOLOGIA CELULAR

Para el estudio de la morfologia celular se procesaron las suspensiones
bacterianas generadas a 500 pl alicuotas. Teniendo en cuenta que la suspension
bacteriana para el recuento celular viable se obtuvo después de la eliminacién de la
bacteria de cada uno de los 5 discos que recibieron el mismo tratamiento, la evaluacion
FESEM se realiz6 sobre un total de 12 muestras (una para cada grupo bacteriano y para

cada subgrupo de tratamiento: 3 bacterias estudiadas x 4 tipos de tratamiento = 12).

Las muestras se centrifugaron a 5000 rpm durante 10 minutos para obtener un
pellet. Posteriormente, se lavaron dos veces con PBS (pH=7,2), se fijaron con tetroxido
de osmio al 1% (Sigma-Aldrich Chemistry, S.A., Madrid, Espafia) durante 2 horas, y se
lavaron en tampén de cacodilato de sodio 0,1 M con sacarosa (Sigma-Aldrich

Chemistry, S.A., Madrid, Espafia). Luego, las muestras se deshidrataron por inmersion
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en soluciones de acetonitrilo (Sigma-Aldrich Chemistry, S.A., Madrid, Espafa) de
concentraciones crecientes (50%, 70%, 80%, 90% y 100% dos veces durante 20
minutos), y se secaron en puntos criticos sobre filtros de membrana isopora de 0,2 pm
(Merck Millipore Ltd, Darmstadt, Alemania) utilizando un Leica EM CPDO030 (Leica
Microsystems, Heidelberg GmbH, Mannheim, Alemania). Finalmente, las muestras
repartidas sobre el filtro de membrana isopora de 6 mm de diametro fueron pulverizadas
con platino con una capa delgada (5,0 nm) utilizando un Leica ACE600 (Leica
Microsystems, Heidelberg GmbH, Mannheim, Alemania), y observadas por FESEM
(ApreoS Lovac IML Thermofisher, Massachusetts, EE.UU.), con una tension

seleccionada de 5 kV (Figura 7).

Figura 7: Microscopio FESEM (ApreoS Lovac IML Thermofisher,
Massachusetts, EE.UU.)

Cada filtro de membrana isopora de 6 mm de diametro se dividio en 4
cuadrantes, y se seleccionaron 3 regiones de interés (ROI) para cada cuadrante (n = 12
ROI / muestra) (Figura 8). El ROI (24,4 um x 8,5 um) se observo posteriormente a
10.000X para determinar si la morfologia de las células era predominantemente normal
o anormal. Siguiendo la descripcion morfoldgica propuesta por Cheng y cols. las
bactarerias de S. aureus se consideraban morfolégicamente normales cuando aparecian
en forma de coco o redonda con una superficie brillante sin ninguna lisis celular
aparente (Cheng y cols.,, 2016). E. coli y P. aeruginosas se consideraban
morfologicamente normales cuando aparecian en forma de bacilo o en forma de barilla,
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con una superficie brillante y sin lisis celular aparente. La morfologia se consideraba

anormal cuando las células aparecian rugosas, encogidas y lisadas.

Figura 8: ROI en cada filtro de membrana isopora (6 mm de didmetro) para la

evaluacion FESEM de la morfologia celular.

3.6 EVALUACION FESEM PARA EL ESTUDIO DE ADHERENCIA AL
CELULAR TITANIO

La influencia de los diferentes tratamientos en la adherencia celular al titanio se
estudié después de que los 60 discos habian sido agitados vorticial y sonicamente. Los
discos siguieron el mismo procesamiento para la evaluacion FESEM que los 500 pl de
suspensiones viables generadas para el estudio de la morfologia celular. Se lavaron dos
veces con PBS (pH=7,2), se fijaron con tetréxido de osmio al 1% (Sigma-Aldrich
Chemistry, S.A., Madrid, Espafia) durante 2 horas, y se lavaron en tampon de cacodilato
de sodio de 0,1 M con sacarosa (Sigma-Aldrich Chemistry, S.A., Madrid, Espafa).
Luego, las muestras se deshidrataron por inmersion en soluciones de acetonitrilo
(Sigma-Aldrich Chemistry, S.A., Madrid, Espafia) de concentraciones crecientes (50%,
70%, 80%, 90% y 100%) dos veces durante 20 minutos, antes de la limpieza de puntos
criticos sobre placas metélicas utilizando una Leica EM CPDO030 (Leica Microsystems,
Heidelberg GmbH, Mannheim, Alemania). Finalmente, se pulverizaron con platino con
una capa de 5,0 nm utilizando un Leica ACE600 (Leica Microsystems, Heidelberg
GmbH, Mannheim, Alemania), y se observaron utilizando un FESEM (ApreoS Lovac

IML Thermofisher). Massachusetts, USA), con una tension seleccionada de 5 kV.
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Cada disco de 6 mm de diametro se dividio en 4 cuadrantes, y se seleccionaron 3
regiones de interés (ROI) para cada cuadrante (n = 12 ROI / muestra) (lo mismo que en
los filtros de membrana) (3 bacterias estudiadas x 4 tipos de tratamiento x 5 discos =
60). Cada uno de los ROI fue de 24,4 um x 8,5 um y todos se observaron
posteriormente a 10.000 X para determinar la ausencia o presencia de bacterias

adheridas a la superficie de titanio.

Todas las muestras fueron examinadas por un observador entrenado cegado a las

condiciones experimentales.

3.7 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se analizaron utilizando el paquete estadistico SPSS version 20.0
(SPSS® Inc., Chicago, IL, USA). Se realizd un estudio descriptivo de cada variable. Las
asociaciones entre diferentes variables cualitativas se analizaron mediante la prueba de
chi cuadrado de Pearson. ANOVA y a las pruebas de Tukey se aplicaron a las variables
cuantitativas, determinando en cada caso si las varianzas eran homogéneas. Las

diferencias se consideraron significativas si el valor de probabilidad era p<0,05 y altamente

significativas si p<0,01.
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4. RESULTADOS.
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4. RESULTADOS.
4.1 RECUENTO BACTERIANO VIABLE

En las tres bacterias estudiadas, el orden de menor a mayor UFC/disco fueron las
siguientes: TFD + quitosano<quitosano<TFD<control.

Para S. aureus, se observaron diferencias estadisticamente significativas entre
los tres tratamientos y el control (p<0,01). El quitosano mostr6 diferencias significativas
(p<0,05) respecto a TFD, mientras que el tratamiento més efectivo (TFD + quitosano)
mostré diferencias muy significativas con respecto a TFD (p<0,01) y diferencias

significativas en comparacion con el quitosano (p<0,05) (Figura 9).

Recuento de Staphylococcus aureus después de los tratamientos

* %

log CFU/disc
=

Control PDT Chitosan PDT + Chitosan

Figura 9: Viabilidad residual de S. aureus despues de los diferentes tratamientos
evaluados como UFC/disco (prueba de Tukey) (diferencia significativa: * p<0,05, **

p<0,01).

Para E. coli, se observaron diferencias muy significativas para los tres

tratamientos con respecto al control (p<0,01). El tratamiento mas efectivo (TFD +
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quitosano) mostré diferencias muy significativas respecto a TFD y quitosano (p<0,01,

respectivamente) (Figura 10).

Recuento de Escherichia coli después de los tratamientos

* %k

% sk

log CFU/disc

Control PDT Chitosan PDT + Chitosan

Figura 10: Viabilidad residual de E. coli después de los diferentes tratamientos
evaluados como UFC/disco (test de Tukey) (diferencia significativa: * p<0,05, ™
p<0,01).

En el caso de P. aeruginosa, las diferencias con respecto al control fueron muy
significativas para la terapia combinada de TFD + quitosano y quitosano como Unico
tratamiento (p<0,01), y significativas entre TFD y el control (p<0,05). El tratamiento
mas efectivo fue TFD + quitosano, que mostro diferencias muy significativas respecto a

TFD y quitosano (p<0,01, respectivamente) (Figura 11).
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Recuento de Pseudomonas aeruginosa después de los tratamientos

*

log CFU/disc
=

Control PDT Chitosan PDT + Chitosan
Figura 11: Viabilidad residual de P. aeruginosa después de los diferentes tratamientos
evaluados como UFC/disco (test de Tukey) (diferencia significativa: =~ p<0,05, ™

p<0,01).

4.2 EVALUACION FESEM PARA EL ESTUDIO DE MORFOLOGIA
CELULAR

Para las tres bacterias estudiadas, el orden de mayor a menor porcentaje de ROI
con morfologia anormal predominante (rugosa, encogida y lisada), fueron las
siguientes: TFD + quitosano>quitosano>TFD>control (Tabla 1 y Figura 12).

Para S. aureus, se observaron diferencias estadisticamente significativas tanto
para el TFD (Figura 12A) como para los tratamientos con quitosano con respecto al
control (p<0,05) y hubo diferencias muy significativas entre TFD + quitosano y control.
Ademas, el tratamiento mas efectivo (TFD + quitosano) mostré diferencias

significativas con respecto a TFD (p<0,05).
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Del mismo modo, en el caso de E. coli, se observaron diferencias
estadisticamente significativas tanto para el tratamiento con TFD (Figura 12B) como
para el quitosano con respecto al control (p<0,05) y diferencias muy significativas entre
TFD + quitosano y el control. Ademas, el tratamiento maés efectivo (TFD + quitosano)
mostrd diferencias significativas con respecto a TFD (p<0,05).

Por altimo, para P. aeruginosa, las diferencias entre TFD y control fueron
estadisticamente significativas (p<0,05) y muy significativas (p<0,01, respectivamente)
entre TFD + quitosano (Figura 12D) y quitosano unicamente (Figura 12C), de nuevo en
comparacion con el control. En este grupo, el tratamiento mas efectivo (TFD +
quitosano) mostré diferencias significativas en comparacion con TFD y quitosano

(p<0,05, respectivamente).

Staphylococcus aureus n Morfologia predominante
Normal: n (%) Anormal: n (%)
Tratamientos
Control 12 12 (100) 0 (0)#&F
TFD 12 6 (50) 6 (50)"1
Quitosano 12 4(33.33) 8 (66.67)
TFD + Quitosano 12 2 (16.67) 10 (83.33)™#
Escherichia coli n Morfologia predominante
Normal: n (%) Anormal: n (%)
Tratamientos
Control 12 12 (100) 0 (0)*&F
TFD 12 5(41.67) 7(58.33)"1
Quitosano 12 4(33.33) 8 (66.67)
TFD + Quitosano 12 1(8.33) 11 (91.67)+*
Pseudomonas aeruginosa n Morfologia predominante
Normal: n (%) Anormal: n (%)
Tratamientos
Control 12 12 (100) 0 (0)*&F
TFD 12 6 (50) 6 (50)"
Quitosano 12 3(25) 9 (75)*"
TFD + Quitosano 12 0(0) 12 (100)"™#3
" Diferencia significativa en comparacion con el grupo Control; * Diferencia significativa en
comparaciéon con el grupo TFD; ¥ Diferencia significativa en comparaciéon con el grupo
Quitosano; ' Diferencia significativa en comparacién con el grupo TFD + Quitosano.

Tabla 1: Evaluacion FESEM para el estudio de morfologia celular (Pearson y? test).
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Flgura 12: EvaluaC|on FESEM para eI estudlo de morfologla celular en filtros de

membrana isopora de 6 mm de didmetro (las flechas blancas muestran ejemplos de
morfologia normal y las flechas negras muestran ejemplos de morfologia anormal). A:
S. aureus tratado con TFD (morfologia predominantemente anormal). B: E. coli
tratada con TFD (morfologia predominantemente anormal). C: P. aeruginosa tratada
con quitosano (morfologia predominantemente anormal). D: P. aeruginosa tratada con

TFD + quitosano (morfologia predominantemente anormal).

43 EVALUACION FESEM PARA EL ESTUDIO DE ADHERENCIA
CELULAR AL TITANIO

Para las 3 bacterias estudiadas, el orden del mayor al menor porcentaje de ROI
de superficie de titanio sin bacterias unidas fue el siguiente: TFD + quitosano>
quitosano>TFD>control (Tabla 2 y Figura 13).

En el caso de S. aureus, se observaron diferencias estadisticamente
significativas con respecto al control que para los tratamientos TFD y quitosano
(p<0,05) y diferencias muy significativas entre TFD + quitosano (Figura 13A) y el
control (p<0,01). Ademas, el tratamiento mas efectivo (TFD + quitosano) mostro

diferencias significativas con respecto a TFD (p<0,05).
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Del mismo modo, para E. coli, se observaron diferencias estadisticamente
significativas para los tratamientos TFD (Figura 13B) y quitosano (Figura 13C) con
respecto al control (p<0,05) y diferencias muy significativas entre TFD + quitosano y el
control (p<0,01). EI tratamiento més efectivo con TFD + quitosano mostro diferencias
significativas con respecto a TFD (p<0,05).

Por ultimo, para P. aeruginosa, hubo diferencias estadisticamente significativas
entre TFD (Figura 13D) y el control (p<0,05), y diferencias muy significativas entre
TFD + quitosano y quitosano solo respecto al control (p<0,01, respectivamente). En este
grupo, el tratamiento mas efectivo fue TFD + quitosano, que, ademas, mostro

diferencias significativas con respecto a TFD (p<0,05).

Staphylococcus aureus n Adherencia celular al titanio
Presencia: n (%) Ausencia: n (%)
Tratamientos
Control 60 12 (20) 48 (80) #&7
TFD 60 3(5) 57 (95)
Chitosan 60 1(1.67) 59 (98.33)°
TFD + Chitosan 60 0(0) 60 (100)"#
Escherichia coli n Adherencia celular al titanio
Presencia: n (%) Ausencia: n (%)
Tratamientos
Control 60 15 (25) 45 (75)%&t
TFD 60 5(8.33) 55(91.67)"
Chitosan 60 3(5) 57 (95)
TFD + Chitosan 60 0(0) 60 (100)™*
Pseudomonas aeruginosa n Adherencia celular al titanio
Presencia: n (%) Ausencia: n (%)
Tratamientos
Control 60 14 (23.33) 46 (76.67)%1
TFD 60 4 (6.67) 56(93.33)""
Quitosano 60 1(1.67) 59 (98.33)
TFD + Quitosano 60 0(0) 60 (100)™
" Diferencia significativa en comparacién con el grupo Control; * Diferencia significativa en
comparacién con el grupo TFD; ¥ Diferencia significativa en comparacién con el grupo
Quitosano; ' Diferencia significativa en comparacion con el grupo TFD + Quitosano.

Tabla 2: Evaluacion FESEM para el estudio de adherencia celular al titanio (Pearson y?
test).
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Figura 13: Evaluacion FESEM de Ia adhreC|a celular al tltanlo (flechas bIaas para
mostrar la presencia de bacterias). A: Disco de titanio cultivado con S. aureus y tratado
con TDF + quitosano (ausencia de bacterias). B: Disco de titanio cultivado con E. coli
y tratado con TFD. C: Disco de titanio cultivado con E. coli y tratado con quitosano.

D: Disco de titanio cultivado con P. aeruginosa y tratada con TFD.
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5. DISCUSION.

En cuanto a la superficie de titanio del implante dental, se sabe que el éxito
en su osteointegracion en los maxilares depende de una serie de caracteristicas:
rugosidad superficial, energia libre superficial, humectabilidad y composicion del
sustrato, que influyen directa o indirectamente en la proliferacion y diferenciacion
de las células Oseas. La superficie rugosa del implante permite la diferenciacion de
los osteoblastos, pero también facilita la adhesion y colonizacion de las bacterias
orales responsables de la aparicion de la periimplantitis (Ferraris y cols., 2016;
Cordeiro y cols., 2017). Entre los procesos de desinfeccion para esta superficie ya
tenemos procedimientos mecanicos (cepillos de pulido, sistema de polvo abrasivo al
aire y curetas manuales y ultrasonicas), procedimientos quimicos con antisépticos
(hipoclorito de sodio, peroxido de hidrdgeno, &cido citrico, clorhexidina y triclosan
a diferentes concentraciones) a través de su toxicidad no selectiva que impide el
crecimiento de microorganismos y el uso de antibidticos sistémicos o locales
(amoxicilina, clindamicina, espiramicina, metronidazol, minociclina y tetraciclina)
(Karring y cols., 2005). No obstante, ninguna de ellas ha sido considerada
plenamente satisfactoria. En este sentido, la TFD y los sustitutos antibidticos como
el quitosano han surgido recientemente como opciones prometedoras para el
tratamiento antibacteriano y para reducir la adherencia al lipopolisacérido y, por lo
tanto, al titanio celular (Giannelli y cols., 2017; Yoon y cols., 2020). El objetivo del
presente estudio in vitro fue evaluar el posible efecto antimicrobiano sinérgico de
TFD y quitosano sobre las biopeliculas adheridas al titanio de Staphylococcus

aureus, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa.

Considerando todas las variables estudiadas (recuento bacteriano viable,
morfologia celular y adherencia al titanio celular), los resultados del estudio
mostraron que para las tres bacterias evaluadas el orden de mejor a peor tratamiento
fue: TFD + quitosano, quitosano, TFD y control (sin tratamiento). Para todas las
bacterias estudiadas, la TFD indujo un menor recuento de células viables, un mayor
porcentaje de células con morfologia anormal y un mayor porcentaje de bacterias no
adheridas a la superficie de titanio que el grupo de control, con diferencias
estadisticamente significativas.
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En primer lugar, en lo que respecta a S. aureus, Widodo y cols., evalud la
eficacia de diferentes métodos (enjuague con PBS o grupo control, enjuague con
0,2%, TFD con digluconato de clorhexidina, uso de bolitas de algodon, cepillos de
titanio o cepillo de titanio y TFD) para la descontaminacion de superficies de disco
de titanio previamente infectadas con S. aureus. Aunque el tratamiento mas efectivo
fue el cepillo de titanio y la TFD, los autores observaron mejores resultados (menor
recuento de células viables y mayor ausencia de bacterias adheridas a la superficie
de titanio con SEM) (con diferencias estadisticamente significativas) en relacion con
el grupo control en discos tratados con TFD (Widodo y cols., 2016). También, en
relacion con el tratamiento de S. aureus, Cai y cols. evalud la eficacia de
desinfeccion de la aplicacién combinada de antisépticos con TFD en la biopelicula
formada en discos de titanio. Los tratamientos estudiados fueron PBS o grupo
control, 0,2% de diclorhexidina diclugonato, 3% de perdxido de hidrogeno, TFD,
0,2% de clorhexidina TFD y 3% de peroxido de hidrégeno + TFD. Se midio la
UFC para determinar los efectos antimicrobianos, y la estructura de la biopelicula se
evalu6 mediante SEM. Aunque los tratamientos mas efectivos fueron Ila
combinacion de clorhexidina al 0,2% o perdxido de hidrogeno al 3% con TFD, estos
autores también lograron mejores resultados (recuento de células viables y mayor
ausencia de bacterias adheridas a la superficie del titanio segun lo visto por SEM),
con diferencias estadisticamente significativas en discos tratados con TFD en
relacion con el grupo control (Cai y cols., 2019). De forma similar, Gianelli y cols.,
en 2017, investigaron la eficacia de la TFD contra biofilm de S. aureus y
lipopolisacaridos adheridos a discos de titanio con 6xido de titanio moderadamente
rugoso, y también logré mejores resultados (menor recuento de células viables y
mayor ausencia de bacterias adheridas a la superficie de titanio segin lo visto por
SEM) (con diferencias estadisticamente significativas) en discos tratados con TFD
en relacion con el grupo de control (Gianelli y cols., 2017). Sin embargo, en 2017,
Rismanchian y cols. en otro estudio in vitro en 90 discos de titanio, compararon la
terapia con laser blando, TFD, 0,12% NaOCI, 0,2% clorhexidina, 3% peroxido de
hidrégeno con un grupo control sin tratamiento, y no encontraron diferencias
estadisticamente significativas en el recuento celular viable en UFC al comparar
TFD con el grupo control (Rismanchian y cols., 2017). Finalmente, en 2020, Debb y

cols., realizaron un estudio in vivo en 45 pacientes con periimplantitis, que fueron
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aleatorizados en tres tipos de tratamientos: TFD + desbridamiento mecanico (DM),
antibidticos sistémicos + DM y DM solo. Este estudio sugirié que la TFD como
complemento de la DM es tan eficaz como la terapia antibiotica adyuvante (Debb y
cols., 2020).

En segundo lugar, en relacion con E. coli, en el estudio publicado por
Gianelli y cols., en 2017, en el que los autores investigaron la eficacia de la TFD
frente a biofilms de S. aureus y lipopolisacaridos adheridos a discos de titanio, y
que repitieron utilizando discos de titanio cultivados con E. coli, al igual que
nosotros, también lograron mejores resultados (recuento de células viables y mayor
ausencia de bacterias adheridas a la superficie de titanio con SEM) (con diferencias
estadisticamente significativas) en discos tratados con TFD en relacion con el grupo

control (Gianelli y cols., 2017).

En tercer lugar, en relacion con P. aeruginosa, en el mismo estudio
mencionado anteriormente (Debb y cols., 2020) con un estudio in vivo y con tres
tipos de tratamiento (TFD + desbridamiento mecanico, antibidticos sistémicos +
DM y DM solo), TFD como complemento de DM fue el bactericida més efectivo,
no solo para S. aureus sino que también para P. aeruginosa. En 2019, Alagl y cols.,
realizaron un estudio in vitro en el que cincuenta implantes dentales
microtexturizados estaban contaminados con Acinnetobacter baumannii (n=25) y
con P. aeruginosa (n = 25), posteriormente divididos en seis grupos para los
procedimientos de descontaminacion que involucraron laser Er, Cr: YSGG (2780
nm), TFD (650 nm), TFD (808 nm), clorhexidina al 0.12% y un grupo de control sin
descontaminacién. Después de la descontaminacion, se contaron las UFC y se
prepararon los implantes para el analisis SEM. Los discos tratados con TFD 650 nm,
como en nuestro estudio, mostraron un menor recuento celular viable y una mayor
ausencia de bacterias adheridas a la superficie de titanio, segun lo visto por SEM,
con diferencias estadisticamente significativas, respecto a los discos del grupo

control (Alagl y cols., 2019).

Para todas las bacterias estudiadas, el quitosano indujo un menor recuento de
células viables, una mayor prevalencia de células con morfologia anormal y una
mayor ausencia de bacterias adheridas a la superficie de titanio que el grupo de

control, con diferencias estadisticamente significativas. Ademas, también indujo un
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menor recuento de células viables, un mayor porcentaje de prevalencia de células
con morfologia anormal y un mayor porcentaje de ausencia de bacterias adheridas a
la superficie de titanio que el grupo tratado con TFD. Aunque en la literatura
cientifica no existe ningun articulo con el que podamos comparar nuestros
resultados sobre la bacteria S. aureus, E. coli, y P. aeruginosa; su eficacia en el
tratamiento de la periimplantitis ha sido investigada en los dltimos cinco afios (Yoon
y cols., 2020; Koldsland y cols., 2020; Li y cols., 2019; Larsen y cols., 2017; Zeza 'y
cols., 2017; Wohlfahrt y cols., 2019). En 2020, Yoon y cols., evaluaron la eficacia
del tratamiento de dos agentes de administracion locales diferentes (quitosano-
alginato minociclina y poiliacrilato-glicerina minociclina) en comparacion con los
implantes de control no tratados, en un estudio de periimplantitis inducido
experimentalmente en perros beagle. Los autores concluyeron que el uso de
quitosano-alginato minociclina como agente de administracion local constituia un
tratamiento eficaz para la periimplantitis (Yoon y cols., 2020). En 2020, Koldsland y
cols. realizaron un estudio clinico prospectivo aleatorizado, en el que 44 sujetos
fueron asignados al azar en grupos que recibieron tratamiento periimplantario de
apoyo, ya sea mediante el uso de curetas de titanio o cepillos de quitosano. Sin
embargo, después de 18 meses de seguimiento, no hubo diferencias estadisticamente
significativas entre los dos tratamientos, y el tratamiento con cepillos de quitosano
tuvo una efectividad similar contra los periimplantitis que las curetas de titanio
(Koldsland y cols., 2020). En 2017, Larsen y cols. publicaron un estudio en el que
cuarenta y cinco implantes dentales fueron asignados a 3 grupos de tratamiento:
laser Er:YAG, cepillo de quitosano y cureta de titanio, con los correspondientes
controles positivos y negativos (Larsen y cols., 2017). El efecto antimicrobiano de
los tratamientos contra Porphyromonas gingivalis se evalué mediante hibridacién
ADN-ADN. Las 3 herramientas parecian tener un potencial similar para eliminar P.
gingivalis, aunque ni el laser Er:YAG ni el quitosano alteraron la microestructura de
la superficie del implante. Finalmente, Wohlfahrt y cols. publicaron un estudio
multicéntrico de series de casos consecutivos, que incluy6 un total de 63 implantes
con periimplantitis leve que fueron tratados con un cepillo de quitosano unido a en
una pieza de perforacion dental oscilante. Después de un seguimiento de 6 meses;

los autores concluyeron que un cepillo de quitosano oscilante es seguro de usar y
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parece tener méritos en el tratamiento no quirdrgico de implantes dentales con

periimplantitis leve (Wohlfahrt y cols., 2019).

Sin embargo, los resultados obtenidos en este estudio mostraron que para
todas las bacterias evaluadas y en todas las variables estudiadas el tratamiento mas
efectivo fue TFD + quitosano. Aunque no existen publicaciones cientificas previas
con las que podamos comparar nuestros resultados sobre S. aureus, E. coli, y P.
aeruginosa; se ha descrito el efecto sinérgico de ambos tratamientos contra hongos y
otras bacterias (Fabio y cols., 2016; Camacho-Alonso y cols., 2017). En 2016, Fabio
y cols., realizaron un estudio in vivo en treinta y cinco ratones inmunodeprimidos
DBA/2 que fueron inoculados por via oral con una suspension de Candida albicans.
Los animales fueron aleatorizados en siete grupos de tratamiento (n = 5 por grupo):
control, nistatina, TFD, quitosano (1,5 mg / ml), quitosano (3 mg / ml), TFD + 1,5
mg / ml quitosano y TFD + 3 mg / ml quitosano. Aunque las diferencias entre
ambos tratamientos no fueron estadisticamente significativas, los autores
concluyeron que el tratamiento combinado de TFD + quitosano fue muy efectivo
contra C. albicans (Fabio y cols.,, 2016). En 2017, Camacho-Alonso y cols.,
evaluaron el posible efecto potenciador del quitosano (3 mg/ml) sobre el
fotosensibilizador de azul de metileno para el tratamiento de la TFD en conductos
radiculares infectados experimentalmente con Enterococcus faecalis de dientes
humanos extraidos in vitro. Se utilizaron ciento dos dientes extraidos de una sola
raiz y, después de la contaminacién, se aleatorizaron en seis grupos de tratamientos:
NaOCL al 2,5%, TFD, quitosano (3 mg / ml), TFD + 3 mg / ml quitosano, control
positivo y control negativo. El tratamiento con TFD + 3 mg / ml de quitosano
condujo a la CFU / ml més baja y las imagenes SEM también mostraron que

produjo el &rea mas baja de contaminacion (Camacho-Alonso y cols., 2017).

Este estudio estuvo sujeto a varias limitaciones. En particular, los resultados
no se pueden comparar con ninguna investigacion previa porque este es el primer
estudio que evalla el posible efecto antimicrobiano sinérgico de TFD y quitosano en
las biopeliculas adheridas al titanio de S. aureus, E. coli, y P. aeruginosa.
Ademas, este estudio tiene otras cuatro limitaciones importantes: el nimero de
bacterias utilizadas (solo tres); en este estudio in vitro se ha utilizado un modelo de
biopelicula estdtica en lugar de utilizar un modelo dindmico (boca artificial); los
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agentes antibacterianos mas comunes (clorhexidina o perdxido de hidrégeno) no
fueron utilizados; y finalmente, la falta de comparacion con las terapias mecanicas.
Cabe destacar, también, que son necesarios estudios in vivo para determinar el

efecto sinérgico de la TFD y el quitosano contra la periimplantitis.

55
EFECTO SINERGICO ANTIMICROBIANO DE LA TERAPIA FOTODINAMICA Y EL QUITOSANO EN
LAS BIOPELICULAS ADHERIDAS AL TITANIO DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS, ESCHERICHIA COLI Y
PSEUDOMONAS AERUGINOSA: UN ESTUDIO IN VITRO.



CONCLUSIONES

6. CONCLUSIONES.

56
EFECTO SINERGICO ANTIMICROBIANO DE LA TERAPIA FOTODINAMICA Y EL QUITOSANO EN
LAS BIOPELICULAS ADHERIDAS AL TITANIO DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS, ESCHERICHIA COLI Y
PSEUDOMONAS AERUGINOSA: UN ESTUDIO IN VITRO.



CONCLUSIONES

6. CONCLUSIONES.

1. El estudio mediante el recuento de UFC/disco de la efectividad antibacteriana
sobre biopeliculas de staphylococcus aureus, escherichia coli y pseudomonas
aeruginosa adheridas a superfices de titanio, indicoé que el orden de menor a mayor
viabilidad bacteriana (en las tres bacterias estudiadas) se obtenia con TFD +

quitosano<quitosano<TFD<control.

2. En las tres bacterias analizadas (staphylococcus aureus, escherichia coli y
pseudomonas aeruginosa), el orden de mayor a menor porcentaje de morfologia
celular anormal (indicando asi un mayor efecto de lisis celular) se obtuvo con TFD

+ quitosano>quitosano>TFD>control.

3. El analisis de la efectividad para conseguir una mayor usencia residual de
bacterias en superficies de titano con biopeliculas de staphylococcus aureus,
escherichia coli y pseudomonas aeruginosa, indico que el orden de mayor a menor

efectividad se obtenia con TFD + quitosano>quitosano>TFD>control.
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Abstract

Background: To date, no studies on the combined use of photadynamic therapy (POT) and chitosan
against peri-implantitis have been published. The aim of this study was to evaluate the possible
synergistic antimicrobial effect of POT and chitosan on the titanium-adherent biofilms of
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, and Pseudomonas aeruginosa.

Methods: A total of 60 titanium discs were included in this study. The discs were randomized into
three bacterial contaminations (n = 20 discs per bacterium). After being cultured (incubated for 48
hours) they were randomized again into four different disinfection modalities {(n = 5 discs per
treatment): control (without treatment), POT, chitosan 3 mg/mL, and PDT + chitosan 3 mg/mL. After
the treatments, the colony forming units (CFU) were measured to determine antimicrobial effects, and
field emission scanning electron microscopy (FESEM) was used to study cell morphology and titanium
adherence.

Results: For all the evaluated bacteria and all the variables studied the order from highest to lowest
antimicrobial effectiveness was: PDT + chitosan 3 mg/mL = chitosan 3 mg/mL = POT = control.
Although, all disinfection methods were significantly effective when compared to control, the
combined treatment of PDT + chitosan 3 mg/mL had the greatest antimicrabial effect against the
three studied bacteria.

Conclusions: The combination of PDT and chitosan has a synergistic antimicrobial effect against the
bacteria 5. aureus, E. coli, and P. aeruginosa, all closely related to peri-implantitis. However, further in
vivo studies are needed because this study provides data based on an in vitro scenario that might not
be extrapolated to patients with peri-implantitis.

Keywords: Escherichia coli; Pseudomonas aeruginosa; Staphylococcus aureus; chitosan;
photochemotherapy.
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