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I RESUMEN






Desde hace més de 30 afios, los implantes osteointegrados son una alternativa viable
para el reemplazo de las ausencias dentarias, con un alto porcentaje de supervivencia
y éxito. Sin embargo, la prevalencia de sus complicaciones biolégicas no es
despreciable. Se estima que entre un 12 y un 22% de los pacientes portadores de
implantes padece de periimplantitis (PI), una alteracion que se caracteriza por la
presencia de inflamacion y pérdida ¢sea periimplantaria. Puesto que se trata de una
enfermedad inflamatoria en que las bacterias desempefian un papel muy relevante, es
interesante estudiar cémo se organizan éstas sobre la superficie de los implantes. La
microbiota que coloniza los implantes dentales hasta ahora se ha considerado similar a
la microbiota encontrada alrededor de dientes. En ausencia de inflamacion, por ejemplo,
tras un proceso de remodelado 6seo, la superficie del implante queda expuesta al medio
oral permitiendo el acumulo de placa bacteriana. Para conocer mas en profundidad
como es este biofilm formado sobre la superficie expuesta de un implante dental, se
disefiaron los 2 estudios que componen la presente tesis doctoral.

El primer estudio tenia como objetivo principal determinar si un pilar experimental, que
simula la macro y microestructura de un implante, es un método adecuado para recoger
biofilm oral. Ademas, también pretendi6 describir las caracteristicas del biofilm formado
sobre estos pilares. Para ello, se colocaron pilares experimentales en 15 pacientes
portadores de implantes sin patologia periimplantaria. Tras 14 dias, los aditamentos
fueron analizados con microscopia confocal y electronica de barrido. Los 5 primeros
pilares se tifieron para determinar la cantidad de biomasa que colonizaba los
aditamentos y los 10 restantes con una tincién que permitiera ademas diferenciar células
vivas de células muertas.

Se observo un recubrimiento global de los pilares en todos los pacientes. El area
supragingival mostré un mayor porcentaje de recubrimiento (38%) en comparacién con
el area subgingival (21%) y la ratio de bacterias vivas/muertas también fue ligeramente
mayor en la zona supragingival (p<0.074).

El segundo estudio pretendia identificar la composicion de la microbiota formada
alrededor de implantes expuestos a la cavidad bucal utlizando técnicas de
metagenomica. El pilar experimental descrito anteriormente se empleo6 para recoger el
biofilm de 10 pacientes portadores de implantes sanos. Transcurridos 14 dias, se analiz6
dicho biofilm mediante un proceso de pirosecuenciacion del gen 168S.

Se identificaron un total de 96 especies y las bacterias mas frecuentemente encontradas
fueron Fusobacterium nucleatum y Prevotella denticola. Algunas de las especies que
generalmente se asocian a la periodontitis se encontraron en mayor medida en aquellos
pacientes que no tenfan antecedentes de periodontitis. Ademas, se identificaron algunas
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bacterias que nunca habian sido descritas como parte del microbioma oral.

Se puede concluir que la utilizacion de pilares experimentales removibles permite
recoger y estudiar el biofilm formado sobre implantes dentales. Por otro lado, tras 14
dias de exposicion a la cavidad bucal, la mayoria de la superficie de los implantes se
cubrira por un biofilm maduro y espeso compuesto por una microbiota heterogénea con
predominio de Fusobacterium nucleatum y Prevotella denticola. Ademés, la cantidad y
distribucién del biofilm formado sobre un implante tras 14 dias de exposicion al medio
oral no difiere entre pacientes con y sin antecedentes de periodontitis.
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11l JUSTIFICACION






En los dltimos afios muchos estudios han descrito extensamente diferentes tipos de
tratamientos para las patologias periimplantarias (mucositis y periimplantitis). Sin
embargo, son menos los estudios que tratan de entender las causas, inicio y progresion
de la enfermedad.

Los primeros articulos que trataron sobre las enfermedades periimplantarias sugerian
gue se asemejaban al proceso observado en la periodontitis (1) y que la microbiota que
colonizaba los implantes estaba formada por bacterias periodontopatégenas (2,3). Sin
embargo, en el afio 2011, se empezaron a observar diferencias histolégicas entre
periodontitis y periimplantitis (4) e incluso algunas publicaciones sugerian que la Pl no
era una infeccion convencional causada por un grupo pequefioc de bacterias
periodontopatégenas. Podria més bien tratarse de una infeccion causada por una
extensa microbiota en la que aparecen importantes y decisivas relaciones
interbacterianas (5,6).

A pesar de que la Pl se considera una enfermedad infecciosa, su punto de inicio y, la
razén por la cual, se produce la pérdida 6sea y la exposicion del implante al medio oral
es un tema controvertido que anima a la discusion (7). Numerosos autores postulan que
la acumulacion bacteriana aumenta o potencia un proceso inflamatorio, asi como una
pérdida ¢sea que progresa mas rapidamente en el momento en que la superficie del
implante se expone y se coloniza.

La literatura con relacion al biofilm formado sobre implantes dentales y su microbiota no
es escasa, pero existen serias limitaciones en el modo de recoger y procesar las
muestras y, por tanto, sus resultados son dificilmente generalizables. Los estudios que
analizan la microbiota formada sobre los implantes han utilizado diferentes metodologias
para la recogida de muestras: puntas de papel, curetas o sondas periodontales (8-12).
En cualquiera de los casos, empleando estos métodos de recogida no se puede estudiar
la totalidad del biofilm adherido a la superficie rugosa o bajo las espiras del implante.
Por otro lado, en las publicaciones in vivo que han analizado el biofilm, la recogida se
ha efectuado empleando placas de titanio fijadas a dispositivos orales extraibles o
pilares de cicatrizacion (13-18). En el caso de los primeros, no se simulan las
condiciones que se encuentran en el area subgingival, mientras que, en el caso de los
segundos, un pilar mecanizado o levemente rugoso no simula la situacion real de la
superficie de un implante dental, mas rugosa y con espiras. Es de vital importancia
estudiar, pues, la colonizacion bacteriana de los implantes dentales, para asi poder
disefiar un tratamiento efectivo. Por este motivo, esta tesis se ha centrado en realizar 2
estudios clinicos que permitieran describir de la forma méas precisa posible la estructura
y la composicion del biofilm que se forma sobre un implante, utilizando un dispositivo
especifico que permite simular un implante dental rugoso expuesto al medio oral.
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IV INTRODUCCION






Un area importante de la Odontologia es aquella que se encarga de la restauracion de
la funcion perdida como consecuencia de la ausencia dentaria. Desde que el profesor
Bréanemark de la Universidad de Gotemburgo (Suecia) definié la oseintegracién (19), la
rehabilitacion oral mediante implantes dentales ha revolucionado la Odontologia
restauradora.

En sus inicios, los implantes dentales fueron disefiados para el tratamiento de pacientes
totalmente desdentados, con el fin de ser los pilares sobre los que anclar protesis fijas
completas (20). De forma progresiva, el tratamiento con implantes se fue extendiendo
hasta convertirse en una alternativa para la reposicion de cualquier ausencia dentaria
(21,22). Los implantes dentales han pasado a ser, en muchas ocasiones, el tratamiento
de eleccion para la rehabilitacién no solo funcional, sino también estética, ya que poseen
un porcentaje de éxito y supervivencia elevadas, que ronda el 96-98% a los 5 afios y
entre 92 y 97% a los 10 afios (23-26). Sin embargo, su porcentaje de complicaciones,
tanto mecanicas como biolégicas y estéticas, también es alto. Segun una revision
realizada en el afio 2012, las complicaciones mecéanicas afectan a un 8.8% de los
implantes unitarios y las biologicas y estéticas, a un 7.1% (24).

Las complicaciones bioldgicas mas frecuentemente encontradas son la mucositis y la
periimplantitis, con prevalencias estimadas del 39% y 16% de los pacientes,
respectivamente (27,28). Las consecuencias derivadas de estas complicaciones
biolégicas pasan no solo por un leve 0 moderado malestar del paciente o una deficiente
estética, sino muchas veces por la aparicién de infecciones o la pérdida del implante.
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DEFINICION DE ENFERMEDADES
PERIIMPLANTARIAS

La enfermedad periimplantaria se ha definido como una alteracion inflamatoria
probablemente producida por una infeccion que se desarrolla en un individuo
susceptible y que afecta a un implante osteointegrado en funcion (29). Se diferencian
dos entidades: la mucositis y la periimplantitis.

El término periimplantitis (Pl) se introdujo por primera vez hace mas de 20 afios como
una alteracion patologica infecciosa de los tejidos periimplantarios (2)(30). Afios
después, en el Primer Workshop Europeo de Periodoncia en 1993, el término Pl se usé
especificamente para definir un proceso inflamatorio destructivo que tiene lugar
alrededor de implantes oseointegrados funcionales y produce la formacién de bolsas y
la pérdida del tejido 6seo de soporte (31). Ya en ese momento se hizo una distincién
importante entre la pérdida 6sea debida a un proceso de remodelado fisiolégico y la
pérdida ¢sea debida a un proceso inflamatorio como podemos ver en la figura 1.

Figura 1. a) Implantes colocados en 2004, cada uno con su proceso de remodelacion previa a la carga, b) los mismos

implantes en 2019 con sus niveles 6seos estables.

La mucositis, por otro lado, se definié desde el inicio como una inflamacion reversible de
los tejidos blandos que rodean un implante en funcién sin pérdida 6sea (31). Se cree
gue la mucositis es una condicion previa a la PI.

La evolucion de mucositis a Pl parece producirse de manera gradual y es dificil de
identificar (32,33). Resulta dificil determinar el momento exacto en que una mucositis
evoluciona a una Pl vy, por tanto, también es complejo identificar con exactitud la
prevalencia e incidencia de ambas entidades.

Otro factor a tener en cuenta son los criterios de diagnéstico de la PI. El sangrado al
sondaje, en presencia de una adecuada higiene oral, podria ser mas frecuente en
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implantes que en dientes, de modo que su especificidad y su valor predictivo positivo
es cuestionable (32,34).

Aunque se han identificado diversos factores de riesgo, la Pl se considera una
enfermedad infecciosa, cuya progresion puede provocar la pérdida de la
osteointegracion y la consiguiente pérdida del implante dentario (35-37). No obstante,
todavia es escaso el conocimiento sobre la fisiopatologia de la enfermedad, asi como la
interaccion de los microorganismos de la cavidad oral con las superficies de los
implantes.
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CRITERIOS DIAGNOSTICOS DE MUCOSITIS
Y PERIIMPLANTITIS

Clinicamente, la mucositis y la Pl suelen cursar con: i) presencia de placa, ii)
enrojecimiento, iii) inflamacion, iv) pérdida de textura de la mucosa alrededor del
implante y v) sangrado; este Ultimo puede ser espontaneo, desencadenado por
traumatismos o por el sondaje periodontal. Generalmente no hay dolor, o bien puede ser
leve. Adicionalmente, la Pl esta asociada a la aparicién de pérdida 6sea marginal
progresiva, que puede acompanarse de hiperplasia o recesion de la mucosa y en
ocasiones, supuracion. Realizando una analogfa con la periodontitis se han propuesto
diversos criterios diagndésticos para la Pl

Profundidad de sondaje: distancia desde el margen de la mucosa periimplantaria hasta
la punta de una sonda periodontal introducida en el surco periimplantario. Gracias a la
profundidad de sondaje se puede calcular la cantidad de pérdida de insercion. En
dientes, es necesario sumar la distancia entre la linea amelocementaria y el margen
gingival, en el caso de que exista una recesion, o restarla si se trata de una hiperplasia.
En el caso de implantes es preciso tomar una referencia espacial a partir de la cual
comenzar la medicion, que suele ser el limite de la protesis o la base del pilar
transepitelial.

En el sondaje pueden influir diversos factores: el tipo y calibre de la sonda, la presion y
el angulo de sondaje, la presencia de inflamacion de los tejidos, el disefio del implante
o de la protesis (por ejemplo, la presencia de coronas sobrecontorneadas) y la
inclinacion o mala posicion del implante.

Es indispensable tener registros basales para poder determinar si existen cambios en
los niveles de sondaje, asi como emplear siempre la misma referencia espacial de
medida (por ejemplo, la plataforma del implante o el inicio del cuello mecanizado).

o RO

Figura 2. Sondaje de implantes. Obsérvese como la sonda penetra de manera mas paralela al eje del implante y hay una

menor distension del surco periimplantario cuando no hay una corona puesta.
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Un sondaje con una fuerza de 0.2 — 0.3N parece no dafiar la mucosa que rodea los
implantes y se considera imprescindible para el diagndstico de las enfermedades
periimplantarias (29,38-40). Se recomienda ademas un sondaje sin la prétesis para una
mayor precision (figura 2).

Recesiones: distancia entre la plataforma del implante (o la parte escogida como
referencia) y el margen gingival (figura 3).

Figura 3. Recesiones. En ambas fotografias podemos observar como la superficie tratada de los implantes ha quedado
expuesta al medio oral.

Sangrado al sondaje: en 1994 se observd que los implantes sanos generalmente no
presentaban sangrado alrededor del implante con el sondaje, mientras que en casos de
mucositis y de Pl mostraban puntos de sangrado (39) (figura 4). Afios més tarde se
confirmé esta teoria en un estudio que mostraba que el sangrado al sondaje en mas de
la mitad de las visitas y durante 2 afios consecutivos tenfa un valor predictivo positivo
del 100% para la inestabilidad de los tejidos periimplantarios (pérdida 6ésea marginal)
(41).

Tal y como hemos referido previamente, la fuerza de sondaje no debe exceder los 0.25N
para no obtener falsos positivos, algo que no siempre es facil de cuantificar en una
situacion clinica (29,42).

Por otro lado, existe una parte de la comunidad cientifica que no da por valido el
sangrado al sondaje como criterio diagnostico en enfermedad periimplantaria. Es el caso
de Coli y colaboradores (43) que afirman en su articulo que tanto la profundidad de
sondaje como el sangrado al sondaje, no pueden ser considerados como herramientas
diagnosticas de salud o enfermedad periimplantaria. Segun estos autores, la mucosa
periimplantaria difiere anatdomicamente del tejido periodontal y, por tanto, la respuesta
de estos tejidos a la insercion de una sonda periodontal no serd la misma que la de un
tejido periodontal. Afladen, que la mucosa periimplantaria es un tejido cicatricial con un
mayor componente inflamatorio, que puede tener una leve inflamacion y mostrar una
mayor profundidad de sondaje y sangrado, sin tratarse de un caso de PI. Ericsson y
Lindhe (44) también han respaldado esta afirmacion y han desmotrado que la punta de
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la sonda penetra en el epitelio de unién lo que provoca un sangrado por traumatismo en
la mayoria de los implantes sanos.

Figura 4. Sangrado al sondaje. El sondaje pone en evidencia la inflamacion del tejido periimplantario que a primera vista
parece ser un tejido sin patologia.

iv Supuracién: no siempre esta presente en la Pl. No obstante, un exudado purulento (figura
5) indica la existencia de una infeccion y se considera un criterio diagnostico de PI
(45,46).

Figura 5. Supuracion al pasar un cepillo interdental y al sondaje.

v Pérdida 6sea radiografica: se debe tener una radiografia basal, es decir, tras la
colocacion de la prétesis definitiva (una vez finalizado el proceso de remodelado 6seo),
para comparar la variacion en el tiempo de los niveles ¢seos (figura 6).

Figura 6. a) implantes colocados en 2009, b) los mismos implantes en 2019 con pérdida dsea radiografica.

Para el diagnostico radiolégico de la pérdida 6sea perimplantaria se han utilizado
histéricamente diferentes técnicas como la ortopantomografia o la radiografia intraoral
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con la técnica de paralelizacion (47). Mengel y colaboradores (48) evaluaron la precision
y la calidad de las imagenes de los defectos 6seos periimplamtarios comparando las
radiografias panoramicas, las radiografias intraorales, la TC (tomografia computada) y la
TCHC (tomografia computada de haz conico). Las dos Ultimas obtuvieron los mejores
resultados y la TCHC fue la técnica que mostrdé una mejor calidad de (figura 7). Un
estudio de Garcfa-Garcia y colaboradores (49) compar6 las mediciones de pérdida 6sea
hechas sobre radiografias intraorales con las mediciones reales hechas sobre los
propios implantes en el momento de su tratamiento quirdrgico. Se observo que las
mediciones radiogréaficas sobreestimaban un promedio de 1.3 mm la altura real del
hueso periimplantario, y esto era especialmente evidente en las zonas vestibular y
palatina del implante. Por otra parte, existia una subestimacion en las radiografias de la
profundidad del componente intradseo del defecto periimplantario.

Figura 7. Pérdida 0sea radiogréfica de un mismo implante visto sobre a) TCHC, b) radiografia periapical y c)
ortopantomografia.

vi Movilidad del implante: la movilidad no es un criterio diagndéstico, puesto que muestra
una falta de osteointegracion o una pérdida total del soporte del implante.

vii Otros: Los niveles de mediadores bioquimicos del fluido crevicular periimplantario se
han estudiado con el objetivo de detectar un marcador diagnéstico de salud
periimplantaria (42). Aunque un estudio reciente encontr¢ diferencias significativas entre
implantes sanos y enfermos en 12 biomarcadores del fluido crevicular (50), la mayoria
de los autores afirman que los resultados de estas pruebas son poco concluyentes (42).
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Recientemente, con el objetivo de unificar criterios, el consenso del grupo 4 del World
Workshop on the Classification of Periodontal and Peri-implant diseases and conditions
(32) hizo la siguiente definicion:

Salud periimplantaria: aquellos implantes que muestren ausencia de sintomas
(molestias) y signos clinicos de inflamacion (eritema e hinchazén) incluyendo la ausencia
de sangrado al sondaje. La profundidad al sondaje no deberia exceder los 5 mm con
una fuerza de sondaje de 0.25N. Ausencia de pérdida del hueso de soporte medido
mediante radiografias estandarizadas y comparadas siempre con radiografias iniciales
en el momento de la carga. El hueso perdido previo a la carga es considerado como
remodelado ¢seo. Todo cambio igual o superior a 2mm durante el primer afio de funcién
o después se considera patoldgico.

Mucositis periimplantaria: aquellos casos que presenten sintomas y signos clinicos de
inflamacion combinados con sangrado al sondaje y/o supuracion. Un punto de sangrado
al sondaje sin otros signos de inflamacion no sera considerado patolégico. Ausencia de
pérdida de hueso de soporte medido radiograficamente.

Periimplantitis: aquellos implantes que presenten sintomas y signos clinicos de
inflamacion con evidencia radiografica de pérdida 6sea, sin tener en cuenta el proceso
de cicatrizacion y/o remodelado ¢seo (antes de la carga protésica). El sangrado al
sondaje junto con la pérdida 6sea se considera un marcador de PI.
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FACTORES DE RIESGO

Los antecedentes de periodontitis, el consumo de tabaco, una mala higiene oral y
factores inherentes al propio implante y/o a la protesis parecen afectar el pronéstico de
los implantes (51-53).

1. Factores de riesgo relacionados con el paciente

Diferentes variables, como por ejemplo una mala higiene oral, los antecedentes de
periodontitis 0 el consumo de tabaco han sido descritos como fuertes indicadores de
riesgo de Pl en diversas revisiones sistematicas (27,42,54-56).

Malmstrém y colaboradores (57) fueron los primeros en describir mayor pérdida de
implantes en aquellos pacientes que presentaban una rapida y agresiva progresion de
la periodontitis. Desde entonces, numerosas publicaciones han estudiado la relacion
entre los antecedentes de periodontitis y la Pl; muchas de estas encontraron una clara
relacion entre ambas entidades (58-60), mientras que otras no lo han hecho (61-63).

En lo que respecta al consumo de tabaco diversos autores han encontrado un mayor
riesgo de desarrollo de complicaciones biolégicas alrededor de los implantes en
pacientes fumadores (58,64-66). Sin embargo, otros no han encontrado dicha relacién
en pacientes incluidos en programas de mantenimiento periodontal (67-70). Un estudio
publicado recientemente concluyd que la historia de periodontitis y el consumo de
tabaco son factores de riesgo de la Pl. No obstante, la unién de ambos factores no
aumentaba el riesgo de enfermedad en comparacion a la presencia de uno solo de estos
factores (71).

El acumulo de placa se ha asociado a la mucositis (72). Un estudio ha mostrado que los
pacientes con un indice de placa superior o igual al 25% tenfan un 62% de implantes
sanos, un 15% con mucositis y un 23% con Pl. Sin embargo, en aquellos que
presentaban un indice de placa menor del 25% los porcentajes eran de 83%, 12% y 5%
respectivamente. Por otra parte, la prevalencia de Pl y mucositis era mayor en la region
anterior mandibular. Estos resultados coinciden con lo publicado anteriormente (73,74).

También se ha demostrado que el consumo diario de alcohol (> 10g/dia) podria inducir

mayor pérdida 6sea marginal alrededor de los implantes, especialmente si va
acompafado de tabaquismo (75).
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La diabetes, y concretamente un mal control de esta enfermedad metabdlica, se ha
asociado a la Pl: el riesgo de padecer esta complicacion en diabéticos seria 3 veces
mayor que en pacientes sanos (76,77).

Interleukinas como IL-la, IL-IB, IL-4, IL-6, IL-12 y sus receptores podrian jugar un papel
importante en la respuesta inflamatoria del paciente. Sin embargo, no se han encontrado
asociaciones significativas entre los polimorfismos de los genes que regulan dichas
interleukinas y el riesgo de padecer enfermedades periimplantarias. Parecen ser
necesarios estudios con muestras mas amplias (42,78).

2. Factores de riesgo relacionados con la prétesis

Como se ha mencionado anteriormente, el acumulo de placa es un factor de riesgo para
la mucositis y la PI. Esta variable puede estar asociada al disefio de la proétesis, ya que
un dificil acceso a la higiene alrededor de los implantes puede producir inflamacion.
Serino y Strém (79) fueron los primeros en mostrar que un correcto disefio de la protesis
que facilite la eliminacion de la placa bacteriana (figura 8) tiene un efecto positivo sobre
la salud del implante. En los implantes con protesis que facilitaban la higiene, la
prevalencia de Pl fue de un 4%, mientras que en implantes con proétesis inadecuadas el
porcentaje de Pl era de un 48%. También se ha sugerido que un dngulo de emergencia
de la protesis superior a 30° es un factor de riesgo para la Pl, probablemente porque
dificulta la higiene (Figura 9) (80).

Figura 8. Protesis facilmente higienizables. Es importante disenar las protesis de modo que permitan el acceso de
cepillos interdentales u otros dispositivos, tanto bajo las coronas protésicas (a) como alrededor de reteneredores tipo
barras (b).

Ademas del acumulo de placa, otra variable importante a tener en cuenta es la inclusion
0 no de los pacientes con implantes en programas de mantenimiento periimplantario
(figura 10). Una publicacion del afio 2010 evalud el porcentaje de supervivencia y la
pérdida 6sea marginal tras 10 afios en pacientes con o sin historia de enfermedad
periodontal (60). Su conclusion fue que los antecedentes de enfermedad periodontal se
asociaban a una menor supervivencia y una mayor pérdida ¢sea marginal. Otro hallazgo
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muy interesante de esta publicacion fue que los pacientes que no habifan acudido a las
visitas de mantenimiento tenfan resultados peores (menor tasa de supervivencia y mayor
pérdida 6sea) que aquellos pacientes con antecedentes de periodontitis que visitaban
regularmente su dentista. Rinke y colaboradores (81), por su parte, encontraron una
relacion estadisticamente significativa entre la prevalencia de P, el consumo de tabaco
y una falta de mantenimiento periodontal. Asi, resulta evidente que un buen programa
de mantenimiento periodontal es esencial para la prevencion de las enfermedades
periimplantarias, tal como lo demuestra otro estudio cuyo objetivo era determinar el
riesgo de Pl a los 5 afios en individuos que originalmente habfan sido diagnosticados de
mucositis. La incidencia de Pl tras 5 afios en aquellos pacientes que no recibieron un
programa de mantenimiento fue del 43.9% mientras que en los que si lo recibieron fue
del 18% (82,83).

= e e e

L )y

e g -
a) =

Figura 9. Diferencia entre una corona con un angulo de emergencia abierto (a) y facilmente higienizable y una corona
con angulo de emergencia cerrado (b). (imagen b cedida por Marta Garcia-Garcia)

)
b)

Figura 10. Prétesis hibrida inferior antes (a) y después (b) del mantenimiento.

El exceso de cemento en restauraciones cementadas también se ha asociado a la Pl
(figura 11). Los restos de cemento no eliminados correctamente parecen propiciar una
respuesta inflamatoria de los tejidos periimplantarios, bien sea como reaccién a cuerpo
extrafio, bien sea por la colonizacion bacteriana del cemento (84-86).
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La falta de un buen ajuste marginal de la protesis (figura 12), pese a no estar descrito
en la literatura, parece ser, segun la experiencia clinica, otro factor de riesgo de la PI. A
pesar de no ser una variable principal de la investigacion, el estudio publicado por Saaby
y colaboradores (71) indic6 que el 12% de los implantes estudiados tenian un mal ajuste
marginal y del total de implantes, el 68% presentaban sangrado y/o supuracion al
sondaje y el 58% profundidades de sondaje superiores a 5mm.

Figura 11. Resto de cemento inicial que promueve el acumulo Figura 12. Falta de ajuste marginal de la protesis
de placa y la destruccion osea (imagen cedida por José (imagen cedida por Miguel Angel Gonzélez).
Leonardo Caraballo).

Por dltimo, un articulo reciente concluy6é que el tipo de restauracion protética parece
influir de forma moderada en el prondstico de los implantes. Se observé un menor
porcentaje de éxito en implantes con prétesis removibles retenidas por implantes (93%)
gue en aqguellos con coronas unitarias (97%) o protesis fijas implantosoportadas (95.5%)
(87). Este estudio no encontré diferencias significativas en cuanto a la edad o género de
los pacientes, localizacién de los implantes o si habian sido colocados en hueso nativo
0 con técnicas de regeneracion 6sea. Cabe destacar que el menor porcentaje de éxito
en los casos de protesis removibles puede deberse a que los sistemas de retencién eran
rigidos, como coronas telescopicas. Es probable, que sistemas menos rigidos, como
barras u otros anclajes mejoren los resultados. Otro dato relevante de esta publicacion
es gque los casos de proétesis que combinan dientes e implantes parecen tener una menor
tasa de complicaciones biolégicas en comparacion con las restauraciones
implantosoportadas (Hazard Ratio: 0.34)

3. Otros factores

Algunos autores sostienen que la Pl podria tener como causa inicial factores de origen
no bacteriano. La posterior exposicion de la superficie del implante si podria favorecer
la colonizacién bacteriana, y producir una progresion mas marcada de la pérdida 6sea,
como consecuencia de un proceso infeccioso. Los factores que influirian en esa pérdida
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0sea marginal inicial son, entre otros: el sustrato 6seo sobre el que se coloca el implante
(88,89), la conexion protética del implante (89-92), una mala colocacion del implante
(Figura 13) etc.

Figura 13. Implante colocado en una posicion excesivamente lingualizada.

Un articulo reciente se ha referido al concepto de implantes “perdedores de hueso” (89).
En este estudio de 208 pacientes con un total de 508 implantes se compararon los
cambios de los niveles 6seos en ortopantomografias tras la colocacion del implante (T0),
al colocar la prétesis a los 5 meses de la cirugia (T1), y a los 6 meses y 18 meses de
carga funcional. Aquellos implantes que tenfan un mayor remodelado 6seo entre la
colocacion de la protesis y los 6 meses de la carga (superior a 0.44 mm) también
mostraban una mayor pérdida 6sea marginal a los 18 meses de la carga.

Por otra parte, estudios recientes han sugerido que la superficie de los implantes, una

vez expuesta al medio oral, puede ser susceptible de corrosién y esto podria favorecer
la colonizacion bacteriana (93,94).
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EPIDEMIOLOGIA

La aparicion de las enfermedades periimplantarias, en forma de mucositis o Pl, se
considera la complicacion mas frecuente a largo plazo del tratamiento con implantes
dentales. Los estudios sefialan que la mucositis afecta al 50-90% de los implantes,
mientras que el 20% desarrollan Pl tras 5-11 afios de funcion (2)(95).

Se define incidencia como “el niumero de casos nuevos de enfermedad por unidad
periodo de tiempo y persona estudiada” mientras que la prevalencia se describe como
“la proporcion de individuos de una poblacion que tiene la enfermedad” y se calcula
dividiendo el numero de personas enfermas entre la poblacion total (96). Ademas, en
Odontologia se emplea también el concepto de riesgo, que es la proporcién de
enfermedad que aparece en un periodo de tiempo.

La incidencia o la prevalencia de una patologia se puede calcular siempre y cuando, la
definicion de dicha patologia se mantenga estable. Sin embargo, los signos clinicos que
definen la Pl no estan consensuados vy, por tanto, la prevalencia e incidencia estimadas
de dicha enfermedad resultan dificiles de calcular.

La Pl se diagnostica en aquellos implantes que presenten sangrado al sondaje
(“bleeding on probing” o “BOP”) y/o supuracién, junto con una pérdida ¢sea medida
mediante radiografias (46,66,97,98). El problema radica en que no siempre se aplica el
mismo umbral en cuanto a qué se considera pérdida 6sea patoldgica: (i) >0.4 mm de
pérdida desde el momento de la carga (66,98), (ii) pérdida de hueso detectada tras 1
afo de colocacion de > 1.8 mm (46,97), (iii) > 3 mm de pérdida desde el momento de la
conexion del pilar (60), etc. Con estas discrepancias no es extrafio encontrar un estudio
gue constate un riesgo de Pl a los 5 afios del 1% (99) mientras otro declare un riesgo del
23% a los 10 afios (60). Acorde a esto, en una revision publicada en 2014, Merli y
colaboradores (100) concluyeron que el acuerdo entre los examinadores en cuanto al
diagnostico de Pl fue calificado como regular. Esto también podria deberse en parte a
la definicién poco clara de la Pl y la mucositis. Este limite confuso entre salud y
enfermedad no es algo novedoso, sino que es un tema profundamente tratado en
epidemiologia. Como Cortés-Martinicorena apuntd en el 2005 (101) “la salud es un
término de dificil medicién; salud y enfermedad son un continuo donde intervienen
distintas circunstancias y por tanto la separacion entre uno y otro es de dificil definicion”.

Un estudio realizado en Brasil y publicado en 2016 sobre 212 pacientes y 578 implantes
observo que la mucositis afectaba al 64.6% de los sujetos y el 62.6% de los implantes y
la Pl al 8.9% de los pacientes y el 7.4% de los implantes (102). En Europa, en un estudio
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llevado a cabo en Suiza, también en 2016, se analizaron 218 sujetos con 994 implantes.
Se observé que el 48% de los implantes y el 76.6% de los pacientes mostraban
profundidades de sondaje iguales o superiores a 4 mm junto con sangrado al sondaje
(68).

Por ultimo, un estudio de prevalencia realizado en 2012 en una clinica privada de
Espafa, sobre pacientes que seguian un programa de mantenimiento periodontal,
analiz6 245 sujetos con un total de 964 implantes y mostrd que la prevalencia de la Pl
por paciente era de entre el 12y el 22% y la mucositis de un 38.8% (28). Afios mas tarde,
en otra muestra de pacientes tratados en una clinica privada de Espafia se observé que,
de un total de 56 pacientes y 378 implantes, la prevalencia de mucositis y Pl era incluso
mas alta (103). Se ha de recalcar que este estudio se centraba en pacientes edéntulos
gue recibieron rehabilitaciones totales implantosoportadas con carga inmediata. Segun
sus resultados, el 56.9% de los implantes fueron diagnosticados de mucositis y el 14.3%
de PI. Practicamente todos los pacientes tenian algun implante con mucositis o Pl. Puede
gue estas cifras tan elevadas se deban no solo a los criterios diagnésticos seguidos,
sino también al hecho de que cada paciente era portador de entre 4 y 6 implantes por
arcada, dato que segun algunos autores es un factor a tener en cuenta (104).

Tesis doctoral | Caracteristicas del biofilm oral formado sobre implantes dentales | 41



TRATAMIENTO

Se han propuesto diversas terapias para la resolucion de la Pl, pero todavia no existe un
consenso sobre su tratamiento. EI método ideal para la eliminacion del biofilm formado
sobre la superficie expuesta del implante aun no se ha determinado y, ademas, puede
variar dependiendo de la superficie del implante (105). Los resultados obtenidos en los
diferentes estudios muestran algunas mejoras a los 12 meses en la mayoria de los casos,
pero también muestran una ausencia de resolucion total de la enfermedad, asi como
numerosos casos de recidiva o progresion (106).

A pesar de los diversos tipos de tratamiento propuestos, existe consenso en que un
abordaje no quirurgico (figura 14a y b) parece ser suficiente para el tratamiento de la
mucositis pero no es efectivo en casos de Pl (51,107,108). Parece que los casos de Pl
requieren tratamientos quirdrgicos mas agresivos (figura 15y 16). En general, la literatura
ha demostrado que la escasez de publicaciones y la baja calidad de los estudios limitan
la aplicabilidad de las opciones de tratamiento.

Una revision publicada por Heitz-Mayfield y Mombelli (106) en 2014 sobre el tema
concluyd que no se podia realizar un metaanalisis debido a la heterogeneidad en las
definiciones de PI, las distintas variables de resultados, los disefios de los estudios y la
definicion de “caso resuelto”. En 9 de los 32 estudios revisados, el éxito tras el
tratamiento a los 12 meses variaba del 0 al 100% de los pacientes y del 75 al 93% de los
implantes tratados en otros 2 estudios. Una vez mas, se hace evidente el problema de
falta de consenso en cuanto a la definicion de salud y enfermedad con relacion a las
patologias perimplantarias (109).

Las enfermedades periimplantarias han sido tradicionalmente comparadas con la
periodontitis y la gingivitis y, es por esta razén, que muchas de las modalidades de
tratamiento propuestas siguen los mismos principios que la terapia periodontal. No
obstante, los resultados parecen ser mucho menos predecibles. Por ejemplo, un
tratamiento quirdrgico que incluye desbridamiento y descontaminacion de la superficie
de los implantes mostré una supervivencia del 100% de éstos a los 12 meses, si bien
solo el 47% de los implantes estaban exentos de sangrado al sondaje y, por tanto,
exentos de enfermedad (110).
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Figura 15. Tratamiento quirurgico de Pl que incluye abordaje resectivo e implantoplastia.

Es de vital importancia tener en cuenta que los implantes y los dientes no son el mismo
substrato y, por lo tanto, los tejidos que los rodean tienen también sus diferencias. En
nuestra opinion, esta es la mayor razén por la que Pl y periodontitis reaccionan de distinta
manera ante un mismo tratamiento: el substrato es diferente, la enfermedad es diferente
y, por lo tanto, es esperable que el resultado ante un mismo tratamiento sea diferente.
Serfa de gran interés estudiar con mas detalle como comienza y como progresa esta
patologia alrededor de los implantes, para entender su fisiopatologia y poder tratarla.
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Figura 16. Explantacion de implantes con Ply colocacion de 4 implantes nuevos.
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A continuacién, se adjunta una de las multiples propuestas de actuacion existentes en
la literatura ante casos de enfermedades periimplantarias teniendo en cuenta el estadio
del implante (111).

Tabla1l: indice de Necesidades de Tratamiento Periimplantario (INTPI)

e Presencia placa y/o calculo

¢ Ausencia de signos de inflamacion, sangrado al sondaje (BoP) y/o supuracién
¢ Sin aumento de la profundidad de sondaje

e Ausencia de pérdida dsea radiografica

Valor 1

32+: Zona estética

32: pérdida dsea <25% de
longitud del implante
32++: Zona no estética

3b+: Def. 6seo horizontal

¢ Presencia de signos de inflamacion y/o
sangrado al sondaje (BoP) y/o supuracién
e Aumento de la profundidad de sondaje
e Presencia de pérdida 6sea radiografica

3b: Pérdida 6sea 25%-
75% de longitud del 3b++: Def. dseo vertical
implante

Valor 3

3b+++: Def. 6seo
combinado

3c+: Defecto regenerable
3c: Pérdida >75% de
longitud del implante

3c++: Defecto no
regenerable
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Tabla2: Niveles terapéuticos de las enfermedades periimplantarias

Abordaje . -
A Instrucciones en higiene oral
. B1: Aplicacién de antibidticos locales
Abordaje . . S
B Tratamiento mecénico e irrigacién submucosa
B2: Prescripcidn de antibidticos sistémicos
C1: Implantoplastia
. Acceso quirurgico con descontaminacién de
Abordaje § q E . .
C superficie C2: Técnicas resectivas

(*) Considerar injerto de tejido conectivo
C3: Técnicas regenerativas

. -, D1: Explantacion aislada
Abordaje  Explantacion

D (*) Considerar injerto de tejido conectivo

D2: Explantacidn con regeneracion

| | Abordaje
Tabla 3: Valor INTPI Terapéutico
Valor 0: Salud A A
Valor 1: Depésitos A+B
2a: Pss5mm A+B
Valor 2: Inflamacién, sangrado
(BoP) y/o Supuracién 2b+: Zona estética A+B(1)
Aumento sondaje 2b: Ps>5mm
2b++: Zona no estética A+B+C
3a+: Zona estética A+B1/B2
3a: <25%
3a++: Zona no estética A+B(2)+C1/C2*
3b+: Defecto dseo horizontal A+B(2)+C1/C2*
Val?r 3:, P.erdlda osed 3b: 25%-75% 3b++: Defecto 6seo vertical A+B(2)+C3*
radiografica
3b+++: Defecto 6seo combinado A+B(2)+C1/C2+C3*
3c+: Defecto dseo regenerable D2*
3c: >75%

3c++: Defecto 6seo no regenerable  A+B(2)+C1/C2*

Valor 4: Fracaso terapéutico D1/D2*

Tabla 1, 2y 3. Propuesta de actuacion ante la presencia de patologias periimplantarias por Buitrago Vera PJ y Enrile de
Rojas FJ (111).
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EVOLUCION Y PRONOSTICO

Si consideramos el denominado “corto plazo” como un periodo de 5 afios y el “largo
plazo” como un periodo a 10 afios, en funcion de la prevalencia estimada de las
enfermedades periimplantarias, podemos concluir que el pronéstico general de los
implantes dentales se estima como bueno a largo plazo.

Una vez la enfermedad periimplantaria se ha declarado, el pronéstico en el caso de la
mucositis es bueno, puesto que se trata de una entidad facilmente tratable y reversible
(33). Sin embargo, este no es el caso de la Pl y asi lo demuestran numerosos estudios.
Un ensayo clinico randomizado reciente analiza el éxito de un tratamiento de
periimplantitis a los 5 afios (105). Los pacientes recibieron inicialmente un tratamiento
no quirdrgico y 4 semanas después se sometieron a un tratamiento quirdrgico de
desbridamiento, descontaminacion y antibiéticoterapia. Posteriormente, fueron incluidos
en un programa de mantenimiento periodontal semestral. Ademas, previamente al
tratamiento de los implantes, todos los pacientes debian tener un buen mantenimiento
periodontal general con indices de placa y sangrado inferiores al 25%. Definieron como
éxito aquellos casos en los que se dieran todas las siguientes condiciones: i) el implante
sobreviviera (es decir, siguiera en boca y en funcion), ii) tuviera una profundidad de
sondaje < 5 mm sin sangrado y/o supuracién en ningun punto del implante, y iii) no
hubiera progresion de la pérdida 6sea. A los 3 afos de seguimiento el 75% de los
pacientes y el 69% de los implantes cumplieron estos parametros. Sin embargo, los
resultados publicados muestran que solo el 63% de los pacientes y el 53% de los
implantes tuvo éxito al final del periodo de seguimiento (5 afios). El grupo concluye que
“...lamayoria de los implantes y de los pacientes tuvieron éxito”. Si bien es cierto que es
mas de la mitad, y por tanto puede denominarse “la mayoria”, son unas cifras bajas. De
los resultados de este estudio se puede deducir que, a pesar de hacer todo lo posible
por tratar la enfermedad, de mantener un bajo nivel general de carga bacteriana y de
realizar mantenimientos semestrales, el 47% de los implantes seguian enfermos. Estos
resultados son realmente esclarecedores no solo por sus cifras sino porque se trataba
de un estudio multicéntrico en el que se recogieron los datos de dos universidades
distintas de Suiza (Universidad de Berna y Universidad de Ginebra) y de una clinica
privada de Australia, por lo que sus resultados son extrapolables tanto al ambito
universitario como a la practica privada.

Un metaandlisis recientemente publicado concluyé que, a pesar de una buena
prevencion y una terapia de mantenimiento periimplantario cada 5-6 meses, los
pacientes no estan exentos de complicaciones bioldgicas (112). Por otro lado, segun un
estudio de Mir-Mari y colaboradores (28), los pacientes que siguen un mantenimiento
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periodontal regular pueden padecer patologia periimplantaria, pero tienen un riesgo
significativamente menor que los que no lo siguen.
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DIFERENCIAS ENTRE ENFERMEDAD
PERIODONTAL Y ENFERMEDAD
PERIIMPLANTARIA

Las enfermedades mediadas por biofilms, como la gingivitis y la periodontitis, son
consideradas como condiciones inflamatorias cronicas comunes en el ser humano (113).
Segun la Encuesta Nacional de Salud Oral del 2005 (ENSO 2005), un 25.4% de los
adultos con edades comprendidas entre 35y 44 afios presentaban bolsas > 4-5 mmy el
38% de los individuos de 65-74 afios tenian dichos sondajes (114). Estos datos apenas
han variado en los ultimos 10 afios, ya que la encuesta del 2010 (ENSO2010) muestra
porcentajes muy similares para estos rangos etarios (115).

De un modo muy genérico, la PI, que ha sido definida como una patologia inflamatoria
osteclitica que afecta a los implantes dentales (116), se ha presentado como una
enfermedad “similar” a la periodontitis. Asi pues, es pertinente ver qué diferencias y que
similitudes hay entre ambas patologias. Para poder entender y comparar ambas
entidades es necesario estudiar previamente la anatomia y estructura tanto del diente y
su tejido adyacente como del implante.

1. Diente y periodonto

El diente esta rodeado por el periodonto, que comprende: la encia, el ligamento
periodontal, el cemento radicular y el hueso alveolar. En la figura 17 se puede ver un
dibujo esquematico de un corte histolégico que describe la composicion del periodonto
y sus partes.

La encia libre esta formada por todas las estructuras que se encuentran coronales a la
unién amelocementaria. Esta encia posee 3 zonas diferentes de epitelio: el epitelio bucal,
que da a la cara externa, el epitelio sulcular que mira hacia el diente sin estar en contacto
con él y el epitelio de unién, que sf estd en contacto con el diente mediante unién
hemidesmosomica (117).

Apicalmente se encuentra el tejido conectivo, que da soporte a los epitelios de union y
bucal y que es el tejido predominante de la encia. Entre las células que se encuentran
presentes en el tejido conectivo se encuentran los fibroblastos, mastocitos, macréfagos,
granulocitos neutrofilos, linfocitos y plasmocitos (117).
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Las fibras del tejido conectivo de la encia y del ligamento periodontal son producidas
por los fibroblastos y aungue muchas de estas estan distribuidas de manera irregular, la
mayorfa tienden a formar grupos con una clara orientacion. Segun su insercion y
orientacion se pueden dividir en 4 grupos: 1) fibras circulares, 2) fibras dentogingivales,
3) fibras dentoperiodsticas y 4) fibras transeptales.

Por dltimo, se encuentra el ligamento periodontal (LPO). Sus componentes principales
son: fibras de colageno (60%), fibroblastos (5%), vasos sanguineos, nervios y matriz
extracelular (35%) (117).

ElI LPO es un tejido conectivo muy vascularizado y celular que se encuentra rodeando
los dientes y uniendo el cemento radicular con la lamina dura del hueso alveolar. Los
haces de fibras de colageno que lo componen se dividen en 4 grupos: 1) fibras de la
cresta alveolar, 2) fibras horizontales, 3) fibras oblicuas y 4) fibras apicales. El aporte
vascular de la encia proviene de los vasos sanguineos supraperiosticos y del plexo
vascular del LPO (117).

2. Implante y tejido periimplantario

El implante es una estructura, generalmente de titanio de diferentes grados, con una
forma macroscopica que simula una raiz dental. En la superficie de los implantes
actuales se observan unas espiras que pueden ser de mayor o menor tamafo, mas o
menos proximas y con mayor o menor angulaciéon, que permiten roscar el implante y
estabilizarlo en el momento de su colocacion. Microscopicamente, y dependiendo del
tratamiento de la superficie, presentan microporosidades de diferentes tamafios que
aumentan la superficie de contacto entre hueso e implante y propician la oseointegracion

durante la cicatrizacion. La rugosidad de un implante suele variar entre 1y 2 um (micras).

A diferencia del diente, el implante no posee cemento radicular ni ligamento periodontal,
por lo que no se puede hablar de periodonto, sino de hueso y mucosa periimplantaria.

El hueso periimplantario se encuentra intimamente unido a la superficie del implante, sin
ningun tipo de fibra presente entre las dos superficies. Se trata de un contacto directo
con el hueso, a modo de anquilosis.

Una vez el implante ha sido conectado a una proétesis (ya sea a través de un pilar
transepitelial intermedio o sin él) se observa, al igual que en el diente, un epitelio de
unién y una zona de tejido conectivo. En este caso la banda de adherencia del epitelio
de union es de unos 2 mm de altura y la zona de tejido conectivo comprendida entre el
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epitelio de union y el hueso es de 1 mm o mayor (118). Sin embargo, esta adherencia
del epitelio de union con la superficie del pilar/corona es débil en comparacion con el
diente y, ademas, depende del material con el que estén realizados el pilar o la corona
protésicos. En cuanto a la composicion del tejido conectivo, como se ha mencionado
anteriormente, desde el cemento radicular del diente se proyectan una serie de fibras
dentogingivales y dentoalveolares en direccion lateral, coronal y apical. Sin embargo, el
implante no posee cemento en su superficie, por lo que este tejido se encuentra
organizado de manera totalmente diferente. Las fibras coldgenas de la mucosa
periimplantaria, segun un estudio de Berglundh y cols. (119), o bien revisten el periostio
en la cresta 6sea y se proyectan en todas direcciones paralelas a la superficie del
implante, o bien se alinean como haces gruesos que Siguen un Curso mas 0 menos
paralelo a la superficie del hueso.

A diferencia de la encia, la mucosa periimplantaria contiene mas colageno (85%) y
menos fibroblastos (1-3%), 1o que le confiere las caracteristicas tipicas de un tejido
cicatricial rico en colageno y con pocas células. Su aporte vascular es también diferente.
Asi como la encia posee un aporte sanguineo de dos fuentes diferentes, el implante,
como hemos dicho, carece de ligamento periodontal y por tanto la Unica fuente de
irrigacion sanguinea proviene de los vasos supraperiosticos. Como consecuencia, el
compartimento de tejido conectivo supra-alveolar apical al epitelio de unién tiene un
limitado aporte vascular (120).

Las diferencias también son evidentes en el hueso que rodea implantes y dientes:
mientras que el hueso que rodea el implante tiene una menor vascularizacion y casi falta
de inervacion, el hueso que rodea un diente esta vascularizado y el LPO se encuentra
abundantemente inervado (figura 17) (121).

Como Albrektsson y cols. (122) indican en su publicacion del 2014, el complejo
periodontal es el resultado de la evolucioén de millones de afios y consiste en una alta
diferenciacion y especializacion de los tejidos mientras que la mucosa periimplantaria
es un tejido cicatricial.
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Figura 17. Esquema de la anatomia de un diente y sus estructuras adyacentes (a) versus un implante y su tejido
periimplantario (b).

3. Periodontitis

La periodontitis es una enfermedad inflamatoria asociada a la placa bacteriana
acumulada en un diente y provocada por las reacciones inflamatorias e inmunitarias del
huésped. El aumento de la carga bacteriana origina la produccion de productos de
desecho, enzimas y componentes superficiales de las bacterias, que llevan a una
irritacion de los tejidos adyacentes. Los antigenos microbianos estimulan las células
epiteliales del surco gingival para que produzcan citoquinas proinflamatorias y otros
mediadores quimicos (123). En el inicio de la inflamacién se produce un incremento de
la permeabilidad del lecho microvascular, de modo que se exudan liquidos y proteinas
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hacia los tejidos (liquido crevicular gingival). Posteriormente, se atraen los neutréfilos
(sobretodo polimorfonucleares (PMN)) junto con otros leucocitos, como los monocitos
macrdfagos y linfocitos. La acumulacion de PMN libera gran cantidad de enzimas y la
infiltracion inmunitaria necesita espacio en el periodonto para poder hacer su funcién,
por lo que se destruyen las estructuras adyacentes, capas epiteliales y hueso, con el fin
de crear el espacio fisico necesario para esos leucocitos infiltrados. El resultado, en
consecuencia, es la migracion apical del epitelio de unién, la pérdida ésea y un infiltrado
inflamatorio que se extiende de manera lateral y apical (123).

4. Periodontitis vs. periimplantitis

Aunque histéricamente se han considerado similares, la periodontitis y la Pl tienen
diferencias evidentes. El grupo de Becker y colaboradores (124) encontré unicamente
un pequefio nimero de similitudes entre ambas patologias en un estudio de perfiles de
transcriptoma. Constataron que ambas entidades deberian ser tratadas como
enfermedades distintas. Por otra parte, el Séptimo Workshop Europeo en Periodoncia
(125) asi como el consenso del ultimo Workshop (32) también concluyeron que la Pl
exhibe caracteristicas Unicas en cuanto a sus parametros clinicos. Sin embargo, aun se
compara a menudo la Pl con la periodontitis. Algunos autores afirman que la Pl es una
respuesta a un cuerpo extrafio independiente de la presencia de bacterias (122). Por el
contrario, numerosas publicaciones asumen que el desarrollo de la PI, al igual que el
desarrollo de la periodontitis, esta intimamente relacionado con la formaciéon de un
biofilm constituido por patégenos (126).

Donath, ya en 1992 (121), afirmaba que clinicamente hay diferencias en la reaccion del
tejido frente a la microbiota entre dientes e implantes. La encia de un diente muestra
todos los signos de inflamacion, con un aumento del fluido crevicular, mientras que en
la mucosa de los implantes este fluido no aumenta.

La literatura actual ha constatado diferencias entre ambas entidades en el infiltrado
inflamatorio, que es mas acusado en el caso de la Pl, y se encuentra en posicion mas
apical. Ademas, exhibe una mayor cantidad de macrofagos y granulocitos en las bolsas
epiteliales y en las zonas perivasculares (4). Estudios en animales han demostrado la
capacidad autolimitante de la periodontitis inducida por ligaduras. En efecto, una vez
cesa la acumulacion de placa bacteriana el proceso es capaz de revertir, cosa que no
ocurre en el caso de los implantes (46,127). Se ha observado también que en la Pl la
inflamacion encontrada es mas aguda y con presencia de mas osteoclastos. Chvartszaid
y colaboradores (128) concluyeron que una reaccion tisular similar producida en dos
situaciones tan diferentes como son diente e implante es bastante improbable. Una
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prueba de ello la podemos observar en la distinta forma anatémica de la reabsorcion
0sea producida alrededor de un implante con Pl y la producida alrededor de un diente
con periodontitis.

Por otro lado, la variabilidad de los resultados del tratamiento y la agresiva progresion
de la PI, en comparacién con la periodontitis, lleva a pensar que puede haber alguna
diferencia mas no considerada hasta ahora. Las diferencias anatémicas son evidentes y
pueden ser parte de la respuesta.

La mucosa periimplantaria tiene un menor componente celular y menor aporte
sanguineo, lo que puede dificultar su capacidad defensiva, ademas de que carece de
fibras de colageno insertadas que confieran una barrera fisica para el paso de bacterias.
Por otra parte, se debe tener en cuenta que la Pl es, segun algunos autores, una
enfermedad infecciosa en la que las bacterias también juegan un papel importante. Estas
bacterias crecen formando biofilms, cuya constitucion parece estar intimamente
influenciada por las caracteristicas del sustrato sobre el que se forma (129,130). Puesto
que las caracteristicas de la superficie de los implantes son distintas de las de la
superficie dentaria, cabe esperar encontrar ciertas diferencias en la adhesion de los
primeros colonizadores y, por tanto, en la formacion de un biofilm maduro.

5. Microbiologia asociada a los implantes dentales

El biofilm

En el momento en el que un implante es expuesto a la cavidad oral, comienza a cubrirse
por una capa de proteinas (mucinas, fosfoproteinas, proteinas ricas en prolina etc.),
enzimas y macromoléculas hidrofébicas que forman la pelicula salival, también
denominada pelicula adquirida. Esta pelicula altera la carga y la energia libre de la
superficie, lo que incrementa la capacidad de adhesion bacteriana. Posteriormente, la
superficie es colonizada por microorganismos, y se forma el llamado biofilm (131,132)
(figura 18).

El contenido de la pelicula adquirida juega un papel importante en la seleccion del tipo
de bacterias que se adheriran posteriormente. La saliva y las macromoléculas también
pueden adherirse a la superficie de titanio, pero estan influenciadas por las propiedades
guimicas y estructurales de dicha superficie (133). Esta pelicula forma una interfase entre
la superficie del implante y los primeros colonizadores, cocos Gram positivo anaerobios
facultativos (por ejemplo, Streptococcus mitis, Streptococcus sanguisy el mas frecuente
Streptococcus oralis). Esto crea las condiciones previas para la adhesion de la siguiente
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capa, que estad compuesta por bacilos Gram positivo, particularmente del género
Actinomyces. Posteriormente, se adhieren bacterias anaerobias Gram negativo tales
como el género Veillonella y fusobacterias. Seguidamente, se unen el resto de las
bacterias periodontopatégenas, como Aggregattibacter actinomycetemcomitans,
Prophyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Treponema denticola o Tannerela
forsythia, que se asocian, segun algunos estudios, a la Pl (134).

En los biofilms maduros también se detecta la presencia de células epiteliales, que
pueden incluso ser el medio de transporte de ciertos microorganismos (135).

Figura 18. Esquema de las fases de formacion del biofilm. Imagen de un pilar del estudio recubierto de biofilm a través
del SEM (Microscopio Electronico de Barrido).

A modo de resumen, podemos dividir en 4 las etapas de formacion del biofilm (136,137):

Transporte a la superficie: el transporte inicial de las bacterias se da a través de
sedimentacion, movimiento activo bacteriano, flujo liquido o0 movimiento browniano.

Adhesién inicial: adhesion débil y reversible por parte de las bacterias a través de las
interacciones con la superficie a una cierta distancia.

Acoplamiento: una vez se produce el contacto entre la superficie y la bacteria, bien sea
de manera intima o a través de fimbrias, se establece un anclaje firme entre ambos,
gracias a interacciones especificas.

Colonizacién o maduracién: el biofilm comienza a madurar con la multiplicacién de los
microorganismos, que forman microcolonias, y la adhesion de nuevas células.

El proceso de formacién del biofilm es complejo, meticuloso y puede verse afectado por
diferentes factores tales como el medio ambiente, las propiedades bacterianas y las
caracteristicas de la superficie (composicion quimica, energia libre de superficie (SFE),
hidrofobia y topografia). Asi, la composicion del biofilm depende del substrato y del
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medio, y muestra una fuerte interrelacion entre las propiedades fisicas y quimicas de la
superficie y las propiedades biolégicas del medioambiente (138).

Rugosidad

La microtopografia de la superficie parece jugar un papel importante en la adhesién
bacteriana. Estudios /n vitrohan mostrado una correlacion positiva entre la rugosidad de
la superficie y la colonizacion bacteriana (139), asi como un estudio piloto que reveld
que la formacion inicial del biofilm supragingival creado /in vivo esta influenciado por la
microtopografia de la superficie (140,141).

La explicacién de esto puede estar relacionada con varios factores: i) la adhesién inicial
bacteriana comienza preferiblemente en zonas protegidas de las fuerzas de
cizallamiento, donde puede pasar de una adhesion reversible a una irreversible, ii) la
rugosidad incrementa la superficie de adhesion y iii) una superficie rugosa es mas dificil
de limpiar completamente, por lo que se propicia la recolonizacion.

Energia Libre Superficial (SFE)

Una superficie con una mayor SFE tiene mayor propensién a la adhesion bacteriana.
Absolom y cols. (142) ya observaron en 1987 una clara relacion entre el tipo de proteina
contenida en la pelicula salival y la SFE de la superficie colonizada. Pero esta propiedad
no solo actla en la pelicula salival, sino que también tiene su impacto en la colonizacion
bacteriana. En los afios 90, se estudi¢ el efecto de la SFE en la formacién de placa supra
y subgingival alrededor de implantes dentales. Se observd que un substrato con una
baja SFE acumulaba significativamente menos placa madura (tanto supra como
subgingival), compuesta en su mayoria por cocos y, en menor cantidad, por
espiroquetas y organismos moviles (143). Las superficies con una baja SFE se colonizan
preferentemente por bacterias con una baja SFE (129). No obstante, cuando se compara
la rugosidad con la SFE, parece ser que la rugosidad tiene un mayor impacto en cuanto
a la adhesion bacteriana (144).

Composicién quimica

La composicién quimica de la superficie de titanio también parece influenciar la adhesién
bacteriana como, por ejemplo: moléculas de didxido de titanio (TiO2), la implantacion de
iones F*, la incorporacion de antibidticos, etc. Sin embargo, a pesar de que la
modificacion de la superficie de titanio parece ofrecer buenos resultados /n vitro, deberia
ser validada por estudios /n vivo (129).
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Hidrofobia

Segun algunos estudios, las superficies hidrdfilas tienen un “efecto mecha” en los tejidos
liquidos como la sangre, lo que aumenta la adhesion de las proteinas celulares. Esto
mismo ocurre con las bacterias, cuya adhesion se ve propiciada por las caracteristicas
hidrofilas de la superficie (145). Por el contrario, un estudio de Schwarz y cols. (140,141)
sugiere que la hidrofobia tiene una menor importancia en la formacién de la placa
supragingival en comparacion con la rugosidad. Otros autores (138) mostraron la
ausencia de diferencias en cuanto al nimero total de bacterias adheridas a superficies
con diferentes microtopografias. Tampoco hubo diferencias en bacterias cultivadas en
saliva humana o en un medio de cultivo, y concluyeron que la hidrofobia tenfa una menor
importancia que la rugosidad.

Composicion bacteriana del biofilm

Se han identificado mas de 700 especies procariotas como parte del microbioma oral
humano (146). Un huésped sano es capaz de mantener una homeostasis entre la
microbiota comensal y los patégenos; sin embargo, si esta interaccion que mantiene la
homeostasis se pierde, aparece la enfermedad.

En 1998 Socransky y colaboradores (182) ordenaron por clusters los complejos de
especies bacterianas existentes en la placa subgingival, Se definieron 5 clusters que
son; el rojo, naranja, amarillo, verde y lila. Mas adelante la especie actinomices se separé
del cluster lila (Figura 19). Socransky concluyd que las bacterias del cluster rojo se
relacionaban con signos clinicos de periodontitis, particularmente con bolsas profundas
y sangrado al sondaje.

P. gingivalis

C. gracilis F. nuc. polymorphum

C. rectus P. intermedia B. forsythus
C. showae P. micros T. denticola
E. nodatum P. nigrescens

F. nuc. nucleatum S, constellatus

Actinomyces species

V. parvula

A. odontolyticus E. corrodens C. ochracea

C. gingivalis C. concisus
C. sputigena A. actino. a

Figura 19. Ejemplo de piramide de Socransky (182)
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Un conocido factor causante del inicio y progresion de las enfermedades periodontales
es el aumento en la proporcion de bacterias Gram negativo en el microbioma oral (147);
por ejemplo, Aggregatibacter actinomicetemcomitans es considerado como uno de los
agentes etiologicos mas importantes de la periodontitis agresiva en humanos (148-150).

Una de las bases de datos més importantes existentes hoy en dia sobre la microbiota
encontrada en el medio oral es la “Human Oral Microbiome Database (HOMD)
(htto.//www.homd.org/). Estos microorganismos se clasifican en OTUs (Operational
Taxonomic Units) y, segun sefala la HOMD, pueden diferir entre individuos debido a
diferencias en los habitos dietéticos, el momento de toma de la muestra y la localizacion
geografica, entre otros factores.

Los primeros estudios que documentaron los microorganismos encontrados en las zonas
periimplantarias fueron publicados en el 1983 y 1984 (151,152), donde se estudio la
placa obtenida con curetas desde la zona més profunda de la bolsa periimplantaria.
Desde entonces, diversos estudios han observado y documentado la colonizacion
primaria que se produce a nivel de los implantes, tanto en pacientes edéntulos
(2,153,154) como en pacientes parcialmente desdentados (155-159). En términos
generales, los implantes sanos parecen caracterizarse por una gran proporcion de
células cocoides y una baja proporcion de especies anaerobias facultativas y Gram
negativo (159). En los implantes con Pl se ha encontrado una microbiota muy variada y
compleja que incluye la presencia de los principales periodontopatégenos
(Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas —gingivalis, Tannerella
forsythia,  Prevotella intermedia, Parvimonas micra, Campylobacter rectus,
Fusobacterium nucleatumny Capnocytophaga sp) (159,160). El tipo de edentulismo o la
presencia de enfermedad periodontal, entre otros, parecen también influir en las
caracteristicas de la microbiota bacteriana periimplantaria (145,159,161).

En un estudio comparativo de la microbiota entre dientes e implantes llevado a cabo por
Eick y cols. (162), se observd que las bacterias histéricamente asociadas con la
periodontitis se encontraron en el 6.2% - 78.4% de los implantes tras 10 afios de funcion
(tabla 1). Cabe destacar que este grupo utilizé como método de andlisis la PCR (Protein
Chain Reaction) en tiempo real. La limitacion principal de esta metodologia es que sélo
se puede determinar la carga bacteriana de ciertas bacterias. Encontraron una cantidad
significativamente superior de Tannerella forsythia, Prevotella micra, Fusobacterium
nucleatum/necrophorum y Campylobacter rectus en implantes en comparaciéon con
dientes (muestras tomadas con puntas de papel insertadas en el surco). Se detectaron
Staphylococcus warnei en el 36.7% de los implantes y Staphylococcus aureus en el
2.2%. El género Candida también se detectdé de manera frecuente; C. albicans en un
24.6% y C. glabrata en un 38.5%. De entre las especies aerobias Gram negativo,
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Pseudomonas aeruginosay Serratia marcensesnunca fueron identificadas, mientras que
Escherichia coli, Proteus mirabilis y Acinetobacter baumanii se encontraron en algun
caso (Tabla 2) (162). En aquellos implantes que presentaban inflamacién de los tejidos
periimplantarios, se observd una mayor cantidad de 7reponema denticola, Prevotella
intermedia'y Campylobacter rectus (162). También se han encontrado Staphylococcus
en gran cantidad en este estudio de Eick y colaboradores (162), en concreto S. hominis
y S. warneri, éste Ultimo asociado de manera estrecha a implantes con inflamacion de
los tejidos periimplantarios.

Diferencia
Positivo Engran Positivo Engran irr!plante-
(%) cantidad (%) cantidad diente p
(%) (%)
sgg:gr‘:rt)iﬁzgfr:comitans 6.2 2.8 6.7 4.6 0.104
Porphyromonas gingivalis 16.9 9.6 14.8 8.1 0.326
Prevotella intermedia 12.7 3.2 10.1 3.2 0.379
Tannerella forsythia 34.9 12.1 27.4 9.7 0.005
Treponema denticola 23.6 5.8 18.3 6.9 0.051
Parvimonas micra 55.6 16.5 41.6 11.5 <0.001
Fusobacterium nucleatum 78.4 30.0 72.2 29.0 0.016
Campylobacter rectus 43.1 19.4 37.5 13.6 0.015
Eikenella corrodens 39.1 4.4 40.2 5.7 0.450
Eubacterium nodatum 16.9 0.6 16.2 0 0.313
Capnocytophaga sp. 60.1 19.5 62.3 20.1 0.086
Staphylococcus aureus 2.2 0 3.4 0 0.403
f;"e’:gz i;;‘;f;”s 5.8 0 6.7 0 0.394
Staphylococcus epidermidis 7.1 0 8.5 0 0.246
Staphylococcus hominis 26.0 0.2 25.8 0.6 0.985
Staphylococcus warneri 36.7 0.6 40.1 0.8 0.246
Staphylococcus simulans 0 0 0.2 0 0.317
Staphylococcus lugdunensis 14.7 0 12.4 0 0.219
Escherichia coli 0.6 0 0.6 0 0.705
Proteus mirabilis 0.4 0 0 0 0.157
Citrobacter freundii/koseri 43.8 0.2 46.6 0.2 0.206
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Klebsiella prenumoniae
Klebsiella oxytoca

Enterobacter agglomerans

Enterobacter
cloacaelaerogenes

Enterobacter intermedium
Serratia marcescens
Pseudomonas aeruginosa

Acinetobacter baumanii

Stenotrophomonas
maltophilia

Candida albicans
Candida glabrata
Candida parapsilosis

Candida tropicalis

Positivo
(%)

4.2
61.7
0.8
0.4

77.6

0.2
1.8
24.6
38.5
3.4

0.8

En gran
cantidad
(%)

133

0.4

135

5.9

13.2

1.8

0.6

Positivo

(%)
3.2
63.7
0.8
0.6

78.9

0.2
1.6
26.4
37.9
8.2

0.6

En gran
cantidad
(%)

37.8

0.6

10.3

1.2

0.6

Diferencia
implante-
diente p

0.336
0.316
0.705
0.317
0.901
1.000
1.000
1.000
0.480
0.839
0.432
0.233

1.000

Tabla 2. Datos obtenidos de los resultados de Eick y cols. 2016 (162).

Se ha sugerido que existen ciertas especies con predileccion por la superficie de titanio.
En un estudio /n vitro, Streptococcus mutans se adherian mas frecuentemente a
superficies de titanio que a superficies de hidroxiapatita, y, por el contrario, Actinomyces
naeslundii mostraban una mayor afinidad por la hidroxiapatita (163).

Las tablas 3y 4 representan la microbiota encontrada por otros autores sobre implantes
y/o dientes mediante diferentes métodos de estudio (158,161,164-166).
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Van

Keller y cols. .
b 1998 {165) Winkelhoff y
e Buchmanny ) cols. 2000
cols. 2006 Frecuencia de
cols. 2002 bacterias (158)
. (164) 161 d Porcentaje de
Bacteria Distribucion ( 6 ) encontracas i
; Prevalencia sobre implantes implantes con
media S_OP’Z 1 entre flora con PPD 1-3mm bacterias
?uperf cle Oe cultivada (%) (%) especljicas
implante (%) (Estudio de 14 detectadas al
bacterias) mes de
colocacion
Actinomyces gerencseriae 1.5
Actinomyces israelii 1.9 68.8
Actinomyces naeslundii 1 4.1 0
Actinomyces naeslundii 2 2.9
Actinomyces odontolyticus 3.3 54
Veillonella parvula 7.6 43.8
Streptococcus gordonii 0.9
Streptococcus intermedius 1 25.4
Streptococcus mitis 6.5
Streptococcus oralis 1.7
Streptococcus sanguis 0.9 24.1
quregat/bacter 10.7 0
actinomycetemcomytans
Capnocytophaga gingivalis 3.7
Capnocytophaga ochracea 0.6
Capnocytophaga sputigena 2.6
Eikenella corrodens 3.4 0
Capnocytophaga gracilis 1.7
Capnocytophaga rectus 0.6
Capnocytophaga showae 1.4
Eubacterium nodatum 0.4
Fusobacterium nucleatum 87.5 85
Fusobacterium nucleatum ssp.
2.4
Nucleatum
Fusobacterium nucleatum ssp.
3.5
Polymorphum
Fusobacterium nucleatum ssp. 34
Vicentii ’
Fusobacterium periodonticum 2.4
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Van

Gerber Buchmann .
Bacteria cols. 20(;(6 cols. 2002y Kellery cols. | Winkelhoff y
(164) (161) 1998 (165) cols. 2000
(158)
Micromonas micros 2
Prevotella intermedia 5.4 56.3 23 60
Prevotella nigrescens 2.7
Streptococcus constellatus 1.7
Tannerella forsythia 1.3 62.5 7.5 20
Porphyromonas gingivalis 4.2 81.3 0
Treponema denticola 2.5
Eubacterium saburreum 0.3
Gemella morbillorum 8.6
Leptotrichia buccais 7.2
Micromonas micros 68.8
Neisseria mucosa 7.6
Propionybacterium acnes 0.2
Prevotella melaninogenica 0.6
Streptococcus anginosus 2.1 25.2
Selenomonas noxia 3.7
Treponema socranskii 0.3
Prevotella buccae 31.3
Eubacterium lentum 56.3
o
Selenomonas spp. 0
Actinomices viscosus 0
Prevotella mel. Group 0
Veionella spp. 30
Capnocytophaga spp. 23
Campylobacter rectus 7.5
Fusobacterium spp. 54
P. micros 90

Tabla 3. Tabla comparativa de la microbiota encontrada por diferentes estudios mediante checkboard DNA-DNA
hibridization y diferentes cultivos
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Implantes PI Implantes Sanos Dientes Periodontales

Prevotella tannerae Streptococcus uncultured Prevotella uncultured

Streptococcus oral clone Streptococcus oralis
(AB538417) P

Prevotella oris

Prevotella oulorum Veillonella uncultured Streptococcus cristatus
o eewtlas Vel Streptococcusntermedius
Porphyromonas gingivalis Veillonella dispar Streptococcus salivarius
S T T
Capnocytophaga gingivalis Cardiobacterium valvarum Veillonella sp. (AB538427)
| Copnooytophogagranuiosa  proplonbacteriumsp.
Chloroflexi genomosp. Fusobacteriurn nucleatum
| Smemstelesbocteriom Gl
Streptococcus sp. Cardiobacteriurm valvarum

Streptococcus gordonii

Streptococcus intermedius

Streptococcus sanguis

Granulicatella adiacens

Dialister pneumosintes

Veillonella dispar

Fusobacterium nucleatum

Eubacterium sp.

Cardiobacterium valvarum

Tabla 4. Microbiota encontrada por Tatsuro Koyanagui y cols. 2010 mediante 16S rRNA clone library (166).
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MARCO TEORICO DE LA PRESENTE TESIS
DOCTORAL

Debido al alto riesgo de complicaciones bioldgicas de los implantes -la mucositis y la PI-
es interesante revisar la literatura para ver qué se sabe y qué se ignora respecto a la
microbiota y las posibles diferencias en la formacion del biofilm.

Si analizamos los articulos disponibles sobre el biofilm formado sobre la superficie de
los implantes, en la mayoria de los casos, la muestra bacteriana fue recogida con
métodos (por ejemplo, curetas de plastico) que destruyen la estructura tridimensional de
dicha pelicula (55). Este es uno de los principales inconvenientes de los estudios /n vivo
ya que, por motivos éticos, no se puede retirar el implante con su respectivo biofilm
(119), y aun en el caso de que se retire el implante, no se conserva la estructura del
biofilm. Una alternativa interesante consiste en la colocacion de placas de titanio sobre
férulas de acrilico (figura 20a), lo que permite el estudio del biofilm integro (14,15,127).
Sin embargo, este Ultimo método no es totalmente extrapolable a una situacién real, pues
no es posible simular el surco periimplantario y su componente subgingival
(tedricamente méas anaerobio). Por esta razon, diversos autores han estudiado el biofilm
formado sobre la superficie de aditamentos o pilares colocados sobre implantes
osteointegrados (figura 20b,c) (16,143). Estos pilares, en su mayoria, son mecanizados
o0 presentan alguna rugosidad en su superficie, no superior a 0.9 pm (14,16), pero en
ningun caso tienen una superficie y morfologia micro y macroscoépica equivalente a un
implante dental. Por lo tanto, no simulan adecuadamente la acumulacion de biofilm sobre
un implante expuesto al medio oral

Figura 20. Instrumental para la recogida de la muestra de los estudios previamente mencionados de Burgers y cols. (14)
(a), de Heuer y cols. (16) (b), de Elter y cols. (17,18) (c)

Por otro lado, en cuanto a la capacidad de proliferacion del biofilm sobre los implantes
dentales, los estudios in vivo gue simulan la situacion real con mayor precision, es decir,
aquellos que utilizan pilares, solamente observan el biofilm formado a los 14 dias,
mientras que aquellos que utilizan discos de titanio sobre placas de acrilico analizan el
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biofilm a las 12 0 24 horas (14,167). También existen estudios /n vitro sobre la formacién
de biofilm sobre diferentes superficies que toman entre 1 y 120 horas como tiempo
estimado (168), si bien son mas frecuentes los de 24-48 horas (169,170). El tiempo
estimado para la formacién de un biofilm maduro es de aproximadamente 14 dias (171).

En cuanto a la microbiota relacionada con los implantes dentales, investigaciones
previas sugieren que la Pl se asemeja al proceso de progresion de la periodontitis (1) y
gue las bacterias que colonizan la superficie de los implantes son similares a aquellas
gue se encuentran colonizando los dientes con enfermedad periodontal (134,164). Sin
embargo, son cada vez mas los estudios que se posicionan en contra de esta hipdtesis,
que postula que los dientes actian como reservorio, puesto que se encuentran cada vez
mas bacterias no descritas previamente colonizando implantes sanos y/o enfermos (11).

Las bacterias se adhieren y colonizan la superficie, formando el biofilm, y dicha
formacion depende no solamente de las caracteristicas de las bacterias, sino también
de las caracteristicas de la superficie sobre la que se adhieren. La topografia macro y
microscépica de un diente es muy diferente a la de un implante, al igual que la rugosidad,
la hidrofobia o la tension superficial y, puesto que estas caracteristicas parecen ser
factores importantes en la formacion de biofilm (133,172) cabe esperar que el biofilm
formado sobre implantes y sobre dientes sea distinto y, por tanto, su composicion
bacteriana también.

Actualmente, el empleo de nuevas técnicas moleculares, con un enfoque mas abierto y
global, revela una division significativa entre las comunidades bacterianas asociadas a
los dientes y a los implantes. Varios estudios describen diferencias entre la microbiota
subgingival y la existente alrededor de los implantes. De hecho, como ya se ha expuesto,
se han observado sobre implantes microorganismos que no habian sido identificados
previamente en periodontitis (9,173). No obstante, al igual que ocurria con los estudios
sobre biofilm, los estudios sobre la microbiota que coloniza los implantes se realizan con
sistemas que presentan limitaciones. Los estudios /n vivo que analizan las bacterias que
colonizan los implantes dentales toman la muestra de los tejidos blandos adyacentes,
del fluido crevicular o raspando el implante mediante curetas (164,166) y la microbiota
encontrada difiere mucho entre unos y otros.

Seria idoneo observar la microbiota que se encuentra adherida a la superficie del
implante en su totalidad (figura 21). No solo aquella que se encuentra alrededor y se
puede obtener mediante curetas, sino también aquella que estd adherida hasta en las
capas mas profundas y en contacto con el titanio.
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Figura 21. Imagen comparativa de técnicas utilizadas en otros estudios (curetes o puntas de papel) (a) y la técnica
propuesta en nuestros estudios (b)

Como resumen de esta revision, las enfermedades periimplantarias, y concretamente la
Pl, tienen una alta prevalencia y un tratamiento complejo y poco predecible. Se trata de
una patologia multifactorial en la que, a pesar de que su etiopatogenia es discutible, esta
constatado que las bacterias juegan un papel fundamental, por lo menos en su
progresion. La literatura es extensa en cuanto a posibles tratamientos, todos ellos sin
resultados definitivos a largo plazo, y es posible que actualmente la comunidad cientifica
no sea capaz de encontrar el tratamiento ideal porque ain no se conoce realmente qué
ocurre durante el proceso de la Pl. Puesto que las bacterias colonizadoras de la
superficie, una vez expuesta, son las causantes de esta progresion, es de vital
importancia conocer cOmo se organizan estas bacterias en esa superficie, asi como
conocer cudles son. Como ha quedado dicho, la literatura es abundante en cuanto a la
prevalencia y el tratamiento de esta enfermedad, pero es escasa en cuanto al estudio in
vivo de la microbiota que coloniza los implantes dentales y su organizacion en biofilms.

Por todo ello se realizaron los estudios que componen esta tesis y que se presentan a

continuacion. Pretenden describir qué ocurre sobre estas superficies una vez son
expuestas al medio bucal y explicar la microbiota que las coloniza.
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V OBJETIVOS E
HIPOTESIS






Objetivo principal

Analizar la estructura y composicion del biofilm oral formado a los 14 dias sobre un pilar
de cicatrizacion que simula un implante dental (con espiras y superficie rugosa)
expuesto a la cavidad bucal.

Objetivos especificos

Determinar la cantidad y distribucion del biofilm formado a los 14 dias comparando su
area supra y subgingival, asi como sus caras vestibular y lingual/palatina.

Identificar las bacterias presentes en la superficie de los pilares tras 14 dias en boca, a
través de un método de metagendmica (pirosecuenciacion).

Obijetivo secundario

Comparar la microbiota hallada en pacientes con y sin antecedentes de periodontitis.

Hipotesis principal

Tras 14 dias de exposicion a la cavidad bucal, la mayoria de la superficie de los
implantes esta recubierta por un biofilm maduro y espeso compuesto por una microbiota
heterogénea con predominio de especies Gram negativo.

Hipotesis operativas

La porcion supragingival y vestibular del pilar experimental presenta un mayor grado de
recubrimiento y espesor de biofilm en comparacion con la zona subgingival y lingual.

La microbiota periimplantaria presente sobre un implante dental expuesto a la cavidad
bucal estd compuesta por mas de 80 especies bacterianas y tiene un predominio de
especies Gram negativo.

Hipétesis secundaria

La cantidad y distribucién del biofilm formado sobre un implante tras 14 dias expuesto
al medio oral no difiere entre pacientes con y sin antecedentes de periodontitis.
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VI APORTACIONES
DE LA
DOCTORANDA






APORTACIONES DE LA DOCTORANDA

El trabajo hecho por la doctoranda para la realizacion de la presente tesis doctoral como
compendio de articulos ha sido el siguiente:

1. Confeccién y disefio de los protocolos de ambos estudios y obtencién de la ayuda
econdmica para estudiantes de doctorado y postgrado de la Facultat
d’Odontologua de la Universitat de Barcelona.

2. Participacion en el disefio macroscoépico del pilar del estudio.
3. Disefio y confeccién de los viales de transporte para los pilares.

4. Recogida de datos de todos los sujetos incluidos en el estudio, colocacion y
retirada del pilar, asi como su transporte al lugar que correspondiera.

5. Participacion en el proceso de laboratorio del estudio I.

6. Participacion en la obtencién de imggenes con microscopia electrénica de barrido
del estudio II.

7. Colaboracion en la interpretacion del anélisis estadistico de los resultados.
8. Redaccién de los manuscritos publicados.

9. Redaccién de la presente tesis doctoral como compendio de articulos.
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VIl PRESENTACION
DE LOS ESTUDIOS
REALIZADOS






1. ESTUDIO |

MICROBIOTA ANALYSIS OF BIOFILMS ON EXPERIMENTAL
ABUTMENTS MIMICKING DENTAL IMPLANTS: AN IN VIVO MODEL

Autores: Cortés-Acha B, Figueiredo R, Seminago R, Roig FJ, Llorens C, Valmaseda-
Castellon E.

Titulo: Microbiota Analysis of Biofilms on Experimental Abutments Mimicking Dental
Implants: An in Vivo Mode/

Revista: Journal of Periodontology
Factor de impacto: 3.392
Posicion JCR (Dentistry, Oral Surgery and Medicine): 9/91

Referencia completa: Cortés-Acha B, Figueiredo R, Seminago R, Roig FJ, Llorens C,
Valmaseda-Castellon E. Microbiota analysis of biofilms on experimental abutments
mimicking dental implants.: An in vivo model. J Periodontol. 2017;11.1-20.

Doi: 70.1902/jop.2017.170051

Fecha de envio: 21 de Enero 2017
Fecha de aceptacion: 28 de Abril 2017

Fecha de publicacion: Octubre 2017
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Objetivo

Identificar la microbiota que rodea la superficie de un implante dental expuesto en
pacientes con y sin antecedentes de enfermedad periodontal a través de un método de
pirosecuenciacion.

Material y método

Se efectud un estudio experimental no randomizado que incluyé a 10 pacientes (6
hombres y 4 mujeres con una media de edad de 60.7 afios) con al menos un implante
oseointegrado de conexién externa sin patologia periimplantaria. Cinco pacientes tenian
historia de enfermedad periodontal (“grupo periodontitis”, GP) y cinco eran
periodontalmente sanos (“grupo sano”, GS).

Lo pacientes se clasificaron como periodontalmente sanos (GS) cuando no presentaban
pérdida de insercion (AL) ni pérdida 6sea (PO) medida a través de radiografias
periapicales, tenian profundidades se sondaje (PS) inferiores a 4mm y no presentaban
sangrado al sondaje (BOP) en al menos 70% de las localizaciones. Se consideraba que
tenian antecedentes de periodontitis (GP) si presentaban AL >1Tmm en mas del 30% de
las localizaciones con evidencia de BOP. Todos los pacientes del GP habrian sido
tratados previamente y estaban controlados en el momento de inclusion en el estudio.
Todos los pacientes cumplian los siguientes criterios de inclusién: 1) edad comprendida
en 18 y 90 afos; 2) estadio ASA (clasificacion de la Asociacion Americana de
Anestesistas) inferior o igual a 3; 3) llevar al menos un implante oseointegrado de
conexién externa; 4) que no tuvieran aun colocada la protesis final; 5) altura minima
gingival de 2mm medida desde el cuello del implante hasta el margen gingival; 6)
suficiente capacidad intelectual para comprender el estudio y firmar el consentimiento.
El protocolo del estudio fue aprobado por el Comité de Etica de Investigacién Clinica
(CEIC, protocolo numero 05/14) del Hospital Odontolégico de la Universitat de
Barcelona, y se cumplieron los requisitos estipulados en la declaracion de Helsinki de
1975 y revisada en 2013. Todos los participantes firmaron el consentimiento informado.

Los pacientes se excluyeron si se daba una de las siguientes situaciones; 1) presencia
de gingivitis generalizada con BOP en més del 30% de las localizaciones; 2) periodontitis
no controlada (PS>5mm con sangrado y/o supuracion); 3) presencia de enfermedades
periimplantarias (implantes con sangrado y/o supuracion y al menos una localizacion con
evidencia radiografica de PO de >2mm); 4) haber recibido cualquier tratamiento
periodontal durante los 30 dias previos al estudio; 5) haber recibido antibidticos o
colutorios antisépticos (bisbiguanidas, sales de amonio cuaternario y aceites esenciales)
durante los 30 dias previos al estudio (figura 22).
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Recogida de datos

Un unico investigador (BCA) recluté los pacientes entre Febrero y Septiembre del 2014
en el Hospital Odontolégico de la Universitat de Barcelona (Barcelona, Espafa) y efectu6
todos los registros. Los datos recogidos fueron edad, género, estado de salud basado
en la clasificacion ASA (American Society of Anesthesiologists), patologias sistémicas,
medicacion, habito tabaquico (numero de cigarrillos al dia), enfermedad periodontal
(periodontograma que incluy6 el registro del profundidad de sondaje, de las recesiones,
del sangrado y supuracion), y las siguientes variables del implante: 1) fecha de
colocacion; 2) diametro; 3) longitud; 4) posicién; 5) distancia con dientes/implantes
adyacentes; 6) anchura de banda de encia queratinizada; 7) tipo de protesis; 8) indice
de placa de Mombelli (PPI)(174); 9) indice de sangrado de Mombelli (PSBI) (174); 10)
supuracion; 11) PS periimplantario y 12) PO. La PO se midié mediante radiografias
periapicales.

Colocacién Retirada Anilisis
del pilar del pilar del pilar
- 30 dias Dia 0 Dia 14 +1h

No dentifrico / No cepillado del pilar

No colutorios / No antibidticos

Figura 22. Linea temporal del estudio.
Recogida de muestra y aislamiento de ADN

Los pilares usados fueron fabricados especificamente para este estudio por lo que se
disefiaron de tal manera que tuvieran la misma forma macroscopica y microscopica que
un implante dental (figura 23). Una vez colocado el pilar, se instruy6 a los pacientes para
gue no lo cepillaran, aungue si que podian higienizar el resto de la boca/dientes, sin usar
pasta dentifrica ni colutorios. Después de 14 dias se coloco el pilar en tubo estéril
cerrado, enroscado en un analogo que se encontraba en el interior (figura 24). Se
trasportd inmediatamente al laboratorio en una nevera a 4°C en menos de una hora.
Todos los pacientes posteriormente recibieron sus protesis definitivas y fueron incluidos
en un programa de mantenimiento periimplantario.
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Figura 23. Esquema del pilar disenado para estos estudios por Mozo-Grau.

Una vez en el laboratorio, se coloc6 el pilar en un tubo de microcentrifugado de 1.5mly
se congeld a -80°C. Posteriormente, para realizar el anélisis, se aclaré el pilar con
solucién salina PBS y fue pasado por el vortex durante 5 minutos. Todo el ADN fue
purificado con el Purification Kit (QjAamp DNA minikit, Qjagen, Hilden, Alemania) y la
cantidad de ADN extraido fue calculada usando el sistema Qubit (Qubit system, Themo
Fisher Scientific, Waltham, EE. UU.)

Figura 24. a) Pilar colocado en boca, b) tubo de envio del pilar con un analogo fijado en su interior.
Analisis estadistico

Se amplificaron las regiones variables V1, V2, V3, V4 y V5 del gen ribosomal 16S ARN.
Una vez amplificadas, se multiplicaron con un sistema de PCR (FastStar High Fidelity
PCR System, Roche, Manheim, Alemania) y se secuenciaron con un kit de secuenciacion
de titanio (GS Junior titanium sequencing kit, Roche, Indianapolis, EE. UU.).

Las Polimerase Chain Reactions (PCR) para los primers V1-V3 y V5-V3 se prepararon a
una temperatura templada de 56°C y 50°C respectivamente. Se realizaron y agruparon
dos réplicas de PCR por cada muestra. La libreria de amplicdn se limpid con un sistema
de purificacion de PCR segun las instrucciones del fabricante (Agencount AMPure
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beads, Beckman Coulter, Brea, EE. UU.). Las etiquetas codificadas de la secuenciacion
de ADN de las muestras se desarrollaron en una plataforma de pirosecuenciacion (GS
Junior Platform, Roche Applied Science, Indianapolis, EE. UU.). Los primers utilizados
para la amplificacion del gen 16S rARN y para la introduccion de identificadores
multiples de identificacion de amplicones estan disponibles en la pagina web del
National Institute of Health Human Microbiome Project (175).

Fases de la pirosecuenciacién

Una vez obtenida la muestra de ADN de las diferentes cepas bacterianas depositadas
en los pilares, se llevd a cabo la amplificacion de las regiones V1-V5 del gen 16S
mediante la técnica de la PCR, desarrollada en 1983 por Mullis y cols. (176).

La técnica de PCR tiene tres fases. La primera es una desnaturalizacion de ADN, con lo
que se consigue separar las dos cadenas; la segunda es la de annealing, donde unos
primers o cebadores se hibridan con su secuencia complementaria en la region del ADN
gue se pretende analizar y la tercera fase es la de elongacion de la cadena de ADN a
partir de esos primers o cebadores. Esta ultima etapa (elongacion) se realiza mediante
el enzima Taqg Polimerasa. El resultado es una acumulacion exponencial de la secuencia
especifica de ADN que se pretende estudiar.

Una vez purificado, este producto de la PCR se secuencia. En el disefio de los primers
para realizar la PCR se han incluido los adaptadores necesarios para realizar la
secuenciacion.

El proceso de secuenciacion consta de varias fases. Una vez obtenida la libreria, el
producto de la PCR con los adaptadores, se entra en la fase de emulsion, con la
desnaturalizacion de la doble cadena de ADN y la union de una cadena de ADN a una
esfera. A cada esfera se le une una Unica cadena de ADN y sobre esta esfera se vuelve
a hacer una amplificacién clonal.

El siguiente paso es colocar cada una de estas esferas en una placa receptora con los
reactivos necesarios para la secuenciacion, primer, nucleétidos y la enzima ADN
polimerasa. Esta placa se introduce en el secuenciador, el primery la ADN polimerasa
se unen a los fragmentos de ADN de la esfera y se van afiadiendo los nucleétidos. Cada
nucleotido que se afiade emite luz y ésta es recogida por una camara que va generando
imagenes que luego son decodificadas por un software.

Del primer grupo de datos se obtuvieron, a nivel taxondmico, 244.849 asignaciones, que
se distribuyeron en 319 géneros y 847 especies diferentes. Se utilizé un método de triple
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filtrado en el que debia existir una coincidencia de identidad con la base de datos
superior al 90%, una abundancia superior a 10 hits y una presencia en al menos 3
pacientes. Un hit es una secuencia que coincide con una determinada secuencia de
referencia. En este caso, la presencia de las bacterias descritas estaba respaldadas por
mas de 10 secuencias parejas.

Para estimar la diversidad bacteriana se determiné el nimero de operational taxonomic
units (OTUs) de la muestra y se realizo el analisis de rarefaccion (figura 25a). Las curvas
de rarefaccion se obtuvieron trazando el niumero de OTUs observados en funcién del
numero de secuencias usando la plataforma MG-RAST (177) y la base de datos RDP
(178,179).

Para estimar la diversidad total, se agruparon las secuencias en un umbral estandar del
98% de identidad nucleotida sobre una longitud de alineacion de secuencia del 90%
para permitir una minima flexibilidad y minimizar los falsos positivos. Las curvas de
rarefaccion se obtuvieron usando los conductos de pirosecuenciacion RDP. Se
desarrollé un diagrama de Venn (figura 25b) y un andlisis del componente principal
(PCA) y se generaron heatmaps (mapas de calor) (figura 26) usando paquetes
estadisticos (180). El analisis de Venn se compone de datos de diversidad taxonémica.
El anélisis PCA se compone de la diversidad taxonémica y la abundancia de cada
muestra individual y de la media de cada grupo.

28

Spocses Count

GS GP

Figura 25. a) Curva de rarefaccion y b) diagrama de Venn. Pool 1 (pacientes de GP, 1 a 5), Pool 2 (pacientes de GS, 1 a
5).

La microbiota se comparé mediante anadlisis estadistico usando matrices de distancia
métrica (181). Este andlisis compara la diversidad estimada del 16S a través de un
planteamiento filogenético que tiene en cuenta tanto las lecturas taxondmicas asignadas
como las no asignadas. Se realizaron mapas de calor para el andlisis de la diversidad
taxonémica y de la abundancia para cada muestra.
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Figura 26. Heatmap, a) GS, b) GP y ¢) GS + GP.

Resultados

Después de extraer los datos metagenomicos, la calidad de las lecturas se evaluo
mediante una herramienta de control de calidad. Las muestras fueron de excelente
calidad (valores Phred > 28). Las lecturas desconocidas (no identificadas como genes
ARNrr) variaron entre las muestras (desde el 0,08% al 0.31%). Las muestras utilizadas en
este estudio fueron depositadas en el GenBank con nimero de acceso SAMNO6116059
a SAMNO06116068.

El numero de lecturas (filtradas y asignadas) y el nimero de asignaciones taxonémicas
(géneros y especies) se describen en la tabla 5. Aunque las curvas de rarefaccion de la
microbiota no alcanzaron la fase de saturacién, la pendiente de la curva se volvio
notablemente menos pronunciada.

127.283 124.462 124.068 1.059
GP_MID1 24.635 24.250 24.156 79 48 207 147
GP_MID2 24.019 23.663 23.602 90 54 221 159
GP_MID3 25.170 24.610 24.529 89 57 208 149
GP_MID4 20.068 19.557 19.502 68 49 178 134
GP_MID5 33.391 32.382 32.279 98 62 249 166
GS 122.616 120.930 120.781 406 82 972 220
GS_MID1 33.010 32.723 32.686 27 60 269 170
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GS_MID2 28.569 28.308 28.276

GS_MID3 29.038 28.745 28.703 21 60 196 141
GS_MID4 10.378 9.980 9.972 75 51 164 115
GS_MID5 21.621 21.174 21.144 85 58 188 131

Tabla 5: A) Lecturas, B) Lecturas filtradas, C) Asignaciones taxondmicas, D) Asignaciones de género, E) Niimero de
asignaciones de género identificadas sobre 90 y abundancia superior a 10, F) Numero de asignaciones de especie y G)
Numero de asignaciones de especie sobre 90 y abundancia superior a 10

Los resultados taxonémicos mostraron 96 especies diferentes (figura 25b): 55 comunes
a ambos grupos, 28 Unicamente encontradas en GP y 13 especificas de GS. Ambos
grupos mostraron una distribucion homogénea (mas clara en GS). El mapa de calor
muestra claramente un nUmero de especies con una mayor representacion sobre el total
de las bacterias, sobrerrepresentadas particularmente en GS. Las especies de bacterias
mas abundantes (>5% del total) se muestran en la tabla 6,y y 8 y fueron: 1) GP
Fusobacterium nucleatum, Prevotella oris, Prevotella denticola vy Prevotella
melaninogenica; 2) GS: F. Nucleatum, P. melaninogenica, Rothia dentocariosa, P. orisy
Veillonella pdrvula; y 3) en general: F. nucleatum sobrerrepresentada en GS. El género
Prevotella fue al mas comun en el total y P. denticola estaba sobrerrepresentada en GP
con una abundancia 13 veces mayor que en GS.

Cantidad Cantidad

Sobrerrepresentada

en GP en GS significativamente en
G+  Abiotrophia defectiva 1788 2112%*
G+  Actinomyces naeslundii 1943 2526*
G+ Actinom yc'es 582 477
odontolyticus
G+  Actinomyces viscosus 1734* 440 GP
G+  Atopobium minutum 735* 172 GP
G+  Atopobium vaginae 720 947%*
Butyrivibrio 703 1815+ Gs
fibrisolvens
G- Cam;?ylobacter 245 512* s
concisus
G- 847 1007*
G- 670* 531
G- 1578* 631 GP
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G-

G+

G+

G+

G+

G+

Capnocytophaga
canimorsus
Capnocytophaga
gingivalis
Capnocytophaga
ochracea
Capnocytophaga
sputigena
Clostridium
aminobutyricum

Dialister invisus

Dialister pneumosintes

Erysipelothrix
rhusiopathiae
Eubacterium
saburreum
Fusobacterium
canifelinum

Gemella haemolysans
Gemella morbillorum
Gemella sanguinis
Granulicatella adiacens
Granulicatella elegans
Leptotrichia buccalis
Leptotrichia shahii
Leptotrichia sp. HKU24

Leptotrichia wadei

Megasphaera
micronuciformis

Parvimonas micra

Peptostreptococcus
anaerobius
Porphyromonas
catoniae

Prevotella buccae
Prevotella denticola
Prevotella loescheii

Prevotella maculosa

Prevotella
melaninogenica

Prevotella multiformis

Cantidad
en GP

322*
4458*
1716*

5591

70
991*
1300

113

412*

2146
15404

546

803*

229
610
141
921
1637*
457
1688*

983*
1114*

230*
2276*

2670

11352*
3338*
454*
8895

801*

Cantidad
en GS

42
2995
542
6440*
131*
815
1398*
198*
325
2895*
24714%
657*
76
394*
792*
158*
922*
1110
805*
830
780
1085
142
1195
3566*
862
3005
413
10583*

300

Sobrerrepresentada

significativamente en

GP

GP

GS

GS

GS

GP

GS

GS

GP

GP

GP

GP

GP
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Cantidad Cantidad Sobrerrepresentada
en GP en GS significativamente en
G-

3297* 2234

G-  Prevotella oris 12264* 8222

G-  Prevotella oulorum 1348* 1068

G-  Prevotella salivae 4397* 3257
G+  Rothia dentocariosa 4491 8684* GS
Selenomonas lacticifex 999* 214 GP
s o
G+ 953* 94 GP
G+ 816* 519 GP
G+ 427 834* GS
G-  Tannerella forsythia 577* 376 GP

G-  Veillonella atypica 1157* 876
G-  Veillonella dispar 3535 6110* GS
G-  Veillonella parvula 4118 7698* GS

Tabla 6. Especies bacterianas encontradas en ambos grupos.

Especies especificas de GS

G+ Abiotrophia para-adiacens 1353
Azospirillum sp. BV-s 46
butyrate-producing bacterium SM4/1 419
butyrate-producing bacterium SS3/4 87

G+ Corynebacterium kutscheri 58

G+ Corynebacterium matruchotii 4629

G- Fusobacterium periodonticum 514

G- Leptotrichia trevisanii 162

G- Porphyromonas gingivalis 611

G- Prevotella copri 290

G- Riemerella anatipestifer 52
uncultured Kingella sp. 1048
uncultured Streptococcus sp. 1069

Tabla 7: Especies bacterianas encontradas tnicamentes en individuos sin antecedentes de periodontitis (GS).
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Especies especificas de GP

G+ Actinomyces johnsonii 538

G+ Actinomyces oris 652

G- Eikenella corrodens 299

G- Leptospira interrogans 189

G- Prevotella baroniae 4502

G- Prevotella dentalis 127

G- Prevotella marshii 1585

G- Prevotella oralis 398

G- Prevotella pleuritidis 208

G- Prevotella sp. 8400706 2267

G+ Streptococcus anginosus 323

- Streptococcus - _

G- Synergistetes bacterium SGP1 103

G+ Treponema medium 599

G+ Treponema vincentii 1021

Tabla 8: Especies bacterianas encontradas Unicamente en individuos con antecdenetes de periodontitis (GP).
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Dieciséis de las bacterias encontradas han sido relacionadas con complejos
microbianos de la placa subgingival (182). Las bacterias del cluster verde y cluster
morado parecieron ser mas numerosas que el resto excepto por las bacterias
anteriormente mencionadas y Campylobacter showae (clister naranja).

En cuanto a las diferencias entre grupos, los conocidos como periodontopatégenos no
fueron mas prevalentes en GP que en GS. Es mas, Porohyromonas gingivalis se encontré
solo en individuos sin antecedentes de periodontitis (GS). Por el contrario, colonizadores
primarios como son Strepfococcus anginosus 'y Strepfococcus intermedius se
encontraron solo en GP (figura 27).

De las 96 bacterias identificadas, 19 no estaban registradas en las bases de datos del
Human Oral Microbiome Database (HOMD) (146) ni en el CORE Microbioma Database
(183) (tabla 9).

o
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Figura 27. Gréafico de diversidad taxonomica.
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Tabla 9. Especies encontradas no identificadas por el Human Oral Microbiome Database.
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Microbiota Analysis of Biofilms on
Experimental Abutments Mimicking
Dental Implants: An In Vivo Model

Berta Cortés-Acha,* Rui Figueiredo,*' Ramén Seminago, Francisco J. Roig,§ Carlos Llorens,$ and
Eduard Valmaseda-Castellon**

Background: The microbiota colonizing dental implants
has been said to be similar to the microbiome surrounding
teeth. In the absence of inflammation, a biofilm with patho-
logic bacteria can cover implant surfaces exposed to the
oral cavity, for example, due to a remodeling process. The
aim of the present study is to identify microbiota surrounding
exposed dental implants in patients with and without a history
of periodontitis through a deep-sequencing approach.

Methods: An experimental abutment with the same sur-
face and structure as a commercially available dental im-
plant was used. Bacterial DNA was isolated, and the 16S
ribosomal RNA gene was amplified and sequenced. Multi-
plexed tag-encoded sequencing of DNA from the samples
was performed, and the reads were processed by metage-
nomic rapid annotation.

Results: A wide variety of bacteria, 96 species, were iden-
tified. The most frequently found bacteria were Fusobacte-
rium nucleatum and Prevotella denticola. Some species
generally associated with periodontitis were found to a great-
er extent in patients without a history of periodontitis. Some
bacteria that have never been described as part of the oral
microbiome were identified in the present sample.

Conclusions: Analysis of data suggests that the bacteria
surrounding exposed dental implants form a diverse micro-
biome regardless of the periodontal profile of patients. Further
research is needed to clarify the role of these microorganisms
in the oral environment. J Periodontol 2017;88:1090-1104.
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sseointegrated dental implants
Ohave become an important al-

ternative for replacing missing
teeth. Despite high survival and success
rates of dental implants, biologic com-
plications, mainly peri-implant mucosi-
tis and peri-implantitis, are a growing
concern. It is estimated that 12% to 22% of
patients with implants will be diagnosed
with peri-implantitis within a short-term
follow-up (5 years).!

Peri-implantitis is considered an in-
fectious chronic disease that starts with
the formation of a heterogeneous biofilm
community.? Recent findings suggest
a model of pathogenesis in which peri-
odontitis is initiated by a broadly based,
dysbiotic, synergistic microbiota,> as
opposed to the traditional view of a con-
ventional infectious disease caused by one
or more periopathogens such as the “red
complex.” This could also be the case
with peri-implant diseases.> The micro-
biota colonizing implants is still poorly
known, and its differences from biofilms
around teeth need further investigation. In
fact, due to the macrostructure and sur-
face characteristics of implants, biofilm
content can be quite different and can
favor the presence of pathologic bacteria
even in absence of peri-implant diseases.
To the authors’ knowledge, no data have
been published on microbiota formed in
patients whose implants have become
exposed to the oral cavity due to soft tissue
recession but who have no inflammation.

doi: 10.1902/jop.2017.170051
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This knowledge is essential to prevent initiation and
progression of peri-implant diseases.

A number of methods have been used to study the
microbiota surrounding dental implants.5-8 Samples
have been collected by rubbing or scratching im-
plants with sterile paper points, curets, or periodontal
probes. These procedures recover some of the bacteria
but may fail to identify microorganisms that remain
firmly attached to the implant surface. Recovering the
entire biofilm on exposed implants would be of great
value, but this is only possible when the implant is
retrieved (i.e., in advanced cases that can only be
treated by explantation). A removable abutment
mimicking the macrostructure and microstructure of
an implant would make it possible to recover an intact
biofilm similar to that covering an exposed implant.

Another very important limitation of most studies on
this issue is that their techniques, such as oligonu-
cleotide probes, polymerase chain reaction (PCR), and
checkerboard DNA-DNA hybridization, do not allow
massive bacterial sequencing.5911 Pyrosequencing
provides a more complete view of the oral microbiome.
Using metagenomic techniques and next-generation
sequencing technology, the total DNA pool in complex
microbiologic samples can be analyzed. This method
can detect most species and identify bacteria that
cannot be cultivated by standard techniques.

The hypothesis that microbiota colonizing the
surface of experimental abutments mimicking ex-
posed dental implants without peri-implant diseases
contain a large number of bacterial species, with
predominance of Gram-negative bacteria and with
differences among patients with and without a previous
history of periodontitis, is presented. Therefore, the
present study identifies the microbiome formed on
abutments that simulate exposed dental implants using
pyrosequencing and compares the bacteria of healthy
patients and patients with a history of periodontitis.

MATERIALS AND METHODS
Patient Recruitment
The experimental non-randomized study consisted of
10 individuals (six males and four females, aged 45
to 84 years; mean age: 60.7 years) with at least one
healthy osseointegrated dental implant with a hex-
agonal external connection, of whom five had a his-
tory of periodontitis (periodontitis group, PG), and
five were periodontally healthy (healthy group, HG).
Patients were defined as periodontally healthy
when they had no attachment loss (AL), no bone loss
(BL) measured in periapical radiographs, probing
depth (PD) of <4 mm, and no bleeding on probing
(BOP) for at least 70% of sites. They were considered
to have history of periodontitis when they presented
AL >1 mm at >30% of sites and evidence of BL. It should
be pointed out that all patients in PG had been treated,

Cortés-Acha, Figueiredo, Seminago, Roig, Llorens, Valmaseda-Castellon

and the disease was under control when they were
enrolled in the present trial. All patients met the fol-
lowing inclusion criteria: 1) aged 18 to 90 years; 2)
American Society of Anesthesiologists (ASA) health
status score'? <3; 3) osseointegrated implants with
hexagonal external connection; 4) not having received
final prosthesis; 5) gingival height of 2 mm from implant
shoulder to gingival margin; and 6) sufficient intellectual
capacity to understand the study. Study protocol was
approved by the Institutional Review Board (Clinical
Research Ethics Committee; protocol number 05/14),
Dental Hospital, University of Barcelona, Barcelona,
Spain, and complied with the Helsinki Declaration of
1975 as revised in 2013. All patients gave written in-
formed consent to participate in the study.

Patients were excluded in the following situations: 1)
generalized gingivitis with BOP at >30% of sites; 2)
uncontrolled periodontal disease (PD =5 mm with
bleeding and/or suppuration); 3) peri-implant disease
(implants with bleeding and/or suppuration, and at least
one site with radiographic evidence of BL 22 mm); 4)
any periodontal treatment in the 30 days prior to en-
rollment; or 5) use of antibiotic or antiseptic mouthrinse
(bisbiguanides, quaternary ammonium salts, and es-
sential oils) in the 30 days prior to enrollment.

Data Sampling

A single researcher (BC-A) recruited the patients from
February to September 2014 at the Dental Hospital of
the University of Barcelona, Hospitalet de Llobregat
(Barcelona, Spain) and examined all clinical records.
Data retrieved were age, sex, patient health status
based on the ASA Physical Status Classification
Sys.tem,12 systemic pathologies, current medication,
smoking habit (number of cigarettes per day), peri-
odontal disease (periodontal chart with recessions,
PD, BOP, and suppuration), and the following implant
variables: 1) date of implant placement; 2) diameter;
3) length; 4) position; 5) distance from any nearby
implants; 6) width of keratinized mucosa; 7) type of
prosthesis; 8) Mombelli peri-implant plaque index
(PPI);13 9) Mombelli peri-implant sulcus bleeding in-
dex (PSBI);!3 10) suppuration; 11) peri-implant PD;
and 12) BL. BL was measured on digital periapical
radiographs using image processing software.|!4

Sample Collection and DNA Isolation
The abutments used, specifically fabricated for this
purpose, were designed to have the same macroscopic
and microscopic shape as an implant with a bio-
absorbable blast media surface! (see supplementary
Fig. 1 in online Journal of Periodontology).

After a thorough explanation of the study objectives,
a healing abutment was replaced by the experimental

| ImageJ software, US National Institutes of Health, Bethesda, MD.
9 Mozo-Grau dental implants, Mozo-Grau, Valladolid, Spain.
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abutment (see supplementary Fig. 1 in online Journal
of Periodontology). Patients were instructed to refrain
from cleaning the abutment and using toothpaste or
mouthrinse solutions during the study period.

After 14 days, the experimental abutment was
carefully removed, placed in a sterile snap-cap tube,
and transported to the laboratory in <1 hour in
a portable refrigerator at 4°C. The abutment was
screwed to an implant analog placed inside the tube,
allowing the biofilm to remain intact without touching
the tube wall.

All patients were enrolled in a peri-implant main-
tenance program, and a final prosthesis was made.

After the abutment was received at the laboratory,
it was unscrewed, stored in a 1.5-mL microcentrifuge
tube, and frozen at —80°C until further analysis. The
abutment was rinsed with phosphate-buffered saline
and vortexed for 5 minutes to release the bacteria.
Total DNA was purified with a DNA purification kit,*
according to the manufacturer’s protocol for buccal
swabs. The amount of DNA extracted was calculated
using a scientific instrumentation system.**

Statistical Analyses

Variable regions V1, V2, V3, V4, and V5 of the 16S
ribosomal RNA (rRNA) gene were amplified with
a multiplex PCR system'T and sequenced with a ti-
tanium sequencing kit. ¥

PCRs for V1-V3 and V5-V3 primers were set up
with annealing temperatures of 56°C and 50°C, re-
spectively. Two replicate PCRs were performed and
pooled for each sample. Amplicon library was
cleaned with a PCR purification system,$8 according
to the manufacturer’s instructions. Amplicon con-
centration was estimated using an assay kit

Multiplexed tag-encoded sequencing of DNA from
the samples was performed on a pyrosequencing
platform. 11

Primers used to amplify the 16S rRNA gene and to
introduce multiplex identifiers to identify amplicons
or samples are available on the National Institutes of
Health Human Microbiome Project website.!®

The resulting fast files were preprocessed with
a quality control and data preprocessing tool!® by
size (more than 50 bp), quality (minimum quality
30), and N content (rejecting reads with >5% of Ns
and removing terminal Ns).

The reads were processed through metagenomic
rapid annotation using subsystems technology (MG-
RAST)!7 based on hierarchical classification with the
Ribosomal Database Project (RDP; release 11). MG-
RAST default clustering parameters within the basic
local alignment search tool-like alignment tool al-
gorithm were used.

Each read was taxonomically assigned down to
the genus and species level with 80% confidence
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threshold. Reads giving no bacterial hits were ex-
cluded. Artificial replicate sequences produced by
sequencing artifacts were removed.!8

To estimate bacterial diversity, the number of
operational taxonomic units (OTUs) in the samples
was determined, and rarefaction analysis was per-
formed. Rarefaction curves were obtained by plotting
the number of observed OTUs against the number of
sequences, using the MG-RAST platform!” and the
RDP database. 920

To estimate total diversity, sequences were clus-
tered at a standard threshold of 98% nucleotide
identity over a 90% sequence alignment length to
allow minimal flexibility and to minimize false posi-
tives. Rarefaction curves were obtained using the
RDP pyrosequencing pipeline (Fig. 1A). Venn anal-
ysis (Fig. 1B) and principal component analysis
(PCA) were performed, and heatmaps were gener-
ated using a statistical package.?! Venn analysis was
run on taxonomic diversity data. PCA analysis was
run on taxonomic diversity and abundance of each
individual sample and on the average of each group
(i.e., PG and HQG) (Fig. 1C).

Microbial communities were compared by statis-
tical analysis using a distance metric matrix.22 This
analysis compares the 16S estimated diversity
through a phylogenetic approach that takes taxo-
nomically assigned and unassigned reads into ac-
count (Fig. 2). Heatmap analysis of taxonomic
diversity and abundance was done for each sample
(Fig. 3).

RESULTS

After extracting metagenomic data, quality of the
readings was assessed by a quality control tool.*# Se-
quencing samples were of excellent quality (Phred
values >28). Unknown reads (not identified as rRNA
genes) varied among samples, ranging from 0.08% to
0.31%. Samples used in this study were deposited in the
GenBank under accession numbers SAMNO6116059
to SAMN06116068.

Oral Microbial Community

The number of reads (filtered and assigned) and
number of taxonomic assignations (genus and spe-
cies) are listed in Table 1. Although microbiota-based
rarefaction curves (Fig. 1A) failed to reach saturation
phase, the slope of the curves become notably less
pronounced.

# QiAamp DNA minikit, Qiagen, Hilden, Germany.

** Qubit system, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA.

11 FastStart High Fidelity PCR Systems, Roche, Mannheim, Germany.

F% GS Junior titanium sequencing kit, Roche.

8§ Agencourt AMPure beads, Beckman Coulter, Brea, CA.

|l" Qubit dsDNA HS assay kit, Thermo Fisher Scientific.

99 GS Junior platform, Roche Applied Science, Indianapolis, IN.

## FastQC pipelines, Babraham Bioinformatics, Babraham Institute,
Cambridge, U.K.
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Taxonomic results showed 96 different species: 55
common to both groups, 28 only found in PG, and 13
specific to HG (Figs. 1B and 4; Table 2). Both groups
showed homogeneous distribution (clearer in HG). The
heatmap (Fig. 3) clearly shows a number of species
with greater representation in the overall number of
bacteria, overexpressed particularly in HG.

The most abundant bacterial species among those
>5% of the total were as follows: 1) PG: Fusobacterium

nucleatum, Prevotella oris, Prevotella denticola, and
Prevotella melaninogenica; 2) HG: F. nucleatum, P.
melaninogenica, Rothia dentocariosa, P. oris, and
Veillonella parvula; and 3) overall: F. nucleatum, P. oris,
P. melaninogenica, R. dentocariosa, and P. denticola.
The most commonly found was F. nucleatum, over-
represented in HG. The genus Prevotella was the most
common overall, and P. denticola was overrepresented
in PG, with 13 times higher abundance than in HG.
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Figure 2.

Volume 88 « Number 10

Bacteriome cladogram with pyrosequencing datasets of the two groups of samples (PG and HG: pool | and pool 2). The RDP database?® was used as
the annotation source, and a minimum identity cutoff of 98% was applied. Colors for the genus branches are indicated in the taxa section of the key.
Bars in the external circle indicate abundance of the term in each sample. Colors of the samples are indicated in the samples section of the key.

Sixteen of the bacteria found have been related to
microbial complexes of subgingival plaque* (see sup-
plementary Table 1 in online Journal of Periodontology).

Bacteria from the green and purple clusters
seemed to be more numerous than others, except for
the above-mentioned bacteria and Campylobacter
showae (orange cluster).

Regarding differences between groups (Table 2),
periodontopathogens were not more prevalent in
PG than in HG. Moreover, Porphyromonas gingivalis
was only found in healthy individuals. In contrast, first
colonizers such as Streptococcus anginosus and
Streptococcus intermedius were only found in PG.

1094

Of the 96 bacteria identified, 19 were not in the
Human Oral Microbiome Database (HOMD)?23 or the
CORE Microbiome Database.24

DISCUSSION

Implant surfaces are designed to enhance osseointe-
gration. When bone remodeling or loss occurs and
areas of the implant surface become exposed to the
oral environment, saliva biopolymers form a film that
becomes the interface between the implant surface
and the first microorganisms. Many characteristics of
the titanium implant surface, such as roughness, hy-
drophobicity, and charge, affect bacterial adhesion.2>
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Heatmap visualization of changes in bacterial diversity among groups (HG and PG, represented by individual samples).
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Figure 4.

Taxonomic spectrum visualized with Krona chart of counts in the metagenome. Circles represent taxonomic classifications in ascending order up to the
family level (outermost circle). Less abundant taxa are listed outside the charts together with their relative abundance. Data are obtained from raw data
using the MG-RAST server. A) PG samples pool. B) HG samples pool.
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The present study adds new information regarding
microbiota formed on implants when they become
exposed to the oral cavity without associated in-
flammation (i.e., in soft tissue recession or bone re-
modeling processes). These data can also be useful
when peri-implantitis patients are surgically treated
with a resective approach. In these cases, after surface
decontamination, an apically repositioned flap is made
to reduce peri-implant pockets, thus exposing the
rough surface of the implant.

One of the main limitations of this study is the
reduced sample size, which may jeopardize gener-
alization of outcomes. Also, the fact that all samples
were collected after 14 days did not allow a study of
the evolution of biofilm formation.

Periodontal disease is a known risk factor for peri-
implantitis and one of the explanations, apart from
patient susceptibility, is that periodontally involved
teeth may act as a reservoir for periodontal pathogens
that can colonize the implant surface.2® However,
a study using an open-ended molecular approach
showed that in 85% of participants, <8% of species
were shared between teeth and implants, suggesting
that microbiology of peri-implantitis and periodontitis
might be quite different.2” Data from the present study,
although obtained from healthy sites, seem to support
these results, as species generally associated with
diseased implants, such as P. gingivalis, are detected
in healthy implants but only in periodontally healthy
individuals. P. gingivalis might have an important role
in peri-implant diseases as it has been described as an
“enhancer species” that is involved in coaggregation
stages during biofilm maturation.28

On the other hand, many identified bacteria such
as Streptococcus sanguinis, Actinomyces naeslun-
dii, Campylobacter rectus, Parvimonas micra, and
Granulicatella adiacens or the genera Fusobacte-
rium, Actinomyces, Veillonella, Atopobium, Gemella,
Rothia, and Leptotrichia have been associated with
healthy implants in previous studies.?28-30 Special
consideration should be taken with the genera Acti-
nomyces and Veillonella as most authors?8-3! agreed
to finding them more frequently in healthy implants,
and none of the revised studies associate them with
peri-implantitis.828-33 Presence of these bacteria,
together with Streptococcus mitis and S. sanguinis,
may play a protective role regarding peri-implant
diseases.343%

Prevotella spp. were found widely in both PG and
HG, and P. denticola was one of the most abundant
bacteria. It has been associated with periodontal
disease as strongly as the classic red complex,36 but it
should be remembered that patients in PG had PD
<4 mm and at least 70% of sites with no BOP.
Therefore, presence of this genus in both groups may
suggest that it is only pathogenic when the bacterial

Cortés-Acha, Figueiredo, Seminago, Roig, Llorens, Valmaseda-Castellon

balance is disturbed or when there is host suscepti-
bility.

Another most abundant bacterium was F. nucle-
atum. It is known to mediate between the first and
subsequent colonizers and interact with host cells,
facilitating coaggregation with periodontopathogens
such as P. gingivalis.3” Some authors suggest that
F. nucleatum infection facilitates attachment of P.
gingivalis to the gingival fibroblast, and consequently
these two bacteria are often found together.3® In-
terestingly, F. nucleatum was abundant in both groups
(15,404 in PG and 24,714 in HG), whereas P. gingivalis
was not identified in PG but had an abundance of 611
in HG.

Previous publications concluded that in peri-
odontally healthy individuals, P. gingivalis and Ag-
gregatibacter actinomycemcomitans were never>? or
rarely?? found on implants. The present study con-
tradicts this statement, as P. gingivalis was specifi-
cally found in HG. This disparity might be explained
by the different analytic method (pyrosequencing),
which in the authors’ opinion affords more complete
and detailed data gathering and should be im-
plemented more frequently in the future.

The microbiome surrounding teeth has been shown
to be significantly more diverse than that around im-
plants.4142 [n addition, the rate of traditional pathogens
around implants has been reported to be lower than that
around teeth in both healthy and diseased patients.3
Cortelli et al.*3 also pointed out that early colonizers of
rough implant surfaces might constitute a different
bacterial microbiome from that of periodontal diseases.
The present report shows that individuals have an im-
portant variability regarding the composition of biofilm.
This indicates that studies with large samples are re-
quired. It would be interesting to analyze whether this
variability is related with the different progression pat-
terns of BL found in peri-implantitis.

Streptococcus, Granulicatella, and Gemella were
present in both PG and HG, in agreement with a pre-
vious study.** These bacteria are considered symbi-
onts, with a high proportion returning to pockets after
periodontal treatments.4>

Regarding differences among groups, special
mention should be made of four bacteria with >1%
abundance: Porphyromonas endodontalis, Prevotella
baroniae and an uncultured Porphyromonas sp. in PG
and Corynebacterium matruchotii in HG. P. endo-
dontalis is found in symptomatic oral infections, such
as endodontic infections and periodontal pockets, but
also in asymptomatic cases. It shows low virulence in
experimental monoinfections but seems to play an
important role in anaerobic mixed infections.*¢ P.
baroniae has been described as a causal agent of
endodontic abscesses.*” C. matruchotii is considered
part of normal oral microbiota.*8
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High prevalence of Gram-negative bacteria in HG
and Gram-positive bacteria in PG is surprising, as
earlier studies demonstrated Gram-negative preva-
lence in oral microbioma.?

Although 19 bacteria were not registered in the
HOMD or CORE databases, five had been reported
previously, including Prevotella bergensis, Leptotrichia
sp. HKU24, and Prevotella copri. The remaining 14
have been identified in human infections in other areas
of the body or found in insects, contaminated water,
dogs, cats, or birds (see supplementary Table 1 in
online Journal of Periodontology). Contamination of
samples during transport was highly unlikely because
the snap-tubes were sterile, and the abutment did not
touch its walls (it was firmly screwed to a sterile implant
replica). Future research should examine whether these
microorganisms play an important role in peri-implant
diseases. This is quite an important finding, and once
again indicates the importance of using metagenomic
analysis techniques. Other microbiologic methods such
as checkerboard DNA-DNA hybridization are indeed
extremely accurate and have high sensitivity (>92.5%)
and specificity (100%), but are clearly insufficient to
detect composition of the microbiome surrounding
implants.#® Likewise, the sample collection method
might cause important discrepancies among studies.
Biofilms collected with curets can result in lower bac-
terial counts due to implant topography,!! and sterile
paper points can be a source of foreign bacteria.?° This
is an important advantage of the present method to
recover biofilm. Other authors have previously reported
use of abutments with different roughnesses®! for this
purpose, but with no threads. Thus, a study comparing
different biofilm sampling methods would be of interest.

CONCLUSIONS

A wide variety of bacteria (96 species) were found
around abutments simulating exposed dental im-
plants without inflammation in 10 individuals. The
most frequently found bacteria were F. nucleatum
and P. denticola. Some species generally associated
with periodontitis were more commonly found in
patients without history of periodontitis.

A large number of bacteria that had never been
described as part of the oral microbiome were found
in the present sample. Further research with larger
samples is needed to clarify the role of these mi-
croorganisms in the oral environment.
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Objetivo

Determinar si un pilar con una estructura macro y microscopica similar a la de un
implante permite recoger y estudiar el biofilm formado sobre la superficie de implantes
expuestos en la cavidad oral.

Material y método

Se realiz6 un estudio experimental no randomizado que inclufa un total de 15 pacientes
portadores de al menos un implante colocado en el Hospital Odontolégico de la
Universitat de Barcelona (UB).

Se siguieron las guias CONSORT (184) y se cumplieron las recomendaciones de la
declaracién de Helsinki (185). El protocolo fue aprobado por el Comité de Etica de
Investigacion Clinica (CEIC) del Hospital Odontolégico de la Universitat de Barcelona
(namero de registro 488 adjuntado en anexos) y todos los pacientes firmaron un
consentimiento informado antes de ser incluidos en el estudio.

Los criterios de inclusion y exclusion fueron ya previamente descritos en el primer
estudio (186). En resumen, se excluyeron los pacientes que hubieran tomado cualquier
antibiético o antiséptico durante el periodo de estudio o durante los 30 dias previos a la
inclusién de este, y los pacientes fueron instruidos para no higienizar la zona del pilar.
Los participantes podian cepillar el resto de los dientes y/o implantes, pero sin usar pasta
dentifrica. Una vez se colocé el pilar (figura 28), se marco la en la zona oclusal con una
fresa de diamante para determinar la cara vestibular, y se conté el nimero de espiras
gue guedaban supragingivales. Aquellos pacientes con enfermedad periodontal activa
0 no controlada fueron excluidos. Los pacientes con enfermedad periodontal fueron
incluidos unicamente si la enfermedad estaba controlada (profundidades de sondaje
<4mm vy sin sangrado al sondaje en més del 30% de las localizaciones).

R A Y r—'v
o’ ! ’ « | & v'\sl‘ ‘7’ A - ,‘..

Figura 28. Pilares experimentales colocados en boca.

Tras 14 dias, se retir¢ el pilar y se llevo a los laboratorios del centro de 1+D de Dentaid
(Dentaid SL, Cerdanyola del Vallés, Barcelona, Espafia) en un tubo estéril cerrado
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rellenado con saliva del propio paciente en una nevera a 4°C. Se fijé un anélogo de
implante en el interior del tubo para que fuera posible transportar el pilar sin que este
tocara las paredes (figura 24b). De esta forma, se evitd la modificacion de la estructura
del biofilm. EI biofilm de los primeros 5 pilares se estudid bajo el método de tincion
fluorescente usando acido nucleico SYTO9 (Molecular Probes, Eugene, EE. UU.). Se
colocaron los pilares inmersos en una solucion de 0.02mM de SYTO9 durante 10 minutos
a temperatura ambiente, evitando la exposicion luminica, después se aclararon con una
solucién salina (phosphate-buffered saline, PBS) y se examinaron con un laser confocal
de microscopia electronica (CLSM) (Leica Microsystems, Heidelberg, Alemania) a una
magnificacion de 10X (figura 29). El laser blanco se fijé a 482 nm con unas bandas de
emision de entre 500 y 540 nm. El uso de esta tecnologia, junto con la tincion previa de
los biofilms, permitié estudiar el grosor y grado de cobertura de las superficies. La
capacidad de penetracion en la muestra aportada por el laser proporcion6 informacion
de fluorescencia de cada campo focal, lo que, a su vez, permitié a posteriori generar
imagenes tridimensionales de los biofilms (figura 30). Se empled un objetivo seco de
10X. Las imagenes presentaron un tamarfio de pixel de 1.52x1.52 pym.

Figura 29. Microscopio confocal e imagen captada por éste a través de su programa de ordenador.

Después, con el objeto de estudiar tanto el recubrimiento como la vitalidad del biofilm
(la proporcion de células vivas y células muertas en toda la biomasa), se estudiaron 10
pilares mas utilizando la tincion LIVE & DEAD Backlight Bacterial Viability Kit, L7012
(Molecular Probes, Eugene, EE. UU.) (figura 31).

Figura 30. Reconstruccion 3D de imagen obtenida con microscopio confocal. Biofilm tefido con SYTQO9.
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Figura 31. Reconstruccion 3D de imagen obtenida con microscopio confocal. Biofilm tenido con Live&Dead Backlight (en

verde bacterias vivas y en rojo bacterias muertas).

La combinaciéon de dos fluoroforos en este kit permite determinar la viabilidad de
poblaciones bacterianas en funcion de la integridad de la membrana plasmatica. El
fluoroforo SYTQO9 es capaz de atravesar la membrana bacteriana por difusion pasiva e
interaccionar con la doble hebra de ADN. Tras esta union, la fluorescencia emitida en
verde de este marcador, muy leve cuando esté libre, se potencia enormemente. El
yoduro de propidio es una molécula de mayor tamafio que no puede entrar al citoplasma
por difusién pasiva, pero si es capaz de penetrar en las células cuya membrana esta
comprometida, o cual es indicativo de muerte celular. Este se intercala en el ADN cada
cuatro o cinco pares de bases. La union potencia la emision de fluorescencia hasta en
treinta veces en comparacion con su fluorescencia basal. Cuando ambos marcadores
estan presentes, el yoduro de propidio presenta mayor afinidad por el ADN que el
SYTO9, que es desplazado (187). El uso de esta tincion no solo permite trabajar con
eubacterias, sino también con arqueas o células eucariotas vivas y/o muertas del biofilm.
De color verde se marcaran aquellos microorganismos vivos y en rojo los muertos (figura
31).

Asi, se colocaron los pilares inmersos en una solucién con proporciones equivalentes de
tincion SYTO9 (0.02 mM) y tincion de yoduro de propidio (0.12 nM) diluido en PBS e
incubado en las condiciones previamente descritas. El laser blanco se fij6 a 482 nm para
el SYTO9 y a 514 nm para el yoduro de propidio. Las bandas de emision fueron 500 a
540 nmy 570 a 700 nm respectivamente. Dos lados (vestibular y lingual/palatino) y tres
areas por lado (supragingival, intermedio y subgingival) fueron observadas a una
magnificacion de 10X.

El area del biofilm fue cuantificada usando el programa MetaMorph® v1.5 (Molecular
Devices, LLC, Sunnyvale, EE. UU.). Fueron cuantificadas cinco regiones de interés (ROI)
seleccionadas siempre en la misma posicién relativa y usando el maximo de
proyecciones obtenidas por cada campo. Las reconstrucciones 2D y 3D se realizaron
usando el programa Imaris® v.7.1 (Bitplane AG, Badenerstrasse, Zurich, Suiza).
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Finalizado este proceso, todos los pilares se fijaron con una solucion al 3.5% de
formaldehido y fueron observados bajo microscopia electrénica de barrido (figura32)
(SEM; Merlin FE-SEM®, Carl Zeiss, Oberkochen, Alemania) a una magnificacion de 56X
y 100X.

Figura 32. Microscopio electronico de barrido y la imagen del programa de ordenador.

La utilizacion del microscopio electronico de barrido (SEM) permitié obtener informacion
morfolégica y topogréfica de los biofilms crecidos sobre la superficie de los pilares. Su
tecnologia consiste en enfocar sobre la muestra previamente deshidratada, un fino haz
de electrones acelerado con energias de excitacion desde 0.1kV hasta 30kV. El haz se
desplaza sobre la superficie de la muestra realizando un barrido que obedece a una
trayectoria de lineas paralelas. La interaccion del haz de electrones con la muestra
produce diversas sefales (electrones secundarios, electrones retro-dispersados,
emision de rayos X, etc.), que son recogidas por distintos detectores; éstos permiten la
observacion y la produccion de imagenes de alta resolucion (de hasta 3 nm). En el
presente estudio, las imagenes se generaron mediante la deteccién de electrones
secundarios.

Analisis estadistico

Los datos se procesaron usando el programa IBM SPSS 22.0 (IBM, Nueva York, EE. UU.).
Puesto que la muestra era pequefia se decidié calcular las medianas y los rangos
intercuartiles (IQR) para todas las variables escala. Todas las ROI tenian la misma &rea.
Se calcul6 el area total de la ROI que estaba cubierta por biofilm. El test de Wilcoxon
para datos pareados se usé para comparar el recubrimiento de la superficie del pilar
(supragingival vs. subgingival, vestibular vs. lingual/palatino y vivas vs. muertas). Las
diferencias en cuanto al recubrimiento entre pacientes con o sin antecedentes de
periodontitis se hizo utilizando el test de Mann-Whitney. Los resultados se consideraron
estadisticamente significativos cuando p<0.05.
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Resultados

Los 5 primeros pilares teflidos con SYTO9 y estudiados con CLSM se obtuvieron de 3
hombres y 2 mujeres con una mediana de edad de 59 afios (IQR = 13.5 afios). Se observo
un biofilm que cubria la totalidad de la superficie. El SEM mostr6 un biofilm grueso con
un alto recubrimiento en la parte supragingival del pilar. La biomasa que cubria la
superficie inclufa ademés de bacterias, numerosas células epiteliales (figura 33),
sobretodo en la porcion subgingival.

Figura 33. Células epiteliales posdas sobre el biofilm vistas con el SEM.

La figura 34 muestra el resultado obtenido de los 10 pilares en los que se estudié la
vitalidad. Estos pilares se colocaron en 10 mujeres no fumadoras con una mediana de
edad de 59 afios (IQR = 15 afos). Cinco sujetos eran sanos periodontalmente y 5 tenfan
antecedentes de periodontitis. La tabla 10 resume los datos clinicos recogidos en cada
paciente. El 38% de la superficie supragingival del pilar y el 21% de la superficie
subgingival estaba cubierta por biofiim (p=0.013). En numeros absolutos, el
recubrimiento fue también mayor en el area supragingival tanto para bacterias vivas
(p=0.047) como para muertas (p=0.028). En cuanto a la vitalidad del biofilm, el nimero
de células vivas superaba el nimero de muertas en la zona supragingival (p=0.005) pero
no en la zona subgingival (p=0.203). El porcentaje de células vivas encontrado en la
zona supragingival (51.12%) era mayor que el porcentaje encontrado en la zona
subgingival (19.95%, p=0.017). De la misma manera, el porcentaje de células muertas
fue mayor en la zona supragingival (25.86%) que en la zona subgingival (19.22%
p=0.022) (imagen de bacterias vivas y muertas en figura 34). La ratio de bacterias
vivas/muertas fue mayor en la porcién supragingival que en la subgingival pero la
diferencia no fue estadisticamente significativa (1.97 vs. 1.41, p=0.074) (figura 36).
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Tabla 10. Datos recogidos de los 10 tltimos pilares. Todos los individuos fueron mujeres. Distancia con adyancetes: de x
(pilar de estudio) al diente (D) o implante (1) contiguo o extremos libre (libre). Protesis tipo puente (Pt) o unitaria (U).

No se encontraron diferencias significativas en cuanto al recubrimiento del biofilm entre
vestibular y lingual/palatino. Asimismo, los pacientes con o sin antecedentes de
periodontitis tuvieron resultados similares.

a) % de recubrimiento b) Supragingival Subgingival

100% 100%

90% 90% _
80% 80%

70% 70%

60% 60%

50% 50%

40% 40%

30% 30%

20% 20% 1
10% 10%

0% 0%

Supragingival Subgingival

I Biomasa Células vivas Células muertas

Figura 34. Porcentaje de recubrimiento de la superficie del pilar.
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Los 10 ultimos pilares se observaron también a través del SEM (figuras 37 a 40). La
porcién supragingival mostré una mayor colonizacién mientras que en la porcién
subgingival se encontraron numerosas células epiteliales (figura 37). Mediante el SEM
se observa esa extensa colonizacion y el grosor de la biomasa sobretodo en las zonas
entre espiras (figura 39) donde no podemos llegar a ver la superficie original del pilar
(figura 38).

Figura 35. Figura donde se aprecian las reconstrucciones 3D de los biofilms estudiados.
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Figura 36. Ratio de bacterias vivas y muertas en las zonas supra y subgingival.

Figura 37. Imagenes obtenidas con el SEM de 5 pilares donde se intuye el area supragingival y subgingival.

Figura 38. Imagenes obtenidas con el SEM de un pilar original intacto.
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Figura 39. Imagenes obtenidas con el SEM donde se aprecia con detalle la colonizacion que se produce en los valles, es
decir, entre las espiras del pilar.

Figura 40. Distintas estructuras identificadas con morfologia atipica formando parte del biofilm encontrado sobre los

pilares mediante SEM.
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Abstract

Objective: To determine whether an experimental abutment mimicking the macro- and microstructure of a dental implant is a
suitable method for recovering biofilm, and to describe the features of biofilms formed around such abutments on healthy
implants.

Study design: Experimental abutments were used in 15 patients without peri-implant diseases. After 14 days’ absence of
dental hygiene in this area, the abutments were retrieved and analyzed through confocal laser scanning microscopy and with
a scanning electron microscope. The biofilm formation on the surface of the first 5 abutments was determined by a
fluorescence-staining method using SYTO9 nucleic acid stain. In order to study the biofilm’s coverage and vitality, 10
additional abutments were assessed using a live & dead bacterial viability. Descriptive and bivariate analyses of the data were
performed.

Results: A global plaque coverage of the abutments was observed in all cases. The submucosal area of the abutment was
mostly covered with biofilm (over 21%). Moreover, significant differences between supra- and subgingival locations were
detected. The ratio of live to dead bacteria was slightly higher in the supragingival portion of the abutment than in the
subgingival part (p<0.074).

Conclusions: This in vivo experimental model allows observing with detail the extensive plaque growth in exposed
experimental abutments mimicking dental implants when hygiene measures are absent. The biofilm coverage area is

significantly higher in the supragingival zone than in the subgingival portion.

Key Words: dental implants, biofilm, peri-implant diseases

Introduction

Since Branemark defined osseointegration in the mid-1960s (1), oral rehabilitation has changed dramatically due to the
introduction of dental implants. Although implant survival rates are generally very high (2), the prevalence of long-term
biological complications is considerable (3,4). Peri-implantitis has been defined by some authors as an infectious chronic
disease that affects osseointegrated functional implants (5), in which colonizing bacteria forming a biofilm seem to play a very
important role (6). Other variables like a history of periodontal diseases, poor oral hygiene or smoking habits also influence
the progress of this complication (7).

A dental biofilm has been described as a microbial community grown on teeth surfaces or any other hard non-shedding
material. Inmediately following the immersion of a hard surface into the oral cavity fluids, adsorption of macromolecules
leads to the formation of a conditioning film, also known as acquired pellicle. This is formed by a variety of salivary
glycoproteins (mucins, phosphoproteins, proline-rich and histidine-rich proteins), enzymes and other molecules that alter the
charge and free energy of the surface, facilitating bacterial adhesion (8). After early colonizers (i.e. streptococcal and
actinomyces species) have bound to the pellicle, the adhesion of secondary microorganisms takes place and the structure of
the biofilm becomes thicker. Thick biofilms are characterized by poor oxygen diffusion in the deeper layers, which leads to the
formation of a completely anaerobic environment. At this stage, the third set of colonizers — considered
periodontopathogenic oral microorganisms — becomes established.

When bone loss occurs due to either remodelling or inflammation (e.g. peri-implantitis), the implant surface becomes
exposed to the oral cavity and, as mentioned previously, salivary biopolymers attach to the implant surface. This can
eventually lead to the formation of a pathogenic biofilm (9-13). The macro- and microstructure of the dental implants
(presence of threads and rough surfaces) probably enhances this attachment, favoring peri-implant tissue inflammation.

Most of the available data on bacterial colonization and biofilm formation in dental implants are based on the analysis of
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titanium discs placed in splints (14-17). In the opinion of the present authors, this method has important limitations, since it

does not reproduce a real clinical situation. Indeed, the biofilm samples collected with titanium discs only recover supra-
mucosal biofilm, mainly composed of aerobic and microaerophilic microorganisms. This drawback is especially relevant since
the subgingival area presents a favorable environment for the growth of more pathological bacteria. Other authors have
proposed using removed failed implants, since this allows the study of the biofilm’s structure (18,19). However, this method
does not allow the initial phase of bacterial colonization to be analyzed. Finally, some reports have used healing abutments
with different degrees of roughness to study biofilm formation (9,20,21). Nevertheless, these abutments did not reproduce
the geometry and surfaces of dental implants. In the present authors’ opinion, the surface roughness (microstructure) and
threads (macrostructure) of the implants are very important variables since they probably enhance plaque formation and
complicate dental hygiene. Therefore, an experimental model that uses removable abutments which replicate exposed
dental implants (with its supra and subgingival areas) is of great interest, since it would allow intact biofilms formed over
implants to be recovered. Moreover, this procedure is non-invasive and can be used in implants with or without a pathology
(Fig. 1).

The aims of the present work were to evaluate whether a custom-made abutment with the same macro- and microstructure
as a dental implant is a suitable method for recovering biofilm; and to analyze the features of a biofilm formed on healthy

dental implants after 14 days without oral hygiene measures.

Material and Methods

A non-randomized experimental study was conducted in a total of 15 subjects that had at least one dental implant placed in
the Dental Hospital of the University of Barcelona (Spain).

The CONSORT statement guidelines (22) were used as a reference to report this study, which complied with the Helsinki
declaration. The protocol was submitted to and approved by the Ethical Committee for Clinical Research (CEIC) of the Dental
Hospital of the University of Barcelona (registered number 488) and all the patients signed an informed consent form before
enrollment.

The inclusion/exclusion criteria and the description of the abutments used have been defined in a previous publication (23).
Briefly, patients were excluded if any antibiotics or antiseptic mouthwashes were used during the study or in the previous 30
days, and the selected subjects were instructed not to use any oral hygiene measure over the abutment area. The participants
could brush or floss the rest of the implants or teeth, but without toothpaste. Once the abutment was placed (Fig. 1), the
buccal area was marked using a diamond bur, and the number of exposed threads was recorded for later analysis. Participants
with active periodontal disease were excluded. Periodontal patients were only included if the disease was considered under
control, with a pocket probing depth (PPD) of <4mm and no bleeding on probing (BOP) at over 30% of the sites.

After 14 days, the abutment was removed and sent in a sterile snap tube with saliva at 4°C to the microbiology facilities of the
Dentaid Research Center (Dentaid SL, Cerdanyola del Vallés, Barcelona, Spain). The abutment was screwed to an implant
analogue inside the snap tube. This was done to avoid the abutment'’s touching any surface, thus avoiding biofilm disruption.
The biofilm formation on the surface of the first 5 abutments was determined by a fluorescence-staining method using SYTO9
nucleic acid stain (Molecular Probes, Eugene, OR, USA). The abutments were immersed in 0.02 mM SYTO9 for 10 minutes at
room temperature, avoiding exposure to light, then they were rinsed once with phosphate-buffered saline (PBS) and were
examined under 10X magnification, using a Leica TCS SP5 confocal laser scanning microscope (Leica Microsystems,
Heidelberg, Germany). The white laser was set at 482 nm with emission bands between 500 to 540 nm.

Afterwards, in order to study the biofilm’s coverage and vitality (meaning the proportion of live and dead cells in the whole

biomass), 10 additional abutments were assessed using the LIVE & DEAD Baclight Bacterial Viability Kit, L7012 (Molecular
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Probes, Eugene, OR, USA). The abutments were immersed in equal volumes of SYTO9 (0.02 mM) dye and propidium iodide

(PI) (0.12 mM) dye diluted in PBS, and the mixture was incubated under the aforementioned conditions. The white laser was
set at 482 nm for SYTO9 and at 514 nm for propidium iodide, the emission bands being 500 to 540 nm and 570 to 700 nm,
respectively. Two sides (buccal and palatal/lingual) and three fields per side (supragingival, intermediate and subgingival)
were observed under 10X magpnification.

The biofilm area was quantified using MetaMorph™ v1.5 software (Molecular Devices, LLC, Sunnyvale, USA). Five regions of
interest (ROI), always selected in the same relative position, were quantified using the maximum projections obtained from
each field. The 2D and 3D reconstruction was performed using Imaris’ v.7.1 software (Bitplane AG, Badenerstrasse, Zurich,
Switzerland).

Afterwards, all the abutments were fixed in a 3.5% formaldehyde solution, vacuum-dried and observed through the scanning

electron microscope (SEM; Merlin FE-SEM’, Carl Zeiss, Oberkochen, Germany) at 56X and 100X.

Statistical Analysis

The data were processed using IBM SPSS 22.0 software (IBM, New York, USA). Since the sample size was limited, median and
interquartile range (IQR) were calculated for all the scale variables. All the ROl had the same area. The total area of the ROI that
was covered with biofilm was calculated. The Wilcoxon signed rank test for paired data was used to compare the coverage of
the surface of the abutment (supragingival vs. subgingival, buccal vs. lingual and live vs. dead cells). Differences in coverage
between patients with and without a history of periodontal disease were assessed with the Mann-Whitney U test. Results

were considered statistically significant when p<0.05.

Results

The first 5 abutments stained with SYTO9 and observed through CLSM were retrieved from 3 men and 2 women with a
median age of 59 (IQR=13,5 years). A biofilm covering the entire surface of the abutments was observed. SEM disclosed a
thick biofilm with high coverage in the supragingival portion of the abutment. The biomass covering the abutments included

bacteria and also epithelial cells, especially in the subgingival portion (Fig. 2.1).

Figure 2.2 shows the results of the 10 abutments that were assessed for vitality (meaning the proportion of live and dead cells
in the whole biomass). The abutments were placed in 10 non-smoking women with a median age of 59 years (IQR=15 years).
Five subjects were periodontally healthy and 5 had a history of periodontitis. Table 1 summarizes the main clinical features of
the included participants.

Thirty-eight percent of the supragingival surface of the abutment and 21% of the subgingival area were covered with biofilm
(p=0.013) (Fig. 2.2a). In absolute numbers also, the coverage was greater in the supragingival portions for both live (p= 0.047)
and dead bacteria (p=0.028).

Regarding the vitality of the biofilm, live cells significantly outnumbered dead ones supragingivally (p= 0.005) but not
subgingivally (p= 0.203) (Fig. 2.2b). The percentage of live cells found supragingivally (51.12%) was greater than the
percentage found on the subgingival part of the abutment (19.95%, p= 0.017). Also, the percentage of dead cells was greater
supragingivally (25.86%) than subgingivally (19.22%, p= 0.022) (Fig. 3). The ratio of live to dead bacteria was higher in the
supragingival portion of the abutment than in the subgingival part but the difference was not statistically significant (1.97 vs.
1.41; p=0.074).

No significant differences were found regarding the biofilm-covered area between buccal and palatal/lingual areas. Likewise,
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periodontally-healthy participants and patients with history of periodontitis had similar outcomes.

Oral biofilms colonizing the entire surface of the abutments was also observed through SEM in the last 10 abutments. The
supragingival portion showed a higher colonization whereas in the subgingival area the observation of epithelial cells was a

common find (Fig. 2.1d, Fig. 2.1e).

Discussion

Biofilm formation over implants or prosthetic components can play a significant role in the occurrence and progression of
peri-implant diseases, just as biofilm formation on teeth is a risk factor for periodontal diseases (24,25). However, some
important differences between periodontitis and peri-implantitis have been described. The biofilm formed around teeth has
been well studied, especially its growth pattern and 3D structure. Nevertheless, the information available in the literature
regarding the characteristics of biofilms formed over exposed implants is very scarce.

Mombelli et al. (26) described the microbiota associated with peri-implantitis and pointed out that most studies use
techniques that destroy the three-dimensional architecture of the biofilms formed over dental implants (curettes or paper
points). Therefore, a removable abutment mimicking a dental implant that allows biofilms to be collected without disruption
may be of great interest for research purposes (Fig. 1).

Some authors have employed splints with discs made of titanium (or other materials) to collect biofilm (15,27,28). However,
this method does not reproduce a real situation, since the disks are not partially included in a peri-implant sulcus. Indeed, the
soft tissue may act as a protective factor (29). Some authors have studied in vivo biofilms using abutments with different
surfaces (9,20,21). However, these abutments were either machined or had a roughness of no more than 0.9 pm. Moreover,
their macroscopic appearance was quite different from that of a dental implant. The abutment employed in the present study
had a roughness of 1.4-1.5 um (similar to a commercial dental implant) and included threads which were similar to those of
many implant systems. This experimental model made it possible to perform a 3D analysis of an intact 14-day-old in vivo
biofilm formed over an exposed dental implant. Thus, this model can be used in the future to assess the efficacy of different
biofilm removal methods.

The subgingival and supragingival areas showed different results in the present study. This can be explained by the

assumption that keratinized mucosa surrounding healthy implants has the potential to prevent subgingival biofilm formation.

Even so, approximately 20% of the subgingival portion of the abutments was covered by biofilm (Table 1). Elter et al. (20,21)
studied the presence of a 14-day-old biofilm comparing the supragingival coverage area (17.3 + 23.1%) with the subgingival
area (0.8 + 1.0%) on different abutments. Heuer et al. (9) presented similar data, with a coverage of 17.5 + 18.3% in the
supragingival area and 0.8 + 1.0% of subgingival coverage. Other authors (30) even found a subgingival portion which was
completely free of biofilm and colonized with epithelial cells. These studies seem to indicate that keratinized mucosa might
be a good barrier when in contact with a smooth surface, avoiding the spread of microorganisms down into the subgingival
area. Conversely, rough surfaces seem to be easily colonized by bacteria and this may explain why peri-implantitis can
progress rapidly in exposed implants (after bone loss or bone remodeling processes). In these situations, bacteria will easily
attach to the implant surface and the keratinized mucosa will not be able to avoid it. Our SEM images confirm this statement.
In the present authors’ opinion, the marked differences between the findings of the above-mentioned papers and the
outcomes of the present study can be explained by the macro- and microstructure of the experimental abutment that
simulates a real situation of an exposed dental implant.

Regarding the vitality of the biofilms analyzed, the live/dead bacteria ratio was slightly higher in the supragingival area than

in the subgingival zone. The supragingival locations receive nutrients from the diet, which allow the biofilm to grow easily,
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whereas the biofilm located on healthy subgingival locations receives a restricted amount of nutrients and oxygen. Since no

previous studies have reported this finding, further research is needed to confirm these outcomes.

The strict inclusion/exclusion criteria and the study methodology (especially the number of visits required and the
instructions to avoid oral hygiene measures) made patient enrollment quite difficult. This issue (i.e. reduced sample size)
might be considered a limitation even though many studies have included a similar number of participants (9,20,21).

The clinical relevance that can be drawn from the present study is that after 14 days of exposure, the rough surface of a dental
implant will be extensively covered by a mature biofilm (38% of the supragingival area and the 21% of the subgingival area).
Therefore, the treatment of exposed dental implants should probably include a modification of the surface in order to reduce
this fast and broad colonization.

The proposed in vivo model can be very useful in the future to compare the structure of biofilms formed over healthy and
diseased implants and also to assess the efficacy of the different decontamination treatments that have been reported in the
literature.

In conclusion, the use of removable experimental abutments mimicking exposed dental implants makes it possible to recover
undisturbed biofilm that can be analyzed with both CLSM and SEM. Extensive plaque growth can be observed on these
abutments after 14 days when hygiene measures are absent. The biofilm coverage area was significantly greater in the

supragingival zone than in the subgingival portion.
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Figures legends:

Figure 1: The experimental abutment. Clinical view in two patients.

Figure 2.1: (A) Unused abutment, magnification 18 X, (B) Abutment after study period, magnification 18 X, (C) Biofilm formed
in the concavity of the thread, magnification 1.00K X, (E) Epithelial cell attached to the biofilm, magnification 1.41K X, (D)
biofilm underneath an epithelial cell 5.06K X.

Figure 2.2: Coverage and vitality by location (supragingival and subgingival). % of coverage is the percentage of the total
surface area occupied by bacteria on the ten abutments, Vitality is the percentage of live cells (blue) and dead cells (light blue)

in the total biomass.

Figure 3: 3D reconstructions of stack images captured by CLSM, created using Imaris software. (a-c) Three images of the
supragingival area of 3 abutments. Biofilms, mostly colonized by living bacteria (marked in green), cover the majority of the
surface. (d-f) Three subgingival zones. Biofilms seem to be less extensive and dead bacteria (marked in red) appear to

constitute most of the biofil

Figure 1
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VIl DISCUSION






ETIOLOGIA DE LA PERIIMPLANTITIS

La informacion obtenida de la literatura y de la experiencia clinica con los implantes
dentales y sus complicaciones parecen no coincidir siempre. Es por ello por lo que el
término Pl es controvertido y anima a la discusion. Una de las discusiones actuales es si
la Pl se deberia considerar una enfermedad infecciosa o si la pérdida ésea marginal
alrededor de un implante es una consecuencia o una complicacion del hecho de tener
un cuerpo extrafio en la cavidad bucal.

Segun Albrektsson y colaboradores, actualmente no existen datos en la literatura de que
la “enfermedad de periimplantitis” exista como una Unica entidad con una etiologia y
patogenia especificas (188). Segun esta teoria, tras la colocacion de un implante se
pueden dar las siguientes situaciones: que se produzca una respuesta a cuerpo extrafio
en la que el implante sea encapsulado, “aislado”, del resto del cuerpo y englobado en
tejido ¢seo cada vez mas condensado, todo esto unido a una inflamacién crénica
(osteointegracion), o bien, que la respuesta a cuerpo extrafio resulte en una
encapsulacion del implante en tejido blando (fracaso temprano del implante). En el caso
de la osteointegracion, a lo largo de la vida de un implante, se pueden dar dos
situaciones: una es la llamada “foreign body equilibrium”, en la que se produce una
estabilidad 6sea pero siempre acompafiada de una leve inflamacién crénica y la otra,
conocida como “early or late disbalance”, cuando hay un desequilibro en el que la
reabsorcion 6sea supera a la formacion. En esta situacion se da una pérdida de hueso
marginal, ademéas de micromovimientos y un aumento de la respuesta inflamatoria (189).
Los presuntos factores de riesgo de este “early disbalance” son un disefio inadecuado
del implante, una cirugfa traumatica, la poca experiencia del cirujano, un lecho receptor
del implante comprometido o pacientes con problemas de salud. Por otro lado, el “late
disbalance” estaria relacionado con una nueva enfermedad sistémica, restos de
cemento de las protesis, cambios en las cargas oclusales, u otros factores. De acuerdo
con la teoria de Albrektsson y colaboradores (189), la infeccion es una respuesta tardia
a la situacién de desequilibrio (disbalance) y no puede ser comparada con la infeccion
descrita en los dientes con periodontitis. Estos autores se preguntan incluso si la
infeccidn tiene alguna implicacion real en el fracaso del implante.

Por otro lado, numerosos autores y publicaciones defienden que la Pl es una enfermedad
infecciosa mediada por bacterias. Se trataria de una situacién de desequilibrio entre la
carga bacteriana y la susceptibilidad o capacidad de defensa del huésped (29,42). El
ultimo Workshop Europeo de Periodoncia apunta que la mayorfa de las enfermedades
periimplantarias, asi como las periodontales, se inician gracias a la acumulacion de
biofilm sobre la superficie de implantes y/o dientes (190).
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Ya en el primer Workshop Europeo de Periodoncia se apunté que el término Pl se debe
usar en el caso de un proceso inflamatorio destructivo alrededor de implantes
oseointegrados y en funcion, que resulta en la formacion de bolsas periimplantarias y la
pérdida del hueso de soporte (31). Cabe destacar que esta definicion sélo incluye
aquellos implantes que hubieran tenido una cicatrizacion sin complicaciones, por lo que
un remodelado 6seo se debe diferenciar de la pérdida 6sea consecuencia de una
infeccién. En esta misma linea, Mombelli y colaboradores (55) sefialan que, a pesar de
qgue la Pl es una enfermedad infecciosa en la que el rol del biofilm bacteriano queda
demostrado, existe la posibilidad de que la colonizacion bacteriana se de como
consecuencia de eventos cuyo inicio nada tiene que ver con la microbiota (27). Es, por
ejemplo, el caso de un exceso de cemento que pueda ser colonizado, una mala posicion
del implante (implantes muy juntos o sin un minimo de hueso que los rodee) que propicie
un mayor remodelado 6seo, una recesion de la mucosa y en consecuencia la exposicion
de la superficie del implante, que puede ser colonizada por microorganismos.

La opinion de unos y otros autores anima a la discusion. Sin embargo, como Mombelli y
Décalillet (55) concluyeron, puede que los microorganismos no sean, en todos los casos,
la causa inicial de la PI, pero sf que siempre estan presentes en su progresion. Desde
una perspectiva clinica, hay situaciones dificiles de explicar si consideramos que la Pl
tiene una etiologia exclusivamente bacteriana. Un ejemplo concreto son los casos de los
pacientes con varios implantes contiguos cuando solamente uno de ellos se ve afectado
por pérdida ¢sea, como muestra la figura 41. Teniendo en cuenta que una infeccion se
puede propagar facilmente a los tejidos adyacentes, resulta dificil comprender estos
casos. De todas formas, la microbiota parece claramente tener un papel en la progresion
de las enfermedades periimplantarias.

Figura 41. Radiografia periapical del 2019 que muestra dos implantes colocados en el ano 2008, uno presenta pérdida

dsea y el otro no.
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BIOFILMS

Las bacterias se pueden encontrar en dos estados: en estado plancténico o formando
biofilms. El biofilm se define como una comunidad bacteriana inmersa en un medio
liquido (191). Las bacterias se encuentran unidas a un substrato o una superficie,
ademds de unidas entre si y embebidas en una matriz extracelular producida por ellas
mismas (figura 42). Este biofilm esta compuesto por multiples microcolonias, que pueden
estar formadas por bacterias de una Unica o de multiples especies (192). Las
microcolonias se encuentran unidas por una especie de canales de agua gracias (figura
43) a los cuales se distribuyen nutrientes y se eliminan desechos. Estan compuestas,
aproximadamente, en un 20% por bacterias, y el 80% restante es matriz o glicocalix. La
matriz est4d compuesta principalmente por exopolisacéridos producidos por las propias
bacterias.

¢ 5Ty

S,

Figura 42. En éstas imagenes se observan estructuras compatibles con los restos cuarteados de parte de ese glicolalix
reducido, producto del proceso de deshidratacion que se lleva a cabo para el andlisis de la muestra con microscopia
electronica de barrido (SEM).

Figura 43. En esta imagen se observa el hueco dejado por los canales de agua previamente mencionados ahora
ausentes por la deshidratacion.

Un biofilm puede desarrollarse a partir de una célula plancténica o a partir de otro biofilm
(192). Ciertas bacterias tienen la capacidad de adherirse a las superficies y, por otro

\ Tesis doctoral | Caracteristicas del biofilm oral formado sobre implantes dentales [ 131



lado, ciertos factores fisicos y quimicos de una superficie propician una mayor adhesion
a ella. En un medio rico en nutrientes, las bacterias se adhieren a cualquier superficie,
mientras que en un medio pobre tienden a adherirse a una superficie nutritiva. Una vez
las bacterias estan unidas a la superficie sufren una serie de modificaciones. Expresan
ciertos genes que pueden ayudar a estabilizar el biofilm y se inhiben otros que pueden
producir un desequilibrio. De esta manera, la bacteria que crece en un biofilm manifiesta
un fenotipo diferente del que manifiesta cuando crece de manera plancténica (193). Los
fenotipos de las bacterias que crecen en los biofilms son més resistentes frente a
diversos antimicrobianos y presentan un metabolismo més eficiente, capaz de degradar
moléculas complejas. Asi, cuando las bacterias crecen en biofilm (figura 44), muestran
un mayor potencial patogénico en comparacion con su vida plancténica (194).

Cuando se adhieren los colonizadores primarios, si las condiciones son propicias, se
produce la multiplicacion de éstos y la formacion de microcolonias. Posteriormente se
co-agregan los colonizadores secundarios o tardios. Esta co-agregacion es el proceso
por el cual bacterias genéticamente distintas son capaces de unirse unas a otras a traves
de moléculas especificas. Esta adhesion se da entre una molécula adhesina de una
bacteria (frecuentemente situada en fimbrias de la superficie) y una molécula receptora
de otra (195). En un biofilm las bacterias no se distribuyen de manera aleatoria, sino que
lo hacen de acuerdo con su capacidad de supervivencia y segun las relaciones
simbioticas que puedan producir (196).

Las bacterias del biofilm tienen la capacidad de comunicarse entre ellas por un sistema
conocido como “Quorum Sensing”, que se basa en sefiales quimicas (193). Esta
comunicacion influye en la estructura del propio biofilm, la produccién de factores de
virulencia y la resistencia bacteriana frente a antimicrobianos.

Esta tolerancia frente a antimicrobianos puede deberse a que (191-193):
= Lamatriz de exopolisacéridos protege las bacterias.

= Las bacterias son capaces de desarrollar resistencias cuando son atacadas con dosis
subletales de antimicrobianos y, ademas, cuando crecen en forma sésil (en biofilms)
activan genes que les proporcionan mayor resistencia.

» Gracias a la matriz, el antimicrobiano llega en menor concentracién a las partes mas
profundas y, por otra parte, las bacterias de dichas zonas, al tener un menor aporte de
nutrientes, estdan en forma quiescente, por lo que no son susceptibles a los
antimicrobianos.

= Algunas bacterias tienen la capacidad de sintetizar enzimas que inactivan
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antimicrobianos dirigidos contra bacterias de otra especie (resistencia indirecta).

Cuanto mayor sea el tiempo de evolucion del biofilm, mayor estabilidad y resistencia
posee.

Por otro lado, las bacterias del biofilm tienen la capacidad de comunicarse con células
del tejido circundante; por ejemplo, Porphyromonas gingivalis pueden inducir la
adhesion asociada a integrinas y la aparicion de cambios en el citoesqueleto en las
células epiteliales del surco gingival (197).

Figura 44. En éstas imagenes se observa esa interaccion entre bacteries de diferente especie, lo unidas que parecen

unas a otras.

1. Patogenia y biofilms

Las bacterias plancténicas producen patologias agudas, mientras que los biofilms
producen patologias cronicas que pueden tener periodos de agudizacion. Dichos
periodos de agudizacion podrian estar relacionados con el desprendimiento de trozos
del biofilm o incluso de algunas bacterias que lo componen.

En una situacion no patologica existe un equilibro entre el biofilm y los mecanismos de
defensa del huésped. Es el caso de un biofilm oral comun sobre la superficie dental o
sobre una superficie de implante o la protesis que soporta. Ahora bien, cuando este
equilibrio se rompe, debido a un aumento cuantitativo del biofilm (es decir, un mayor
acumulo de placa), a una disminucién en las defensas del organismo (es decir, menor
capacidad defensiva de los tejidos periimplantarios), o a un cambio cualitativo del
biofilm, la patologia puede comenzar a desarrollarse.

Los mecanismos por los que los biofilms pueden producir diversos tipos de patologias
son (191):

Liberacion de bacterias o agregados de bacterias.

Produccion de endotoxinas. Las bacterias Gram negativas pueden liberar endotoxinas,

| Tesis doctoral | Caracteristicas del biofilm oral formado sobre implantes dentales | 133



gue desencadenan una respuesta inmune. Si esta respuesta inmune no elimina estas
bacterias, las diversas sustancias liberadas en el proceso pueden dafar los tejidos del
huésped. Por ejemplo, la produccién de elastasas y celulasas por parte de las bacterias
hace que su concentracion aumente en la matriz y produzca dafios tisulares.

» Resistencia frente al sistema inmune del huésped. Las bacterias del biofilm parecen
presentar una mayor resistencia no solo a anticuerpos sino también a los leucocitos y
macrofagos.

» Creacion de un nicho para la generacion de organismos resistentes. Los antibidticos son
capaces de revertir los sintomas causados por las bacterias en estado plancténico,
desprendidas del biofilm, pero no son capaces de eliminar el biofilm.

2. Implantes dentales y biofilms

En la literatura se pueden encontrar muchos articulos que estudian la formacion del
biofilm sobre la superficie de implantes dentales o superficies de titanio /n vifro (138,198-
201) y también /n vivo (13,14,204-211,15,16,18,158,159,167,202,203). Algunos de estos
estudian el biofilm formado entre 12 y 48h (14,15,167,202,205,206,208,211,212) y otros
estudian la formaciéon de un biofilm mas maduro, formado a lo largo de 14 dias
(13,16,18,159,204).

Existen datos contradictorios con relacién a la influencia que tienen las caracteristicas
de la superficie de titanio (rugosidad, SFE, alteraciones quimicas) en la formacion del
biofilm (141,170,205,209). Aunque algunos autores relacionan el aumento de la
rugosidad con una mayor colonizacién (141,205) otros estudios defienden que ni la
rugosidad (209) ni la hidrofilia (170) son factores que influyan en la formacién del biofilm.

El grupo de Zaugg y colaboradores (211), publicé en el 2016 un estudio /n vivo con
placas de titanio de diferentes superficies, en las que tanto la rugosidad como la hidrofilia
eran factores que favorecian una mayor formacién de biofilm. Las superficies
hidrofébicas eran las que menos biomasa acumulaban. Ademads, observaron que la
topografia de la superficie era el factor mas influyente a la hora de limpiar dicha
superficie. Las superficies mecanizadas sin surcos fueron mas faciles de limpiar; sin
embargo, la recolonizacion y re-proliferacion del biofilm se daba a la misma velocidad
independientemente del tipo de limpieza realizado.

Socransky y Haffajee (192), en su revision sobre el tema, argumentaron que la rugosidad,
ademas de aumentar la superficie de colonizacién, proporciona proteccion frente a las
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fuerzas de cizallamiento, lo que favoreceria una répida formacién y crecimiento del
biofilm. La composicién quimica de la superficie también influye en la colonizacion,
puesto que puede tener caracteristicas beneficiosas o perjudiciales para los
microorganismos.

En la presente tesis doctoral se analizé el biofilm formado sobre la superficie de unos
pilares que tienen espiras y una rugosidad de entre 1.4 y 1.5 ym, la misma superficie
macro y microscopica que un implante dental (Mozo-Grau Implantes Dentales,
Valladolid, Espafia). En la zona supragingival se encontré un grado de recubrimiento del
38% (figura 46), mientras que en la subgingival fue del 21% (figura 47). Estos datos
contrastan con los obtenidos por los equipos de Elter y colaboradores (18,204) y Heuer
y colaboradores (16), que obtuvieron un porcentaje de recubrimiento supragingival del
17% y subgingival del 0.8%. En todos estos estudios, incluido el nuestro, los pilares se
colocaron durante 14 dias sobre implantes osteointegrados de voluntarios. La
metodologia de estudio es similar y por ello la disparidad de resultados parece relevante.
Pensamos que las diferencias observadas pueden estar relacionadas con el tipo de pilar
(“biofilm collector abutment”) utilizado en nuestra metodologia (PR0251). Mientras que
la rugosidad de aquellos estudios no superaba las 0.9 um, en el nuestro fue casi 1.5
veces mayor, ademas de presentar espiras.

Figura 45. Pilar utilizado por Heuer y cols. (a) y pilar utilizado en nuestro estudio (b).

Este hecho puede justificar las diferencias en cuanto a la cobertura bacteriana. El estudio
del biofilm sobre pilares poco rugosos no es comparable con una situacion real en la
gue un implante se expone a la cavidad bucal, puesto que la topografia de su superficie
es diferente y, por tanto, su colonizacién puede ser distinta también. Es importante
destacar que las superficies de los implantes se han desarrollado para permitir una
oseointegracion mas rapida y predecible. Para ello, se han tratado las superficies con
distintas tecnologias para facilitar la adhesién celular. Sin embargo, estas mismas
caracteristicas pueden ser utilizadas por las bacterias y, es importante resaltar, que 10s
microorganismos tienen una tasa de replicacion y adaptacién muy superior a las células
que componen los tejidos blandos y duros de la cavidad bucal.
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Figura 47. Imagenes obtenidas con microscopia confocal del recubrimiento a nivel subgingival.

Una vez cicatrizados los tejidos blandos alrededor de los implantes y sus protesis, se
forma una mucosa periimplantaria adherida a la parte transepitelial. Esta mucosa esta
compuesta por unos 2 mm de epitelio y 1-1.5 mm de tejido conectivo, segun se ha
demostrado previamente en estudios en animales (213) y en humanos (214).

Cuando la superficie sobre la que se adhiere esta mucosa es biocompatible vy lisa, el
tejido blando actua como una barrera fisica que aisla en mayor o menor medida la
porcion submucosa del exterior. Asi, Tomasi y colaboradores (215), 2 semanas tras su
colocacion, encontraron en la porcion submucosa de sus pilares un 1% (de -0.3 a 5.1%)
de la superficie cubierta por biofilm y alrededor de un 15% de su superficie estaba
cubierta por restos de tejido blando, como células epiteliales o fibras del tejido conectivo.
Algunos de los estudios mencionados previamente (16)(18,204) también encontraron
una cobertura inferior al 1% en la zona submucosa. Sin embargo, en nuestro estudio, a
pesar de encontrar también numerosas células epiteliales adheridas (figura 48), se hall6
mas del 20% de la superficie subgingival colonizada. Esto muestra que, tal y como
plantean Socransky y otros autores (192), la rugosidad y topografia de la superficie son
un factor que influye en la formacion del biofilm, asi como en la cicatrizacion de la
mucosa periimplantaria, que no parece ser una barrera fisica.
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Figura 48. Células epiteliales halladas sobre el biofilm captadas con el SEM

Esta informacion tiene una gran aplicabilidad clinica, puesto que podemos deducir que,
en el caso de una exposicion de la superficie del implante, como consecuencia de un
remodelado 6seo o de cualquier otra causa, la mucosa periimplantaria no supone una
barrera efectiva frente a la placa bacteriana y, por tanto, una parte significativa de la
superficie submucosa del implante es colonizada por bacterias que podrian acelerar el
proceso de pérdida ¢sea. La relacion entre el biofilm y la profundidad del surco
periimplantario deberia también estudiarse, puesto que es razonable pensar que en
bolsas periimplantarias profundas la composicion del biofilm sea distinta del observado
en zonas mas superficiales, como es el caso en el presente estudio.

El presente estudio no encontrd diferencias significativas en la colonizacion entre las
caras vestibular y lingual o palatina de los pilares. Tampoco se encontraron diferencias
si los pilares procedian de implantes colocados en la arcada superior o inferior. Esto
puede deberse a que de entre los pilares estudiados, 11 procedian se arcadas inferiores
y solo 4 de arcadas superiores. El tamafio muestral en este caso no permite analizar si
existen diferencias. Tampoco se han encontrado en la literatura estudios que analicen si
existe diferencia entre un implante en la arcada inferior que puede beneficiarse de
autoclisis por parte de la lengua y uno de la arcada superior. O si, por el contrario, los
implantes de la arcada inferior, como consecuencia del estancamiento salival pueden
favorecer el desarrollo del biofilm.

La vitalidad del biofilm formado es también un elemento importante. Es un dato que no
ha sido analizado en otras publicaciones, y que merece ser estudiado en profundidad
en el futuro. En el presente estudio, en la zona supragingival el nimero de bacterias
vivas (figura 46) fue estadisticamente mayor que el de bacterias muertas (p=0.005),
mientras que, en la zona subgingival, donde predominaban las células muertas (figura
47), dichas diferencias no eran significativas (p=0.203). La ratio vivas/muertas fue de
1.97 en la zona supragingival y de 1.41 en el area subgingival. Esto puede deberse a
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que en la zona submucosa el aporte de nutrientes y la cantidad de oxigeno presente es
menor. No obstante, hay que interpretar estos datos con precaucion, puesto que no se
han encontrado otros estudios con los que compararlos.

Wood y colaboradores (207) fueron los primeros en idear un dispositivo que les
permitiera recolectar biofilm bacteriano /n vivo para luego poder analizarlo ex vivo
mediante microscopia electronica. A diferencia de nuestros hallazgos, ellos observaron
unas estructuras mdas abiertas con numerosos canales de agua, un biofilm
aparentemente menos denso, probablemente debido a que el tiempo de crecimiento fue
solo de 4 dias. Por otra parte, los propios autores afirmaban que es probable que se
formen biofilms méas densos en zonas mas rugosas y con un mayor aporte de nutrientes.

La presente tesis doctoral analiza los biofilms orales formados /n sifu mediante
microscopia confocal, lo cual permite observar el biofilm en su estado natural (207).
Posteriormente, tras fijar dicho biofilm, lo que conlleva una deshidratacion, se observo
con microscopia electrénica de barrido, cuya resolucion es mayor. Este segundo analisis
permitié observar la morfologia de superficie de la biomasa obtenida con mayor detalle
(figura 49). Tal como apuntaban otros autores, tras 14 dias se consiguié un biofilm
heterogéneo donde no solo se pudieron observar diferentes morfologias de bacterias
sino también otros componentes, como células epiteliales, particulas de apariencia
cristalina o incluso fibras .

Figura 49. Imégenes que ofrece el SEM del biofilm en detalle.
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3. Composicién de la microbiota periimplantaria

Inmediatamente después de la exposicion de la superficie de titanio al medio oral se
forma sobre ella una primera capa compuesta por biopolimeros salivares, la pelicula
adquirida o “conditioning film”. Esta pelicula es la interfase entre la superficie y los
primeros microorganismos, que se unen a ella dentro de las 4 primeras horas (216). Esta
pelicula adquirida modifica las propiedades biolégicas y quimicas de la superficie y su
composicion influye directamente en la colonizacién bacteriana posterior.

Inicialmente, solo algunas bacterias pueden unirse a este “conditioning film”, primero de
manera reversible y posteriormente de manera irreversible, pero son precisamente estas
bacterias las que generan los nuevos epitopos de unidn para los siguientes
colonizadores; son los colonizadores primarios: Sireptococos (S. mitis, S. oralis) y
también bacterias del género Actinomyces. Una vez adheridos, estos colonizadores
primarios comienzan a multiplicarse y a crecer formando las distintas microcolonias.
Diferentes bacterias se afiaden a las existentes y el biofilm crece y madura. Una de las
bacterias mas importantes en el desarrollo del biofilm es el Fusobacterium nucleatum,
que es capaz de adherirse a casi cualquier otra bacteria y es un importante mediador
entre colonizadores primarios y tardios.

Segun Marsh (217), la microbiota oral puede incluir virus, micoplasma, bacterias,
arqueas, hongos y protozoos, y las propiedades del lugar de formacion del biofilm
influyen directamente en el tipo de microorganismos que lo componen, asi como en su
actividad. Por ejemplo, el biofilm del surco crevicular (sobre la superficie de dientes)
tiene una microbiota diversa que incluye bacterias Gram positivas y Gram negativas y
muchos anaerobios estrictos, entre ellos Sireptococus, Actinomyces, Eubacterium,
Fusobacterium, Prevotellay Treponemas.

Como Teughels y colaboradores (129) indican, en la formacién y composicion del biofilm
influyen las caracteristicas del substrato donde se forma, pero también las
caracteristicas del ambiente en el que esta este substrato. Por ejemplo, el pilar, en su
porcién subgingival, tiene un ambiente méas anaerobio, nutrientes endégenos derivados
principalmente del fluido crevicular y un pH neutro o alcalino (217). Por ello, es posible
gue estas mismas bacterias se encuentren colonizando la superficie de los implantes
expuestos, por lo menos a nivel subgingival.

Zhuang y colaboradores (230) estudiaron, mediante técnica de PCR y toma de muestras
con puntas de papel en el surco, la prevalencia de 6 bacterias diferentes en dientes e
implantes, enfermos y sanos. Observaron diferencias evidentes en la composicion de la
microbiota subgingival entre dientes e implantes asociados al estado de salud; sin
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embargo, estas diferencias no fueron estadisticamente significativas. Cabe destacar que
en este estudio todos los pacientes tenian antecedentes de enfermedad periodontal y
que, en mayor 0 menor proporcion, todos los implantes sanos presentaron las 6 bacterias
analizadas: P. gingivalis, T. denticola, A. actinomycetemcomitans, F. nucleatum, P.
intermediay S. aureus. Esta Ultima, segun otros estudios, parece exhibir una especifica
afinidad con el titanio (116,218).

Eick y colaboradores, en 2016, utilizaron la técnica PCR para analizar y comparar la
microbiota en dientes e implantes (162). Los test utilizados permitian analizar la
presencia de 11 patdgenos. De todas las especies observadas, solo 3 no se encontraron
en los implantes; Staphylococus simulans, Serratia marcescens y Pseudomonas
aeruginosa. Del resto, todas tuvieron presencia en mayor o menor medida. Las bacterias
analizadas eran patégenos periodontales, y muchas de ellas, al menos en el plano
tedrico, deberfan estar presentes en zonas enfermas, aunque varios de los estudios las
han detectado alrededor de implantes sanos. Por ello, se han comenzado a postular
ideas sobre bacterias con “afinidad” a las superficies de titanio. Se argumenta que el
surco periimplantario es mas profundo que el periodontal y, por tanto, con condiciones
mas anaerobias (162). Incluso la contaminacion de la interfase implante-protesis, al estar
en un ambiente protegido y anaerobio (219), puede propiciar la presencia de estas
bacterias, independientemente del estado de salud o enfermedad. Si bien es cierto que
ciertas bacterias poseen factores de virulencia y/o son capaces de producir dafios en
los tejidos blandos, puede que esta colonizacién bacteriana no sea causante de la
enfermedad. Dicho de otro modo, un implante puede ser considerado sano aun teniendo
patdégenos periodontales en su superficie. No obstante, su presencia puede propiciar
una mayor destruccion del tejido periimplantario y una répida progresion de la pérdida
Osea.

Heitz-Mayfield y colaboradores (116), en su revision de la literatura, encontraron que la
microbiota alrededor de los implantes sanos esta compuesta en su mayor parte por
cocos y bacilos Gram positivos aerobios facultativos, aunque a veces se pueden
encontrar bacilos anaerobios Gram negativos en bajas proporciones. Por otro lado, los
implantes que muestran signos de Pl se asocian a microorganismos anaerobios Gram
negativos en su mayor parte, con una gran proporcion de periodontopatégenos de los
“clusters” rojo (P. gingivalis, T. denticola, T. forsythia) y naranja (Fusobacterium sp., P.
intermedia) asi como de A. actinomycetemcomitans, S. aureus 'y C. albicans. Sin
embargo, en nuestro estudio, cuyas muestras proceden de implantes sanos, se
encontraron en grandes proporciones P. gingivalis, T. forsythia y Fusobacterias. De
Boever y De Boever (220) examinaron de manera prospectiva la abundancia de 5
bacterias A. Actinomycetemcomitans, T. Denticola, P. Gingivalis, T. Forsythia y P.
intermedia en 22 pacientes que habian sido tratados previamente con éxito de
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periodontitis agresiva severa y que llevaban implantes. Estas bacterias se identificaron
al inicio del estudio y también en las muestras tomadas alrededor de los implantes (a los
14 dias y 6 meses). Sin embargo, a pesar de la presencia de estos patdégenos, todos los
implantes se describen como sanos, sin inflamacion de la mucosa ni pérdidas 6seas.

Por otro lado, Robitaille y colaboradores (221) refieren que la microbiota que se
encuentra alrededor de los implantes sanos estd compuesta predominantemente por los
siguientes géneros: Butyvibrio, Campylobacter, Eubacterium, Prevotella, Selenomonas,
Streptococcus,  Actinomyces,  Leptotrichia,  Propionibacterium,  Peptococcus,
Lactococcusy Treponema.

Finalmente, si analizamos la Ultima revisién sistematica publicada sobre el perfil
microbiano de los implantes dentales con Pl observamos lo siguiente (222): de los 21
estudios analizados, en 8 de ellos hubo mayor frecuencia de bacterias del cluster rojo
(38%) y en 9 (42.8%) del cluster naranja, en implantes con PI. Sin embargo, en un tercio
de los estudios no se encontraron diferencias en la microbiota de implantes sanos o
enfermos.

Sinos centramos sélo en los implantes sanos, los diferentes estudios muestran que éstos
pueden ser colonizados por P. gingivalis (0-79% de los estudios), 7. forsithya (0-80%),
P. intermedia (6.6-23%), S. aureus (0-19.1%) y bacilos Gram negativos (6-13%). Lafauri
y colaboradores (222) apuntan que la presencia de periodontitis puede influir en la
colonizacion bacteriana de los implantes sanos y que, por tanto, los dientes actian como
reservorio. Asi explican el hallazgo de P. gingivalis, T. forsythia 'y T. denticola en
implantes sanos. Sin embargo, esto no concuerda con nuestros resultados, puesto que
encontramos FP. gingivalis Unicamente en pilares de pacientes si antecedentes de
periodontitis, y 7. forsythia en ambos tipos de pacientes, aunque mas abundante en
pacientes con antecedentes de periodontitis.
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Peri-implantitis

Periodontitis

Figura 50. Grafica obtenida del articulo de Lafaurie y colaboradores 2017 (222) y sobresaltadas en verdes las bacterias
encontradas en nuestro estudio.
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Segun los resultados de nuestro estudio, las bacterias mas abundantes segun el perfil

del paciente se presentan en la tabla 11:

Fusobacterium

S —— 24.714 18% 15.404 9.8% v 40.118
Prevotella oris 8.222 6.22% 12.264 7.87% v 20.486
P Il

mrzl‘; ‘:]tiioagenica 10.583 8.91% 8.895 5.71% v 19.478
Rothia dentocariosa 8.684 6.5% 4.491 2.8% v 13.175
Prevotella denticola 862 0.65% 11.352 7.29% v 12.214
:;E;;;Z?phaga 6.440 4.8% 5.591 3.5% v 12.031
Veillonella parvula 7.698 5.8% 4.118 2.6% v 11.816
Porph

e;’;‘;d‘g:t:?:as 7.183 4.6% X 7.183
Corynebacterium 4.629 3.5% X 4.629
matruchotii

Prevotella baroniae 4.502 2.8% X 4.502
Porphyromonas spp 3.949 2.5% X 3.949
Prevotella spp 2.267 1.4% X 2.267
Abiotrophia 1.353 1% X 1.353
paraadiacens

Streptococcus 1.069 0.8% X 1.069
Kingella 1.048 1.4% X 1.048

GS: especificas del grupo sin antecedentes de periodontitis
GP: especificas del grupo con antecedentes de periodontitis
Ambos: encontradas en ambos grupos

Tabla 11. Tabla de bacterias en orden de abundancia

Welch y colaboradores, en su estudio publicado en el 2016 sobre la biogeografia del
microbioma oral del humano, se centraba en muestras de placa, tanto supra como
subgingival, en dientes de voluntarios tras 12-48h sin higiene bucal (223). Observaron
que la estructura del biofilm obtenido tenia forma de “erizo” y seguia un patron similar
en todas las muestras. La bacteria principal y méas abundante fue el Corynebacterium
matruchotii (abundancia del 3% en 90% de los individuos), y es la que formaba la
estructura principal del erizo. Esta bacteria parecia adherirse no a la biopelicula inicial
sino a una primera capa de colonizadores primarios (Streptococos y Actinomyces). A
partir del Corynebacterium se afiadian el resto de las bacterias especificas de la placa
supra y subgingival: Prophyromonas, Haemophilus/Aggregatibacter (incluyendo
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Neisseria, Kingella y Eikenella), Fusobacterium, Leptotrichia, Capnocytophaga y
Actinomyces. Asi, el Corynebacterium parece ser una bacteria relevante ya que podria
servir de puente para la adhesion del resto de bacterias y es por ello por lo que era la
mas abundante. Estos autores descartaban por tanto la hipétesis aceptada por otros
autores de que Fusobacterium es la bacteria “puente” para el resto, puesto que
encuentran una abundancia igual o mayor del resto de bacterias. En nuestro estudio se
detect6 en abundancia el Fusobacterium nucleatum en ambos grupos (24714; 18% en
paciente sin antecedentes de periodontitis, 15404; 9.8% en pacientes con antecedentes
de periodontitis) y el Corynebacterium matruchotii especifico en GS (4629), lo que
parece avalar la teoria de que F. nucleatum podrian tener una funcién de “puente”, por
lo menos, en cuanto al biofilm formado sobre implantes se refiere (195,224). La funcién
de Corynebacterium matruchotii (puesto que solo se encuentra en GS) no esta clara. El
hecho de que el Fusobacterium nucleatum sea més abundante puede deberse a que,
segun explican los autores (223), el Corynebacterium es una bacteria altamente
especifica de la placa dental (tanto supra como subgingival) y por tanto no debe ser tan
afin con la superficie de los pilares. Otros géneros especificos en la placa dental segun
otros autores son Capnocytophaga, Lautropiay Rothia, que se encontraron también en
gran abundancia sobre nuestros pilares (excepto la Lautropia). Por otro lado, los géneros
Streptococcos 'y Veillonella son unos colonizadores muy eficientes de cualquier
superficie y prueba de ello es su abundancia en nuestro estudio. Algunos autores
postulan que el género Veillonella, coco anaerobio Gram negativo, no es capaz de
colonizar los dientes si no es en presencia un compafiero metabdlico.

Todos estos aspectos son extremadamente Utiles para disefiar una terapia
antimicrobiana adecuada en el tratamiento de la PI. Dado que es imposible realizar una
descontaminacion total de las superficies de los implantes, una posible terapia podria
estar orientada a estos microorganismos puente, ya que, sin ellos, no es posible la
adhesion de las bacterias mas agresivas y resistentes. Por otro lado, estas podrian ser
mas sensibles a los agentes antimicrobianos disponibles en el mercado.

4. Patogenia de las enfermedades periimplantarias

La Pl como enfermedad infecciosa, es un proceso que se desarrolla tras largos periodos
de colonizacién. Investigaciones recientes remarcan la importancia de las sinergias que
puedan tener las bacterias entre si, por los factores virulentos o por la capacidad de
dafiar los tejidos blandos. Ademas, un desequilibrio entre la patogenia de estos biofilms
y la capacidad de respuesta del huésped puede conllevar a una progresion rapida de
la enfermedad. Otros ejemplos son Erysipelothrix rhusiopathiaen y Butyrivibrio
fibrisolvens, muy presentes en ambos grupos de pilares y presentes en estudios previos
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(9), cuya funcion parece ser la de equilibrar la comunidad de bacterias.

A. naeslundii que se considera un promotor de biofilm por su elevada capacidad de
adhesion y sus fimbrias (225), fue encontrado en abundancia en todos nuestros pilares.
Por otro lado, P. gingivalis se detectd Unicamente en el grupo de pacientes sin
antecedentes de enfermedad periodontal. La virulencia de esta bacteria consiste en su
capacidad de alterar el balance inhibidor de proteasa-proteasa y degradar la matriz
extracelular. Es capaz de degradar la fibronectina y, por tanto, alterar la adhesién de
fibroblastos. 7. forsythia, también encontrada en abundancia en nuestro estudio,
interfiere en la respuesta del huésped inhibiendo al sistema del complemento. Otro
microorganismo relevante seria el C. rectus, frecuentemente encontrado en implantes
con Pl y que, sin embargo, se hallé de forma abundante en nuestras muestras
(consideradas clinicamente sanas). Su virulencia es escasamente conocida, pero se han
descrito citotoxinas y proteinas capaces de estimular la respuesta inmune de los
fibroblastos (162).

Todos estos resultados y el hecho de que se han detectado en abundancia varias
especies bacterianas nunca descritas antes como integrantes del microbioma oral
indican la gran necesidad de realizar estudios adicionales en este campo.
Efectivamente, hoy en dia, existen pocos datos sobre las bacterias que conforman la
microbiota presente sobre los implantes dentales. Ademas, los resultados reportados
presentan algunas contradicciones que generan mas dudas.

Como se ha explicado anteriormente, cada especie bacteriana puede tener capacidad
patogénica por si misma, puede promover la adhesion de nuevas bacterias o puede
crear ese desequilibrio entre la microbiota y el huésped. La importancia radica en
conocer la funcién de cada microorganismo individualmente y cuando forma parte del
biofilm. Ademéas de esto, es imprescindible conocer la capacidad de respuesta del
huésped.

Los presentes trabajos parecen estar en concordancia con lo descrito en la literatura y
es que la colonizacién bacteriana depende de las caracteristicas de la superficie a
colonizar, el medio en el que se encuentra dicha superficie, y las interacciones entre
bacterias y huésped. En cuanto a esto ultimo, como se explicé en la introduccion, el
surco periimplantario es anatémica e histologicamente diferente al surco periodontal,
tanto en situaciones de salud como en enfermedad. Las caracteristicas anatémicas e
inmunes de los tejidos periimplantarios parecen jugar un papel importante en la
seleccion de la comunidad microbiana periimplantaria, que es diferente de la
periodontal.
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En cuanto a las caracteristicas de la superficie, los implantes difieren de los dientes en
su morfologia, material, rugosidad y SFE. Como hemos mencionado, la colonizacion
bacteriana esta altamente influenciada por estos aspectos. De hecho, varios estudios /n
vitro han revelado que P. gingivalis, S. pyogenes, S. mutans, A. naeslundii, F. nucleatum
y Lactobacillus salivarius se adhieren significativamente mejor a una superficie rugosa
de titanio (221).

La SFE es también una propiedad para a en cuenta puesto que influye en la adhesién
de los primeros colonizadores y, puesto que los colonizadores tardios dependen de
estos, la composicion del biofilm maduro depende en parte de la SFE. La SFE del esmalte
es de 0.088 + 0.001 Jm2y la del titanio, 0.051 + 0.001 Jm3(221). Asi, una superficie con
una baja SFE promovera la adhesién de bacterias con baja SFE.

Gracias a estos conocimientos y al uso de nuevas técnicas microbiologicas, como la
16S-sequencing, se ha demostrado que la microbiota periodontal y la periimplantaria
difieren considerablemente. La microbiota encontrada alrededor de los implantes
dentales parece ser mucho menos diversa que la encontrada en dientes, y la proximidad
de los dientes no parece suficiente para que las bacterias del periodonto colonicen el
implante. Es mas, un estudio microbiolégico demostré que el 60% de los individuos
compartian menos del 50% de las especies bacterianas entre sus biofilms periodontales
y periimplantarios, y que el 85% de los sujetos compartian menos del 8% de especies
abundantes entre dientes e implantes (11). No obstante, pueden existir patdégenos
asociados a la periodontitis que colonicen las superficies de implantes. Por otro lado,
estos datos tampoco descartan que la periodontitis sea un factor de riesgo para la
mucositis o la Pl (226,227). Sin embargo, como han matizado Baas-Becking y Beijerinck
(221) “todo esta en todas partes, pero el ambiente selecciona”. Asi, pareceria que el
implante y su tejido circundante crean un medioambiente especifico que promueve la
adaptacion y seleccion microbiana.

Actualmente, la periodontitis se considera el resultado de una sinergia y una disbiosis
polimicrobiana y es posible que en Pl suceda algo parecido. Ademas, hay que tener en
cuenta no solo qué bacterias estan presentes, sino también cémo interaccionan con el
tejido periimplantario. Otro aspecto importante esta asociado a los factores iniciadores
de la enfermedad. La presencia de cuerpos extrafios, restos de cemento, remodelado
6seo fisiologico, el acumulo de placa bacteriana o la yatrogénia entre otros factores,
pueden dar lugar a una exposicion de la superficie del implante que puede ser
colonizada por bacterias. Conocer mas sobre esta colonizacion deberia ser objetivo de
futuras investigaciones para comprender mejor la patogenia de la PI.
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IX LIMITACIONES
DE LOS ESTUDIOS






La principal limitacion de los estudios objeto de esta tesis es el tamafo de la muestra.
Los estrictos criterios de inclusion y exclusion y la necesidad de retardar la colocacion
de la proétesis dificultdé en gran medida la captacién de voluntarios. Ademas, la
metodologia del estudio | tiene un elevado coste. Este estudié se pudo realizar gracias
a una beca concedida por la Facultad de Odontologia de la Universitat de Barcelona,
que permitio el andlisis de 10 muestras. No obstante, lo estudios encontrados en la
literatura que analizan el biofilm formado sobre la superficie de implantes y/u otros
aditamentos utilizan tamafios muestrales similares (16-18).

Una segunda cuestién a tener en cuenta y que deberia ser objeto de futuras
investigaciones es la descripcion del proceso de formacion de un biofilm maduro, es
decir, su observacion tras 24, 48h o incluso 7 dias. Esto permitiria conocer cémo se van
depositando las bacterias y saber cuando se establece un biofilm maduro, es decir si
tarda 14 dias como en una superficie dental (135) o0 es mas rapido.

Relacionado con el estudio |, seria interesante repetirlo con un mayor tamafio muestral
para poder establecer un perfil microbioldgico, pero también seria interesante afiadir no
s6lo implantes sanos como en nuestro estudio, sino analizar también la microbiota que
coloniza estos pilares cuando son colocados sobre implantes con mucositis o PI, para
identificar posibles diferencias.

Por ultimo, una limitacion a tener en cuenta del estudio | es que cualquier método de
pirosecuenciacion extrae y secuencia el ADN de todas las células contenidas en una
muestra, pero no distingue entre células vivas y muertas. Para poder analizar y
secuenciar Unicamente las células vivas de la muestra, en el momento de la extraccion
del pilar seria necesario realizar una técnica de citometria que marcara y permitiera
separar en dos fracciones las vivas de las muertas, para posteriormente secuenciar
Unicamente la fraccion de vivas. En un primer momento no se planted realizar esta
citometria porque creemos que es interesante tener conocimiento del amplio espectro
de la microbiota que coloniza la superficie de los implantes. El microbioma lo componen
tanto células vivas como muertas, asi como otros componentes, por lo que tiene interés
conocer la composicion bacteriana, independientemente de si las bacterias estan aun
vivas 0 han muerto hace horas/dias. Asi mismo, a pesar de que alguna célula muera, es
posible que la cepa persista, aunque en mayor 0 menor porcentaje. En nuestro estudio
se utilizé un método de triple filtrado en el que debia existir una coincidencia de identidad
con la base de datos superior al 90%, una abundancia superior a 10 hits y una presencia
en al menos 3 pacientes. La presencia de las bacterias descritas estaba respaldada por
mas de 10 secuencias parejas. Este filtrado de datos seleccioné bacterias encontradas
en abundancia significativa y por tanto relevantes como parte de la microbiota que
colonizaba la superficie de los implantes.
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X FUTURAS
INVESTIGACIONES
Y APLICABILIDAD
CLINICA






Los pilares desarrollados para la presente tesis doctoral han demostrado ser efectivos
para recoger y analizar el biofilm formado sobre implantes. Asi, con esta misma
metodologia, existen varios aspectos que se podrian explorar en estudios futuros.

Uno de los més interesantes, seria analizar la microbiota en distintos momentos (por
ejemplo, estudiarlo cuantitativa y cualitativamente a las 24h, 48h y 7 dfas). Esto permitiria
analizar qué microorganismos son colonizadores primarios.

Por otro lado, esta misma metodologia puede ser empleada para evaluar la eficacia de
los distintos tratamientos no quirdrgicos de las enfermedades periimplantarias. Asi, tras
replicar un biofilm /n vivo maduro (14 dias), se podria comparar la cantidad y viabilidad
del biofilm tras la aplicacién de distintos métodos de descontaminacion. También seria
interesante analizar cémo se vuelve a formar ese biofilm (recolonizacién) tras dichos
tratamientos, pues es probable que alguno de estos tratamientos modifique la superficie
del implante.

Sin duda, una de las preguntas mas relevantes para la que aun no tenemos respuesta
es si existen diferencias significativas entre la microbiota presente en implantes sanos y
enfermos (con mucositis o Pl). Seria interesante realizar un nuevo estudio con una
muestra mas amplia que permitiera estudiar qué bacterias estan presentes cuando se
dan estas situaciones patolégicas y compararlas con las encontradas en situaciones de
salud. Esto permitiria definir un perfil microbiolégico asociado a la enfermedad que
podria ayudar a disefiar tratamientos mas precisos que tal vez usaran ciertos antibiticos
0 antisépticos como coadyuvantes.

De entre los antibidticos mas frecuentemente usados en Odontologia se encuentran:
amoxicilina, clindamicina y metronidazol. La mayoria de las bacterias encontradas en el
estudio | son Gram negativas anaerobias. La amoxicilina podria ser una buena eleccion
para combatir estas especies. Sin embargo, se encontraron en abundancia Prevotellas,
que son productoras de betalactamasas, lo que implica la necesidad de asociar un
inhibidor de betalactamasas (por ejemplo el acido clavulanico). El metronidazol es eficaz
frente a bacilos Gram negativos anaerobios y espiroquetas, pero no frente a bacterias
aerobias que también se encontraron presentes en el estudio |. En alérgicos a penicilinas
el antibidtico de eleccion es la Clindamicina. Sin embargo ésta no es efectiva frente a
algunos bacilos Gram negativos como pueden ser: A. actinomycetemcomitans, Eikenella
corrodens y Capnocytophaga spp (228), especies que se encontraron de manera
significativa en el estudio |.

La bacteria mas abundante segun el estudio | es el Fusobacterium nucleatum. Esta
bacteria ha mostrado la capacidad de diseminacion a nivel sistémico para asi colonizar
diferentes zonas y partes del cuerpo (229). Asi mismo provoca una serie respuestas en
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el huésped como por ejemplo la estimulacion de citokinas proinflamatorias IL-6, IL-8 y
TNFa. En una situacion de salud los factores pro y antiinflamatorios se encuentran bajo

una homeostasis (229). Pero en el momento que se establece una disbiosis y el F.
nucleatum, por ejemplo, aumenta su protagonismo, se puede exacerbar la inflamacion y
pasar a ser un patégeno. Futuras investigaciones podrian determinar si tal vez la clave
de salud periimplantaria no esté en eliminar o descontaminar al 100% las superficies sino
en conseguir ese estado de equilibrio en que unas bacterias regulen a otras.

Son muchas aun las preguntas que se plantean sobre el biofilm que se forma sobre la
superficie de los implantes dentales y su papel en las enfermedades periimplantarias.
Lo estudios de la presente tesis permiten disefiar una serie de directrices que pueden
guiar la préactica clinica.

Por un lado, el estudio Il muestra que un implante expuesto a la cavidad bucal tendra un
recubrimiento casi total de su superficie en al menos 2 semanas. Este recubrimiento,
aunqgue sea especialmente evidente en la porcion supragingival, también afecta a la zona
subgingival. Asf, es extremadamente importante que las protesis permitan que el
paciente pueda higienizar bien toda esta zona, incluido el surco periimplantario. Esta
cuestion tiene también su importancia a la hora de decidir qué hacer cuando un implante
se expone a la cavidad oral como consecuencia de un proceso de remodelacion o como
consecuencia de la progresion de la Pl. Una vez dada esta situacion, aun consiguiendo
una descontaminacion completa de la superficie y una desinflamacion total de los tejidos
blandos periimplantarios, la superficie del implante se recolonizard en un corto periodo
de tiempo. Este dato serd importante a la hora de decidir el intervalo de los
mantenimientos periimplantarios en estos casos o si decidimos modificar de alguna
manera la superficie del implante expuesto para dificultar esa recolonizacion. Los
protocolos de mantenimiento y de tratamiento deben tener en cuenta estos aspectos.

De la misma manera, la gran diversidad de microorganismos encontrados en el estudio

|, puede llevar a pensar gque seran necesarios agentes antimicrobianos de amplio
espectro y con una gran capacidad de penetracion en el biofilm.
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Xl CONCLUSIONES






Primera

Tras 14 dias de exposicion a la cavidad bucal, la mayoria de la superficie de los
implantes se cubrird por un biofilm maduro y espeso compuesto por una microbiota
heterogénea con predominio de Fusobacterium nucleatumy Prevotella denticola.

Segunda

La porcién supragingival de los implantes expuestos a la cavidad bucal presenta un
mayor grado de recubrimiento y espesor de biofilm, en comparacién con la zona
subgingival. En concreto, un 38% de su parte supragingival y un 21% de su parte
subgingival se coloniz6 por bacterias tras 14 dias de exposicion a la cavidad bucal. No
existen diferencias entre el recubrimiento encontrado en las caras vestibular y lingual o
palatina.

Tercera

Se pueden identificar 96 especies diferentes, siendo las bacterias mas abundantes
Fusobacterium nucleatumy Prevotella denticola. Se han aislado 19 especies bacterianas
que nunca antes habfan sido descritas como parte del microbioma oral.

Cuarta

La cantidad y distribucién del biofilm formado sobre un implante tras 14 dias expuesto
al medio oral no difiere entre pacientes con y sin antecedentes de periodontitis.
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Xl LISTADO DE LAS
PRINCIPALES
ABREVIACIONES






Pl

DNA/ADN

HOMD

SEM

EP

N

TC

TCHC

BOP

ENSO

LPO

PMN

SFE

pm

PCR

PS

PO

GS

GP

Periimplantitis

Acido desoxirribonucleico

Human oral microbiome database
Microscopio electrénico de barrido
Enfermedad periodontal

Newtons

Tomografia computada
Tomografia computada de haz coénico
Sangrado al sondaje

Encuesta nacional de salud oral
Ligamento periodontal
Polimorfonucleares

Energia libre superficial

micras

Polimerase chain reaction
Profundidad de sondaje

Pérdida ¢sea

Grupo periodontalmente sanos

Grupo con antecedentes de periodontitis
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Odontol(‘)gic D A C |o

Universitat de Barcelona JOSEP FINESTRES

UNIVERSITAT DE BARCELONA

Comiteé d’Etica i Investigacié Clinica

SILVIA

SANCHEZ GONZALEZ Secretario/a del CEIC HOSPITAL

ODONTOLOGIC UNIVERSITAT DE BARCELONA

CERTIFICA

Que este Comité ha evaluado la propuesta del promotor del estudio:

CODIGO: 2014-05 NUMERO EUDRACT:

VERSION: 22 fecha: 26 de febrero de 2014.

TiTULO: Colonizacién imicrobiana de superficies de implantes.
Identificacién bacteriana a través de pirosecuenciacioén.

PROMOTOR: Dr. Eduard \;almaseda

considera que:

El estudio se pl,lantea siguiendo los requisitos del Real Decreto
223/2004, de 6 de febrero y las normas que lo desarrollan, y su
realizacion es pertinente.

Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en
relacion con los objetivos del estudio y estan justificados los riesgos y
molestias previsibles para el sujeto, teniendo en cuenta los beneficios
esperados.

Son adecuados tanto el procedimiento para obtener el consentimiento
informado como Ia compensacion prevista para los sujetos por dafios
que pudieran denvarse de su participacién en el estudio.

La capacidad del mvestlgador y sus colaboradores, y las instalaciones
y medios dlsponlbles tal y como ha sido informado, son apropiados
para llevar a cabo'el estudio.

Este CEIC habiendo tenido en cuenta las respuestas a las aclaraciones
solicitadas al promotor resuelve AUTORIZAR que dicho estudio sea realizado en
los centros siguientes por los investigadores principales que se relacionan a
continuacion

@ .

Universitat

de Barcelona
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Hospital | |
+8 Odontologic —
Universitat de Barcelona JOSEP FINESTRES

UNIVERSITAT DE BARCELONA

|
Comité d’Etica i Investigacio Clinica

Centro: Hospital Odontolégfc Universitat de Barcelona

Investigadores principales: Dr. Eduardo Valmaseda y Dr. Rui Figueiredo

Que el Comité tanto en su composicion como en los PNT cumple con las normas
de BPC (CPMP/ICH/135/95) y con el Real Decreto 223/2004, y su composicion
actual es la siguiente:

Presidente:
- M2 EULALIA PLANAS DOMINGO

Secretario:
- SILVIA SANCHEZ GONZALEZ

Vocales:

- JORDI ALBELLA RUBIO

- DAVID BAGAN PEIRO

- MARINA BALANZO JOUE

- LEONARDO BERINI AYTES

- ENRIC GIRALT DE VECIANA

- JOSE LOPEZ LOPEZ

- JORDI MARTINEZ GOMIS

- VIRGINIA NOVEL MARTI

- JOSEP MARIA RAMON TORRELL
- OLGA SERRA ESCARP

- ISABEL MORENO PULIDO

- YOLANDA PUIGGROS JIMENEZ DE ANTA

Como queda reflejado en el Acta de 28 de enero de 2014

7

Lo que firmo en L’Hospitalet de Llobregat, a 18 de diciembre
de 2014

SILVIA SANCHEZ GONZALEZ

~ Secretaria del CEIC ogi
ecretaria de Hospital Odontologic

Universitat de Barcelona

tat
de Barcelona ( : E | ( :
‘ . L . L]

Comite d’gtica d’investigacid clinica
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Resolucion del Comité de Etica del estudio Il

q Hospital
.\" Odontol(‘)gic F U N J C | a
Universitat de Barcelona ;’, Résgfnﬁ Ll::l E#S,’KTCHRENS;\

Comité d'Etica i Investigacié Clinica

SILVIA

SANCHEZ GONZALEZ, Secretariofa del CEIC HOSPITAL

ODONTOLOGIC UNIVERSITAT DE BARCELONA

CERTIFICA

Que este Comité ha evaluado la propuesta del promotor del estudio:

CODIGO: 2014-2¢ NUMERO EUDRACT:

VERSION: . 32 versid 20 abril de 2015

TITULO: Estudio prelimiinar sobre la distribucién y cantidad de biofilm
sobre la superficie de implantes.

PROMOTOR: Laboratorios Dentaid

Y considera que:

El estudio se plantea siguiendo los requisitos del Real Decreto
2232004, de 6 de febrera y las normas que lo desamollan, y su
realizacion es pertinente.

Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en
relacion con los objetivos del estudio y estan justificados los riesgos y
molestias previsibles para el sujeto, teniendo en cuenta los beneficios

esperados.

Son adecuades tanto el procedimiento para obtener el consentimiento
informado como {a compensacién prevista para los sujetos por dafios
que pudieran derivarse de su participacion en el estudio.

La capacidad del investigadar y sus colaboradores, y las instalaciones
y medias disponibles, tal y como ha sido infoermado, son apropiados
para llevar a cabo el estudio.

Este CEIC como comité de referencia y, habiendo tenido en cuenta las
respuestas a las aclaraciones solicitadas al promotor,resuelve AUTORIZAR que
dicho estudio sea realizado en los centros siguientes por los investigadores
principales que se relacionan a continuacion:

O ==

Universitae
d¢ Durcelona
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Hospital

3 Odontologic _E'__'_l;‘_ i DA e :J
Universitatde Barcelona g 8\{5&&;&[25%2353

Comite d'Etica i Investigacié Clinica

Centro: Hospital Odontologic Universitat de Barcelona

Investigadores principales: Drs. Eduard Valmaseda y Rui Figueiredo

Que el Comité tanto en su composicién como en los PNT cumple con las normas
de BPC (CPMP/ICH/135/95) y con el Real Decreto 223/2004, y su composicion
actual es la siguiente:

Presidente:
- LEONARDO BERINI AYTES

Secretario:
- SILVIA SANCHEZ GONZALEZ

Yocales:

JORDI ALBELLA RUBIO

DAVID BAGAN PEIRO

MARINA BALANZO JOUE

ENRIC GIRALT DE VECIANA
JOSE LOPEZ LOPEZ

JORDI MARTINEZ GOMIS
VIRGINIA NOVEL MARTI

JOSEP MARIA RAMON TORRELL
OLGA SERRA ESCARP

ISABEL MORENO PULIDO
YOLANDA PUIGGROS JIMENEZ DE ANTA
PILAR HEREU BOHER

& M1 &R A 20

Como queda reflejado en el Acta 4/2015

Lo que firmo en L’Hospitalst de Llobregat, a 08 de maye de

G b s due

SILVIA SANCHEZ GONZALEZ

2015

@)tz

Ungsvesiiar
de Uarceloma
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Permiso de la editorial estudio |

JOHN WILEY AND SONS LICENSE
TERMS AND CONDITIONS

Apr 10, 2019

This Agreement between Ms. Berta Cortés-Acha ("You") and John Wiley and Sons ("John
Wiley and Sons") consists of your license details and the terms and conditions provided by
John Wiley and Sons and Copyright Clearance Center.

License Number
License date

Licensed Content Publisher

Licensed Content Publication

Licensed Content Title

Licensed Content Author
Licensed Content Date
Licensed Content Volume
Licensed Content Issue
Licensed Content Pages
Type of use

Requestor type

Format

Portion

Will you be translating?

Title of your thesis /
dissertation

Expected completion date

Expected size (number of
pages)

Requestor Location

Publisher Tax ID
Total

Terms and Conditions

4557060487670

Mar 27, 2019

John Wiley and Sons

JOURNAL OF PERIODONTOLOGY

Microbiota Analysis of Biofilms on Experimental Abutments
Mimicking Dental Implants: An In Vivo Model

Berta Cortés-Acha, Rui Figueiredo, Ramén Seminago, et al
Oct 1, 2017

88

10

15

Dissertation/Thesis

Author of this Wiley article

Print and electronic

Full article

No

Caracteristicas del biofilm oral formado sobre implantes dentales

Jul 2019
126

Ms. Berta Cortés-Acha
C/Aoiz n°7-6°A

Pamplona, Navarra 31004
Spain

Attn: Ms. Berta Cortés-Acha
EU826007151

0.00 EUR

TERMSAND CONDITIONS

This copyrighted material is owned by or exclusively licensed to John Wiley & Sons, Inc. or
one of its group companies (each a'Wiley Company") or handled on behalf of a society with
which aWiley Company has exclusive publishing rightsin relation to a particular work
(collectively "WILEY"). By clicking "accept" in connection with completing this licensing
transaction, you agree that the following terms and conditions apply to this transaction
(along with the billing and payment terms and conditions established by the Copyright
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Clearance Center Inc., ("CCC's Billing and Payment terms and conditions"), at the time that
you opened your RightsLink account (these are available at any time at

Terms and Conditions

o The materials you have requested permission to reproduce or reuse (the "Wiley
Materials") are protected by copyright.

e You are hereby granted a personal, non-exclusive, non-sub licensable (on a stand-
alone basis), non-transferable, worldwide, limited license to reproduce the Wiley

CONTENT (PDF or imagefile) purchased as part of your order, isfor aone-time
use only and limited to any maximum distribution number specified in the license. The
first instance of republication or reuse granted by this license must be completed
within two years of the date of the grant of this license (although copies prepared
before the end date may be distributed thereafter). The Wiley Materials shall not be
used in any other manner or for any other purpose, beyond what is granted in the
license. Permission is granted subject to an appropriate acknowledgement given to the
author, title of the material/book/journal and the publisher. You shall also duplicate the
copyright notice that appears in the Wiley publication in your use of the Wiley
Material. Permission is aso granted on the understanding that nowhere in the text isa
previously published source acknowledged for al or part of this Wiley Material. Any
third party content is expressly excluded from this permission.

o With respect to the Wiley Materials, all rights are reserved. Except as expressly
granted by the terms of the license, no part of the Wiley Materials may be copied,
modified, adapted (except for minor reformatting required by the new Publication),
trandated, reproduced, transferred or distributed, in any form or by any means, and no
derivative works may be made based on the Wiley Materials without the prior
permission of the respective copyright owner.For STM Signatory Publishers
clearing permission under the terms of the STM Per missions Guidelines only, the
terms of thelicense are extended to include subsequent editions and for editions
in other languages, provided such editionsare for thework asawholein situ and
does not involve the separ ate exploitation of the per mitted figures or extracts,
You may not alter, remove or suppressin any manner any copyright, trademark or
other notices displayed by the Wiley Materials. You may not license, rent, sell, loan,
lease, pledge, offer as security, transfer or assign the Wiley Materials on a stand-alone
basis, or any of the rights granted to you hereunder to any other person.

o The Wiley Materials and all of the intellectual property rights therein shall at all times
remain the exclusive property of John Wiley & Sons Inc, the Wiley Companies, or
their respective licensors, and your interest therein is only that of having possession of
and the right to reproduce the Wiley Materials pursuant to Section 2 herein during the
continuance of this Agreement. You agree that you own no right, title or interest in or
to the Wiley Materials or any of the intellectual property rights therein. You shall have
no rights hereunder other than the license as provided for above in Section 2. No right,
license or interest to any trademark, trade name, service mark or other branding
("Marks") of WILEY or itslicensors is granted hereunder, and you agree that you
shall not assert any such right, license or interest with respect thereto

e NEITHERWILEY NOR ITSLICENSORS MAKESANY WARRANTY OR
REPRESENTATION OF ANY KIND TO YOU OR ANY THIRD PARTY,
EXPRESS, IMPLIED OR STATUTORY, WITH RESPECT TO THE MATERIALS
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OR THE ACCURACY OF ANY INFORMATION CONTAINED IN THE
MATERIALS, INCLUDING, WITHOUT LIMITATION, ANY IMPLIED
WARRANTY OF MERCHANTABILITY, ACCURACY, SATISFACTORY
QUALITY, FITNESS FOR A PARTICULAR PURPOSE, USABILITY,
INTEGRATION OR NON-INFRINGEMENT AND ALL SUCH WARRANTIES
ARE HEREBY EXCLUDED BY WILEY AND ITS LICENSORS AND WAIVED
BY YOU.

WILEY shall have the right to terminate this Agreement immediately upon breach of
this Agreement by you.

You shall indemnify, defend and hold harmless WILEY, its Licensors and their
respective directors, officers, agents and employees, from and against any actual or
threatened claims, demands, causes of action or proceedings arising from any breach
of this Agreement by you.

IN NO EVENT SHALL WILEY ORITSLICENSORSBE LIABLE TO YOU OR
ANY OTHER PARTY OR ANY OTHER PERSON OR ENTITY FOR ANY
SPECIAL, CONSEQUENTIAL, INCIDENTAL, INDIRECT, EXEMPLARY OR
PUNITIVE DAMAGES, HOWEVER CAUSED, ARISING OUT OF OR IN
CONNECTION WITH THE DOWNLOADING, PROVISIONING, VIEWING OR
USE OF THE MATERIALS REGARDLESS OF THE FORM OF ACTION,
WHETHER FOR BREACH OF CONTRACT, BREACH OF WARRANTY, TORT,
NEGLIGENCE, INFRINGEMENT OR OTHERWISE (INCLUDING, WITHOUT
LIMITATION, DAMAGES BASED ON LOSS OF PROFITS, DATA, FILES, USE,
BUSINESS OPPORTUNITY OR CLAIMS OF THIRD PARTIES), AND WHETHER
ORNOT THE PARTY HAS BEEN ADVISED OF THE POSSIBILITY OF SUCH
DAMAGES. THISLIMITATION SHALL APPLY NOTWITHSTANDING ANY
FAILURE OF ESSENTIAL PURPOSE OF ANY LIMITED REMEDY PROVIDED
HEREIN.

Should any provision of this Agreement be held by a court of competent jurisdiction
to beillegal, invalid, or unenforceable, that provision shall be deemed amended to
achieve as nearly as possible the same economic effect as the origina provision, and
the legdlity, validity and enforceability of the remaining provisions of this Agreement
shall not be affected or impaired thereby.

The failure of either party to enforce any term or condition of this Agreement shall not
constitute awaiver of either party's right to enforce each and every term and condition
of this Agreement. No breach under this agreement shall be deemed waived or
excused by either party unless such waiver or consent isin writing signed by the party
granting such waiver or consent. The waiver by or consent of a party to a breach of
any provision of this Agreement shall not operate or be construed as awaiver of or
consent to any other or subsequent breach by such other party.

This Agreement may not be assigned (including by operation of law or otherwise) by
you without WILEY''s prior written consent.

Any fee required for this permission shall be non-refundable after thirty (30) days
from receipt by the CCC.

These terms and conditions together with CCC's Billing and Payment terms and
conditions (which are incorporated herein) form the entire agreement between you and
WILEY concerning this licensing transaction and (in the absence of fraud) supersedes
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all prior agreements and representations of the parties, oral or written. This Agreement
may not be amended except in writing signed by both parties. This Agreement shall be
binding upon and inure to the benefit of the parties' successors, legal representatives,
and authorized assigns.

e Intheevent of any conflict between your obligations established by these terms and
conditions and those established by CCC's Billing and Payment terms and conditions,
these terms and conditions shall prevail.

o WILEY expressly reservesdll rights not specifically granted in the combination of (i)
the license details provided by you and accepted in the course of thislicensing
transaction, (ii) these terms and conditions and (iii) CCC's Billing and Payment terms
and conditions.

e This Agreement will be void if the Type of Use, Format, Circulation, or Requestor
Type was misrepresented during the licensing process.

e This Agreement shall be governed by and construed in accordance with the laws of
the State of New York, USA, without regards to such state's conflict of law rules. Any
legal action, suit or proceeding arising out of or relating to these Terms and Conditions
or the breach thereof shall be instituted in a court of competent jurisdiction in New
York County in the State of New York in the United States of America and each party
hereby consents and submits to the personal jurisdiction of such court, waives any
objection to venue in such court and consents to service of process by registered or
certified mail, return receipt requested, at the last known address of such party.

WILEY OPEN ACCESSTERMSAND CONDITIONS

Wiley Publishes Open Access Articlesin fully Open Access Journals and in Subscription
journals offering Online Open. Although most of the fully Open Access journals publish
open access articles under the terms of the Creative Commons Attribution (CC BY) License
only, the subscription journals and a few of the Open Access Journals offer a choice of
Creative Commons Licenses. The license typeis clearly identified on the article.

The Creative Commons Attribution License

The Creative Commons Attribution License (CC-BY) allows users to copy, distribute and
transmit an article, adapt the article and make commercia use of the article. The CC-BY
license permits commercial and non-

Creative Commons Attribution Non-Commercial License

The Creative Commons Attribution Non-Commercial (CC-BY-NC)License permits use,
distribution and reproduction in any medium, provided the original work is properly cited
and is not used for commercial purposes.(see below)

Creative Commons Attribution-Non-Commercial-NoDerivs License

The Creative Commons Attribution Non-Commercial-NoDerivs License (CC-BY-NC-ND)
permits use, distribution and reproduction in any medium, provided the origina work is
properly cited, is not used for commercia purposes and no modifications or adaptations are
made. (see below)

Use by commercial " for-profit" organizations

Use of Wiley Open Access articles for commercial, promotional, or marketing purposes
requires further explicit permission from Wiley and will be subject to afee.

Further details can be found on Wiley Online Library

http://olabout.wiley.com/Wiley CDA/Section/id-410895.html

Other Termsand Conditions:

v1.10 Last updated September 2015

Questions? customercare@copyright.com or +1-855-239-3415 (toll free in the US) or
+1-978-646-2777.
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Aceptacion de publicacion del estudio lI

De: medoral.es <medoral@medoral.es>

Data: 6 de maio de 2019 20:28:30 GMT+2

Para: <ruipfigueiredo@hotmail.com>

Assunto: MedOral_Ref.22868_Date. 2019-05-06_Accept

Med Oral Patol Oral Cir Bucal
ISI Journal Citation Reports® Ranking: 2017: 41/91 (Q2) Dentistry, Oral Surgery &
Medicine, JCR Impact Factor: 1.671

2019-05-06

Reference: 22868
Title: Development and viability of biofilms grown on experimental abutments
mimicking dental implants: an in vivo model.

Dr. Rui Figueiredo

Email: ruipfigueiredo@hotmail.com
Password: IvOugez3
www.medoral.es

Dear Dr,
Thank you for submitting your article for our consideration.

Your above referenced article with the following authors: Berta Cortés-Acha,Rui
Figueiredo,Vanessa Blanc,Agnes Soler-Ollé,Ruben Ledn,Eduard Valmaseda-
Castelldn , has been evaluated by the reviewers. We are happy to inform you that
they have recommended accepting the manuscript for publication in Medicina
Oral Patologia Oral Cirugia Bucal.

We follow acceptance by date-order to establish the final publication of a
manuscript.

Please complete the Copyright Transfer Agreement form available at
http://www.medicinaoral.com/copyright.htm and the CONFLICT OF INTEREST

requirement available at http://www.medicinaoral.com/conflict_ med.htm

They should be submitted to the Production Editor (email:
secretariad@medicinaoral.com). Please note that your paper cannot be
published until we have received your signed Copyright Transfer Agreement and
the conflict of interest.

We will publish the article according to the reviewers exact recommendations.
We will only make minor changes, for example, any spelling mistakes, e.t.c.

This article will be first published in the AHEAD OF PRINT [AOP] version in
PUBMED MEDLINE. Then, after some months, we will publish your article with full
reference of the year, volume and page.

We very much appreciate your interest in our publication.

Yours sincerely.

Professor Jose V. Bagan

Editor Med Oral Patol Oral Cir Bucal

Indexed in: SCI-JCR, INDEX MEDICUS, MEDLINE, PUBMED, EMCARE, EMBASE,
SCOPUS, IME
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Formulario de recogida de datos

- N° Historia:
- Sexo: - Edad:
- Patologias Sistémicas:
- Medicacion actual:
- Habito tabaquico: cig/dia
- Tipo de edentulismo (por arcada):
Parcial Total
- Estado Periodondal:
Sano Enfermo

.Profundidad, Recesidn, Sangrado al Sondaje y Supuracion:

VESTIBULAR
1]
1]
T
[0
[T
o=
1
| |
il 1l
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- Biotipo gingival:
- Datos del Implante:

Fecha Diametro | Posicion | Distancia | Encia Protesis | PP1 | PSBI | Supuracion
colocacioén | X con queratinizada
Longitud adyacentes
Profundidad de Pérdida 6sea
sondaje

- Distancia: Diente (D), Implante (I), x mm por mesial/x mm por distal
- E. queratinizada: Ausencia (A), Presencia (P) y cantidad en mm
- Tipo de protesis: Unitario (U), Puente (Pt)
- PPI: Medicidn indice placa periimplantario Mombelli:
Pasar la sonda periodontal por el margen gingival (sin sondar)
0.- No es posible detectar placa bacteriana
1.- Placa detectable al pasar sonda por la parte lisa del implante
2.- Placa visible a la inspeccién ocular
3.- Gran acumulo de depdsitos blancos sobre el implante
PSBI: Medicion indice sangrado periimplantario Mombelli:
Pasar la sonda por el margen gingival (sin sondar)
0.- No hay hemorragia
1.- Visibles puntos aislados de hemorragia
2.- Hemorragia confluye a lo largo de todo el margen
3.- Hemorragia interna
- Profundidad de sondaje (mayor profundidad obtenida):
- Pérdida 6sea: mediante radiografia periapical digital con paralelizador
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Permiso de reproduccion de la Figura 2 del articulo de Lafaurie y cols.
2017 (222)
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RightsLink Printable License

JOHN WILEY AND SONS LICENSE
TERMS AND CONDITIONS

Apr 15, 2019

This Agreement between Ms. Berta Cortés-Acha ("You") and John Wiley and Sons (*John
Wiley and Sons") consists of your license details and the terms and conditions provided by
John Wiley and Sons and Copyright Clearance Center.

License Number

License date

Licensed Content Publisher
Licensed Content Publication

Licensed Content Title

Licensed Content Author
Licensed Content Date
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Licensed Content Issue
Licensed Content Pages
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number(s)
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Title of your thesis / dissertation
Expected completion date

Expected size (number of
pages)

Requestor Location

Publisher Tax ID
Total

Terms and Conditions

4570101069311

Apr 15, 2019

John Wiley and Sons

JOURNAL OF PERIODONTOLOGY

Microbiome and Microbial Biofilm Profiles of Peri-Implantitis: A Systematic
Review

Gloria Inés Lafaurie, Maria Alejandra Sabogal, Diana Marcela Castillo, et al
Oct 1, 2017
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Dissertation/Thesis
University/Academic
Print and electronic
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0.00 USD
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Permiso de reproduccién de la Figura 1 del articulo de Biirgers y cols.
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RightsLink Printable License

JOHN WILEY AND SONS LICENSE
TERMS AND CONDITIONS
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This Agreement between Ms. Berta Cortés-Acha ("You") and John Wiley and Sons (" John
Wiley and Sons") consists of your license details and the terms and conditions provided by
John Wiley and Sons and Copyright Clearance Center.

License Number

License date

Licensed Content Publisher
Licensed Content Publication
Licensed Content Title
Licensed Content Author
Licensed Content Date
Licensed Content Volume
Licensed Content Issue
Licensed Content Pages
Type of use
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Apr 15, 2019

John Wiley and Sons

Clinical Oral Implants Research

In vivo and in vitro biofilm formation on two different titanium implant surfaces
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Jan 11, 2010
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