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INTRODUCCION / ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS \

La predictibilidad en la rehabilitacion de pacientes edéntulos parciales o totales
tratados con implantes dentales oseointegrados ha sido confirmada cientificamente
como una modalidad de tratamiento en la tiltima mitad del siglo pasado (1, 2, 3).

La capacidad del titanio para desarrollar un firme anclaje en el hueso sin interposicién
de tejido blando ha permitido asegurar la estabilidad y longevidad de los implantes
destinados a retener elementos dentarios artificiales con respecto a otros materiales
utilizados con la misma finalidad (1, 2).

También se ha podido comprobar una intima relacién entre el hueso vivo y la
superficie del titanio, responsable del alto nivel de éxito que es posible alcanzar en
nuestros tiempos (4, 5).

Para comprender el proceso de oseointegraciéon como una respuesta del tejido dseo
frente al efecto de implantes de titanio, consideramos pertinente presentar algunos
aspectos elementales de la estructura del aparato de sostén de los elementos dentarios
fundamentalmente los componentes del tejido 6seo. El periodonto normal es una
estructura compleja que incluye componentes morfologicos basicos que son encia,
ligamento periodontal, hueso alveolar y cemento los cuales en conjunto relacionan los
dientes con los huesos maxilares. Se trata de una estructura dindmica, que en estado
de salud esta sujeta a un ciclo estrictamente controlado de sintesis y degradacion. Este
delicado balance del “turnover” es permanentemente desafiado por la acumulacion de
bacterias en la superficie dentaria que en exceso pueden desencadenar una reaccion
inflamatoria como respuesta defensiva. Esta situacion puede superar la homeostasis

dentro del periodonto conduciendo primero a una gingivitis y luego a una
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periodontitis. En estas formas de enfermedad periodontal ocurre una degradacion de
las proteinas de los tejidos conectivos, tanto del ligamento periodontal como del
hueso alveolar, que puede ser considerada como el resultado de una proteolisis local
descontrolada (6).

Ademas de los conceptos mencionados, complicaciones tales como la pérdida
progresiva de hueso alrededor de implantes dentales en funcionamiento ponen en
riesgo el prondstico a largo plazo de los implantes y protesis implanto-soportadas.
Esta pérdida 6sea comienza en la porcion coronal del implante mientras la porcién
apical mantiene el contacto implante-hueso, es decir que desde el punto de vista
clinico el implante no tiene movilidad hasta que la pérdida 6sea no involucra la
superficie completa del implante. Varios estudios (7, 8, 9) han demostrado que los
tejidos que rodean tanto a los elementos dentarios como a los implantes tienen
muchas caracteristicas en comun, en particular en lo referente a la respuesta de estos
tejidos en lesiones asociadas a placa bacteriana. Existen evidencias clinicas y
radiograficas de que la destruccion tisular al avanzar apicalmente compromete el
futuro de las fijaciones *'°. Esta reaccién inflamatoria con pérdida del hueso de
soporte en los tejidos que rodean a un implante en actividad es lo que Albrektsson e
Isidor han definido en 1994 como peri-implantitis (10).

La microbiota asociada con implantes dentales fracasados es similar a la flora
cominmente asociada con dientes afectados periodontalmente tal como lo refieren
Rams y colaboradores en 1984 y Mombelli y colaboradores en 1987 y ademas la
principal causa de la peri-implantitis es la placa dental (11, 12, 13).

Los microorganismos Gram-negativos constituyen un alto porcentaje de la flora en

periodontitis y peri- implantitis (12). Los mecanismos de virulencia de los
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microorganismos pueden ser directos o indirectos. Dentro de los directos tenemos el
dafio de los tejidos, la invasion y la evasion o alteracién de la respuesta del huesped.
El dafio tisular es producido por endotoxinas que inician el proceso inflamatorio
mediante la activacién del sistema de complemento por la via alternativa, de los
macrofagos, y del factor XII de Hagemann.

Por otro lado, las vesiculas superficiales descritas en Porphiromona gingivalis y
Actinobacillus actinomycetemcomitans transportan factores de virulencia a distancia.
También debemos tener en cuenta la presencia de exoenzimas, metabolitos téxicos y
otros componentes citotoxicos (11,14). En lo referido a las exoenzimas
probablemente sea Porphiromona gingivalis la bacteria que produce mayor cantidad
de enzimas y sea la de mayor interés por su accion bioldgica en el campo periodontal.
Esta especie sintetiza gingivopainas que destruyen el colageno del ligamento
periodontal. Ademads, estas proteasas liticas activan precursores inactivos de
metaloproteasas con la consiguiente destruccion tisular.

Porphiromona gingivalis junto a otras especies bacterianas elaboran ademas enzimas
que agreden los tejidos como hialuronidasa, fosfatasa alcalina, condroitinsulfatasa,
etc. o inactivan al macroglobulina y a1 antitripsina (14,15).

Los metabolitos toxicos son producidos por un gran numero de bacterias
periodontopatogenas que elaboran y excretan productos como: acido butirico y
propidnico, indol, aminas, amoniaco y acido sulfidrico. Fusobacterium nucleatum es
la especie periodontal que produce mas cantidad de acido butirico y componentes
volatiles del azufre. Acinobacillus actinomycetemcomitans y Capnacytophaga spp.
son bacterias, que al menos “in vitro”, inhiben la proliferacion de fibroblastos y por

lo tanto la sintesis de colageno y la reparacion tisular (15,16).
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Otro mecanismo directo de virulencia es la invasidn, Actinobacillus
actinomicetemcomitans posee un mecanismo invasivo muy similar a otros patogenos
intracelulares, donde tras el contacto con las células produce el borramiento de las
microvellosidades y la formacion de un “crater” en su superficie (11, 15, 16, 17). La
actina se reordena en el lugar de entrada, se termina construyendo una vacuola
intracitoplasmatica que se rompe con los microorganismos dentro los cuales, se
multiplican, polimerizan la actina que se dispone en un extremo y propulsa las
bacterias a través de los microtibulos hasta la membrana plasmatica y ésta protusiona
contactando con la de otras células asi como por procesos de fusion y fision de
membranas las invaden posteriormente.

Finalmente el tercer modo directo de virulencia son los mecanismos bacterianos de
evasion inmune como por ejemplo la destruccion de los polimorfonucleares por
leucotoxinas (algunas cepas de A. actinomycetemcomitans producen este tipo de
exotoxina), la  inhibicibn  quimiotictica de  polimorfonucleares (4.
acinomycetemcomitans, F. nucleatum y Capnacitophaga spp.), la activacion de
linfocitos T supresores y policlonal de linfocitos B (4. actinomycetemcomitans). Esto
determina un déficit en la produccion de anticuerpos, o que éstos, produzcan
situaciones biologicas indeseables como por ejemplo formacién de inmunocomplejos
y fijacion al complemento que sufrira asi una hiperactivacion.

También se puede producir la inhibicioén de la proliferacion de linfocitos B con déficit
en la produccién de anticuerpos (P. melaninogénico y Prevotella spp.).

Ademas podemos mencionar la accion toxica sobre monocitos y linfocitos por accion
de algunas especies bacterianas. Otros mecanismos que modifican el proceso de

evasion son: disminucion de la actividad de los radicales de oxigeno en las células
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fagociticas por superoxido dismutosa (4. actinomycetemcomitans y P. gingivalis),
inhibicion de la desgranulacion lisosémica , y la uniéon a la inmunoglubulina por su
porcion Fc bloqueando la fagocitosis dependiente de opsininas (4.
actinomycetemcomitans ) (14, 15, 16) .

La virulencia bacteriana también puede actuar por mecanismos indirectos,”aspecto”
relacionado a la capacidad de los antigenos y bacterias de inducir un proceso
inflamatorio, en donde el microorganismo gatilla una respuesta inmunolégica y ésta
es la que produce el dafio tisular. La hipersensibilidad basicamente conduce a la
inflamacion, dafio tisular y reabsorcion 6sea (14).

Una suposicion valida es que en estas circunstancias la superficie de un implante
expuesta a los patégenos periodontales podria actuar como inhibidor de la reparacion
(18, 19,20). La regeneracion del hueso perdido por enfermedad periodontal requiere
de un proceso coordinado y simultineo de los tejidos periodontales en un medio
ambiente con actividad inflamatoria. En el caso de la instalacion de implantes
dentales la integracion del hueso formado “de novo” a la superficie del implante
introduce una situacién diferente relacionada con las caracteristicas fisicoquimicas de
la superficie del implante (21).

Asi como una periodontitis no tratada puede llevar a la pérdida de dientes naturales,
un proceso patolégico como la peri-implantitis puede conducir a la pérdida de
implantes dentales. Existen datos cientificos que sefialan a la placa bacteriana como
el factor etiolégico primario en la pérdida de dientes € implantes (17, 22). Tal como
se ha demostrado en la periodontitis alrededor de dientes naturales, hallazgos clinicos
alrededor de implantes fracasados muestran una marcada inflamacion gingival,

profundidad de bolsa y pérdida 6sea progresiva (22). Clinicamente el método
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probado y de eleccién para cubrir las superficies implantarias expuestas es la
regeneracion Osea guiada cuyo éxito depende tanto de la caracteristica superficial del
implante como de su desinfeccion (23, 24).

Para lograr resultados exitosos mediante técnicas regenerativas es critico remover
contaminantes y bacterias asociadas a la superficie expuesta del implante a fluidos
corporales, tejidos blandos adyacentes y saliva que facilitan la adherencia bacteriana
(25). Diversas técnicas de tratamiento se han propuesto en la clinica implantaria. En
1992 Lehmann y colaboradores presentaron la aplicacion de regeneracion Osea
guiada combinada con la desinfeccion de la superficie implantaria en un paciente con
peri-implantitis(26). Los implantes pudieron ser recuperados y utilizados para retener
un puente fijo sobre implantes gracias a la desinfeccion con clorhexidine de la
superficie implantaria, utilizacion de una membrana de e-PTFE (poly-tetra-fluor
etileno) y terapia antibidtica. En el mismo afio Lindhe y colaboradores  mediante la
utilizacion de un modelo experimental en perros beagle colocaron ligaduras de
algodén subgingivalmente para desarrollar la formacién de placa bacteriana en
implantes y dientes (8). Esta situacion experimental indujo peri-implantitis y
periodontitis por contaminacion de las superficies implantarias desarrollando
defectos estructurales en el tejido éseol. Otros autores (27) utilizaron el mismo
modelo experimental para recuperar los implantes con pérdida 6sea por medio de
regeneracion 6sea guiada pero sin tener en cuenta la desinfeccion de las superficies
implantarias. Estos autores concluyeron que para el tratamiento de la peri-implantitis
la regeneracion Osea guiada no resulta un procedimiento terapéutico predecible para
mejorar los parametros clinicos o regenerar nuevo hueso alrededor de implantes

afectados con peri-implantitis. Jovanovic y colaboradores llegaron un poco mas
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lejos aplicando en el mismo modelo regeneracion 6sea guiada con membranas de e-
PTFE acompaifiada con un tratamiento desinfectante con aire polvo abrasivo y la
aplicacion de acido citrico. Los examenes histologicos postoperatorios demostraron
formacion 6sea y en algunas zonas previamente contaminadas de la superficie del
implante se observd oseointegracion. Los autores concluyeron que la peri-implantitis
podria ser tratada con éxito (28, 29). En 1995 Mellonig y colaboradores lograron
rellenar defectos 6seos en seres humanos desinfectando las superficies implantarias
con tetraciclina y rellenando los mismos con una combinacion de hidroxiapatita y
tetraciclina protegido con una membrana de e-PTFE (30). Ericsson y colaboradores
en 1996 estudiaron la re-oseointegracion en defectos 6seos inducidos mediante
ligadura después del curetaje y limpieza de la superficie de los implantes con
delmopinol. Estos autores encontraron que en esa situacion experimental no se
producia re-oseointegracion (31). En 1997 Hiirzeler y colaboradores realizaron una
evaluacion histologica del tratamiento de la peri-implantitis provocada por ligaduras
infragingivales en perros beagle usando regeneracion osea guiada y diferentes tipos
de injertos Oseos. Las superficies implantarias fueron tratadas con eyeccién de
sistema aire polvo abrasivo. Los animales fueron medicados en forma sistémica con
antibiéticoterapia. Los resultados revelaron una significativa oseointegracion (32).

En 1999 Persson y colaboradores (33) instalaron implantes de titanio en los sitios de
premolares previamente extraidos en perros beagle e indujeron peri-implantitis a los
fines de estudiar el efecto desinfectante del tratamiento local con piedra pémez y la
administracién de antibidticos por via general o sistémica. Los estudios histologicos
mostraron resolucion del cuadro inflamatorio y nueva formaciéon de hueso en los

defectos previos al tratamiento antimicrobiano y terapia local. La cantidad de re-

Alejandro Jorge Filsinger 9



Contribucién al estudio de la respuesta dsea por efectode la... ... ..

oseointegracion fue reducida presentado una capsula de tejido conectivo denso. Esta
capsula de entre 50 pm y 200 pm de ancho se observo consistentemente libre de
células inflamatorias y rica de fibras colagenas paralelas a la superficie implantaria y
separando el implante del hueso neoformado.

Wetzel y colaboradores en 1999 en un estudio experimental en perros beagle
analizaron la re-oseointegracion frente a implantes de titanio con diferentes
tratamientos superficiales, colocados en sitios donde se indujo peri-implantitis
mediante ligaduras. Ellos utilizaron regeneracion ésea guiada, clorhexidine como
desinfectante superficial y antibidticos por via general.

Los resultados histolégicos demostraron una vez mas que los defectos 6seos peri-
implantarios pueden ser rellenados con hueso, cuando la infeccion es controlada a
través de una efectiva terapia antibacteriana. Sin embargo resulto dificil conseguir re-
oseointegracion (34).

La influencia de la limpieza abrasiva sobre las caracteristicas superficiales de los
implantes y su relacion con la reingenieria 6sea no ha sido estudiada
exhaustivamente. En 1994 Dennison y colaboradores estudiaron diferentes técnicas
de limpieza en superficies de diversos tipos de implantes contaminados con
endotoxina radioactiva y concluyeron que el sistema de aire abrasivo fue el mas
efectivo, mientras que la clorhexidina fue el de menor eficacia. Ellos proponen que
los implantes maquinados son desinfectados méas facilmente que los de titanio con
spray de plasma y los revestidos con hidroxiapatita (35). Sin embargo, algunos
analisis de la composicién quimica de la superficie de los implantes no fueron
considerados (36). Parham y colaboradores en 1989 en un estudio “in vitro”

compararon la adhesion de fibroblastos a superficies implantarias tratadas con spray

Alejandro Jorge Filsinger 10



Contribucion al estudio de la respuesta dsea por efectode la... ... ..

de plasma y con sistema abrasivo y encontraron diferencias en el comportamiento
celular. Estos autores observaron algunos cambios en la topografia superficial pero no
analizaron la composicion elemental en las superficies de ambos grupos (37).
Recientemente, el tratamiento con radiaciones laser ha sido considerado como
desinfectante de las superficies implantarias (38).

En contraste con las técnicas abrasivas otros grupos de investigacion (39, 36) han
trabajado sobre la aplicacion del laser CO2 en un protocolo de desinfeccion de la
superficie implantaria. Se postula que la emision laser liberaria energia a la superficie
del implante evitando posibles alteraciones superficiales o contaminaciones
metalograficas. Los procedimientos con laser son potencialmente peligrosos porque
elevan la temperatura de la interfase hueso-implante sobre los 50°C (38) lo cual
puede determinar una pérdida mayor ain de la oseointagracion (5, 40). Si bien ésta
técnica podria resultar en el futuro una alternativa fiable en la actualidad su
accesibilidad y costos restringen su uso, mas atin si consideramos otras posibilidades
de tratamiento de la superficie implantaria contaminada (39, 36).

Se conoce que la infeccion bacteriana es uno de los principales factores etiologicos
asociados a la reabsorcion Osea peri-implantaria (1, 41, 42, 43). Si la microflora es
similar en los dientes naturales enfermos tanto como en implantes (12, 17, 44) y las
reacciones de los tejidos de soporte a la placa dental en dientes e implantes son
semejantes, se podria inferir que el tratamiento y la reparacién serdn similares
después que el diente o implante es desinfectado y liberado de las endotoxinas. En tal
sentido la esterilizacion y la limpieza de la superficie implantaria de titanio

contaminada puede ser un factor critico a la hora de pretender re-establecer la salud
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o convivencia de la interface implante-tejido 6seo después de una infeccion peri-
implantaria (26, 29, 45, 46).

No se han descrito modelos que permitan estudiar el efecto de diferentes
contaminantes sin la incidencia de otros factores como las fuerzas que se generan
clinicamente asociados a las bacterias implicadas en la periodontitis. Los modelos
referidos en la bibliografia consideran diferentes variables que actian conjuntamente
en la produccion de un efecto biologico. Por esta razon el modelo seleccionado para
éste estudio nos permite analizar solamente la variable infeccion y su relacion con la
oseointegracion. Para el estudio de la respuesta tisular se utiliz0 el modelo
experimental “laminar test propuesto por Cabrini y colaboradores (47). Este modelo
experimental permite estudiar la respuesta a materiales biocompatibles del tejido
medular hematopoyético con capacidad osteogénica, por lo cual en condiciones
experimentales adecuadas el tejido dseo encontrado es producido de novo.

Los efectos del tratamiento desinfectante de superficies implantarias sobre la
respuesta del tejido 6seo no han sido suficientemente estudiados.

La desinfeccion de la superficie implantaria eficientiza la biocompatibilidad de los

implantes en el lecho tisular 6seo, induciendo el proceso de oseointegracion.
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Teniendo en cuenta estos antecedentes nos proponemos los siguientes objetivos:

Objetivo General:
Estudiar en animales de experimentacion la respuesta Osea frente al tratamiento de
desinfeccion de la superficie implantaria a fin de resignificar en la clinica el valor de

la desinfeccion de implantes como un modo de recuperar la oseointegracion.

Objetivos Especificos:

1-Infectar superficies implantarias con placa bacteriana de pacientes con enfermedad

periodontal severa e inocularlas en animales de experimentacion.

2-Estudiar histolégicamente la respuesta 6sea producida.

3-Evaluar la desinfeccion de la superficie implantaria mediante raspaje ultrasonico y

acido citrico.

4.-Caracterizar el proceso de oseointagracion en respuesta a superficies implantarias

desinfectadas.
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Material y Métodos:

Se utilizaron 40 ratas Wistar de 90 g. +10 g. peso corporal, provenientes del Bioterio
del Instituto de Biologia Celular.

Los animales fueron alimentados con dieta balanceada y agua “ad libitum®, bajo
condiciones de 12 h. luz/oscuridad.

Los procedimientos experimentales se realizaron segun las normas del National
Institute of Health (NIH) para el uso y cuidado de los animales de laboratorio (48).
Los animales fueron anestesiados por via intraperitoneal con una solucién de 8 mg de
clorhidrato de ketamina (Fort Dodge®, Argentina) y 1,28 mg de xilazina (Bayer
Argentina S.A.) cada 100g de peso corporal. Ambas patas posteriores fueron
rasuradas en la region de la cresta tibial. Se realizé una incision de aproximadamente
1,5cm y se disecaron los tejidos subcutaneo, muscular y ligamentos con la finalidad
de exponer la superficie lateral externa de ambas tibias derecha e izquierda del animal
que se utilizaron como control y problema respectivamente. En el area de la diafisis
Osea se realiz6 una perforacion de 1,5mm de diametro con una fresa redonda montada
en un mango para permitir su accionamiento manual (49, 50) que evita el

sobrecalentamiento y previene el dafio tisular. (Fig.N°1)
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Figura N° 1. Se observa perforacion Figura N° 2. Implantacion de laminilla

en diafisis osea. de titanio.

oo Y SN

Figura N° 3.Implantacion de laminilla Figura N°4. Sutura de tejidos
experimental en médula osteogénica. blandos.

Grupo Control: En las perforaciones realizadas en las tibias derechas se implantaron
laminillas de titanio standard (n=40), sin tratamiento superficial, de Smm de
longitud, Imm de ancho por 0,1 mm de espesor (Fig.N° 2).

Estos implantes son los controles respectivos de las laminillas implantadas en las
tibias izquierdas (problemas)(Fig. N° 3). Las heridas fueron suturadas con poli-tetra-

fluoretileno (Goretex. USA)( Fig. N° 4).
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Grupo Problema : Se utilizaron 40 laminas estandar de titanio de Smm de longitud
por Imm de ancho y 0,lmm de espesor de iguales caracteristicas a las del grupo
control que fueron previamente infectados con microorganismos aislados e
identificados a partir de placa subgingival (14, 15, 16, 51) de un paciente con
enfermedad periodontal severa.(Cuadro N°1)

Se tomaron muestras de placa bacteriana periodontopatogena de un paciente con
enfermedad periodontal severa con consentimiento informado en la Catedra de

Periodoncia “B” de la Facultad de Odontologia de la UNC. Previo aislamiento relati-

|Periodos  defTibia  derechdTibia izquierdgAnalisis microbiologicos
lexperimenta- J(controles) (problemas)

cion

15 dias (n=10 ini inillas inillas infectadas (n=10)
y 30 mplantadas  infectadas

(n=10). (n=20)

15 dias (n=10 inillas ﬁLaminillas estandarjLaminillas infectadas-desinfectadas (n=10)

y 30 diasfestandar implantadas  infectadas-
(n=10). implantadas desinfectadas (n=20)
n=20)
Total controles{Total laminillagTotal  laminillas problemas para estudios
Kn=40) jproblemas  implantadagmicrobiologicos (n=20)
(n=40)

Cuadro N°I. Grupos experimentales. Muestra la distribucion de las laminillas de titanio

implantadas y analizadas por estudios microbiologicos (controles y problemas).
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-vo del campo operatorio con rollos de algodén estériles, se elimind la placa
bacteriana supragingival por raspaje en sentido coronal con una cureta periodontal
tipo Gracy esterilizada (N° 1-2 y 13-14). Para la toma de material se utilizaron conos
de papel de tamafio 60 (Sharpys). Se introdujeron firmemente de a uno en el interior
de la bolsa periodontal durante 30 segundos (Fig.N° 5) y luego se colocaron 2 (dos)
en tubos Ependorff que contenian medio de transporte VMG III y dos (2) en un
medio de gelatina al 1 %.

A continuacion se realizo el procesamiento microbioldgico de la placa bacteriana
periodontopatégena aislando e identificando los microorganismos anaerobios vy
microaerofilos mas caracteristicos previamente seleccionados de acuerdo a la
bibliografia citada (52, 53), a saber: Prevotella intermedia, Prevotella nigrescens,
Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium nucleatum, Bacteroides forsythus,

Actinobacillus actinomycetemcomitans, Eikenella corrodens y Campylobacter rectus.

Figura N° 5. Toma de material ( placa periodonto-patogena).
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Se realizo aislamiento relativo del campo con rollos de algodén, gaza, etc. y se

preservo la anaerobiosis prerreduciendo el medio de transporte VMG III mediante

exposicion a bafio maria durante 5 minutos.

Las muestras fueron procesadas durante los 30 minutos posteriores a su

recoleccion segun el siguiente protocolo:  1.-homogeneizacién de la muestra
2a.-siembra y 2b.-incubacion.
3.-examen de los cultivos  primarios y

aislamiento.

1-Homogeinizacion de la muestra.

a.- Se homogeneizo6 la muestra contenida en el medio de gelatina al 1 % aspirando y
expeliendo el contenido del ependorff con jeringa de 100 microlitros, repitiendo la
operacion 10 veces. Luego se coloc6 una gota del homogeneizado sobre un
portaobjetos y se cubrié con un cubreobjetos. Se practicé de inmediato un examen en
microscopio de fondo oscuro con un objetivo de 100x. Se clasificaron los
microorganismos segin su morfologia en 5 tipos: Bacilos rectos y curvos méviles,
cocos, filamentos y treponemas.

b.- Se homogeneizé la muestra contenida en el medio de transporte VMG III
mediante agitacion durante 30 segundos y luego se procedi6 a la siembra.

2a.- Siembra:

Se usaron medios de cultivo selectivos y no selectivos: la técnica de siembra fue por
agotamiento en cuatro cuadrantes (Fig.N°5).

Los medios utilizados fueron:
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a) Agar Brucella, sangre lacada , N acetil neuraminico suplementado con vitamina K
y hemina (BA-N-AN suplementado), que permite la recuperacién de todo tipo
bacteriano ( no selectivo): aerobios y anaerobios Gram (+) y Gram(-).

En este medio de cultivo se sembraron 3 (tres) placas, una mediante una ansada
directa tomada del medio de transporte y a las otras 2 con diluciones 10"y 10° en
PBS (obtenidas por el sistema de dobles diluciones).

b) Agar Brucella, sangre lacada, N acetil Neuraminico suplementada con vitamina K
y hemina mas Vancomicina (BA-N-AN+V), que es un medio selectivo que permite
recuperar solo aerobios y anaerobios gram (-) inhibiendo a los gram (+).

Se tomo una ansada del medio de transporte VMG III y se sembr6 en los cuatro
cuadrantes por técnica de agotamiento.

¢) Medio TSBV (agar tripticasa soja, Bacitracina + Vancomicina), que es un medio
selectivo para Actinobacillus actinomycetencomitans.

Con pipeta de 100 microlitros se tomaron 50 microlitros del medio de transporte
VMG 1II (es mas cantidad que una ansada). Luego se deposité en el centro y se
sembré por agotamiento en los cuatro cuadrantes.

d) Medio de agar Chocolate (ACH) el cual se empleé para recuperar Eikenella

corrodens.

2b.- Incubacién.
Los medios BA-N-AN y BA-N-AN + V fueron incubados durante 10 dias a 35° C en
atmoésfera anaerdbica (Jarra de GASPAK c/ sobres para generar anaerobiosis) y se

colocaron tiras indicadoras de anaerobiosis (azul de metileno).
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Los medios TSBU y ACH se incubaron durante 7 dias a 35° C en atmosfera de
microaerofilia ( Jarra de GASPAK c/sobres para generar microaerofilia).
NOTA;
e La vitamina K (1 microgramo /ml permite la recuperacion de bacilos Gram (-)
pigmentados.
e Hemina (5 microgramos/ml. mejora el desarrollo de Bacteroides fragilis y
bacilos gram (-) pigmentados.
e Sangre lacada se usa para acelerar la produccion de pigmento.

e Ac.N acetil Neuraminico (N-AN) para aislamiento de Bacteroides forsythus.

4.- Examen de los Cultivos Primarios y Aislamiento.

Los cultivos primarios fueron examinados recién a partir de las 72 h. y se los examiné
rapidamente cada 48 h. hasta el séptimo dia en que se visualizaron colonias tipicas.
Una vez seleccionados los morfotipos a cada colonia se le realizaron los siguientes
procedimientos:

e .- Observacion y descripcion macroscopica.

e 2.- Observacion microscopica por coloracion de Gram.

e  3.- Prueba de tolerancia al oxigeno.
Para el estudio de morfotipos se considero:
a) Morfologia, descripcion macroscopica de la colonia, forma, tamafio, bordes,
aspecto (opaco o brillante ) , consistencia, etc.
b) Pigmento.

¢) Fluorescencia.
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Figura N° 5, A y B).Cultivos primarios (directo de la muestra obtenida del

paciente). Se realizo siembra por agotamiento en medios selectivos y no selectivos e
incubados en anaerobiosis y microaerofilia. Se observaron diferentes morfotipos
Estos se repicaron en medios especificos para el desarrollo de cada

periodontopatégeno investigado.

S.-Identificacién:

De acuerdo a la coloracion de gram se procedi6 de la siguiente manera con los bacilos
Gram (-). Se repicé cada morfotipo en agar sangre sembrando con la técnica de
diseminacion con espatula de Drigalsky y se colocaron discos de Ve (Vancomicina) 5
microgramos, Co (Colistin ) 10 microgramos y Kn (kanamicina ) 1000 microgramos

y se incubaron en atmoésfera anaerdbica durante 5 dias (Fig.N°6).
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Figura N° 6. Se observa un cultivo secundario de un morfotipo levantado de un
cultivo primario y sembrado por diseminacion en un medio de agar sangre y en
anaerobiosis al cual se le colocaron discos (de alta potencia) con antibidticos

siguiendo el protocolo de identificacion.

A los diferentes aislamientos se le realizaron los siguientes pruebas bioquimicas:
INDOL
BILIS (discos de bilis)
NITRATO
LIPASA
Se identificaron:
A) Bacilos gram (-) pigmentados:
La principal caracteristica fué la de formar pigmento marrén a negro luego de 72 a

92 h de incubacién. Mostraron fluorescencia bajo luz ultravioleta. Esta caracteristica
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se observoé mejor en cultivos jévenes de 18 a 24 h donde no hubo o fué escasa la

produccion de pigmento.

Incluy6 dos grupos:

1.- Prevotella spp, la produccion de lipasa e indol que fué positiva permitio

diferenciar al grupo Prevotella intermedia de Prevotella nigrescens. Ambas

presentaron fluorescencia.

2.-Porphiromonas gingivalis, se diferenciaron facilmente del género anterior por su

sensibilidad a V¢ (diferente de la mayoria de los bacilos Gram-). Son resistentes a Co

y Kn. No desarrollaron en bilis, indol (+) y Lipasa (-). No se observo fluorescencia.
B) Fusobacterium nucleatum.

Se identificaron segin las siguientes pruebas bioquimicas:

Sensibles a Kn y Co resistentes a Vc.Variables a bilis, generalmente no desarrollan.

No reducen el nitrato , indol (+) y lipasa (-). La morfologia fué la de bacilos gram (-)

fusiformes finos, no pigmentan y no fluorescen.

C) Bacteroides forsythus.
La identificacion por pruebas bioquimicas fué la siguiente: son sensibles al Co. y
resistentes a la Vc y frente a la Kn fué variable, generalmente (+). No redujo el
nitrato, indol (-), fué sensible a bilis y esculina (+). La morfologia es la de bacilos
Gram (-) pequefios, no fluorescen, crecen con N-AN y hace satelitismo con

Fusobacterium nucleatum.

Especies identificadas:

1.-Bacilos Gram — pigmentados;
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1a.Prevotella spp: a.-Prevotella intermedia
b.-Prevotella nigrescens

1b.Porphyromonas gingivalis.

2.-Fusobacterium nucleatum.

3.-Bacteroides forsythus.

4.-Actinobacillus actinomycetemcomitans.

5.-Eikenella corrodens.

6.-Campylobacter rectus.

Infecciéon y desinfeccion de las laminillas experimentales.

Una vez obtenidos los subcultivos se procedié a levantar mediante un toque con ansa
sobre la colonia de cada especie aislada y se sembr6é con dicho material 2 ml. de
Caldo de Tioglicolato colocado en un tubo ependorff. Las muestras fueron
homogeneizadas en forma vigorosa con el ansa cargada sobre las paredes del
ependorff durante 30 segundos. Inmediatamente se infectaron las laminillas de titanio
que fueron colocadas en las tibias del lote de ratas correspondientes (experimentales).
Sub-grupo A: Se infectaron 20 laminillas de titanio (n=20) y se implantaron en el

lecho medular osteogénico de la tibia izquierda.
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Por otra parte diez laminillas (n=10) de titanio infectadas fueron analizadas
microbiolégicamente para identificar los micro-organismos de cada laminilla al
momento de la implantacion.

Sub-grupo B: Se infectaron 20 laminillas de titanio (n=20) y fueron desinfectadas de
acuerdo al siguiente tratamiento:

1ro.- Raspaje ultrasénico de toda la superficie implantaria por medio de una punta de
titanio accionada por una unidad ultrasénica ( 30.000 ciclos. Satelec. Francia).

2do.- Sobre la superficie asi tratada se aplicé acido citrico puro durante 30 segundos.
3ro.-Las laminillas se lavaron profusamente con solucién fisiologica estéril durante

10 segundos.

Las veinte (n=20) laminas de titanio desinfectadas segin el procedimiento descripto
fueron implantadas en el espacio medular de la tibia izquierda en las mismas
condiciones que el grupo control ( tibia derecha ) y suturadas con politetrafluoretileno
( Gore-tex. USA).

Las diez (10) laminillas restantes fueron analizadas microbiologicamente a los fines
de evaluar el efecto del tratamiento desinfectante.

A los 15 y 30 dias post-implantacion, los animales fueron anestesiados por inhalacion
con éter. Las tibias (control y problemas ) fueron resecadas, radiografiadas ( Fig.N°7)

y fijadas en formol tamponado al 10%.
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004« 1CC 0 0L- 200G

Figura N°7. Radiografias de tibias experimentales con un implante laminar de

titanio.

A los fines de estudios microscopicos las tibias fueron procesadas segun inclusion en
metacrilato de metilo.

Se realizaron cortes perpendiculares al eje largo del implante los que (Fig.N® 8)
fueron desgastados con maquina pulidora y terminados con lijas al agua AX-51.000
(3 M®, USA Inc.) de 600, 400 y 200um y glicerina para lograr un adecuado
terminado superficial. Se obtuvieron cortes de 50 pm de espesor y estudiaron
microscopicamente sin colorear (Fig. N° 9) y mediante coloracion nuclear con azul de

toluidina, borato de Na al 1% y fijados con molibdato de amonio al 5%(Fig. N° 10).
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Figura N°8. Fotografia de una tibia en inclusion pldstica y de cortes

perpendiculares.

Figura N° 9. Microfotografia de una muestra (implante problema).Corte por

desgaste. Inclusion en pdstico. Sin colorear.
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Figura N° 10. Microfotografia de una muestra (implante control). Corte por

desgaste. Inclusion en plistico. Coloracion: Azul de Toluidina.

Se realizo el analisis histomorfométrico mediante un analizador de imagenes . Para
las determinaciones de los parametros asociados a la oseointegracion se utiliz6 el
programa PRO IMAGE PLUS (Media/Cybernetics. 2003 ). Se evaluo:

a.-Ntmero de nucleos de formacion ésea (NFO) peri-implantaria.

b.-Area de hueso oseointegrado (AHOI) con el implante, expresado en mm?2.
c.-Longitud de hueso oseointegrado ( LHOI ) con el implante expresado en mm.

(Fig.N°11).
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Figura N° 11. Microfotografia de una muestra (implante problema). Se indican los

pardmetros evaluados por histomorfometria.

Analisis Estadistico

Para comparar los tratamientos C, I y ID a los 15 6 30 dias se utiliz6 el test de
Anélisis de Covarianza (ANCOVA) a fin de descontar el efecto del largo y ancho del
implante. Las variables nimero de niicleos de formacién ésea (NFO) peri-
implantaria, drea de hueso oseointegrado (AHOI) y longitud de hueso oseointegrado
(LHOI) con el implante fueron consideradas variables respuestas o dependientes y las
variables independientes consideradas fueron tiempo y grupo (tratamientos). Las
variables largo y ancho del implante fueron incorporadas como covariables.

Se realizaron los test diagnosticos a fin de corroborar los supuestos del modelo
(distribucién Normal con p=0 y o> comin) los cuales fueron Test de Shapiro Wilks
modificado y la prueba de Levene. La variable drea de hueso en contacto con el
implante fue transformada a su logyy a fin de cumplir el supuesto de
homocedasticidad.

Las comparaciones a posteriori fueron realizadas a través de contrastes ortogonales.
Para determinar diferencias estadisticamente significativas se fijo el valor p<0,05.
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RESULTADOS

El analisis microscopico de todas las muestras controles y experimentales no

mostraron modificaciones estructurales del tejido 6seo en el periodo post-operatorio

tanto inmediato como mediato.

Estudio Histoldgico

Cuando se estudiaron los cortes histologicos de las tibias controles y experimentales
no infectadas a un periodo de 30 dias se encontré formacion de tejido Oseo
neoformado en intimo contacto con la superficie metalica de titanio.

En la Fig.12 se observa implante de titanio en médula osteogénica. Se aprecia
formacion de hueso en algunas zonas con disposicion laminar en intimo contacto con
el implante con una longitud de hueso 6seo-integrado (LHOI) 6,68 = 1,66.

En la Fig. 13 observamos un implante no infectado tratado segin el método
propuesto, en médula osteogénica. Se observa hueso oseointegrado de tipo laminar

asociado a gran parte de la longitud implantaria, LHOI 10,19+ 1,99.
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Figura N° 12. Microfotografia de una muestra (implante control). Corte por

desgaste. Inclusion en plistico.Coloracion: Azul de Toluidina.

Figura N° 13. Microfotografia de corte experimental por desgate (no infectado).

Inclusion en plastico. Coloracion: Azul de Toluidina.

Los estudios estructurales a un periodo de 15 dias en implantes de titanio infectados
con placa periodontopatégena mostraron comportamientos diferentes.
Los implantes control ( 15 dias ) muestran en algunos casos hueso en formacion a

manera de nucleos 0seos cercanos a la superficie del implante (Fig. N° 14).
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En otros implantes controles se encontrd a lo largo de la laminilla nicleos dseos

asociados a su superficie en algunas zonas mientras en otras se observa tejido

medular osteogénico interpuesto entre el implante y el tejido 6seo, LHOL: 6.68 £ 1.3 .

Figura N° 14. Microfotografias de muestras control (15 dias). Cortes por desgaste.

Inclusion en plastico.Coloracion: Azul de Toluidina.

La Fig. N° 15 muestra la imagen de una laminilla de titanio infectada e implantada en
la médula osteogénica. Se observa escaso tejido oseointegrado en relacion al

implante, LHOIL: 3.22 + 1.16.
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Figura N° 15. Microfotografias de muestras problema infectadas (15 dias). Corte

por desgaste. Inclusion en pldstico. Coloracion: Azul de Toluidina.

Cuando los implantes fueron infectados con placa periodonto-patogena y
posteriormente desinfectada con raspaje ultrasonico, acido citrico al 1% y lavados
con solucidn fisiologica se encontrd sistematicamente tejido 6seo oseointegrado sobre
la superficie de la laminilla de titanio como se observa en la microfotografia N° 16,

LHOI 11.8+ 1.5.
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Figura N° 16. Microfotografias de muestras problema infectada/desinfectadas (15

dias) Corte por desgaste. Inclusion en pldstico. Coloracion: Azul de Toluidina.

La fotomicrografia N° 17 corresponde a una muestra control de un implante de
titanio 30 dias post-implantaciéon. Se observa una amplia drea de hueso laminar

rodeando el implante en plena médula osteogénica, LHOI 6.68 + 1.66.
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Figura N° 17. Microfotografia de una muestra control (30 dias). Corte por

desgaste. Inclusion en plistico. Coloracion: Azul de Toluidina.

La Fig. N° 18 muestra la imagen de una laminilla de titanio infectada 30 dias e
implantada en la médula osteogénica. Se observa escaso tejido oseointegrado en

relacion al implante, LHOI: 4.10 + 1.98.

Figura N’ 18. Microfotografia de una muestra problema infectada (30 dias). Corte

por desgaste. Inclusion en pldstico. Coloracion: Azul de Toluidina.
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Si observamos un corte por desgaste (Fig. N° 19) correspondiente a un implante
infectado desinfectado 30 dias postimplantacién en la médula osteogénica se
encuentra hueso oseointegrado asociado a la longitud total del implante y un érea de

hueso laminar inferior a la descripta para los controles (Tabla 2 ) LHOI 12.85 + 1.15.

Figura N° 19. Microfotografia de una muestra problema infectada/desinfectada (30

dias). Corte por desgaste. Inclusion en plistico. Coloracion: Azul de Toluidina.

A mayor aumento en la Fig. N° 20 a y b se observa hueso oseointegrado de tipo
laminar, con osteocitos contenidos en osteoplastos con multiples canaliculos
calcoforos (a) en dreas de hueso relacionado intimamente a un implante experimental
de 30 dias. En b se observa parte de dos trabeculas vecinas con zonas de formacion y

remodelacion por osteoblastos y osteoclastos.
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A)
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B)

Figura N° 20. Microfotografia de una muestra control Corte por desgaste.
Inclusion en plastico. Coloracion: Azul de Toluidina (100x). (30 dias). A) Hueso
laminar con presencia de osteocitos (OB) y canaliculos calcéforos (CC); B)

Osteoblastos (OB) y osteoclastos (OC).
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Se observé una respuesta con presencia de mastocitos metacromaticos en muestras

problema infectadas a 30 dias (Fig. N° 21).

Figura N° 21. Microfotografia de una muestra problema infectada. Corte por
desgaste. Inclusion en plastico. Coloracion Azul de Toluidina (40x). (30 dias)
Médula osteogénica con mastocitos (M).Zona oscura: ldmina de titanio

implantado.
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ESTUDIOS HISTOMORFOMETRICOS

La formacion de hueso fue medida por las variables longitud de hueso oseointegrado
(LHOI) , drea de hueso oseointegrado (AHOI) y niimero de nucleos de formacion
osea (NFO).

Las mediciones realizadas a los dias 15 y 30 de las variables antes mencionadas
mostraron diferencias significativas entre los tratamientos realizados (p<0.05) pero no
entre los tiempos estudiados (p>0.05)( Tabla 1y 2 ).

El drea de hueso osteointegrado (AHOI) mostr6 un area mayor en el grupo de
tratamiento infectado-desinfectado (ID) en relacion al tratamiento infectado (1)
(p=0.011). Asimismo, los controles difirieron estadisticamente en relacion al

tratamiento de los infectados. (Figura 22).

Figura N° 22: Area de hueso tocando el implante a los 15 dias (A) y 30 dias (B)
post —tratamiento (media + EE)( C=CONTROLES; I=INFECTADOS;

ID=INFECTADOS/DESINFECTADOS )

A)
tiempo= 15
1,724
5,26
6,19
5,794
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<
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B)
tiempo= 30
9,98-
1 7,19
7.49. 6.63
2 490
<
219
2,50 |
0.00 .
Cc | D
Grupo

En relacion a LHOI se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre
los tratamientos I e ID (p=0.002), siendo mayor la longitud en el tratamiento ID
(Figura23, Ay B):

ID= 15dias=11.8;

30 dias= 12.85)
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Figura N° 23: Longitud de hueso tocando el implante a los 15 dias y 30 dias post —

tratamiento(mediatEE). ( C=CONTRLOLES; I<INFECTADOS; ID=INFECTADOS/DESINFECTADOS)
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Por otra parte se calculé el porcentaje de longitud de hueso tocando el implante en
relacion a la longitud del implante. Se observé que en el tratamiento ID el porcentaje
de longitud de hueso tocando el implante fue incrementandose estadisticamente

significativo a partir del dia 15 post-tratamiento (p=0.0265) ( Figura N° 24 ).

Figura N° 24: Porcentaje de longitud de hueso tocando el implante en relacion a la
longitud  total del implante. @ (C=CONTROLES; I=INFECTADOS;
ID=INFECTADOS/DESINFECTADOS )

100" |

| .
| 74,11 ' ‘

47,54

40{ |
i 14,62

20{ |

c ! | ID |
|
|

016 des @30 des

El nimero de NFO fue mayor significativamente (p=0.0173) en los controles en
relacion a los tratamientos I e ID. Aunque el tratamiento ID a los 15 dias mostré un

ligero incremento en relacién al tratamiento [ (Figura 25, Ay B).
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Figura N° 25, A y B : Nimero de niicleos de formacion ésea a los 15 dias y 30 dias
post —tratamiento (media + EE). . (C=CONTROLES; I=INFECTADOS;

ID=INFECTADOS/DESINFECTADOS )
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La tabla N°1 muestra los valores correspondientes a NFO ( niucleos de formacion
osea ),AHOI ( dreas de hueso oseointegrado ) y LHOI ( longitud de hueso
oseointegrado ) a los 15 dias post-tratamiento.

A los 30 dias también se realizé otro tratamiento a parte de C, I e ID, llamado
desinfectado (D). El nimero de NFO fue mayor estadisticamente significativo
(P=0.0258) en tratamiento control en relacion a los otros tres tratamientos realizados.
La variable AHOI en el tratamiento (D), mostré diferencias estadisticamente
significativas (p=0.0088) en relacién a los controles y los ID, no asi en relacioén a los |
(Tabla N° 2). Mientras que LHOI tuvo un comportamiento similar en ID y D; siendo

este ltimo tratamiento diferente estadisticamente de C e I (p=0.0032) (Tabla N° 2).

Tabla N° I: Media + EE de las diferentes variables estudiadas en relacion a la

Jormacion osea en los tratamientos aplicados a los 15 dias. .
(C=CONTROLES; I-FINFECTADOS; ID=INFECTADOS/DESINFECTADOS )

Tratamiento

NFO 7.40 + 0.68 4.00 + 0.58 6.10 + 0.75
AHOI 5.26 + 1.29 2.45 + 0.54 6.19 + 1.26
LHOI 6.68 + 1.3 3.22 + 1.16 11.8 + 1.50
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Tabla N° 2: Media + EE de las diferentes variables estudiadas en relacion a la
Sformacion osea en los tratamientos aplicados a los 30 dias.

(C=CONTROLES; I=FINFECTADOS; ID=INFECTADOS/DESINFECTADOS )

Tratamiento

Variable

NFO 7.00+0.71 4.10+0.98 4.40+0.54 4.80+0.58
AHOI 7.19+2.38 2.1940.77 6.63+0.97 3,27+0.51
LHOI 6.68+1.66 4.10+1.98 12.85+1.15 10.1941.99

El anélisis de componentes principales de los dos primeros componentes principales
(variabilidad acumulada entre los dos ejes 97%) mostré una asociacion entre las
variables NFO y AHOI, y entre AHOI y LHOIL Los controles de los diferentes
tiempos presentaron mayor nimero de NFO, mientras que tratamiento ID mostré una
mayor area y longitud que los otros dos a los dias 15 y 30 post-tratamiento (Figura
26). Se confirmé la asociacion de estas variables por medio del Coeficiente de

Spearman (no paramétrico) (Tabla 3).
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Figura N° 26 : Andlisis de componentes principales.
(C=CONTROLES; I=INFECTADOS; ID=INFECTADOS/DESINFECTADOS )
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Tabla N° 3: Matriz de correlacion, Coeficiente de Spearman. Coeficientes/

Probabilidades.
AHOI LHOI NFO
AHOI 1,00000 0,00001") 0,02186""
LHOI 0,65879 1,00000 0,39708
NFO 0,34565 0,12767 1,00000

(*) Asociacion estadisticamente significativa, fijando el valor p <0.05
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DISCUSION

Es oportuno sefialar que toda contribuciéon al conocimiento de los mecanismos
biolégicos-moleculares que intervienen en la formacion de hueso alrededor de un
implante mejorarian las practicas clinicas odontoldgicas referidas a la implantologia.
Muchos autores han demostrado que las lesiones asociadas a placa bacteriana
periodontopatégena son mas pronunciadas y ocupan un mayor volumen de tejido
conectivo alrededor de los implantes que en elementos dentarios (9, 29).

La comprension del ciclo sintesis / degradacion de los tejidos circundantes en
relacion a infecciones microbiolégicas del implante permitird tratar en forma
temprana patologias peri-implantarias, colaborando para el aumento de la longevidad
de los implantes instalados.

Los implantes pueden estar sujetos a complicaciones de tipo mecénicas y/o
biologicas, siendo estas Gltimas primordialmente de origen microbioldgico (54). En
pacientes edéntulos parciales es mas frecuente observar infecciones en el surco peri-
implantar, estas situaciones clinicas de no ser revertidas conducen al acortamiento de
la longevidad del implante (55). Rosemberg y colaboradores en 1991 demostraron
que implantes fracasados por una etiologia primaria infecciosa se corresponden con
una flora similar a la placa periodontopatdgena (56).

Por esta razén elegimos un modelo experimental como el de “laminar test” ya que
permite estudiar sélo el implante infectado o infectado/desinfectado frente a la
médula dseo progenitora , con la finalidad de evitar la posible influencia de otras
variables que sin duda deberian considerarse, a diferencia de diversos estudios con

casos clinicos en humanos y en modelos experimentales en animales a los que se les
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produjo peri-implantitis por induccién con ligadura de algodén en los que ésos otros
parametros no se desecharon (29, 31, 34, 45, 57, 58).

Lehman y colaboradores (26) mencionan el riesgo probable de una colonizacién
microbiana de la superficie implantaria asociada al defecto 6seo en implantes que
quedan conectados o expuestos al medio bucal cuando se los instala en una sola
etapa quirdrgica. Estos implantes podrian responder post-quirirgicamente con un
tejido conectivo inflamatorio, sintomatologia de supuracion y sangrado y un
incremento en la profundidad de bolsa por la exposicion de las superficies
implantarias a la placa bacteriana periodontopatogena. Por ello el protocolo
quirdrgico “ad-modum Branemark™ (1,2) aconseja, entre otras razones, dejar en una
primera etapa los implantes sumergidos debajo de tejido conectivo. Por la misma
razon a lo expresado anteriormente y en concordancia con otros investigadores (29)
nosotros observamos en el grupo de implantes infectados resultados pobres de
osteointegracion.

Otro factor a tener en cuenta es que clinicamente s6lo se puede posicionar nuevo
hueso alrededor del implante mediante el uso de técnicas de regeneracién ésea guiada
(GBR). La exposicion prematura de la membrana utilizada para contener el relleno
0seo al utilizar GBR puede afectar la neo formacién 6sea y regeneracién alrededor
del implante tratados con ésta técnica lo cual es un hallazgo frecuente en modelos
animales y humanos, como informa Noppe y colaboradores, en los cuales la bacteria
gana acceso a los tejidos que estan debajo de la membrana y perpetia una reaccion
inflamatoria alrededor de los implantes, esta infeccion podria afectar y reducir el

potencial regenerativo del hueso alveolar en las zonas tratadas (59).
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La presencia de placa parece ser la responsable de los resultados insuficientes en el
intento de lograr “re-oseointegracion” en periimplantitis inducida por placa
periodontopatégena por diferentes grupos de investigacion (31, 34, 46, 60) y en
periimplantitis utilizando técnicas de regeneracién guiada (27, 59) y en los casos de
implantes infectados con placa en este estudio . A diferencia de estos resultados la
osteointegracion obtenida por nosotros, en el grupo de implantes
infectados/desinfectados son por que en este grupo experimental eliminamos las
posibilidades de reinfeccion al estar los implantes libres de placa.

Finalmente otra variable a tener en cuenta son las microfracturas 6seas causadas por
carga implantaria prematura, sobrecarga oclusal, algin tipo de trauma o factores
oclusales (17, 59). Estos procesos se conocen también como “peri-implantitis
retrograda®, y se caracterizan por una pérdida periapical de hueso sin al menos al
principio, inflamacion gingival o de la mucosa peri-implantaria (61) .

Recordemos que los tejidos peri-implantarios no responden igual que los elementos
dentarios frente al estrés biomecanico por ello los implantes tienen un 10% menos
movilidad que los elementos dentarios Frente a una sobrecarga las microfracturas del
tejido 6seo ocurren, y si se pierde la oseointegracion (17), esto es irreversible.
Ademas el area de soporte dseo o perimetro implantario es siempre menor al de los
dientes naturales.

En los tultimos 15 afios los estudios sobre superficie implantaria han demostrado que
la rugosidad superficial del implante oseointegrado influencia el anclaje 6seo de un
implante, mas atn, otros autores (60, 62, 63) han sugerido que existe una relacion
entre la textura superficial del implante y las reacciones del hueso marginal Estas

superficies porosas o rugosidad superficial puede ser producida por multiples
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técnicas, ya sea sumando porosidad mediante el agregado de diversas particulas
biocompatibles o restando superficialmente como las técnicas de grabado 4cido. Lo
importante es el mayor contacto entre el tejido 6seo y la superficie del implante y el
incremento de las fuerzas friccionales entre los dos cuerpos, disminuyendo la
posibilidad de micromovimientos en la interfase. Se ha demostrado que la presencia
de rugosidades o poros permite a las células migrar dentro de las mismas y en este
ambiente, siempre que sean expuestas a niveles de tension adecuados para la
formacion dsea, se promueve a una sélida traba mecanica (64, 65, 66, 67).

En la practica actual de la implantologia los implantes més usados son los que poseen
una superficie texturada o rugosa y se recomienda dichas superficies para aquellas
zonas en los maxilares que tienen una densidad dsea pobre, cuando debemos colocar
implantes cortos o cuando queremos acelerar la utilizacion clinica del implante (57,
68, 69). En concordancia con lo expresado anteriormente nuestras muestras controles,
las laminas de titanio implantadas, indujeron la formacion de hueso laminar alrededor
de los mismos, sin interposicion de una capa de tejido conectivo. Estos resultados
son similares a los observados por autores como Adell y colaboradores y Albrektsson
y colaboradores en animales y en humanos (1, 2, 3).

Sin embargo en el grupo implantes I/D la cantidad de hueso osteointegrado fue
similar a la de los grupos controles a pesar que la superficie del implante habia sido
pulida durante la desinfeccion. Esto estd indicando de manera significativa el papel
negativo de la flora microbiana en la formacion dsea independientemente de la
superficie implantaria. Las muestras infectadas presentaron una notable disminucién
de la oseointegracion cuando se compararon los resultados de este grupo con los

controles tanto a 15 como 30 dias.
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Estos resultados probablemente sean inducidos porque las infecciones provocadas por
bacterias Gram-negativas anaerobias, como en nuestras muestras, desencadenan
mecanismos de agresion que al superar la capacidad de respuesta defensiva de los
tejidos producen cambios inflamatorios y en mayor o menor proporcion destruccion
tisular. Las endotoxinas de estas bacterias ademads, a través de la induccion de los
macréfagos y la liberacién de citotoxinas y lipidos, determinan reabsorcion 6sea al
igual que el 4cido lipoteicoico y la cépsula que también producen “in vitro”
reabsorcion dsea

El tejido 6seo tipo laminar volvi6 a formarse alrededor del implante en los
tratamientos infectados-desinfectados (ID) a diferencia de los infectados ( I ) y esto
podria deberse a la remociéon de los contaminantes realizada por el método de
desinfeccién implementado probablemente porque se equilibra el ciclo de sintesis /
degradacion. Estudios realizados por otros autores demostraron que la aplicacion de
maniobras de asepsia sobre los implantes mejoraron la respuesta de formacién 6sea
(29, 32, 34, 37, 56). En este estudio los valores alcanzados en ID superan a los
controles (C) en la longitud de oseointegracion pero no en el drea de oseintegracion
pudiendo observarse una ligera disminucion del volimen en los experimentales
tratados.

La metodologia de desinfeccion implementada consta de tres instancias: una
mecénica, una quimica con 4cido citrico y un lavado final con solucion fisiolégica. La
implementacion conjunta de las tres modalidades de desinfeccién permite un correcta
y efectiva remocion de todos los componentes bioldgicos y / o quimicos que podrian

estar interviniendo negativamente en la formacion osea.
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Las técnicas mecanicas que han sido utilizadas por distintos autores para la remocién
de microorganismos vivos , muertos y los componentes toxicos derivados de las
membranas bacterianas, van desde la utilizacion de sistemas de aire-polvo
abrasivo,curetas puntas activadas por sistemas ultrasonicos, tazas de goma con pastas
abrasivas, fresas de carburo y piedras diamantadas, entre otras (29, 31, 58, 70). Para
el presente trabajo se utilizaron puntas de titanio en vez de las puntas convencionales
de acero para no destruir la lamina implantaria, alterando lo menos posible la
superficie y al tiempo propuesto de trabajo se podia observar macroscopicamente la
superficie mas lisa y brillante. Ademés este tratamiento fue complementado con la
utilizaciéon de 4cido citrico que ha demostrado ser una sustancia muy eficaz para
remover fragmentos organicos, endotoxinas y residuos lipopolisacaridos de origen
bacteriano. El acido citrico posee un buen efecto desintoxicante sobre todo tipo de
superficie y ademds puede penetrar en rugosidades superficiales si existieran, o
hubieran quedado del tratamiento anterior (29, 36, 57).

La efectividad de esta limpieza pudo demostrarse en los resultados al encontrar una
mayor longitud de hueso laminar en contacto con el implante en las muestras
experimentales ID que la observada en las muestras 1.

Las propiedades quimicas y fisicas de la superficie de un biomaterial afecta el
material celular de la interfase e influencia los rasgos y caracteristicas del hueso y los
tejidos blandos alrededor de los implantes dentales (70).

Cuando un implante pierde la oseointegracion, la superficie de titanio expuesta a la
cavidad oral es cubierta por un biofilm (18). Este al comienzo se dispone sobre el
titanio como si fuera una pelicula de fluido crevicular o de saliva y ocurre la

colonizacién bacteriana (71). La cantidad y la maduracion de la placa dental que
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puede recubrir las superficies es mayor sobre las superficies rugosas (19, 70, 72) por
ello no deberia sorprender que el pulido de la porcién expuesta a la cavidad oral para
el tratamiento de la infeccién superficial de titanio puede resultar preventiva de la re-
infeccién y que facilite los procedimientos de higiene oral en el caso que dicha
superficie quedara expuesta a la cavidad bucal (29).

El nimero de NFO en los I e ID son similares, pero este valor no cotresponde con la
cantidad de hueso formada alrededor del implante, es decir resultan iguales en
numero pero en las muestras ID recubren practicamente toda la superficie del
implante 55-75% , mientras que las I sélo en un 14-30% de la misma (Figura N° 24 ).
Los controles presentaron mayor de numero de NFO pero no recubrian todo el
perimetro del implante. La rugosidad estandar del implante permite la formacion de
NFO en diversas zonas del mismo mientras que el aumento de rugosidad de la
superficie del implante producida por la metodologia llevada a cabo en este trabajo
seria la causa de una oseointegracion continuada y regular en el perimetro del mismo.
Finalmente considero que este aporte podria ser continuado en varias direcciones con
propuestas que incorporen variaciones en el modelo experimental, por ejemplo, me
pregunto cuales serian los resultados en términos de oseointegraciéon en modelos con
infecciébn bacteriana y carga oclusal con esta propuesta metodologica de
desinfeccion. Asi también estos hallazgos podrian ser enriquecidos con otras

superficies implantarias o bien con otros elementos o sistemas de desinfeccion.

Alejandro Jorge Filsinger 55



Contribucién al estudio de la respuesta dsea por efectode la... ... ..

CONCLUSIONES

1.-La implantacién de una ldmina de titanio con tratamiento superficial de grabado
acido en la médula osteoprogenitora indujo la formacion de hueso laminar en su
perimetro (0 en més de un 50% del mismo) debido a que brinda un anclaje mayor a la

migracioén celular.

2.-El modelo de Cabrini y colaboradores “Implant Test “resulta eficaz para estudiar el
proceso de oseointegracion en las condiciones experimentales aplicadas en este

estudio.

2.-La infeccién con placa periodontopatégena de las laminas de titanio disminuye la

formacion de hueso laminar en el perimetro implantario

3.-La desinfeccion superficial de las laminas implantes laminares de titanio mejora la

formacion de hueso laminar en el perimetro implantario en forma significativa
4- En estas condiciones experimentales se confirma que la ausencia de placa
periodontopatégena  favorece la re-osteointegracion independientemente de las

caracteristicas superficiales del implante.

5.-Resaltar la importancia del control de la placa bacteriana independientemente del

tipo de implante utilizado.
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Resumen

La desinfeccion de las superficies implantarias es una condicion indispensable en la

recuperacion clinica de implantes afectados con peri-implantitis, aunque no existe ain
coincidencia en el método a emplear.La desinfeccion de la superficie implantaria
eficientiza la biocompatibilidad de los impantes en el lecho tisular 6seo, induciendo el
proceso de oseointegracion.

El objetivo del presente estudio fue evaluar la respuesta 6sea por el efecto de la
infeccion y desinfeccion de las superficies implantarias. Se utilizaron 40 ratas Wistar
(de 90 g. +10 grs. peso corporal) y se les colocd un implante laminar de titanio (
Cabrini et al. 1993) en la médula osteogénica de ambas tibias derecha e izquierda del
animal que se utilizaron como control y problema respectivamente. Las muestras
fueron divididas en tres grupos, controles, infectadas con placa periodontopatogena,
e infectadas y posteriormente desinfectadas con un método propuesto de ultrasonido y
acido citrico. Los animales fueron sacrificados a los 15 y 30 dias post-implante, se
resecaron las tibias, radiografiaron y se incluyeron en metil metacrilato. Se
obtuvieron cortes transversales y se colorearon con Azul de Toluidina. Se realizo el
andlisis histomorfométrico mediante un analizador de imagenes. Se evalué el niimero
de nucleos de formacion 6sea (NFO) peri-implantaria, el area de hueso oseointegrado
(AHOI) con el implante, expresado en mm’. y la longitud de hueso oseointegrado (
LHOI ) con el implante expresado en mm.

Las mediciones realizadas a los dias 15 y 30 de las variables antes mencionadas
mostraron diferencias significativas entre los tratamientos realizados (p<0.05) pero no
entre los tiempos estudiados (p>0.05). El area de hueso osteointegrado (AHOI)
mostré un area mayor en el grupo de tratamiento infectado-desinfectado (ID) en
relacion al tratamiento infectado (I) (p=0.011). Asimismo, los controles difirieron
estadisticamente en relacion al tratamiento de los infectados. En relacion a LHOI se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos I e ID
(p=0.002), siendo mayor la longitud en el tratamiento ID El numero de NFO fue
mayor significativamente (p=0.0173) en los controles en relacion a los tratamientos I
e ID.

Los resultados obtenidos alentarian la utilizacion del método propuesto en el
tratamiento de las infecciones peri-implantarias.

Palabras claves:

Oseointegracion, infeccion implantaria, microbiologia, peri-implantitis, implantes
laminares, desinfeccion de la superficie implantaria, acido citrico, cavitador
ultrasénico, re-oseointegracion
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Summary.

Implant desinfected surfaces must be a condition in clinical implant retrieving with
peri-implantitis even though the authors do not seem in agreement with the method.
The aim of this work was to evaluate the osseo formation in implant desinfected
surfaces. Male wistar rats (n=40) body weight 90g. +10 g. were used (Cabrini et al.,
1993).Titanium laminar implants were inserted into the osteogenic marrow of both
right and left tibias of the animals used respectively as control and problem. The
samples were divided in 3 groups: control, infected with bacterial periodonto
pathogenic plaque and infected-desinfected with ultrasonic scaler and cytric acid.
After 30 days of the implant instalation the animals were sacrificed . The tibias were
dried , radiographed and embedded in methyl methacrylate. The transversal section
samples were toluidine blue stained. Histomorphometric analysis was carried out by
means of an image analyzer. The quantity of peri-implant bone formation nucleus
(NFO), the area of osseintegrated bone (AHOI) to the implant expressed in mm” and
the lenth of osseointegrated bone (LHOI) to the implant expressed in mm. was
evaluated.

The measurments of these variables were performed on day 15" and 30", showing
significant differences among the treatments carried out (p<0.05) but not regarding
the times of study (p>0.05). The area of osseointegrated bone (AHOI) showed a
bigger area in the treatment group infected-desinfected (ID) compared to the infected
treatment (I)(p=0.011). Also the controls (C) differed statistically compared to the
treatment of those infected (I). As regards to the length of osseointegrated bone there
were statistically significant differences among the treatment I and ID (p=0.002),
showing bigger the length in treatment ID. The number of NFO was singnificantly
higher (p=0.0173) in the controls compared to the treatmens I and ID.

The obtained results would encourage the use of the proposed method in the
treatment of the peri-implant infections.

Key words:

Osseointegration, infectius failure microbiology peri-implantitis laminar test, implant
surface detoxification , citric acid,ultrasonic scaler infeccion, reosseointegration.
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