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CAPITULO I

1 INTRODUCCION

Los implantes ortopédicos son cada vez mads utilizados en el d&rea médica y odontolégica para
reemplazar las funciones normales de huesos o dientes perdidos. Estos dispositivos son
generalmente de titanio (Ti) o aleaciones de Ti ya que este material presenta excelentes propiedades
mecdanicas y biocompatibles en el cuerpo humano, asi como un indice de corrosién bajo. Aunque la
tasa de éxito de los implantes es alta aiin existen problemas asociados a su uso como la presencia de

infecciones que pueden ocasionar el retiro del dispositivo.

En esta tesis se trabajé con peliculas delgadas cristalinas y amorfas de 6xido de titanio y 6xido de
circonio depositadas sobre discos de titanio puro con el objetivo de comparar las respuestas a la
adhesién bacteriana y a la corrosién debido al ordenamiento atémico. Estos recubrimientos fueron
depositados sobre superficies de titanio con rugosidades diferentes; micrométrica (rough sandblasted
acid-etched, SLA) y submicrométrica (smooth pretreatment, PT). Se hicieron pruebas de adhesion
bacteriana usando dos cepas bacterianas distintas: Escherichia coli y Staphylococcus aureus y se

realizaron ensayos de corrosion. Los detalles de los procedimientos se dardn mas adelante.

Desde el punto de vista de los materiales, se tiene muy claro que las propiedades fisicas y
quimicas de los materiales son una consecuencia de su estructura. En gran medida se han obtenido
correlaciones entre la estructura y propiedades funcionales particulares. Gran parte de los materiales
metdlicos o ceramicos que utilizamos en la vida diaria son cristalinos o poli cristalinos, es decir, estos
materiales tienen sus atomos distribuidos de forma periédica en estructuras que se repiten
indefinidamente en las tres direcciones. La cristalinidad en la mayor parte de los materiales es el
estado de minima energia y por lo tanto el mas estable en condiciones atmosféricas de presion y
temperatura. Esta estructura define sus propiedades fisicas y el ejemplo clasico de lo drastico que
pueden ser las diferencias en la estructura quimica son el diamante y el grafito. Ambos conformados
puramente de dtomos de carbono, pero que al tener un ordenamiento atémico diferente, presentan
propiedades totalmente opuestas entre si; aislante a conductor, transparente a opaco, etc. Dentro de
los materiales también encontramos aquellos que no presentan un orden atémico, son los materiales
amorfos o no cristalinos. En este caso, no hay una estructura base (dtomos o moléculas) que se repita
ordenadamente en todo el espacio. Existe un orden de corto alcance definido por las moléculas que lo
conforman, pero a distancias mayores no puede determinarse como se repetiran dichas estructuras.

El ejemplo clasico en este caso es el vidrio, de alli que muchos materiales amorfos también son



clasificados como "vidrios". Como es de esperarse, algunas propiedades fisicas de los materiales
amorfos seran diferentes a la de sus contrapartes cristalinas. No hay forma de predecir que tan
diferentes serdan dichas propiedades, ni cuales seran diferentes. Las aleaciones metdlicas amorfas
conocidas como metales-vidriosos (metallic glassess) son una propuesta actual del material del futuro
incluso para aplicaciones biomédicas. Su mayor viscosidad y la falta de fronteras de grano les
confieren mayor resistencia al desgaste y a la corrosién. Finalmente los 6xidos o ceramicos vidriosos
mantienen algunas de las propiedades tipicas de los cerdmicos, como lo es la resistencia quimica,
pero la resistencia a la fractura puede ser mejorada. Los 6xidos metdlicos propuestos como tema de
estudio en éste trabajo pueden depositarse de forma cristalina o amorfa de acuerdo a las condiciones
utilizadas durante dicho depésito. En este trabajo se plantea depositarlos en forma de peliculas
delgadas sobre sustratos metdlicos (titanio puro), la funcién de estos recubrimientos es proveer al
sustrato de una mayor resistencia a la corrosién siendo a su vez un material biocompatible y

posiblemente con propiedades anti-bacteriales.
1.1 Biomateriales

Los biomateriales se definen como materiales que son usados para reemplazar o mejorar una
parte biolégica de un ser vivo, el cual estard en contacto con los tejidos circundantes. Los
biomateriales pueden ser colocados en diferentes partes del cuerpo humano; como en valvulas
artificiales del corazén, en dispositivos distensores “stent” dentro de vasos sanguineos, implantes de
remplazo de hueso o cartilago en hombros, caderas, rodillas, codos, orejas, o estructuras dentales.
Actualmente los biomateriales pueden ser metalicos, ceramicos, poliméricos, o una combinacién de

estos [1-5,11].

La creciente demanda de implantes con mayor durabilidad y compatibilidad eleva la
importancia de desarrollar nuevos biomateriales que cumplan con los requisitos y estdndares

demandados [5].

Para poder crear un biomaterial que aporte soluciones a una persona se deben conocer
ciertas caracteristicas del cuerpo humano. Algunas de las caracteristicas que nos interesan en esta

tesis son las que se mencionan a continuacion.

El agua contenida en el cuerpo varia entre un 40 a un 60% del total del peso. Este liquido puede ser
entendido de dos formas: como fluido extracelular o como fluido intracelular. Dichos liquidos
mantienen cierta cantidad de sustancias. El mecanismo que regula al cuerpo conocido como

homeostasis mantiene una cantidad constante y normal de electrolitos, dentro y fuera de las células.



El rango normal de pH del plasma de la sangre estd entre 7.35 y 7.45, si la acidez se encuentra por
debajo se llama acidosis y por arriba alcalosis. La rapida entrada de sustancias biolégicas (e. g.,
bicarbonato, fosfatos, y proteinas) inmediatamente combinadas con acidos o dlcalis que entran a los
fluidos corporales prevén drasticos cambios en el pH. Si no se puede estabilizar de ésta forma,
respuestas fisiolégicas como la respiracién o la respuesta del sistema urinario sirven como segunda
defensa en contra de un cambio dafiino en el pH, sin embargo cuando se tiene una herida el pH puede
bajar a 3.5 o bien subir hasta 9.0 [11, 12]. Los electrolitos juegan un papel muy importante en la
funcionalidad del cuerpo, formando parte en el metabolismo, determinando el potencial de
membrana y la osmoralidad de los fluidos del cuerpo, por ejemplo. La mayor parte de los cationes son
el hidrégeno, sodio, potasio, iones de magnesio y calcio. La mayor cantidad de aniones incluyen
hidréxidos, bicarbonatos, cloro, fosfatos e iones sulfatos. Bajo condiciones normales la temperatura

de los fluidos es de 37 °C.

1.1.1 Requerimientos de un biomaterial

Los requerimientos de un biomaterial son variados dependiendo del uso que se les quiera dar,
ademds existen diferentes organizaciones que regulan y estandarizan los requerimientos
(International Standards Organization (ISO) y The Americans Society for Testing and Materials
(ASTM)). La biocompatibilidad a groso modo es la aceptacion del material por los tejidos

circundantes asi como del cuerpo como un todo [11]

Un biomaterial debe ser biocompatible es decir no debe ser rechazado por el organismo, no
debe ser toxico o carcinogénico, debe ser quimicamente estable e inerte, no debe alterar las proteinas
del plasma (incluyendo enzimas); no debe causar formacién de trombosis o una reaccién inmune
adversa; no debe destruir o dafiar los elementos celulares de la sangre, producir respuestas toxicas o
alérgicas, o agotar los electrolitos; debe tener buenas propiedades mecanicas tales como dureza,
elasticidad, buena resistencia a la fatiga de acuerdo a la duracién programada en el cuerpo, tener

densidades y pesos adecuados, tener un buen disefio y adaptabilidad [5, 6, 10, 11]

Las propiedades fisicas y quimicas del biomaterial estan relacionadas con el desgaste y la
corrosion ya que una resistencia al desgaste y a la corrosién ademas de alargar el tiempo de vida del
biomaterial en el cuerpo reduce el riesgo de reacciones alérgicas y de intoxicaciéon [5] debido a los
iones liberados o a las particulas liberadas durante la corrosiéon y el desgaste, es decir, estan

relacionados con la reaccién inducida en el huésped por el material y la degradacién del material en



el lugar trasplantado o colocado, caracteristicas muy importantes de biocompatibilidad. Una Gltima
consideracion es la osteointegracién y baja adherencia bacteriana. Si el implante no estd bien
integrado al hueso, entre el implante y el hueso se forma tejido fibroso [6], ademdas una adherencia
alta de microorganismos como las bacterias causard una infecciéon y el posterior rechazo del
implante. La competencia entre adhesién bacteriana o adhesién celular sobre la superficie del
biomaterial puede influir en una buena integracién o en el rechazo o infeccién de la prétesis o

implante [8, 9].

La composicién quimica, la estructura y la morfologia o topografia son caracteristicas
importantes de la superficie que define la respuesta de un biomaterial [50-52]. Respecto a la
influencia del ordenamiento atémico o a la fase en la respuesta a la adhesién bacteriana de un

biomaterial, se sabe poco o bien los resultados no son concluyentes [71-73]

Aunque en la practica, no existe un material sintético que sea inerte y completamente
armonioso con el cuerpo, la respuesta de un biomaterial puede ser mejorada cambiando la quimica y
las propiedades fisicas de su superficie [1] adhiriendo grupos quimicos especificos para estimular la
adhesién 6sea o la formacién de hueso en implantes ortopédicos, induciendo rugosidad o porosidad
para estimular la unioén fisica con el tejido circundante, o usando un componente bioresorbable para
permitir un lento remplazo del tejido para asi estimular las propiedades naturales de restauracion
del cuerpo. Algunas propiedades fisico-quimicas de las superficies que se han determinado afectan la
respuesta celular, se encuentran: la mojabilidad (hidrofobicidad o hidrofilicidad de la superficie),

energia superficial, rugosidad, textura, composicién quimica, carga superficial y morfologia [6].

1.1.2 Oxidos de Titanio como biomaterial

Desde los afios treinta se comenz6 a introducir el titanio y posteriormente sus aleaciones para
uso de prétesis [11]. El titanio comercialmente puro (CP) (ASTM F67) es uno de los biomateriales
mas comunes usado en implantes éseos. El 6xido de titanio (TiO2) es usado como un recubrimiento
resistente a la corrosiéon, y se sabe de su biocompatibilidad debido a que la capa pasiva de los
implantes de Titanio estd formada por TiO,. Ademas el TiO, se puede usar como degradador de
moléculas organicas por procesos de fotocatdlisis asistido con luz UV (rayos UV). Por sus propiedades
Opticas se usa como pintura, en recubrimientos 6pticos (por ejemplo, antireflejante, filtros, espejos

dieléctricos para laser, etc.) por ultimo, puede usarse en la industria de la microelectrénica [7, 60].



El 6xido de titanio cristaliza principalmente de tres formas: rutilo (tetragonal, a = b = 0.4584
nm, c= 0.2953nm), anatasa (tetragonal, a=b= 0,3782nm, c=0.9502nm) y broquita (rombohédrica, a=
0.5436nm, b= 0.9166nm y c= 0.5135nm). En esta tesis s6lo se estudiaron anatasa y rutilo cuyas
unidades de empaquetamiento o unidades de celda constan de un atomo de titanio rodeado de 6
atomos de oxigeno, en ambas estructura hay dos enlaces entre el titanio y oxigeno un poco mas largos
que los enlaces restantes (figura 1). Los radios atémicos del oxigeno y del titanio son
respectivamente 0.066nm y de 0.146, sin embargo como iones O-2 y Ti*4 cambian a 0.14 y 0.064 nm

respectivamente [60]. La construccién de Wulff de Rutilo y anatasa se muestran en la figura 2.

Figura 1. Estructuras en bulto de rutilo y anatasa. En ambas estructuras, octaedros ligeramente distorsionadas son las unidades
basicas de construccion. Las longitudes y angulos de enlace de los atomos coordinados octaédricamente Ti se indican y el
apilamiento de los octaedros en ambas estructuras se muestra en el lado derecho. Tomado de U. Diebold [60]

Figura 2. La forma macroscopica en equilibrio del cristal TiO, en su fase rutilo(izquierda) y en fase de anatasa (derecha) usando la
construccion de Wulff, tomado de Ramamoorthy y Vanderbilt [61]. 5 1994 The American Physical Society.



1.1.3 Oxido de Circonio como biomaterial

El circonio (Zr) es un metal muy usado como biomaterial, sobre todo en el campo de la
odontologia. No se han encontrado efectos toxicoloégicos adversos, considerandolo un material
biocompatible. Una de las formas en las que se le puede encontrar en la naturaleza es como 6éxido
(ZrOz) en un mineral llamado Badeleyita o bien como circén (ZrSiO4) de estos dos minerales se puede
extraer el circonio. El 6xido de circonio puede presentar tres fases cristalinas: monoclinica, tetragonal
o cubica. La m3s estable a temperatura ambiente es la monoclinica (por debajo de 1170 °C, le sigue la
tetragonal a temperaturas de entre 1170 y 2370 °C y por tltimo la ciibica por encima de los 2370 °C).
Las fases que nos interesan son las dos primeras (figura 3). Las dimensiones de las redes y dngulos
para la fase monoclinica son a = 0.526nm, b = 0.505nm, ¢ = 0.566nm, a =y =900,y 3 = 98.16° y para la
fase tetragonal tenemos que a = b= 0.510nm, ¢ = 0.523nm. En ambas estructuras el circonio esta

presente como cation (Zr4+) [62]

monoclinic tetragonal

Figura 3. Fase monoclinica y tetragonal del 6xido de circonio, las esferas pequefias en color rojo representan a los atomos
de circonio, los blancos a los de oxigeno. Con parametros de red aproximados a = b= 0.510nm, ¢ = 0.523nm para la fase
tetragonal y para la fase monoclinica a = 0.512nm, b=0.516nm, ¢ = 0.533nm, y 6 = 99.6 grados.

1.2 Corrosion

1.2.1 Definicion

Los materiales, y en especial los metales, son obtenidos a partir de especies minerales
estables en las condiciones naturales. Por lo tanto, una vez extraidos y ser expuestos a las condiciones
ambientales, con el tiempo tienden a estabilizarse quimica y energéticamente, es decir,
termodindmicamente regresan a su estado de 6xidos o hidroéxidos [63]. Al paso espontaneo de estos
materiales a su estado natural combinado se le llama corrosién la cual se da por reacciones quimicas
o electroquimicas de un metal o aleacién con su medio circundante y el subsiguiente deterioro de las

propiedades de dicho metal o aleacién [13, 14, 16]. Los materiales no metdlicos, como los polimeros o



ceramicos, tienen un mecanismo de deterioro distinto al de los metales y en estos casos se habla de

degradacion [14].
1.2.2 Clasificacion de tipos de corrosion

Existen diferentes clasificaciones, dos de ellas son con relacién a su morfologia y la otra por el

medio que lo produce.
e CORROSION SEGUN LA MORFOLOGIA DEL ATAQUE:

Dada la forma o el area en que empieza o se difunde la corrosion en los metales podemos hablar de

diferentes tipos de corrosiéon dada su morfologia:

a) Morfologia uniforme o superficial. El ataque se extiende de forma homogénea por la superficie
del material. Es la forma mdas benigna o menos peligrosa ya que como se va desgastando
gradualmente extendiéndose en forma homogénea sobre toda la superficie metdlica es posible

evaluar con bastante exactitud la vida de servicio de dicho metal.
b) Corrosion en lacas o selectiva. El ataque no es homogéneo sino en ciertas zonas.

c) Corrosion por picaduras. El ataque se localiza en zonas aisladas de no mas de 1 6 2 mmaz2.
Generalmente la corrosién por picadura ocurre en metales que poseen una capa pasiva, tales como Al,
Ti, Zr y sus aleaciones. La corrosiéon por picadura ataca zonas a un nivel microscépico. Sigue dos
pasos, uno es el de iniciacién y el segundo de propagacioén, el segundo ha sido mayormente entendido
[15]. El flujo o la rapidez con que un metal pasivo se corroe es del orden de 10-6 A/cm2 mientras que
en el de corrosion por picadura la corriente llega a ser del orden de 10 A/cm?, es decir, un millén de
veces mas grande. Se asocia con un bajo pH y alta concentracién de haluros y cloruros asi como
precipitaciéon de sales. Un alto potencial entre la picadura y la superficie mantiene el crecimiento
acelerado de la picadura. La forma de la picadura puede ser muy variada, dependiendo de la quimica

y de la microestructura del material [1].

d) Corrosion en resquicio. Se presenta en uniones, zonas de traslape, zonas roscadas, en general en
regiones mal aireadas o en las cuales la renovacién del medio corrosivo estd condicionada por

mecanismos de difusion

e) Corrosion intergranular. Se localiza en los limites de grano del material metalico.



f) Corrosion bajo tension o fisurante. Cuando el metal estd sometido a tensiéon mecanica de
traccién aplicada o residual. Este tipo de corrosiéon bien podria estar en la clasificacién segin el
mecanismo, sin embargo se coloc6é aqui dado que el lugar en que comienza a corroerse es

precisamente en el drea bajo tension, sefialando un lugar especifico.
« CORROSION SEGUN EL MECANISMO DE ATAQUE:

Si ahora nos guiamos por la descripcién de cémo sucede y se desarrolla la corrosiéon podemos

resumir que la corrosién se produce por alguno de los tres modos a continuacién:

a) Corrosion electroquimica y galvanica. La corrosion galvanica se da por el contacto de dos
metales uno de los cuales es el danodo y el otro el catodo, sin embargo también puede darse en un sélo
metal que tenga imperfecciones o no sea homogéneo en su estructura aunque sea a escala
nanoscopica o microscépica, como en el caso de un material cristalino, o bien inhomogéneo. En un
material granulado, los intersticios, o las fronteras de granos sirven como anodos. El metal sufre
disolucién en las regiones anodicas. En las regiones catédicas no hay ataque. Si se tiene una region
anodica y otra catédica sumergida en un electrolito la corrosién es conocida como corrosion

electroquimica.

Esta corrosion electroquimica se da cuando el metal o los metales estan en contacto con medios de
conductividad electrolitica: agua, soluciones salinas, humedad de la atmoésfera, etc. Al llegar los
electrones al catodo, estos salen del metal uniéndose a unidades oxidantes captadoras de electrones
inmersas en la soluciéon que rodea al metal (electrolito), Un ejemplo de reacciones en agua es el

siguiente.

M — M* + ne- (reaccién anddica, el metal se oxida) (1

Las reacciones catédicas, dadas en la zona negativa, son reacciones de reduccion,

M* + ne- > M (2)

M+ + OH- + 2e- — MOH (3)
2H30* + 2e- — H21 + 2H0 (4)
0, + 2H,0 + 4e- — 40H- (5)



Se consideran activos a los metales de baja energia de ionizacién y nobles a los de alta energia de
ionizacién. Los metales de potencial de reduccién mayores (nobles) suelen comportarse como

catodo, los metales con un potencial menor son los activos y se comportan como anodo, (figura 4).

Figura 4. Corrosion galvanica

b) Corrosion directa. Se da principalmente cuando el material opera a altas temperaturas y de esta
forma no hay humedad en la superficie. Caracteristica a la que se da en los metales expuestos a gases

y vapores calientes. Generalmente es O; produciendo la siguiente reaccién:
2M + 0z = 2MO (para un metal divalente) (6)

La reaccién tiene la misma posibilidad de producirse en cualquier punto de la superficie, siendo un
proceso homogéneo o generalizado. Se producen generalmente 6xidos, que si no se difunden o
volatilizan, forman una capa o pelicula pasivante (figura 5) que protege el metal dificultando la

corrosion.

Figura 5. La pelicula pasivante interfiere con la corrosion

A mayor potencial de ionizacién mayor nobleza y mayor tendencia a la forma reducida (neutros). A

menor potencial de ionizacién mas activo y mayor tendencia a su forma oxidada (figura 6).
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Figura 6. La energia de ionizacién aumenta en el sentido de las flechas. Se muestra al titanio y al circonio, ambos en el

mismo grupo, perteneciendo a la misma familia de metales, comparten caracteristicas similares como alta y resistencia a la
corrosion

c) Corrosion Microbioldgica o corrosion inducida por microorganismos (CIM). Se produce en
tuberias e instalaciones por la actuaciéon de organismos microbianos (hongos, bacterias, y otros
microorganismos), ya sea porque estos fabriquen substancias agresivas, tales como protones o iones

sulfuro o porque actian como catalizadores de las reacciones de corrosién.

La mayoria de los organismos activos son bacterias que reducen u oxidan compuestos de azufre como
parte de su metabolismo. Las bacterias sulfato reductoras permiten que ocurra la corrosiéon en
situaciones en las cuales no es de esperar que ésta ocurra: a un pH neutro y en ausencia virtual de
oxigeno. También hay organismos que contribuyen a la corrosién debido a que interfieren en el

acceso al oxigeno [14, 65], dando lugar a la corrosién por aireacion diferencial (figura 7).

Figura 7. El organismo (en el medio) impide un acceso de oxigeno creando una diferencia en
el medio circundante al metal, facilitando de esta forma un transporte de iones debido a
zonas anodicas por el asentamiento de dicho organismo. Tomado de R. Javaherdashti [65]
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1.2.3 Curvas de polarizaciéon, medicion de la tasa de corrosion

El flujo electrénico y la pérdida de metal durante la corrosién sigue las leyes de Faraday por lo
que se libera una cantidad equivalente de iones metalicos, m (en moles) por cada coulomb Q que
circulen por el circuito divididos por el nimero de electrones, n intercambiados en la reaccién redox
y la constante de Faraday F (96,487 C/mol) que corresponden a la carga creada debido a las

reacciones en el metal con el electrolito,

Q
nF (segunda ley de Faraday) (7)

La corrosiéon se da debido a que los metales tienden a regresar a su forma encontrada en la
naturaleza, los metales puros mas nobles es decir los termodindmicamente mas estables serian una
excepcién ya que algunos se encuentran puros en la naturaleza, sin embargo la mayoria posee una
tendencia o fuerza impulsora que corroe al metal. Dicha energia libre asociada a la reaccién

electroquimica se representa por la ecuaciéon
AG = -nFE (trabajo eléctrico reversible a presion constante) (8)

Donde AG es el cambio de energia libre de Gibbs, n es el nimero de electrones en moles involucrados
en la reaccién, F es la constante de Faraday y E el potencial de la celda para condiciones estandar

[16], sin embargo para condiciones no estdndares la ecuacién cambia a
AG = AGe + RT In (Q) 9)
Como AGe = -nFEe al sustituir en la ecuacién anterior obtenemos la ecuaciéon de Nernst,
E =E°+ (RT /nF)In (Q) (10)

Dénde R es la constante de los gases (8.3143 ] mol-1K-1), Eo es el potencial electroquimico estandar, T
la temperatura absoluta, F la constante de Faraday, n el nimero de moles del i6n y Q el cociente de
concentraciones de los productos con los reactivos. Es decir, el nuevo potencial depende de las

concentraciones de los iones metalicos en la disolucién.

La ecuacion de Nernst es un caso especial de la ecuaciéon de Butler-Volmer, la cual toma la forma,
Na e

=i E— j E
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Donde f_y f, son los coeficientes de Tafel anddico y catddico respectivamente:

RT RT

ﬂa = anF ﬂc - (1—a)nF (12)y (13)

La velocidad de las reacciones electrédicas estdn controladas por el proceso de transferencia de carga
en la interfase electrodo/electrolito, a este proceso se le conoce como control de activacién o control
activacional, y al sobrepotencial correspondiente como sobrepotencial activacional (7,). Por otro
lado a y 1-a. corresponden a los coeficientes de transferencia y su suma es uno. El mecanismo que se
da en los electrodos es complejo sin embargo la ecuacién 11 expresa el fenémeno de forma global, de
esta forma los coeficientes j,, S, y B, son faciles de medir y a partir de estos parametros usando

logaritmos y aproximando a valores extremos se pueden obtener dos rectas Tafel [63] (figuras 8).

La region, zona o dominio de Tafel anddico, se da cuando el potencial es de la forma n/pa >>1. La

ecuacion que obtenemos es:

Nn=Ba In jo + Baln j 6 bien, tomando logaritmos en base diez (14)
N =a. * b, l0g j, donde (15)

a, =-2.303 aINjo v (16)

ba = 2.303 Pa (17)

Y para el dominio catédico Tafeliano, donde n/pa << 1.

m=pcInjo +Bcin|j (18)
n=ac +belog|j, donde (19)
ac =-2.303BcIn | jo| v (20)

be = 2.303 B¢ (21)

Cuando se obtiene una curva de polarizacién experimental, la extrapolaciéon de las rectas que
aparecen en el dominio Tafeliano nos dan el potencial de equilibrio y podemos determinar la
densidad de corriente de intercambio en donde la corriente catddica se iguala a la corriente anddica,
de otra forma no seria posible encontrar dichas corrientes ya que la corriente neta es cero. Al

potencial y a la densidad de corriente correspondientes a la interseccion de las rectas se les llama

12



potencial de corrosién y densidad de corriente de corrosién respectivamente (Ecorr, Jcorr, figura 8) Por

ejemplo si tuviéramos las reacciones parciales

M — M*n + ne- (1)

0, + 2H20 + 4e- — 40H- (5)

Podemos ajustarlas a las expresiones,

s g anFna

Ja = Jeorr®XP ( RT ) (22)
.. —(1-a)nFy,
Je = Jeomex® (Z—) 23)

Donde F, n, R, T, & y  son como se han definido renglones arriba y j..~es la densidad de corriente de
corrosion buscada, la cual como ya se dijo se puede transformar en pérdida de peso o de espesor a

partir de la segunda ley de Faraday. Estas expresiones se pueden obtener a partir de la ecuacion (14)

, jeorr H/HT
+) | .l’
f am | \“\\
|
!
L_J Ecorr !|mmmm e "—:_“—""' """""""""""
&
-
o
a
jcorr M_/M _,,—"."
! L o5
’. ____!'A."
— O
1

ey ‘l:{l:JF-

Figura 8. Corrosion de un metal en medio acido. Se extrapolan las rectas anddicas (metal) y la catédica (hidrégeno) cuya
interseccion nos da la densidad de corriente relacionada con la corrosion el metal. Tomado de J. Genesca [17]

En el equilibrio eléctrico cuando tenemos el potencial de corrosién las velocidades de corrosion se

anulan (la anédica y la catodica)
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Pero cuando rompemos dicho equilibrio polarizando de forma externa al electrodo, se aprecia de

forma experimental una corriente resultante o total de la suma algebraica de los procesos parciales:

.o .o anFy, . —(1-a)nFy,
Ji=da T e = Jeorr exp( RT ) ~ Jeorr€XP (T) (24)

En los limites de alto y bajo potencial y extrapolando se puede obtener la velocidad de corrosién [17-

19]. O bien podemos escribir el sobrepotencial como:

n= 2 10g( J,,,,) + Zplog(j,) = a+ bylogj, (25)

Un metal dentro de un electrolito tendra una jc determinada por el primer término, o la

constante “a” de la ley de Tafel. Para n=0 6 bien, cuando E=Ecor, tenemos,
ja=|jC|=jcorr (25)

Desafortunadamente en la practica no siempre se podra extrapolar por no tener un comportamiento

lineal (Tafeliano) en sentido anddico y/o catédico debido, entre otros factores a [17]:

a) La velocidad de la reacciéon estad controlada por la velocidad a la que llegan las especies reactivas a
la superficie metdlica. A menudo las reacciones catdédicas presentan una polarizacién por
concentracion para altos valores de corriente, cuando la difusién del O; o de los iones H+ no es lo

suficientemente rapida como para mantener un control cinético activacional.

b) Un control mixto del proceso de corrosién cuando mas de una reaccién, anddica o catoédica, pueden
ocurrir simultaneamente, puede complicar el modelo. Un ejemplo de control mixto es la reduccion

simultanea del O, y H+.

c) Por dltimo, otra causa de error en el modelo cinético controlado Unicamente por activacion,
necesario para la validez de la ecuacion de Tafel, es la caida de potencial que tiene lugar como
resultado del paso de la corriente que circula por la celda a través de la resistencia eléctrica del
electrolito de la misma celda. Si este efecto no es muy severo puede llegar a corregirse (compensarse)

con el dispositivo de compensacién de IR del propio potenciostato.

Estos factores dan como resultado graficas no Tafelianas, es decir no lineales (figura 9) y no es
posible extrapolar para obtener la velocidad de corrosién, sin embargo es posible describir
comportamientos de forma cualitativa, pero teniendo en cuenta que los resultados no son del todo

concluyentes [17,18].
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Figura 9. Ejemplo de una curva de polarizacion electrodinamica de la corrosién de acero en un medio acido con oxigeno
disuelto, en el cual el proceso catddico esta limitado por la difusiéon de Oz2. Tomado de J. Genesca [17]

Un montaje habitual [18] para el estudio de corrosién electroquimica de un metal es el que se

representa en la figura 10,

Figura 10. Montaje de una celda o célula electroquimica para el estudio de corrosién del electrodo de trabajo (ET), el cual se
mide la diferencia de potencial entre dicho electrodo y el electrodo de referencia (ER) la medicion es asistida por un tercer
electrodo, el contra-electrodo (CE). Tomado de W. Frank [18]

En un proceso corrosivo intervienen diferentes factores, como los que ya vimos en las ecuaciones
estudiadas, sin embargo existen otros factores como el pH el cual influye ya sea que se dé o no la
corrosion para cierto sobrepotencial, se puede encontrar informacién de dicha influencia con ayuda
de los diagramas de Pourbaix [11, 20] (figura 11), sin embargo, en la practica no se deben tomar al

pie de la letra, guidndose mas por los resultados experimentales para las condiciones particulares.
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Figura 11. Diagramas de Pourbaix para circonio y titanio

1.3 Adhesion bacteriana en dispositivos de uso biomédico

Las bacterias estan asociadas a diferentes enfermedades asi como a infecciones debidas a
dispositivos de uso biomédico tales como catéteres, stents, fijaciones metdlicas en fracturas,
implantes dentales, unién de proétesis, valvulas cardiacas, implantes de mama, etc.. Practicamente
cualquier implante es susceptible de ser colonizado por estos microorganismos, por lo que es
importante entender el mecanismo de contacto que usan las bacterias para poder adherirse y

colonizar diversas superficies.

La constituciéon quimica de las bacterias es variada, para las Gram positivas se tiene una composicion
quimica global en la pared celular de 20 a 60% de azucares, de 1 a 2.5% de lipidos y de 24 a 35% de
aminoacidos, para las Gram negativas de 20 a 60% de azucares, de 10 a 20% de lipidos y
aproximadamente 50% de aminoacidos [68]. La palabra bacteria se implementé para nombrar a
todos los microrganismos procariontes unicelulares; sin embargo, la evolucién en el estudio
molecular ha demostrado que los microrganismos procariontes se pueden agrupar en dos dominios:

Bacteria y Archaea [67, 69]

El tamafio promedio de una bacteria es de 0.15um a 2um, sin tomar en cuenta los flagelos y otras
extensiones. Poseen una carga negativa sobre su superficie en niveles naturales de pH del cuerpo
humano. Dependiendo de las sustancias poliméricas secretadas por el microorganismo, la capa

externa de la célula puede ser hidrofébica o hidrofilica [67].

Las bacterias se pueden clasificar seguin la tinciéon desarrollada por Hans Christian Gram (1884), en
dos tipos de bacterias, las Gram positivas y las Gram negativas. El fundamento de dos tipos de tincién
se encuentra en las diferencias en la envoltura celular, principalmente en el grosor de la capa de

peptidoglucano de la pared celular [27, 69].
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Las bacterias Gram positivas presentan una pared gruesa celular de aproximadamente 15-80 nm de
grosor y una membrana citoplasmdatica de fosofolipidos. La pared celular estd formada de
peptidoglicano (llamado también mureina o mucopéptido) compuesto por cadenas de polisacarido
enlazadas por péptidos que contienen D-aminoacidos. La densidad del peptidoglicano varia a lo largo
de toda la capa con una densidad media de 20% (w/v). Por otra parte, las bacterias Gram negativas
ademds de pared celular de 1-2nm de grosor y membrana citoplasmadtica tienen una membrana
externa y lipopolisacaridos (LPSs). Tienen también un espacio llamado periplasmico entre la
membrana externa y la membrana citoplasmatica abarcando a la capa de peptidoglicano. La
membrana externa de las Gram negativas contiene poros, formados por agregados de proteinas, que

facilitan el transporte selectivo de moléculas a través de la membrana [27, 33] (figura 12).

Debido a que las moléculas transportadas selectivamente incluyen especies cargadas, se da una
diferencia de potencial a través de la membrana. Sin embargo, hasta la fecha no se ha encontrado una
diferencia significativa del potencial zeta entre bacterias Gram negativas y Gram positivas[33], dicho
potencial, de forma simplificada, es una medida de la interaccién electrostaticas entre superficies, en
este caso una de las superficie es el de las bacterias (generalmente de carga negativa) también juega
un papel el medio idnico en que estén sumergidas las superficies a interactuar. Para concentraciones

iénicas altas el potencial zeta (C) aumenta volviéndose menos negativo [33, 55, 83].

Gram-positivas Gram-negativas
'a-ﬁ ' ‘ffﬂ membrana exterior
parec . z,sgsum
celular ‘ - —espacm periplasmico

RRRRRRARA FYVRTITINCT | memorana
H&S&MMLL LALLLLLLELL citoplasmica

9bicapa de fosfolipidos e proteina
= peptidoglicano fﬁmbrias

/ acido teicoico fpolisacéridos capsulares
J icido lipoteicoico J lipopolisacaridos

Figura 12. Pared celular de bacterias Gram-negativa y Gram-positivas Tomado de A. T. Poortinga [33]

Las fimbrias o pilis son filamentos finos de proteinas que se distribuyen sobre la superficie de

la bacteria, tienen un didmetro de aproximadamente 2 a 10nm y una longitud de 0.2 a 2.0 pm. Sirven

como adherencia a receptores especificos y contienen residuos de aminoacidos hidrofébicos.
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Muchas bacterias pueden producir una capsula que las recubre con un grosor de 200nm. Esta capsula
estd formada de proteinas, polisacaridos, gricoproteinas, lipopolisacaridos y acidos urénicos y esta

implicada en la adherencia superficial y en la formaciéon de biopeliculas [21, 33, 34].

En resumen, las superficies de las bacterias es muy compleja comparadas con coloides no
biolégicos. En agua la mayor parte de las bacterias tienen carga neta en su superficie, debido a la
asociacion o disociacién con protones en un medio con pH entre 5 y 7 6 hasta mayor, la mayoria esta
cargada negativamente debido a que el nimero de grupos fosfato y carboxilos es mayor que de
aminoacidos asi como de grupos basicos [27, 33]. La dependencia del pH en la adhesion bacteriana
sobre metales se puede asociar no sélo a la interaccién de iones H+ y OH- asf como otros iones en la
superficie de la bacteria, sino ademads por las reacciones redox que existen entre el metal y dichos

iones [27].

Un biofilm o biopelicula es esencialmente un conjunto de células bacterianas altamente
organizadas, que se encuentran adheridas a un sustrato y que estdn embebidas en una matriz de
exopolisacaridos que las mismas producen. La mayor parte de las bacterias permanecen adheridas a
la superficie con ayuda de éste ecosistema estructurado llamado biopelicula y no como organismos
flotando en un medio acuoso [29]. En el mundo natural, mas del 99% de las bacterias existen como
una biopelicula y se estima que las bacterias que viven en esta estructura son hasta mil veces mas
resistentes a los antibi6ticos y a las defensas del organismo huésped que sus contrapartes que no

viven en una biopelicula [31, 47].

A pesar de que la formacién de la biopelicula en varios sitios puede ser diferente, todos las
biopeliculas tienen la misma secuencia de formacién. El primer paso es la formacién de una capa de
moléculas organicas adsorbida, generalmente llamada “pelicula de acondicionamiento” o “pelicula
condicionante”, que esta constituida por los componentes organicos del medio acuoso que rodea la
superficie en donde se formara la biopelicula (por ejemplo, agua de mar, leche, lagrimas, orina,
sangre, saliva etc.) [9]. La absorcién de moléculas organicas tales como proteinas sobre una superficie
puede jugar un papel importante en la adhesién de bacterias, de estd forma un ambiente tal puede

alterar las propiedades fisico-quimicas de la superficie [27,35].

Una vez formada la pelicula condicionante sobre el sustrato las bacterias se acercaran hacia el
sustrato por diferentes fuerzas fisicas o quimicas como: corrientes en los fluidos corporales,
quimiotaxis, movimiento de microorganismos en respuesta de un gradiente de ciertas sustancias

quimicas, movimiento browniano, difusién, conveccion y fuerzas de gravedad [23, 24, 27, 28].
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Las bacterias deben vencer la barrera de Gibbs para llegar a una distancia 6ptima para lograr el
contacto con la superficie, esta energia es la suma de las interacciones de van der Waals, cominmente
atractivas y las electrostaticas, usualmente repulsivas. Sin embargo, por lo general la bacteria y el
sustrato tienen carga negativa [27, 35, 66], probablemente debido a la carga no homogénea de la
bacteria, las extensiones como los polisacaridos y las fimbrias, un area extensa de contacto, entre
otros factores, se puede romper de una forma mas facil esta barrera. Al transporte hacia el sustrato lo

suficientemente cerca para permitir la adhesion inicial lo llamaremos primera etapa.

La primera etapa es reversible ya que las bacterias se adhieren sobre el sustrato debido a
interacciones débiles (fuerzas de van der Waals, puentes de hidrégeno, interacciones hidrofébicas,
etc.) durante esta etapa las bacterias presentan un movimiento Browniano y pueden ser removidas
con fuerzas de cizalla debido a fluidos, por ejemplo por medio de un enjuague. Se estima que la
primera etapa puede darse en unos segundos o en algunos minutos volviéndose irreversible [27, 28,
37, 54]. Las fuerzas de Van der Waals y electrostaticas estan presentes entre 10 y 100nm de distancia.
Estas fuerzas son altamente dindmicas y estan influenciadas por los iones contenidos en la saliva, por
lo tanto el resultado es reversible. Alrededor de 2nm de distancia, fuerzas tales como puentes de
hidrégeno entre grupos hidroxilo (por ejemplo, en la dentina) y grupos fosfato en la pared celular de
la bacteria entran en juego. La primera etapa de la adhesién bacteriana es el paso funcional mas
importante para la formacién y desarrollo de una biopelicula [22]. Dicha adhesién esta relacionada
con la fisicoquimica tanto de la bacteria como de la superficie a la que se adhiere, como la
composicién quimica, la energia libre superficial, hidrofobicidad (mojabilidad), la carga superficial de
la bacteria y del sustrato, asi como de la topografia del material [23-27, 33, 50-52]. La carga
superficial y la energia libre del substrato es modificada cuando es inmersa en un medio con
bacterias, facilitando la adsorcién bacteriana, ademads la distribucién de la carga superficial de las
bacterias suele no ser homogénea, disminuyendo la repulsién de cargas del mismo signo entre el
sustrato y la bacteria [33]. La hidrofobicidad del sustrato y de la bacteria juega un papel importante, a
pesar de que se asocia una mayor adherencia en superficies hidrofébicas [28, 44], otros autores
reportan justo lo contrario [32], ain no se ha llegado a un consenso. El efecto de la carga es mas
importante para las células hidrofilicas que para las hidrofébicas [28]. Estas fuerzas actdan hasta
alrededor de 15nm de distancia, y entre 8 a 10nm son 10 a 100 veces mayores que las fuerzas de van
der Waals. Las bacterias con altas proporciones de nitrégeno/carbono o mayor cantidad de

lipopolisacaridos en su superficie se relacionan con una alta hidrofobicidad. Por otro lado, las
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bacterias que contienen altas razones de oxigeno/carbono estdn relacionadas con una alta

hidrofilicidad [27].

En la segunda etapa intervienen fuerzas de mayor magnitud de tal forma que se crea un
micro-ecosistema a su alrededor, en esta segunda etapa la adhesiéon se vuelve irreversible, se
produce un exo-polisacarido, se pueden dar intercambios de electrones y se pueden crear enlaces
covalentes, en esta etapa se necesitan fuerzas fisicas o quimicas relativamente grandes para remover

las bacterias, por ejemplo, raspando, o usando limpiadores quimicos [27].

Siguiendo a la adhesién inicial estan las ocurridas por fuerzas covalentes, i6nicas o enlaces
electostaticos (electrostatic bonding), relacionadas a fuerzas irreversibles. En esta etapa también se
encuentran las interacciones acido-base. Esta forma de enlaces entre receptores especificos en la

superficie del huésped se llaman ligandos y los componentes en la bacteria se llaman adhesinas.

1.3.1 Caracteristicas de Escherichia coli

Es una bacteria Gram negativa con motilidad, facultativa anaerobia, con morfologia de bacilo
(figura 13) y es considerado un microorganismo comensal de la flora humana. Tiene de casi dos
micras de largo por una de ancho y un grosor de menos de 0.3 micras [55]. Su pared celular tiene 1 a
2 nm de grosor, una membrana citoplasmatica interna y una membrana externa en donde se
encuentran los lipopolisacaridos. Tienen fimbrias rigidas con un didmetro de alrededor de 7nm y
fimbrias flexibles de entre 2 y 3nm de didmetro (figura 14). Las fimbrias se asocian a la adhesién a

células hospederas [33, 38].

Figura 13. Micrografias de Escherichia coli hechas con microscopio electrénico a 10kv y 5,000 aumentos (izquierda) y de
lado derecho se pueden apreciar las fimbrias (la barra corresponde a 0.5 micras), tomada de H. ]. Busscher colaboradores
[64],
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Se cree que las primeras fuerzas de adhesién de este microorganismo en superficies sélidas
son fuerzas electrostaticas, de van der Waals, fuerzas hidrofébicas y enlaces de hidrégeno que se
originan a partir de caracteristicas superficiales de las bacterias, como las proteinas, las fimbrias, los
flagelos, y las sustancias poliméricas extracelulares asi como de las caracteristicas del sustrato. E. coli
tiene aproximadamente de 1 a 3.5 millones de moléculas de lipopolisacaridos (LPS) fuera de su
membrana [39, 59] y no se distribuyen de forma homogénea, mas bien forman agregados de entre
600 a 3500 moléculas en pequefias areas. Estas moléculas de LPS ocupan un 75% de la superficie en
las Gram negativas y estan ancladas en la membrana exterior por el llamado lipido A el cual contiene
grasas saturadas hidrofébicas y fosfolipidos cargados negativamente, estas bacterias ademas poseen
diez monosacaridos los cuales transportan fosfatos y grupos acidos carboxilo, el antigeno-0O, porcion
final del LPS es hidrofébica y contiene de una a ocho unidades repetidas de monosacaridos (figura
14) [40, 46] debido a estos componentes su superficie es hidrofébica (6 alrededor de 33°) y tienen un
potencial zeta (C) negativo sobre su superficie a un pH asociados a fluidos corporales [33, 46, 48, 55,
59]. El potencial T es menos negativo al aumentar la cantidad de iones en la solucién o al aumentar el
pH. A pesar de que no se ha entendido cabalmente cdmo estas estructuras de LPSs se adhieren a las
superficies solidas, se cree que es una de las extensiones de la bacteria la que tiene un primer

contacto con la superficie [22]

Figura 14. Diagrama de Lipopolisacarido (LPS) de una bacteria Gram-negativa. Tomado de Q. Lu y colaboradores [40]
Escherichia coli generalmente invade tracto intestinal en las primeras horas de vida. Se

relaciona con la infeccién del tracto urinario, con meningitis y diarrea [35, 41, 53] es por esta razén

que tiene una importancia clinica, ya que se asocia a gastroenteritis [69].
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1.3.2 Caracteristicas de Staphylococcus aureus

Es una bacteria Gram positiva de forma esférica de aproximadamente una micra de tamafio

(figura 15), es facultativa, coagulasa positiva y no presenta motilidad [42, 43].

Figura 15. Micrografia de S. aureus hecha con microscopio electrénico a 10kv y 25,000 aumentos

Ademads de tener una membrana interna citoplasmatica compuesta de fosfolipidos y una capa
rigida externa compuesta de peptidoglicano (mureina) de entre 15 a 80 nm de grosor con una
densidad media de 20%(w/v). Contiene en su superficie numerosos tipos de macromoléculas, por
ejemplo: proteinas, extensiones de polisacaridos, acidos teicoicos (WTA) anclados a la pared celular
externa y por ultimo extensiones de acido lipoteicoico (LTA) enlazados a la membrana interior. Las
WTAs y LTAs estan formadas de cadenas poli-anidénicas proporcionando a la bacteria de una carga
neta T negativa superficial, la cual puede cambiar dependiendo de los iones circundantes. La
estructura quimica tanto de las WTAs como de las LTAs es compleja, ambas contienen OH
(hidrégeno-oxigeno), O- (oxigeno con carga negativa) 6 bien O (oxigeno) que se repiten de forma
regular a los costados y a lo largo de dichas cadenas. Estas cadenas pueden cambiar la orientacién al
contacto de ciertos electrolitos, por ejemplo en solucién salina (figura 16) otros iones importantes en
las funciones de aureus son Caz+y Mg2+[37, 45 y 57]. Esta bacteria es hidrofébica debido a sus acidos

teicoicos y lipoteicoicos [55 y 56].

22



Figura 16. Se muestra la forma extendida en un medio con poca carga iénica (lado izquierdo, -NaCl) o la forma extendida en
un medio con alta carga iénica (+NaCl) de un LTA. Tomado de F. C. Neuhaus y ]. Baddiley [45]

Los residuos de D-alanina (con carga positiva) se pueden mover entre y/o a través de las cadenas de

WTA y LTA (figura 17) este compuesto tiene diferentes funciones fisiolégicas en el microorganismo
[45, 56]

Figura 17. Traslacién de D-alanina ester como residuo a lo largo o a través de las cadenas de LTA y WTA. Tomado de F. C.
Neuhaus y J. Baddiley [45]

En resumen, LTA y WTA, junto con el peptidoglicano, define las propiedades polielectrénicas
de la membrana de las bacterias Gram-positivas y el medio que las rodea, esta carga suele ser
aniodnica (carga negativa) [48-50, 55, 57], no necesariamente debe ser una carga rigida, ya vimos que

estas extensiones celulares tienen movilidad y responden al medio que las rodea, creando una
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distribuciéon de carga dinamica, probablemente influyendo de manera positiva en las fuerzas

intermoleculares o en la hidrofobicidad implicadas en la adhesién sobre biomateriales [45, 56].

Habita de forma inofensiva (en condiciones normales) la piel humana y la mucosa nasal, sin
embargo también estd asociada a enfermedades graves y hasta mortales, como la endocartitis,
osteomielitis, neumonia y sepsis. Puede infectar implantes ortopédicos, catéteres o bien valvulas
artificiales de corazon. Se asocia a formaciones de biopeliculas y es uno de lo mayores patégenos en
biometales [35, 37, 44]. En los ultimos afios S. aureus ha aumentado los casos de infeccién no sélo
nocosomial sino fuera del area clinica. En México se cuenta con la Red Hospitalaria de Vigilancia
Epidemiol6gica (RHOVE), la cual report6 que en el periodo de 1998-2003, S. aureus ocupé el tercer
lugar en morbilidad y cuarto lugar en mortalidad. Los catéteres intravenosos y sondas son
dispositivos susceptibles principalmente de contaminacién que facilitan la entrada y colonizacién de
cepas de S. aureus a la sangre y tejidos [43] pero ademas se sabe que es una de las bacterias que mas

contamina protesis de titanio [70]

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Hasta ahora se sabe que el titanio es uno de los mejores y mas usados biomateriales para
protesis endodseas de diferentes tipos debido a sus propiedades mecanicas y a la aceptaciéon que el
cuerpo tiene a dicho material. Por otra parte, el circonio es utilizado en prétesis dentales debido a su

resistencia mecanica y color estético, entre otras cualidades [63, 64, 65].

Se han hecho estudios de corrosion y de adhesiéon bacteriana usando ambos materiales pero el
trabajo hasta ahora no es concluyente debido a la complejidad y la cantidad de variables implicadas
tanto en corrosiéon como en adhesioén bacteriana, ademdas no hay un solo trabajo que compare las
diferencias en adhesién bacteriana y corrosién entre superficies amorfas y cristalinas de 6xidos de
circonio y titanio en dependencia al ordenamiento atémico de dichas superficies que aporte una
explicacion y entendimiento en ambos fendmenos. Por este motivo se decidié contribuir al estudio
tanto de corrosion cémo adhesiéon bacteriana dependiente del ordenamiento atémico en 6xidos

metalicos.
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OBJETIVOS
Objetivo General.

Determinar la influencia del grado de cristalinidad de las peliculas delgadas de 6xido de titanio y
6xido de circonio depositadas sobre superficies de titanio, respecto al grado de corrosiéon y a la

adhesion bacteriana.
Objetivos Especificos.

e Caracterizar las peliculas delgadas amorfas y cristalinas de 6xido de titanio y 6xido

de circonio.

e Comparar las diferencias de la respuesta a la corrosion entre las diferentes peliculas

utilizando dos fluidos de interés biolégico (a 0.89% de NaCl y PBS: Phosphate Buffer Solution).

e Comparar la adhesién bacteriana de Escherichia coli y Staphylococcus aureus en las
peliculas delgadas amorfas y cristalinas de 6xido de titanio y éxido de circonio depositadas

sobre sustratos de titanio con diferente rugosidad.

HIPOTESIS

1. La velocidad de corrosiéon cambiard dependiendo del ordenamiento atémico de la pelicula
delgada para una misma quimica (6xido de circonio u éxido de titanio).
2. La adhesion bacteriana cambiard dependiendo de la rugosidad, del dangulo de contacto

(mojabilidad), de la quimica y/o del ordenamiento atémico de la superficie en contacto.
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CAPITULO 11
2 MATERIALES Y METODOS
2.1 Sintesis de peliculas de 6xidos metalicos

Los discos de titanio puro para pruebas de corrosiéon y para ensayos de adhesién bacteriana

se recubrieron de peliculas de 6xido de titanio y 6xido de circonio amorfo y cristalino.
2.1.1 Preparacion de las superficies de Titanio para pruebas de corrosion

Con el fin de obtener la misma topografia en todas las superficies experimentales, discos de
titanio de 15mm de didmetro y 1mm de grosor fueron pulidos con lijas a base de carburo de silicio de
diferentes ndimeros. Los discos se colocaron sobre una superficie plana de vidrio y se pulieron a
mano hasta tener un acabado con lija de ndmero 1000. Durante el procedimiento se utilizé agua para

que la superficie no se calentara.

Al terminar el proceso de lijado los discos fueron introducidos cuidadosamente, sin que quedara uno
encima de otro, en un vaso de precipitado con acetona y fueron sonicados durante 20 minutos.
Posteriormente, se secaron con aire presurizado y después fueron sonicados durante otros 20

minutos con isopropanol, al final se secaron con aire presurizado nuevamente.

2.1.2 Superficies de Titanio utilizadas para pruebas de adhesién bacteriana

Para las pruebas de adhesién bacteriana se compraron discos de titanio de 15mm de
didmetro con dos diferentes topografias: discos PT (smooth pretreatment) con una rugosidad media

(Ra) de <0.3um y discos SLA micrométrica (rough sandblasted acid-etched) con una Ra de >3.0um.

2.1.3 Deposito de peliculas delgadas de 6xidos metalicos sobre superficies de Titanio

La técnica usada para hacer las peliculas delgadas de 6xidos metdlicos fue la de pulverizacion
catédica con magnetrén (o en inglés Magnetron Sputtering) balanceado con radio frecuencia (RF). El
deposito se realiz6 en una atmdsfera mixta de argén con oxigeno, el cual reaccioné con el titanio para
hacer las peliculas delgadas de TiOx o bien con el circonio para obtener las peliculas de ZrOx.

“_n

Estrictamente el subindice de éstas férmulas quimicas es una “x”, ya que si bien se espera tener TiO,y
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ZrO; al terminar los depésitos, en la practica dichas superficies no son perfectas y la proporcion de
oxigeno puede variar [60]. Sin embargo, los resultados de espectroscopia de fotoelectrones (XPS)

demostraron que se obtuvieron los 6xidos de composicién x=2, como se describe mas adelante.

Los depositos de las peliculas delgadas de 6xidos metalicos amorfos y cristalinos se realizaron
dentro de una cadmara al alto vacio, mayor a 10-6 Torr (1mbar=0.75Torr), para esto se usaron dos
bombas conectadas a la cdmara, la primera, una bomba mecdanica y la segunda una bomba turbo
molecular. Antes de generar el vacio, los discos de titanio puro se colocaron en un porta-muestras
que se ha pulido con una lija de agua y limpiado con acetona, esto para evitar contaminacion, por
ejemplo, por grasa. También se coloca una pequefia ldmina de silicio sobre un disco al cual se le cubre
una pequefia drea que no serd recubierta durante el depdsito, esto se hace para posteriormente

medir el grosor de la pelicula usando perfilometria.

Los discos fueron adheridos por una de las caras ya sea con cinta de carbono (al hacer peliculas
delgadas amorfas, dicha cinta soporta temperaturas no mayores a 200 °C) o bien con plata coloidal ya
que soporta temperaturas mayores a 200 °C (cuando se forman peliculas cristalinas). Al adherirlos se
tuvo cuidado de no colocar mas de 9 discos sobre el porta-muestras de manera tal que no se tuviesen
cambios drasticos del espesor de la pelicula. Los discos ya colocados en el porta-muestras se
introducen en la pre-cdmara la cual no tiene comunicacién (se ha cerrado la comunicacién) con la
cdmara principal al momento de introducirlos. La pre-caAmara esta conectada a la bomba mecanica, la
cual se enciende una vez que las muestras se introducen y se cierra la entrada al medio ambiente. Al
llegar al nivel de presiéon adecuado dentro de la pre-cdmara, se cierra la valvula entre la pre-cdmara y
la bomba mecanica y se abre la compuerta a la cdmara principal. Las muestras fueron introducidas a
la cdAmara principal y después se cerré el paso de la pre-cdmara a la cdmara principal (figura 18). El
porta-muestras y los discos de titanio se colocaron frente al blanco el cual fue de titanio puro (para el

caso de peliculas de 6xido de titanio) o bien de circonio puro (para peliculas de 6xido de circonio).
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Figura 18. Se introducen las muestras a la pre-camara (recuadro) de ésta pasan a la camara principal en la cual se hacen los
depositos, el blanco indicado es de titanio puro, pero también se utiliz6é un blanco de circonio puro.

Una vez colocadas las muestras en su lugar y alcanzado un vacio de 6x10¢ Torr se procedié a
introducir argén (Ar) al 80% y oxigeno (02) al 20%, estos gases sirvieron para generar un plasma, el
cual sirvié para formar las peliculas de 6xido metalico. Al hacer estos depoésitos se utiliz6 una
potencia incidente de 200W (RF) con una potencia reflejada no mayor a 18W y blancos de Tiy Zr al
99.95% de pureza y una presion de trabajo de 24mTorr a 30mTorr. Las condiciones de depésito para

obtener las peliculas cristalinas o amorfas, fueron las siguientes (figura 19):

TiOx amorfo No 30 min
TiOx cristalino 200°C por 30min 45 min a 200°C

ZrOx amorfo No 30 min
ZrOx cristalino 200°C por 30min 40 min a 200°C

Figura 19. Tiempo de depésito y tratamiento térmico previo en cada caso. Las peliculas delgadas cristalinas necesitan un
tratamiento térmico previo para poder “crecer” de forma cristalina. El tiempo de depdsito para el titanio es mayor que el de
circonio ya que se hicieron pruebas anteriores y se observé una velocidad de crecimiento de la pelicula mas lenta
comparada con el circonio.
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Cuando se terminé el depdsito las muestras fueron extraidas de la cAmara principal por medio de la
pre-camara, para el caso de las peliculas cristalinas se esperé mdas de 40 minutos antes de extraer las

muestras para que se enfriara el depésito y no sufriera choque térmico.

Una vez terminado el depdsito, las muestras se colocaron sobre papel filtro dentro de cajitas de
plastico tapadas (figura 20).

Figura 20. Discos de titanio de 15mm de diametro y un milimetro de grosor recubiertos con una pelicula delgada de 6xido
de titanio o de 6xido de circonio. Las mostradas en la figura son de 6xido de titanio.

2.2 Caracterizacion de las peliculas delgadas amorfas y cristalinas de los 6xidos metalicos

Una vez que fueron depositadas las peliculas delgadas amorfas y cristalinas de 6xidos de titanio y de
circonio, se les hicieron diferentes caracterizaciones fisicas y quimicas para obtener informacién
respecto a su topografia, mojabilidad, rugosidad, espesor y ordenamiento atémico. Los métodos de
caracterizacion utilizados fueron: Microscopia Electrénica de Barrido (SEM), Difraccién de Rayos X

(XRD), Espectroscopia Fotoelectrénica de rayos X (XPS), angulo de contacto y perfilometria.
2.2.1 Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

Se utiliz6 un microscopio JEOL modelo JSM-7600E (Field Emision Scaning Electron
Microscope) con 5kV de aceleracidn, electrones secundarios y aumentos desde 2000 a 200000X para

observar la morfologia de las peliculas amorfas y cristalinas.
2.2.2 Difraccién de Rayos X (XRD)

El patréon de difracciéon de rayos-X fue adquirido utilizando el modo de Bragg-Bretano en la
configuracién de angulo de haz rasante, (para peliculas delgadas). Con un difractémetro marca

Siemens modelo D5000, longitud de onda Cu-Ka 1.5406 A.
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2.2.3 Espectroscopia Fotoeleclectronica de rayos X (XPS)

Los espectros de XPS fueron adquiridos sin realizar algin proceso de limpieza especial. La
verificacién de la composicién de las peliculas se realizé mediante la técnica de espectroscopia
fotoelectrénica de rayos X (X-Ray Photoelectron Spectroscopy XPS) con un sistema de alto vacio marca
VG-Scientific Microtech Multilab ESCA2000, con un detector y analizador CLAM4 MCD, fuente de
rayos X de Al K, (hv=1486.6eV) a 4.2 A, con una presion de 3.75x10-9 Torr. El espectro XPS se obtuvo
a 55° respecto de la normal a la superficie con un paso de energia constante Eo= 50 eV para obtener

la composicién elemental y Eo= 20 eV para espectros de alta resolucidn.

2.2.4 Medicion del angulo de contacto

Con ayuda de un goniémetro se hicieron pruebas a los diferentes recubrimientos sobre titanio puro y
sobre el titanio recubierto, también para las superficies SLA y PT. Se colocé una gota de 5 pl de agua
bidestilada en tres o cuatro diferentes regiones para cada superficie, una en el centro y las otras en la
periferia, cuidando que la alineaciéon quedara horizontal, se hicieron grabaciones (en formato MPEG)
al colocar las gotas usando el programa Pinnacle STUDIO 11.1, de las cuales se extrajeron tres
imagenes importadas en Photoshop en escala de grises a 8 bits, éstas imagenes se analizaron con el
programa Drop Snake [76] con el cual se analizaron el angulo de contacto entre la superficie de la
gota y la superficie del sustrato usando el borde de la imagen de la gota y la superficie. Se hicieron
varias mediciones de dichos dngulos y se promedié el angulo de contacto. Estos dngulos nos diran si
las superficies son hidrofébicas o hidrofilicas (figura 21). Dicha caracteristica se tomo en un contexto
biolégico definido por Vogler [77, 78], el cual define como limite un angulo de 65° entre las

superficies hidrofébicas y las hidrofilicas; el limite de Berg [79-81].

Superficie Superficie Figura 21. El angulo de contacto entre una gota de
Hidrofébica Hidrofilica

agua y una superficie nos da informacién de la

mojabilidad de la superficie, si el angulo es pequefio,
m i/(—.l estamos hablando de una superficie hidrofilica, en

Sl cambio para angulos grandes, hablamos de una

superficie hidrofébica.
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2.2.5 Perfilometria

Se midi6 la rugosidad de todas las muestras usando un perfilémetro DEKTAK 150 en dos
areas diferentes para cada tipo de muestra en un area de 500 micras por 500 micras, donde el radio
de la punta fue de 2.5 micras con una fuerza de 1mg en una duraciéon de 30 segundos para cada
barrido lineal. Se cuido de cambiar la orientacién por cada area diferente sobre el mismo disco. El
grosor de las peliculas también fue medido por perfilometria en una linea de escaneo de 500um,

usando substratos de Si(100) a los cuales se les dejo un espacio sin recubrir.

2.3 Ensayos de corrosion

Cada disco, uno a la vez, se colocé por debajo de un recipiente cibico de acrilico (7 cm X 8cm
X 5.82cm, de ancho largo y alto respectivamente) con ayuda de un tornillo de acero galvanizado y un
o-ring de goma (alrededor de 5mm de didmetro interior) para evitar derrame de la solucién, como se
muestra en la figura 22 y, una vez montado el disco, el recipiente se llena con una solucién salina
saturada (al 0.89% de NacCl) o bien con la solucién de PBS (phosphate-buffered saline) el cual contiene
diferentes compuestos (0.2 g L't KCIl, 0.2 g L-t KH;PO4, 0.047 g L't MgCl;, 8 g L-1 NaCl, y 1.15 g L1
NazHPO4, pH 7.4) simulando los fluidos corporales segiin sea el caso. Se conecta un electrodo (4dnodo)

entre el disco y el tornillo, el contra electrodo catodo (CE, de platino) y el electrodo de referencia (de
calomel), con ayuda de una tapa de acrilico, se colocan dentro de la camara con el liquido y la
muestra. Estos electrodos se conectan al potenciostato el cual medira y graficara los datos de cada
muestra usando el programa Gamry Echem Analyst 5.61, en cada uno de los ensayos se procura tener
los electrodos siempre en la misma posicién igual que la altura del liquido que cubrira a la muestra y
a los electrodos (alrededor de 5cm desde la base del cubo). Primero se hicieron pruebas de potencial
a circuito abierto (OCP) y después los ensayos potenciodindmicos. Después de estabilizar el OCP los
ensayos potenciodindmicos se realizaron desde un potencial de -0.5 volts a 2.5 volts, con una

velocidad de barrido del potencial de 2ZmV/s.

Después de cada ensayo el electrodo de referencia se sumergié en una solucién de cloruro de potasio
saturado y el electrodo de platino era lijado levemente y lavado con agua destilada ademas de
conectar el electrodo de trabajo a tierra entre cada prueba, por ultimo la celda se lavaba con agua
destilada y aire a presion, todo esto fue para evitar impurezas que pudieran ser provocadas por la

medicién y para evitar cargas estdticas o parasitas acumuladas que alteren la medicién aunque la
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contaminacién debido a la solucién interna (Cloruro de potasio) del electrodo de referencia es

insignificante y el electrodo de platino lo podemos considerar no reactivo.

Figura 22. Celda para ensayos de corrosion. El
electrodo de trabajo (ET) es la muestra a medir
(discos de titanio) del cual se obtiene la densidad de
corriente relacionada con la tasa de corrosién con

ayuda de dos electrodos: el electrodo de referencia

(ER) y el contra electrodo (CE).

2.4 Pruebas de adhesion bacteriana

Los estudios de adhesiéon bacteriana fueron realizados en el laboratorio de Genética
Molecular de la Divisiéon de Estudios de Posgrado e Investigacion de la Facultad de Odontologia de la

UNAM.

Se utilizaron las cepas Staphylococcus aureus (ATCC 25923) y Escherichia coli (ATCC 33780)). Las
cepas se rehidrataron en caldo de Soya Tripticaseina (TSB) y cultivaron en agar enriquecido Soya
Tripticasa (TSA) suplementado con 5ml de menadione (vitamina K, Sigma-Aldrich Quimica, S. A. De C.
V., Toluca, México), 2 pg/ml de hemina (Sigma) a 35°C durante 24 horas y se transfirieron a placas de

agar TSA hasta obtener cultivos puros, los cuales fueron utilizados para los experimentos.

Las superficies experimentales previamente esterilizadas se colocaron individualmente en placas de
24 pozos donde se les adicioné una suspensiéon de 107 células/mL de cada bacteria por separado, en
un volumen final de 2 mL. Las superficies con las especies bacterianas fueron incubadas durante 24
horas a 35°C en condiciones aerobias. Cabe mencionar que se utilizé un set de tres muestras de cada
una de las superficies experimentales para los conteos de las unidades formadoras de colonias
(UFCs) y otro set de muestras para procesar las superficies para ser analizadas por medio de
Microscopia Electrénica de Barrido (SEM). Todos los experimentos fueron llevados a cabo por

triplicado.
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Después de la incubacién, cada muestra se lavé tres veces con 1 mL de caldo TSB. Después de los
lavados, las muestras se transfirieron a una nueva placa de pozos de cultivo y se les coloc6 1 mL de
TSB enriquecido para sonicarlas durante 5 periodos de 10 segundos cada uno, con el objetivo de
despegar las bacterias adheridas sobre las superficies. Hecho lo anterior, se realizaron diluciones
seriales del sobrenadante de cada una de las muestras sonicadas y 100 uUL de cada dilucién fueron
sembrados por duplicado en placas de TSA enriquecido. Las placas de TSA se incubaron durante 24
horas y posteriormente se realiz6 el conteo visual de las unidades formadoras de colonias (UFCs)

para calcular el nimero de bacterias adheridas a las muestras (figura 23).

Figura 23. Cultivos con unidades formadoras de cultivos (CFUs)

Las muestras reservadas para ser observadas por medio de SEM se colocaron en lacas de 12 pozos y
se lavaron con agua bidestilada y se procesaron de la siguiente manera. En breve, las muestras
fueron fijadas en glutaraldehido al 2.0% por 24 h a temperatura ambiente. Después fueron lavadas
tres veces con un buffer de fosfato (pH 7.4) y deshidratadas con etanol en porcentajes seriados de 20,
40, 60, 80 and 100%. Las muestras posteriormente fueron desecadas y cubiertas con Oro, para ser
observadas usando un microscépio electronico de barrido marca Cambridge - Leica, Stereoscan 440
a 20kV. A través del uso de imagenes de electrones secundarios (SE) se observd la topografia de la
superficie y la morfologia de los microorganismos adheridos a a ellas. Con el uso de imagenes de
electrones retro dispersados (BSE) se observé el porcentaje de cobertura de la superficie de las

colonias bacterianas.

Se usaron aumentos de entre 250X a 1000X en cinco lugares diferentes sobre cada disco: centro,
izquierda, derecha, abajo y arriba. También se analizaron algunas bacterias a aumentos superiores de
5K, 10K y 20K para visualizar la morfologia de los microorganismos de forma mas clara, en el modo

de electrones secundarios.
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CAPITULO Il
3 RESULTADOS
3.1 Caracterizacion de las Superficies
3.1.1 Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

Las siguientes imagenes (Figura 25) muestran el titanio pulido para ensayos de corrosion
vista con microscopio electrénico con tres diferentes aumentos. Se observan las lineas dejadas por la
lija mas fina al terminar el proceso de lijado, todas en una misma direccién como se habia decidido

hacerlas.

Figura 25. De izquierda a derecha: aumentos de 100,000X, de 25,000X y de 2,000X para una misma muestra de titanio
después de un proceso de lijado a mano.

Figura 26. De izquierda a derecha: aumentos de 100,000X, de 25,000X y de 2,000X de peliculas delgadas de 6xido de titanio
cristalino sobre discos de titanio puro.

En la figura 26 se observa la topografia de las peliculas de 6xido de titanio cristalino sobre
una de las superficies de Ti lijadas. Se aprecian formas cristalinas en la primera imagen, los
crecimientos mas grandes son de 50nm de ancho y los mas pequefios aproximadamente de 20nm. Se
observan facetas cristalinas de 90 grados, probablemente los planos (001) de rutilo o anatasa [58].
Esta forma cristalina bien definida no se observa en las imagenes obtenidas con las peliculas de 6xido
de titanio amorfo (figura 27), pero se observa claramente pequefios cimulos con limites bien

definidos (forma de coliflor).
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Figura 27. Imagenes de peliculas de 6xido de titanio amorfo de 100,000X, de 25,000X y 2,000X en ese orden.

En las imagenes de 6xido de circonio cristalino (figura 28) no se pueden distinguir tan
claramente los cristales como en el caso del TiO; cristalino, en parte porque son de menor tamaiio,
pero no nos fue posible lograr imagenes claras con mayor amplificaciéon. Las muestras son aislantes

y eso dificulta la obtencién de imagenes de alta calidad a amplificaciones mayores.

Figura 28. ZrO: cristalino 100 mil, 50 mil y 10 mil aumentos.

Figura 29. ZrO2 amorfo 100 mil, 50 mil y 10 mil aumentos.

El 6xido de circonio amorfo (Figura 29) muestra cimulos redondeados similares a los de

TiO2.

La topografia de las peliculas depositadas sobre los sustratos de titanio PT es muy similar a la
obtenida sobre las superficies de titanio pulidas, como puede observarse en las Figuras 26, 27,30 y
31 para el TiO; cristalino y amorfo, respectivamente. El cristalino muestra sobre la topografia del Ti-
PT, unos cristales facetados menores a 50nm y en su contraparte amorfa, se logran ver pequeias

aglomeraciones y también pequenos limites entre dichos aglomerados.
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Figura 30. TiOx cristalino sobre PT 100 mil, 50 mil y 10 mil aumentos

Figura 31. TiOx amorfo sobre PT a 100 mil, 50 mil y 10 mil aumentos respectivamente.

La diferencia entre las peliculas delgadas de 6xido de circonio cristalinas y amorfas no es
clara, sin embargo se observa la misma forma granulosa (forma de coliflor) parecida a los

recubrimientos anteriores (figuras 32 y 33).

Figura 32. ZrO: cristalino sobre PT a 100 mil, 50 mil y 10 mil aumentos respectivamente.

Figura 33. ZrOz amorfo sobre PT a 100 mil, 50 mil y 10 mil aumentos respectivamente.
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3.1.2 Difraccion de Rayos X (XRD) y Espectroscopia Fotoelectrénica de Rayos X (XPS)

La figura 34 muestra los patrones de difraccién de las peliculas de 6xido de titanio depositadas sobre
los sustratos de cp-Ti (commercial pure Titanium). Como puede observarse, las sefiales que dominan
el patron corresponden al titanio. Alrededor de 20-30 grados pueden detectarse la sefial de la
pelicula cristalina de TiO2 (dos picos marcados como A y R) y un pico ancho en las peliculas amorfas.

Todos los demas picos corresponden al sustrato.

PT-surfaces Ti

R Ti
Ti
TiO_ crystalline A Ti
y R ‘ R A A Ti

L
=

cps (a.u.)

TiOz amorphous

clean
TRV

T T
10 20 30

2-theta

Figura 34. Patrones de difraccion de pelicula de 6xido de titanio

Con la finalidad de observar con mads detalle las diferencias entre la estructura de las peliculas
amorfas y cristalinas, se realizaron andlisis de difraccién de rayos-X sobre peliculas depositadas
sobre sustratos de silicio. La Figura 35 muestra el resultado para el TiO, donde se identifican
claramente los picos correspondientes a las fases anatasa (A) y rutilo (R) en la muestra cristalina,

mientras que en la pelicula amorfa no se distinguen dichos picos caracteristicos.

Figura 35. Patrones de difraccion de depdsitos de 6xido de titanio.
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De forma similar, la figura 36 presenta los patrones de difraccién de las peliculas de ZrO; depositadas
sobre titanio. En este caso se obtiene la fase llamada badeleyita y todos sus planos quedan

claramente identificados.

Ambas (figura 35 y 36) mediciones fueron realizadas utilizando haz rasante, por lo que no puede
hacerse una estimacion precisa de los tamafios de grano cristalino. Sin embargo, se puede observar
que las sefiales en el ZrO, son mas anchas que para el TiO, indicando que los tamafios de grano
cristalino son menores en el ZrO,. Resultado que concuerda con lo observado en las imagenes del

SEM (figura 30y 32)

Como se ha planteado y se discutird mas adelante, la cristalinidad puede jugar un papel importante
en la adhesiéon bacteriana, en particular se ha observado experimental y tedricamente que la
adsorcién de proteinas sobre las superficies de TiO, depende de la estructura cristalina y del plano

cristalino expuesto [91-95]

Figura 36. Difractogramas correspondiente a dxido de circonio.

La composicion de las peliculas fue determinada por espectroscopia de fotoelectrones, los espectros
de ambos materiales estan representados en las figuras 37 y 38. Donde puede observarse que hay
una gran similitud entre las amorfas y las cristalinas, indicando que la composicién de ambas es la

misma.

Para el TiO; sélo se observan sefales de Ti, O y el carbono, que se ha adherido superficialmente (no
se realiz6 limpieza de la superficie con haz de argén). Similarmente para las peliculas de Zr0Q, s6lo se

observaZr, Oy C.
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Figura 38. Resultados de XPS para 6xido de circonio.

La cuantificacion elemental se realizé analizando los espectros de alta resolucién para cada elemento
y distinguiendo el oxigeno enlazado al carbono, del oxigeno enlazado al &tomo metdlico. Un resumen
de dicho analisis se presenta en la figura 39, donde se reporta la razén del metal con el oxigeno

(Me/0), incluyendo lo observado para los substratos de Ti.

Muestra Me/O

PT 0.45

SLA 0.45
Ti-aTio, 0.52
Ti-cTiO, 0.51
Ti-azrO, 0.49
Ti-cZrO, 0.49

Figura 39. Tabla de composicién de todas las superficies
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De la figura 39 puede observarse que los 6xido nativos formados sobre los sustratos de Ti-PT y Ti-
SLA tiene una razoén Ti:0 6 Zr:0 ligeramente menor que la estequiométrica de 1:2 indicando que los
6xidos nativos son sub-estequiométricos. En el caso de las peliculas depositadas, las razones

metal/oxigeno son mas cercanas a 0.5 es decir las correspondientes a los 6xidos mas estables.

3.1.3 Mojabilidad por medio del angulo de contacto

Utilizando un goniémetro y el programa de cémputo Drop Snake se obtuvo el angulo de
contacto usando gotas de 5ul de agua bidestilada y realizando el promedio de nueve angulos para las
diferentes superficies PT y SLA sin la pelicula delgada y con las peliculas delgadas de TiO; y ZrO;

amorfa y cristalina.

Las figuras 40 y 41 presenta los valores promedio de los dngulos de contacto para cada superfice. De
su andlisis, se puede concluir que para las superficies SLA el dngulo de contacto es mdas grande

comparado con las superficies PT (63.4° para PT vs 130° para SLA)

PT SLA

Superficie: angulo = SD angulo = SD

129.9+10.1

Sin pelicula 63.4+7.1

a-Tio2 1029 +3.4 1443 +2.7

c-Ti02 92.7+2.6 141.8 £ 4.6

a-Zr02 88.7 £6.5 143.1+£29

c-Zr02 108.9+2.8 1343 +12.8

Figura 40. Angulos de contacto para las diferentes superficies
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Figura 41. Angulo de contacto usando agua destilada para superficies PT (izquierda) y SLA (derecha)
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Al agregarse las peliculas, dicho angulo aumenté en ambos casos. Observandose pequefias
diferencias segiin la composicién y estructura para las peliculas depositadas sobre el Ti-PT, pero no

tanto sobre las depositadas sobre Ti-SLA.

El &ngulo de contacto practicamente no cambi6 en superficies SLA al agregar el recubrimiento, no asf{
para las superficies PT, el cual mostré un aumento en el dngulo de contacto, esto probablemente sea
debido a la composiciéon de los 6xidos metdlicos y que la rugosidad influye en mayor grado en

superficies SLA que en PT, opacando el efecto de la quimica de la superficies estudiadas en esta tesis.

El 4ngulo de contacto nos proporciona informacién de la mojabilidad (menor angulo de contacto
mayor mojabilidad) de una superficie asocidndola a superficies hidrofébicas o hidrofilicas [77, 78-
81] que a su vez se relaciona con la adhesién bacteriana [82]. Tomando en cuenta el limite de los 65°
definido por Vogler, podemos considerar sélo a la superficie PT sin recubrir como hidrofilica.
Diferentes autores asocian mayor adherencia de bacterias en superficies hidrofébicas [28, 44],
considerando esto esperariamos encontrar un mayor nimero de bacterias adheridas al aumentar el

angulo de contacto de las superficies. Mas adelante se verd que dicha tendencia es posible.
3.1.4 Perfilometria

Se midié la rugosidad media (Ra) con un perfilémetro VEECO Dektak 150, en un area de
500um x 500pum. Como se esperaba no hay una gran diferencia entre las rugosidades del mismo tipo
de superficie, es decir s6lo para SLA o bien s6lo para PT independientemente del recubrimiento, pero
si entre las superficies distintas (figura 42), dando un valor alrededor de cuatro micras para las
superficies SLA y menor que una micra para las superficies PT. La rugosidad para las superficies
pulidas para ensayos de corrosién quedaron por debajo de las superficies anteriores (alrededor de
0.3 pm). El grosor de las peliculas fue de alrededor de 185 nm para las superficies ZrO; y de

alrededor de 68 nm para TiO; (figura 43)
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Figura 42. Rugosidades de las diferentes superficies con la tabla de resultados.

Figura 43. Grosor de las peliculas, obtenida por perfilometria.

Se observa un pequefio aumento en la rugosidad para superficies PT con recubrimientos amorfos
comparados con las superficies cristalinas. Probablemente el ordenamiento en las superficies

cristalinas mantenga una superficie mas lisa.

La morfologia de la superficie es un factor que afecta la adhesién bacteriana [49]. En
particular, diferentes autores asocian mayor adhesién a superficies rugosas y menor adhesién a

superficies lisas.
3.2 Ensayos de Corrosion

Se presentan las curvas de potencial a circuito abierto (OCP) para las diferentes peliculas y
soluciones (NaCl y PBS) en comparacion con el sustrato. Puede observarse un valor estacionario, es
decir, un valor de potencial de corrosiéon que no muestra mayor cambio en el tiempo. Dicho valor
alcanzado por el sustrato (titanio sin recubrir) para ambas soluciones es de alrededor de -200mV y
con los recubrimientos el potencial de corrosiéon es menos negativo (mas positivo) comparado con el
titanio sin recubrir, siendo la de mayor pasividad la pelicula de a-TiO, en ambas soluciones,

alcanzando un OCP de ~100mV sumergida en NaCl y de ~OmV en PBS.
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Figura 44. Las muestras fueron sumergidas en un medio salino (NaCl al 0.89%) o bien en una solucién PBS durante al
menos 3000s. Un aumento de potencial en la direccién positiva indica la formaciéon de una capa pasiva, un potencial sin
cambio indica que la capa pasivante permanece sin cambio y una caida de potencial en la direccion negativa indica un
rompimiento, disolucién de la capa pasiva o bien que no se forma. Para las dos soluciones el orden es el mismo aunque para
NaCl las superficies a-ZrOz y c-ZrOz tienen valores muy cercanos sucediendo lo mismo para c-TiO2 y a-ZrOz en PBS (tabla,

lado derecho).

El c-ZrO; en ambas soluciones, el Ti, a-TiO.y a-ZrO; en NaCl, asi como c-ZrO; en PBS, presentan una
caida de potencial hacia la regién mas negativa, es decir, que la capa pasiva se podria estar diluyendo.
Por otro lado para el Ti, a-ZrO, a-TiO; y c-TiOzen PBS y el c-TiO2 en NaCl los potenciales aumentan
con el tiempo, lo cual indica formacién de capa pasiva [74]. También podemos ver las superficies mas
susceptibles de corroerse dependiendo de la solucién en que se encuentren, donde las mas nobles
tienen un potencial mayor. Se observa que para las dos soluciones el orden es el mismo (figura 44),
aunque en NaCl el a-ZrO; y c-ZrO; sus valores son muy cercanos, asi como para c-TiO2 y a-ZrO; en
PBS. Podemos concluir atendiendo sélo al OCP realizado que el 6xido de titanio amorfo es el mas

noble de las superficies usadas.

La figura 45 presenta los resultados de polarizaciéon potenciodindmica para las cuatro peliculas en

comparacion con el sustrato de Ti en soluciéon de PBS y de NaCl.
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Figura 45. Se muestran las curvas de polarizacién de las diferentes superficies sumergidas en una solucién salina al 0.89%
y en solucién de PBS (izquierda) durante 24 horas.

Se puede observar que con respecto al Ti, todas las peliculas se encuentran ligeramente desplazadas

hacia potenciales mas positivos (menos negativos o mayores) y densidades de corriente menores.

El titanio puro tiene una densidad de corriente mayor comparada con los recubrimientos de 6xidos
metdlicos, ademas el titanio sin recubrimiento presenta una disolucién mas o menos continua, con un
potencial de corrosion mas negativo. Mientras que los recubrimientos presentan una zona de
pasivacion y menor disolucién, comparada con el titanio sin recubrimiento previo. Cabe mencionar
que las curvas de polarizacién del titanio sin recubrir son muy parecidas en ambas soluciones (figura

46),

Figura 46. Curvas de polarizaciéon de Titanio en PBS y NaCl.
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Los resultados de medidos con el programa Gamry Echem Analyst 5.61 de la corriente de corrosion
(Icorr), €l potencial de corrosién (Ecorr) y 1a velocidad de corrosion (Veorr) se muestran en la siguiente

figura 47.

Figura 47. Resultados de la corriente de corrosion, potencial de corrosién y velocidad de corrosiéon usando el programa
Gamry Echem Analyst 5.61.

Si comparamos los Oxidos de titanio amorfo y cristalino en ambas soluciones vemos
comportamientos contrarios, en NaCl el 6xido cristalino tiene una corriente de corrosion (Icorr)
menor y un potencial de corrosion (Ecrr) mayor comparado con el amorfo, sin embargo en PBS el
amorfo tiene una Icr menor y un Ecr mayor. La velocidad de corrosion es menor para el c-TiO; en

NaCl y menor para el a-TiO; en PBS (figuras 47 y 48)

Figura 48. Curvas de polarizacién de 6xidos de titanio amorfo y cristalino sumergidos en solucidn salina (izquierda) y PBS
(derecha) durante 24 horas.

Para el 6xido de circonio amorfo y cristalino el comportamiento es el mismo para la corriente Icorr €n
ambas soluciones (mayor para el amorfo), pero un potencial Ecr mayor para el éxido cristalino en
NaCl y mayor para el cristalino en PBS sin embargo dichos potenciales son muy cercanos (figuras 47
y 49). La velocidad de corrosién es menor para el c-ZrOx.
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Figura 49. Curvas de polarizacién de 6xidos me circonio amorfo y cristalino sumergidos en solucién salina (izquierda) y
PBS (derecha) durante 24 horas.

Comparando las superficies cristalinas vemos que el c-TiO; tiene un potencial de corrosién mayor en
NaCl pero menor en PBS comparado con ¢c-ZrO; y en ambas soluciones c-ZrO; tiene una corriente de

corrosion menor, dando asf una velocidad de corrosiéon menor para c-ZrO; (figuras 47 y 50)

Figura 50. Curvas de polarizaciéon del 6xido de titanio cristalino y de 6xido de circonio cristalino, sumergidas en una
solucién salina (izquierda) y en PBS (derecha) durante 24 horas.

Para el caso de las peliculas amorfas en solucién salina y en PBS el comportamiento es igual, mayor
potencial de corrosién, menor corriente y menor velocidad de corrosion para el a-TiO; (figuras 47 y

51).
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Figura 51 . Curvas de polarizacién de 6xidos amorfos en solucion salina (izquerda) y en PBS (derecha) durante 24 horas.

Por ultimo, tomando en cuenta las curvas de OCP (figura 47), parecen tener mejor respuesta a la
corrosion las peliculas de c-Zr0O2 y de a-TiO2, comparando sus de curvas de polarizacién vemos que
el potencial de corrosion Ec.rr es mayor para a-TiOz, sin embargo la Icoor €s menor para c-ZrO;y esto

concuerda midiendo los valores con el programa Gamry Echem Analyst 5.61 (figuras 47 y 52).

Figura 52. Curvas de polarizacién de oxido de titanio amorfo y 6xido de circonio cristalino en NaCl (izquierda) y en PBS
(derecha)

3.3 Pruebas de adhesion bacteriana
Resultados por medio del conteo de UFCs.

Los resultados de adhesién bacteriana por medio del conteo de UFCs se muestran en las

figuras 53 y 54.

47



En general, se observa una mayor adhesion de S. aureus que de E. coli independientemente del tipo
de superficie alcanzando conteos alrededor de 800 x 105 UFC/mL para S. aureus y para E. coli el
maximo nimero fue alrededor de 120 x 105 UFC/mL (figura 54). La excepcion se da en superficies PT
para a-Zr0; y la diferencia no es muy significativa (tomando en cuenta las barras de error) en a-TiO;

también en superficies PT.

Para E. coli sobre superficies PT se presenta mayor adhesiéon sobre superficies de c-TiO; y menor
adherencia en la muestra sin recubrimiento. Para S. aureus dicha tendencia también en superficies

PT es mas pronunciada, s6lo que la menor adherencia se da en a-ZrO; (figura 54-A).

En superficies SLA (figura 54-B) todos los recubrimientos tienen un nimero de UFCs de E. coli.
similares menor para el titanio sin recubrir, lo mismo sucede con S. aureus excepto en el a-TiO; cuya
adhesién es menor comparada con los demds recubrimientos, pero la adhesién mas baja se dio

nuevamente en el titanio sin el recubrimiento.

Figura 53. Conteo de unidades formadoras de E. coli (A) y S. aureus (B) sobre las superficies PT (barras izquierdas en rojo)

y sobre superficies SLA (barras derechas en azul).

S. aureus se adhiere mejor en superficies SLA con recubrimiento que en superficies PT. Sin

recubrimiento la adhesién es semejante (figura 53-B).
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Figura 54. Conteo de unidades formadoras de E. coli (barras del lado izquierdo de color rojo) y S. aureus (barras de color

azul, lado derecho) sobre las superficies PT (izquierda) y sobre superficies SLA (derecha).

Se ha propuesto que la quimica y la topografia de la superficie juega un papel importante en
la adhesién bacteriana. Por ejemplo, se ha reportado una adherencia menor en 6xido de titanio en
comparacioén con su respectivo sustrato [84] también se ha llegado a resultados experimentales ya
sea en vivo o in vitro aparentemente contradictorios, es decir, se ha reportado mayor adherencia en
sustratos de titanio comparados con sustratos de circonio, o bien mayor adherencia en circonio que
en titanio, en otros no se ha reportado diferencias en la adhesién, pero al parecer se coincide en que
el 6xido de circonio es un buen biomaterial comparandolo con el 6xido de titanio, con propiedades
incluso mejores hablando de adhesién bacteriana [84-90]. Si bien hay discrepancias y
contradicciones en los resultados se debe ser cauteloso en tomar una decisién ya que las condiciones
en que se realizaron dichos experimentos y las variables a controlas no fueron las mismas. Mas

adelante se discute en esta tesis las posibles causas de los resultados en la adhesion.

Resultados por medio de SEM.

En general, se pueden observar comportamientos similares en varias de las superficies de la
adhesién bacteriana viendo las micrografias hechas con microscopio electrénico. Por ejemplo en la
figura 58 tenemos micrografias en aumento de 10000X usando electrones secundarios y podemos
ver que la cantidad de bacterias (manchas negras) es mayor en los sustratos de c-TiO; para E. coli,

también se observa que la adhesién de S aureus es menor en la superficie de a-ZrO,.

En la figura 59 vemos micrografias de E. coli y S. aureus adheridas en superficies PT y SLA en

aumentos de 20K para entender mejor la morfologia de dicha adhesién.
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Figura 55. Micrografias representativas de la adhesién bacteriana sobre superficies PT sin recubrir (sustrato) y con
recubrimiento, las manchas de color negro corresponden a bacterias E. coli (izquierda) y S. aureus. Las barras blancas
corresponden a 10um.

00C¢ 10.0kV SEX EM WD 8. lmm

Figura 56. Adhesion bacteriana sobre sustratos PT (arriba) y sustratos SLA (abajo) de E. coli (iz

kV SEI SEM

quierda) y de S. aureus

(derecha, la barra blanca corresponde a una micra).
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La figura 56 nos muestra la adhesién de E. coli (lado izquierdo) y S. aureus (lado derecho) en
sustratos PT (arriba) y SLA (abajo), se puede notar que las bacterias S. aureus tienden a
“acomodarse” en los resquicios de las superficies SLA, ese acomodo no es notable para E. coli,
probablemente esto facilita la adhesién de S. aureus en superficies SLA aumentando asi el area de

contacto con la superficie.
Angulo de contacto y rugosidad versus adhesién bacteriana.

Si bien podemos hablar de una relacién promedio entre el angulo de contacto y la rugosidad para
estas superficies en particular ya que para rugosidades mayores corresponden angulos mayores
independientemente de la quimica y la fase del recubrimiento usado (figura 57), el panorama no es el
mismo para la adhesién comparada con el dngulo de contacto o bien con la rugosidad (figuras 58 y
59) ya que no se observa una tendencia clara para E. coli, sin embargo, para S. aureus si podemos

observar un aumento en la adhesién al aumentar la rugosidad o el &ngulo de contacto.
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Figura 57. Angulo de contacto y rugosidad para superficies.
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Figura 58. Adhesion bacteriana comparada con el angulo de contacto para E. coli (A) y para S. aureus (B).

Figura 59. Adhesion bacteriana comparada con la rugosidad para E. coli (A) y para S. aureus (B).
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CAPITULO IV

4 DISCUSION

El objetivo de esta tesis fue la de evaluar la respuesta a la corrosién y a la adhesién bacteriana
para dos 6xidos cominmente usados en el area clinica y dental, ZrO; y TiO,. Para las pruebas de
corrosion se usaron rugosidades de alrededor de 0.3um y para las pruebas de adhesion bacteriana
superficies de PT (0.5um) y SLA (4um) los cuales fueron comprados. Las peliculas delgadas fueron

realizadas por magnetrén sputtering.

Era ideal mantener el mismo espesor de todos los depdsitos de 6xido sobre los sustratos de titanio
puro, desafortunadamente el grosor de las peliculas no fue el mismo (figura 43). Esto pudo ser
debido a diferentes factores que influyen durante el depoésito, por ejemplo, la dureza de los blancos

utilizados.

La composicién de las peliculas fue estequiométrica para los dos éxidos usados. La fase cristalina
TiO: fue una mezcla de Anatasa y Rutilo mientras que para c-ZrO; la estructura fue de Badeleyita. Se
midi6 también el dngulo de contacto con agua bidestilada para las diferentes superficies, obteniendo
63.4 grados para las superficie PT sin recubrimiento y alrededor de 88 a 109 grados para las
superficies PT con recubrimiento. Para las superficies SLA se obtuvo un angulo de contacto de 129.9
grados para la superficie sin recubrir y también se observé un aumento ligero hacia 134-144 grados
para las superficies SLA con recubrimiento. El aumento en el dngulo de contacto para los sustratos
con los recubrimientos pudo deberse a la contribucién de zonas en forma angular debido a los granos
cristalinos, como puede observarse en la figura 26. Por otro lado, al hacer los depoésitos de las
peliculas amorfas se crean pequefios cimulos en forma de coliflor, caracteristicos de la técnica usada,
figura 27. Los pequefios cambios en el dngulo de contacto con agua bidestilada (mojabilidad) entre
los 6xidos amorfos y su contraparte cristalina, podria estar relacionado con el ordenamiento en la
estructura superficial o bien con las modificaciones a escala nanométrica de la rugosidad, se sabe que
la rugosidad influye en el dngulo de contacto medido en las superficies, esta influencia depende del
material usado, amplificando el resultado del dngulo de contacto [96-101]. Desafortunadamente no
hay mucha informacién reportada sobre las diferencias en las propiedades superficiales de 6xidos

metdlicos nanocristalinos y amorfos [75].

Para las pruebas de corrosién se usaron dos diferentes soluciones de interés biol6gico, NaCl y
PBS. Primero se hicieron pruebas a circuito abierto (OCP), las cuales nos dieron el mismo orden de
potencial en ambas soluciones para las diferentes superficies, siendo el recubrimiento de a-TiO; el

mas positivo seguido por c-TiOz, a-ZrO;, c-ZrO; y cp-Ti respectivamente. De esta forma el a-TiO;
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puede ser menos corrosivo, seguido por los restantes recubrimientos (en dicho orden). Después se
realizaron pruebas potenciodinamicas para encontrar la corriente de corrosién (Icrr), €l potencial de
corrosion (Ecorr), asi como la velocidad de corrosiéon. En este caso se obtuvo una velocidad de
corrosion menor para el c-ZrQO; seguido por el a-TiO; y por el c-TiO-. Si bien se esperaba una mayor
velocidad de corrosién en las superficies cristalinas debido a la presencia de los limites de granos, los
resultados indican que dichos limites no contribuyen sustancialmente a la velocidad de corrosién, al
menos no a escala nanométrica. Es necesario hacer notar que s6lo se tomé en cuenta una pequefia
parte de las curvas anodicas y catddicas de las graficas y no se hizo una interpretacién de la forma de
las curvas anédicas ya que no se realizd6 un escaneo de “rebote”, es decir que no se regresé el
potencial a valores pequefios después de haber llegado a cierto valor maximo en el potencial aplicado
y tampoco se tomé un escaneo adecuado para tener graficas lo suficientemente confiables en dicha
region anddica para hacer una adecuada interpretaciéon (al tener velocidades de escaneo muy

grandes la parte anoédica de varias graficas qued6 de forma vertical) [92].

Comparando finalmente las superficies cristalinas con las superficies amorfas, podemos ver que para
el circonio, el recubrimiento con una mejor respuesta ante la resistencia a la corrosién (Icorr, Ecorr ¥
velocidad de corrosion) es el cristalino, sin embargo en las curvas de OCP el resultado parece ser el
contrario, pero hay que tomar en cuenta que usando NaCl, las curvas de OCP quedan muy cerca. Para
superficies con el 6xido de titanio parece ser el recubrimiento amorfo el mas resistente ya que a
pesar de que presenta un aumento ligero en la velocidad de corrosiéon en NaCl comparado con el
cristalino, su Ecorr en dicho medio es menor, ademads de que las curvas de OCP también lo ubican como

mas resistente a la corrosion.

Las pruebas de adhesién bacteriana se realizaron en un tiempo de 24 horas usando bacterias
E. coliy S. aureus y el nimero de bacterias adheridas en cada superficie fue medido principalmente
con el método de conteo de unidades formadoras de colonias (UFC) pero ademas se comparé
visualmente con imagenes obtenidas por SEM. Si s6lo comparamos la adhesién en superficies PT
vemos que las bacterias se adhieren mayormente sobre los recubrimientos de c-TiO.. Siendo mas

notable tal tendencia para S. aureus.

S. aureus se adhiere mas que E. coli en todas las superficies, excepto para a-ZrO; con rugosidad PT y
probablemente tampoco para a-TiO; con rugosidad PT (las barras de error se traslapan). La bacteria
S. aureus comprada con E. coli presenta una mayor capacidad de adherencia sobre superficies

cristalinas, independientemente de la rugosidad y del tipo de material (6xido de circonio 6 de titanio)
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siendo alrededor del doble (para superficies PT) o hasta alrededor de 100 veces mayor (para

superficies SLA).

Las superficies sin recubrir tuvieron en general una menor adhesién bacteriana, lo que nos indica
que los substratos recubiertos son mas “biocompatibles” que los metales sin recubrir y por lo tanto
tienen mas afinidad con las bacterias empleadas. Esto podria estar relacionado con una buena
respuesta celular, por que se sabe que existe una “competencia” entre bacterias y células para
colonizar o adherirse al biomaterial y aunque ambos procesos de adherencia sean algo diferentes a

los dos se les relaciona con atracciones de tipo electrostatica [8, 9, 11, 26, 27, 33, 44,57, 102].

Tomando en cuenta Unicamente las diferencias en la adhesién entre los sustratos con recubrimiento
y el sustrato que no tiene la pelicula, y aunque sabemos que existen varias propiedades fisicas y
quimicas distintas entre éstos, probablemente sean sélo dos factores los principales causantes de
alteran la cantidad de bacterias adheridas en uno u otro caso, uno podria ser la presencia de oxigeno
de los recubrimientos y el segundo la conductividad eléctrica el cual influye en el acomodo de cargas
sobre la superficie. Ambos 6xidos son semiconductores y el titanio puro es conductor. Se han hecho
varios estudios que relacionan rugosidad o morfologia con la adhesion bacteriana [49] los cuales
mencionan una preferencia por ciertas configuraciones topograficas, hablando de distancia entre
huecos, ondulaciones, o de cierta magnitud en las rugosidades. Otros trabajos proponen de igual
forma una preferencia por cierta rugosidad, distancia entre huecos de nanotubos o entre nano-dots
(por ejemplo, oro) sobre la superficie, que facilita la adhesién de células [103] o bien que hay ciertos
planos cristalinos de 6xido de titanio preferenciales en la adhesién de proteinas y cuya adhesién es
menor sobre tubos de 6xido de titanio cristalino [94] o que ciertas moléculas se reacomodan

(girando o torciéndose) al interaccionar con la superficies [93].

Lo anterior aunado al trabajo de E. Gongadze y su equipo, en el cual proponen concentraciones de
cargas negativas en zonas angostas o angulosas de superficies de titanio las cuales facilitan la
adhesién de células con carga positiva en dichos lugares negativos. Por todo lo anterior es probable
que la adherencia sea mucho mayor en superficies SLA para S. aureus comparada con E. coli (figuras
54 y 58 ) debido a su forma redonda y relativamente pequefia pudiéndose colocar entre los
resquicios de la superficie cuyas curvaturas en las cavidades es similar a la de las bacterias S. aureus
(del orden de micras, figura 56), y cuya carga podria ser menos negativa (o hasta positiva) debido a
que la carga eléctrica de los materiales (mayormente negativa), podria concentrase principalmente
en las zonas mas angostas o en las esquinas segin Gongadze, facilitando asf la adhesién de S. aureus

(cuya carga neta es negativa para pH fisiolégicos) en estas zonas [91]. Sus extensiones con
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terminaciones de hidrégeno y oxigeno con carga negativa (figura 16), las cuales son moviles
ayudarian después a su adsorcion. Pero no sélo tienen cargas negativas la cual se relaciona con el
potencial zeta (C), sino ademas poseen iones con carga positiva cuya cantidad puede variar,
dependiendo del medio circundante (figura 17). Dichas movilidad de carga puede dar como
consecuencia deferencias de carga en la superficie se la bacteria y dicha configuracién de carga con
las extensiones, podrian interactuar con el ordenamiento atémico de la capa de 6xido (enlaces Ti-O o
bien Zr-0) incrementando las interacciones de largo alcance, como las fuerzas de Van der Waals o los
puentes de hidrégeno (y mas audn, si dichas extensiones estuvieran distribuidas en “racimos”, como
los lipopolisacaridos (LPS) de las bacterias Gram negativas) , haciendo que se adhieran a la superficie
de una manera preferencial relacionado con el tipo de ordenamiento de carga tanto en la superficie
inerte como en la bacteria [42, 43, 91]. Por dltimo, debido a la conductividad, (en el caso del metal sin
recubrir) esta distribuciéon de carga podria ser mas pronunciada y como la interacciéon de los
microorganismos podria estar influenciada por la distancia entre las zonas positivas y las negativas
(o bien entre zonas con diferencia de carga) dicha distribuciéon mayormente marcada al usar
superficies SLA podria afecta la adhesién de ambas cepas que podrian tener menor afinidad por
dicha distribucion de carga debida influenciada por la escala y forma fisica del material, aunado a la
disminucién drastica de oxigeno que facilite la unién la adsorciéon y a que el titanio sin recubrir
resulté hidrofébico (dngulo de contacto menor a 652) y as bacterias son hidrofébicas la adhesién

resultante seria menor que con el recubrimiento.

Ya que la mayor parte de los estudios no llegan a un consenso, es recomendable hacer mas
estudios. En esta tesis se uso un andlisis con un intervalo limitado de alguna de las variables, por
ejemplo, en la rugosidad sélo se usaron dos superficies (PT y SLA), ademads la repeticiones en los
experimentos de adhesion fue por triplicado. Si bien por la naturaleza de dichos experimentos y el
tiempo que conlleva realizarlos ichos niimeros son adecuados, estadisticamente podria ser una

limitante para tener un panorama mas amplio.
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CAPITULO V

5 CONCLUSIONES

El depdsito de las peliculas amorfas y cristalinas induce un cambio sutil en la nanotopografia
de los substratos. Con microscopia electrénica se aprecié que al formarse peliculas cristalinas, la
nanotopografia presentaba formas geométricas indicando las facetas de los cristales; efecto mas
visible en el caso del 6xido de titanioque en el 6xido de circonio, cuyo tamafio de grano era menor
como pudo constatarse por el mayor ancho de los picos en los patrones de difraccién de rayos-X. Las
peliculas amorfas al contrario presentaban una nanotopografia redondeada en ambos casos. Las
mediciones de rugosidad no se realizaron a escala nanométrica, de modo que no se pudo constatar a

nivel nanométrico dicho cambio.

La adhesién bacteriana es menor en superficies sin recubrir, es decir, en titanio puro sin las peliculas
delgadas. Y la superficie en la que se observa una mayor adherencia es sobre el recubrimiento de
oxido de titanio cristalino independientemente del tipo de rugosidad (PT 6 SLA), dicha superficie es
la Unica que arroja resultados concluyentes con las bacterianas utilizadas, segtin los resultados de los
conteos obtenidos. Por otra parte con los resultados obtenidos en esta tesis podriamos concluir que
el titanio amorfo es mejor material en términos de adhesi6én bacteriana comparado con su

contraparte cristalina., sin embargo no podemos concluir algo similar comparandolo con el circonio..

En términos de corrosidn, las graficas obtenidas para las pruebas de circuito abierto y las curvas de
polarizacién indican de forma cualitativa y cuantitativa que el 6xido de titanio amorfo se corroe mas
lentamente que el 6xido de circonio amorfo asi como del 6xido de titanio cristalino, pero al parecer
no es el Unico que puede mostrar un buen comportamiento ante la corrosién. Tanto en NaCl como en
PBS, también el 6xido de circonio cristalino como recubrimiento mejora la respuesta ante la
corrosion. Lo que queda claro es que las peliculas presentan velocidades de corrosién menores que el

sustrato metalico.

Uniendo los resultados de adhesiéon bacteriana con los de corrosioén, esta tesis parece indicar que la
mejor superficie seria el 6xido de titanio amorfo aunque también el 6xido de circonio cristalino
podria competir. Sin embargo considerando que durante el proceso de preparacién de las peliculas,
el calentamiento implica un proceso energético extra, ademas del tiempo, los costos de preparaciéon
del recubrimiento c-ZrO2 seria mayor que el a-TiO2.. Sin embargo seria conveniente hacer mas
experimentos ya que no hay mas trabajos comparando las superficies cristalinas y amorfas en un
medio biolégico vivo y, como se mostroé al principio de la tesis, el organismo humano no sélo consta

de dos diferentes bacterias, sino de cientos de ellas y la interaccién en realidad no se da sélo entre
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bacteria y material, sino que al parecer siempre estan otras sustancias como las proteinas jugando un

papel de intermediarias por dltimo tenemos la coagregacion, la cual también es muy importante.
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