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Resumen

En este trabajo utilizaremos un l4ser para producir distintos patrones
sobre biocerdmicas de circonio alterando su superficie. Se estudiara el
efecto que este procedimiento ha tenido sobre las superficies, midiendo
su topografia y los cambios en la energia superficial. Se realizaron plan-
taciones de bacterias in vitro, permitiéndonos estudiar cémo el cambio
en la topografia altera la adhesion de las bacterias a la superficie. Final-
mente, se discutira cuales son las caracteristicas que tendrfan que tener
los patrones sobre el circonio para maximizar sus propiedades antibac-
terianas.

Abstract

In this work, we will use a laser to produce different patterns on zir-
conia bioceramics, altering their surface. The effect of this procedure on
the surfaces will be studied by measuring their topography and changes
in surface energy. In vitro bacterial implantations were performed, allo-
wing us to study how the change in topography alters bacterial adhe-
sion to the surface. Finally, we will discuss the characteristics that the
patterns on zirconia would need to have in order to maximize their an-
tibacterial properties.
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1. Introduccion.

Los implantes dentales se han convertido en una solucién efectiva y duradera para
el reemplazo de dientes perdidos y dafiados, resultando en una gran mejora para la cali-
dad de vida de muchos pacientes a lo largo del mundo [1]. Tradicionalmente el material
mas utilizado en la produccién de estos implantes ha sido el titanio, debido a su gran
biocompatibilidad y resistencia [2].

Sin embargo, la biisqueda continua de mejora en los materiales utilizados, tanto a un
nivel estético como funcional, ha ocasionado que un nuevo material esté ganando popu-
laridad, asentdndose como una gran alternativa al titanio en el campo de la odontologia
implantolégica: el circonio.

Este material presenta numerosas ventajas sobre el titanio en distintos niveles. A un
nivel biolégico el circonio presenta una mayor biocompatibilidad [3, 4], viéndose que la
colonizacién bacteriana sobre superficies de circonio es menor que la vista sobre superfi-
cies de titanio [5], ademads, los implantes de circonio presentan una mejor osteointegracién
[6, 7], que es el proceso por el cual las células 6seas se adhieren a una superficie metalica,
y supone uno de los principales criterios en éxito del implante [8]. Asi mismo, se encon-
tré que la respuesta inflamatoria y la resorcién 6sea producida por muchos implantes de
titanio son inducidas por sus propias particulas [9], por lo que es un problema que no
presentan los implantes de circonio.

A un nivel mecdnico se ha observado que el circonio con estructura cristalina tetra-
gonal presenta una excelente resistencia a la corrosién y al desgaste [10], lo que lo hace
idéneo para su uso en un entorno bucal, donde se encuentra expuesto a humedad cons-
tante y otros fluidos bucales. Esto presenta una gran diferencia con el titanio, que puede
corroerse o desprender particulas metdlicas con el tiempo, mientras el circonio mantiene
su integridad estructural y estética a largo plazo [10, 11].

Ademas, el circonio presenta una conductividad térmica més baja que el titanio, sien-
do menos propenso a transmitir los cambios de temperatura al hueso circundante y los
dientes adyacentes. Esto puede reducir la sensibilidad dental que sufren muchos pacien-
tes tras recibir un implante, haciéndolo mucho mas cémodo.

A un nivel estético, el circonio es un material cerdmico de color blanco brillante que
se asemeja al color natural de los dientes [12]. A diferencia del titanio, que puede revelar
una linea grisdcea en la encia, los implantes de circonio ofrecen un aspecto mas estético y
natural, lo que los hace especialmente adecuados para pacientes con encias finas.

Debido a estas ventajas el circonio estd aumentando cada vez mads en popularidad
en el campo de la odontologia implantolégica. Sin embargo, como con cualquier tipo
de implante, sigue existiendo el riesgo de infeccién bacteriana peri-implante, que pue-
de comprometer la salud oral y la funcién del implante. Para abordar este problema, se
han desarrollado diversos métodos antibacterianos destinados a prevenir y controlar las
infecciones en los implantes de circonio.

Dos de las principales estrategias antibacterianas que se suelen aplicar en distintos
biomateriales han sido el recubrimiento pasivo con biopolimeros catiénicos que evitan la
unién bacteriana [13, 14] y la liberacién de compuestos en el tejido que matan las bacterias
suspendidas [15, 16, 17]. Sin embargo estas estrategias pueden producir problemas de
toxicidad y el desarrollo de cepas microbianas resistentes que compromete su aplicacién
[18], e idoneidad para el desarrollo de proétesis .
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Por este motivo, muchas alternativas que utilizan mecanismos fisicos en lugar de qui-
micos han comenzado a ganar relevancia en los tltimos afios. Entre ellas la creacién de
micro-estructuras en las superficies para mitigar la adhesion bacteriana y la formacion de
biopeliculas han mostrado un gran éxito en una gran variedad de materiales, entre los
que se incluye el titanio [19, 20, 21].

Muchos métodos han sido utilizados para la generacién de las micro-estructuras so-
bre las superficies de los materiales; electrohilado, grabado quimico, litografia , nanofa-
bricacién. .. Sin embargo entre todos ellos el texturizado laser o “direct laser interference
patterning (DLIP)” se ha mostrado extremadamente conveniente en la fabricacion de proé-
tesis dentales, debido a su mayor velocidad al compararlo con el resto de métodos, su
gran precision y facil implementacién. Ademas, el texturizado laser no requiere que exis-
ta ningn contacto por lo que se reduce la contaminacién superficial que pueda inducir el
texturizado.

Durante este trabajo de fin de grado haremos un primer estudio experimental sobre
el efecto antibacteriano de la texturizacién laser (DLIP) de circonio dental para su inte-
graciéon en implantes bucales. Para ello, estudiaremos distintos patrones de texturizado
midiendo los cambios producidos en la mojabilidad del circonio inducidos por el texturi-
zado y los efectos en la adhesion bacteriana a partir de estudios in vitro.

2. Fundamento tedrico

2.1. Mojabilidad

Podemos definir la mojabilidad de una superficie como la propiedad fisica que des-
cribe la capacidad de un liquido para extenderse sobre ella. En otras palabras, se trata de
la medida en la que un liquido entra en contacto y se extiende sobre un material sélido
en lugar de formar gotas o una pelicula en la superficie. La mojabilidad estd determinada
por la interaccion entre las fuerzas intermoleculares del liquido y las del sélido.

El pardmetro mads utilizado para expresar la mojabilidad de una superficie es el angulo
de contacto 6. Cuando la afinidad entre la superficie s6lida y el liquido es alta, la gota se
esparce con facilidad por toda la superficie y el &ngulo de contacto es bajo, como podemos
ver en la figura 1a. En el caso contrario, si la afinidad entre el liquido y la superficie liquida
es baja, el &ngulo de contacto serd alto, como podemos ver en la figura 1b.

T%//// S/ S S

a. Bajo dngulo de contacto. b. Alto angulo de contacto.

Figura 1: Perfiles de las gotas con comportamiento hidrofébicos e hidrofilicos.
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Dependiendo del angulo de contacto, la interaccion entre la superficie del material y
el liquido se suele clasificar como:

» Hidrofilico: &ngulo de contacto menor a 90°.

» Hidrofébico: &ngulo de contacto mayor a 90°.

2.1.1. Mojabilidad en superficies ideales

Cuando una gota se encuentra sobre una superficie, nos encontramos con un siste-
ma donde tenemos en contacto tres interfases; sélido (s), liquido (I) y gaseoso (g) como
podemos ver en la figura 2 .

Figura 2: Representacion del modelo de las tres fases con esquema de las tensiones entre
las fases.

Las moléculas que se sitdan en el seno (bulk) de cada una de las fases estdn sometidas a
fuerzas intermoleculares de atraccién iguales en todas las direcciones, por lo tanto la suma
de estas es nula. Mientras tanto las fuerzas que se encuentran en las interfaces no tienen
las fuerzas alineadas. El resultado de esta asimetria entre las fuerzas de las moléculas que
se encuentran en el seno y las que se encuentra en la superficie, en la interfase, provoca
un exceso de energia en cada una de las interfases.

Cuanto mayor sea la afinidad entre las moléculas de esas fases, menor serd esta energia
de interfase (y). En este caso, al estar en contacto las tres interfases tendriamos, ;g la
energia correspondiente a la interfase liquido-gas, que es la tensién superficial del liquido,
7sc la correspondiente a la interfase sélido-gas, que es la energia superficial del sélido y
st es la correspondiente a la interfase entre la superficie del sélido y el liquido.

La gota tomard la forma que minimice la energia total del sistema. Por lo tanto, la su-
perficie de contacto entre cada una de las interfases aumentara o disminuird dependiendo
del coste energético del sistema cambiando la forma de la gota. El equilibrio entre estas
tres interfases puede entenderse mediante las tensiones entre ellas, las cuales representan
la tendencia de cada interfase a reducir su area en orden a minimizar la energia acumu-
lada. En la figura 2 puede verse de una forma esquematizada cémo la tensién entre cada
una de las interfases esté ejerciendo una linea en el punto donde todos los estados coexis-
ten, tratando de minimizar cada una de estas &reas. El equilibrio entre estas fuerzas puede



7 2 FUNDAMENTO TEORICO

ser expresado a partir de:
YSL + YLGCOS (9y) —YsG = 0 (21)

donde 6y es el &ngulo de contacto de equilibrio en una superficie ideal, también conocido
como dngulo de contacto de Young [22]. Las superficies ideales son totalmente planas,
lisas, quimicamente homogéneas e inertes. Bajo esas condiciones el angulo de contacto
observable en el equilibrio serd igual al de Young, que podemos definir Gnicamente a
partir de las interacciones moleculares en las interfases:

cos (0) = cos (By) = ¥s6 — st (2.2)
LG

2.1.2. Mojabilidad en superficies reales

Cuando trabajamos con superficies reales, la forma de la gota y el 4ngulo de contacto
también dependen de las interacciones entre el liquido y el sélido como es predicho por
el dngulo de contacto de Young. Sin embargo, otros factores como la rugosidad de la
superficie o su homogeneidad quimica también juegan un papel importante.

El estudio del comportamiento de la mojabilidad de una superficie respecto a su ru-
gosidad estd basado en el modelo de Wenzel [23]. Este modelo considera que el liquido
penetra por las micro y nanoestructuras generadas por la rugosidad de la superficie como
puede verse en la figura 3.

Figura 3: Representaciéon de una gota en una superficie rugosa.

El coeficiente de rugosidad es definido como el cociente de area de la superficie, parti-
do el 4rea proyectada, que es el drea que deberia tener la superficie si fuese perfectamente

lisa (ry = +—4—). Por lo tanto, cuando la gota se deposita sobre la superficie, el 4rea en
AProyectadu

la que esta estd en contacto con la superficie se incrementa en un factor ry, aumentando
la energia por unidad de drea proyectada de la interfase sélido liquido en un factor ry.
Este aumento del drea de contacto produce una reduccién idéntica en el drea de la interfa-
se solido gas. Por lo tanto, partiendo de la expresion (2.2) podemos obtener el dngulo de
contacto en equilibrio para una gota teniendo en cuenta la rugosidad de la superficie:

cos (0) =rw - Y56 ZVSL rw - cos (6y) (2.3)
TLG

A partir de esta expresiéon podemos ver de forma muy clara que un aumento en la
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rugosidad solo acenttia el comportamiento de la mojabilidad. Si nos encontramos en una
superficie hidrofébica (6y > 90°), el angulo de contacto aumenta con un incremento en
la rugosidad, haciendo la superficie todavia mas hidrofébica. Sin embargo, si nos encon-
tramos en una superficie hidrofilica (6y < 90°), el &ngulo de contacto disminuye con un
incremento en la rugosidad , haciendo que la superficie sea todavia més hidrofilica.

Por otro lado, para estudiar el rol que juega la heterogeneidad quimica en la mojabili-
dad de una superficie hacemos uso del modelo de Cassie [24]. Para simplificar la explica-
cién consideremos una superficie lisa compuesta por n componentes quimicos distintos,
donde la fraccién que ocupa un componente i-ésimo es ¢;. El esquema de la forma de la
gota con la representacion de las fuerzas se ilustra en la figura 4.

ZySGi * Oi TySLi O

Figura 4: Representacién de una gota en una superficie con heterogeneidad quimica.

La energfa total por unidad de 4drea de la interfase serd la sumatoria de las energias
de interfase de cada uno de los componentes multiplicadas por la fraccién en la que esté
dicho componente en la superficie. Al igual que cuando analizdbamos cémo variaba con
la rugosidad, partiendo de la expresién (2.2) podemos obtener el 4ngulo de contacto en
equilibrio para una gota teniendo en cuenta la heterogeneidad quimica de la superficie:

cos (0) =) ¢ Y56 T ASL Y ;- cos (6y,) (2.4)
1 YLG 1

donde 0y, es el angulo de contacto de Young para cada uno de los compuestos quimi-
cos que forman parte de la superficie. Como podemos ver en la expresion (2.4) el compor-
tamiento de la mojabilidad de la superficie dependen de la mojabilidad de cada uno de
los compuestos que la forman y la proporcién que haya de estos.

Mediante la unién de los modelos de Wenzel y Cassie podemos obtener una predic-
cién de la mojabilidad de una superficie sobre la cual se posa una gota de un fluido si el
tamafio de de la gota es varios 6érdenes de magnitud mayor que las estructuras creadas
por la rugosidad [25], como es el caso del experimento que aqui estamos realizando.

2.2. Biopeliculas

Para sobrevivir los microorganismos tienden a asociarse formando estructuras cono-
cidas como biopeliculas o biofilms. Estas estructuras les brindan proteccion ante el sistema
inmunitario y los antibiéticos cuando se forman en el interior del cuerpo humano, jugan-
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do un papel importante en infecciones [26] u otros problemas de salud bucal. Por ejemplo,
la placa dental, que es una de las biopeliculas mas comunes conteniendo bacterias como
la cepa Streptococcus mutans, produce los dcidos y polisacdridos responsables de las caries
dentales [27, 28].

Podemos definir las biopeliculas como comunidades tridimensionales complejas de
microorganismos que se adhieren a una superficie y estdn encapsuladas en un polimero
extracelular formado por una sustancia polimérica (EPS), las cuales estd compuesta por
proteinas, ADN, ARN, polisacaridos y agua [29]. El agua es su componente principal
(~ 97 %) y acttia como el principal canal de flujo de los nutrientes dentro de la matriz de
la biopelicula [30].

El mecanismo de formacién de las biopeliculas estd separado en cuatro fases bien di-
ferenciadas, este mecanismo puede ser observado graficamente en la figura 5.

I} ‘ % '\ ‘\?\fa{%‘,
v )%
A g N NiZ%

-
Adhesidén Adhesién Maduracién Dispersidn
reversible irreversible

Figura 5: Proceso de formacién de la biopelicula; (I) adhesién reversible, (II) adhesion
irreversible, (III) Maduraciéon y (IV) Dispersiéon. Imagen adaptada de .Maunders et al [31].

Durante la primera etapa, ocurre la adhesion reversible de las bacterias a la superfi-
cie. En esta etapa, las células que se encuentran flotando de forma libre, por movimiento
browniano !, transporte convectivo o movimiento bacteriano activo; identifican una su-
perficie. Una vez posadas en ella se inicia un proceso de interaccion y adhesion sobre la
misma. Esta unién de las células plancténicas 2 a la superficie no es permanente.

En la segunda etapa de la formacién de la biopelicula ocurre una adhesién irreversible,
en esta fase también se suele observar tipicamente una deformacién de la pared celular
sobre la superficie del sustrato.

IMovimiento aleatorio que se observa en las particulas que se hallan en un medio fluido (liquido o gas),
como resultado de choques contra las moléculas de dicho fluido.
2Células que se encuentran libres flotando y nadando en el medio liquido.
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Durante la tercera etapa se forma una biopelicula madura con una estructura en tres
dimensiones que contiene células empaquetadas en cluster 3, con canales entre ellas que
permiten el transporte de agua y nutrientes, y la eliminacién de los desechos que se ge-
neren. Algunas propiedades de estas biopeliculas, como su resistencia a productos qui-
micos externos, pueden resultar imprevisibles debido a la gran capacidad adaptativa de
las bacterias. Una vez la red tridimensional que forma la estructura de la biopelicula esta
totalmente formada, comienza la cuarta etapa.

Durante esta tltima etapa ocurre la desadhesion y dispersion de las células que for-
man la biopelicula, dando inicio a la formacién de nuevas biopeliculas. La morfologia de
las células dispersadas es mas parecida a la de las células plancténicas que a la de las célu-
las de las biopelicula madura, que pueden iniciar el desarrollo de la biopelicula de nuevo
[32], es decir, se puede iniciar la propagacion de células bacterianas infecciosas.

La comprension completa de los procesos que llevan a la formacién y el desarrollo
de las biopeliculas y como evitar la formacion de estas es una tarea compleja, debido a
la gran cantidad de variables que intervienen. Sin embargo, si observamos la naturale-
za podemos ver como durante millones de afios de evolucién numerosas especies han
adquirido pieles que impidieron la adhesién irreversible de bacterias, evitando de este
modo la formacién de la estructura tridimensional de la biopelicula y su dispersién. Estos
mecanismos antibacterianos son de gran interés en recientes investigaciones puesto a que
estos no estdn recubiertos con sustancias biocidas. *

Algunas plantas como el taro y el loto tienen en sus hojas micro-protuberancias elip-
ticas de aproximadamente ~ 10um de radio [33, 34]. Estas protuberancias producen un
aumento en el dngulo de contacto formado entre la hoja y las gotas de agua que caen
sobre ella, volviendo a la superficie mds hidrofébica [34]. Se ha demostrado que un au-
mento en la densidad de estas micro-estructuras reducen la adhesién bacteriana y limitan
la formacién de biopeliculas, incluso en entornos bajo el agua [35, 36].

Ejemplos similares los podemos encontrar en el reino animal. Por ejemplo la piel de
los tiburones esta cubierta con micro-estructuras de aproximadamente ~ 100um de radio
llamadas riblets [37] y los pies de los gecko presentan pequefios pelos llamados setae con
radios comprendidos entre los 15um y 65um [38]. Estas pequefias estructuras en la piel de
los animales modifican su mojabilidad impidiendo la fijaciéon de las bacterias. En el caso
de los geckos se ha hablado de que las estructuras formadas en sus pies han evolucio-
nado permitiendo maximizar tanto propiedades hidrofébicas como hidrofilicas, lo que le
permite adherirse en los muros a voluntad [39].

El estudio de estas superficies antibacterianas de origen natural nos ha permitido ob-
servar el importante rol que juega la mojabilidad de la superficie en la capacidad de adhe-
sion y formacion de biopeliculas de las bacterias [34, 35, 38]. Esta relacién ha sido am-
pliamente discutida en los dltimos afios [40] debido a su gran utilidad en la creacién de
biomateriales.

Desde un punto de vista tedrico se ha estudiado esta relacién asumiendo que las bac-
terias se comportan como simples particulas coloidales. Partiendo de dicha premisa, se
explica la adhesion bacteriana a partir de una aproximacién termodindmica [41], que con-

3Conjunto de microorganismos.

“4Los biocidas pueden ser sustancias quimicas o microorganismos que estdn destinados a destruir, contra-
rrestar, neutralizar, impedir la accién o ejercer un control de otro tipo sobre cualquier organismo considerado
nocivo para el ser humano.
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sidera a la bacteria fijada a una superficie como una fase termodindmica con su corres-
pondiente tension superficial. Utilizando esta simplificacién podemos calcular la energia
total de interaccién en funcién de las energias de interfase. Podemos escribir expresion de
la energia libre de Gibbs de la adhesién bacteriana como:

AGadhesisn = YSB — YSL — YBL (2.5)

donde ysp es la energia del interfase bacteria-superficie y g, la correspondiente al in-
terfase liquido-bacteria. Si la energfa libre de Gibbs de la adhesién es negativa (Gygpesisn <
0), entonces estaremos en un proceso favorable energéticamente y por lo tanto se produ-
cird de forma espontanea.

Experimentalmente se ha encontrado que cuando la energia libre del liquido es mayor
que la de la bacteria, la energfa libre de la adhesion se hace menos negativa al aumentar
la energia libre de la superficie del sustrato sobre la que estd adherida la bacteria[42]. Esto
produce que la adhesién sea mayor en superficies hidrofébicas. Sin embargo, en el caso
en el que la energia libre del liquido es menor que la de la bacteria habrd una adhesién
mayor en superficies hidrofilicas.

Contextualizando esto dentro de este trabajo de fin de grado, el liquido que se presenta
en el entorno bucal méas predominantemente es la saliva, la cual tiene una energia libre
muy baja (parecida a la del agua). La energia libre de la saliva es mucho menor a la energia
libre de las principales bacterias bucales dafiinas para nuestro organismo, por lo tanto,
a mayor sea la energfa superficial de la superficie (cuando sea mds hidrofilico) mayor
facilidad tendrén las bacterias en adherirse de forma irreversible, favoreciendo la creacion
de biopeliculas que le permita sobrevivir y expandirse. Por lo tanto si tuviésemos solo en
cuenta la mojabilidad de la superficie y quisiéramos minimizar la adhesién bacteriana,
tendriamos que disminuir lo méximo posible la energia superficial, utilizando materiales
hidrofébicos.

3. Metodologia

3.1. Preparacién de las muestras

El material utilizado para la realizacién del estudio fue 6xido de circonio monolitico
Cercon [43]. El disco original tenia unas dimensiones de 10 cm de didmetro y 4 cm de
grosor, sobre este se realizaron cortes transversales y longitudinales, obteniendo muestras
rectangulares de (0,49 + 0,02)cm? de &rea y una anchura de (2,07 4 0,03)mm.

Tras esto, las muestras sobre las que fueron realizados los estudios in vitro fueron
pulidas a 4000 grit. Algunas muestras sobre las que solo se estudié mojabilidad no fueron
pulidas, permitiéndonos ver cémo afecta el pulido a la mojabilidad de algunos de los
patrones realizados sobre el circonio. Ademas, al no ser pulidas el proceso de fabricacién
pudo ser acelerado, lo que nos permitié estudiar la mojabilidad sobre patrones para los
cuales no se pudo realizar el estudio in vitro.

Todas las muestras fueron sinterizadas a 1550°C siguiendo la curva de calentamiento
y enfriamiento del fabricante en un horno Zirkonofen 600/V3 [44].
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3.2. Texturizado liaser DLIP

Tras la fabricacion de las
muestras se imprimieron las micro-
estructuras con los distintos pa-
trones sobre la superficie del cir-
conio mediante irradiacién laser.
Para ello se utiliz6 un laser Rofin
PowerLine E 20, que puede ver-
se en la figura 6. Las caracterfs-
ticas del laser junto los parame-
tros utilizados para la fabricacion
de las muestras se encuentran en
el cuadro 1. Para conseguir que
las micro-estructuras tuvieran la
profundidad deseada el laser

realiz6 dos pasadas sobre ellas. Figura 6: Laser Rofin PowerLine E 20, utilizado para

Tras la ablacién laser se obser- la micro-texturizacién de las muestras.

varon cambios de pigmentacion
de las superficies tratadas. Este mismo comportamiento fue observado por la doctora Eri-
ca Roitero en su estudio de los efectos de la micro-texturizacion laser del circonio dental
[45]. En este estudio habla de c6mo en la interaccion con el laser, el material se derrite
localmente, estableciéndose un fuerte gradiente térmico en la superficie que produce una
recristalizacién direccional , creando una transformacién de una red cristalina tetragonal
a una red monoclinica. A pesar de esto no se observaron ningunos cambios en la compo-
sicién quimica del circonio.
Basdndonos en los
estudios de la doctora

1100 ~ 7 Erica Roitero [46] decidi-
1000 7 mos calentar las mues-
900 - _ tras en un horno para
< 800 - ] producir una nueva cris-
= 700 | ‘ talizacién y obtener nue-
600 - ] vamente una estructu-
500 ]
ra tetragonal. Este pro-
400 s :
ceso fue realizado en
300 \ \ \ \ \ \ L}

un horno Herotec HK-11
durante una hora. Una
t(s) vez pasado el tiempo se
dej6 enfriar dentro del
horno de forma natural
durante nueve horas. Se
midi6 la temperatura dentro del horno durante todo el proceso de calentamiento, obte-
niendo la curva de calentamiento que podemos ver en la figura 7.

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

Figura 7: Curva de calentamiento.

Para asegurar que las muestras no fueran contaminadas durante su estancia en el
horno se calentaron dentro de recipientes de arcilla con rendijas para que el calentamiento
no fuera apantallado.
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Longitud de Onda Corriente Frecuencia Velocidad Anchura Laser Duracién Pulso

532nm 22,0A 15kHz

10*1% 0,1mm 1ns

Tabla 1: Pardmetros del texturizado Laser

3.3. Estudio de la topografia

Para analizar las micro-estructuras
creadas mediante el texturizado laser, se
estudiaron las topografias de las superfi-
cies de las muestras de circonio. Para ello
se utilizé un microscopio confocal Niko
ECLIPSE L150 (figura 8) con una lente de
50 aumentos. Las dreas estudiadas con el
confocal en cada una de las medidas fue-
ron de 6008y:m? para los patrones con me-
nores periodicidades y de 314520ym? pa-
ra los patrones con mayores periodicida-
des donde las estructuras formadas tenian
un tamafio mayor.

Posteriormente las medidas tomadas
con el microscopio confocal fueron anali-
zadas con la herramienta de software libre
Gwyddion [47], que utilizamos para obte-
ner los siguientes datos:

Figura 8: Microscopio confocal Niko ECLIP-
SE L150.

» AEsperada: Periodicidad disefiada en el patrén, hace referencia a la distancia de sepa-
racion de las incisiones producidas por el laser sobre la superficie.

® AExperimental: Periodicidad media obtenida al estudiar las micro-estructuras formadas

en el patrén.

= PV: Distancia pico valle. Diferencia entre la altura del punto més alto y el més bajo

en el drea estudiada

= Aproyectada: Area del plano analizado con el microscopio confocal

= A: Area total expuesta de la muestra dentro del espacio estudiado con el confocal.

n 7 =
W AProyectada

: Coeficiente de rugosidad

= Ra: Promedio de rugosidad de los picos y valles

RMS: Raiz cuadrética media de los picos y valles medidos en la superficie

PVResiduar: Distancia entre el maximo de rugosidad residual obtenido al filtrar la
micro-estructura producida por el patrén.

Ragesiguqr: Promedio de rugosidad de los picos y valles residuales obtenidos al filtrar
las micro-estructura producidas por el patrén.
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3.4. Estudio de la mojabilidad

Para medir el efecto que
tiene en la mojabilidad de las
muestras el texturizado laser,
se realizaron medidas del &n-
gulo de contacto estatico con
gotas de agua Mili-Q. Para
ello, usando pipetas milime-
tradas colocamos gotas con
volumenes de (5,0 £ 0,1)ul,
(10,0+0,1)ply (150£0,1)ul
sobre la superficie de las
muestras. Una vez la gota se
habia estabilizado y no habia
variacién del dngulo de con-
tacto se realizaron fotografias
de las gotas desde una pers-
pectiva cenital y lateral, es-
tas dltimas fueron tomadas
a contraluz para facilitar su
analisis.

Figura 9: Montaje experimental para la realizaciéon de las
fotografias de las gotas.

El montaje experimental utilizado para realizar las fotografias puede verse en la fi-
gura 9. Este estd formado por un soporte donde se colocan las muestras y dos cdmaras
que enfocan dicho punto. La primera estd colocada justo encima del soporte tomando las
imagenes cenitales y la otra se encuentra a uno de los laterales del soporte permitiendo
captar la forma de la gota. Para observar con mayor detalle la forma de la gota en el lado
opuesto a esta tltima camara se coloca una pantalla luminosa que permite observar la
gota a contraluz.

Estas fotografias fueron analiza-
das utilizando la herramienta de soft-
ware libre Image | con la extensién
DropSnake [48] permitiéndonos obte-
ner los dngulos de contacto como se ve
en la figura 10.

CALeft=73.105 Right= 73.403

Estas medidas fueron tomadas
diariamente para las muestras sobre
las cuales realizamos las plantaciones
in vitro, permitiéndonos observar c6-
mo evoluciona la mojabilidad con el
tiempo pasado tras haber recibido el
tratamiento laser y para las muestras

Figura 10: Andlisis gota de agua Mili-Q para ob- 10 pulidas pasados 45 dias desde su

tener el angulo de contacto utilizando Image J tratamiento, observando el angulo de
[48]. contacto estatico una vez esta ya se ha-

bia estabilizado.
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3.5. Analisis de la composicién quimica

Para conocer si existian diferencias quimicas entre las muestras tratadas con los distin-
tos patrones que pudiera afectar a la mojabilidad y adhesion bacteriana en las muestras
analizadas, se utilizé un espectrémetro de fotoelectrones de rayos X (XPS) Axis Ultra.

Este procedimiento fue realizado para los cuatro patrones para los que se realizaron los
estudios in vitro. Las espectroscopias fueron realizadas 28 dias después de que se produ-
jera la texturizacion laser, cuando la mojabilidad de las muestras ya se habia estabilizado
mostrando los distintos comportamientos que esta presentaba.

3.6. Evaluacidén de la adhesion bacteriana

Una vez ya texturizadas, las muestras que fueron utilizadas para los ensayos micro-
biolégicos fueron estabilizadas en un autoclave a 121°C durante 20 minutos. Antes de
ser contaminadas con las bacterias fueron expuestas a saliva artificial. La saliva artificial
utilizada fue elaborada siguiendo la siguiente férmula [49]:

0,25 +0,01)8/1 de cloruro de sodio (NaCl)

0,20 £ 0,01)s/1 de cloruro de potasio (KCI)

0,20 £ 0,01)g/1 de cloruro de calcio (CaCl)

5,00 £ 0,05)&/1 de peptona proteasa

( )
( )
( )
(1,00 + 0,05)8/1 de polvo de Lab-Lemco
( )
(2,00 £ 0,05)8/1 de extracto de levadura
( )

2,50 £+ 0,05)8/1 de mucina gastrica de cerdo

Estos compuestos fueron mezclados mediante agitacion por una hora a temperatura
ambiente (~ 25°C). Tras esto, se esterilizaron en el autoclave y se afiadieron 1.25ml de
urea al 40 % (p/v) filtrada con un filtro estéril de 0,22um. Cuando terminé su preparacién
fue encerrada en oscuridad a una temperatura de 4°C para enviar la degradaciéon de las
proteinas, hasta su posterior utilizacién, aproximadamente una semana después. Antes de
realizar la contaminacién bacteriana se expuso cada una de las muestras a 1m! de saliva
artificial durante 30 minutos a una temperatura de 37°C en una mesa de balanceo para
simular las condiciones bucales.

Para estudiar la adhesion bacteriana utilizamos la cepa Streptococcus sanguinis [50]
que se mantuvo en tubos en una lengiieta con agar BHI ® [51] a 4°C. Para la contaminacién
bacteriana de las muestras se preparé una suspension bacteriana en el medio BHI con una
densidad 6ptica de 1.0 en la escala de MCFarland [52] en un turbidimetro DensiCHECK™
plus 180330-1. Esta suspension fue diluida con una proporciéon de 1/30 en caldo BHI,
equivaliendo aproximadamente a 107 UFC/ml (unidades formadoras de colonias por mi-
lilitro).

BD Brain Heart Infusion (BHI) es un medio de uso general adecuado para el cultivo de una amplia va-
riedad de tipos de organismos, incluidos las bacterias, levaduras y hongos filamentosos, a partir de muestras
clinicas.
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Cada muestra fue expuesta a 1m! de la suspensién bacteriana en las placas de microti-
ter de 24 pocillos [53] y fueron incubadas durante 24 horas a una temperatura de 37°C en
condiciones 6ptimas para la proliferacién de las bacterias (condiciones de anaerobiosis®).
Una vez terminada la incubacién las muestras fueron extraidas de los pozos con unas pin-
zas estériles y lavadas con una solucién de agua salina. Los tubos se agitaron en vortex
durante 20 segundos y tras eso fueron introducidos durante 10 minutos en ultrasonidos
para recuperar las bacterias.

La capacidad de adhesion bacteriana fue medida por tres métodos distintos.

3.6.1. Meétodo de cultivo.

Se tomaron muestras de 410m! de las suspensiones recuperadas y fueron incubadas
en condiciones de anaerobiosis durante 24 horas a una temperatura de 37°C, lo que nos
permitié obtener unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/ml). Con las cuales
obtuvimos los log1o(UFCs + 1) que serdn utilizados en el andlisis de los resultados de las
plantaciones realizadas.

3.6.2. Ensayo de adenosin trifosfato (ATP)

10u! de la suspensién recuperada fueron afiadidos a 100u! del reactivo Bac-Titer-Glow
[564] y fueron incubados durante 5 minutos.

La luminiscencia emitida fue medida mediante la utilizacién del luminémetro “Pro-
mega GloMax”. Estos datos fueron utilizados para calcular la media de las sefiales del
cultivo bacteriano menos la media del blanco (TSB) y se expresaron como unidades de
luz relativa (ULRs).

3.6.3. Microscopia de barrido

Dos muestras adicionales de cada uno de los patrones analizados fueron separadas
para ser observadas utilizando un microscopio electrénico de barrido LEO 1430-VP. Es-
tas muestras fueron preparadas en el Laboratorio de preparaciéon de muestras biolégicas
(LPMB) del servicio de microscopia electrénica del Centro de Instrumentacién Cientifica
(CIC) de la Universidad de Granada.

Las muestras en primer lugar se fijaron en una solucién de glutaraldehido al 2,5 % en
un tampoén cacodilato 0.1M, con un pH = 7,4 durante unas 2 horas a una temperatura
de 4°C. Tras esto fueron lavadas en el mismo tampoén tres veces durante quince minutos
manteniendo la temperatura constante a 4°C.

Tras la limpieza, fueron deshidratadas en un gradiente de concentraciones crecientes
de etanol siguiendo los siguientes pasos.

m Etanol 50 % durante 15 minutos.
» FEtanol 70 % durante 15 minutos.

» Etanol 90 % durante 15 minutos.

6Condiciones 6ptimas de supervivencia para microorganismos que pueden sobrevivir y multiplicarse en
ambientes sin oxigeno
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= Etanol 100 % durante 15 minutos. Este tltimo paso fue realizado dos veces.

Posteriormente se secaron utilizando el método del punto critico [55] utilizando diéxi-
do de carbono en un secador de punto critico Polaron CPD7501. Finalmente las muestras
fueron recubiertas con carbén y observadas en el microscopio electrénico de barrido.

4. Resultados

4.1. Caracterizacién de la superficie y rugosidad
4.1.1. Superficies pulidas

Durante este estudio fueron utilizados cuatro patrones distintos sobre muestras puli-
das en las que posteriormente se realizaron los estudios in vitro. Las superficies estudia-
das fueron un grupo del control sobre el cual no se realiz6é ninguna texturizacion léser,
dos patrones con forma de red rectangular con distintas periodicidades y un patrén de
canal con la misma periodicidad que el patrén de red de menor periodicidad.

Las observaciones topograficas de las micro-estructuras formadas a partir de cada uno
de estos patrones nos permiten observar los cambios en la morfologia de las muestras de
circonio. Las imagenes tridimensionales obtenidas haciendo uso del microscopio confocal
pueden observarse en la figura 11 junto una representacion del perfil transversal de las
muestras para observar la forma patrén con una mayor facilidad el patrén.

Los datos obtenidos a partir del andlisis de las superficies se encuentran en la tabla 2.

Tipo Patrén Control Red Red Canal
AEsperada(NM) - 15 60 15
AExperimental (M) - 151+0,3 59,8 +04 14,6 £0,3
PV (pum) 45+0,8 11,6 £0,5 102+04 11,1£0,7
Aproyectada pm?) 60008 60008 319200 60008
A(pm?) 60495 +99 68352 +£168 326733 £409 74147 £1294
Tw 1,008 £0,002 1,139+0,003 1,0236£0,0013 1,24 +0,02
R, (pm) 0,18+0,02 0,834+0,012 0,66 £+ 0,02 1,15+ 0,04
RMS(pm) 028+0,02 1,050+0,014 0,81 +0,02 1,33 £0,03

PVresigual(um) 45408  036+0,02  065+004  084+0,05
Raguy(#m)  0,1840,02  0,096+0,003 0,188 40,007 0,257 + 0,014

Tabla 2: Datos de caracterizacién de las superficies pulidas.
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Figura 11: Imagen 3D y perfil transversal de las superficies pilidas estudiadas.
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Observando los datos de la tabla 2 podemos ver que la superficie con una mayor
rugosidad, de acuerdo a los tres pardmetros utilizados, es la correspondiente al patrén
de canal. Estos resultados, en parte se ven influenciados en gran medida por la rugosidad
que se queda de forma residual al eliminar computacionalmente la rugosidad producida
por el patrén, que también alcanza su mayor valor para las muestras con este tipo de
texturizado.

Como era de esperar, en los patrones de red se obtiene una mayor rugosidad al menor
ser la periodicidad del patrén, ya que aumenta el niimero de micro-estructuras formadas
aumentando el area total de la muestra en ese espacio. En cuanto a la distancia pico valle,
obtenemos para todos los patrones resultados muy parecidos de media pero con una gran
desviacion tipica entre los resultados de cada muestra de un patrén.

Estas grandes diferencias de altura entre los picos de las muestras de un mismo patrén
se deben a las pequefias irregularidades en las superficie de las muestras de circonio pre-
texturizado, que produce que la altura de contacto entre la superficie y el foco del ldser no
fuese homogénea durante toda la superficie, lo que produjo puntos donde las incidencias
del laser es menor y puntos donde es ligeramente mayor. Parte de esta dispersién también
se debe a la irregularidad de forma de las estructuras formadas en los patrones de menor
periodicidad, esto puede observarse con mucha claridad en las representaciones de los
perfiles transversales que aparecen en la figura 11.

Para estudiar las superficies sin texturizado ldser hemos analizado el grupo de control
permitiéndonos ver cémo en este se forman, de forma accidental, pequefias estructuras
que contribuyen a un ligero aumento en la rugosidad de estas superficies, siendo su co-
eficiente de rugosidad ry > 1 a pesar de encontrarse pulidas. En la figura 12 pueden
observarse imagenes de la superficie de las muestras de circonio del grupo de control to-
madas con el confocal. En estas imdgenes podemos ver cémo en las muestras de control
se forma una gran cantidad de protuberancias y fisuras con tamafios que pueden llegar
hasta los (14,37 £ 0,01) um, produciendo cambios grandes en las estructuras formadas al
ser texturizadas con el laser, creando la gran dispersién en la rugosidad y la distancia pico
valle que comentamos anteriormente.

=

Figura 12: Imperfecciones superficies en el grupo de control.
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4.1.2. Superficies no pulidas

Para estudiar los efectos que el pulido produjo sobre las superficies de las muestras,
estudiamos la topografia de algunas sobre las que no se realiz6 el pulido. Las superficies
estudiadas fueron un grupo de control, donde no se realiz6 ningtn texturizado laser, un
grupo sobre la cual se texturiz6 un patrén de red con una periodicidad de 15um, permi-
tiéndonos ver cémo afecta la falta de pulido a la formacién de las micro-estructuras en el
texturizado laser, y un patrén de puntos que no fue estudiado en las muestras pulidas.
En este ultimo patrén hemos utilizado el 1dser para producir circunferencias con una ma-
yor profundidad en la superficies. Estas circunferencias tienen de 30um de radio y una
periodicidad de 140um.

Las imagenes tridimensionales obtenidas a partir del estudio de estas muestras pue-
den observarse en la figura 13 junto una representacion del perfil transversal de para ob-
servar la forma del patrén con una mayor facilidad, asi como los efectos producidos por el
texturizado. Los datos que obtuvimos a partir del andlisis de las superficies se encuentran
en la tabla 3.
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Tipo Patrén Control Red Puntos
AEsperada(NM) - 15 150
AExperimental (M) - 151+£0,5 151,0£1,1
PV (pum) 6,3+0,6 21,0+1,2 21+£2
Aproyectada (Hm?) 60008 60008 319200
A(pm?) 60748 97 89338 £3189 359949 + 7164
Tw 1,012+0,002 1,49 40,05 1,13 +£0,02
R, (pm) 0,47 £0,07 1,80 £ 0,05 0,89 £0,12
RMS(pum) 0,62 +0,09 2,25 40,06 14+0,1
PVResiduar (m) 6,3+0,6 10,6 +0,9 82+08

Ropoyy (M) 0474007  1,74+012  0,65+0,08

Tabla 3: Datos de caracterizacién de las superficies no pulidas.

Como era de esperar, las muestras no pulidas presentan una rugosidad muchisimo
mayor a las muestras que han sido pulidas, siendo mds prevalentes las protuberancias,
fracturas y otras imperfecciones en las superficies. A diferencia de las muestras pulidas
estas imperfecciones siguen teniendo una gran presencia en las muestras que han sido
texturizadas, a pesar de que la periodicidad del texturizado sea pequefia como es el caso
del patrén de red.

El principal problema de estas muestras es en la variacion de altura de las superficie
de las muestras, que provocan gran diferencia en la morfologia que obtenemos tras el tex-
turizado. Esto ocurre porque al variar ligeramente la altura de las muestras es posible que
el foco del ldser no coincida con la superficie llegando a encontrar regiones completas de
las muestras donde no lleg6 a formarse de forma clara la micro-estructura que tratdbamos
implantar con el patrén.

Debido a la gran irregularidad que presentan estas muestras, llegando a tener desvia-
ciones tipicas muy elevadas en comparacion a las muestras pulidas, podemos concluir
que un pulido previo es necesario aunque este suponga una mayor inversioén de tiempo y
recursos debido a que homogeniza los resultados obtenidos y nos permite ver mds clara-
mente el comportamiento de cada tipo de patrén de forma aislada. Aun asi, es un estudio
atil puesto a que nos permitird estudiar posteriormente como este gran aumento de la
rugosidad de las patrones influye en la mojabilidad de las muestras de circonio dental
texturizado.

4.1.3. Efectos del tratamiento térmico

El texturizado laser utilizado para la formacién de patrones a escala micrométrica so-
bre la superficie de las muestras de circonio dental que estamos utilizando en este estudio,
puede llegar a producir algunos dafios colaterales sobre los primeros micrometros del ma-
terial debido al fuerte gradiente térmico y altas tensiones térmicas a las que es inducida la
superficie por efecto del laser. Las principales consecuencias del texturizado son la trans-
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formacioén de la estructura cristalina del material, pasando de tetragonal a monoclinica y
las tensiones residuales generadas [56]. Un efecto secundario del tratamiento es el cam-
bio de pigmentaciéon que hemos podido observar experimentalmente, aunque algunos
investigadores han reportado que este cambio de pigmentaciéon no se ha observado con
la utilizacién de laser menos energéticos [46].

Como hemos explicado en el apartado 3.2, para aliviar las tensiones residuales gene-
radas por la texturizacién y revertir el cambio de estructura cristalina calentamos en un
horno las muestras segtin la curva de calentamiento que podemos ver en la figura 7. Los
efectos de este tratamiento térmico en la topografia de las muestras fueron estudiados
haciendo uso del microscopio confocal.

A pesar de que la estructura monoclinica tiene un volumen mayor a la estructura tetra-
gonal, no observamos cambios de tamafio en las estructuras formadas en la texturizacién
laser, permaneciendo la morfologia de las muestras inalteradas tras el tratamiento. Esto
puede deberse a que la transformacién de la estructura monoclinica al incidir el laser no
ocurre de forma homogénea en toda la superficie, siendo solo una proporcién minoritaria
la que sufre este efecto, como observaron S. Deepthi et al. en su estudio [57].

Al estudiar los efectos del tratamiento térmico en las muestras del grupo de control se
observé que las pequefias imperfecciones que estas poseian antes de recibir el tratamien-
to térmico, como protuberancias, fisuras o cualquier dafio que estas pudieran tener que
afectase su morfologia, no fueron alteradas. Aun asi, si se pudieron observar la aparicién
de nuevas micro-fisuras producidas en la superficie tras el tratamiento térmico. Es muy
posible que la apariciéon de estas micro-fisuras también pudiese ocurrir en las muestras
texturizadas, aunque debido al pequefio tamarfio de las estructuras formadas no pudieron
ser observadas.

El efecto principal que observamos en las muestras tras ser calentadas en el horno fue
coémo su pigmentacion pasaba del color negro intenso, que adquirieron tras la texturiza-
cion, al color blanco brillante caracteristico del circonio y que tanto se asemeja al tono de
los dientes. En la figura 14 podemos ver imagenes del conjunto de muestras lijadas, sobre
las cuales se ha texturizado el patrén de red con periodicidad A = 15um, antes de la figura
14a y después de la figura 14b del tratamiento térmico.

a. Antes.

Figura 14: Muestras lijadas con patrén de red A = 15um antes y después del tratamiento
térmico.
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4.2. Mojabilidad de las superficies

Como hemos visto en el apartado 2.2, la mojabilidad de una superficie tiene una gran
influencia sobre la capacidad de las bacterias de adherirse a ella formando biopeliculas
que permitan su supervivencia. Para predecir cémo el texturizado ldser puede afectar
a las capacidades antibacterianas de la superficie hemos estudiado el dngulo de con-
tacto de las muestras tras haber recibido el texturizado laser y el tratamiento térmico.

Lo primero que hicimos fue medir
el angulo de contacto estatico del
circonio dental utilizado para el es-
tudio antes de realizar ningtn tra-
tamiento sobre él, encontrando que
su valor es de 6 = (624 +1,1)°.
Tras esto estudiamos los angulos
de contacto estdtico para todas las
muestras, tanto las lijadas como las
no lijadas.

A la hora de tomar las medidas,
el tamafio de las muestras supuso
un gran limitante. Esto fue asi por-
que, como veremos mads adelante,
algunas de las muestras analizadas
tienen un comportamiento muy hi-
drofilico haciendo que la gota se ex-
tienda homogéneamente por toda
la superficie. Debido al pequefio ta-
mafno de las muestras, cuando la Figura 15: Ejemplo de muestra de altamente hidro-
gota se extendia en este tipo de su- filica sobre la que se posa una gota de agua mili-Q.
perficies llegaba a los extremos de
la muestras. Esto producia que se
formase el dngulo de contacto minimo permitido por la muestras, el cual se encontra-
ba entre los 28%y los 35° dependiendo de la muestra analizada. Un ejemplo de esto puede
verse en la figura 15, donde podemos apreciar imédgenes cenitales y laterales de una gota
posada sobre una superficie altamente hidrofilica, donde esta se ha extendido por toda la
superficie formando el 4ngulo de contacto minimo permitido por el tamafio de la mues-
tra. Es por ello, que estos resultados donde obtuvimos un dngulo de contacto bajo no son
totalmente fiables, pues el valor real de este podria ser mucho menor. Aun asi, los re-
sultados que rondan estos d&ngulos nos permiten apreciar que estas superficies presentan
comportamientos altamente hidrofilicos.

CALeR= 3 ED3Rig = 30499

4.2.1. Mojabilidad de las superficies pulidas

Tras realizar el texturizado ldser y el posterior tratamiento térmico observamos que
el angulo de contacto de todas las muestras se habia reducido considerablemente, inclu-
yendo las pertenecientes al grupo de control que no habian sido irradiadas con el laser.
Durante dias posteriores fuimos observando como la energia superficial de las muestras
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iba variando, suponiendo un cambio en el angulo de contacto.

La evolucién del dngulo de contacto respecto al tiempo se ilustra para cada uno de
los patrones en la figura 16. Esta evolucién se puede ver también de forma muy clara en
la figura 17, donde aparecen imédgenes tomadas en distintos dias de una misma muestra
de cada uno de los patrones permitiéndonos observar cémo variaba la mojabilidad de la
superficie con el paso de los dias.

90 | | | | |

Muestras control

80 Patrén de red A=15um ——k—
Patron de red A=60um ——K—|

Patrén de canal A=15um —>¥—

e
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60 - J |

_ It _
50 % L |

Angulo de contacto (Grados)
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Figura 16: Evolucién del angulo de contacto con el tiempo para cada uno de los patrones
estudiados.

Patrén de red Patron de red Patrén de canal
Muestras control Periodicidad A=15um  Periodicidad A=60pum Periodicidad A=15um

- £
L
a A

Figura 17: Imédgenes de gotas que muestran la evolucién del dngulo de contacto con el
tiempo para cada uno de los patrones estudiados.
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Observando la grafica de la figura 16, podemos ver cémo, en los primeros dias tras
haber realizado la modificacién de las muestras, todas las analizadas presentan un an-
gulo de contacto similar (§ ~ (32 £ 2)?), mostrando un comportamiento completamente
hidrofilico. Esto también podemos verlo en la figura 17, donde el primer dia todos los
perfiles laterales de las gotas son practicamente idénticos, extendiéndose todas ellas hasta
los limites de las muestras.

Con el paso de los dias el com-
portamiento que las gotas presen-
tan al ser posadas sobre las super-
ficies comienza a variar depen-
diendo del patrén utilizado. Es-
ta diferenciaciéon de las superfi-
cies comienza a hacerse notable a
partir del dia doce, acrecentando-
se la diferencia hasta el dia vein-
ticuatro donde la mojabilidad de
las superficies comienza a estabi-
lizarse. Manteniéndose practica-
mente constante desde ese punto.

Durante los dias en los que se
produce la diferenciacién de las
muestras, antes de que alcance la
estabilidad, se acrecenta mucho
Figura 18: Diferencia dngulo de contacto superficies la dispersion entre los resultados
con patrén de red A = 15um , dia 19. de un mismo patrén. Esto ocurre

porque, aunque todas las mues-

tras texturizadas con un mismo
patén tienen un comportamiento similar, existia una pequefia diferencia en la velocidad
de evolucién de cada una de las muestras, aumentando en algunas muestras el d&ngulo
de contacto més rapido que en otras muestras. Un ejemplo de esto lo podemos ver en la
figura 18, donde vemos dos iméagenes del perfil lateral de dos muestras con un patrén de
red A = 15um el dia 19 tras la texturizacién.

Una vez alcanzada la estabilidad las muestras del grupo de control vuelven a tener un
dngulo de contacto practicamente idéntico’ al medido antes de realizar cualquier modifi-
cacion sobre las superficies. El resto de superficies tienen un comportamiento totalmente
distinto dependiendo del patrén utilizado en su texturizaciéon. Las muestras texturizadas
con el patrén de red con periodicidad A = 60um elevan muy ligeramente su dngulo de
contacto manteniéndose en valores cercanos a los medidos durante los primeros dias. Por
otro lado, las pertenecientes al patrén de canal con periodicidad A = 15um sufren una
ligera disminucién de su dngulo de contacto, aunque no podemos saber cuan dréstica es
esta disminucién debido a que el pequefio tamafio de las muestras limita los valores que
podemos medir.

7Existe una pequefia disminucién del &ngulo de contacto debido a las micro-fracturas generadas en el tra-
tamiento térmico, que aumentan ligeramente la rugosidad de las muestras, reduciendo el &ngulo de contacto
como vemos en la expresion 2.3
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El comportamiento mds
dispar fue obtenido al estu- ‘\ /‘
diar las muestras que han si- | - A \ /
do texturizadas co(;ll el patrén \ CALef= 100.662 Right=20.1% /
de red con periodicidad A =
15um . En estas muestras
el angulo de contacto sufre
un gran aumento alcanzan-
do valores mayores a los 80°
(0 > 80°). En estas muestras
también es donde obtenemos
una mayor disparidad entre
los resultados obtenidos pa-
ra cada una de ellas, llegando
a encontrar algunas que pre-

sentan comportamientos hi-
drofébicos (0 > 90°), como Figura 19: Gota de agua mili-Q posada sobre una super-

podemos ver en la figura 19. ficie patrén de red A = 15um presentando un comporta-
miento hidrofébico.

Como hemos visto en el
apartado 2.1.2, el modelo de
Wenzel describe el comportamiento de la mojabilidad de una superficie rugosa. En es-
te modelo el angulo de contacto de la superficie puede ser calculado haciendo uso de la
ecuacion 2.3. Puede verse que si tenemos una superficie hidrofilica (6 < 90°), como ocurre
en las muestras de control, un aumento de rugosidad significa una reduccién del d&ngulo
de contacto. En otras palabras, haciendo uso exclusivamente de la rugosidad de la super-
ficie podemos ver que al haber sido texturizadas deberian presentar un comportamiento
mas hidrofilico que las muestras de control, y este comportamiento no deberia de variar
con el tiempo.

Gracias al modelo de Cassie podemos ver que los cambios de las proporciones de
los componentes quimicos presentes en la superficie pueden influenciar enormemente el
comportamiento de la mojabilidad de un material. Estudiando este principio se ha encon-
trado que en muchos materiales como el titanio, utilizado para la fabricacién de proétesis,
la contaminacién de la superficie producida por el contacto con la atmoésfera juega un
importante papel en la mojabilidad que presenta su superficie [58, 59].

También, recientes estudios realizados sobre la mojabilidad del circonio dental han re-
portado que la contaminacién superficial producida como consecuencia de la exposicién
a los gases ambientales puede producir variaciones en la mojabilidad de la superficie con
el paso del tiempo [60].

Para comprobar los efectos que la texturizacion laser tuvo sobre la composicion quimi-
ca de la superficie y la relaciéon de estos cambios con los resultados obtenidos al estudiar
los dngulos de contacto, analizamos las muestras utilizando un XPS veintiocho dias des-
pués de que se produjera la modificacién de las muestras, cuando la mojabilidad ya se
habfa estabilizado. El porcentaje medio de composicién atémica de la superficie obtenido
para las muestras de cada uno de los patrones estudiados aparece representado en la tabla
4. En la figura 20 podemos ver la representacion del espectro obtenido utilizando el XPS
para los tres principales componentes de la superficie; Zr, Oy C.
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Tipo de Patrén Zr 3d O1s Cls F1s
Control (93£11)% (39+4) % (44 +2) % (0,6 £0,2) %
Red A =15um  (92+£09)% (338+12)%  (52+5)% (0,4+£0,2) %
Red A =60um (143+£09)% (502+12)%  (26+3)% (30+£1,2) %
Canal A = 15um (149+0,1)% (543+06)% (241+£1,1)% (1,36+0,09) %

Tabla 4: Composicion quimica de las muestras texturizadas con cada uno de los patrones.
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Observando los porcentajes
de composicion de cada uno
de los elementos podemos ob-
servar una gran diferencia en-
tre los resultados obtenidos pa-
ra las superficies con comporta-
mientos mds hidrofilicos y para
aquellas que tienen un dngulo
de contacto algo maés elevado.

Las superficies con patrones
de canal y de red con una pe-
riodicidad A = 60um, que son
las superficies que presentan un
comportamiento mds hidrofili-
co, contienen las mayores canti-
dades de circonio en superficie,
entre un 14 % y un 15 %, en to-
das las muestras analizadas. Es-
tas superficies también presen-
tan una mayor cantidad de oxi-
geno ligado al circonio.

Aunque no todo el oxigeno
presente en la superficie se en-
cuentre ligado al circonio, ob-
servando la espectroscopia del
oxigeno podemos ver como el
pico correspondiente al 0>~ va
decreciendo en la misma pro-
porcion del doblete de picos del
circonio. Por otro lado, el pi-
co correspondiente al OH™ se
mantiene practicamente cons-
tante en las tres superficies tra-
tadas con el laser.

Figura 20: Espectros del C, Zr y O para cada uno de los

patrones estudiados.
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En todas las muestras correspondientes al grupo de control se ha encontrado que la
proporcion de OH™ es mucho menor al resto de muestras, por lo tanto, este puede estar
producido por alguna reaccién quimica ocurrida durante la ablacién.

Al estar en contacto con los gases ambientales, el 6xido de circonio es cubierto por
otros compuestos, alterando la composicién quimica superficial de las muestras. El prin-
cipal de estos compuestos quimicos es el carbono, que representa un gran porcentaje de
la composicion superficial de las muestras. El carbono en la superficie estd en forma de
C-C(H), -CF,, -CF3 y CO», aunque estas dos tltimas se encuentran en muy poca propor-
cién, no pudiendo apreciarse los picos que forman debido a la cercania con los otros dos.

El C-C(H) y el -CF, son dos componentes que tienen energias superficiales muy bajas
[61]. Por lo tanto, utilizando el modelo de Cassie (apartado 2.1.2) podemos ver que un
aumento en la proporcion en la que estos compuestos se presentan en la superficie gene-
ran un descenso en la energia superficial total de la superficie, haciendo que el angulo de
contacto aumente.

La relacién entre la
proporciéon de carbono

- 90 T T T T T T T

g e - en la superficie y el com-
E 80 + Patrén de red A=60pm —K—| — N

G Patrén de canal A=15pm —K—| portamlento que mues-
<! nr ] tra una gota al posarse
Q

g 60 7 sobre ella se puede ver
é 50 = de forma muy clara en la
o 40 |- i figura 21, que muestra el
& angulo de contacto me-
g 30 - .

: : : : : : : dido el dia en el que se
20 25 30 35 40 45 50 55 60 realiz6 el andlisis XPS en

Proporcionde C(%) funcién de la proporcion
de carbono en superficie
que presenté dicho pa-
tron.

Figura 21: Relacién entre la proporcion de carbono superficial
y el &ngulo de contacto.

Por lo tanto, los cambios quimicos que tienen lugar al estar la superficie en contacto
con los componentes de la atmoésfera son los principales responsables de la alteracion del
angulo de contacto, jugando la rugosidad un papel secundario. Sin embargo, los distintas
micro-estructuras que hemos generado en las superficies han mostrado diferencias gran-
des en la adhesion de estos componentes atmosféricos, haciendo que la topografia de las
muestras juegue un papel fundamental en la mojabilidad de la superficie.

A pesar de haber visto la influencia que tienen los cambios de topografia en la adhe-
sion de los componentes atmosféricos a la superficie de las muestras, con el nimero tan
reducido de patrones que hemos analizado no tenemos datos suficientes para poder de-
terminar las caracteristicas mas relevantes para poder controlar y predecir los cambios
quimicos de la superficie y controlar de este modo la mojabilidad.

Algunos estudios realizados sobre la texturizaciéon de materiales cémo el titanio [58]
o el circonio [60], han observado grandes diferencias en los niveles de 6xido en las super-
ficies de las muestras para distintos patrones, atribuyendo esto a distintas reacciones que
hayan podido ocurrir al entrar en contacto el laser con la superficie, debido a las grandes
presiones y temperaturas que este produce.
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En primer lugar, si comparamos las muestras que hemos texturizado con igual patrén
pero distinta periodicidad podemos ver como para aquellas con un coeficiente de rugo-
sidad (rw) maés alto se ha obtenido una mayor cantidad de carbono en su superficie y,
por lo tanto, una menor energia superficial, mostrando un comportamiento menos hidro-
filico, llegando algunas muestras a presentar comportamientos hidrofébicos. Esto puede
ser porque un aumento en el coeficiente de rugosidad implica un aumento en el area de
contacto entre la muestra y los compuestos ambientales, haciendo que haya una mayor
proporcién de estos que se adhieran a la superficie (mayor reactividad).

Sin embargo, comparando dicho patrén con otro de distinto tipo pero igual periodici-
dad (el patrén de canal) se han obtenido resultados muy distintos. En este caso las mues-
tras del patrén de canal tienen un coeficiente de rugosidad (r) mayor pero presentan
una concentracion de carbono en la superficie mucho menor. Por lo que podemos postu-
lar que dependiendo del tratamiento realizado sobre la superficie, la interaccién quimica
entre la superficie y los componentes ambientales puede verse alterado sin importar el
area de contacto. Aun asi, serfa necesario un estudio futuro teniendo en cuenta un nime-
ro mucho mayor de patrones y creando una variacién mucho mayor en los parametros
utilizados para llegar a resultados concluyentes.

4.2.2. Mojabilidad de las superficies sin pulir

Para comprobar cémo un

_ 90 aumento de la rugosidad in-
_§ - 788%17 fluird en los resultados obte-
£ i - | nidos hemos medido el &n-
< 70 - 648%09 — gulo de contacto de gotas
= 60 L i mili-Q depositadas sobre las
4+

g superficies de las muestras
(=) 50 — 1 1

2 no pulidas. Los resultados
o 40 | . obtenidos pueden observar-
\ :;o 30 L i se representados en la figura

22.

Comparando estos resul-
tados con los obtenidos pa-
ra muestras lijadas podemos
ver como el comportamiento
que discutimos anteriormen-
te se sigue manteniendo para estas superficies. El aumento en la rugosidad producido
por no haber lijado las muestras no tiene un efecto significativo en la interaccién que se
produce entre la gota y la superficie, jugando el principal papel en esta interaccién la
composicién quimica superficial.

Muestras control  Patrén de red A=15um Patrén de puntos A=140pm

Figura 22: Angulo de contacto medido para las muestras
no pulidas 45 dias tras la modificacién de la superficie.

Las muestras que han sido tratadas con el patrén de puntos presentan un dngulo de
contacto similar al de las muestras de control pese al gran tamafio de las estructuras ge-
neradas. Aunque esto requeriria de més experimentos para poder confirmarlo, el uso de
distintos tipos de patrén podria permitirnos una gran variedad de posibilidades para la
generacion de superficies con distintas cualidades. Por ejemplo, este patrén de puntos,
que presenta un dngulo de contacto similar al del circonio sin texturizar podria permitir-
nos superficies donde se cree un aumento en la rugosidad sin cambiar sus propiedades
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de mojabilidad. Esto puede ser de gran utilidad en diversos procesos, por ejemplo, un
estudio de la sobre la integracion 6sea de implantes de titanio observé que un aumento
en la rugosidad superficial podria favorecer la osteointegracion [62].

4.3. Adhesion bacteriana

Un estudio realizado por Schwibbert et al. [63] sobre la adhesion de las bacterias Esche-
richia coli y Staphylococcus aureus en materiales poliméricos micro-estructurados observé
que las propiedades antibacterianas de una superficie no solo vienen determinadas por
su mojabilidad, sino que la relacién de forma y tamafio entre las bacterias y las micro-
estructuras formadas en la superficie también juega un papel importante.

Para poder determinar la forma idénea que nos permitiese maximizar las propiedades
antibacterianas de la superficie, estudiamos la adhesion bacteriana mediante cultivos in
vitro sobre las muestras pulidas. Estos cultivos fueron realizados el segundo dia tras la
texturizacién para eliminar las diferencias en la mojabilidad producidas por el contacto
con los componentes ambientales, estudiando asi los cuatro patrones cuando el &ngulo de
contacto medido en estos era aproximadamente el mismo, como podemos ver en la figura
16.

La cepa utilizada para la realizacion del estudio fue el Streptococcus sanguinis, debido a
que es una de las bacterias mds comunes en la microbiota bucal , sirviendo como atadura
para la unién de otros microorganismos orales en la formacién de la biopelicula en la
superficie del diente o implante, formando la placa dental. Lo que contribuye al desarrollo
de caries y otras enfermedades [64].

Podemos encontrar los resultados obtenidos a partir de los estudios in vitro en la tabla

Tipo de Patrén Control Red A = 15ym Red A = 60ym Canal A = 15um

Log10(UFCs) 7,7£0,3 7,67 £0,13 7,89 £0,07 78+£0,3
ULRs 47669+11188 61132 + 14380 51036 £12044 73181 £17919

Tabla 5: Meda de Log10(UFCs) y Unidades de Luz Relativa ULRs de las superficies tras
ser expuestas al Streptococcus sanguinis

El pardmetro Logq0(UFCs) representa el logaritmo base diez de las unidades forma-
doras de colonias que fueron encontradas en las superficies, es decir, el conteo total de
bacterias que se han encontrado adheridas irreversiblemente a la superficie, actuando co-
mo base la formacion de biopeliculas.

Observando los resultados en la tabla 5 podemos ver que las superficies para las que
se ha obtenido el segundo menor valor de unidades formadoras de colonias ha sido para
las del grupo de control. Esto puede ser explicado a partir del tamafio de la bacteria utili-
zada. Las bacterias pertenecientes a la cepa del Streptococcus sanguinis poseen un tamafio
inferior a 2um [65], siendo mds pequenas que las micro-estructuras formadas mediante
la texturizacién de las superficies, por lo que se facilita de este modo que las bacterias
se introduzcan en el espaci6 disponible entre las micro-estructuras, facilitindose de este
modo la adhesién. Este mismo comportamiento fue observado por Schwibbert et al. [63]
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en su estudio de la adhesion de la cepa Staphylococcus aureus en superficies de poliméricos
micro-estructurados.

Las tinicas muestras para las que se ha obtenido unos valores més bajos de bacterias
adheridas de forma irreversible han sido para las correspondientes al patrén de red con
periodicidad A = 15um. Esto podria explicarse como una contribucién de la forma de las
micro-estructuras generadas sobre la superficie que, por efecto de la incisién del laser, no
tienen forma cuadrada como el patrén de red A = 60um, sino que forman pequefios picos
‘puntiagudos’ cuya punta tiene una superficie inferior al de las bacterias, como puede ser
observado en la figura 11. Al ser la superficie de la punta mas pequefia en comparacioén
a la de la superficie bacteriana, esta tltima puede ser dafiada impidiendo la adhesién de
las bacterias a la muestra.

Este es un comportamiento que ha sido estudiado ampliamente en la creacién de su-
perficies antibacterianas. Por ejemplo, Rhea et al. observaron que la creacién de micro
estructuras de tamafios menores a las bacterias disminuye la colonizacién de la superfi-
cie en su estudio sobre polimeros micro y nano-estructurados basados en la piel de los
tiburones [66].

Basdndonos en los resultados obtenidos para las superficies analizadas podemos ver
que para crear una superficie con propiedades antibacterianas, si no tenemos en cuenta la
energia superficial, seria méas ventajoso la utilizacién de patrones que generen estructuras
menores a la de las bacterias dafiinas que podemos encontrar en la microflora bucal, o
en su defecto que la parte superior de la micro-estructura tenga un tamafo inferior al de
la bacteria, como ocurre con las muestras sobre las que se texturizo el patrén de red con
periodicidad A = 15um. Sin embargo, este tipo de estructuras también podrian generar
dafios en las células de las encias impidiendo la aceptacion de la protesis.

Las unidades de luz relativa ULRs nos permiten medir la bioluminiscencia de las
muestras tras su exposicién al Streptococcus sanguinis. La bioluminiscencia es el proceso
por el cual los seres vivos emiten luz a través de una reaccién bioquimica intervenida por
la enzima luciferasa. Esta reacciéon quimica es resultado del producto de la combinacién
del oxigeno, el ATP y esta enzima, permitiéndonos estudiar a partir de la intensidad de
emision de la luz la cantidad de ATP presente en la superficie y, por lo tanto, la actividad
de las bacterias adheridas.

Si comparamos las unidades
85000 de luz relativa ULRs obtenidas

Muestras control

80000 |- s para cada uno de los patrones
Patron de red A=60pm
;gggg e ] estudiados con la caracterizaciéon
& 65000 . de las superficies que podemos
S 60000 s
= 55000 ver en la tabla 2, observamos que
50000 i existe una relacion muy direc-
45000

g ta entre el coeficiente de rugosi-
1 105 11 115 12 125 13 dad (rw) y la actividad bacteria-
na. En la figura 23 podemos com-
probar la existencia de una rela-
cion lineal entre ambos parame-
tros. Ajustando los datos a una
recta obtenemos un coeficiente de
ajuste ¥ = 0,993. Al ser este muy cercano a la unidad podemos confirmar la relacién

40000

Figura 23: Relacién lineal entre ULRs y ryy.
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lineal entre ambas magnitudes .

Este aumento en la intensidad de la luz, proveniente de las reacciones quimicas que
las bacterias adheridas irreversiblemente al material producen al entrar en contacto con
el oxigeno y la enzima luciferasa, se debe simplemente al aumento de 4rea producido por
el aumento en la rugosidad.

Este aumento de drea pude ocasionar distintos efectos que explican los resultados ob-
tenidos. En primer lugar, un aumento de drea supone una mayor dispersiéon de las bacte-
rias adheridas sobre la superficie, lo cual produce un aumento en el area de contacto que
estas bacterias tienen con el oxigeno, traduciéndose en una mayor reaccién del ATP con
el oxigeno, lo que acelera la velocidad de la reaccién bioluminiscente y, en consecuencia,
aumenta la intensidad de la luz emitida. Un aumento del drea también puede suponer
un aumento en la movilidad bacteriana, lo que se traduce en un aumento en la actividad
bacteriana y, por lo tanto, en la bioluminiscencia de la bacteria. Sin embargo, debido al
aumento de oxigeno que entra en contacto con las bacterias es complicado medir cuél es
el aumento real en la actividad bacteriana.

5. Posibles ampliaciones del estudio

La investigacion realizada en este trabajo de fin de grado ha supuesto un primer es-
tudio sobre un tema de gran complegidad, encontrdndonos en ella variables que no es-
perdbamos que jugaran un papel tan importante, como la diferencia de la proporcién de
agentes quimicos ambientales adheridos a la superficie de las muestras para los distintos
patrones utilizados en las texturizacion de estas. Aun asi, los resultados obtenidos pueden
servir de guifa para futuras investigaciones.

Para realizar un estudio en mayor profundidad de este tema que suponga la imple-
mentacion de técnicas de texturizado laser (DLIP) en prétesis dentales de circonio en un
futuro, el primer paso seria estudiar en un nimero mayor de patrones, variando caracte-
risticas como la profundidad, periodicidad o tamafio de las micro-estructuras formadas.
Esto nos permitird entender de una mejor manera como afecta la topografia a la inter-
acciéon con los gases ambientales, especialmente el carbono, permitiéndonos asi poder
generar superficies que se ajusten a una cantidad muy diversa de situaciones, pudiendo
mostrar resultados totalmente hidrofilicos y hidréfobos, como hemos observado en las
pocas estructuras analizadas en esta investigacion.

También seria importante observar experimentalmente cémo afectarian los cambios
en la energia superficial de las muestras a los resultados obtenidos en la adhesién bacte-
riana una vez la energia superficial de estas se haya estabilizado. Este resultado no pudo
ser incluido en el trabajo de fin de grado debido al gran tiempo necesario para la estabili-
zacion de las muestras.

Un anélisis de los cambios en la estructura cristalina en los procesos de texturizaciéon
y en el tratamiento térmico también serian importantes, debido a que con la temperatura
utilizada en el horno y el tiempo de aplicacién de esta temperatura no podemos estar
seguros de que toda la estructura superficial sea tetragonal, pudiendo alterar esto los
resultados obtenidos y la interacciones entre la superficie y el medio.

El efecto de los cambios en la energia superficial y rugosidad en la osteointegracion de
la prétesis son también totalmente desconocidos. Este estudio seria crucial para la imple-
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mentacién de este tipo de tratamiento debido a la gran importancia de la osteointegracién
en el éxito del implante.

Por dltimo, habria que estudiar los cambios en la composiciéon quimica superficial de
las muestras al estar expuesta de forma continuada a un entorno bucal, como en el que
se encontrarfa al llegar a implantarse, y un estudio de la degradacién de sus propiedades
a largo plazo para asegurarnos que pueda cumplir su funcién por un largo periodo sin
afectar a la salud de los portadores del implante.

6. Conclusiones

Durante este trabajo de fin de grado hemos investigado los efectos de la texturizaciéon
laser de circonio dental buscando maximizar sus propiedades antibacterianas para la im-
plementacién de este tratamiento a los implantes dentales de circonio que tanta popula-
ridad han adquirido en los Gltimos afios. Para finalizar este trabajo, haremos un resumen
de los resultados mds importantes obtenidos en este estudio.

En primer lugar hemos analizado la topografia de las muestras irradiadas con el laser
para formar las distintas micro-estructuras, obteniendo sus formas, rugosidad y permi-
tiéndonos ver las posibles irregularidades que se hayan podido ocasionar debido a las
irregularidades superficiales que las muestras presentaban. Hemos comprobado cémo
pulir las muestras puede ser beneficioso para su estudio y aplicacién, ya que homoge-
niza toda la superficie erradicando gran parte de las irregularidades provenientes de la
rugosidad de la superficie pre-tratamiento.

La ablacién laser produce un cambio en la estructura cristalina de las muestras que
puede verse reflejado en un cambio de la pigmentacion del circonio. Este cambio de es-
tructura cristalina supone una degeneracién de las caracteristicas que hacen del circonio
un material tan bueno para su aplicacion en proétesis dentales, como su gran resistencia a
la correccién. Ademas el cambio en la pigmentacién supone un problema para uno de sus
mayores atractivos, el color blanco brillante similar al color natural de los dientes pasaria
a un color negro intenso. Para revertir este cambio en la estructura cristalina y liberar la
tension residual generada por la gran presion y temperatura del laser, hemos sometido las
muestras a un tratamiento térmico tras su texturizacién consistente en un calentamiento
en un horno durante una hora, llegando a temperaturas cercanas a los 900°. El tinico cam-
bio inducido por este tratamiento en la topografia de las muestras ha sido la generacién
de pequefias micro-fracturas en la superficie.

Debido a la relacion directa que existe entre la energia superficial y la capacidad de las
bacterias de adherirse irreversiblemente formando biopeliculas que le faciliten su super-
vivencia, investigamos los efectos que el texturizado laser tenia sobre las propiedades de
mojabilidad de las muestras de circonio. Para ello estudiamos el &ngulo de contacto de las
muestras, observando inicialmente que todas ellas tenfan un dngulo de contacto similar,
mostrando comportamientos totalmente hidrofilicos. Con el paso de los dias el &ngulo de
contacto observado fue evolucionando de forma distinta para cada una de las superficies
estudiadas hasta estabilizarse aproximadamente 24 dias después del tratamiento.

Esta diferenciacion en la energia superficial que mostraban las superficies con distintos
patrones no era efecto de la rugosidad como en un inicio podria pensarse, sino que pro-
venia de cambios en las proporcion de agentes quimicos en la superficie, principalmente
el carbono ambiental que se adheria a la superficie bajando su energia de contacto, vol-
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viéndola asi menos hidrofilica, llegando incluso a mostrar comportamientos hidrofébicos
en algunas muestras.

Aunque la rugosidad de las muestras jugase un papel secundario, las distintas micro-
estructuras generadas en la superficie mediante la texturizacion laser presentaban dife-
rencias muy claras en la cantidad de carbono presente en la superficie, por lo tanto, po-
demos concluir que existe una dependencia con el patrén utilizado, lo que nos permite
generar superficies con caracteristicas de mojabilidad muy distintas para adaptarnos a los
requisitos que necesitemos.

El estudio de las superficies no pulidas nos permitié ver cémo un aumento en la rugo-
sidad no implica un cambio significativo en el &ngulo de contacto observado, confirman-
do asi el papel secundario que juega la rugosidad en la energia superficial de las muestras.
Ademas, el estudio del patron de puntos nos permitié ver como otros patrones pueden
producir superficies con energias y con tamafios muy distintos, lo que nos permite una
gran versatilidad en la formacién de superficies.

Las superficies con las que obtuvimos dngulos de contacto mads altos al depositar sobre
ella las gotas de agua mili-Q son las que fueron texturizadas con un patrén de red con una
periodicidad A = 15um. Estas superficies son las que presentan una energia superficial
mas baja encontrdndose en el limite entre la hidrofobia y la hidrofilia, por lo tanto, sabien-
do que las bacterias se adhieren mejor a superficies hidrofilicas, este tipo de estructura
seria la que mejores propiedades antibacterianas ofreceria basdndonos en la mojabilidad,
aunque esto requerirfa estudio in vitro para su confirmacion. Por otro lado, el resto de pa-
trones presentan una mayor hidrofilia que el grupo de control, lo que favorece la adhesién
de las bacterias, empeorando las cualidades antibacterianas del circonio.

Por ultimo, estudiamos cémo las micro-estructuras formadas en la superficie afectan
a la adhesioén bacteriana durante los primeros dias después del tratamiento, evitando asi,
en gran medida, las diferencias que puedan ocurrir debido a la energia superficial de las
muestras. En este estudio vimos cémo la generacién de estructuras mayores a las bacte-
rias pueden favorecer la adhesion de éstas. Sin embargo, la presencia de estructuras cuya
parte superior tenga un tamafio inferior al de las bacterias puede producir dafios en las su-
perficies de estas tltimas, mitigando de este modo su adhesién. Este comportamiento fue
observado en las muestras texturizadas con el patrén de red con periodicidad A = 15um,
las cuales fueron las tinicas para las que se obtuvo un niimero de unidades formadoras de
colonias ligeramente inferior que para el grupo de control, por lo que la presencia de este
tipo de estructuras permiten maximizar las propiedades antibacterianas de las muestras
independientemente de su energia superficial. Por otra parte, los otros dos patrones estu-
diados presentan un mayor ntiimero de bacterias adheridas en su superficie, empeorando
las caracteristicas antibacterianas del circonio.
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