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RESUMEN

El titanio y sus aleaciones, particularmente Ti6AI4V, presentan excelentes
propiedades mecanicas, resistencia a la corrosidn y biocompatibilidad; sin
embargo, su caracter bioinerte limita su interaccion directa con el tejido 6seo. En
este contexto, los recubrimientos bioactivos basados en fosfatos de calcio (CaP)
representan una estrategia eficaz para favorecer la oseointegracion, aunque
pueden promover la adhesién y formacion de biopeliculas bacterianas o biofilms
(por sus siglas en inglés), una de las principales causas de fracaso de los

implantes biomédicos.

En este trabajo se desarrollaron recubrimientos de fosfatos de calcio con inclusion
de zinc (Zn-CaP) sobre superficies de Ti6Al4V mediante deposicién biomimética,
empleando soluciones con diferentes concentraciones de zinc para obtener las
variantes VDZn0, VDZn1, VDZn2 y VDZn3.

La caracterizacion fisicoquimica a través de SEM, EDS, XPS y XRD confirmé la
obtencién de recubrimientos de Zn-CaP. Los ensayos bioldgicos in vitro revelaron
que la adicion de Zn provoca un comportamiento que depende de la
concentracion. Se observo una ligera disminucion en la viabilidad celular de los
fibroblastos a medida que aumentaba el contenido de Zn, aunque los valores se
mantuvieron en niveles aceptables (>70%). Al mismo tiempo, las pruebas
antibacterianas contra Streptococcus mutans mostraron una reduccion notable en
la formacion de colonias bacterianas, lo que respalda la efectividad del Zn como
agente antimicrobiano. El estudio sobre la liberacion ionica indicé que hay una
liberacién controlada de Zn?*, con una fase inicial durante las primeras 24 horas,
seguida de un periodo de estabilizacién, que se atribuye a una combinacion de
disolucion y difusion. En resumen, los resultados sugieren que los recubrimientos
de Zn-CaP desarrollados tienen un gran potencial como superficies implantables
multifuncionales, capaces de fomentar la bioactividad y, al mismo tiempo,

disminuir la colonizaciéon bacteriana.



CAPITULO 1

INTRODUCCION

La demanda de dispositivos biomédicos implantables para aplicaciones de
soporte de carga ha aumentado considerablemente [1] a través de los anos. Los
dispositivos protésicos una vez implantados son responsables de devolver el
movimiento y la funcionalidad al tejido u érgano del cuerpo donde son colocados,
por lo cual deben ser biocompatibles y propiciar la interaccion con el medio

biolégico.

Para aplicaciones de soporte de carga comunmente se utilizan materiales
metalicos como el titanio y sus aleaciones, debido a su alta resistencia a la fatiga
[1] biocompatibilidad, elevada resistencia a la corrosién en fluidos biolégicos, baja
densidad [2] y bajo mddulo elastico. Sin embargo, la capacidad de los implantes
de titanio para soportar la osteoconductividad y la oseointegracion es limitada, ya
que su superficie bioinerte no puede unirse quimicamente con el hueso natural

imposibilitando la formacién de nuevo hueso.

En aras de generar integracion hueso-implante, los esfuerzos en investigacion
cientifica-tecnologica se han concentrado en mejorar las propiedades de la
superficie. El empleo de recubrimientos bioactivos sobre superficies de titanio ha
demostrado generar una respuesta 6sea mas rapida en comparacion con las
prétesis metalicas convencionales, ya que logran estimular la respuesta biolégica
celular. Dentro de las bioceramicas mas utilizadas como material para reparacion
Osea, se encuentran los fosfatos calcicos, especificamente la hidroxiapatita (HA,
Ca10(P0O4)6(0OH)2) debido a su similitud en composicion y estructura cristalina con
el mineral éseo [3].

Hasta la fecha se utilizan diversas técnicas de deposicion de recubrimientos [4-6].
El proceso biomimético es una de las técnicas mas versatiles desarrolladas para
recubrir diversas superficies de implantes ortopédicos [7]. La principal ventaja del

método se debe a su naturaleza benigna, al simular condiciones fisiolégicas del



cuerpo humano. Ademas, brinda la posibilidad de recubrir geometrias complejas

y permite la inclusion de diversos agentes bioactivos durante el proceso.

A pesar de los beneficios descritos anteriormente, los recubrimientos de CaP
estimulan la colonizacién bacteriana en su superficie, y la aparicion de infecciones
postoperatorias es considerada una de las complicaciones mas comunes y
graves, provocando el fracaso del dispositivo [8]. En el campo de la odontologia,
la ortopedia y el campo cardiovascular, la colonizacién bacteriana en las
superficies implantadas puede ocurrir minutos después de la colocacion del

implante [9].

La adhesién bacteriana es un proceso que tiende a describirse en varias etapas
que dan como resultado la formacion de biofilms. En la primera etapa ocurre la
interaccion inicial, la cual es rapida y reversible entre las superficies de las células
bacterianas y la superficie del material. La segunda etapa implica interacciones

entre proteinas especificas y tiene como caracteristica ser irreversible.

Los biofilms son colonias estructuradas de células bacterianas incrustadas en una
matriz polimérica fabricada por ellas mismas y adheridas a la superficie. Estas
colonias ocasionan reacciones inflamatorias que afectan la integracion de los
tejidos circundantes y colocan al paciente en grave riesgo de contraer infecciones
sistémicas [8, 10] que han demostrado ser resistente a los antibidticos

convencionales.

Para mejorar la respuesta bioldgica y la estabilidad de los recubrimientos, se
investiga la incorporacion de dopantes idnicos inorganicos en el sistema del
recubrimiento. Varios autores han estudiado la inclusiéon de materiales metalicos
como Ag, Cu y Zn de los cuales se conoce su actividad antimicrobiana [11]. Estas
sustituciones iénicas pueden causar cambios en la microestructura, estabilidad
térmica, composicion de fases, tamafo de grano, parametros de red, morfologia,
cristalinidad y solubilidad de las apatitas dependiendo del tamafio y la cantidad
del sustituyente [12].



El zinc es un elemento importante para los tejidos 6seos y es un componente
metalico traza abundante del hueso. Se ha demostrado que promueve la
formacion de hueso y suprime su resorcidon; ademas, promueve la diferenciacion
celular y la proliferacién de osteoblastos [9, 13] y reduce la respuesta inflamatoria.

A su vez, varios autores han reportado su actividad antimicrobiana [14].

Las caracteristicas mencionadas han generado gran interés, por lo que se ha
realizado un esfuerzo considerable en la sintesis de HA sustituido con Zn (Zn-HA).
Dichas sustituciones han dado lugar a resultados controversiales sobre la cantidad
maxima de Zn a incorporar y el efecto sobre la estructura cristalina y la
composiciéon de fases. A pesar de que el mecanismo de sustitucion idnica ha sido

extensamente estudiado, a la fecha no ha sido completamente descifrado.

En los ultimos afos, grandes esfuerzos han sido encaminados al disefio de
materiales innovadores que reproduzcan tanto la composicibon como la
organizacion estructural del tejido 6seo y cuyas superficies presenten propiedades
favorables de biocompatibilidad. En el campo de las modificaciones superficiales,
el enfoque moderno considera ambas funciones para los recubrimientos:

propiedades de osteoconduccion y efecto antibacteriano.

Evitar o inhibir el crecimiento de microorganismos mediante el empleo de
superficies con actividad antimicrobiana es la via mas factible de evitar la
propagacion de patégenos y a su vez el deterioro del material. Desde esa
perspectiva, las apatitas sustituidas son uno de los materiales mas prometedores

en esta area de investigacion.

En este sentido, la literatura proporciona evidencia inconsistente con respecto a
la concentracién de zinc que se debe tener en HA. Ademas, aunado a lo anterior,
la eleccion de un método de fabricacion idéneo tampoco ha sido definido.
Actualmente, la correcta concentracion de iones Zn?* para obtener una
combinacion de propiedades bioldgicas, antibacterianas y mecanicas que
permitan el correcto funcionamiento in vivo de los dispositivos biomédicos,

continua siendo un tema de investigacion de interés y en curso.



1.1. Justificacion

Los recubrimientos de ceramicas bioactivas depositados sobre dispositivos
meédicos implantables promueven la oseointegracion, disminuyendo los tiempos
de curacion; sin embargo, estimulan la colonizacién bacteriana de la superficie.
La aparicion de infecciones postoperatorias debido a la formacion de biofilms
bacterianos ponen en riesgo la estabilidad primaria de los implantes,
comprometiendo su funcionalidad y rendimiento, lo cual puede desencadenar a la
falla del dispositivo. Un desafio actual en el campo de las modificaciones
avanzadas de superficie es o que hoy en dia se conoce como “carrera por la
superficie”, refiriéndose a la competencia entre la colonizacion bacteriana y la
integracion de la superficie al tejido peri-implantario, que tiene lugar durante las

etapas tempranas post-implantacion.

Aunque estan siendo desarrolladas varias teorias para combatir la incidencia de
infecciones asociadas a biomateriales, no existe hasta la fecha una estrategia
definida que pueda eliminar totalmente su aparicién. Hasta el dia de hoy, ningun
tratamiento puede garantizar la destruccion rapida y completa de los biofilms o
prevenir la recurrencia de la infeccion, ya que en muchas ocasiones desarrollan
resistencia a los antibiéticos convencionales. Por tal motivo, se plantea desarrollar
recubrimientos de Zn-CaP que sean capaces de inhibir el crecimiento de

microorganismos patdgenos en la interfaz hueso-implante.

1.2. Hipétesis

La inclusiéon de iones Zn?* en recubrimientos base fosfatos de calcio obtenidos
biomiméticamente sobre superficies de Ti6AI4V bioactivas inhibira el crecimiento

de microorganismos infecciosos en su superficie.

1.3. Objetivo General

Inhibir el crecimiento de microorganismos infecciosos mediante el empleo de
recubrimientos Zn-CaP obtenidos biomiméticamente sobre superficies de Ti6AI4V

bioactivas.



1.4. Objetivos Especificos

v

Modificar la superficie bioinerte del Ti6Al4V mediante la aplicacién de
tratamientos quimicos y tratamientos de activacion superficial que favorezcan
la deposicion biomimética de recubrimientos.

Establecer parametros de deposicidn biomimética para la obtencion de
recubrimientos base fosfato de calcio con la inclusién de diferentes
concentraciones de zinc en las superficies modificadas de Ti6AI4V.

Analizar la morfologia y la composicion elemental y de fases de las superficies
de Ti6Al4V modificadas.

Determinar la capacidad antibacteriana, citotoxicidad y la cinética de liberacion
de iones zinc al medio de los recubrimientos de Zn-CaP obtenidos mediante
la realizacidn de ensayos in vitro.

Evaluar el efecto de las diferentes concentraciones de Zn empleadas en los
recubrimientos sobre la capacidad para inhibir el crecimiento de

microorganismos infecciosos y la citotoxicidad hacia las células.



CAPITULO 2

BASES CIENTIFICAS DEL ESTUDIO

2.1. Materiales implantables y respuesta bioldgica

Se denominan biomateriales a los materiales o sustancias empleadas para ser
implantadas dentro de un sistema vivo sirviendo para el soporte o sustitucion de
tejidos y o6rganos que hayan sufrido traumas por accidentes o enfermedades.
Estos se pueden dividir en cuatro clases principales: metales, polimeros,
ceramicos y compuestos [15] y se emplean actualmente para fabricar dispositivos

biomédicos entre otras aplicaciones.

En el area médica raramente se utilizan materiales simples sino integrados en
dispositivos, tales como en: ortopedia (implantes de cadera, rodilla, placas éseas,
tendones y ligamentos artificiales), odontologia (amalgamas, resinas acrilicas o
ceramicas, implantes dentales, dientes), sistema cardiovascular (valvulas

cardiacas, implantes vasculares, catéter).

Los materiales metalicos como el titanio y su aleaciones, aceros inoxidables y
aleaciones base cromo-cobalto han sido ampliamente utilizados para aplicaciones
biomédicas, especificamente en implantologia [16] y se han convertido en parte

fundamental en cirugias ortopédicas.

Los materiales ceramicos como los fosfatos de calcio, zirconia y alumina se
utilizan ampliamente para el reemplazo de tejidos duros y blandos, reparacion de
huesos, administracion dirigida de farmacos, bioimagen y diagndstico, gracias a
su excelente biocompatibilidad, bioactividad y osteoconductividad en el entorno
corporal [16]. Segun el tipo de respuesta del tejido durante su interaccion, se
clasifican en i) bioinerte, cuando no sufren ningun cambio quimico medible luego
de un tiempo en contacto prolongado con el medio biologico y en ii) bioactivas,
cuando son capaces de interactuar directamente con el medio biologico.



Los biomateriales deben ser estables quimicamente y no toxicos ni carcinogenos
para el organismo. Las propiedades mecanicas como resistencia mecanica y
fatiga se evaluan también dependiendo de la aplicacién. La seleccion del
biomaterial se realiza dependiendo de una serie de factores en los que se toma
en cuenta ademas de los anteriormente expuesto, el costo, el proceso de

fabricacion y la reproducibilidad.

Durante las etapas iniciales del desarrollo de biomateriales, disciplinas como la
odontologia y la ortopedia centraron su interés en materiales con propiedades
mecanicas apropiadas, elevada resistencia al desgaste y capacidad de integrarse
funcionalmente con los tejidos bioldgicos. Asimismo, se procuraba que dichos
materiales no generaran respuestas adversas del sistema inmunoldgico,

caracteristica definida como biocompatibilidad.

Posteriormente, las propiedades quimicas de la superficie del biomaterial y la
interfaz entre la superficie y el hueso se convirtieron en los temas principales con
una demanda clinica de una oseointegracidon mas rapida y un enfoque en la
respuesta de los tejidos a la superficie del implante. Actualmente, el enfoque esta
basado en la obtencién de biomateriales que puedan brindar una respuesta
especifica a la colonizacion por diferentes tipos de células y agentes infecciosos
[17]. En este sentido diferentes estrategias son investigadas en orden de obtener

superficies bioactivas y antibacterianas.

2.2. Tejido 6seo

El tejido 6seo es el componente principal del hueso y es de tipo conectivo. Su
funcién principal es brindar soporte a las partes blandas y a 6rganos vitales,
proporcionando ademas, puntos de sujecion de los musculos, responsables de la
locomocion y el movimiento corporal [18].

Se compone principalmente de dos tipos de tejidos estructurales, el hueso
esponjoso (trabecular) y cortical. El tejido esponjoso constituye el nucleo interno,

siendo el mas blando, de densidad ligera y muy vascularizado; mientras que, el



tejido cortical es el limite mas externo y denso. El hueso esponjoso, con
resistencia a la compresion en el rango de 7-10 MPa, se caracteriza por un modulo
elastico mas bajo. Es muy poroso, y es donde tienen lugar la mayoria de las

actividades metabdlicas [19].

El tejido cortical, debido a su mayor contenido de mineralizacion y ausencia de
materia organica, posee mayor moédulo de elasticidad, alta rigidez y baja
tenacidad. Su estructura mas dura y densa sirve de proteccion para el tejido
esponjoso. Se caracteriza por su rigidez y su gran resistencia tanto a la traccién
como a la compresién, para un rango de resistencia a la compresion de 130 a 225
MPa.

El tejido 6seo esta constituido por componentes organicos e inorganicos.
Aproximadamente, un 98 % esta conformado por la matriz extracelular o matriz
0sea, mientras que el restante 2 % corresponde a células. Esta matriz incluye una
fase mineral compuesta principalmente por fosfatos de calcio, los cuales
representan entre el 65 y el 70 % de su composicion total. Ademas, el contenido
de agua oscila entre el 5 y el 8 %, mientras que la fraccién organica, integrada

mayoritariamente por colageno, constituye el porcentaje restante.

Este tejido se origina a partir de células madre mesenquimales que se diferencian
en las células con funciones especificas que se encargan de la regeneracion y
remodelacion 6sea (ver Figura 1). Las células osteoblasticas son responsables de
la construccion de tejido 6éseo nuevo, mientras que la reabsorcion de la matriz

Osea vieja es realizada por células multinucleadas osteoclasticas.

Con el establecimiento del tejido 6seo maduro, la integridad del tejido se mantiene
mediante el proceso dinamico de remodelacion ésea que cubre los ciclos de vida
de las células 6seas. Incluye tanto la etapa de osteogénesis como la eliminacién
de tejido mineralizado viejo al final de su vida util (reabsorcion). La funcién
principal de los osteoclastos es descomponer el tejido viejo y la matriz de
colageno, y liberar los minerales e iones esenciales en la fabricacion del nuevo

tejido 6seo. Los osteoblastos y los osteoclastos pueden comunicarse de forma



cruzada para mantener la homeostasis 6sea. La remodelacion continua ayuda a

mantener las propiedades mecanicas adecuadas del tejido.

(A)

Undifferentiated
Mesenchymal
Stem Cell

Stimulation by environment or cytokines

SN

Fibroblast Adipocyte Chondrocyte Osteoblast

Figura 1. (A) Diferentes lineas celulares especializadas derivadas del proceso de

diferenciacion de células madre mesenquimales indiferenciadas. [20].

Cuando el tejido 6seo sufre dafios severos como consecuencia de traumatismos
o enfermedades degenerativas, el mecanismo natural de remodelacion puede
resultar insuficiente para recuperar completamente la integridad estructural del
hueso. En estas situaciones, se consideran alternativas terapéuticas como los
injertos 6seos autdlogos, los aloinjertos y el uso de dispositivos médicos

implantables.

2.3. El titanio y sus aleaciones

El titanio posee una elevada versatilidad metalurgica, ya que puede combinarse
con distintos elementos para producir diversas aleaciones con propiedades
mecanicas de gran interés en sectores como el aeroespacial, aerondutico,

automotriz, quimico, militar y biomédico.

Para aplicaciones biomédicas en el campo de la implantologia y ortopedia, tanto

el titanio como sus aleaciones, han sido ampliamente utilizados debido a su



destacada biocompatibilidad exhibiendo mejores resultados que las aleaciones
basadas en Cr-Co. Ademas, presentan elevada resistencia mecanica, prolongada
vida a fatiga, bajo modulo elastico —cercano al del hueso cortical— y alta

resistencia a la corrosidén en medios fisioldgicos.

Los implantes de titanio y sus aleaciones son bioinerte; por lo cual, para obtener
respuestas biolégicas naturales adecuadas, se han desarrollado estrategias de
modificaciéon superficial destinadas a incrementar su bioactividad [16] y conducir
a una oseointegracion superior. Incluso a pesar de que la oseointegracion del Ti
y sus aleaciones tiene éxito en muchos casos clinicos de implantes no
cementados, se exige un comportamiento osteoinductor de la superficie
principalmente cuando se requiere una curacion rapida o la calidad y/o cantidad

de hueso es deficiente.

2.4. Oseointegracion

En los implantes dentales y demas dispositivos endodseos, la oseointegracion y
las caracteristicas de la interfaz hueso-implante constituyen factores
fundamentales, ya que influyen directamente tanto en el tiempo de recuperacién

como en la estabilidad y el desemperio del implante a largo plazo [21, 22].

La oseointegracion se definid originalmente como una conexién estructural y
funcional directa entre el hueso vivo ordenado y la superficie de un implante
portador de carga. Se dice que un implante se considera oseointegrado cuando
no hay un movimiento relativo progresivo entre el implante y el hueso con el que

esta en contacto directo [15].

La adhesion celular sobre la superficie metalica y la posterior formacién de tejido
0seo alrededor del implante estan condicionadas por diversos factores, entre ellos
el procedimiento quirurgico empleado, el estado de salud del paciente, la calidad
del hueso, las cargas aplicadas después de la implantacion, el disefio del implante
y, de manera particular, las propiedades de su superficie [22]. Durante las etapas

iniciales de cicatrizacion y en el proceso de integracion 6sea del implante,
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parametros superficiales como la composicién quimica y de fases, la morfologia,
la topografia, la rugosidad, la energia superficial y la humectabilidad desempefian

un papel determinante [23, 24].

Numerosos estudios identifican las propiedades de la superficie del implante como
cruciales para obtener una interaccion y una oseointegracion entre el implante y
el tejido eficaz. Las caracteristicas a micro y nanoescala y la composicién quimica
de las superficies de los implantes determinan la formacion temprana de hueso
alrededor de los implantes. Sin embargo, los biomateriales que promueven la

regeneracion de tejidos a menudo atraen la adhesién de microorganismos.

2.5. Superficies bioactivas para el incremento de la integracién

osea

Debido a que los implantes metalicos son esencialmente materiales bioinerte, su
interaccion bioldgica con el tejido circundante es limitada, ademas de presentar
escasa oseoconductividad y ausencia de propiedades osteoinductoras. Por esta
razon, una estrategia ampliamente utilizada consiste en modificar la superficie del
implante mediante recubrimientos bioactivos capaces de favorecer la interaccion
entre el hueso y el material implantado, proporcionando condiciones adecuadas

para la fijacion y regeneracion osea [25].

Se han investigado diversos tipos de recubrimientos superficiales basados en
materiales bioactivos cuya composicién es semejante a la del tejido 6seo y pueden
establecer enlaces quimicos estables con el hueso gracias a sus similitudes

estructurales y quimicas [6, 26].

Los biovidrios y distintas bioceramicas, particularmente los fosfatos de calcio han
demostrado capacidad para unirse al tejido 6seo y estimular la proliferacion
celular. En general, los materiales bioactivos pueden clasificarse como
bioestables o bioreabsorbibles y, debido a sus limitadas propiedades mecanicas,
suelen emplearse como recubrimientos sobre sustratos metalicos con el fin de

mejorar la resistencia quimica, la durabilidad y la biocompatibilidad del implante.
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2.5.1 Bioceramicas basadas en fosfatos de calcio

Los materiales ceramicos derivados de CaP han despertado un amplio interés en
el campo biomédico debido a su semejanza quimica con la fase mineral del tejido
0seo y dental [22]. Su presencia natural en el organismo humano representa una
ventaja significativa frente a muchos polimeros utilizados en medicina

regenerativa [27] ya que favorece una mejor interaccién bioldgica con los tejidos.

Los fosfatos de calcio comprenden un conjunto de compuestos formados
principalmente por iones calcio (Ca?*) y diferentes grupos fosfato, incluyendo
ortofosfatos, metafosfatos y pirofosfatos. Dependiendo de su composicion
quimica y estructura cristalina, estos materiales pueden presentarse en distintas
fases, las cuales exhiben comportamientos particulares en términos de

estabilidad, solubilidad y respuesta bioldgica.

Entre las fases mas estudiadas se encuentra la brushita, también conocida como
fosfato dicalcico dihidratado (DCPD). Este compuesto tiene una estructura
cristalina monoclinica y se destaca por su mayor solubilidad en comparacién con
otras fases de fosfato de calcio. Sin embargo, se ha observado que su estabilidad
disminuye en medios con un pH superior a 6—7, lo que facilita su transformacion
hacia otras fases mas estables, como la hidroxiapatita. Esta ultima es considerada
la fase mas estable de los fosfatos de calcio y ha sido objeto de numerosas

investigaciones como recubrimiento precursor para aplicaciones biomédicas.

Otra fase importante es la monetita, o fosfato dicalcico anhidro (DCPA). A
diferencia de la brushita, esta fase tiene una estructura triclinica y muestra una
mayor estabilidad en ambientes acidos (pH = 5) y a temperaturas relativamente
altas. Sin embargo, su solubilidad es un poco menor. Estudios clinicos han
reportado que la implantacion de granulos de monetita favorece la regeneracion
del tejido 06seo, mejorando las propiedades de biocompatibilidad vy

osteoconduccién.
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El fosfato octocalcico (OCP) constituye otra fase de interés debido a su papel
durante la formacion de apatitas bioldgicas. Esta fase se compone de capas
alternadas de apatita y regiones hidratadas, las cuales se organizan en una red
cristalina triclinica. Se considera una fase transitoria en los procesos de
precipitacion de hidroxiapatita y apatitas semejantes al hueso. Diversas
investigaciones han sefalado que la formacion de HA a partir de soluciones
acuosas ocurre mediante etapas intermedias, siendo el OCP una de las mas
importantes. Adicionalmente, estudios in vitro han demostrado que este material

presenta una elevada compatibilidad biolégica [28].

2.5.2 Propiedades y caracteristicas de la hidroxiapatita

La HA es considerada uno de los biomateriales ceramicos de mayor importancia
en aplicaciones médicas debido a su estrecha semejanza con la fase mineral del
hueso. Dentro de la familia de los fosfatos de calcio, esta fase presenta la mayor
estabilidad termodinamica en fluidos biolégicos. En el tejido 6seo natural, la
apatita generalmente no es estequiométrica, sino una hidroxiapatita carbonatada
deficiente en calcio (CDHA), cuya composicion quimica puede describirse
mediante la formula Ca;o_x(HPO,)x(PO,)s_x(OH),_x, con relaciones molares Ca/P
comprendidas entre 1.50 y 1.67[29].

La HA sintética ha sido ampliamente investigada en el ambito biomédico gracias
a sus propiedades bioactivas, su elevada compatibilidad con tejidos vivos y su
capacidad para interactuar favorablemente con biopolimeros y células éseas.
Ademas, se ha demostrado que este material favorece los procesos de
regeneraciéon 6sea mediante mecanismos osteoconductores. Sin embargo,
aunque las apatitas sintéticas comparten similitudes con las apatitas bioldgicas,
existen diferencias relevantes asociadas a la composicion quimica, el contenido

de carbonato y el nivel de cristalinidad.

Desde el punto de vista biologico, la hidroxiapatita destaca por promover la
formacion de tejido dseo sin provocar respuestas inflamatorias severas, toxicidad

ni rechazo significativo por parte del organismo. Estructuralmente, la HA cristaliza
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en el sistema hexagonal y pertenece al grupo espacial P6;/m. Sus parametros de
red son aproximadamente a = 9.418 Ay ¢ =6.881 A (JCPDS No. 9-432) [30, 31].
La estructura cristalina esta formada por la disposicion ordenada de iones calcio,
grupos fosfato e iones hidroxilo dentro de una celda unitaria con simetria

caracteristica (ver Figura 2).

Calcium °

Hydrogen ©

Figura 2. (A) Distribucién cristalografica de los sitios ocupados por los iones Ca?”en la
hidroxiapatita, correspondientes a las posiciones 6Ca(ll) y 4Ca(l). (B) Esquema
estructural de la celda unitaria de la HA, donde las lineas punteadas indican el plano

inferior de referencia estructural [12].

Una caracteristica fundamental de la hidroxiapatita es su elevada capacidad para
incorporar diferentes especies idnicas sin alterar significativamente su estructura
cristalina. Esta propiedad le permite formar soluciones sélidas mediante procesos
de sustitucion tanto catibnica como anidnica. Las modificaciones pueden
producirse en los sitios ocupados por los iones calcio (Ca?*), los grupos fosfato
(PO4*) o los grupos hidroxilo (OH™).

Diversos estudios han reportado que en las posiciones cristalograficas Ca(l) y
Ca(ll) se reemplazan parcialmente cationes como zinc, hierro, potasio, estroncio,
lantano, cadmio, plomo y cobre. De manera similar, aniones como F~, CI7, SiO,*"

y CO3?” pueden incorporarse en los sitios correspondientes a grupos hidroxilo o
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fosfato dentro de la red cristalina (ver Figura 2). La distribucién de estos cationes
sustituyentes depende principalmente de su radio idnico, ya que el sitio Ca(l)

presenta un menor volumen en comparacion con el sitio Ca(ll).

La incorporacion de estos elementos modifica diferentes caracteristicas
estructurales de la HA, afectando parametros como la estabilidad, el grado de
cristalinidad, el tamafio de cristal, la morfologia y la solubilidad, asi como la
liberacion idnica en medios bioldgicos [25]. La estabilidad estructural de la
hidroxiapatita sintética esta estrechamente relacionada con su alto grado de
cristalinidad. Las sustituciones iénicas dentro de su red cristalina producen
variaciones en los parametros estructurales, las cuales dependen principalmente
del tamano del ion incorporado. Los cationes con radios i6nicos inferiores al del
calcio generan una contraccion del volumen cristalino, mientras que aquellos con
radios mayores provocan su expansion. Ademas, se ha reportado que la
incorporacion de Mg?* y Zn?* favorece la formacién de particulas con tamanos de

grano mas grandes y distribuciones granulométricas menos uniformes.

La respuesta biolégica del biomaterial también se puede alterar con la
incorporacion de estos elementos, ya que intervienen en procesos celulares
asociados a la regeneracion ésea y al comportamiento del tejido circundante. En
muchos casos, sus efectos biologicos y terapéuticos dependen de la
concentracion liberada en el entorno periimplantario, por o que el control de su

contenido resulta fundamental para el desempefio del implante [32].

2.6. Contaminacién bacteriana de dispositivos médicos

implantables

Recientemente, se ha prestado una atenciéon cada vez mayor a las infecciones
asociadas a los dispositivos implantables. Una de las principales causas de
fracaso de los implantes esta asociada a la formacion de biofilms bacterianos
sobre la superficie del dispositivo y en los tejidos circundantes. La infeccion se
atribuye a las adherencias bacterianas en la superficie del implante después de la

cirugia.
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La aparicion de infecciones posterior a la colocacion de los biomateriales en el
cuerpo humano es causada por microorganismos que habitan en o sobre la piel y
en las membranas mucosas [4, 33] y, pueden afectar facilmente el dispositivo o el

lugar de instalacion durante la intervencion quirurgica.

Por otra parte, la eleccion de un biomaterial antiinfeccioso apropiado esta
fuertemente condicionada a diferentes factores, influyendo la ubicacion que puede
ser externa, parcial o totalmente interna (ver Figura 3), el tiempo de uso, el nivel

de contaminacion, la probabilidad de infeccion y la gravedad del dano [8].

Partially or totally internal medical devices
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Figura 3. Esquema que representa ejemplos de dispositivos médicos y su ubicacion y
nivel de invasividad dentro del organismo [8].

En la mayoria de los pacientes, los dafios ocasionados por infecciones asociadas
a dispositivos requieren la extraccion del biomaterial mediante costosas cirugias
de reemplazo; ademas, pueden provocar morbilidad e infecciones sistémicas. A
pesar de los avances en la calidad de la atencion médica, la probabilidad de

infeccion durante un procedimiento quirurgico sigue siendo alta.
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En este sentido, las infecciones relacionadas con dispositivos biomédicos
implantados constituyen un desafio importante en el ambito quirurgico y clinico. El
desarrollo de contaminacién microbiana puede verse influenciado por diversos
aspectos, tales como la naturaleza quimica del biomaterial, las propiedades
superficiales del implante, su geometria y disefio, la zona anatomica donde es
colocado, la magnitud del procedimiento quirurgico y la duracion de permanencia

del dispositivo dentro del cuerpo.

2.6.1 Biofilms y su papel en el desarrollo de infecciones postoperatorias

Las infecciones asociadas a los dispositivos pueden progresar rapidamente a
medida que las bacterias planctonicas (flotantes) se adhieren a la interfaz del
implante evolucionando en el tiempo a arquitecturas tridimensionales especificas

denominadas biofilms.

Los biofilms son aglomerados organizados de multiples especies de células
microbianas que se encuentran incrustadas en una matriz polimérica extracelular.
La matriz permite el intercambio genético, la comunicacion y proporciona un
suministro de nutrientes para las bacterias. Ademas, actuia como una barrera
biolégica que protege a las bacterias de los antibioticos y las respuestas

inmunitarias del huésped.

Los microorganismos tienen una carga negativa en su superficie y diferentes
grados de hidrofobicidad [34]. Basado en esas caracteristicas, generalmente se
describe la adhesion bacteriana en varias etapas que dan como resultado la

formacion de biofilms como se muestra en la Figura 4.

En primer lugar, ocurre la interaccién inicial entre las superficies que puede ser un
proceso rapido y reversible (etapa 1). Posteriormente, las bacterias comienzan la
produccion y excrecién de polimeros de matriz, que permiten a las células
cementarse a la superficie (etapa 2). En esta etapa tienen lugar interacciones

entre proteinas de la superficie bacteriana y moléculas de union en el material.
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Figura 4. Proceso de colonizacién de una superficie partiendo de la adhesion

bacteriana individual. Etapas en el desarrollo y dispersion de la biopelicula se muestran
de derecha a izquierda. El panel inferior muestra microfotografias de bacterias en cada

una de las cinco etapas que se muestran en el esquema [35].

El crecimiento prolongado da como resultado el desarrollo de microcolonias,
compuestas por células enredadas en una matriz similar a un gel (etapa 3y 4). A
medida que las microcolonias continuan aumentando de tamano, las células en el
interior experimentaran hacinamiento, menor disponibilidad de nutrientes y mayor
concentracion de productos de desecho, toxinas y metabolitos excretados, junto
con cambios en su entorno fisicoquimico (pH, fuerza idénica, capacidad
amortiguadora, etc.). Las células reconocen estos cambios y tiene lugar la
dispersion (etapa 5). Es probable que la respuesta de dispersion del biofilms sea
un mecanismo para escapar de estas condiciones, otorgandole la posibilidad de

migrar a un entorno mas favorable [35].
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2.6.2 Microorganismos asociados a infecciones

Las infecciones postoperatorias generalmente son de naturaleza monomicrobiana
y son causadas en aproximadamente un 75 % por microorganismos aerobios
Gram positivos. Las bacterias Gram negativas estan presentes de un 30 a 43 %
de los casos, mientras que las infecciones por Staphylococcus aureus se
atribuyen entre un 12 a 23 % [36]. Las incidencias de infeccidn por S. aureus son
cada vez mas preocupantes con la aparicion de cepas resistentes a multiples

antibioticos.

Los organismos responsables de las infecciones asociadas con los implantes
ortopédicos suelen ser infecciones oportunistas y el 16 % de estas infecciones
son polimicrobianas. Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus aureus son
los principales agentes, seguidos de Staphylococcus hominis, Staphylococcus

haemolyticus, Pseudomonas aeruginosa y Enterococcus faecalis.

En el entorno oral, la caries dental constituye una de las patologias mas
prevalentes a nivel mundial, siendo Streptococcus mutans uno de sus principales
agentes etiologicos [37]. Este patdgeno cariogénico posee una notable capacidad
de adhesién a superficies ricas en HA, lo que favorece la formacion y estabilidad
de biofilms bacteriano [38]. Ademas, presenta un metabolismo altamente
acidogénico y acidurico que promueve la desmineralizacion del tejido dental y
puede comprometer la estabilidad superficial de biomateriales basados en
fosfatos de calcio. Su capacidad para sobrevivir en ambientes acidos y establecer
interacciones con otros microorganismos del ecosistema oral favorece la
expresion de factores de virulencia y su persistencia en el biofilms [39]. Especies
del género Streptococcus, como S. mutans, S. mitis, S. sanguinis y S. oralis,
actuan como colonizadores primarios de superficies biomiméticas, incluida la HA
sintética, facilitando la posterior adhesion de patégenos periodontales vy
contribuyendo al desarrollo de infecciones periimplantarias [40]. Debido a estas

caracteristicas, S. mutans se emplea ampliamente como microorganismo modelo
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para evaluar la adhesion bacteriana y la formacién de biofilms en materiales

dentales e implantables.

2.6.3 Métodos para prevenir o reducir la ocurrencia de infecciones

postoperatorias

Cuando se produce la colonizacién por microorganismos infecciosos, la
administracion sistémica de antibidticos no siempre alcanza concentraciones
eficientes en el sitio de la infeccidn, principalmente debido al flujo sanguineo
deficiente en el tejido 6seo [21]. Si se aumentan las dosis, las moléculas de
antibidticos pueden inactivarse por la variacion quimica y del pH del torrente
sanguineo del huésped y pueden causar efectos secundarios acumulativos en el

organismo conllevando a inconvenientes posteriores para el resto del cuerpo.

Por otro lado, las bacterias podrian desarrollar una resistencia a los antibiéticos,
lo que en ultima instancia conduce al fracaso de los implantes o incluso a la
mortalidad de los pacientes [34]. Ademas, la administracion sistémica o local de
antibidticos puede causar efectos secundarios graves como dolor abdominal,

diarrea, erupciones cutaneas, ototoxicidad y toxicidad renal.

Con el propdsito de minimizar o evitar la contaminacién microbiana en
biomateriales, se han propuesto diversas estrategias [8], algunas de las cuales se
ilustran en la Figura 5. Las mismas incluyen modificaciones morfologicas o en las
propiedades fisicas y quimica de la superficie de los dispositivos implantados. No
obstante, hasta el momento no existe un tratamiento capaz de eliminar de manera
rapida y total los biofims ni de impedir completamente la reaparicion de
infecciones. En consecuencia, el desempefio clinico a largo plazo de los implantes
depende en gran medida de las propiedades antimicrobianas que presenten los

materiales utilizados.

Estos desafios, junto con la complejidad y diversidad de los nuevos dispositivos
meédicos implantables, estan impulsando la evolucion de nuevos biomateriales y

superficies que superan las infecciones bacterianas. Sin embargo, a pesar de la
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creciente importancia de los biomateriales antimicrobianos, los materiales y

meétodos no estan ampliamente disponibles en el campo de los dispositivos

medicos.
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Figura 5. Estrategias para impartir propiedades bioactivas y antibacterianas a las superficies de

Ti a través de diferentes tipos de revestimientos o modificaciones superficiales [17].

El uso de peliculas delgadas bioactivas antimicrobianas se ha convertido en uno
de los procesos preferidos para prevenir la adhesion microbiana inicial, la
colonizacion y para conferir resistencia microbiana a biomateriales y dispositivos
meédicos [33]. En los ultimos afos, el empleo de agentes antimicrobianos
inorganicos principalmente iones metalicos y nanoparticulas, asi como sus 6xidos
han sido considerados. Varios estudios in vitro informaron que el uso de iones de
plata, cobre y zinc en los recubrimientos juegan un papel importante en la

prevencion o minimizacion de la adhesion bacteriana inicial.
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2.7. Papel del zinc en la regeneracion ésea

En el organismo humano, una cantidad significativa de zinc (0-39 ppm) se localiza
en tejidos mineralizados, principalmente en huesos y dientes, donde forma parte
de la composicion de apatitas biolégicas [12]. Se considera un elemento traza
indispensable para multiples funciones bioldgicas, especialmente aquellas

relacionadas con el crecimiento, desarrollo y mantenimiento del tejido oseo.

A nivel fisiologico, el zinc interviene en una gran variedad de procesos celulares y
metabdlicos, debido a su participacion en funciones esenciales, tales como la
sintesis proteica y los mecanismos de replicacion genética de ADN y ARN [16].
Ademas, se reconoce como uno de los metales de transicidn mas abundantes en

los sistemas bioldgicos, solo superado por el hierro [33].

En el ambito de la regeneracién 6sea, se ha demostrado que el Zn?* favorece la
actividad osteoblastica estimulando los procesos de mineralizacion mediante el
incremento de calcio sobre las células madre mesenquimales. Paralelamente,
puede disminuir la actividad de los osteoclastos, contribuyendo asi al equilibrio del
remodelado 6seo. También se han reportado propiedades antiinflamatorias,
antibacterianas y antifungicas asociadas a este ion, lo que incrementa su interés

en el disefio de biomateriales para aplicaciones [16].

2.8. Hidroxiapatita dopada con Zn?*

Diversas investigaciones han demostrado que las propiedades fisicoquimicas y
biologicas de la HA pueden modificarse y optimizarse mediante la incorporacién
de distintos elementos dopantes, entre ellos Na, Sr, Mg, K, Mn, Ag, Ce, Eu, Cuy
Zn. Particularmente, la incorporacion de zinc en materiales basados en
hidroxiapatita ha despertado gran interés debido a su potencial para mejorar la
bioactividad y conferir propiedades antibacterianas.

En el afno 2010 Stanic y colaboradores [41] reportaron la obtencion de nano
cristales de HA dopados con Zn?* y demostraron su actividad antimicrobiana

utilizando dos de las cepas bacterianas mas comunes y una cepa fungica. Por
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otra parte, Thian y colaboradores [42] en 2013 prepararon polvos de HA
sustituidos con Zn que contenian 1.6 % en peso de Zn y confirmaron su eficacia
antibacteriana, al reportar una disminucion significativa en el numero de bacterias
S.aureus viables después de entrar en contacto con Zn-HA. Sin embargo, aunque
se ha informado que los polvos de Zn-HA exhiben propiedades antimicrobianas,
estas propiedades no se presentan eficazmente cuando se encuentran en forma
de recubrimientos. Esta disminucidn en la actividad antibacteriana pudiera estar
ocasionada por una menor liberacion de los iones Zn del sistema del recubrimiento

o por la cinética de la liberacion.

Las propiedades estructurales, antimicrobianas, hemoliticas y la bioactividad de
nanoparticulas de HA y Zn-HA para su aplicacion médica fueron estudiadas por
Tank y colaboradores [43] en el afio 2014. Las muestras dopadas con zinc se
prepararon con adiciones en porcentaje en peso de zinc de: 2 %, 5 % y 10 %. A
mayores porcentajes de zinc se evidencié un mejor potencial inhibidor contra
Micrococcus luteus y S. aureus (gram positivas) y actividad moderada contra

Shigella flexneri (gram negativa).

Para obtener recubrimientos de Zn-HA, han sido mayormente utilizados métodos
electroliticos, electroforéticos, sol-gel y plasma-spray [12, 44]; sin embargo, como
desventaja de su empleo, se reporta mala adhesion al sustrato y composicion no

homogénea [14].

Adicionalmente, Iconaru y colaboradores en 2017 realizaron la sintesis,
caracterizacion y evaluacién antifungica de recubrimientos de Zn-HA obtenidos
por el método sol-gel y depositados sobre sustratos de Siy Ti mediante el método
de recubrimiento por inmersién [45]. La evaluacion se realizd contra una cepa
microbiana de Candida albicans bajo exposicion a la luz del dia, luz ultravioleta y
en la oscuridad para comprender mejor la influencia de los iones de Zn?* y la
iluminacién en la erradicacion de las células bacterianas. Como resultado, se
observo una ligera disminucién en la tasa de supervivencia de las células

bacterianas en sustratos recubiertos con Zn-HA, fenédmeno atribuido a los iones
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de zinc de las capas. El analisis de los resultados los llevé a concluir que el
sustrato de Ti recubierto de Zn-HA fue el mas eficaz contra C. albicans

independientemente de la iluminacion utilizada.

En otro estudio realizado ese mismo afo, Porphyromonas gingivalis se utilizé para
probar la propiedad antibacteriana de recubrimientos Zn-CaP y recubrimientos
dopados con fluor y zinc (FZn-CaP), ya que, es el organismo mas comun en
infecciones subgingivales y periodontales, incluida la periimplantitis. Los
resultados de esta investigacion desarrollada por Kulkarni y colaboradores [14]
arrojaron que el recubrimiento de FZn-CaP fue el mas efectivo para inhibir la
adhesion bacteriana, pero no hubo diferencias significativas entre los grupos de
Zn-CaP y FZn-CaP. También, se estudid la formaciéon de biofilms o colonizacion
de P. gingivalis en discos de Ti, no recubiertos y recubiertos. A los 3 dias, Zn-CaP
presento una reduccion del 89 % y a los 7 dias, se encontré que el recubrimiento
de Zn-CaP era mas efectivo. En este estudio fue utilizada una concentracién de 5
M de iones Zn?*, mas no fue evaluada la citotoxicidad ni la adherencia de los
recubrimientos, propiedades que se consideran sumamente importantes, teniendo
en cuenta que se ha reportado que la cristalinidad disminuye con el aumento de

zinc.

En 2017 Predoi y colaboradores [46] reportaron la obtencion de hidroxiapatita
modificada con bajas concentraciones de Zn mediante un procedimiento de
coprecipitacion. La caracterizacion estructural realizada por Difraccion de rayos X
(XRD) y Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR) confirmé
la preservacion de la estructura hexagonal caracteristica de la hidroxiapatita tras
la incorporacion del ion Zn#*. Los resultados indicaron ademas que la sustituciéon
parcial de Ca*" por Zn?** genera variaciones tanto en los parametros de red como
en el tamafio de cristalito de la fase apatitica. Asimismo, se observd un
ensanchamiento progresivo de los picos de difraccion a medida que aumentaba
la concentracion de zinc en las muestras sintetizadas, comportamiento asociado

a una disminucion del grado de cristalinidad del material.
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Posteriormente, en 2019, [9] desarrollaron recubrimientos de Zn-HA utilizando la
técnica sol-gel. Las capas obtenidas fueron depositadas sobre sustratos de titanio
mediante recubrimiento por centrifugacion y posteriormente sometidas a
tratamientos térmicos a 500 °C y 700 °C. Los analisis por XRD evidenciaron la
presencia de la fase hexagonal correspondiente a la hidroxiapatita en todas las
muestras estudiadas, observandose ademas una influencia significativa de la
temperatura de recocido sobre las caracteristicas estructurales del recubrimiento.
Adicionalmente, los patrones de difraccion no mostraron sefiales atribuibles a

impurezas o fases secundarias de zinc metalico.

De los ensayos de biocompatibilidad que realizaron se obtuvo como resultado que
Zn-HA no presentaban ninguna toxicidad hacia células HelLa. La citotoxicidad de
las capas de Zn-HA contra microorganismos enfatizd que los recubrimientos
exhibieron un efecto inhibidor hacia las células bacterianas de S. aureus y también

hacia las células fungicas de C. albicans.

Por otra parte, Anwar y colaboradores [47] mostraron que hidroxiapatitas
sustituidas con zinc obtenidas por sintesis de flujo continuo revelaron un nivel
significativo de actividad antibacteriana contra cepas bacterianas de S.aureus
ATCC 43300y E. coli ATCC 12435.

Una pequena cantidad de zinc (< 1 % en peso) en la HA no tiene efecto citotoxico
y muestra una excelente opcion para implantes de aloinjerto 6seo y un autoinjerto
es una idea emocionante en el campo de la investigacién biomédica [16]. La
reduccion de la eficacia antibacteriana descrita por algunos autores para el caso
de los recubrimientos se debe probablemente a que se liberan de la superficie
menores cantidades de Zn. Por otra parte, una mayor liberacion de Zn también se
asocia a un mayor riesgo de citotoxicidad. Ha sido reportado que una
concentracion elevada de zinc pudiera ocasionar un efecto neurotdxico, lo que

conlleve a la inhibicidon de las actividades enzimaticas.
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A menudo se informa de una actividad antibacteriana dependiente de la dosis para
los agentes antibacterianos inorganicos, pero simultaneamente casi siempre esta

presente un efecto citotoxico.

2.9. Procesamiento biomimético de recubrimientos de fosfatos

de calcio

En las ultimas décadas se han desarrollado multiples técnicas para la produccion
de recubrimientos bioceramicos basados en hidroxiapatita y otros fosfatos de
calcio. El interés por estas metodologias ha estado orientado a la obtencion de
capas homogéneas, reproducibles y con adecuada adherencia sobre diferentes
sustratos metalicos. Entre las técnicas mas utilizadas se encuentran la deposicidn
electroquimica, la oxidacién por microarco, el método sol-gel y la proyeccién por
plasma. Sin embargo, muchos de estos procedimientos presentan limitaciones
asociadas al empleo de altas temperaturas, la aparicion de microestructuras
heterogéneas, pérdida de cristalinidad o baja resistencia mecanica del

recubrimiento [33].

Dentro de las alternativas propuestas, el procesamiento biomimético ha adquirido
gran relevancia debido a su simplicidad, bajo costo y capacidad para reproducir
condiciones semejantes a las del entorno fisioldgico. Este método, introducido por
Kokubo y colaboradores en la década de 1990 [48], permite recubrir materiales
con geometrias complejas, superficies porosas y sustratos sensibles a la
temperatura, incluyendo materiales no conductores. Ademas, favorece la
obtencién de depdsitos mas homogéneos y posibilita la incorporacién de
moléculas bioactivas, proteinas y otros agentes funcionales [33] [49]. Mediante
esta técnica se han reportado recubrimientos densos de apatita con espesores
inferiores a 30 um y estructuras cristalinas similares a las del tejido 6seo.

El procedimiento biomimético se basa en la inmersién del sustrato en soluciones
que simulan la composicién iénica del plasma sanguineo humano, conocidas

como fluidos biologicos simulados (SBF). Durante el proceso se reproducen
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condiciones fisioldgicas de temperatura y pH, generalmente alrededor de 37 °C y
pH 7.4, favoreciendo asi la nucleacion y crecimiento de fosfatos de calcio sobre la

superficie del material [23].

Las primeras variantes de esta metodologia requerian tiempos de inmersion
prolongados, comprendidos entre 7 y 21 dias, lo cual representaba una limitacion
importante para su implementacion a escala industrial [50]. Inicialmente, las
soluciones SBF contenian concentraciones de calcio y fosfato disefiadas para
mantener relaciones Ca?*/HPO,* cercanas a 2.5, reproduciendo de manera
aproximada la composicion iénica del plasma humano. Posteriormente, diferentes
investigaciones propusieron modificaciones en la composicién del SBF con el

propdsito de acelerar la cinética de deposicion [51].

Entre las principales modificaciones realizadas se encuentra el incremento de la
concentracion de iones calcio y fosfato en la solucion [28]. Mientras que el SBF
convencional presenta concentraciones de Ca?* cercanas a 2.5 mmol/l, estudios
posteriores emplearon soluciones mas concentradas, como SBFX5 y SBFX10,
con valores de hasta 25 mmol/l [52, 53]. Este aumento favorece la sobresaturacion
de la disolucion y acelera la precipitacion de las fases apatiticas. De manera
simultanea, suele mantenerse constante la relacién entre calcio y fosfato para
controlar la composicion del depdsito obtenido (manteniendo la relaciéon Ca?*/
HPO4% = 2.5/1).

Asimismo, el contenido de bicarbonato en la solucién influye significativamente
sobre la velocidad de crecimiento, la composicion de fases y el grado de
cristalinidad de los recubrimientos formados. Concentraciones reducidas de
HCO,;~ favorecen la formacion de estructuras cristalinas, mientras que
incrementos en este ion pueden inducir depdsitos amorfos. La presencia de
bicarbonato también puede promover la incorporacién de carbonato en la
estructura apatitica, conduciendo a la formacion de hidroxiapatita carbonatada
[54].
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Los mecanismos involucrados en la precipitacion de fosfatos de calcio a partir de
soluciones acuosas son complejos y pueden involucrar diversas fases
intermedias. La formacion de apatitas biolégicamente relevantes, como OCP,
CDHA y HA, suele ocurrir mediante etapas transitorias donde participan

compuestos precursores tales como DCPA, DCPD y OCP.

Para lograr la deposicion biomimética sobre titanio es necesario realizar
previamente tratamientos de activacion superficial, debido a que este material no
posee por si mismo una bioactividad suficiente para inducir espontaneamente la
nucleacion de apatita [55]. Estos tratamientos favorecen la formacion de capas
superficiales de oxidos, hidréxidos o titanatos capaces de actuar como sitios
activos para el crecimiento del recubrimiento. Se ha reportado que grupos
funcionales como Ti-OH promueven la nucleacion heterogénea de apatita en
soluciones SBF [56], particularmente cuando el TiO, se encuentra en fase
anatasa, ya que esta estructura presenta mayor capacidad inductora que las fases

amorfas o tipo rutilo [57].

Entre las estrategias utilizadas para incrementar la densidad de grupos hidroxilo
superficiales se encuentran el grabado acido, los tratamientos alcalinos con
hidroxido de sodio y la oxidacion con peroxido de hidrogeno [58, 59]. Una vez
activada, la superficie del titanio interactua con los fluidos biolégicos adsorbiendo
grupos OH™ y generando sitios cargados negativamente (Ti-O~). Estos sitios
atraen iones Ca?* presentes en el medio, favoreciendo la formacién de una capa
rica en calcio sobre la superficie. Posteriormente, los grupos fosfato se incorporan
al depdsito, originando una fase amorfa de fosfato de calcio que, con el tiempo,
evoluciona hacia una estructura apatitica cristalina termodinamicamente mas
estable [60].

Después de la deposicion, los recubrimientos pueden someterse a tratamientos
posteriores con el proposito de mejorar sus propiedades estructurales y
funcionales. Entre ellos, los tratamientos térmicos o recocidos favorecen la

cristalizaciéon de las fases obtenidas, incrementan la estabilidad del recubrimiento,
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mejoran la resistencia a la corrosion y disminuyen las tensiones residuales

presentes en la capa depositada [55].
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CAPITULO 3

DISENO Y DESARROLLO DE EXPERIMENTOS

3.1 Metodologia general de procesamiento y experimentaciéon

La Figura 6 muestra el esquema general de la metodologia desarrollada para el
cumplimiento de los objetivos planteados. La ruta experimental se compone de
varias etapas de procesamiento que se describen de forma especifica en los

siguientes apartados.

1. — ' - S

Activacion Deposicién Post-

Preparacion . .
H superficial biomimética

inicial

Figura 6. Procedimiento experimental.

3.2 Preparacion inicial del material

Barras cilindricas de la aleacion Ti6Al4V ELI adquiridas en la empresa United
Performance Metals Inc. constituye la materia prima utilizada como sustrato en
esta investigacion. Las mismas fueron cortadas empleando un Torno de
Micromecanizado tipo CNC para obtener discos de 6.35 mm de diametro y 3.50

mm de espesor.

Para eliminar contaminantes superficiales provenientes del proceso de
maquinado, tales como aceites y lubricantes de corte, las probetas de Ti6Al4V
fueron sometidas a un procedimiento de limpieza previo. Inicialmente, las
muestras se lavaron durante 15 min en una solucién acuosa de detergente
Alconox (Alconox Inc.) al 2 % (20 g de detergente/l de agua) empleando agitacion
rotatoria. Posteriormente, se realizé el enjuague con agua a chorro para retirar los

residuos del detergente. Como etapa final de limpieza, las probetas fueron
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tratadas en bano ultrasénico con agua destilada grado reactivo (CTR Scientific)

durante 5 min y posteriormente secadas con aire caliente.

3.3 Ataque quimico

Con el fin de modificar la superficie de las probetas de Ti6Al4V, se aplicd un
tratamiento de grabado acido (GA) basado en el procedimiento descrito por Wang
y colaboradores [5]. Las muestras fueron inmersas durante 20 min a 80 °C en una
solucion compuesta por acido clorhidrico (HCI) y acido sulfurico (H2SO4) con
relacion volumétrica 1:1, durante 20 min a una temperatura de 80 °C. Al finalizar
el proceso, las probetas se extrajeron cuidadosamente de la solucidén mediante
pinzas y se enjuagaron con abundante agua destilada para remover restos de
acido. Posteriormente, el secado de las muestras se realizé6 a temperatura
ambiente. Este tratamiento genera una superficie con mayor rugosidad vy

presencia de poros que favorece la posterior deposicion de recubrimientos.
3.4 Activacién superficial

Posterior al tratamiento en solucion acida, se llevé a cabo la activacion superficial
de las probetas empleando tratamientos sucesivos en disoluciones de hidréxido
de sodio (NaOH) y cloruro de calcio (CaCl2). La solucion alcalina utilizada en el
tratamiento superficial se preparé empleando 40 g de NaOH disueltos en 100 ml
de agua destilada, obteniéndose una concentracion de 10 M. El procedimiento se
realizé a 60 °C utilizando una plancha calefactora para el control de temperatura.
Una vez estabilizada la temperatura, cada probeta fue colocada individualmente
en tubos de ensayo que contenian 5 ml de la solucién alcalina, manteniéndose en
inmersion durante 24 h. Finalizado el tratamiento, las muestras fueron retiradas y

lavadas con abundante agua destilada para eliminar residuos del reactivo.

Para obtener la solucion de CaCl, (1 M) se disolvieron 11.1 g de CaCl, en 100 mi
de agua destilada. Posteriormente, las probetas previamente tratadas con NaOH
fueron colocadas individualmente en tubos de ensayo que contenian dicha

solucion y mantenidas a una temperatura de 40 °C durante 24 h. Concluido el
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tratamiento, las muestras se retiraron de la solucién, se lavaron con agua destilada
para eliminar residuos superficiales y finalmente se secaron a temperatura

ambiente.

A continuacion, las probetas fueron introducidas en un horno mufla y sometidas a
un tratamiento térmico a 600 °C durante 1 h. Tras completar el tiempo establecido,
las muestras permanecieron dentro del horno para permitir un enfriamiento lento
y controlado hasta temperatura ambiente. Como etapa final, se realiz6 un
tratamiento hidrotérmico (TH,O) mediante la inmersion en agua desionizada a 80
°C durante 24 h. Posteriormente, las muestras se enjuagaron y se dejaron secar

al ambiente.

3.5 Deposicidén biomimética.

3.5.1. Obtencion de los recubrimientos CaP

Para la preparacion de las soluciones empleadas en la deposicion de
recubrimientos apatiticos se evaluaron dos variantes experimentales Como
referencia se utilizé la metodologia propuesta por Li y colaboradores [61], sin
embargo, en este trabajo se incrementd la concentracion de iones calcio a valores
equivalentes a 7 y 10 veces respecto al contenido presente en el SBF descrito por
dichos autores. Las soluciones se prepararon utilizando cloruro de calcio (CaClz),
fosfato monosddico (NaH2POs4) y bicarbonato de sodio (NaHCOs) [62]. Las
cantidades de las sales empleadas y las concentraciones correspondientes para

preparar 500 ml de solucién se presentan en la Tabla 1 y Tabla 2 respectivamente.

Tabla 1. Masas de los precursores quimicos empleados en la preparacion de las

soluciones.
SOLUCION CaCl2 NaH2PO4 NaHCO3
SBFX7 0.9711 0.2625 0.1278
SBFX10 1.3873 0.3749 0.1890
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Tabla 2. Concentracion de los precursores quimicos empleados en la preparacion de

las soluciones.

COMPOSICION CONCENTRACION DE SALES (mmol/l)
SOLUCION CaCl. NaH2zPOa NaHCOs

SBFX7 17.50 4.4 3.04

SBFX10 25 6.25 4.50

Inicialmente, se coloco el agua destilada en un vaso de precipitados, manteniendo
el sistema bajo agitacion constante de 100 rpm y a una temperatura de 36.5 °C
mediante una plancha calefactora. Posteriormente, se incorporaron de manera
secuencial las sales de CaCl, y NaH,PO,, dejando un intervalo de 5 min entre

cada adicién para favorecer su disolucion y homogenizacion en el medio.

Cinco minutos después de afadir la ultima sal, las probetas fueron introducidas
en la solucién de deposicion. Transcurridos 30 min adicionales, se agregd
NaHCO; al sistema. Durante todo el proceso se conservaron constantes tanto la
temperatura como la velocidad de agitacion. Al concluir el tiempo de tratamiento,
las muestras se retiraron de la solucidén, se lavaron con agua desionizada y

finalmente se dejaron secar a temperatura ambiente.

Con el fin de evaluar la influencia de la concentracién de la solucion y el tiempo
de deposicidn sobre los recubrimientos obtenidos se realizaron cuatro

experimentos como se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3. Variantes de depdsitos empleadas en el estudio.

VARIANTE COMPOSICION TIEMPO DE
DEPOSICION SOLUCION DEPOSICION (h)

VD1 SBFX7 4
vD2 SBFX7 6
VD3 SBFX10 4
VD4 SBFX10 6
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De los resultados obtenidos se selecciond la variante con mejores resultados para

someterse al proceso de inclusion de zinc.
3.5.2. Obtencién de recubrimientos de apatitas con inclusion de iones Zn?*

Para incorporar iones Zn?* en los recubrimientos, se emple6 el mismo
procedimiento de preparacion de solucion descrito en el apartado anterior. Como
precursor de zinc se utilizé cloruro de zinc (ZnCl,), el cual fue incorporado al medio
de reacciéon 3 min después de la adicion de la ultima sal. Se evaluaron tres
concentraciones de Zn, indicadas en la Tabla 4 con el propdsito de analizar su

influencia sobre las siguientes caracteristicas de los recubrimientos obtenidos:

Contenido de zinc en la capa.
Viabilidad celular.

Actividad antibacteriana.

<N X X

Liberacion de iones Zn2* al medio.

Tabla 4. Composicién de las soluciones empleadas para obtener recubrimientos

con Zn?”.
VARIANT!E MASA CONCENTRACION
DEPOSICION (mg) (mmol/l)
VDZn1 22 0.3
VDZn2 82 1.2
VDZn3 136 2.0

3.5.3. Estabilizacion térmica de los recubrimientos

Una vez obtenidas las capas apatiticas, las probetas fueron sometidas a un
tratamiento térmico en horno mufla con el propdsito de favorecer la estabilizacion
y cristalizacion de las fases depositadas. El proceso inicié con el calentamiento
hasta 500 °C, temperatura que se mantuvo durante 30 min. Posteriormente, se

elevo la temperatura hasta 800 °C, conservandose bajo esta condicion durante 1
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h. Finalizado el ciclo térmico, las muestras permanecieron dentro del horno hasta

su enfriamiento completo a temperatura ambiente.

3.6 Estrategia de caracterizacion de superficies vy

recubrimientos

La evaluacién de las superficies modificadas y de los recubrimientos obtenidos se
realiz6 mediante un conjunto de técnicas complementarias orientadas a analizar
su morfologia, composicion quimica, quimica superficial y estructura cristalina.
Esta estrategia permitid estudiar tanto los cambios inducidos por los tratamientos
previos aplicados sobre las probetas de Ti6Al4V como las caracteristicas

fisicoquimicas de las capas apatiticas formadas posteriormente.
3.6.1 Analisis morfolégico y topografico

La morfologia y topografia de las superficies obtenidas fueron evaluadas mediante
microscopia electronica de barrido de emision de campo (FE-SEM del inglés Field
Emission Scanning Electron Microscopy) utilizando un equipo HITACHI SU8000.
Las observaciones se realizaron utilizando un voltaje de aceleracion de 2 kV y un
detector de electrones secundarios en la lente, con el fin de obtener imagenes de
alta resolucién de las modificaciones superficiales y de los recubrimientos

depositados.
3.6.2 Analisis semicuantitativo de composiciéon elemental

La composicion elemental de las superficies fue analizada de manera
semicuantitativa mediante espectroscopia de energia dispersiva de rayos x (EDS
del inglés Energy Dispersive X-ray Spectroscopy). El detector se encontraba
acoplado a un microscopio electrénico de barrido (SEM, JEOL JSM-6510LV). Para
este analisis se utilizé un voltaje de aceleracion de 20 kV, lo que permitié identificar
los elementos presentes en las superficies tratadas y en los recubrimientos

obtenidos.
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3.6.3 Analisis quimico superficial

La composicion elemental superficial y los estados quimicos de los elementos
presentes fueron determinados mediante espectroscopia de fotoelectrones
inducidos por rayos x (XPS, del inglés X-ray Photoelectron Spectroscopy)
empleando un equipo K-alpha™ Thermo Scientific™ con radiacion Al Ka con
energia de foton de 1486.68 eV. Las energias de enlace fueron calibradas

tomando como referencia la sefal C 1s a 284.6 eV.

Se realizaron espectros generales y analisis de alta resolucién para los elementos
P, Zn, Na, Ca, O y C en cada una de las superficies evaluadas. Posteriormente,
el analisis se repitié después de aplicar un decapado con iones Ar* durante 30 s,
a una velocidad de 1.19 nm/s, con el propdsito de obtener informacion quimica a
mayor profundidad respecto a la superficie externa. El procesamiento de los

espectros se llevo a cabo utilizando el software Thermo Scientific™ Avantage™.
3.6.4 Identificacion de fases cristalinas

Las fases presentes en las superficies procesadas fueron analizadas mediante
difraccion de rayos x (XRD, del inglés X-ray Diffraction) utilizando un equipo
PANalytical Empyrean. Los difractogramas se registraron en un intervalo de 10 a
90° en 26, utilizando radiaciéon Cu Ka. El equipo operé a 45 kV y 40 mA, con una
velocidad de adquisicion de 0.013 °/10 s. Esta técnica permitié identificar la
presencia de fases apatiticas y evaluar los cambios estructurales asociados a los
tratamientos aplicados.

3.6.5 Analisis de rugosidad mediante perfilometria de contacto

Los cambios en la textura superficial fueron evaluados a partir de mediciones
perfilométricas realizadas con un perfilometro de contacto (SJ-210, modelo 178-
563-01A, Mitutoyo Corporation, Kawasaki, Japon). Las mediciones se realizaron
tanto en las superficies tratadas como en las superficies recubiertas, con el
propdsito de evaluar el efecto de los tratamientos de modificacidén superficial y de

la deposicién de los recubrimientos.
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Se evaluaron los parametros de rugosidad Ra, Rz y Rq. El parametro Ra
representa la desviacidon media aritmética del perfil superficial respecto a la linea
media, por lo que proporciona una estimacion general de la textura superficial. Por
su parte, Rq corresponde a la raiz cuadrada del promedio de las desviaciones
cuadraticas del perfil, otorgando mayor peso a las irregularidades superficiales de
mayor amplitud, por lo que resulta mas sensible a valores extremos que Ra.
Finalmente, Rz, definido como la altura maxima del perfil, describe la distancia
vertical entre el pico mas alto y el valle mas profundo dentro de la longitud de
evaluacion, aportando informacion sobre las variaciones maximas pico-valle de la

superficie.

En conjunto, estos parametros permiten una caracterizacién mas completa de los
cambios topograficos inducidos por los tratamientos aplicados sobre las

superficies evaluadas.

3.7 Evaluacion Dbiolégica in vitro de las superficies

desarrolladas

3.7.1 Viabilidad celular mediante ensayo de citotoxicidad

La respuesta celular frente a las superficies obtenidas se analiz6 mediante el
ensayo colorimétrico de reducciéon de bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT), de acuerdo con los lineamientos establecidos en la norma
ISO 10993-5:2009, Biological Evaluation of Medical Devices, Part 5: Tests for In
Vitro Cytotoxicity, Anexo C. Esta prueba permite estimar la viabilidad celular a
partir de la actividad metabdlica mitocondrial de las células expuestas a los

materiales evaluados.

El principio del ensayo se basa en la capacidad de las células viables para reducir
el MTT a cristales insolubles de formazan, mediante la accion de enzimas
mitocondriales, principalmente la succinato deshidrogenasa. Por tanto, la cantidad
de formazan producido se relaciona directamente con la actividad metabdlica

celular y se emplea como indicador indirecto de viabilidad.
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Para este estudio se utilizaron dos lineas celulares humanas: fibroblastos
gingivales primarios (HGF, Primary Gingival Fibroblast, ATCC® PCS-201-108™)
y fibroblastos dérmicos humanos (HDF, Human Dermal Fibroblast, ATCC® PCS-
201-012). Las células fueron cultivadas en Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM), suplementado con 10 % de suero fetal bovino (FBS), 100 U/ml de
penicilina y 100 ug/ml de estreptomicina. Se prepararon suspensiones celulares
con concentraciones aproximadas de 4x10* células/ml para HGF y 5x10*

células/ml para HDF.

Posteriormente, se adiciond 1 ml de suspension celular en cada pozo y las placas
se incubaron durante 24 h a 37 °C en atmdsfera humidificada con 5 % de CO,,
utilizando una incubadora Thermo Scientific Series 8000 WJ. Este periodo

permitid la adhesion inicial de las células sobre la superficie del pozo.

Transcurrida la incubacion inicial, las muestras de los materiales a evaluar fueron
colocadas en los pozos correspondientes. De manera paralela, se incluyeron
controles negativos empleando medio suplementado con 100 uyl de FBS y
controles positivos con 300 pl de Triton al 5 %. Las placas fueron nuevamente

incubadas durante 24 h bajo las mismas condiciones de temperatura y atmésfera.

Finalizado el tiempo de exposicidn, se retiraron las muestras y el medio de cultivo.
A continuacién, se adicionaron 200 uyl de medio fresco y 60 pl de solucion de MTT
en cada pozo. Las placas se mantuvieron en incubacion durante 4 h, protegidas
de la luz, para favorecer la formacion de cristales de formazan como resultado de

la reduccion metabdlica del MTT.

Posteriormente, la solucion de MTT fue retirada y los cristales formados se
solubilizaron mediante la adicién de 200 pl de dimetilsulféxido (DMSO) por pozo.
La absorbancia se cuantificé a 570 nm utilizando un lector de microplacas Thermo
Scientific MultiSkan GO. Los resultados se expresaron como porcentaje de

viabilidad celular, calculado mediante la Ecuacién (1):
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D. O Células Tratadas

% Viabilidad Celular = 50 Células Comtrol x 100% (1)

Donde D.O. corresponde a la densidad 6ptica registrada.
3.7.2 Actividad antibacteriana frente a Streptococcus mutans

La capacidad antibacteriana de las superficies obtenidas se evalu6 mediante un
ensayo in vitro empleando la bacteria grampositiva S. mutans. Esta especie fue
seleccionada debido a su relevancia en el entorno oral, ya que forma parte de la
microbiota de la cavidad bucal y participa activamente en la formacién de biofilms
dentales, ademas de estar asociada con el desarrollo y progresién de la caries

dental.

Para la realizacion del experimento, se sembré un indculo de la cepa bacteriana
en medio Brain Heart Infusion (BHI) y se incub6 durante 24 h a 37 °C para su
crecimiento. A partir del preindculo incubado, se determind el crecimiento
bacteriano mediante conteo en camara de Neubauer con microscopio 6ptico,

ajustandose la concentracion de la suspension a 10 UFC/m.

Las muestras correspondientes a las diferentes superficies evaluadas fueron
colocadas en tubos de cultivo que contenian 200 ul de la suspensién bacteriana
previamente ajustada. Posteriormente, los tubos se incubaron durante 24 h para

permitir la interaccidn entre las bacterias y las superficies de los materiales.

Una vez concluido el periodo de incubacion, los cilindros de Ti6Al4V fueron
retirados y lavados con solucién tampdn fosfato salino (PBS) con el fin de remover
las bacterias no adheridas. A partir de la suspension resultante, se tomaron 100
ul y se realizaron cinco diluciones seriadas en agua estéril, empleando un factor
de dilucion 1:10. De la ultima dilucion se sembraron 100 ul en placas Petri con
agar nutritivo. Para cada condicion experimental se prepararon cinco placas, las

cuales fueron incubadas durante 24 h.

39



Finalizado el periodo de incubacion, se realizo el conteo de las colonias visibles y
se determin6 el numero de Unidades Formadoras de Colonia (UFC) segun la

Ecuacién (2).

No.Colonias * Inverso del factor de dilucion
UFC/ml =

2
Cantidad de muestra (ml) 2)
El porcentaje de reduccion bacteriana se determiné después de 24 h de recultivo
en agar, utilizando como referencia la superficie con recubrimiento de apatita sin

inclusion de Zn, de acuerdo con la Ecuacion (3):

% Reduccién de Colonias

(UFC de la superficie evaluada) x 100 % 3)

=100% —
00% (UFC de la superficie control)

3.8 Determinacion de Zn?* liberado desde los recubrimientos

El comportamiento de liberacion de zinc desde las superficies modificadas fue
analizado mediante inmersién en PBS 1X, pH 7.4. Cada probeta se colocé
individualmente en 50 ml de PBS y se mantuvo a temperatura ambiente durante

el tiempo correspondiente al ensayo.

La cuantificacion de los iones Zn?* liberados se realizé después de 1, 3 y 7 dias
de inmersion. A los tiempos evaluados, se retird la solucion y se reemplazoé por
PBS fresco lo que permitié evaluar la liberacién acumulada. La concentracion de
zinc presente en la solucion evaluada fue determinada mediante espectrometria
de absorcién atémica (AAS, Thermo Scientific™ ICE™ 3000).

Para el analisis instrumental se utilizé la linea de absorcidén de 213.9 nm y un limite

de deteccion de 0.002 pg/ml.
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3.9 Repetibilidad y tratamiento estadistico de los datos

Para la evaluacion estadistica de los resultados los experimentos se realizaron
por triplicado (n = 3). Para cada condicion se emplearon muestras independientes
con el fin de considerar la variabilidad entre probetas y evaluar la reproducibilidad

del proceso de deposicion biomimética.

Los resultados se reportaron como media + desviacion estandar (DE). Las
comparaciones estadisticas entre grupos se realizaron mediante analisis de
varianza de una via (ANOVA), seguido de la prueba post hoc de Tukey cuando se
detectaron diferencias significativas. Se consideré significancia estadistica para

valores de p < 0.05.
3.10 Consideraciones éticas y de bioseguridad

Los ensayos bioldgicos realizados en este estudio utilizaron fibroblastos humanos
obtenidos de proveedores autorizados y manejados conforme a los protocolos
institucionales de bioseguridad. Las pruebas microbioldgicas se llevaron a cabo
utilizando la cepa Streptococcus mutans bajo condiciones controladas de
laboratorio y siguiendo las practicas establecidas para el manejo de
microorganismos. Todos los residuos biolégicos generados durante los
experimentos fueron segregados, tratados y dispuestos de acuerdo con los
procedimientos institucionales y la normativa aplicable en materia de

bioseguridad.
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CAPITULO 4

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Caracterizacion posterior a la preparacion inicial

El material base Ti6Al4V ELI, fue caracterizado antes de la aplicacion de los
tratamientos de modificacidn y activacion superficial, con el objetivo de establecer
una linea base microestructural, topografica y de fases cristalinas que permitiera
evaluar posteriormente el impacto de los tratamientos quimicos y térmicos

aplicados.

Las micrografias FE-SEM obtenidas (Figura 7A) muestran claramente la
morfologia caracteristica de una superficie mecanizada, donde predominan
marcas lineales asociadas al proceso de corte y desbaste. Estas rayas son
consecuencia directa de la interaccion herramienta-material y reflejan una
topografia anisotrdpica, con surcos y crestas orientados preferencialmente en la
direccion de mecanizado. Este tipo de superficie es tipico en implantes metalicos
en estado maquinado y ha sido ampliamente reportado para aleaciones de titanio

utilizadas en aplicaciones biomédicas.

Desde el punto de vista biologico, este tipo de topografia presenta varias

limitaciones, entre las que destacan:

v baja energia superficial efectiva,
v limitada densidad de sitios activos para nucleacion de apatita, y

v" menor capacidad de anclaje mecanico para recubrimientos bioactivos.

Diversos estudios han demostrado que superficies Unicamente mecanizadas
presentan una bioactividad limitada en medios simulados y una menor capacidad
para inducir la formacién de capas de fosfato de calcio, en comparacion con

superficies quimicamente activadas o texturizadas [63, 64].
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El analisis EDS (Figura 7B) confirmd la composicién quimica caracteristica de la
aleacion Ti6Al4V, evidenciando la presencia predominante de titanio, asi como
sefales correspondientes a los elementos aluminio y vanadio. Los resultados
validan el empleo del sustrato adecuado y descartan la contaminacion superficial
ocasionada durante el proceso de mecanizado y posterior manipulacion. La
ausencia de elementos contaminantes en la superficie del sustrato influye
directamente en los procesos subsecuentes de activaciéon superficial, asi como,
en su interaccidn con soluciones biomimeéticas y en los mecanismos de nucleacién

heterogénea de fases tipo apatita.
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Figura 7. Superficie desbastada. A: Micrografias FE-SEM obtenidas a 5 ky 10 k. B:
Composicién elemental mediante EDS. C: Difractograma XRD.
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En el difractograma presentado en la Figura 7C se evidencia que coexisten las
fases a-Ti (estructura hexagonal compacta) y B-Ti (estructura cubica centrada en
el cuerpo) que son caracteristicas de la microestructura de la aleacién Ti6AI4V.
Para el caso de aplicaciones biomédicas, la presencia de ambas fases confirma
que el material presenta propiedades mecanicas adecuadas tales como alta
resistencia especifica, médulo elastico relativamente bajo y buena resistencia a la

corrosion.

La caracterizacion inicial llevada a cabo confirma que el sustrato presenta una
superficie esencialmente bioinerte, con topografia y quimica superficial poco
favorables para la deposicién directa de capas biomiméticas de CaP. En
consecuencia, los tratamientos posteriores de grabado acido y activacion

alcalina/calcica resultan necesarios para:

v incrementar la rugosidad y el area superficial,
v" maodificar la quimica superficial, y
v'generar grupos funcionales y fases intermedias que actien como sitios de

nucleacion para la formacion de apatita.

Este comportamiento es consistente con lo reportado en la literatura, donde se
indica que el Ti6AI4V sin tratamiento presenta una limitada capacidad para inducir
espontaneamente la formacion de apatita en soluciones tipo SBF o biomiméticas
[65-671].

4.2 Evaluacion morfolégica, composicional y estructural de la
superficie modificada de Ti6AI4V

La activacion de las superficies de las probetas se realizé a través de una
secuencia de tratamientos quimicos y térmicos disefiada para transformar la
superficie bioinerte del sustrato en una superficie bioactiva, capaz de inducir la

nucleacion heterogénea de fosfatos de calcio bajo condiciones biomiméticas.
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El procedimiento incluyd: (i) grabado acido, con el fin de generar micro-porosidad
y eliminar capas pasivas superficiales, (ii) tratamiento alcalino en NaOH para
formacion de capas ricas en titanatos, (iii) tratamiento en CaCl, para la
incorporacion de iones calcio mediante mecanismos de intercambio idnico, (iv) TT
orientado a estabilizar estructuralmente la capa formada, y (v) TH,O para

promover la hidratacion y reactividad superficial.

Este enfoque secuencial esta ampliamente respaldado por la literatura como una
de las estrategias mas efectivas para inducir bioactividad en superficies de titanio,
ya que permite la formacion de capas ricas en titanato calcico con elevada afinidad
por iones fosfato y elevada capacidad para la nucleacién de apatita tipo
hidroxiapatita carbonatada [65, 68-70].

Desde una perspectiva funcional, esta etapa de activacion superficial es critica
para el cumplimiento de los objetivos especificos del presente trabajo, dado que
la eficiencia de la deposicion biomimética de CaP y la incorporacion homogénea
de Zn?* dependen directamente de la quimica superficial, la densidad de grupos

funcionales (OH") y la energia superficial generadas durante esta etapa.

4.2.1 Cambios superficiales inducidos por el ataque quimico

Después del grabado acido en H,SO,/HCI se produjo una modificaciéon
significativa de la topografia superficial del Ti6Al4V, eliminando eficazmente las
marcas de mecanizado y generando una superficie con una red homogénea de
microporos (Figura 8A). Esta morfologia es caracteristica de procesos de ataque
quimico controlado en aleaciones de titanio y se asocia con mecanismos de
disolucién preferencial en regiones de mayor energia superficial, tales como

defectos cristalinos, limites de grano y regiones enriquecidas en fases a y £.

La formacion de microporosidad incrementa de manera significativa el area
superficial especifica y la densidad de sitios activos, lo cual favorece tanto el
anclaje mecanico de recubrimientos como la nucleacion heterogénea de fosfatos

de calcio durante la deposicion biomimética. En estudios previos se ha
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demostrado que en superficies microtexturizadas la cinética de nucleacién de
apatita es considerablemente mayor en comparacion con superficies lisas o que

han sido unicamente mecanizadas [71].

Desde la perspectiva de la integridad mecanica y la resistencia a la fatiga de
dispositivos implantables, es importante destacar que las condiciones elegidas
para el tratamiento de grabado acido lograron una superficie sin microgrietas. Esto
sugiere que se llevd a cabo un proceso de modificacidon topografica eficaz sin

causar un dafio estructural significativo.
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Figura 8. Superficie del Ti6Al4V posterior al tratamiento de ataque quimico. A:
Micrografias FE-SEM a 1500x y 5000x. B: Espectro EDS. C: Patrén de difraccion.
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El analisis EDS (Figura 8B) en la superficie confirmoé que estaban presentes los
elementos fundamentales de la aleacion: Ti, Al y V. También se detectd oxigeno,
lo cual se debe a la formacion espontanea de una delgada capa de 6xido de titanio
después de que la superficie activada estuvo en contacto con el aire. Esta capa
de oxido, aunque no es detectable por XRD debido a su bajo espesor y posible
caracter amorfo, desempefa un papel relevante como precursor quimico para los

tratamientos alcalinos posteriores.

El patrén XRD (Figura 8C) evidencié la presencia de hidruros de titanio (TiH,),
cuya formacién ha sido reportada durante tratamientos en medios fuertemente
acidos, particularmente en presencia de H,SO,, como resultado de la absorcion
de hidrogeno generado durante la reaccién metal-acido. La formacion de TiH,
puede modificar la energia superficial y favorecer transformaciones quimicas
posteriores durante el tratamiento alcalino, contribuyendo indirectamente a la

formacion de capas de titanato mas reactivas [71, 72].

4.2.2 Evolucion superficial durante la activacion del Ti6Al4V

Las micrografias presentadas en la Figura 9 permiten observar las modificaciones
morfolégicas generadas en la superficie del Ti6AlI4V después de aplicar la
secuencia de tratamientos de activacion superficial. Las imagenes Ay B, muestran
que el tratamiento alcalino en NaOH favorecié la generacion de una estructura
altamente porosa con morfologia tipo pluma o red fibrilar, caracteristica de la

formacion de capas de titanato sodico hidratado sobre superficies de titanio.

Esta morfologia ha sido ampliamente reportada en la literatura y se atribuye a la
disolucién parcial del TiO, superficial seguida de la reprecipitacion de especies de
titanato sédico en forma de una red tipo gel. Rastegari y colaboradores [73], entre
otros autores, han descrito estructuras similares, incluso a concentraciones mas
bajas de NaOH, confirmando que este tipo de tratamiento genera capas con
elevada area superficial y alta densidad de grupos hidroxilo (OH"), los cuales son

esenciales para la posterior adsorcion de Ca**y PO,*".
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Tras el tratamiento en CacCl, (Figura 9C y D), la morfologia general de la red se
conserva, lo cual indica que el proceso de intercambio idnico no destruye la
estructura porosa previamente formada. No obstante, se observa la presencia de
precipitados globulares y aglomerados, los cuales pueden asociarse a la
formacion local de fases ricas en calcio o a la reprecipitacion de especies de

titanato calcico.

Figura 9. Evaluacion morfolégica durante la secuencia de activacion. A, B: NaOH. C, D:

CaCl,. E, F: Tratamiento térmico. Micrografias FE-SEM en dos niveles de aumento.
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La aparicidon de microgrietas, que se intensifican tras el tratamiento térmico (Figura
9E y F), es un fendmeno reportado comunmente y se atribuye a tensiones
residuales generadas durante la deshidratacion y densificacion parcial de la capa
tipo gel durante el calentamiento. Aunque estas grietas podrian considerarse
desfavorables desde un punto de vista estrictamente mecanico, diversos estudios
han sefalado que pueden incrementar la permeabilidad superficial y facilitar el
intercambio idnico con el medio, favoreciendo asi la bioactividad del sistema [65,
74].

Por su parte, el tratamiento en agua desionizada no produjo cambios morfolégicos
significativos, lo cual es consistente con su funcién principal de hidratacion y

estabilizacién quimica de la capa superficial, mas que de modificacion topografica.

El analisis EDS posterior al tratamiento en NaOH (Figura 10A) evidencio la
incorporacion de sodio y oxigeno, ademas de los elementos base Ti, Al y V. La
presencia de Na y O se asocia a la formacidon de fases superficiales de titanato
sédico (Na,TiO3 o especies relacionadas), la cual se reconoce como responsable

de inducir bioactividad en superficies de titanio.

La incorporaciéon del 6 % atomico de Na confirma la formacién de una capa
enriquecida con titanato sddico hidratado. La funcion de esta capa es favorecer el
intercambio de iones y grupos OH- que son fundamentales para la atraccién
electrostatica de Ca?*' desde el medio durante procesos biomiméticos de

deposicion.

Posteriormente, tras al tratamiento en CaCl,, el espectro EDS (Figura 10B)
evidencio la presencia de Ca y la desaparicion de la sefial de Na, confirmando la
ocurrencia de un mecanismo de intercambio i6nico Na*/Ca?*. Este proceso
conduce a la formacion de una capa rica en titanato calcico, considerada uno de
los precursores mas efectivos para la nucleacion de apatita en medios simulados

y biomiméticos [64].
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El tratamiento térmico posterior no produjo cambios significativos en la
composicién elemental detectada por EDS, lo que indica que el Ca permanece
incorporado en la capa superficial. Por su parte, la ligera disminuciéon en el
contenido de Ca tras el tratamiento en agua desionizada (Figura 10C) puede
atribuirse a la disolucién parcial de especies débilmente ligadas, sin comprometer

la presencia global de este elemento en la superficie.

A Ti B Ti
Element Wit At
0K 2395 4393
NaK 4,65 D21
AIK 04.13 4.76
TiK 6505 4229
VK 01.27 00.77
. A " o e
Ha Al ca
.00 LD D ﬁ.illl dI.lI:lI ‘“1‘..1] 1?‘..“ 2.00 400 5.:]0 - IJIJO ‘HJI.HD "Il'..ﬂﬂ

Ca

200 4,00 800 .00 10,00 1200

Figura 10. Composicion elemental determinada mediante EDS en las diferentes etapas
de activacion superficial. A: NaOH. B: CaCl,. C: TH,O.

La caracterizaciéon por XPS de la superficie de Ti6Al4V ELI después de completar
la secuencia de tratamientos de activacion superficial (NaOH-CaCl,-TT-TH,0) se
muestra en la Figura 11. El espectro general presentado evidencia sefiales
definidas correspondientes a Ti, O y Ca. La baja contribucion de sefiales
asociadas al Ti metalico, junto con el predominio de especies oxidadas, sugiere

que el sustrato quedd cubierto por una capa de reaccion generada durante los
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tratamientos alcalino y calcico. Por su parte, el analisis de alta resolucion de la
region Ca 2p muestra el doblete caracteristico Ca 2ps/, y Ca 2p,/,, compatible con

estados quimicos de calcio presentes en la superficie tratada.
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Figura 11. Anélisis XPS de la superficie de Ti6Al4V después de la secuencia NaOH-
CaCl,-TT-TH,O: (A) espectro general; (B) regién de alta resolucion Ca 2p.

En la region Ca 2p se identificaron dos contribuciones con energias de enlace de
346.8 eV y 350.3 eV, correspondientes a las sefiales Ca 2ps/, y Ca 2p4/,,
respectivamente. La posicion y simetria de estas sefnales, sugiere que el calcio se
encuentra vinculado quimicamente a especies oxigenadas dentro de la matriz de
titanato, y no como un precipitado superficial. Esta asociacion podria estar
relacionada con enlaces Ca-O-Ti o con ambientes quimicos similares a titanatos

calcicos.

Los resultados obtenidos respaldan la informacion obtenida mediante EDS
demostrando que el Ca se encuentra incorporado de forma estable en la capa, en
lugar de estar débilmente adsorbido sobre la superficie. Debido a la alta
sensibilidad superficial de la técnica XPS se puede confirmar que el

enriquecimiento con Ca?* posterior al tratamiento en cloruro de calcio, ocurre en
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la zona externa del material, precisamente donde se inician las reacciones de

nucleacion biomimética [75].

Los patrones de difraccidon de rayos X (Figura 12) obtenidos tras el tratamiento
alcalino, evidencian las reflexiones correspondientes a Ti y AlTiHx. Por otra parte,
se identificaron fases de titanato hidrogenado de sodio. La aparicion de titanato
sédico confirma el mecanismo de disolucién—reprecipitacion inferido previamente
a partir de los analisis FE-SEM, EDS y XPS. En condiciones alcalinas tiene lugar
una disolucién parcial de la capa nativa de TiO,, seguida de la reprecipitacion de
un hidrogel de titanato sodico de baja cristalinidad. Por la caracteristica débil y
ensanchada de las reflexiones se sugiere la obtencion de una estructura no
ordenada y con un tamafo pequefo de cristalito, consistente con una capa

superficial derivada de gel.

Posterior al tratamiento en CaCl,, se identificaron reflexiones de titanato
hidrogenado de calcio junto con TiH, Ti, AlTiHxy TiH,. La presencia de estas fases
demuestra un intercambio parcial Na*/Ca?" dentro de la red de titanatos, dando
lugar a la formacion de especies de titanato que contienen calcio. Los hidruros
presentes en la capa sugieren que el tratamiento con calcio aplicado modifica
principalmente la estructura externa del titanato, sin eliminar por completo los

dominios enriquecidos en hidrégeno.

Kokubo y colaboradores han reportado que el tratamiento térmico favorece la
transformacién de especies de titanato de hidrégeno y calcio en fases de titanato
célcico con bajo grado de cristalinidad y rutilo. Sin embargo, en este estudio, no
se lograron identificar claramente estas fases a través de XRD. Esta aparente
discrepancia en los resultados se explica al considerar que la capa formada es
delgada, tiene baja cristalinidad o un caracter parcialmente amorfo, lo que hace

que su senal se vea enmascarada por la fuerte contribucién del sustrato metalico.

Este comportamiento ha sido ampliamente documentado en la literatura, donde
se menciona que técnicas superficiales como XPS y EDS son mas adecuadas que
XRD para detectar capas delgadas de titanato calcico [76, 77].
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Figura 12. Difractogramas XRD de las superficies del Ti6AI4V después de la secuencia
NaOH-CaCl,-TT-TH.O.

Al final de la secuencia de activaciéon NaOH-CaCl,-TT-TH,O, se observo un patréon
de difraccion que se mantuvo sin cambios significativos después de los ultimos
tratamientos. Esto respalda la idea de que la capa externa formada es
nanomeétrica y presenta un desorden estructural. Ademas, al analizar el
comportamiento de atenuacion progresiva de los picos relacionados con titanatos,
se confirma que se ha creado una superficie delgada, enriquecida con calcio, que

es altamente hidroxilada y quimicamente reactiva. Esta superficie constituye una
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plataforma idénea para la posterior deposicion biomimética de fosfatos de calcio
y para la incorporacion controlada de iones Zn#*, favoreciendo la nucleacion,

adhesion y estabilidad de los recubrimientos Zn-CaP [78].

4.3 Evaluacion fisicoquimica de los recubrimientos de fosfatos

de calcio

Una vez finalizada la etapa de activacion superficial, las muestras fueron inmersas
en medios sobresaturados en calcio y fosfato, disefiados para promover la
nucleacion y crecimiento de recubrimientos biomiméticos de fosfatos de calcio

sobre el material base.

El empleo de soluciones tipo SBF modificadas con concentraciones elevadas de
Ca** y PO,*" permite acelerar la cinética de nucleacién heterogénea y el
crecimiento de fases tipo apatita sobre superficies bioactivas, favoreciendo la
formacion de capas continuas en tiempos reducidos, tal como ha sido

ampliamente reportado en la literatura [63, 64, 79-81].

En esta etapa inicial se evaluaron cuatro variantes de deposicion (VD1-VD4),
combinando dos concentraciones idnicas y dos tiempos de inmersion, con el
propodsito de analizar de manera sistematica el efecto de estos parametros sobre
la morfologia, homogeneidad, composicion y estabilidad del recubrimiento. Estos
factores son criticos, ya que condicionan tanto la adhesioén del recubrimiento como
su capacidad posterior para incorporar iones Zn** y modular la cinética de

liberacién ionica y la actividad antibacteriana.

4.3.1 Recubrimientos desarrollados bajo la condiciéon VD1 (SBFX7-4h)

Las micrografias FE-SEM correspondientes a la variante VD1 (Figura 13A-C)
muestran la formacién de particulas esféricas organizadas en estructuras tipo
racimos o ramilletes, distribuidas de manera heterogénea sobre la superficie del

sustrato.
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Figura 13. Micrografias FE-SEM de la superficie recubierta. A, By C: SBFX7 - 4 horas.
D, E y F: Tratamiento térmico. Magnificaciones 500x, 5000x y 10000x.

Esta morfologia es caracteristica de estadios iniciales de nucleacion y crecimiento
de apatitas biomiméticas, donde se forman agregados de nanocristales que
posteriormente coalescen para generar capas continuas [82]. La aparicidon de
dominios laminares de mayor dimension, que actuan como zonas de soporte para

el desarrollo de los ramilletes, evidencia una posible heterogeneidad en los
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procesos de nucleacion y crecimiento cristalino. Esta respuesta podria estar
asociada con variaciones locales en la concentracion de grupos OH" o0 en la
reactividad quimica superficial. En superficies en las que se ha reportado la
formacion de titanatos calcicos se ha descrito que la nucleacion ocurre

preferentemente en sitios enriquecidos con Ca [82, 83].

Después de aplicado el tratamiento térmico (Figura 13D—F), se observa una ligera
densificacion de la capa sin que aparezcan grietas evidentes. Este hallazgo
sugiere que, debido al espesor relativamente bajo del recubrimiento, las tensiones
térmicas generadas durante el calentamiento se distribuyen adecuadamente. El
recubrimiento obtenido tras 4 horas de inmersion y con una concentracion ionica
SBFX7 no logré una cobertura completamente uniforme, lo que indica que las
condiciones utilizadas no son suficientes para asegurar una formacion continua

de la capa en toda la superficie.

Al considerar estos resultados desde un punto de vista funcional, la falta de
homogeneidad en el recubrimiento podria afectar la adhesion y la reproducibilidad

de la bioactividad, asi como la incorporacién uniforme de Zn?* en el futuro.

El analisis composicional de las capas depositadas mediante VD1 se realizd
utilizando EDS. Los resultados se expresaron como el porcentaje atomico
promedio de los elementos identificados y se muestran en la Figura 14. El analisis
EDS global (Figura 14A) confirmé la presencia de Ca, P y O, en concentraciones
atomicas de 4.44 %, 2.55 % y 48.66 %, respectivamente, lo que evidencia la

formacion de una capa delgada de CaP sobre el sustrato.

Los anadlisis puntuales realizados sobre las estructuras laminares (Figura 14B)
mostraron mayores concentraciones locales de los elementos Cay P (11.25 % y
8.87 % atomico, respectivamente), resultado que confirma que estas estructuras

corresponden a fases ricas en fosfatos de calcio.

El incremento de Ca y P tras el tratamiento térmico sugiere un proceso de

densificacion y posible recristalizacion parcial de la capa, sin alterar de manera
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significativa la naturaleza del recubrimiento. De manera general, la presencia de

estos elementos sugiere la formacion de una capa delgada de apatita sobre la

superficie del Ti6AI4V empleado como sustrato.
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Figura 14. Espectros EDS de las superficies recubiertas con la VD1.

El mapeo elemental (Figura 15) evidencia una distribucién no completamente

uniforme de Ca y P, en concordancia con la heterogeneidad morfolégica

observada por FE-SEM.
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Figura 15. Distribucién elemental obtenida por EDS para la superficie de Ti6AI4V
recubierta con VD1.
4.3.2 Recubrimientos desarrollados bajo la condicién VD2 (SBFX7-6h)

En la variante VD2 (Figura 16A—C), el incremento del tiempo de inmersién a 6 h
manteniendo la misma concentracidén idnica condujo a una mayor densidad de
ramilletes y a la formaciéon de aglomerados mas compactos, y mejor distribuidos

sobre toda la superficie, en comparacion con la VD1.

Este comportamiento es consistente con una mayor extension del proceso de
nucleacion secundaria y crecimiento cristalino, lo que se traduce en un incremento
de la fraccion de superficie cubierta. No obstante, al igual que en VD1, se observan
estructuras laminares y regiones con menor cobertura, lo que indica que, aunque
el tiempo de inmersién favorece el crecimiento del recubrimiento, la concentracion
idnica continua siendo un factor limitante para alcanzar una capa completamente

continua.

Posterior al tratamiento térmico (Figura 16D—F), se observa una densificacion de
la capa sin evidencia de agrietamiento, lo que sugiere que el espesor del
recubrimiento permanece dentro de un rango que permite la adecuada relajacion

de tensiones térmicas, en concordancia con lo observado para VD1.
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Figura 16. Micrografias FE-SEM de la supefficie recubierta. A, B 'y C: SBFX7 - 6 horas.
D, E y F: Tratamiento térmico. Magnificaciones 500x, 5000x y 10000x.

El analisis composicional de las capas depositadas mediante VD2 fue evaluada
mediante espectroscopia EDS. Los resultados (Figura 17A) muestran un
incremento en las concentraciones atomicas de Ca (6.26 %) y P (3.30 %) en
comparaciéon con VD1, lo que confirma que el aumento en el tiempo de inmersion
favorece la acumulacion de material CaP sobre la superficie. Este resultado es
consistente con la evolucion de la morfologia observada (Figura 17B y C). Sin
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embargo, el mapeo elemental (Figura 18) continua evidenciando una distribucion
no completamente homogénea de Ca y P, lo cual refuerza la idea de que, bajo

estas condiciones, el sistema aun no alcanza una cobertura superficial continua.
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Figura 17. Espectros EDS de las superficies recubiertas con la VD2.
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Desde una perspectiva funcional y de optimizacion del proceso, la variante VD2
representa una mejora respecto a VD1 en términos de cantidad de recubrimiento
formado, sin embargo, la persistencia de heterogeneidades indica que el aumento
del tiempo de deposicion, sin un incremento en la sobresaturacion ionica, solo
permite mejorar parcialmente la cobertura superficial. En este sentido, aunque se
favorece el crecimiento del CaP, estas condiciones no son suficientes para
garantizar la formacion de una capa continua y uniforme, requisito fundamental
para aplicaciones biomédicas y para la posterior incorporacion homogénea de

Zn?*

Figura 18. Distribucion elemental obtenida por EDS para la superficie de Ti6AlI4V

recubierta con VD2.
4.3.3 Recubrimientos desarrollados bajo la condicién VD3 (SBFX10-4h)

Las micrografias correspondientes a la variante VD3 (Figura 19A—C) muestran
una mejora notable en la uniformidad y continuidad del recubrimiento en
comparacién con las variantes VD1 y VD2. A diferencia de estas, el incremento
en la concentracién de Ca** y PO,*" en la solucion SBFX10 genera un mayor
grado de sobresaturacion, lo que incrementa la tasa de nucleacion heterogénea y
favorece la formacion de una capa mas gruesa y homogénea incluso a tiempos

relativamente cortos (4 h).
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Figura 19. Micrografias FE-SEM de la superficie recubierta. A, By C: SBFX10 - 4
horas. D, E y F: Tratamiento térmico. Magnificaciones 500x, 5000x y 10000x.

Este comportamiento es consistente con modelos clasicos de deposicion
biomimética, en los cuales el grado de sobresaturacion controla tanto la densidad
de nucleos formados sobre la superficie del sustrato como la cinética de
crecimiento cristalino [63, 81]. Tras el tratamiento térmico (Figura 19D-F), se
observa una densificacibon mas pronunciada de la capa, con la formacion de
“cuellos” entre particulas, lo cual es indicativo de sinterizacion en estado sdlido o

coalescencia parcial de cristales. Este fendbmeno puede mejorar la cohesion
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interna del recubrimiento y su adhesion al sustrato, aspectos criticos para la

estabilidad mecanica en condiciones fisioldgicas durante su uso in vivo [84].

El analisis EDS (Figura 21A) evidencié concentraciones de Ca (7.11 %) y P (3.71
%) superiores a las observadas en la variantes VD1 y VD2, confirmando una
mayor cantidad de material CaP depositado. De manera consistente, los analisis
puntuales y el mapeo elemental (Figura 21B-D y Figura 20) muestran una
distribucion mas homogénea de Ca y P, lo cual respalda la formacion de una capa

mas continua y uniforme.

Desde una perspectiva de disefio de recubrimientos funcionales, la variante VD3
representa un punto de inflexion en el proceso, donde el incremento en la
sobresaturacion ionica permite superar las limitaciones observadas en VD1y VD2.
En este sentido, VD3 presenta caracteristicas altamente deseables para la
posterior incorporacion de Zn?* y para garantizar una liberacion idnica controlada
y reproducible al ofrecer un balance favorable entre el espesor y homogeneidad

del recubrimiento sin presencia de agrietamiento.

Figura 20 Distribucion elemental obtenida por EDS para la superficie de Ti6AI4V

recubierta con VD3.
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Figura 21. Espectros EDS de las superficies recubiertas con la VD3.
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4.3.4 Recubrimientos desarrollados bajo la condicion VD4 (SBFX10-6h)

La variante VD4 (Figura 22A—C), que combina alta concentracion iénica (SBFX10)
y mayor tiempo de inmersion (6 h), produjo la capa mas gruesa y densa entre

todas las variantes evaluadas.

2 OkV 14 8mmS 00k SSIUL)

2.0RV 14 8mm x10 0k SE(LIL)

Figura 22. Micrografias FE-SEM de la superficie recubierta. A, By C: SBFX10 - 6
horas. D, E y F: Tratamiento térmico. Magnificaciones 250x, 5000x y 10000x.
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La superficie muestra una cobertura uniforme, con aglomerados de particulas mas
compactos, lo cual es consistente con un crecimiento del recubrimiento dominado

por nucleacion secundaria y crecimiento cristalino sostenido.

No obstante, a diferencia de la variante VD3, la presencia de agrietamiento en
determinadas zonas indica que el incremento excesivo del espesor genera
tensiones residuales, probablemente asociadas a diferencias en los coeficientes
de expansion térmica entre el recubrimiento y el sustrato, asi como procesos de

contraccion durante el secado y el tratamiento térmico.

Tras el tratamiento térmico (Figura 22D-F), el agrietamiento se hace mas
evidente, aunque también se observa la formacion de “cuellos” entre particulas,
similar a lo observado en VD3. Este comportamiento sugiere que, si bien la
densificacion mejora la cohesion local, el exceso de espesor compromete la

integridad mecanica global del recubrimiento.

El analisis composicional de las capas depositadas mediante VD4 fue evaluado
mediante EDS (Figura 23). El analisis (Figura 23A) evidencidé las mayores
concentraciones de Ca (12.17 %) y P (5.98 %) entre todas las variantes, lo que
confirma mayor carga de material CaP. Los analisis puntuales realizados (Figura
23B y C), muestran que en mayor o menor porcentaje se detectd la presencia de
Ca y P indicando la homogeneidad del recubrimiento obtenido. En la Figura 23D
se presenta el espectro EDS obtenido del analisis realizado a muestras con

tratamiento térmico pos-deposicion.

El mapeo elemental (ver Figura 24) mostr6 una distribucion relativamente

homogénea de Ca y P, lo cual indica una cobertura completa de la superficie.

Sin embargo, desde el punto de vista funcional, la presencia de grietas representa
un factor critico, ya que puede favorecer el desprendimiento del recubrimiento, la
delaminacion bajo carga y una liberacion idnica no controlada. Por tanto, aunque
VD4 maximiza la cantidad de CaP depositado, no constituye necesariamente la
condicion o6ptima para aplicaciones biomédicas.
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Figura 23. Espectros EDS de las superficies recubiertas con la VD4.
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Figura 24. Distribucion elemental obtenida por EDS para la superficie de Ti6AlI4V

recubierta con VDA.

El analisis comparativo de las cuatro variantes de deposicidn muestra que tanto
la concentracion idnica como el tiempo de inmersion son factores determinantes
para controlar la morfologia, homogeneidad, espesor y estabilidad del
recubrimiento. En particular, las variantes VD1 y VD2 muestran capas delgadas y
heterogéneas, con una cobertura que no es del todo completa; esto sugiere que
una sobresaturacion limitada y/o un tiempo de crecimiento insuficiente estan
restringiendo la formacion de una red continua de fosfatos de calcio. Aunque al
aumentar el tiempo de inmersion en VD2 se logré una mayor acumulacion de CaP
en comparacion con VD1, se notd6 que los recubrimientos seguian siendo

parcialmente discontinuos.

Al analizar la variante VD3, se observé que presenta una capa continua,
homogénea, densa y sin agrietamientos significativos. La mayor actividad idnica
aumentd la sobresaturacion en comparacion con la apatita, lo que facilité una
nucleacion heterogénea rapida y un crecimiento cristalino lateral sostenido. Como
resultado, se logré una capa de CaP en un tiempo de deposicion relativamente

corto. El tratamiento térmico posterior a la deposicion causd una densificacion
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parcial y la formacion de cuellos entre particulas, lo que sugiere una mayor
cohesion del recubrimiento y, potencialmente, una adhesion mas fuerte al
sustrato. Estas caracteristicas son coherentes con las ventanas optimizadas de

deposicion biomimética que se han reportado en la literatura [85, 86].

Con la variante VD4, se generaron recubrimientos mas gruesos y los niveles mas
altos de Ca y P. Sin embargo, se notd un agrietamiento significativo, que se
atribuye al espesor excesivo y a los esfuerzos residuales relacionados con la
contraccion durante el secado y el desajuste en los coeficientes de expansién
térmica. Este comportamiento refleja el compromiso entre maximizar la deposicion

de CaP y mantener la confiabilidad mecanica del recubrimiento [87].

En este sentido, la variante VD3 (SBFX10 — 4 h) se destaca como la mejor opcién
para continuar con el proceso de incorporacion de Zn?*, ya que ofrece un equilibrio
adecuado entre cobertura superficial, homogeneidad y estabilidad estructural.
Estas caracteristicas son esenciales para asegurar una distribucién uniforme del
Zn, una cinética de liberacion controlada y una actividad antibacteriana

reproducible, alineandose con la hipotesis central de esta tesis.

4.4 Evaluacion de los recubrimientos de fosfatos de calcio

modificados con zinc

Una vez concluida la etapa de activacion superficial, las muestras de Ti6Al4V
fueron empleadas como sustratos para la deposicidon biomimética de
recubrimientos Zn-CaP. El proceso se realiz6é durante 4 h en soluciones SBFx10,
enriquecidas en Ca?* y especies fosfato, a las cuales se adicionaron iones Zn%*
en concentraciones controladas para favorecer su incorporacion en las capas de

fosfatos de calcio formadas sobre la superficie metalica

La inclusién de Zn** en recubrimientos basados en fosfatos de calcio se
fundamenta en su reconocido papel biolégico, tanto en procesos de osteogénesis
como en la modulacion de la actividad antibacteriana y antiinflamatoria. Diversos

estudios han demostrado que el zinc puede incorporarse parcialmente en la red
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cristalina de la hidroxiapatita mediante sustitucion isomoérfica de Ca?*, o bien
permanecer adsorbido superficialmente, modificando la cinética de nucleacion, el

tamano cristalino y la estabilidad termodinamica de la fase apatitica [88-91].

Con el fin de evaluar de manera sistematica el efecto del Zn, se disefiaron tres
variantes de deposicion con diferente concentracion de zinc en la solucion: baja
(VDZn1), intermedia (VDZn2) y alta (VDZn3). Este enfoque permitio analizar la
influencia del contenido de Zn sobre la morfologia, composicién y homogeneidad
del recubrimiento, asi como su impacto en la cinética de liberacion ionica y, en

consecuencia, en la bioactividad y la respuesta antibacteriana del sistema.

4.41 Morfologia de los recubrimientos biomiméticos Zn-CaP

Las caracteristicas morfolégicas de los recubrimientos obtenidos con la variante
VDZn1, asociada al menor contenido de Zn y posterior al proceso de tratamiento
térmico, se presentan en la Figura 25 mediante micrografias FE-SEM obtenidas a

diferentes magnificaciones.

El recubrimiento se caracteriza por la formacién de aglomerados de particulas con
presencia de estructuras laminares organizadas en configuraciones tipo flor, sobre
las cuales crecen precipitados secundarios de morfologia globular. Esta
morfologia es consistente con mecanismos de nucleacion heterogénea vy
crecimiento orientado tipico de fosfatos de calcio obtenidos por rutas
biomiméticas, donde la sobresaturacion local favorece la formacion inicial de fases
amorfas o poco cristalinas, que evolucionan progresivamente hacia estructuras
tipo apatita [92, 93].

La presencia de zinc en bajas concentraciones no inhibe de manera significativa
la formacion de estas estructuras; sin embargo, puede modificar la energia
superficial de los nucleos de apatita, favoreciendo una ligera refinacién
microestructural, en concordancia con lo reportado para sistemas Zn-HA y Zn-

CaP en condiciones similares [94, 95].
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Figura 25. Micrografias FE-SEM de la superficie VDZn1 (menor concentracion).
Magnificaciones 500x, 1000x, 2500x y 10000x.

Para la variante VDZn2 (Figura 26), correspondiente a una concentracion
intermedia de Zn, se observa una morfologia global similar a la de VDZn1; no
obstante, se evidencia una disminucién en el tamafo promedio de particula y un

mayor grado de fragmentacion de los aglomerados.

Este comportamiento es consistente con el papel del Zn como modulador de la

cinética de cristalizacion, actuando como inhibidor parcial del crecimiento
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cristalino de la apatita, reduciendo el tamafo de cristal y/o grano sin alterar

drasticamente la fase apatitica principal [94, 96].

A e

[P 8 LA & () U Bt e WA B0 0 D (0

3 . |
2.0kV'8:5mm x500 SE(UL) [ 100um 20KV 9.5mm x1,00k SE(UL.) 50.0um

CFRCS W G
2. 0kV 9,5mm x2.50K SE(UL) 20.0um

2.0KV'9.5mm x10.0k SE(UL) C\ i L 2.0kV 9. 5mmix10.0k SE(UL)

Figura 26. Micrografias FE-SEM de la superficie VDZn2 (concentracion intermedia).
Magnificaciones 500x, 1000x, 2500x y 10000x.

En sistemas basados en hidroxiapatita, la incorporacién o adsorcion de iones Zn?*
puede competir con iones Ca?* por los sitios de coordinacion lo que provoca

distorsiones locales en la red. Esto, a su vez, disminuye la tasa de crecimiento de
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las caras cristalinas y favorece la formacion de particulas mas finas y menos
compactas [95, 97]. Este fendmeno se relaciona con una ligera refinacion
microestructural y una mayor fragmentaciéon que se observa en VDZn2 en

comparacion con VDZn1.

En la variante VDZn3 (ver Figura 27), que tiene la mayor concentracion de Zn, no
se observan cambios morfolégicos cualitativos significativos en las formas de las
estructuras. Sin embargo, se evidencia una menor densidad de cobertura
superficial y una distribucion de particulas no tan homogénea. A diferencia de
VDZn1 y VDZn2, este comportamiento sugiere que altas concentraciones de Zn
no solo limitan el crecimiento cristalino, sino que también impactan los procesos
de nucleacion, reduciendo la formacion y agregacion de particulas en el

recubrimiento.

Este fendmeno ha sido ampliamente documentado, donde un exceso de zinc
puede reducir la sobresaturacion efectiva y estabilizar fases intermedias amorfas,
lo que a su vez retrasa la precipitacion de fosfatos de calcio [91, 98]. Ademas, en
procesos electroquimicos, altas concentraciones de Zn han mostrado favorecer
morfologias menos compactas y con una distribucién heterogénea debido a
cambios en la cinética de deposicidn y en la orientacion preferente del crecimiento
cristalino [99, 100]

Por tanto, el efecto observado en VDZn3 es consistente con un mecanismo donde
el exceso de zinc actua como inhibidor tanto de nucleacién como del crecimiento,
resultando en recubrimientos menos densos y con particulas distribuidas de forma

mas dispersa.
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Figura 27. Micrografias FE-SEM de la superficie VDZn3 (mayor concentracion).
Magnificaciones 500x, 1000x, 2500x y 10000x.

De manera general, las tres variantes evidencian que el incremento en la

concentracion de Zn conduce a una transicion desde recubrimientos relativamente

compactos (VDZn1) hacia estructuras mas refinadas y fragmentadas (VDZn2),

hasta sistemas menos densos y mas heterogéneos (VDZn3).
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Este comportamiento microestructural tiene implicaciones directas en la
bioactividad, ya que la rugosidad, el tamano de particula y la heterogeneidad
superficial influyen en la adsorcion de proteinas, adhesién celular y posterior

formacion de una capa de apatita in vivo [101].
4.4.2 Composicion elemental de los recubrimientos biomiméticos Zn-CaP

En la Figura 28 se presentan los espectros EDS correspondientes a las superficies
recubiertas con las variantes VDZn1, VDZn2 y VDZn3. En todos los casos se
identifican picos asociados a Ca, P y O, lo que confirma la formacién de una capa
de fosfatos de calcio. También se detecta una sefal correspondiente al elemento

Zn, junto con Ti y Al, elementos provenientes del sustrato de Ti6AI4V.

Los resultados semicuantitativos del analisis EDS (Tabla 5) evidencian un
aumento progresivo en el contenido atdmico de Zn en el recubrimiento a medida
gue su concentracion en la soluciéon aumenta, alcanzando valores de 0.4 at% para
VDZn1, 0.7 at% para VDZn2 y 0.9 at% para VDZn3. Este comportamiento
confirma la incorporacion efectiva del zinc mediante el método biomimético y
coincide con estudios que indican que el Zn puede integrarse tanto por sustitucion
parcial del Ca?* como por adsorciéon superficial en las fases de hidroxiapatita,
afectando la composicion y estructura cristalina sin eliminar la fase principal [102,
103].

Adicionalmente, se observa un ligero incremento en los contenidos de Cay P
especialmente en la variante VDZn2, lo que sugiere una ventana 6ptima donde
concentraciones moderadas de Zn favorecen tanto la nucleacion de apatita como
la incorporacion de Zn#', sin inhibir de manera significativa el crecimiento

cristalino.
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Figura 28. Espectros EDS de las superficies recubiertas con: A, VDZn1; B, VDZn2; y C,
VDZn3.

Este fendmeno ha sido reportado como beneficioso para la bioactividad, ya que el
Zn modifica la energia superficial de los cristales y favorece la interaccién con el
medio biolégico [91, 104, 105]. En este contexto, VDZn2 resalta como una
configuracion donde se alcanza un equilibrio entre el crecimiento de la fase CaP

y la incorporacion de Zn.
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Tabla 5. Analisis semicuantitativo mediante EDS de las variantes de depdsito con

inclusion de Zn.

VARIANTE ELEMENTOS (At%)

DEPOSICION C o Al P Ca Ti Zn
VDZn1 24.2 51.5 24 1.6 3.3 16.6 0.4
VDZn2 22.4 51.6 20 1.9 4.2 17.2 0.7
VDZn3 21.5 51.6 2.1 1.2 3.1 19.6 0.9

El analisis EDS puntual (Figura 29) confirma que las estructuras con morfologia
tipo flor presentan altos contenidos de Ca, P y O, caracteristicos de precipitados
de apatita, lo cual respalda la formacion de recubrimientos biomiméticos tipicos,

independientemente del nivel de inclusion de Zn.

A Element Wit%  At% L

P P b [ cx |212] 319

|_OK 473 55.3

|__AIKK 0.6 0.4

PK 1.7 4.5

CaK 143 6.5

__TK 78 3.0

T __ZnK 12 0.3

Zn Al
2n Zn
13 26 39 52 65 78 9.1
B Element Wt%  At%
| | CK 19.5 20.5
= | _OK | 496 | 564

AIK 0.5 04
PK 6.6 3.9

_CaK 13.1 5.9
___TiK 89 34
ZnK 1.9 0.5

5.2 6.5 78 9.1

[ ek [173] 268
[OK | 504 | 384
AIK 0.5 0.4
|__PK 5.8 33
[Cak | 135 | 6.3
[TTK | 110 | 43
[ znk | 14 0.4

Figura 29. Analisis EDS puntuales de las superficies de Ti6Al4V recubiertas con la
VDZn1 (A), VDZn2 (B) y VDZn3 (C).
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La deteccién simultanea de Zn indica que el zinc esta asociado directamente a la
fase CaP, ya sea incorporado en la red cristalina o adsorbido en la superficie de

los cristales.

Para corroborar la incorporacién del zinc y evaluar su estado quimico superficial,
se realizd un analisis por XPS (Figura 30). Los resultados confirman la presencia
de Zn en todas las variantes, con contenidos superficiales crecientes de 0.24 at%,
0.59 at% y 0.93 at% para VDZn1, VDZn2 y VDZn3, respectivamente. Estos
valores son coherentes con los resultados semicuantitativos obtenidos por EDS,
lo que indica una incorporacién consistente de Zn tanto a escala micrométrica,

evaluada mediante EDS, como en los primeros nanometros de la superficie.

Las energias de enlace detectadas son consistentes con Zn** coordinado en
ambientes oxigenados tipicos de hidroxiapatita dopada con zinc (ver Tabla 6).
Estos valores estan en concordancia con reportes previos para Zn-HA y otros CaP
modificados [90, 91, 101].

v' O1s (~530-531 eV), atribuible a oxigeno enlazado en grupos fosfato y
especies hidroxilo asociadas a la fase apatitica,

v’ Ca2p (~346-347 eV), tipico de Ca?* en apatitas,

P2p (~133.5 eV), caracteristico de grupos fosfato,

v Zn2p (~1020-1022 eV), atribuible a Zn** coordinado en ambientes

oxigenados.

<\

Tabla 6. Energias de enlace determinadas por XPS para los recubrimientos Zn-CaP
depositados sobre Ti6AI4V.

VARIANTE ENERGIA DE ENLACE (EV)
DEPOSICION C1s O1s Ca2p P2p Zn2p
VDZn1 284.6 530.7 347.2 133.5 1021.9
VDZn2 284.6 530.0 346.7 133.5 1020.7
VDZn3 284.6 529.3 346.2 133.5 1021.3
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Los espectros de alta resolucion correspondientes a Ti 2p, O 1s, Ca 2p, P 2py Zn
2p fueron analizados mediante una asignacion mas clara de los estados quimicos
asociados. Para el estado de oxidacion Ti**, las sefiales mas relevantes se
detectaron en la region Ti 2ps/,, que oscila entre 458.3 y 458.8 eV, y en la region
Ti 2p4/,, que se situa aproximadamente entre 463.9 y 464.5 eV. En cuanto a las
sefales de Ca 2p y P 2p, son caracteristicas de las fases de fosfato de calcio. Los
dos picos que se identificaron en la region de Ca 2p, con energias de enlace de
346.8 eV y 350.3 eV, coinciden con las posiciones tipicas de Ca 2ps/, y Ca 2p4/,,

respectivamente.

La senal de Zn 2ps/,, que se encuentra entre 1021 y 1022 eV, respalda la
presencia de especies de Zn, sin que haya evidencia de zinc metalico ni de otros
estados de oxidacion. Ademas, el espectro O 1s fue deconvolucionado en
contribuciones relacionadas con oxigeno de red, grupos hidroxilo y especies
adsorbidas, lo que brinda informacién adicional sobre la quimica superficial y los

posibles sitios de nucleacion.

La falta de desplazamientos significativos hacia energias de enlace que
correspondan al Zn metalico sugiere que el zinc esta en estado oxidado (Zn?*), y
no en forma de agregados metdlicos [106]. Por otro lado, la variacién
relativamente estrecha en las posiciones de Ca 2p y P 2p entre las tres variantes
indica que la estructura apatitica global mantiene una estabilidad quimica, a pesar

de la incorporacion de Zn.

Un analisis mas profundo de la sefal O 1s revela un ligero desplazamiento hacia
energias de enlace mas bajas a medida que aumenta el contenido de Zn, pasando
de 531.1 eV en VDZn1 a 529.2 eV en VDZn3. Este cambio sutil podria reflejar
diferencias en el entorno quimico local del oxigeno, posiblemente relacionadas
con la coordinacién Zn-O o, con variaciones en la cantidad de grupos hidroxilo
dentro de la red apatitica. De manera similar, las pequefas variaciones en las
posiciones de los picos Ca 2p podrian estar vinculadas a distorsiones menores de

la red provocadas por la incorporacion de Zn, ya que el radio iénico de Zn?* es
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mas pequeno que el de Ca?". Incluso una sustitucion limitada puede generar
perturbaciones electrénicas que se pueden detectar con técnicas sensibles a la

superficie como la XPS [107].

La incorporacién de zinc en los recubrimientos de CaP mediante la ruta
biomimética constituye una de las contribuciones centrales de este estudio. Los
analisis por EDS y XPS confirman la introduccién exitosa de pequefas pero
medibles cantidades de Zn en todas las variantes evaluadas. Es importante
sefalar que el analisis por XPS demuestra que el zinc se encuentra presente
como Zn#* en un entorno coordinado con oxigeno, lo cual es coherente con su
asociacion quimica con la fase de fosfato de calcio, mas que con una simple
contaminacién superficial. Este resultado confirma que el proceso biomimético

permite una integracion quimica efectiva del zinc dentro del recubrimiento [108].

La quimica de precipitacion de los fosfatos de calcio se ve influenciada por la
adicion de zinc. La variacion progresiva de la relacion atomica Ca/P desde VDZn1
hasta VDZn3 indica que la concentracién de Zn altera el desarrollo de fases y la
dinamica del crecimiento cristalino. En concentraciones bajas y medias de Zn
(VDZn1 y VDZn2), las relaciones Ca/P estan vinculadas a una apatita con bajo
contenido de calcio, una fase que se caracteriza por tener mayor solubilidad y
reactividad biolégica en comparacion con la hidroxiapatita estequiométrica. Bajo
las condiciones evaluadas, tanto la morfologia tipica de la apatita como una
adecuada cobertura superficial se mantienen en gran medida, lo que sugiere que
la incorporacion moderada de Zn no afecta el equilibrio entre la nucleacion y el

crecimiento en el sistema biomimeético.

Entre las condiciones estudiadas, la variante de depdsito VDZn2 se destaca como
la formulacibn mas equilibrada. Esta variante combina una concentracion
moderada de zinc con una relacién Ca/P mas cercana a la estequiometria de la
apatita, lo que sugiere un crecimiento cristalino controlado sin comprometer la
estabilidad de fase. Este equilibrio en la composicién y microestructura es

relevante para aplicaciones biomédicas. La apatita con bajo contenido de calcio
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puede favorecer el intercambio ionico y la reactividad en la superficie, al mismo
tiempo que mantiene una integridad estructural suficiente para asegurar la

estabilidad del recubrimiento.

La mayor concentracion de Zn (VDZn3) hace que la composicién se desplace
hacia un entorno mas rico en calcio (Ca/P = 1.80). Esto sugiere un cambio en la
dinamica de precipitacion y una posible heterogeneidad de fases. Esta desviacion
esta relacionada con una menor homogeneidad del recubrimiento y una cobertura
superficial reducida, lo que indica que un exceso de Zn podria desestabilizar la

ventana optima para la deposicion biomimética [109].

Aunque el analisis por XPS confirma el estado quimico del zinc en la superficie,
esta técnica no puede determinar con certeza si el Zn?* se incorpora de manera
sustitucional en la red apatitica o si, por el contrario, se encuentra mayormente
adsorbido en la superficie de los cristales. Dado que XPS se limita a la capa mas
externa del material y proporciona principalmente informacién sobre el estado de
oxidacién y el entorno quimico local, es fundamental realizar estudios

estructurales complementarios para aclarar el mecanismo de incorporacion.

La técnica de difraccién de rayos X con refinamiento Rietveld podria revelar
cambios sutiles en los parametros de red; la espectroscopia FTIR o Raman
permitiria identificar desplazamientos vibracionales relacionados con los grupos
fosfato o hidroxilo; y los estudios de liberacion i6nica en medios fisioldgicos
ayudarian a determinar el comportamiento de disolucién y la cinética de liberacién
de Zn?* [110].

La presencia controlada de Zn en la capa CaP es relevante biolégicamente porque
el Zn*" ha demostrado que estimula la diferenciacion osteoblastica, promueve la
mineralizacién ésea, exhibe actividad antibacteriana frente a patégenos comunes
asociados a infecciones de implantes y modula la respuesta inflamatoria local [9,
91, 111]. Por tanto, los recubrimientos Zn-CaP representan sistemas

multifuncionales que pueden mejorar tanto la osteointegracion como reducir el
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riesgo de infeccion en implantes 0seos, estableciendo una conexion directa con

los estudios posteriores de bioactividad y capacidad antibacteriana.

4.4.3 Espesor de los recubrimientos biomiméticos Zn-CaP

La Figura 31 muestra el espesor de los recubrimientos obtenidos para las
variantes Zn-CaP (VDZn1, VDZn2 y VDZn3), determinado mediante el analisis de
la seccion transversal por FE-SEM. Para ello, se obtuvieron micrografias
representativas en corte transversal, o que permitid observar directamente la

interfaz entre el recubrimiento y el sustrato.

Los resultados indican que los recubrimientos presentan un espesor relativamente
uniforme, con valores promedio en un intervalo aproximado de 9-11 uym. Este
rango de espesor es consistente con capas de CaP obtenidas por deposicion
biomimética bajo condiciones similares, donde el crecimiento del recubrimiento
esta controlado por procesos de nucleacion y difusion idnica en fluido biolégico
simulado. La uniformidad que se observa indica lo efectivo del tratamiento previo
de activacion superficial para promover una nucleaciéon homogénea sobre el

sustrato.

8.33um 10.12 ym

10.0kV 20.3mm x1.00k

Figura 31. Micrografias FE-SEM del espesor de los recubrimientos Zn-CaP: (A) VDZn1,
1000x%; (B) VDZn2, 1000%; y (C) VDZn3, 1000x.
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Desde una perspectiva de funcionalidad, los valores de espesor obtenidos son
adecuados para ofrecer una cobertura completa de la superficie, asegurando una
adecuada adhesién en la interfaz y evitando la generacién de esfuerzos internos
excesivos. Ademas, se ha reportado que los recubrimientos dentro de este
intervalo de espesor favorecen una liberacion idnica controlada y un

comportamiento bioactivo, sin comprometer la estabilidad mecanica.

Para complementar la evaluacion de la composicion homogénea en el
recubrimiento y confirmar la incorporacion de Zn, se realizé un mapeo elemental
mediante FE-SEM/EDS para cada variante Zn-CaP (ver Figura 32). Los resultados
de EDS (ver Tabla 7) confirmaron que todos los recubrimientos estan compuestos
principalmente por O, Ca y P, lo que coincide con la formacién de fases de fosfato

de calcio, ademas de la presencia de Zn.

Tabla 7. Andlisis semicuantitativo por mapeo elemental EDS de las variantes de

recubrimiento con incorporacion de Zn (% atoémico).

VARIANTE ELEMENTOS (At%)

DEPOSICION o P Ca Zn
VDZn1 85.4 2.4 11.6 0.6
VDZn2 82.7 4.2 12.4 0.7
VDZn3 86.4 4.6 8.0 1.0

En el caso de VDZn1, la composicion fue de 70.5 % en peso de O, 23.9 % en
peso de Ca, 3.8 % en peso de Py 1.9 % en peso de Zn (0.6 at%), lo que indica
una incorporacion exitosa de Zn en bajos niveles. Se observé una tendencia
composicional similar para VDZn2, lo que confirma la reproducibilidad del proceso
biomimético y sugiere que la incorporacion de Zn en condiciones intermedias se
mantiene relativamente estable sin modificar significativamente la composicién de

la matriz de CaP.
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Element Wit% At%

oK 705 85.4
. PK 3.8 24
| cak 239 116
ZnK 19 0.6
Ca |

Ca Zn

Element Wit%

(C ) OK 72.2 86.4
| PK 7.5 4.6

' Cak 16.7 8.0

ZnK 3.6 10

Figura 32. Mapeo elemental de las variantes Zn-CaP mediante FE-SEM-EDS: (A)
VDZn1, (B) VDZn2 y (C) VDZn3.

Por otro lado, VDZn3 presentd un mayor contenido de Zn (3.6 % en peso, 1.0 %
atomico), junto con una disminucion en el contenido de Ca (16.7 % en peso) y un

aumento en la concentracién de oxigeno (72.2 % en peso). Este cambio en la
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composicién sugiere que una mayor inclusion de Zn modifica la quimica de
precipitacion, posiblemente favoreciendo la formacién de fases de fosfato de

calcio mas hidratadas o con mayor densidad de defectos.

La disminucion del contenido de calcio, junto con niveles de fésforo que se
mantienen bastante estables, sugiere un cambio de una apatita estequiométrica
hacia una fase que es mas deficiente en calcio o que presenta alteraciones
estructurales. Esto es coherente con las tendencias de Ca/P que hemos
observado en secciones anteriores. El mapeo elemental mostré una distribucion
espacial bastante uniforme de calcio, fésforo y zinc a lo largo del espesor del
recubrimiento en todas las variantes, sin sefales de aglomerados ricos en zinc ni
segregacion de fases. Esta distribucion equilibrada apoya la idea de que el zinc
se incorpora tanto dentro de la matriz de CaP como en sitios accesibles en la

superficie, en lugar de formar fases separadas basadas en zinc.

Desde una perspectiva microestructural, la combinacion de un espesor uniforme
y una distribucion elemental homogénea sugiere que el proceso de deposicidon
biomimética permite una incorporacion controlada y reproducible de zinc, sin
comprometer la continuidad ni la integridad del recubrimiento. Sin embargo, las
variaciones en la composicion que se observan con niveles mas altos de zinc
(VDZn3) indican que una incorporacion excesiva de este ion puede alterar la
cinética de crecimiento cristalino y la estequiometria local, lo que podria afectar

tanto el comportamiento de disolucion como la respuesta bioldgica.

La integracion del analisis FE-SEM en seccion transversal con los datos de
composicion y mapeo elemental por EDS ofrece una vision mas completa de la
relacion entre estructura y composicion en los recubrimientos de Zn-CaP. Estos
resultados confirman que el espesor del recubrimiento, la distribucion elemental y
la incorporaciéon de zinc estan interrelacionados y deben equilibrarse

cuidadosamente para lograr un rendimiento funcional 6ptimo.
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4.4.4 Adhesion de los recubrimientos biomiméticos Zn-CaP

La evaluacion de la adhesién de los recubrimientos biomiméticos Zn-CaP
obtenidos se realizé de manera cualitativa mediante el analisis FE-SEM de la
seccion transversal de las muestras recubiertas. Posterior a los procesos de
manipulacion mecanica y limpieza ultrasonica a los que fueron sometidos, se
observé que los recubrimientos no presentaron signos de delaminacion,
agrietamiento o desprendimiento, lo que sugiere una union fuerte en la interfaz del

recubrimiento con el sustrato de Ti6AI4V.

Bajo estas condiciones de procesamiento, el analisis FE-SEM revel6 una interfaz
continua y bien integrada, sin separaciones o defectos visibles, lo cual se relaciona

comunmente con una buena adhesién en sistemas biomiméticos (ver Figura 33).

10.0kV 20.3mm x1.00k

Figura 33. Micrografias FE-SEM de la capa de recubrimiento Zn-CaP después de la
manipulacion mecanica y limpieza ultrasénica: (A) VDZn1, 1000%; (B) VDZn2, 1000%; y
(C) VDZn3, 1000x.

La propiedad de adhesion observada se puede atribuir principalmente a dos
factores. Primero, el tratamiento de activacion superficial crea una capa de TiO,
qgue es micro rugosa y rica en iones OH-, lo que favorece tanto el anclaje mecanico
como la unién quimica. En segundo lugar, las bajas temperaturas durante el
proceso de deposicién biomimética facilitan la nucleacién y el crecimiento gradual
de CaP directamente sobre el sustrato, lo que ayuda a reducir los esfuerzos
residuales que a menudo se presentan con otros métodos de recubrimiento, como
la pulverizacion por plasma. Sin embargo, es crucial llevar a cabo estudios
cuantitativos adicionales para evaluar con mayor precision las propiedades

mecanicas de estos recubrimientos.
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Aunque en este trabajo no se incluyo inicialmente una prueba cuantitativa
estandarizada de adhesion, como el ensayo de traccion tipo de acuerdo con la
norma ASTM C633 (Standard Test Method for Adhesion or Cohesion Strength of
Thermal Spray Coatings;, ASTM International: West Conshohocken, PA, USA,
2013), o el ensayo de rayado conforme a ASTM C1624-05 (Standard Test Method
for Adhesion Strength and Mechanical Failure Modes of Ceramic Coatings by
Quantitative  Single Point Scratch Testing; ASTM International: West
Conshohocken, PA, USA, 2005), las caracteristicas morfolégicas que presenta la
interfaz y los recubrimientos obtenidos son comparables con las reportadas por
otros autores, quienes informaron valores de resistencia adhesiva en un intervalo
aproximado de 10 a 30 MPa [112-114].

Estos valores son inferiores a los reportados para algunos recubrimientos
obtenidos mediante procesos a alta temperatura, sin embargo, se consideran
generalmente adecuados para aplicaciones en implantes dentales, donde la
transferencia de carga es soportada principalmente por el sustrato metalico y la
estabilidad a largo plazo se alcanza mediante fijacion bioldgica, es decir, por

oseointegracion, mas que unicamente por la adhesion del recubrimiento.

También es importante sefialar que una resistencia adhesiva excesivamente alta
no siempre es necesaria ni deseable en recubrimientos bioactivos, ya que la
disolucién parcial y la remodelacién en la interfaz forman parte de su funcién
biolégica. En este contexto, la combinacion de una adhesion inicial adecuada y

una unién dsea progresiva resulta mas relevante para el desempeno clinico

4.5 Caracterizacién biolégica de recubrimientos Zn-CaP

4.5.1 Ensayo de citotoxicidad

La evaluacion de la citotoxicidad de los recubrimientos Zn-CaP se realizd
mediante el ensayo colorimétrico MTT, el cual se basa en la capacidad de las
células viables para reducir el MTT a su forma insoluble, formazan, a través de la
actividad de enzimas oxidorreductasas mitocondriales. En consecuencia, la

cantidad de formazan formada es directamente proporcional a la integridad
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mitocondrial, a la actividad metabdlica celular y, por tanto, a la viabilidad [115]
[116].

En una primera aproximacion cualitativa, se observé un cambio de coloracién del
medio de cultivo hacia tonalidades violetas tras el contacto directo de las
superficies correspondientes a las variantes VDZn1, VDZn2 y VDZn3 durante un
periodo de 24 h (Figura 34). Este cambio cromatico indica la reduccion efectiva
del MTT y confirma la preservacion de la actividad metabdlica basica de ambas

lineas celulares, lo que sugiere que, aun en presencia de zinc, las superficies

evaluadas no inducen una inhibicion completa de la actividad mitocondrial.

Figura 34. Cambio en la coloracion del cultivo celular que estuvo en contacto directo
con las muestras de las variantes de tratamiento VDZn0, VDZn1, VDZn2 y VDZNS3.

Lector de microplacas.

Posteriormente, la cuantificacion espectrofotométrica mediante lector de
microplacas permitidé determinar la absorbancia asociada a los cristales de
formazan, a partir de la cual se calcularon los porcentajes de viabilidad celular
empleando la Ecuacion (1). Los resultados obtenidos para HGF y HDF,

empleando controles negativo (CN) y positivo (CP) se presentan en la Figura 35.

Los valores obtenidos evidencian una disminucion progresiva de la viabilidad
celular con el incremento del contenido de zinc incorporado en el recubrimiento,
comportamiento consistente para ambas lineas celulares (Tabla 8). En particular,
los recubrimientos base CaP sin zinc (VDZn0) presentaron elevados porcentajes
de viabilidad (= 90-92 %), lo cual confirma la reconocida biocompatibilidad de los

fosfatos de calcio y su amplio uso en aplicaciones biomédicas [64, 92].
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Figura 35. Respuesta celular de HGF y HDF frente a las superficies estudiadas,

expresada como porcentaje de viabilidad. CN: control negativo; CP: control positivo.

En la variante con menor concentracién de zinc (VDZn1), el porcentaje de
viabilidad celular se mantuvo elevado (> 85 %), lo que indica que bajas cantidades
de Zn*" no causan efectos citotdxicos significativos. Este comportamiento es
coherente con reportes donde se ha demostrado que la presencia de zinc incluso
en concentraciones puede favorecer la proliferacion celular y la actividad
osteoblastica, actuando como cofactor enzimatico y regulador de la expresién

geénica relacionada con la mineralizacién [89, 91].
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Tabla 8. Porcentaje de viabilidad celular determinado mediante el ensayo MTT para las

superficies evaluadas.

VIABILIDAD CELULAR SEGUN LINEA CELULAR

VARIANTE (%) * DE
DEPOSICION Fibroblastos Gingivales Fibroblastos Dérmicos
Primarios Humanos
VDZn0 91.68 £ 2.10 90.26 £ 2.35
VDZn1 89.55 £ 2.45 84.36 £ 2.80
VDZn2 73.19 £ 3.10 81.74 £ 2.95
VDZn3 72.86 £ 3.25 79.07 £ 3.05

En el caso de VDZn2 y VDZn3, que son variantes con concentraciones intermedia
y alta de zinc, se not6 una disminucién mas marcada en la viabilidad celular. Las
reducciones fueron del 26.81 % y 27.14 % para los fibroblastos gingivales, y del
18.26 % y 20.93 % para los fibroblastos dérmicos, en comparacion con el control
negativo. Este comportamiento sugiere que el Zn?* tiene un efecto que depende
de la dosis sobre la respuesta celular, algo que se ha documentado ampliamente
en la literatura. Ademas, se relaciona con alteraciones en la homeostasis ionica
intracelular, la generacion de estrés oxidativo a concentraciones elevadas vy

posibles interferencias en los procesos metabdlicos mitocondriales.

Los resultados del ANOVA mostraron que existen diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos experimentales. EI CP presenté una viabilidad
celular significativamente menor en comparacion con todos los demas grupos (p
< 0.001), confirmando la sensibilidad del ensayo, mientras que el CN presento los

valores mas altos de viabilidad.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el CN y el
recubrimiento de CaP sin zinc (VDZn0) (p > 0.05), lo que indica la excelente
biocompatibilidad del recubrimiento base. De manera similar, la variante con

menor contenido de Zn (VDZn1) no presentd diferencias significativas respecto a
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VDZnO (p > 0.05), lo que sugiere que la incorporacién de bajas concentraciones

de Zn no afecta negativamente la viabilidad celular.

En contraste, los recubrimientos con concentraciones intermedias y altas de Zn
(VDZn2 y VDZn3) mostraron una reduccion estadisticamente significativa en el
porcentaje de viabilidad celular en comparacion con CN y VDZn0 (p < 0.05). Esto
confirma el impacto que tiene la dosis de Zn en la respuesta celular. Sin embargo,
no se observo una diferencia estadisticamente significativa entre VDZn2 y VDZn3
(p > 0.05), lo que sugiere que el efecto citotdxico podria estabilizarse a

concentraciones mas elevadas de Zn.

A pesar del porcentaje de reduccion cuantificado, todas las muestras con Zn
mantuvieron valores de viabilidad celular por encima del 70 % para ambas lineas
celulares. De acuerdo con los criterios establecidos por la norma ISO 10993-5,
materiales que presentan viabilidades celulares superiores a este umbral pueden
considerarse no citotéxicos o con citotoxicidad leve, lo que respalda la
biocompatibilidad de los recubrimientos Zn-CaP desarrollados biomédicas [117,
118]. Los bajos valores de desviacion estandar (< 5 %) respaldan ademas la
reproducibilidad y confiabilidad de los resultados obtenidos mediante el ensayo
MTT.

Los resultados obtenidos evidencian la importancia de optimizar la cantidad de Zn
incorporada en los recubrimientos con el fin de mantener una adecuada
compatibilidad celular sin perder las propiedades funcionales asociadas a este
elemento [91]. En particular, la variante VDZn1, y potencialmente a VDZn2,
pueden considerarse configuraciones biolégicamente prometedoras, al combinar
niveles elevados de viabilidad celular con la presencia de Zn en la matriz del

recubrimiento.

Como es bien conocido, la respuesta celular en los ensayos de citotoxicidad por
contacto directo esta determinada por la combinacién de diversos factores, entre

los que se incluyen no solo la liberacion de Zn?*, sino también propiedades
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superficiales como la rugosidad, la quimica/carga superficial, la humectabilidad y

la rigidez.

Los sustratos de Ti6Al4V sometidos a grabado acido presentan un incremento de
la rugosidad a escala micrométrica y una superficie de TiO, hidroxilada,
caracteristicas que favorecen la adsorcion de proteinas y la adhesién celular
inicial. Después de la deposicion biomimética, los recubrimientos de CaP exhiben
una morfologia moderadamente rugosa y porosa, asi como un caracter hidrofilico,

factores que contribuyen a la adhesion y extension celular.

Al mismo tiempo, la incorporacién de Zn modifica la quimica superficial y puede
influir en la carga local de la superficie y en los procesos de intercambio idnico en
la interfaz. Por lo tanto, el comportamiento celular observado se interpreta como
resultado de un efecto combinado: por un lado, caracteristicas topograficas y
fisicoquimicas favorables que promueven la adhesion celular y, por otro, la
liberaciéon de Zn?*, que puede modular el metabolismo celular de manera

dependiente de la dosis.

Estos resultados constituyen ademas una base para la interpretacién de los
ensayos de actividad antibacteriana presentados a continuacién, donde se espera
que la presencia y la liberacion de Zn?* contribuya a modular el comportamiento

biologico de las superficies implantables en la interfaz implante-tejido.
4.5.2 Actividad antibacteriana

La actividad antibacteriana de las muestras de Ti6Al4V recubiertas con fosfatos
de calcio y con incorporacion de zinc se evalué mediante el método de recuento
en placa, empleando la bacteria Gram positiva S. mutans como microorganismo
modelo. Esta cepa fue seleccionada debido a su relevancia clinica en la formacién
de biopeliculas orales y su papel fundamental en procesos de colonizacién

bacteriana asociados a aplicaciones odontoldgicas e implantolégicas [119-121].

Tras un periodo de incubacion de 24 h en agar nutritivo, se cuantificé el numero

de colonias bacterianas formadas en cada placa Petri, tanto para las placas
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originales como para sus réplicas, con el fin de asegurar la reproducibilidad y
confiabilidad de los resultados. Un ejemplo representativo del crecimiento
bacteriano observado se presenta en la Figura 36. Adicionalmente, se incluyen
imagenes correspondientes a incubaciones prolongadas (7 dias) para las

variantes VDZn2 y VDZn3, lo que permite evaluar cualitativamente la persistencia

del efecto antibacteriano a tiempos mayores.

VDZn1 VDZn2 VDZn3

Figura 36. Crecimiento bacteriano de colonias de S. mutans en contacto con las
variantes de tratamiento VDZn1, VDZn2 y VDZn3 transcurrido un dia de siembra en
agar. Crecimiento en VDZn2 y VDZn3 transcurrido 7 dias de incubacion.

El nimero promedio de colonias por tratamiento (VDZn1, VDZn2 y VDZn3) se
utilizé para calcular las UFC empleando la Ecuacion (2), cuyos valores se resumen
en la Tabla 9. Posteriormente, se determind el porcentaje de reduccion de colonias
bacterianas mediante la Ecuacion (3), utilizando como superficie control las
muestras recubiertas unicamente con CaP sin incorporacion de zinc (VDZn0) (ver
Figura 37).
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Tabla 9. Unidades formadoras de colonias por variante de tratamiento.

VARIANTE

: UFC + DE
DEPOSICION
VDZno0 (76 £ 2.5) x107
VDZn1 (68 + 2.4) x107
VDZn2 (52 + 2.1) x107
VDZn3 (40 + 1.8) x107

Los resultados cuantitativos muestran una disminucién progresiva en el numero
de UFC con el incremento del contenido de zinc en la capa del recubrimiento,
pasando de 76 x 10" UFC para el control VDZn0 a 40 x 107 UFC para la variante
con mayor concentracion de zinc (VDZn3). Este comportamiento indica que la
incorporacion de Zn confiere a los recubrimientos una funcionalidad antibacteriana

dependiente de la concentracion.

Los resultados del ANOVA indicaron diferencias estadisticamente significativas
en los valores de UFC entre las distintas variantes de recubrimiento (p < 0.05). El
recubrimiento de CaP sin zinc (VDZn0) presentd valores de UFC
significativamente mayores en comparacion con todas las variantes con Zn (p <

0.01), confirmando el efecto antibacteriano asociado a la incorporacién de zinc.

Ademas, se observo que al aumentar el contenido de Zn desde VDZn1 hasta
VDZn3 tuvo lugar una disminucién progresiva y estadisticamente significativa de
las UFC (p < 0.05), demostrando una respuesta antibacteriana asociada a la dosis.
También se encontraron diferencias significativas entre las concentraciones
intermedia y alta de Zn (VDZn2 vs. VDZn3, p < 0.05), lo que indica que
concentraciones mayores de Zn intensifican la inhibicién bacteriana. Los bajos
valores de desviacién estandar (<c5 %) confirman una buena reproducibilidad
experimental y confiabilidad del ensayo microbioldgico, respaldando la solidez de

las tendencias antibacterianas observadas.
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Figura 37. Porcentaje de reduccion de UFC transcurridas 24 horas de sembradas en

agar nutritivo. La VDZn0 se tomé como superficie control.

En términos generales, los recubrimientos con zinc exhibieron un efecto
antibacteriano claro y dependiente de la concentracion contra a S. mutans. La
reduccion sistematica de colonias viables respalda el hipotesis de que la inclusién
de zinc otorga funcionalidad antibacteriana efectiva a la matriz de CaP. Este
comportamiento se debe principalmente a la liberaciéon controlada de iones Zn?*
desde la matriz de fosfato de calcio hacia el medio fisiolégico. Varios estudios han
demostrado que el Zn#* puede tener actividad antibacteriana a través de diferentes
mecanismos, como alterar la integridad de la membrana celular bacteriana, inhibir
sistemas enzimaticos esenciales al interactuar con grupos sulfhidrilo, inducir
estrés oxidativo en el interior de la célula e interferir con procesos de adhesion y
formacion de biofilms [119, 122, 123].

En el caso especifico de S. mutans, se ha reportado que el zinc puede influir en
procesos metabolicos relacionados con la glicdlisis, la produccion de acidos y la
adhesion a superficies, lo que reduce su capacidad de colonizacion y formacién

de biofilms [119, 124-126]. Estos efectos son especialmente importantes en

96



aplicaciones implantolégicas ya que la prevencion de la colonizacion bacteriana

temprana es un factor determinante para el éxito del implante.

Es fundamental sefalar que los resultados obtenidos muestran una tendencia
inversa entre la viabilidad celular y la actividad antibacteriana a medida que
aumenta el contenido de zinc. Mayores concentraciones de Zn favorecen la
inhibicién bacteriana y a su vez disminuyen moderadamente la viabilidad celular,
manteniéndose en todos los casos por encima del umbral del 70 % establecido
por la norma ISO 10993-5. Este comportamiento resalta la importancia del balance
entre estas propiedades cuando se desarrollan recubrimientos dopados con iones

metalicos con actividad antimicrobiana [91, 127, 128].

El proceso de liberacion de Zn** desde el recubrimiento hacia el medio, es un
factor crucial para regular de manera simultanea la eficacia antibacteriana y la
respuesta biologica del sistema. La cantidad de zinc incorporado, su estado
quimico y distribucion dentro de la matriz, determinan la disponibilidad efectiva de
Zn** para interactuar con el medio biolégico, tanto frente a microorganismos

infecciosos como células huésped [95, 130].

De acuerdo con los resultados obtenidos, la variante VDZn3 presenta el mayor
potencial antibacteriano, mientras que la variante VDZn1 ofrece el mejor equilibrio
entre una alta viabilidad celular y una actividad antibacteriana moderada. Por otro
lado, la variante VDZn2 se puede considerar como una opcion intermedia ideal,
ya que combina una reduccién significativa de UFC con niveles aceptables de

viabilidad celular.

En conjunto, estos resultados respaldan la estrategia de disefio de recubrimientos
multifuncionales basada en la incorporacién controlada de Zn en matrices de CaP,
y se establece una base para correlacionar la liberacion idénica de Zn?* con el

comportamiento bioldgico observado en estos sistemas.
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4.6 Liberacion de iones Zn?* al medio

4.6.1 Fundamentos fisicoquimicos de Ila liberacion idénica en

recubrimientos de CaP

Los recubrimientos de fosfato de calcio que se obtienen mediante deposicidon
biomimética presentan una similar a la apatita biolégica en cuanto a composicion
y estructura. Al ser parcialmente cristalinos y carbonatados, presentan una
elevada reactividad superficial y una capacidad intrinseca para intercambiar iones
con el medio fisiologico [64, 92]. Como resultado, durante la interaccion con fluidos
biologicos la capa de CaP se disuelve parcialmente seguida de procesos de
reprecipitacion que favorecen la formacién de apatita tipo 6sea, fendmeno

asociado a la bioactividad de estos sistemas.

La incorporacién de iones Zn?* en la matriz de CaP puede ocurrir de varias
maneras: mediante sustitucion parcial de Ca?* en posiciones cristalograficas de la
apatita, a través de la inclusién en fases amorfas o pobremente cristalinas de
fosfato de calcio, o por la adsorcién en sitios ricos en grupos fosfato e hidroxilo.
La diferencia en radio i6nico entre Ca%* (= 1.00 A) y Zn?* (= 0.74 A) introduce
distorsiones en la red cristalina que incrementan la energia libre del sistema y

favorecen una mayor solubilidad local del recubrimiento [91, 129].

En consecuencia, fases pobremente cristalinas, con mayor densidad de defectos
estructurales o con sustituciones ionicas, tienden a presentar mayores tasas de
disoluciéon y liberaciéon idnica [92, 129]. Este comportamiento resulta
particularmente relevante para los recubrimientos Zn-CaP, ya que la liberacion
controlada de Zn** puede modular tanto la bioactividad del sistema como su

funcionalidad antibacteriana.

4.6.2 Cinética de liberacion y acoplamiento con bioactividad biomimética

Con el fin de evaluar la cinética de liberacion de zinc, se realizé un ensayo de
liberacion idnica en medio fisiolégico, cuantificando la concentracion de Zn?*

presente en el medio a distintos tiempos de incubacion mediante espectrometria.
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Las mediciones se realizaron a 1, 3 y 7 dias de contacto entre las muestras y el

medio.

Las curvas de liberacién correspondientes a las variantes de tratamiento VDZn1,
VDZn2 y VDZn3 se presentan en la Figura 38. En términos generales, todas las
muestras manifiestan un comportamiento caracterizado por una liberacién inicial
relativamente mayor durante las primeras 24 h, seguida de una disminucion
progresiva en la cantidad de Zn liberada en intervalos de tiempo posteriores. Este
tipo de perfil se encuentra comunmente en fosfatos de calcio que han sido
dopados con iones y representa un reflejo de la distribucion heterogénea de las

especies dopantes dentro del recubrimiento.

A las 24 h de ensayo, la variante VDZn1 correspondiente al recubrimiento con
menor contenido atdmico de zinc presento la mayor concentracion de iones zinc
liberados al medio (0.059 mg/l), en comparacion con los valores cuantificados para
las variantes VDZn2 (0.023 mg/l) y VDZn3 (0.033 mg/l).

Posteriormente, a las 72 h de incubacion, las concentraciones liberadas
disminuyeron para las tres variantes, registrando valores de 0.022 mg/I, 0.020 mg/I
y 0.019 mg/l para VDZn1, VDZn2 y VDZn3, respectivamente.

Después de los 7 dias de ensayo, las concentraciones tendieron a estabilizarse
obteniendo valores de 0.020 mg/l para VDZn1 y aproximadamente 0.017 mg/l para
las variantes VDZn2 y VDZn3. La liberacion acumulada al término del ensayo
alcanzé valores de aproximadamente 0.101 mg/l para VDZn1, 0.060 mg/l para
VDZn2 y 0.069 mg/l para VDZn3. (Ver Tabla 10)
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Figura 38. Perfil de liberacién de Zn** en 50ml de PBS.

Tabla 10. Concentracion (ppm) acumulada de Zn** liberado a medio fisiol6gico.

TIEMPO VDZn1 VDZn2 vDZ3
ppm * DE ppm * DE ppm * DE
24 h 0.059 + 0.003 0.023 £ 0.0015 0.033 £ 0.0020
72 h 0.081 £ 0.004 0.043 £ 0.0025 0.052 + 0.0030
168 h 0.101 £ 0.006 0.060 £+ 0.0035 0.069 + 0.0040

Estos resultados obtenidos muestran que la liberacion total de Zn?* hacia el medio
no se relaciona de manera estrictamente proporcional con la cantidad inicial de
zinc que se incorpord en el recubrimiento. Este comportamiento sugiere que
existen diferentes estados quimicos del Zn dentro de la matriz de CaP, incluyendo
especies que se encuentran adsorbidas en la superficie y otras estructuralmente

incorporadas, cada una con distintos grados de estabilidad y solubilidad.

El perfil de liberacion observado es consistente con un proceso en dos etapas:
primeramente, tiene lugar una liberacion inicial relativamente rapida que se

atribuye a los iones de zinc localizados en la superficie o débilmente unidos a la
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capa de recubrimiento. Posteriormente, ocurre una liberacion mas lenta, que esta

controlada por procesos de difusion y disolucion parcial de la matriz apatitica.

Después de 72 h, las concentraciones de Zn obtenidas para todas las variantes
indican que la influencia de las especies facilmente intercambiables se vuelve
minima, y el proceso de liberacion comienza a estar mas influenciado por la
disolucion de la matriz. La estabilizacion que se observa después de 7 dias
refuerza aun mas esta interpretacion, sugiriendo que se ha alcanzado un cuasi-
equilibrio entre los procesos de disolucion y reprecipitacion en la interfaz

recubrimiento-solucion.

Alas 72 hy 168 h, se observéd una disminucion de las diferencias entre VDZn2 y
VDZn, que no resultaron estadisticamente significativas (p > 0.05) en algunos
casos, lo que indica la direccion hacia un régimen de liberacion controlado por
difusion. Ademas, el analisis ANOVA de dos vias realizado, que consideré tanto
la concentracion de Zn como el tiempo de incubacidn como factores
independientes, confirmd que ambas variables, asi como su interaccion, tuvieron
un efecto estadisticamente significativo sobre la liberacion de Zn?* (p < 0.05). Este
resultado confirma que la liberacion idnica esta regida por un mecanismo acoplado

que involucra tanto factores composicionales como cinéticos.

Los resultados estadisticos refuerzan la validez de las tendencias observadas y
confirman que las diferencias en la liberacion de Zn®* no son simplemente el
resultado de la variabilidad aleatoria, sino que estan intrinsecamente relacionadas

con las caracteristicas fisicoquimicas de los recubrimientos.

4.6.3 Implicaciones bioldgicas de la liberaciéon de Zn?*

La liberacién controlada de Zn** desde los recubrimientos Zn-CaP tiene un
impacto directo en el comportamiento biolégico del sistema. Diversos estudios han
demostrado que el zinc puede ejercer actividad antibacteriana mediante multiples

mecanismos, entre los que se incluyen la alteracion de la integridad de la
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membrana celular bacteriana, la inhibicion de enzimas esenciales mediante

interaccion con grupos tiol, y la induccidn de estrés oxidativo intracelular.

En el caso de bacterias Gram positivas como S. mutans, el Zn?* puede interferir
en procesos metabdlicos asociados a la glicolisis reduciendo la capacidad de
acidogénesis y adhesion a superficies, afectando la capacidad de colonizacion y

formacion de biofilms sobre superficies biomédicas [123, 130].

Los resultados experimentales obtenidos en este estudio son consistentes con
estos mecanismos. La reduccion en las unidades formadoras de colonias,
especialmente para la condicion VDZn3, indica que la concentracion local de Zn?*
alcanzo6 niveles suficientes para inhibir el crecimiento bacteriano; sin alcanzar

concentraciones toxicas para las células.

Sin embargo, la disminucion en la viabilidad celular a medida que aumenta el
contenido de zinc indica que hay una ventana terapéutica bastante estrecha.
Mientras que niveles moderados de Zn?** pueden estimular la actividad
osteogénica y mejorar la eficacia antibacteriana, concentraciones demasiado altas
pueden obstaculizar la proliferacién celular. Esto subraya la importancia de
optimizar cuidadosamente la incorporacion de Zn, asegurando que las tasas de
liberacién se mantengan dentro de un rango que favorezca la integracion de los
tejidos y, al mismo tiempo, evite la colonizacion bacteriana. Por otro lado, el
aumento en la disponibilidad de iones Zn** en el medio también influye en la
respuesta celular, ya que se observa una disminucion moderada de la viabilidad

celular con el incremento del contenido de zinc en el recubrimiento.

La comparacion realizada confirma que, para lograr un equilibrio 6ptimo entre la
eficacia antimicrobiana y la viabilidad celular, se requiere un control preciso del
comportamiento de degradacion y de las tasas de liberacién ionica. Por lo tanto,
los resultados de este estudio respaldan el concepto de que el disefio de
recubrimientos bioactivos debe ser abordado desde una perspectiva dinamica,
donde la transformacion controlada del material y la liberacion de iones sean

disefiadas intencionalmente para regular las respuestas bioldgicas.
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4.7 Evolucién de la rugosidad superficial y sus implicaciones

La rugosidad superficial desempefia un papel critico en el desempefio biolégico
de los implantes basados en titanio, ya que influye directamente en la adsorcién
de proteinas, la adhesién celular y la posterior integracion tisular. En el presente
estudio, las mediciones de rugosidad se realizaron mediante un perfildmetro de
contacto, con el fin de cuantificar los cambios topograficos inducidos por los
tratamientos superficiales secuenciales y la posterior deposicion de

recubrimientos Zn-CaP.

4.7.1 Rugosidad superficial posterior a los tratamientos previos

La evolucion de la rugosidad superficial refleja estrechamente las
transformaciones morfologicas y composicionales inducidas por cada etapa de
modificacién, evidenciando una transicion progresiva desde una superficie
relativamente lisa y anisotropica hacia una interfaz mas compleja y funcionalmente
activa. La Tabla 11 resume la evolucion de los parametros de rugosidad superficial

(Ra, Rz y Rq) después de cada etapa de pretratamiento superficial.

El sustrato de Ti6Al4V en condicion maquinada presento los valores mas bajos de
rugosidad (Ra = 0.163 pm), lo cual es consistente con su topografia anisotrépica
caracteristica, definida por las marcas de maquinado. Este tipo de superficie
presenta un area efectiva limitada y una baja densidad de sitios activos, lo que
restringe su interaccion con el entorno fisioldgico y disminuye su capacidad para

favorecer el anclaje bioldgico.

Después del proceso de grabado acido, se observd un aumento significativo de la
rugosidad (Ra = 0.490 ym), lo cual esta relacionado con la formacién de una red
uniforme de microporos y valles. Este tratamiento elimina de manera efectiva las
marcas de maquinado, al mismo tiempo que genera una superficie
microestructurada con una mayor amplitud pico-valle. Desde una perspectiva

fisicoquimica, esta modificacion resulta relevante, ya que aumenta el area
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superficial disponible y promueve la nucleacion heterogénea al generar sitios

energéticamente favorables para las reacciones posteriores.

Tabla 11. Valores de rugosidad supetrficial obtenidos después de los tratamientos
superficiales secuenciales. Los valores se reportan como media + desviacion estandar
(n = 3). Ra: rugosidad media aritmética; Rz: altura maxima promedio del perfil; Rq:
rugosidad cuadratica media.

TRATAMIENTO  Ra (um) + DE Rz (um) * DE Rq (um) * DE
MAQUINADO 0.163 + 0.034 1.313 £ 0.273 0.306 + 0.275
GA 0.490 + 0.023 3.812 +0.283 0.635 + 0.026
NaOH 0.365 + 0.047 2.566 + 0.509 0.471 £ 0.073
CaCl 0.477 +0.100 3.564 + 0.741 0.615 +0.110

TT 0.551 + 0.095 3.966 + 0.761 0.718 £+ 0.128

El tratamiento alcalino con NaOH logré una reduccién moderada de la rugosidad
micrométrica (Ra = 0.365 um), a pesar de que generd una nanoestructura
altamente porosa. Esta aparente contradiccién sugiere que la formacion de una
capa de gel de titanato sédico provoca un alisamiento parcial a nivel micrométrico,
al mismo tiempo que aumenta la complejidad superficial a escala nanométrica.
Esto resalta una limitacion importante de los parametros convencionales de
rugosidad (Ra, Rz), que pueden no reflejar completamente las caracteristicas

estructurales en diferentes escalas.

Mas que simplemente aumentar la rugosidad, el tratamiento alcalino activa la
superficie de manera quimica, enriqueciendo su composicion con grupos

reactivos que son esenciales para la posterior formacién del recubrimiento.

El tratamiento para la incorporacion de calcio a través de la solucion de CaCl,
resulté en un aumento notable de la rugosidad (Ra = 0.477 pm), junto con una
mayor variabilidad en los valores obtenidos. Este fendmeno es coherente con la
formacion localizada de precipitados ricos en calcio, que introducen una

heterogeneidad superficial y crean sitios preferenciales para la nucleacion de
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fosfatos de calcio. Estas caracteristicas sugieren una transicion hacia una

superficie que esta activada tanto quimica como topograficamente.

Los valores mas altos de rugosidad se obtuvieron después del tratamiento térmico
(Ra = 0.551 + 0.095 ym; Rz = 3.966 + 0.761 um). Esto se puede atribuir a la
consolidacion y estabilizacion de la capa tipo gel obtenida previamente. La
deshidratacion térmica y la contraccion estructural probablemente inducen la
formacion de microgrietas, lo que aumenta la complejidad de esta superficie.
Estas caracteristicas no solo favorecen el anclaje mecanico, sino que también

mejoran la reactividad superficial al exponer sitios activos adicionales.

Aunque no se evaluo la rugosidad del tratamiento hidrotermal (TH,O), se espera
que su principal contribucion sea mas quimica que topografica. Esta fase
promueve el intercambio idnico y la formacién de grupos hidroxilo en la superficie
(Ti-OH), que son conocidos por aumentar la bioactividad y facilitar la nucleacién

de apatita, sin alterar significativamente la rugosidad a nivel micrométrico.

La evolucion de la rugosidad no sigue un patron lineal; en cambio, refleja la
interaccion entre procesos de disolucion, reorganizacion y crecimiento en la
superficie. Lo mas importante es que estos hallazgos sugieren que la activacién
de la superficie no depende solo de la magnitud de la rugosidad, sino del efecto
combinado de la topografia y la quimica de la superficie. La superficie final tratada,
que presenta una rugosidad moderada-alta, funcionalidad quimica y porosidad
jerarquica, proporciona una base ideal para la deposicion biomimética de

recubrimientos.

Se realizé un analisis estadistico para evaluar la relevancia de las diferencias
observadas en los parametros de rugosidad superficial (Ra, Rz y Rq) entre los
distintos tratamientos superficiales. Se aplicé un analisis de varianza de manera
independiente para cada parametro de rugosidad, considerando la condicion de
tratamiento como el factor principal (n = 3 por grupo). Los resultados mostraron
que el tratamiento superficial tuvo un efecto estadisticamente significativo en

todos los parametros de rugosidad (p < 0.01 para Ra, Rz y Rq), lo que sugiere
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que las modificaciones provocadas en cada etapa del tratamiento no son

variaciones aleatorias, sino cambios sistematicos en la morfologia de la superficie.

Las condiciones de grabado acido y tratamiento térmico (TT) presentaron valores
de rugosidad significativamente mas altos en comparacién con la superficie
maquinada (p < 0.05) para todos los parametros. En particular, Ra aument6 de
0.163 £ 0.034 pym en la condicién maquinada a 0.490 + 0.023 ym después del
grabado acido y a 0.551 + 0.095 um después del TT, lo que confirma una
modificacién considerable del perfil superficial. De manera similar, Rz y Rq
siguieron la misma tendencia, con incrementos estadisticamente significativos

después de los tratamientos quimicos y térmicos.

No se observaron diferencias estadisticamente significativas (p > 0.05) entre
algunos tratamientos intermedios, como las superficies tratadas con NaOH y
CaCl,, lo que sugiere que estas etapas contribuyen a la modificacion superficial
de manera mas gradual. Sin embargo, el efecto acumulativo del tratamiento
secuencial, particularmente después del tratamiento térmico final, produjo los
valores mas altos de rugosidad, los cuales fueron estadisticamente distinguibles

respecto a la condicion inicial.

Estos resultados estadisticos confirman que los tratamientos superficiales
aplicados generan modificaciones significativas y reproducibles en la rugosidad
superficial, respaldando su papel en el incremento de la reactividad superficial y
en la generacion de condiciones favorables para la posterior deposicidon

biomimética de CaP.

4.7.2 Rugosidad superficial de los recubrimientos biomiméticos Zn-CaP

La Tabla 12 presenta los parametros de rugosidad superficial de los
recubrimientos Zn-CaP en funcién de la incorporacién de Zn. La rugosidad de
estos recubrimientos evidencia una relacion clara entre la topografia superficial,
la morfologia del recubrimiento y la composicidn quimica, destacando el papel del

Zn como regulador del crecimiento biomimético.
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Tabla 12. Parametros de rugosidad superficial (Ra, Rz y Rq) de los recubrimientos
biomiméticos Zn-CaP depositados sobre sustratos de Ti6Al4V a diferentes
concentraciones de Zn. Los valores se expresan como media + desviacion estandar (n =
3). Ra: rugosidad media aritmética; Rz: altura méaxima promedio del perfil; Rq: rugosidad
cuadratica media.

VARIANT!E Ra (pm) = DE Rz (um) £ DE Rq (um) £ DE
DEPOSICION
VDZn0 0.75+0.07 8.39 £ 0.64 0.98 £ 0.09
VDZn1 0.50+0.18 3.83 £ 0.51 0.69 £ 0.11
VDZn2 0.39 £ 0.04 2.81+0.24 0.49 £ 0.04
VDZn3 0.72+0.08 4.87 £0.30 0.95+0.04

El recubrimiento sin zinc (VDZnO0) presentd los valores mas altos de rugosidad (Ra
= (0.75 ym), lo cual se correlaciona con la formacion de estructuras apatiticas de
mayor tamano y morfologia tipo flor, observadas mediante FE-SEM. Este tipo de
morfologia suele asociarse con condiciones de alta sobresaturacion, en las que el
crecimiento cristalino rapido y poco controlado favorece la agregacion

heterogénea y el incremento de las irregularidades superficiales.

La incorporacion de Zn en bajas concentraciones (VDZn1) llevé a una notable
disminucién de la rugosidad (Ra = 0.50 pm) y a un refinamiento de la
microestructura. Aunque la morfologia tipo flor se mantuvo, se observé una
reduccion en el tamafo de las particulas y una distribucion mas uniforme. La
presencia de Zn, confirmada mediante EDS y XPS, sugiere que los iones Zn?*
comienzan a modificar la energia superficial de los nucleos en crecimiento,
actuando como reguladores cinéticos que limitan el crecimiento cristalino excesivo

sin frenar la formacion de CaP.

Este efecto se hizo mas evidente a una concentracion intermedia de Zn (VDZn2),
donde se registraron los valores mas bajos de rugosidad (Ra = 0.39 + 0.04 um;
Rz =2.81 £ 0.24 ym). La microestructura correspondiente mostré agregados mas
pequefios y fragmentados, asi como una mayor uniformidad en la superficie. El
analisis composicional revelé mayores contenidos de Ca y P, junto con una mayor

incorporacion de Zn, lo que sugiere un equilibrio entre la nucleacion y el
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crecimiento. Como resultado, se logré un recubrimiento mas compacto vy
homogéneo, reflejando un proceso de cristalizacion mas controlado. Al aumentar
la concentracion de Zn (VDZn3), la rugosidad volvié a incrementarse (Ra = 0.72
Mm), acercandose a los valores observados en el sistema sin zinc. Este
comportamiento es coherente con una disminucibn en la cobertura del
recubrimiento y una mayor heterogeneidad superficial, como se evidencio en las
imagenes SEM. Aunque el contenido de Zn es mayor, una concentracion excesiva
de este ion parece inhibir tanto la nucleacion como el crecimiento ordenado de la

fase CaP, resultando en estructuras menos compactas y mas irregulares.

Los resultados analizados muestran que hay una relacion no lineal entre la
concentracion de Zn y la rugosidad de la superficie, lo que sugiere un cambio en
como se forma el recubrimiento. En ausencia de Zn, el crecimiento se basa
principalmente en la cristalizacién por sobresaturacién, lo que da lugar a
estructuras gruesas y desiguales. En concentraciones bajas y medias, el Zn actua
como un modulador del crecimiento, ayudando a crear recubrimientos mas finos
y uniformes. Sin embargo, cuando las concentraciones son mas altas, el Zn tiene
un efecto inhibidor, alterando el proceso de cristalizacion y aumentando

nuevamente la rugosidad.

Este comportamiento es muy relevante desde un punto de vista funcional. La
rugosidad de la superficie no solo influye en el anclaje mecanico, sino también en
la adsorcidn de proteinas, la adhesion celular y la adherencia bacteriana. En este
contexto, la condicion VDZn2 parece ofrecer un equilibrio ideal entre
homogeneidad estructural, rugosidad controlada e incorporacion de Zn. Esta
combinacion podria potenciar la bioactividad, al mismo tiempo que preserva la
funcionalidad antibacteriana, lo que la hace especialmente adecuada para

aplicaciones en superficies implantable.

El analisis estadistico confirmé que la incorporacion de Zn influye
significativamente en los parametros de rugosidad superficial (Ra, Rz y Rq) de los

recubrimientos Zn-CaP (p < 0.01), evidenciando que las variaciones observadas
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corresponden a cambios sistematicos asociados al contenido de Zn. La condicién
VDZn2 presentd los valores de rugosidad mas bajos y una morfologia mas
homogénea, reflejando un crecimiento cristalino mas controlado. En contraste,
VDZn3 mostré un incremento significativo de la rugosidad respecto a VDZn2 (p <
0.05), con valores similares a los del recubrimiento sin Zn, lo que sugiere que
concentraciones elevadas de Zn alteran el crecimiento regular de la fase CaP y

favorecen una mayor heterogeneidad superficial.

Finalmente, se determin6 que existe una relacion no lineal entre la concentracion
de Zn y la rugosidad superficial. VDZn2 se presenta como la condicién optima
para reducir de rugosidad y lograr una superficie mas uniforme. Estos resultados
refuerzan el papel del Zn como regulador clave en el crecimiento biomimético y
resaltan la importancia de controlar su concentracion para ajustar la topografia

superficial y el desempefio funcional del recubrimiento.

4.7.3 Relacién estructura—propiedad asociada con la rugosidad superficial

Los resultados sobre la rugosidad superficial mostraron una relacién no lineal con
la adicién de Zn, lo que esta relacionado con cambios en la microestructura, la
composicién quimica, la liberacién de iones y el rendimiento biolégico de los
recubrimientos. En la condicién sin Zn (VDZn0), se observaron los valores mas
altos de rugosidad, debido a la formacion de grandes y heterogéneos agregados
de apatita, resultado de un crecimiento cristalino poco controlado. Al afadir
pequefias cantidades de Zn (VDZn1), la rugosidad disminuyd y la microestructura
se refind, lo que favorecio una distribucion mas uniforme de las particulas y una
liberacion inicial de Zn?* que pudo inducir actividad antibacteriana sin afectar de

manera significativa la adhesion celular.

La condicion VDZn2 mostré los valores mas bajos de rugosidad y una morfologia
mas homogénea, lo que se asocia con una incorporacion mas eficiente de Zn en
la red de CaP y un perfil de liberacion mas controlado. Esta combinacion logré un
buen equilibrio entre la actividad antibacteriana y la citotoxicidad. Por otro lado,

las concentraciones mas altas de Zn (VDZn3) aumentaron nuevamente la
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rugosidad y la heterogeneidad superficial, mejorando la actividad antibacteriana,
pero provocando una acumulacion localizada de Zn y una disminucion en la

viabilidad celular.

En resumen, estos resultados indican que el Zn actua como un regulador del
crecimiento biomimético y de la formacion microestructural del recubrimiento,
controlando al mismo tiempo la rugosidad, la liberacién de iones y la respuesta

biologica.
4.8 Discusion final

Este capitulo se enfocé en el desarrollo y la caracterizaciéon de recubrimientos
bioactivos y antibacterianos sobre sustratos de Ti6Al4V ELI. Para ello, se utilizd
una estrategia secuencial combinando la activacién superficial, la deposicion
biomimética de fosfatos de calcio y la funcionalizaciéon con iones de zinc. Los
resultados obtenidos permiten establecer conexiones claras entre la
microestructura del recubrimiento, su quimica superficial, los mecanismos de
liberacion ionica y la respuesta bioldgica observada, brindando una vision

completa del rendimiento multifuncional de los sistemas desarrollados.

La activacion quimico-térmica (NaOH-CaCl,-TT-H,O) cre6 una superficie con una
estructura jerarquica, caracterizada por una red micro- y nanoporosa rica en
especies de titanato y calcio que se incorporan en la superficie. Esta arquitectura
no solo aumenta el area especifica y la energia superficial del material, sino que
también introduce sitios quimicamente activos que actuan como centros
preferenciales para la nucleacién de la deposicion biomimética de fosfatos de
calcio. Este comportamiento se alinea con los modelos propuestos por Kokubo y
Takadama, donde la presencia de capas de titanato y grupos hidroxilo en la
superficie favorece la formacion de apatita bioactiva a través de mecanismos de

disolucién-reprecipitacion.

La evaluacién de los parametros de deposicion permitio identificar una ventana de

procesamiento definida para obtener recubrimientos estructuralmente confiables.
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Las variantes de deposiciéon biomimética (VD1-VD4) demostraron claramente
como la concentracion ionica en la solucidn y el tiempo de inmersion afectan la
morfologia, homogeneidad y espesor del recubrimiento formado. Al aumentar la
concentracion de Ca*" y PO,* en la solucion (SBFx10), junto con tiempos de
tratamiento mas prolongados, se favorecié la creacién de capas mas continuas,
densas y homogéneas. Sin embargo, estas condiciones también incrementaron la
tendencia a la formacién de grietas, debido a las tensiones generadas durante el
secado y la densificacion térmica. Entre las condiciones evaluadas, el tratamiento
SBFx10-4 h (VD3) logré un equilibrio 6ptimo, produciendo recubrimientos
homogéneos, sin grietas y con una alta cobertura superficial. Estos hallazgos
subrayan la importancia de controlar la sobresaturacion y la cinética de deposicidn
para lograr recubrimientos biomiméticos que sean mecanicamente estables y

funcionalmente confiables.

La inclusion de zinc en los recubrimientos introdujo una funcionalizacidn adicional
destinada a conferir actividad antibacteriana al sistema sin comprometer del todo
su bioactividad. Desde el punto de vista microestructural, la presencia de Zn
modificé la cinética de nucleacion y crecimiento de la apatita, generando
morfologias tipo flor, una mayor tendencia a la aglomeracién de particulas y, en
concentraciones elevadas, una menor cobertura superficial del sustrato. Este
comportamiento puede explicarse por la incorporacién parcial de Zn?* en la red
apatitica y su adsorcién en la superficie del recubrimiento, lo que aumenta el grado
de desorden estructural y modifica la energia interfacial durante los procesos de

cristalizacion.

El analisis quimico superficial realizado con EDS y XPS confirmd que el zinc se
incorpora en todas las variantes de Zn-CaP, mostrando un aumento progresivo en
su contenido desde VDZn1 hasta VDZn3. Ademas, teniendo en cuenta la baja
cristalinidad que caracteriza a las apatitas biomiméticas, estos hallazgos sugieren
que una parte considerable del zinc esta vinculada a estados estructurales menos
estables, lo que facilita su posterior liberacion idnica en el medio fisiolégico. La

respuesta bioldégica mostré un comportamiento claramente definido y dependiente
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de la dosis. Por un lado, los ensayos de citotoxicidad revelaron que el aumento en
el contenido de zinc en el recubrimiento resulté en una disminucién progresiva de
la viabilidad celular, tanto en fibroblastos gingivales como en fibroblastos
dérmicos. Sin embargo, en todos los casos, los valores de viabilidad se
mantuvieron por encima del umbral del 70%, que es el criterio establecido por
normas internacionales para considerar que no hay citotoxicidad. Estos resultados
confirman que los recubrimientos desarrollados presentan niveles adecuados de

biocompatibilidad dentro del rango de concentraciones evaluado.

Por otro lado, los ensayos de actividad antibacteriana frente a S. mutans
mostraron un aumento progresivo en la inhibicion del crecimiento bacteriano a
medida que aumentaba el contenido de zinc en el recubrimiento. Este
comportamiento respalda el papel funcional del Zn como agente antibacteriano
activo, cuya accién se relaciona con mecanismos como la alteracion de la
integridad de la membrana bacteriana, la inhibicion enzimatica y perturbacion del

metabolismo celular bacteriano.

Los resultados de la liberacion iénica revelaron que la cantidad de Zn?* liberada
no se relaciona de manera directa con el contenido atomico de Zn que se ha
incorporado en el recubrimiento. En cambio, el perfil de liberacién parece estar
fuertemente afectado por cdmo se incorpora el ion dentro de la matriz de fosfato
de calcio. Un mayor contenido de zinc favorece su integracion parcial en la red de
CaP, lo que resulta en una interaccion estructural mas estable y, por lo tanto, en

una liberacién mas controlada y gradual hacia el medio.

La liberacion de Zn?* esta estrechamente relacionada con los resultados que se
observan en los ensayos bioldgicos. Por un lado, la presencia de este ion en el
medio contribuye a aumentar la actividad antibacteriana de los recubrimientos
contra S. mutans. Por otro lado, su incremento también influye en la respuesta
celular, mostrando una disminucién moderada en la viabilidad a medida que se
eleva el contenido de zinc. Desde la perspectiva de los mecanismos que rigen

este proceso, la liberacion controlada de Zn?*, junto con la de Ca**y PO,*", genera
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un microambiente interfacial dinamico donde coexisten procesos de bioactividad,
modulacién celular y actividad antibacteriana. Este vinculo entre disolucién,
liberacion idnica y reprecipitacion de apatita es clave para el rendimiento
multifuncional del sistema. El analisis conjunto de los resultados revela un
equilibrio interesante entre la viabilidad celular y la capacidad antibacteriana de
los recubrimientos. En este sentido, las variantes con bajo o medio contenido de
zinc (VDZn1 y VDZn2) se destacan como opciones especialmente prometedoras,
ya que logran un buen balance entre la viabilidad celular y la inhibicion de
bacterias. Por otro lado, la variante VDZn3 muestra la mayor actividad
antibacteriana, aunque esto se traduce en una mayor disminucién de la viabilidad

celular.

En resumen, estos hallazgos posicionan a los recubrimientos Zn-CaP como
plataformas muy prometedoras para aplicaciones en implantologicas,
especialmente en situaciones clinicas donde la prevencion de infecciones y una
rapida osteointegracion son claves para el éxito del implante. Ademas, este
estudio establece las bases para futuras investigaciones orientadas a optimizar la
cinética de liberacion de iones, evaluar la formacion y estabilidad de biofilms
bacterianos a largo plazo, y validar in vivo el desempefio multifuncional de estas

superficies.
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos con relacion a la hipotesis planteada, se concluye lo

siguiente:

1.

Los tratamientos de activacion superficial generaron modificaciones
morfolégicas, composicionales y topograficas en la aleacion Ti6Al4V,
produciendo superficies micro y nanoporosas con presencia de especies
ricas en Ca?", que actlan como sitios activos para la nucleacion y

crecimiento de fases tipo apatita.

Los recubrimientos de CaP obtenidos mediante deposicion biomimética
presentan una morfologia caracteristica compuesta por agregados de
particulas tipo racimos o ramilletes, y estructuras laminares o tipo placa. Se
observo una mayor uniformidad y cobertura superficial en las variantes VD3
y VD4, confirmandose mediante analisis composicional su naturaleza

fosfocalcica.

La incorporacion de Zn en los recubrimientos no afecté negativamente la
formacion de la matriz de CaP, sino que generé modificaciones en la
microestructura y en la quimica superficial evidenciadas por un arreglo
heterogéneo con mayor tendencia a la aglomeraciéon a medida que
aumenta el contenido de zinc. El analisis composicional confirmé la
presencia de Zn en todas las variantes de deposicion, siendo la variante

VDZn3 la que presentd el mayor contenido de este elemento en la capa.

El ensayo de citotoxicidad evidencié una disminucion progresiva de la
viabilidad celular con el incremento del contenido de Zn (VDZn1 > VDZn2
> VDZn3), observandose el menor porcentaje de viabilidad celular para el

caso de la variante VDZn3. Sin embargo, todas las variantes mantuvieron
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valores superiores al 70 %, indicando una biocompatibilidad aceptable

dentro del rango evaluado.

5. Desde el punto de vista antibacteriano, los resultados de recuento en placa
frente a S. mutans demostraron un aumento en la capacidad antibacteriana
con el incremento del contenido de zinc, evidenciada por la reduccion
progresiva en el numero de UFC (VDZn1 <VDZn2 <VDZn3), confirmando
el papel del Zn** como agente antibacteriano activo dentro de la matriz
CaP.

6. Los ensayos de liberacion idnica demostraron que los recubrimientos Zn-
CaP presentan una liberacion controlada de Zn?*, caracterizada por una
etapa inicial mas pronunciada durante las primeras 24 horas, seguida de
una fase de estabilizacion a tiempos mayores. Este comportamiento no
sigue una relacion estrictamente proporcional con el contenido total de zinc,
sino que depende del estado quimico, la distribucion y el mecanismo de

incorporacion del Zn en la matriz de CaP.

De manera general, los resultados evidencian que los recubrimientos de Zn-CaP
desarrollados en este estudio presentan una liberacion controlada de Zn?*, lo que
permite inhibir el crecimiento de microorganismos infecciosos sin generar efectos
citotoxicos, manteniendo valores de viabilidad celular superiores al 70 %. En este
sentido, las variantes con contenidos bajos a intermedios de zinc representan un
balance adecuado entre funcionalidad antibacteriana y biocompatibilidad.
Finalmente, se concluye que la incorporacion controlada de zinc en recubrimientos
biomiméticos de fosfato de calcio constituye una estrategia efectiva para el
desarrollo de superficies implantables multifuncionales, capaces de inhibir la
colonizacion bacteriana sin comprometer la respuesta celular, validando asi la
hipétesis planteada y su potencial aplicacién en implantologia y dispositivos

biomédicos avanzados.
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CAPITULO 6

RECOMENDACIONES

Ampliar el estudio de las sefiales XPS de alta resolucion, con el propésito
de identificar con mayor precisién los estados de oxidacion de los
elementos presentes en los recubrimientos y contribuir a la estimacion de

las fases formadas.

Complementar la caracterizacion quimica mediante FTIR para la validacion

del intercambio idnico entre Zn?* y Ca?*.

Evaluar las propiedades mecanicas de los recubrimientos de Zn-CaP

especificamente la adherencia al sustrato y la dureza.

Desarrollar ensayos de respuesta celular utilizando modelos celulares con
capacidad de diferenciacion osteogénica, debido a que estos

recubrimientos estan orientados a interactuar con tejido 6seo.

Evaluar el desempefio biolégico de las superficies en modelos animales,
con el objetivo de analizar la respuesta del tejido 6seo y validar su potencial

de integracién en condiciones fisiolégicas reales.
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