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RESUMEN

El propdsito de este estudio fue desarrollar recubrimientos biofuncionales de Quitosano
e Hidroxiapatita sobre sustratos de Ti6Al4V. EI método propuesto para la fabricacion del
recubrimiento multicapa estd basado en la deposicion de HAp mediante HVOF como técnica
de termorociado y la deposicion de quitosano mediante electrodeposicion. El proceso de HVOF
consistié en aplicar un total de 60 pasadas y fue caracterizado mediante Difraccion de Rayos
X (XRD) y Microscopia Electrénica de Barrido (SEM). El recubrimiento exhibi6 un alto grado
de cristalinidad (68%) con un tamarfio de poro promedio de (38 = 4.6) um, sin la presencia de
fases secundarias que afecten la integridad mecanica del recubrimiento. Para la
electrodeposicién de quitosano se aplicé condiciones de voltaje y tiempo de 3V, 4V y 5V, 20
y 30 minutos respectivamente, donde se evidencid, mediante SEM, la formacion de maultiples
capas de quitosano depositadas de manera homogénea a lo largo de la superficie del sustrato.
En base a este analisis se determin6 que las condiciones mas adecuadas para la
electrodeposicion se logran a 5V y 30 min. Se observo, ademas, que la variacion de las
condiciones de electrodeposicion influye en el tamafio de poro del recubrimiento de quitosano,
generando poros en un rango de 30-40 um, lo cual lo hace apropiado en aplicaciones de
encapsulacion y liberacion de farmacos, tales como Proteinas Morfogenéticas Oseas (BMP)
para la estimulacion de crecimiento 6seo en protesis metalicas.

Palabras clave: Ti6Al4V, Recubrimientos Biofuncionales, Hidroxiapatita, Quitosano, HVOF,
Electrodeposicion, Protesis.



ABSTRACT

The purpose of this study was to develop biofunctional coatings of Chitosan and
Hydroxyapatite on Ti6Al4V substrates. The proposed method for the fabricated multilayer
coating is based on the deposition of HAp by HVOF as a thermal spray technique and the
deposition of chitosan by electrodeposition. The HVOF process consisted of applying a total
of 60 passes and was characterized by X-ray Diffraction (XRD) and Scanning Electron
Microscopy (SEM). The coating exhibited a high degree of crystallinity (68%) with an average
pore size of (38 + 4.6) um, without the presence of secondary phases that affect the mechanical
integrity of the coating. For the chitosan electrodeposition process, we applied voltage and time
conditions of 3V, 4V y 5V, 20y 30 minutes, respectively, were it was evidenced, through SEM,
through SEM, the formation of multiple layers of chitosan deposited in a homogeneous way
along the surface of the substrate. Based on this analysis, it was determined that the most
suitable conditions for electrodeposition are achieved at 5V and 30 min. It was also observed
that the variation of the electrodeposition conditions influences the pore size of the chitosan
coating, generating pores in a range of 30-40 um, which makes it suitable in applications of
encapsulation and release of different drugs, such as Bone Morphogenetic Proteins (BMP) for
the stimulation of bone growth in metal prostheses.

Key words: Ti6Al4V, Biofunctional Coatings, Hydroxyapatite, Chitosan, Thermal Spray,
HVOF, Electrodeposition, Prosthesis.
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1. INTRODUCCION

Las aleaciones metélicas actualmente son los materiales mas utilizados en la
fabricacién de proétesis e implantes para diferentes aplicaciones 6seas, siendo uno de los méas
comunes el Ti6AI4V. Uno de los factores mas importantes que deben cumplir estas aleaciones
metalicas es una buena resistencia a la corrosion al momento que estén inmersos en un medio
hostil, como es el cuerpo humano, y poder mantener una buena estabilidad térmica a una
temperatura de 37°C (D Zujur & Alvarez Barreto, 2016). La corrosion es un factor importante
ya que puede generar Oxidos en la superficie del metal, lo cual puede producir diversas

reacciones en los tejidos, ocasionando la falla del implante.

Un problema que se presenta usualmente en las prétesis metalicas es la reaccion del
tejido en contacto con el biomaterial, lo cual puede desencadenar en el rechazo del dispositivo
implantado debido a una reaccién extrafia del cuerpo (Oshida, 2013). La superficie del
biomaterial juega un papel importante en la interaccion bioldgica, siendo esta la Gnica parte
gue se encuentra en contacto directo con el tejido humano. También, las propiedades de la
superficie, como la topografia, son importante porque puede afectar la interaccion con el tejido
circundante (Balza et al., 2013). Por ende, un componente crucial para que exista una buena
adhesion celular a la superficie del implante, es lograr bioactivar la superficie metalica por
medio de dos enfoques importantes: tratamientos superficiales para modificar la topografia y
también la aplicacion de recubrimientos bioactivos. Otro problema que han presentado estos
materiales son dadas por dos limitaciones: la primera es la bioactividad y la segunda es la
susceptibilidad de la superficie a la oxidacién por colonizacién bacteriana. En el caso de los
implantes dentales, se ha visto que aproximadamente el 52,5 % de estos implantes fallan debido

a infecciones bacterianas (Denise Zujur et al., 2015).
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Se ha estudiado cerca de 1096 casos de pacientes con artroplastia total de cadera
pasado cinco afos desde la colocacion del implante. Se observé que la falla del dispositivo se
debid a varios efectos relacionados a la mala préactica quirdrgica y a la escasa regeneracion de
hueso y cartilago (Olmstead, 2014). Segun el Instituto de Estadisticas y Censos, INEC, en
Ecuador, en el afio 2014 se registraron alrededor de 9 mil fracturas de diferentes miembros
como craneo y huesos faciales, femur, cuello, y pelvis, entre otros; muchas de estas fracturas
requieren la aplicacion de protesis metalicas, por lo que se puede apreciar que existe una alta
demanda de proétesis e implantes 6seos que necesitan aumentar su desempefio y dar un mejor
estilo de vida al paciente (INEC, 2014). Mediante tratamientos superficiales se puede disminuir

la tasa de falla del implante, asi como aumentar el tiempo de vida del mismo.

La Hidroxiapatita (Hap, Ca,o(P0,)s(OH),) ha sido tema de estudio por muchos
investigadores, al ser considerada uno de los materiales mas apropiados como recubrimientos
superficiales sobre protesis de titanio, debido a su composicion quimica, alta bioactividad y su
capacidad de mejorar la osteointegracion, proceso de conexion directa entre el hueso vivo y el
implante (Branemark, 2005). Entre los procesos de deposicion de HAp en superficies
metalicas, el High Velocity Oxygen Fuel (HVOF) representa una interesante alternativa para
realizar recubrimientos estables debido a que la temperatura del proceso (< 3200 °C) es menor
en comparacion a otras técnicas como el plasma spray; ademas, exhibe altas velocidades (en el
régimen supersonico), haciendo posible presentar estructuras cristalinas que puedan generar
una gran estabilidad y buenas propiedades mecanicas a largo tiempo (Jiménez, 2020). Sin
embargo, un problema usual que presentan este tipo de recubrimientos ceramicos es la
presencia de esfuerzos térmicos durante el proceso de HVOF, que puede conducir a grietas en
la interface y comprometer la adherencia del recubrimiento (Li et al., 2002). No solo se han

reportado problemas por esfuerzos térmicos, sino también pueden producirse reacciones
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quimicas entre el material ceramico y el metal, que puede reducir la adhesion célula-sustrato
(Katti, 2004). Es por eso que los biopolimeros como la pectina, quitina, celulosa y el quitosano
también se han estudiado ampliamente en la generacion de recubrimientos sobre sustratos
metéalicos (Vartiainen et al., 2014). Entre los biopolimeros mas utilizados como recubrimientos
sobre sustratos metalicos y para aplicaciones de regeneracion de tejidos, se encuentra el
quitosano (QT). Este es un polisacarido que proviene del exoesqueleto de crustaceos marinos
y paredes celulares de hongos. Debido a su baja tasa de degradacion, el quitosano permite tener
un enfoque importante en el desempefio de la adherencia en el sustrato, ya que posee la ventaja
de poder ser enlazado a superficies metalicas mediante varios métodos (Di Martino et al.,
2005). Los métodos que mas se han utilizado son: la adsorcién e interaccion quimica

(GERGELY et al., 2000).

El quitosano de igual manera ha sido estudiado como precursor para aplicaciones en
crecimiento de hueso y cartilago ya que tiene la posibilidad de funcionalizarse con diversas
moléculas bioactivas y la capacidad de ajustar perfiles de liberacion controlada con diferentes
biomoléculas (Bumgardner et al., 2007). Numerosos estudios han demostrado que el quitosano
como film y gel puede mejorar considerablemente la regeneracion de hueso debido a su
capacidad de encapsular factores de crecimiento que a la vez incrementen la migracion celular

y mejoren la osteointegracion de la protesis (Denise Zujur et al., 2015).

Actualmente se han propuesto nuevos métodos de recubrimientos para sustratos de
titanio a base de quitosano. Uno de ellos es el método de electrodeposicion, una técnica versatil
y eficiente para fabricar peliculas tanto delgadas como gruesas y recubrimientos en areas de
mucho interés. Este proceso consiste en crear un campo eléctrico con la finalidad de emplear

particulas cargadas eléctricamente y depositarlas en una superficie determinada. La
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electrodeposicion, a diferencia de otras técnicas de deposicidn, permite realizar el mismo
proceso en un menor tiempo, en condiciones de temperatura ambiente y ademas no requiere
agentes de entrecruzamiento (Z. Wang et al., 2014). La electrodeposicion de quitosano ha sido
recientemente estudiada en la Universidad San Francisco de Quito, sobre superficies de
Ti6Al4V, demostrando ser una tecnologia con alto potencial, pero su aplicacién sobre

recubrimientos de hidroxiapatita debe ser ain estudiada (Alvarez, 2020).

Por lo tanto, el presente estudio busca desarrollar recubrimientos biofuncionales, a base de
quitosano e hidroxiapatita, para superficies de Ti6Al4V. Para esto, se depositd HAp sobre la
superficie de titanio por el método de HVOF y posteriormente se evalué la electrodeposicion
de QT sobre las muestras recubiertas de hidroxiapatita, con la finalidad de encontrar las
condiciones méas adecuadas de deposicion. La importancia de esta investigacion es otorgar un
mejor desempefio de implantes a base de Ti6Al4V mediante la aplicacion de novedosos
métodos superficiales, para de esta manera, corregir los multiples problemas clinicos que se

han reportado.
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2. METODOLOGIA

A continuacién, se presenta un esquema general de las modificaciones superficiales que
se realiza en los sustratos de Ti6Al4V. Esto permite ejemplificar los procesos que se llevan a

cabo para generar recubrimientos biofuncionales a base de quitosano e hidroxiapatita.

Hidroxiapatita Quitosano

2O
A

PO,
- .

)
R Y

Figura 1. Esquema General para los Recubrimientos Biofuncionales de HAp y QT en la
superficie de Ti6Al4V.

2.1 Obtencion y Preparacion de las Muestras

Las muestras fueron obtenidas a partir de probetas cilindricas de una aleacion de
Ti6AIl4V, de ¥z pulgada de didmetro y 1 pie de longitud. Esta fue seccionada en discos de 8mm

de espesor por medio de corte por electroerosion por hilo.
2.2 Preparacion Superficial (Granallado)

Con la finalidad de obtener una rugosidad superficial cercana a las de las protesis
comerciales, de aproximadamente 3-5um (Alvarez, 2020), se realiz6 el proceso de granallado
o sandblasting. EI proceso consistié en utilizar polvo de Alimina (Al2O3) con un tamafio de

particula entre 500-600 um, las mismas que fueron colocadas en la méaquina de granallado y
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posteriormente se fijo los pardmetros mencionados en la Tabla 1. Posteriormente se dispuso
las muestras en un portamuestras metalico, y este se colocé dentro de la camara de granallado,
donde se depositaron las particulas de alimina sobre los sustratos de titanio. Luego del
granallado, las muestras fueron lavadas en ultrasonido durante 15 minutos, para eliminar

cualquier impureza presente en el material.

Tabla 1. Parametros para el Granallado de las superficies de Ti6Al4V

Variables

Presion de la Camara [MPa] 0.5
Distancia de Aplicacion [m] 0.1
Orientacién [°] 90

Tiempo de Granallado [s] 10

2.3 Recubrimiento de Hidroxiapatita por el método HVOF (High Velocity Oxygen Fuel)

El High Velocity Oxygen Fuel, HVOF, es una técnica de termorociado que consiste en
la proyeccion de material sobre la superficie del sustrato (Henao et al., 2018).Para esto se
necesita calentar el material que sera termorociado y posteriormente este es acelerado por una
tobera, lo cual permite que se llegue a velocidades supersénicas, mayores a 343 m/s (Lima et
al., 2005). En esta investigacion, se utiliz6 particulas de hidroxiapatita, donadas por el Centro
de Investigacién y de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional de México, las
cuales son depositadas sobre la superficie de titanio y a la vez genera una capa de
recubrimiento. Para este proceso fue necesario seleccionar el gas de llama que permita lograr

una mejor calidad en el recubrimiento, por lo cual, en base a estudios anteriores, se determind
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que el propano genera buenos resultados (Jiménez, 2020). Posterior a esto, se introdujo el polvo
de HAp en la pistola y se controlé la presion de ambos gases (oxigeno y propano) los cuales
deben estar a 3 bares, para asegurar que el polvo fluya de manera efectiva durante el proceso

de HVOF. Los parametros utilizados se resumen en la Tabla 2.

Tabla 2. Parametros para el proceso de HVOF

Parametro Valor
Temperatura de Precalentamiento del polvo [°C] 150
Temperatura de Precalentamiento del alimentador [°C] 100
Temperatura de Precalentamiento de la muestra [°C] 50
Distancia de Aplicacion [m] 0.2
Velocidad del Alimentador [rpm] 9

Figura 2. Proceso de Termorociado por HVOF sobre los sustratos de Ti6Al4V
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2.4 Preparacion de Quitosano

El quitosano (Medio peso molecular, Sigma, 448887) fue disuelto en 0.25% v/v &cido
acético, para una concentracion final de 0.5% p/v. Luego, el pH se llevd a 5.5, y la solucion se
filtr6 mediante un filtro de papel grado 4 a condiciones de vacio, se mantuvo en refrigeracion

a 4°C, hasta su uso.

2.5 Electrodeposicion de Quitosano

Para el proceso de electrodeposicion, se disefidé una estructura mecanica (Figura.3) la
cual permite colocar la muestra de titanio, el electrodo de platino. Para esto fue necesario
desarrollar un sistema donde se pueda acoplar de manera fija los electrodos, procurando que
su distancia este entre 5-10 mm, manteniendo asi finalmente una distancia entre electrodos de
5 mm lo cual entra en el rango propuesto. Se procurd que la estructura sea adaptable para
distintos experimentos y se utilizo técnicas de impresion 3D para la manufactura de las piezas
de acople para los electrodos de titanio y platino. Posterior a eso, los sustratos de titanio, con
el recubrimiento de hidroxiapatita, fueron sumergidos en 150 ml de la solucién de quitosano,
en la que se aplicé un campo eléctrico mediante una fuente, con la finalidad de mantener
constantes el voltaje y la corriente por un tiempo determinado. En la Tabla 3 se resumen las
variables de entrada en la electrodeposicion. Al finalizar este proceso, las muestras fueron

lavadas, congeladas y liofilizadas para su posterior caracterizacion.

Tabla 3. Variables del Proceso de Electrodeposicion

Variable Valores
Voltaje [V] 3,4y5
Tiempo [min] 20y 30

Concentracion de Quitosano [%] 0.5
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Figura 3. Esquema del sistema de electrodeposicion

2.5 Funcionalizacién de Quitosano

El quitosano es funcionalizado para hacerlo fluorescente y asi corroborar visualmente
su electrodeposicién y la homogeneidad del recubrimiento a través de la superficie. Esto se
hizo utilizando anhidrido 1,8-naftalico (NAN), segtn el método desarrollado en el Laboratorio

de Biomateriales-USFQ (Rodriguez, 2020).

2.6 Caracterizacion Recubrimiento de Hidroxiapatita y Quitosano

La caracterizacion de los sustratos recubiertos con HAp consistié en analizar su
morfologia mediante Microscopia Electrénica de Barrido (SEM) a magnificaciones de 100x,
500x y 1000x para observar si la estructura encontrada es congruente con procedimientos de
HVOF a condiciones similares. Las muestras fueron analizadas con el Microscopio Electronico
JEOL JSM-IT300LA a 15 kV y 50 Pa, como pardmetros de caracterizacion. Luego de esto se

realiz6 Difraccion de Rayos-X al recubrimiento utilizando la técnica de Incidencia Rasante,
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con un angulo de difraccion de 26 en un rango de 10-80°, a un step size de 0.05°, y a un step
time de 2.5 s, donde se quiere determinar las fases presentes en el proceso de HVOF y
cuantificar la cristalinidad del recubrimiento. Para determinar cuéles picos son Hidroxiapatita,
se utilizo el software Qualx el cual permite conocer las fases de interés y normalizar los datos
del Difractograma. Los resultados del XRD fueron comparados con la base de datos del
programay de esta manera se pudo conocer a que angulo 26 se encuentran especificamente las

fases de HAp.

Posteriormente se utilizo el software Origin Pro para graficar el espectro, seleccionar
los picos que son efectivamente el material de interés y calcular la cristalinidad del
recubrimiento. Para calcular la cristalinidad se debe seleccionar los picos que representen las
fases de HAp (fase cristalina) y el software integra el area de cada uno de los picos. El grado

de cristalinidad, esta dado por la siguiente relacion:

o Area Picos Cristalinos
Grado de Cristalinidad % = - - - - x100
Area de todos los Picos (Cristalinos + Amorfos)

Donde los picos amorfos son los picos anchos, los cuales representan que hay presencia
de fases secundarias en el recubrimiento debido al termorociado por HVOF y los delgados

(Sharp Peaks) representan los picos cristalinos.

Las muestras electrodepositadas a diferentes condiciones de tiempo y voltaje fueron
analizadas mediante SEM a magnificaciones de 100x, 500x y 1000x y utilizando los mismos
pardmetros de caracterizacion en el Microscopio Electronico (15kV y 50 Pa). Posteriormente

se realizé un analisis del tamafio de poro para cada condicion de tiempo y voltaje, para observar
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la dependencia de las condiciones de electrodeposicién en la porosidad del recubrimiento. Para
evaluar la porosidad de ambos recubrimientos se analizo los sustratos a magnificaciones de
500x y 1000x para obtener los tamafios de poro. La medicién del tamafio de poro se realizd
mediante analisis por computador, utilizando el Software ImagelJ. Para el analisis estadistico,
se grafico histogramas para observar la distribucion de la porosidad en los recubrimientos y

determinar un tamafio de poro promedio en base a varias mediciones.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente estudio, se llevo a cabo diferentes experimentos para evaluar los
recubrimientos de HAp y Quitosano en muestras de Ti6Al4V. El primer analisis consistio en
la caracterizacion de la morfologia del recubrimiento de HAp, para evaluar las ventajas y
desventajas de los parametros de HVOF utilizados. El segundo anélisis es caracterizar el
recubrimiento de Quitosano y determinar cuéles son las condiciones de Electrodeposicion que
generan una morfologia mas uniforme a lo largo de los sustratos y a la vez verificar mediante

la funcionalizacion de Quitosano que tan homogéneo es el recubrimiento.

3.1 Anadlisis del Recubrimiento de Hidroxiapatita

3.1.1 Caracterizacion Morfologica del recubrimiento de Hidroxiapatita.

La caracterizacion de la morfologia del recubrimiento se realizé mediante Microscopia
Electrénica de Barrido (SEM), para observar la presencia de una capa de Hidroxiapatita sobre
las muestras de titanio que anteriormente fueron granalladas para incrementar su rugosidad
especifica. Este recubrimiento, como se muestra en la Figura.4, es comparado con el estudio

de (Jiménez, 2020), donde se utiliz6 los mismos parametros de HVOF y el propdsito de este
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analisis es observar si este protocolo de termorociado es replicable, y ademas que genere
morfologias de HAp similares. Esta comparacion permite verificar que efectivamente el polvo
de HAp se deposito sobre la superficie de titanio y al mismo tiempo que su morfologia muestre
la homogeneidad del recubrimiento. En la Figura.4, se puede observar que ambas superficies

muestran la presencia de Hidroxiapatita y sus morfologias tienen una alta similitud.

Figura 4. Comparacion del Recubrimiento de HAp visto a 100x: a) Jiménez, 2020
b) Investigacion Presente. LVSED, Barra de Calibracion: 100um

El recubrimiento de HAp, como se muestra en la Figura.5(a), indica las zonas donde
hay presencia de porosidad en el recubrimiento. Es importante mencionar que el recubrimiento
de HAp es irregular a lo largo de la superficie de titanio, ya que existen zonas donde claramente
se puede apreciar protuberancias debidas a la aglomeracion del polvo de HAp, pero que a la
vez no afectan en la integridad del recubrimiento. Una manera eficaz para determinar que el
recubrimiento de HAp se llevo a cabo satisfactoriamente, es evaluando la fusion parcial de la
Hidroxiapatita en la superficie de Titanio. Un indicador para evaluar la fusion del material

sobre los sustratos de Titanio, es la presencia de burbujas con alta esfericidad. En este estudio
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se compard nuestro analisis con el de (Harun et al., 2018), donde se utiliz6 la misma técnica de
termorociado, con la finalidad de corroborar que nuestra morfologia y la presencia de

microesferas, es el resultado de la fusion de HAp aplicando la técnica de HVOF.

b LAY .
x1,000 N 10um

Figura 5. Analisis mediante SEM de la Presencia de Porosidad y Fusion en el Recubrimiento
de HAp: a) Zonas de Porosidad vistas a 1000x, b) Esferas de HAp fusionadas con la
superficie de Ti6Al4V vistas a 2000x. LVSED, Barra de Calibracion: 10um

Como se muestra en la Fig. 5(b), claramente la morfologia del recubrimiento presenta
diferentes microestructuras, mostrando poros y aglomeracion de particulas de HAp que no se
fusionaron con la superficie de Ti6Al4V durante el termorociado. Esto se debe a que el polvo
no tuvo una correcta fluidez y por tanto no se logré una 6ptima coalescencia de las particulas
HAp en el proceso de HVOF, a pesar de que se procuré mantener el alimentador a una
temperatura de 110°C para evitar que el polvo se humedezca. Es importante observar que la
presencia de particulas esféricas debido a la fusion de ambos materiales, juega un rol
importante ya que aumenta la bioactividad de la HAp, y se ha demostrado que la presencia de

estas estructuras mejoran la fijacion 6sea (Tsuchiya et al., 2008) .
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3.1.2 Analisis de las fases y cristalinidad del recubrimiento de HAp por XRD.

En la Figura.6 se muestra los resultados del analisis de Difracciéon de Rayos X (XRD)
realizado sobre el recubrimiento. Los picos del espectro confirman la presencia de HAp como
fase principal y de mayor importancia, corroborando de esta manera, que la técnica de HVOF
exhibe una alta solubilidad de HAp en las muestras de titanio. Esto es una gran ventaja de
utilizar HVOF ya que en el proceso de rociado se evita llegar a temperaturas superiores a 1350
°C, donde se ha reportado que hay presencia de terceras fases, que pueden afectar la estabilidad

mecanica del recubrimiento (Henao et al., 2018).
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Figura 6. Difractograma del Termorociado por HVOF del recubrimiento de HAp.

La Figura.6 presenta Unicamente los picos de HAp, mas no fases secundarias como la
TCP, TTCP o0 CaO. Lo que se busca al utilizar termorociado por HVOF es lograr cumplir varios
requerimientos necesarios para mejorar la biocompatibilidad y la fijacion del implante. Para
esto el recubrimiento debe tener una correcta microestructura, baja porosidad, buena adhesién,

un alto grado de cristalinidad y esto se logra optimizando los pardmetros de HVOF
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(Guilemany, 2005). Es importante recordar que un alto grado de cristalinidad implica que el
recubrimiento tiene una buena integridad mecanica debido a que el porcentaje de fases
secundarias es bajo. De acuerdo a la norma ISO 13779-2 el contenido de cristalinidad de HAp
no debe ser menor al 45% y el nivel maximo permitido de otras fases cristalinas debe ser del
5%” (Lima et al., 2005). El contenido de cristalinidad de nuestro recubrimiento es del 68% lo
cual refleja un alto grado de cristalinidad, por ende, es un indicador de que estamos dentro de

los estandares establecidos para recubrimientos de HAp por HVOF.

3.2 Corroboracion del Recubrimiento de QT mediante la electrodeposicion de QT
funcionalizado.

Una manera Util de observar la homogeneidad del recubrimiento es mediante la
funcionalizacion de Quitosano. Este es un método rapido y eficaz para verificar las zonas donde
el material se adhirié de mejor manera, previo a caracterizar las muestras por SEM. En la
Figura.7 se puede apreciar la electrodeposicion de QT funcionalizado versus QT sin

funcionalizar al poner los sustratos en una cdmara UV a un nivel de excitacion de 365 nm.

Figura 7. Comparacién del Recubrimiento aplicando Electrodeposicion bajo una camara UV
(excitacién a 365nm) cuando: a) Quitosano Funcionalizado, b) Quitosano sin Funcionalizar
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En la Figura.7 se observa claramente que la fluorescencia del recubrimiento se
incremento considerablemente al funcionalizar el Quitosano y a la vez nos permite determinar
que tan bien se deposité el material. En la Figura.8, por otro lado, se compara dos sustratos
electrodepositados con quitosano funcionalizado, pero a diferentes condiciones de tiempo y
voltaje. En la gréfica (a) se aplicd 5V y 20 minutos y se aprecia que existen zonas donde el QT
se depositd en mayor cantidad que otras. Por otro lado, la gréafica (b) muestra la
electrodeposicion a 5V y 30 minutos, donde se exhibe claramente que el material se depositd
en mayor cantidad, en comparacién a la gréfica (a), cubriendo toda la superficie de manera mas
homogénea, pero aun asi existen zonas donde no hay presencia de QT. La funcionalizacion de
Quitosano claramente es una forma eficiente de evaluar la homogeneidad del recubrimiento y
determinar las zonas de mayor interés, al momento de la caracterizacion del recubrimiento

mediante Microscopia Electrénica de Barrido (SEM).

Figura 8. Comparacién del Recubrimiento mediante Electrodeposicion cuando: a) 5V y 20
min b) 5V y 30 min
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3.3 Andlisis del Recubrimiento de Quitosano

3.3.1 Caracterizacion del Recubrimiento de Quitosano mediante SEM.

El primer analisis que se realizo para caracterizar la superficie recubierta con quitosano,
fue verificando que la técnica de electrodeposicion generase un cambio significativo en la
morfologia superficial del recubrimiento de HAp, es decir, observar la presencia de una capa
de quitosano lo suficientemente importante para que mediante SEM se pueda apreciar una
diferencia significativa entre la estructura de HAp y QT. En la Figura.9 se muestra la
comparacién entre la morfologia de HAp (gréfica a) y QT (grafica b). Se puede observar que

efectivamente se cred una capa uniforme de quitosano, cubriendo completamente toda el area

de la probeta y al mismo tiempo se aprecia que no hay zonas en las que se observe la capa de

Figura 9. Comparacién del Recubrimiento de HAp vs Electrodeposicién vistos a 100x
a) HAp b) Electrodeposicion de Quitosano LVSED, Barra de Calibracion: 100um

Luego de verificar que la técnica de electrodeposicion es efectiva, se realiz la

electrodeposicién de las demas muestras, de acuerdo a las condiciones planteadas en la Tabla
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3, el objetivo de este analisis es observar a qué condiciones se logra una mejor deposicion de

quitosano sobre la capa de hidroxiapatita.

50um

& S

—— 50U M

- »7
LVSED x50 50um

Figura 10. Caracterizacion de la Electrodeposicion mediante SEM a 500x y 1000x. (a) 3V'y
20min, (b) 3V y 30min, (c) 4V y 20min, (d) 4V y 30min (e) 5V y 20min, (f) 5V y 30min.
LVSED, Barra de Calibracion: 50 um.
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En la Figura.10 se muestra la caracterizacion del recubrimiento de Quitosano a
diferentes condiciones de voltaje y tiempo. En la figura se comparé la morfologia del
recubrimiento, para observar el efecto que existe al incrementar el tiempo de aplicacién de
corriente y voltaje; al mismo tiempo se observd claramente que al aumentar el voltaje de la
fuente, existe una diferencia en la morfologia del quitosano depositado, y esto es méas notorio
al aplicar un voltaje de 5V, ya que se aprecia que el QT empez6 a formar diferentes capas mas
gruesas y no solo se adhiri6 a la superficie de HAp, sino, empezé a formar una red porosa de
material polimérico de manera homogénea. Este fendmeno es interesante de analizar, ya que
se observo que este efecto fue mas notario al aplicar 5V como condicion de electrodeposicion,
generando una idea clara de cuales serian las condiciones dptimas de voltaje y tiempo. En el
caso de las muestras electrodepositadas a 4V, se pudo observar que el quitosano solo se adhirid
a la superficie y de manera irregular, ya que existen zonas donde no hay presencia de QT e
indica una deposicion no homogénea. Esto no ocurrié en los sustratos depositados a 3V, ya que
se aprecia un fenémeno parecido al que sucedi6 a 5V, donde se empez0 a formar diferentes

capas de Quitosano de manera regular a lo largo de la probeta.

El efecto de la variacion del tiempo de electrodeposicion es un factor importante ya que
tiene una dependencia directa en la cantidad de Quitosano depositado y de su morfologia. El
cambio en la morfologia mas significativo ocurrio al aplicar 5V, ya que se aprecia que en la
Fig.10 (e) y la Fig.10 (f), es notorio que el QT se deposité en mayor cantidad, creando asi una
capa con un mayor espesor y a la vez se genera una mayor fijacion del Quitosano en la
Hidroxiapatita, evidenciando asi, una modificacién en su microestructura mucho mas relevante

que al aplicar condiciones de 3V y 4V.
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En estudios previos, donde se han utilizado técnicas de electrodeposicion de quitosano
sobre sustratos de Ti6Al4V, se ha demostrado que al aumentar el voltaje y tiempo de
electrodeposicion se incrementa la adherencia de las particulas de quitosano en la superficie de
manera significativa (Alvarez, 2020). Esto se debe principalmente que ha condiciones de
voltaje menores a 3V, la deposicion es escasa ya que el quitosano se adhiere en zonas muy
localizadas, mas no sobre toda la superficie del material, evidenciando asi, recubrimientos con
una baja homogeneidad. La concentracion de quitosano es un factor importante ya que influye
en la estructura porosa y en la discontinuidad del recubrimiento. Se ha evidenciado que a
concentraciones menores a 0,5 % de quitosano con condiciones de voltaje y tiempo mas bajas
a las planteadas en este estudio, generan recubrimientos con un alto grado de discontinuidad,
debido a la baja tasa de adherencia del quitosano. La electrodeposicion de quitosano a
condiciones de 3V y 20 minutos es buen punto de partida para desarrollar recubrimientos
biofuncionales a base de este biopolimero, pero se ha visto que a estas condiciones las muestras
presentan delaminacion de la capa de quitosano debido a la pobre fijacion del recubrimiento
en la superficie de HAp (Jiménez, 2020). En base a los estudios mencionados anteriormente,
la morfologia del recubrimiento puede optimizarse de manera importante al incrementar el

voltaje de electrodeposicion.

3.3.2 Andlisis del Tamafio de Poro en los recubrimientos de HAp y QT.

Los recubrimientos porosos en materiales como el titanio pueden permitir que el hueso
crezca dentro de los poros y de esta manera garantizar que las diferentes cargas mecénicas se
transfieran al hueso que esta presente en los poros (St. John, 2016) . La HAp ademas facilita
que el hueso se una a la superficie logrando asi una mejora en la fijacién del implante, es por

eso que la porosidad es un factor importante para el crecimiento de hueso y para aliviar los
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diferentes esfuerzos que estarad sometido el material (St. John, 2016) . Se realiz6 la medicion
de tamario de poro en el recubrimiento de HAp debido a que el termorociado por HVOF es una
técnica que genera recubrimientos con un alto grado de cristalinidad y un tamafio de poro
pequerfio, ya que si hay presencia de alta porosidad puede afectar en la resistencia mecanica de
la Hidroxiapatita (Mancini et al., 2001). En la Figura.11 se observa que el tamafio de poro que
se encuentra con una mayor frecuencia en las superficies de HAp esta en un promedio de (38
+ 4.6) um. La porosidad es un variable importante en el recubrimiento de HAp ya que permite
que el Quitosano electrodepositado sobre la superficie de HAp ingrese por los poros y exista
una mejor fijacion del biopolimero, pero a la vez no se busca tener valores altos de tamarfio de
poro ya que puede afectar en las propiedades mecanicas del recubrimiento de Hidroxiapatita.
Por lo tanto, en base al histograma se puede observar que no existe la presencia de poros de

gran tamafo que perjudiquen la integridad de nuestro recubrimiento.
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Figura 11. Histograma del Tamafio de Poro en el Recubrimiento de HAp

Como se muestra en la Figura.12 se realiz6 el mismo andlisis del tamafio de poro en el

caso del recubrimiento de quitosano. En la Figura.12 (a) se puede observar que la distribucion
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del tamafio de poro es variado dependiendo del voltaje aplicado; en el caso de las muestras
electrodepositadas con 5V se observo que no hay poros con tamafios similares, sino presenta
heterogeneidad en su porosidad llegando a valores de porosidad de hasta 50 um. Por otro lado,
para las condiciones de 3V y 4V, se observa claramente que la frecuencia en su tamafio de poro
es mas normalizada y tienen una porosidad en un rango de 30-38 um. Para el caso de la
Figura.12 (b) que es al electrodepositar el Quitosano durante 30 minutos, se obtuvo un efecto
diferente en el tamafio de poro en comparacion a la Figura.12 (a), ya que se generé una
distribucion de tamafio de poro mas dispersa, donde exhibi6é tamafios de poros desde 18 a 50

um y con diferente comportamiento al que se tuvo al electrodepositar 20 minutos.
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Figura 12. Histograma del Tamafio de Poro para el recubrimiento de Quitosano cuando el
tiempo de Electrodeposicion es: (a) 20 minutos, (b) 30 minutos.
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En la Tabla.4 se puede observar los tamafios de poro promedio para cada condicion de
voltaje y tiempo. La tabla muestra la variacion que se obtuvo en el tamafio de poro al modificar
el tiempo de electrodeposicién y claramente se aprecié una disminucién en el tamafio de poro
al incrementar este parametro. Esto se debe a que, al aumentar el tiempo de electrodeposicion,
como se muestra en la Figura.10 (e) y 10(f), el quitosano empieza a modificar su estructura 'y
a formar capas mas uniformes, donde claramente se obtuvo una morfologia mas homogénea,
evidenciando asi un cambio en su porosidad. EI cambio en el tamafio de poro mas significativo
se obtuvo en la condicion de 4V, donde para 20 y 30 minutos se logré una variacion de
aproximadamente 10 um, lo cual evidencia que el tiempo de electrodeposicion tiene una alta

dependencia en el tamafio de poro en el recubrimiento de quitosano.

Tabla 4. Tamafio Promedio de Poro para diferentes condiciones de Tiempo y Voltaje de
Electrodeposicién de Quitosano

Tamaiio Promedio de Poro (um)

Voltaje 20 minutos 30 minutos
3V 31.774£3.5 30.90+3.7
4V 33.62+2.8 23.31+3.2
5V 4145.2 34.428+4.3

Existen estudios previos donde se ha medido el tamafio de poro en hidrogeles de
quitosano-alginato a una concentracion (1 % v/v) que han sido depositados en superficies de
titanio mediante electrodeposicion a 20V y 20min. Se ha visto que el tamafio de poro promedio
de estos hidrogeles se encuentra en 50 um (Wang et al., 2014). En el caso de este estudio se
obtuvo valores de tamafio de poro mas pequefios, pero que entra en un rango aceptable para
multiples aplicaciones. Una de las aplicaciones mas importantes es en la encapsulacion y

liberacién controlada de farmacos o proteinas, ya que permite tener un mejor control en la
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liberacion. En el caso de la liberacidn de proteinas como la Albimina de Suero Bovino o BSA,
se ha observado que se puede controlar la liberacion de esta proteina durante periodos de
tiempo mas largos cuando el tamafio de poro del hidrogel es mayor al didmetro de la proteina
(50-100 nm) (Pastor et al., 2015). En base a este criterio, el tamafio de poro obtenido en los
hidrogeles de quitosano, es apto para la encapsulacion y liberacion de Proteinas
Morfogenéticas Oseas (BMP) que puedan estimular el crecimiento de hueso y cartilago en la

interface tejido/implante, para mejorar la osteointegracion de las protesis metéalicas.

4 CONCLUSIONES

La aplicacion de termorociado por HVOF presento resultados favorables para recubrir
la superficie metélica con hidroxiapatita. Los parametros utilizados en el proceso de HVOF
mostraron un buen desempefio, determinado por la HAp con la superficie del sustrato, y ademas
se genero una baja porosidad con tamafos de poro de aproximadamente (38 + 4.6) um. Por
otra parte, el andlisis de cristalinidad exhibi6 un alto grado de cristalinidad (68%) con una baja
degradacién, ya que no hubo presencia de fases secundarias de TCP, TTCP o CaO que afecten
la integridad mecénica del recubrimiento. Por otra parte, el recubrimiento de Quitosano indico
que la variacién en los parametros de electrodeposicion produce cambios significativos en la
morfologia de la superficie de HAp, donde al incrementar el voltaje de la fuente y el tiempo de
aplicacion, estimula la formacién de mdltiples capas o redes de material polimérico que se
aglomeran uniformemente a lo largo de la probeta. Se determind que las condiciones mas
adecuadas para la electrodeposicion de QT se logran a 5V y 30 minutos como tiempo de
electrodeposicion. Ademas, se concluyo que la electrodeposicion de quitosano funcionalizado
es util como método de evaluacion de la homogeneidad del recubrimiento, y es un protocolo

que puede ser utilizado previo a un analisis por Microscopia Electronica de Barrido (SEM).
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Como punto final, se encontrd que la variacion en las condiciones de electrodeposicion tiene
una alta influencia en el tamafio de poro del recubrimiento de quitosano, indicando que a 20
minutos como tiempo de electrodeposicion, se exhibe un rango de tamafio de poro muy
marcado (entre 30-40 um), a diferencia de lo que ocurrié para 30 minutos de electrodeposicion,
donde no hubo un rango fijo en la porosidad del recubrimiento, pero si presentdé una

disminucion del tamafio de poro a esta condicion.
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