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RESUMEN

En este trabajo se obtuvieron mediante co-deposicion electroforética (co-EPD) dos clases de “recubrimientos
blandos”. En todos los casos se empleé como fase inorgénica un biovidrio y como fase orgénica
poli(e-caprolactona), PCL, comercial (PCLc) o sintetizada aniénicamente y modificada con anhidrido malei-
co (PCLs). Para asegurar un adecuado recubrimiento del sustrato metélico se optimizaron variables del pro-
ceso de deposicion (diferencia de potencial y tiempo). Mediante técnicas de caracterizacion complementarias
(FTIR, DSC) se corroboro la presencia de ambas fases en los recubrimientos estudiados. En los recubrimien-
tos con PCL¢ comercial se observd mediante SEM la formacion de aglomerados de mayor tamafio en compa-
racion a los recubrimientos con PCL aniénica (PCLs), observandose en ambos casos un alto grado de recu-
brimiento del sustrato metalico y la ausencia de microfisuras. La bioactividad de los recubrimientos obteni-
dos se evalu6 mediante ensayos de inmersion en fluido corporal simulado (SBF). Por difraccion de rayos X
se evidencid la formacién de un precipitado de hidroxiapatita sobre la superficie de los recubrimientos y a
través de microanalisis SEM-EDS se determind que la hidroxiapatita presente en los recubrimientos con
PCLs funcionalizada presentd una relacion calcio/fésforo Ca/P ~ 1,78; valor muy proximo al estequiométrico
en tejidos 6seos.
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ABSTRACT

In this work two kinds of "soft coatings" were obtained by co-electrophoretic deposition technique (co-EPD).
In all cases a bioglass was used as inorganic phase, and a commercial poly(e-caprolactone), (PCLc), and an
anionic synthesized PCL modified with maleic anhydride (PCLs) were used as organic phase. To ensure an
adequate coating over the metallic substrate, deposition process variables (such as electric voltage and time)
were optimized. Metal coated samples were analyzed by complementary characterization techniques (FTIR,
DSC) to confirm the presence of both phases on the composite coatings. From SEM analysis, larger agglom-
erates were observed for the coatings obtained using commercial PCLc compared to those prepared from
anionic modified PCLg, with a high degree of coating of the metallic substrate and absence of microcracks.
Finally, by immersion tests in simulated body-fluid (SBF), the bioactivity of the coatings was evaluated.
X-ray diffraction tests demonstrated the formation of a hydroxyapatite (HA) precipitate on the surface coat-
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ings, and by SEM-EDS microanalysis it was determined that HA present in PCLg coatings showed a Ca/P
value ~ 1.78, which is close to stoichiometric values observed in bone tissues.

Keywords: bioglass, poly(e-caprolactone), electrophoretic deposition, structural characterization, bioactivity.

1. INTRODUCCION

En las Gltimas décadas, la ingenieria de tejidos ha sido centro de atencién de numerosas investigaciones, ya
que proporciona un nuevo enfoque para el desarrollo de materiales capaces de contribuir a la reparacion y
regeneracion de tejidos. Uno de los principales desafios consiste en desarrollar materiales no toxicos y con
buena estabilidad mecénica al momento de su aplicacion [1-4]. Entre los mas estudiados se puede mencionar
a los polimeros, ceramicos y biovidrios, fundamentalmente por su capacidad para ser reabsorbidos o degra-
dados después de cierto tiempo de ser implantados, sin generar productos toxicos en el organismo receptor
[5-8]. Otro reto que presentan los materiales bioactivos se basa en determinar la relacion que existe entre la
velocidad de reabsorcion vs la velocidad de sustitucion por tejido nuevo sin comprometer sus propiedades
estructurales, manteniendo tanto la resistencia como asi también la estabilidad interfacial durante el periodo
de incubacion [9,10].

En el &mbito de la medicina se han estudiado diversos materiales inorganicos tales como hidroxiapati-
ta (HA), titania o TiO,-Ag nanoestructurado porque, ademas de ser bioactivos, presentan un potencial efecto
bactericida fundamental para su uso en implantes [11,12]. También se evaluaron las propiedades de materia-
les vitreos a base de fosfatos, ya que presentan excelentes respuestas a nivel genético y morfoldgico dentro
del proceso regenerativo y osteoconductivo [13], como asi también mayor degradabilidad y elevada resisten-
cia a la corrosion y compresién. No obstante, su alta rigidez y menor resistencia a la fractura constituyen sus
principales desventajas. Para superar estas deficiencias, una alternativa consiste en el uso de nanocompuestos
de polimero-ceramica que otorguen una mayor flexibilidad al material final [14,15]. Aunque existen numero-
sos polimeros que tienen la capacidad de ser compatibles con el tejido humano y degradarse en el tiempo
luego de ser implantados, la biodegradabilidad es una propiedad muy deseable ya que es necesario que los
productos generados a partir de la metabolizacién no presenten toxicidad en el organismo vivo [6,7]. Es por
ello que, junto a la modificacion de sus propiedades mecanicas, la incorporacion de moléculas especificas a
la estructura quimica del polimero es uno los aspectos mas atractivos debido a que podrian proporcionar nue-
vas aplicaciones a los material compuestos [16,17].

El uso de polimeros en compuestos biodegradables permite la fabricacion de materiales con geome-
trias especificas, que pueden ser usados en aplicaciones diversas tales como implantes en cirugia ortopédica,
unién de ligamentos, suturas, tornillos, clavos para la fijacion de fracturas, liberacion de farmacos, tubos fle-
xibles para cirugia cardiovascular y reparaciones dentales, entre otras [18,19]. En las ultimas décadas han
surgido diversas metodologias capaces de desarrollar nuevos materiales, como por ejemplo la técnica de de-
posicion electroforética (EPD). EPD es un método frecuentemente empleado para la formacion de recubri-
mientos, fundamentalmente debido a su simplicidad, bajo costo en equipamiento y facilidad de uso en sustra-
tos con geometria complejas. Tradicionalmente, la EPD se usd en el desarrollo de recubrimientos ceramicos
y vitrocerdmicos sobre sustratos metalicos biocompatibles tales como, titanio y acero inoxidable entre otros,
con el objetivo de evitar la liberacion de iones metélicos producto de la corrosion de los sustratos. Ademas,
con este tipo de metodologia se consigue una union fuerte entre el material a implantar y el tejido éseo [20,
22]. Sin embargo, el uso de materiales vitreos y cerdmicos en recubrimientos generalmente implica un poste-
rior tratamiento térmico para aumentar la adherencia del recubrimiento sobre el metal [23], lo que puede in-
ducir cambios en la estructura cristalina final del recubrimiento reduciendo su capacidad bioactiva asi como
también generar microfisuras por diferencias entre los coeficientes de dilatacion térmica del sustrato y el re-
cubrimiento [24,25].

El biovidrio es uno de los principales materiales usados en EPD debido a que permite la formacion de
una capa de carbohidroxiapatita (HA) biolégicamente activa, quimica y estructuralmente equivalente a la fase
mineral del hueso luego de ser implantado en organismos vivos, lo que posibilita una fuerte unién interfacial
entre el implante y el tejido [26]. Sin embargo, luego del sinterizado, su estructura cristalina se modifica re-
duciéndose la capacidad bioactiva resultante [27]. Por lo tanto, una alternativa que permite superar esta limi-
tacion consiste en desarrollar recubrimientos bioactivos que no necesiten tratamientos térmicos posteriores
[8]. Asi, la co-deposicidn electroforética (co-EPD) de mezclas de polimeros y vitrocerdmicos es una alterna-
tiva viable para obtener recubrimientos que presenten una adecuada adherencia al sustrato metalico sin com-
prometer la bioactividad final del material [14,25].

Un polimero susceptible de ser empleado como componente orgéanico en recubrimientos compuestos
es la poli(e-caprolactona), PCL, un poliéster hidrofobico y biocompatible, cuya baja temperatura de fusién lo
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convierte en un material versatil para el procesado tanto en fundido como en solucion. Ademas, debido a su
susceptibilidad a procesos de hidrélisis, puede generar productos capaces de ser metabolizados sin compro-
meter al organismo receptor [17]. Aunque en diversos trabajos se ha reportado el uso de PCL junto a silicatos
bioactivos y nanoparticulas de HA [2,3,8], su uso en la formulacion de materiales compuestos a base de
BG/PCL depositados sobre sustratos de acero inoxidable por aplicacién de campo eléctrico, es un area de
aplicacién ain no explorada. Por otra parte, la PCL con estructura controlada puede obtenerse a partir de po-
limerizacién anidnica, técnica que permite obtener una amplia variedad de materiales con caracteristicas es-
pecificas [28-30]. Por estas razones, el estudio de materiales basados en polimeros modificados estructural-
mente o la combinacion de diferentes polimeros con rellenos inorgénicos, se plantea como una alternativa
poco explorada y promisoria que permitiria desarrollar materiales compuestos con propiedades hibridas cu-
yas caracteristicas especificas los convertirian en potenciales candidatos para ser usados en medicina regene-
rativa [12,31,32]. Ademas, la topografia y las caracteristicas fisicoquimicas del material son factores que
pueden influenciar indirectamente (a través de la capa proteinica) y/o directamente en el comportamiento
celular [5-7].

En este trabajo se realizaron recubrimientos biovidrio/PCL a través de la técnica de co-EPD. Se em-
pled PCL comercial (Sigma-Aldrich) y PCL sintetizada por via aniénica y con posterior modificacion quimi-
ca de su grupo funcional terminal. Como componente inorgéanico se utilizé 45S5-Bioglass®, el cual fue sumi-
nistrado por el Dr. A.R. Boccaccini (Instituto de Biomateriales del Departamento de Ciencia e Ingenieria de
Materiales de la Universidad de Erlangen-Nuremberg, Alemania). La masa molar y la distribucién de masas
molares de las PCL comercial y sintetizada aniénicamente se determinaron mediante cromatografia por ex-
clusién de tamafios (SEC). Se optimiz6 el proceso de co-deposicion analizando distintas tasas de deposicién
para diferentes tiempos y voltajes aplicados. La microestructura y propiedades térmicas de los recubrimientos
fueron evaluadas a través de técnicas complementarias de caracterizacidn tales como espectroscopia infrarro-
ja con transformada de Fourier (FTIR), calorimetria diferencial de barrido (DSC) y microscopia electronica
de barrido (SEM). Para determinar la efectividad del proceso de modificacién quimica de la PCL anionica, se
estudio la respuesta bioactiva de los recubrimientos mediante ensayos in-vitro de inmersién en fluido corpo-
ral simulado (SBF). A través de difraccion de rayos X (XRD) y microscopia electronica de barrido con mi-
croanalisis (SEM-EDS) se evidenci6 la formacion de una capa de HA bioactiva sobre los recubrimientos lue-
go de 14 dias de inmersién, alcanzandose relaciones calcio/fésforo Ca/P ~1,78 similares a las encontradas en
tejidos duros [33,34].

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Materiales

Se utilizé Bioglass® suministrado por el Dr. A.R. Boccaccini (Instituto de Biomateriales del Departamento de
Ciencia e Ingenieria de Materiales de la Universidad de Erlangen-Nuremberg, Alemania) de composicién 45
Si0,-24,5 Na,0-24,5 Ca0O-6 P,0Os5 (Wt%) (BG), con tamafio de particula promedio de ~ 5 um. Como fase
organica se empled una poli(e-caprolactona) (PCL) comercial (Sigma-Aldrich), y una PCL sintetizada en el
laboratorio empleando polimerizacién anionica. Para realizar la apertura del anillo del monémero de e-
caprolactona (e-CL) se utilizé como iniciador de reaccion 1,1 difenil-hexil litio, preparado por reaccion entre
n-Bu'Li* (Sigma-Aldrich) y 1,1’-difeniletileno (DFE) (Sigma-Aldrich). La polimerizacion se llevé a cabo en
alto vacio, utilizando benceno (Dorwill) como solvente. Luego de 15 minutos de reaccion a temperatura am-
biente, la polimerizacion se finalizé por agregado de acido acético glacial (Cicarelli). El polimero obtenido se
precipité en metanol frio (Quimica Industrial) [29]. La funcionalizacién del extremo terminal de la PCL sin-
tetizada se realizd en solucion por reaccion con anhidrido maleico, (AM), (Sigma-Aldrich), en presencia de
piridina (Sigma-Aldrich) como catalizador. El polimero modificado se lavé con agua destilada y acetona para
eliminar el exceso de AM sin reaccionar, y se secO en estufa de vacio, a 30°C, hasta peso constante. Se de-
nomind PCL al polimero comercial y PCLs al poliéster sintetizado con posterior funcionalizacion quimica.

2.2 Preparacion de la suspension y co-deposicion electroforética de los recubrimientos

Se prepard una suspension de biovidrio/polimero, con una relacibn BG/PCL = 2,5 en una mezcla de
agua/acetona al 10 % (v/v). Para lograr estabilizar la suspension, se agitd6 magnética y ultrasénicamente de
manera sucesiva durante 30 min. Como electrodo de trabajo se colocé el sustrato a recubrir de acero inoxida-
ble (AISI 316L) con geometria rectangular (20x7x0,5 mm). Antes de realizar la co-EPD, el sustrato metélico
fue lavado en un equipo ultrasénico con etanol durante 20 min y enjuagado con agua destilada.
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Los ensayos de co-EPD se llevaron a cabo conectando la celda electroforética a una fuente regulable (AT-
TEN modelo TPR3020S, 220 V/50 Hz). Se optimizaron diferentes condiciones de deposicion empleando
distintos voltajes (5, 12, 20 y 30 V) y diferentes tiempos de deposicion (1, 4 y 6 min.), a fin de determinar las
mejores condiciones de trabajo. La separacion entre los electrodos (sustrato y contra electrodo) fue manteni-
da constante en 1 cm v el 4rea depositada fue ~ 1 cm?. Finalmente, las muestras obtenidas se secaron en un
desecador, hasta peso constante, y la tasa de deposicién obtenida en cada una de las condiciones ensayadas se
determind por técnicas gravimétricas.

2.3 Ensayos de bioactividad en fluido corporal simulado (SBF)

Para evaluar el grado de bioactividad de los recubrimientos fabricados se realizaron ensayos de inmersion en
fluido corporal simulado (SBF), durante 14 dias, siguiendo el protocolo de KOKUBO et al. [35]. Para ello, se
prepar6 una solucién con NaCl, NaHCO,; KCI, K,HPO,.3H,0, MgCl,.6H,0, CaCl,, NaSQ,;, y
NH,C(CH,0H); en agua bidestilada, a 37 °C, manteniendo el pH de la solucion entre 7,3 - 7,4. Se determind
el volumen de SBF necesario a partir de la ecuacion (1) [36], renovandose la solucion cada 3 dias.

S
VS:%
1)
donde Vs es el volumen de solucién de SBF empleada en cada muestra y Sq, s el area de recubrimiento de-
positada sobre el sustrato.

2.4 Caracterizacion de los recubrimientos compuestos

Cromatografia por exclusion de tamafio (SEC): La masa molar promedio en nimero (M,) y el indice de po-
lidispersion (M,,/M,) de la PCL sintetizada anionicamente fueron determinados mediante SEC, empleando un
sistema constituido por una bomba Waters 515 HPLC y un refractometro diferencial Waters modelo 410,
equipado con tres columnas y una pre-columna PLGel. Se empleé cloroformo como solvente, a temperatura
ambiente, con un caudal de 1 mL.min®. Las constantes de Mark-Houwink empleadas fueron
KpcL = 0,1298 mL g™ y o = 0,828 [37,38].

Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR): La presencia de particulas de bioglass
y PCL en los recubrimientos se determind mediante FTIR. Para ello se realizd el raspado del recubrimiento y
con el material obtenido se prepararon pastillas de KBr al 1 % (p/p), mediante el uso de una prensa hidraulica
con sistema de vacio (~ 700 kPa, 5 min). Los espectros FTIR se registraron en un espectrometro Nicolet 520
FT-IR en el rango 400 - 4000 cm™, bajo flujo constante de nitrégeno.

Calorimetria diferencial de barrido (DSC): Las transiciones de fase de los recubrimientos obtenidos
se estudiaron por calorimetria diferencial de barrido (DSC), en un calorimetro Perkin-Elmer® Pyris 1. Todos
los ensayos térmicos se realizaron bajo atmdsfera de nitrégeno, desde 30 a 90°C, a una velocidad de calenta-
miento de 10°C/min, reportandose los datos correspondientes al segundo ciclo de calentamiento con el pro-
posito de eliminar la historia térmica del material. A partir de los termogramas obtenidos se determiné la
temperatura de fusién (Ty) y la variacion de entalpia (AHy) necesaria para calcular el porcentaje de cristaliza-
cién X; % de cada muestra [38,39].

Microscopia electronica de barrido (SEM-EDS): La morfologia y las caracteristicas estructurales de
los recubrimientos se analizaron mediante SEM empleando un microscopio electrénico JEOL JSM-6490LV,
acoplado a un detector de rayos X de energia dispersiva (EDS). Para realizar este estudio, las muestras fueron
recubiertas con una fina capa de oro y carbono. A partir del andlisis de estos resultados fue posible la visuali-
zacioén de la superficie del sustrato metalico y de los recubrimientos antes y después de ser sometidos a ensa-
yos de bioactividad, obteniéndose la relacién Ca/P para cada caso.

Difraccion de rayos X (XRD): La identificacién de la estructura cristalina de cada componente y la
presencia de HA en los recubrimientos luego de ser sometidos a ensayos de bioactividad se determinaron por
XRD. Los difractogramas se obtuvieron empleando un difractometro Philips PW1710, provisto de un tubo y
anodo de cobre con monocromador curvo de grafito operado a 45 KV, 30 mA y 26 variando desde 2 hasta
60°.

Determinacién de la tasa de deposicion (Ty): La tasa de deposicién se calculd mediante técnicas gra-
vimétricas entre el sustrato y el sustrato con recubrimiento (A,) dividido por el area efectiva de deposicion
(Sq), siguiendo la ecuacion 2.
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AH]l
Fd=_
Sd (2)

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Optimizacién del proceso de co-EPD

A partir de las suspensiones estudiadas se determinaron las condiciones éptimas de deposicion aplicando
diferentes voltajes en el rango de 5 a 30 V, para tres tiempos diferentes (Figura 1). Los resultados obtenidos
para los recubrimientos BG/PCLcy BG/PCLs, mostraron que la Td se incrementd con el aumento del voltaje
aplicado para todos los tiempos ensayados. En la Figura 1a se observan los resultados obtenidos para los re-
cubrimientos BG/PCL¢. Puede verse que, para valores menores a 12 V, la cantidad de material depositado
(Td) sobre el sustrato metalico fue similar para los tres tiempos ensayados. Sin embargo, para voltajes mayo-
res (20 y 30 V) y un tiempo de deposicién de 6 min, se observéd un incremento de 2,6 y 1,8 veces en los valo-
res de Td, comparados con los obtenidos para 1 min de deposicion. Por otro lado, en la Figura 1b se muestran
los resultados obtenidos para los recubrimientos BG/PCLs, en los que se empled la PCL funcionalizada. Para
5y 12 V la tasa de deposicion obtenida no vari6 significativamente para 4 y 6 min de ensayo. Sin embargo,
para 6 min de deposicién y voltajes de 20 y 30 V, se evidencid un incremento de 5,7 y 4,9 veces en la Td, con
respecto a los valores obtenidos para 1 min de ensayo. A partir de estos resultados, se decidié emplear 20 V' y
6 min de ensayo como condiciones de trabajo, debido a que en estas condiciones se obtuvieron los mayores
valores de Td.
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Figura 1: Tasa de deposicion (Td) versus voltaje aplicado (V), a diferentes tiempos de deposicion, para los recubrimien-
tos obtenidos con Bioglass y PCL comercial (a); y Bioglass y PCL sintética (b).

3.2 Caracterizacion de los recubrimientos obtenidos

Las caracteristicas moleculares de las PCL empleadas se muestran en la Tabla 1. Con el fin de evaluar la in-
fluencia que producen las particulas de biovidrio durante el proceso de cristalizacion de la PCL¢ y PCLs, se
evalué el comportamiento térmico empleando DSC en ambos recubrimientos. Como se esperaba, ambos ma-
teriales (PCLc y PCLs) mostraron una temperatura de fusion de ~ 56,6°C, esperada para PCL lineales
[28,30,40]. También se observd una reduccion significativa de la cristalinidad de la PCL en cada recubri-
miento (X¢), con valores de ~ 6,7 % para BG/PCLc y ~ 6,3 % para BG/PCLs, respectivamente. Estos resulta-
dos son similares a los reportados por CHEN et al. [23] durante el estudio de materiales compuestos a base
de PCL con particulas bioactivas. Estos autores reportaron que la incorporacién de particulas de ~ 5 pum de
tamafio podrian entorpecer el ordenamiento de las cadenas de la PCL durante el proceso de cristalizacion,
disminuyendo los valores de X del material resultante.
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Tabla 1: Caracterizacion quimica y térmica de los recubrimientos estudiados.
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MUESTRA M, (g mol™) @ Mu/M, @ T (cC)® Xc (%) ©
PCL¢ 45.500 18 60,4+1.2 55,2+ 0,6
PCLg 26.800 16 56,2 +0,8 454 +£1,.2
BG/PCL¢ N/C N/C 556+1,1 6,704
BG/PCLs N/C N/C 555+£0,9 6,3+0,5

@ Masa molar e indice de polidispersién determinados por SEC. ® Temperatura de fusion y porcentaje de cristalinidad determinados por
DSC, considerando AHpcy100%=136,1 J g™ [24].

En la Figura 2, se muestran las macrografias y micrografias SEM de los sustratos metalicos y de los
recubrimientos obtenidos por co-EPD. Como puede observarse, ambos recubrimientos mostraron un aspecto
homogéneo v la ausencia de fisuras, confirmando la efectividad del proceso. En relacion a las micrografias
SEM, el sustrato metalico (ampliacién de la regién superior de las macrografias, Figura 2a y b), mostr6é una
morfologia y aspecto tipico asociado a materiales metalicos [41]. Con respecto al recubrimiento obtenido con
PCL (Figura 2a), se observéd una superficie con un elevado grado de recubrimiento; una buena dispersion de
las particulas de biovidrio en la matriz de PCL; y la formacion de agregados de mayor tamafio. Por otra parte,
en los recubrimientos obtenidos con PCLg (Figura 2b), se evidencié la formacién de aglomerados de menor
tamafio que condujeron al desarrollo de un recubrimiento mas compacto (Figura 2b). En este sentido, ZHI-
TOMIRSKY et al. (2009) [42] reportaron resultados similares durante el estudio de compuestos biovi-
drio/polimero obtenidos por co-EPD.

(b)

5 um

Figura 2: Fotografia y micrografias SEM a (3000x) del sustrato metélico AISI316 y los recubrimientos obtenidos con (a)
PCL comercial (BG/PCL¢) y (b) PCL sintetizada aniénicamente (BG/PCLs).

El analisis por FTIR permitio corroborar la presencia de bandas de absorcion caracteristicas asociadas
a grupos funcionales presentes en las PCL estudiadas y en el biovidrio (Figura 3). Para la PCL comercial se
puede observar a 2960 cm™ y 2865 cm™ bandas de absorcion de los enlaces C-H. En 1724 cm™ se observa la
presencia de una banda fuerte y aguda debida a las vibraciones de estiramiento del grupo carbonilo (>C=0) y
en 732cm™ una pequefia banda atribuida a la vibracion de flexion de los grupos -(CH,), con n > 4 [28,37].
Ademas, en el espectro FTIR de PCLg se observa un incremento en la banda de absorcién a 3430 cm™ aso-
ciada al grupo OH" presente en acidos no asociados, corroborando la eficiencia del proceso de modificacion
quimica. En el caso del biovidrio, se observaron sefiales a 1043 cm™ y 924 cm™ correspondientes a una banda
asimétrica y estrecha asociada a los enlaces Si-O-Si, que son sus sefiales mas caracteristica [5,24].

Através de ensayos de bioactividad por impregnacion en fluido corporal simulado (SBF), se evalué la
capacidad de mineralizacion de una capa de HA bioactiva sobre la superficie de los recubrimientos compues-
tos. En la Figura 4 se muestran los espectros de difraccidn de rayos X correspondientes a la PCL y al vidrio
bioactivo utilizados en los recubrimientos. Ademas, se incluyen los patrones de difraccién de los recubri-
mientos luego del periodo de inmersion en SFB.
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Figura 3: Espectro FTIR de PCL (sintetizada anidnicamente), biovidrio (BG45S5) y los recubrimientos obtenidos con
PCL comercial (BG/PCL.) y PCL sintetizada aniénicamente (BG/PCLs).

Para el BG se observo una tnica sefal a 20 ~ 32°, la cual esta asociada a vidrios bioactivos amorfos
[43]. En el caso de poliésteres lineales, se visualizan dos picos agudos y fuertes a angulos 20 ~ 21° y ~ 24°
que son tipicas de PCL [29]. Por otra parte, los recubrimientos obtenidos por EPD luego de ser sometidos
durante 14 dias a ensayos de bioactividad en SBF, revelaron la presencia de picos de difraccién asociados a
una fase de HA. Como se observa en la Figura 4, aparece una sefial aguda e intensa asociada a la HA presen-
te en el recubrimiento para un valor de 2 © ~ 31,8°. Aunque esta reflexion podria estar solapada con la co-
rrespondientes al BG a 2 © ~ 32°, la reflexion detectada resulté méas intensa y estrecha para ambos recubri-
mientos. Ademds, se detectaron otros planos de difraccion caracteristicos de la HA, — (200), (211), (221) y
(203) — lo que confirma la efectividad del proceso de mineralizacion que presentan los recubrimientos obte-
nidos a través de co-EPD [32,44].

(200) {2.31 D o Hidroxiapatita
1 (221) (203)
(BG/PCL)14SBF . D

(BG/PCL,)14SBF

PCL
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BG4555
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Figura 4: Espectros de difraccion de rayos X para Biovidrio (BG45S5), PCL sintetizada anidnicamente, y los recubri-

mientos obtenidos con PCL comercial y sintetizada anidnicamente luego de los ensayos de bioactividad durante 14 dias
(BG/PCL()14SBF y (BG/PCLg)14SBF.
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La presencia en el difractograma de las distintas reflexiones que identifican a la HA permite confirmar
que los recubrimientos de BG/PCL son favorables para la nucleacion y deposicion de HA; es decir, que los
revestimientos son bioactivos.

En la Figura 5 se observan las imagenes SEM de los recubrimientos luego de 14 dias de inmersion en
solucion de SBF a 37°C. En ambos materiales, las particulas de biovidrio se disolvieron gradualmente hasta
formar una capa de precipitado denso y continuo que cubrié completamente los recubrimientos de BG/PCL.
Los depoésitos de HA se evidenciaron a traves del desarrollo de una morfologia de apariencia similar a la de
una coliflor, la cual esta caracterizada por presentar formas irregulares y micro-granulares (Figura 5a). En tal
sentido, ROOHANI-ESFAHANI et al. [45] reportaron similares aspectos superficiales en recubrimientos
compuestos a base de biovidrios activos luego de ser sometidos a ensayos de bioactividad. La ampliacién de
la micrografia en la Figura 5a, muestra capas de HA que exhiben una estructura de grano fino con poros de
tamafio nanométrico, siendo estos resultados equivalentes a los reportados por HUANG et al. [46] durante el
estudio de la conversion de particulas de biovidrio en HA luego de ser sometidos a ensayos de bioactividad
en solucion de SFB. En este contexto, CORRAL NUNEZ et al. 2016 [46], reportaron la formacion de aglo-
merados semejantes a estructuras con morfologia similar a la del coliflor que fueron obtenidos luego de que
las particulas de biovidrio se sometieran a ensayos de bioactividad en SBF, presentando valores de relacion
calcio/fésforo muy cercanos a la estructura estequiométrica de HA. Ademas, ROGINA et al. 2017 [47], tam-
bién informaron la formacién de aglomerados con formas similares, las cuales estaban compuestas por crista-
les de HA en forma de placas nanométricas distribuidas homogéneamente en toda la estructura. Estos resul-
tados estan en concordancia con los reportados por VICHERY et al. 2016 [48], el cual report6 que un vidrio
bioactivo, se disuelve gradualmente liberando iones que promueven el crecimiento de una capa de hidro-
xiapatita carbonatada en su superficie. Asi, los cationes sodio y calcio superficiales, se intercambian inicial-
mente con los H* presentes en el fluido bioldgico creando enlaces Si-OH, los cuales forman més enlaces Si-
OH generando un aumentando en el pH del medio, y empobreciendo en cationes sodio y calcio el medio,
induciendo la formacién de una capa de fosfato calcico amorfo, que luego se cristaliza en HA gracias a la
incorporacién de hidroxido y iones carbonato presentes en el fluido biolégico [49]. Por otra parte, LATIFI et.
al 2017 [50], reportaron que la biomineralizacién de apatita en solucién fisiolégica, al igual que los vidrios
bioactivos, podria estar asociada a cambios en los grupos de silanol presentes en la superficie del recubri-
miento, los cuales se convierten en grupos funcionales (Si-O") que generan una cargada negativa global en la
superficie, la cual atrae a los iones de calcio presentes en la solucién fisiolégica induciendo la precipitacién
de los mismos sobre el recubrimiento.

En el caso particular de los recubrimientos obtenidos con PCLg (Figura 5b), se observd una morfolo-
gia de tipo diente de ledn (regién ampliada), que podria estar atribuida a una fase policristalina de HA. En
este aspecto, SADAT-SHOJAI et al. [51] reportaron el estudio de diversas morfologias de HA, entre las que
encontraron nanoestructuras orientadas radialmente a partir de un ndcleo central, presentando una morfologia
de tipo diente de ledn. Los autores demostraron que este tipo de estructura presenta una marcada dependencia
con el pH de la solucién, siendo favorecida a valores de pH mas elevados. Por otra parte, MILOVAC et al.
[34] reportaron que este tipo de morfologia mejora la rugosidad de la superficie y el area de superficie dispo-
nible, proporcionando una unién mas eficiente entre el recubrimiento de PCL vy los cristales de HA.

Por otra parte, a través de microscopia electrdnica de barrido con microanalisis de rayos X se eviden-
cid la presencia de calcio (Ca), fosforo (P), magnesio (Mg) y cloro (CI) en los recubrimientos estudiados. En
las Figuras 5a y 5b, se observan dos imagenes (region derecha) correspondientes al microanalisis de las su-
perficies de los recubrimientos donde se presentan en color rosa a los iones P y en verde a los iones Ca. A
partir del microandlisis EDS se pudo determinar la composicion de cada uno de los elementos presentes en el
recubrimiento. Se determind la relacion Ca/P para cada material. Para BG/PCL se obtuvo una relacion Ca/P
~ 2,15, la cual es mayor a la encontrada en tejidos bioldgicos duros (huesos). En este aspecto, HUANG et al
[52] reportaron relaciones Ca/P con valores mayores a 2, junto a la observacion de pequefias cantidades de
Mg, Cly Si presentes en los recubrimientos, que podrian ser indicadores de una conversion incompleta de las
particulas de vidrios bioactivos en HA [35]. Por otra parte, los resultados EDS de los recubrimientos con
PLC, (BG/PCLs) presentaron un valor de Ca/P ~1,78 y la ausencia de sefiales de silicio en la superficie del
recubrimiento. Aparentemente, el proceso de modificacidn quimica beneficia la deposicion de HA, ya que
PCL; parece actuar como puntos de nucleacidon que favorecen el proceso de conversion de las particulas de
biovidrio en una fase bioactiva de HA. Eso podria explicar los valores de Ca/P obtenidos, que son mucho
mas cercanos al valor estequimétrico reportado en hueso (Ca/P ~1,67) [23,33]. Asimismo, los resultados ob-
tenidos por EDS resultaron equivalentes a los observados por XRD. En este sentido, el poliéster funcionali-
zado (PCLg) ayudaria a acelerar los procesos de osteointegracion, mejorando la capacidad bioactiva de los
sistemas que actualmente son utilizados para la fabricacion de estos tipos de recubrimientos.
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Figura 5: Micrografias y microanalisis de rayos X (SEM —EDS) a (500x%) de los recubrimientos obtenidos con (a) PCL¢
(BG/PCL¢) y (b) PCLs (BG/PCLs). (Zona ampliada 15000x)

4. CONCLUSIONES

Se obtuvieron recubrimientos compuestos de biovidrio/PCL, mediante la técnica de co-deposicion electrofo-
rética, empleando como componente inorgénico, 45S5-Bioglass® y como componentes organicos, PCL co-
mercial y una PCL sintética funcionalizada con anhidrido maleico. Mediante técnicas complementarias de
caracterizacion (FTIR y SEM) se determin6 la presencia de ambos componentes en los recubrimientos. El
uso de técnicas gravimétricas permitié determinar la cantidad de material depositado, observandose valores
mayores de Td para PCLs y recubrimientos con una estructura mas compacta. Mediante ensayos in vitro de
bioactividad se pudo corroborar el desarrollo de estructuras cristalinas asociadas a fases minerales de HA. En
este sentido, los recubrimientos obtenidos con el poliéster funcionalizado (BG/PCLs) presentaron un mayor
grado de osteointegracion, el cual fue evidenciado por la ausencia de sefiales de silicio en la superficie del
recubrimiento, asi como también a través del analisis de la relacion calcio/fésforo, el cual presentd valores
muy cercanos a los encontrados en tejidos duros. Por lo tanto, la funcionalizacién quimica de las cadenas de
PCL, representan una alternativa que ayudaria a mejorar la capacidad bioactiva de los sistemas que actual-
mente son utilizados para la fabricacién de recubrimientos compuestos. Asi, los efectos sinérgicos proporcio-
nados por las propiedades osteocondicionantes de Bioglass® y la capacidad de procesamiento a temperatura
ambiente de los recubrimientos a base de PCLg funcionalizadas, ofrecen oportunidades prometedoras para el
desarrollo de recubrimientos bioactivos capaces de ser utilizados en implantes, asi como también, extender su
aplicacién en andamios porosos para regeneracion de tejido 6seo.



(o) ETI QUIROGA, G.AR.; REDONDO, F.L.: NINAGO, M.D.; CIOLINO AE.; VILLAR M.A.; SANTILLAN M.J.
revista Matéria, v. 23, n. 2, 2018.

5. AGRADECIMIENTOS

Los autores agradecen a la Facultad de Ciencias Aplicadas a la Industria (FCAI-UNCUYO, Argentina,
P1P80020160200439/L018), al Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET, Ar-
gentina, PIP 0428) y a la Universidad Nacional del Sur (UNS, Argentina, PGl 24/M135) por el apoyo finan-
ciero que hizo posible la realizacion de este trabajo.

6. BIBLIOGRAFIA

[1] LEE S.H., SHIN H. “Matrices and scaffolds for delivery of bioactive molecules in bone and cartilage
tissue engineering”, Adv. Drug Deliv. Rev. v 59, pp 339-359, 2007.

[2] MAVIS B., DEMIRTAS T.T., GUMUSDERELIOGLU M., et al., “Synthesis, characterization and osteo-
blastic activity of polycaprolactone nanofibers coated with biomimetic calcium phosphate”, Acta Biomater. v
5, pp 3098-3111, 2009.

[3] YEONG, W.Y., SUDARMADIJI, N., YU, H.Y., et al., “Porous polycaprolactone scaffold for cardiac tis-
sue engineering fabricated by selective laser sintering”, Acta Biomater, v. 6, pp 2028-2034, 2010.

[4] CLAVIJO S., MEMBRIVES F., QUIROGA G., et al., “Electrophoretic deposition of chitosan/bioglass®
and chitosan/bioglass®/TiO2 composite coatings for bioimplants”, Ceram. Int. v 42, pp14206-14213, 2016.

[5] FILHO O.P., LATORRE G.P., HENCH L.L., “Effect of crystallization on apatite-layer formation of bio-
active glass 45S5”, J. Biomed. Mater. Res., v 30, pp 509-514, 1996.

[6] MOTA, C., PUPPI, D., DINUCCI, D., et al., “Dual-scale polymeric constructs as scaffolds for tissue en-
gineering”, Materials (basel). v 4, pp 527-542, 2011.

[7] PUPPI, D., CHIELLINI, F., PIRAS, A.M,, et al., “Polymeric materials for bone and cartilage repair”,
Prog. Polym. Sci. v 35, pp 403-440, 2010.

[8] YANG, Y., MICHALCZYK, C., SINGER, F., et al., “In vitro study of polycaprolactone/bioactive glass
composite coatings on corrosion and bioactivity of pure mg”, Appl. Surf. Sci. v 355, pp 832-841, 2015.

[9] ROETHER, J.A., BOCCACCINI, A.R., HENCH, L.L., et al., “Development and in vitro characterisation
of novel bioresorbable and bioactive composite materials based on polylactide foams and Bioglass® for tis-
sue engineering applications”, Biomaterials., v 23, pp 3871-3878, 2002.

[10] CHEN Q., CORDERO-ARIAS L., ROETHER J.A,, et al., “Alginate/Bioglass® composite coatings on
stainless steel deposited by direct current and alternating current electrophoretic deposition”, Surf. Coatings
Technol. v 233, pp 49-56, 2013.

[11] HAIDER, A., GUPTA, K.C,, KANG, I.-K. “Morphological effects of HA on the cell compatibility of
electrospun HA/PLGA composite nanofiber scaffolds”, Biomed Res. Int., v.2014, 2014.

[12] SANTILLAN, M.J., QUARANTA, N.E., BOCCACCINI ,A.R., “Titania and titania—silver nanocompo-
site coatings grown by electrophoretic deposition from aqueous suspensions”, Surf. Coatings Technol. v 205,
pp. 2562-2571, 2010.

[13] HENCH, L.L, XYNOS, I.D., POLAK, J.M. “Bioactive glasses for in situ tissue regeneration”, Journal
Of Biomaterials Science, v 15, n. 4, pp 543-562, 2004

[14] BOCCACCINI, AR, KEIM, S., MA R, et al., “Electrophoretic deposition of biomaterials”, J. R. Soc.
Interface. v 7, n. 5, pp S581-S613, 2010.

[15] CORDERO-ARIAS L., CABANAS-POLO S., GOUDOURI O.M,, et al., “Electrophoretic deposition of
ZnOl/alginate and ZnO-bioactive glass/alginate composite coatings for antimicrobial applications”, Mater.
Sci. Eng. C. v 55, pp 137-144, 2015.

[16] NASEF, M.M., NALLAPPAN, M., UJANG, Z., “Polymer-based chelating adsorbents for the selective
removal of boron from water and wastewater: A review”, React. Funct. Polym. v 85, pp 54-68, 2015.

[17] YAZDIMAMAGHANI, M., RAZAVI, M., VASHAEE, D., et al., “Significant degradability enhance-
ment in multilayer coating of polycaprolactone-bioactive glass/gelatin-bioactive glass on magnesium scaffold
for tissue engineering applications”, Appl. Surf. Sci. v 338, pp 137-145, 2015.

[18] ZHAO J., GUO L.Y., YANG X.B., WENG 1J., “Preparation of bioactive porous HA/PCL composite



(o) ETI QUIROGA, G.AR.; REDONDO, F.L.: NINAGO, M.D.; CIOLINO AE.; VILLAR M.A.; SANTILLAN M.J.
revista Matéria, v. 23, n. 2, 2018.

scaffolds”, Appl. Surf. Sci. v 255, pp 2942-2946, 2008.

[19] GHASEMI-MOBARAKEH, L., PRABHAKARAN, M.P, MORSHED, M,, et al., “Bio-functionalized
PCL nanofibrous scaffolds for nerve tissue engineering”, Mater. Sci. Eng. C. v 30, pp 1129-1136, 2010.

[20] JONES J.R., “Review of bioactive glass: from Hench to hybrids”, Acta Biomater. v 9, pp 4457-86,
2013.

[21] XYNOS, I.D., EDGAR, AJ..BUTTERY, L.D.K,, et al., “lonic products of bioactive glass dissolution
increase proliferation of human osteoblasts and induce insulin-like growth factor Il mRNA expression and
protein synthesis”, Biochem. Bioph. Res. Co. v 276, pp 461-465, 2000.

[22] CAO, W., HENCH, L. L. “Bioactive materials”, Ceram. Int.. v 22, pp 493-507, 1996.

[23] CHEN, Q., CABANAS-POLO, S., GOUDOURI, O.M., et al., “Electrophoretic co-deposition of polyvi-
nyl alcohol (PVA) reinforced alginate-Bioglass® composite coating on stainless steel: Mechanical properties
and in-vitro bioactivity assessment”, Mater. Sci. Eng. C. v 40, pp 55-64, 2014.

[24] QIAN J., KANG Y., WEI Z., ZHANG W., “Fabrication and characterization of biomorphic 45S5 bio-
glass scaffold from sugarcane”, Mater. Sci. Eng. C. v 29, pp 1361-1364, 20009.

[25] ZHANG, Z., JIANG, T., MA, K., et al., “Low temperature electrophoretic deposition of porous chi-
tosan-silk fibroin composite coating for titanium biofunctionalization”, J. Mater. Chem. v 21, pp 7705 -7713,
2011.

[26] PISHBIN, F., MOURINO, V., GILCHRIST, J.B., et al., “Single-step electrochemical deposition of an-
timicrobial orthopaedic coatings based on a bioactive glass/chitosan/nano-silver composite system”, Acta
Biomaterialia. v 9, n. 7, pp 7469-7479, 2013.

[27] CORMACK, A.N., TILOCCA, A., “Structure and biological activity of glasses and ceramics”, Phil.
Trans. R. Soc. A. v 370, pp 1271-1280, 2012.

[28] NINAGO M.D., SATTI AJ,. CIOLINO A.E,. et al, “Influence of amorphous block on the thermal be-
havior of well-defined block copolymers based on e-caprolactone”, J. Therm. Anal. Calorim. v 112, pp
1277-1287, 2013.

[29] NINAGO, M.D., LOPEZ, O.V., LENCINA, M.M.S,, et al., “Enhancement of thermoplastic starch final
properties by blending with poly(e-caprolactone)”, Carbohydr. Polym. v 134, pp 205-212, 2015.

[30] NINAGO, M.D., CIOLINO, AE., VILLAR, M.A,, et al., “Thermal characterization of “comb-like”
block copolymers based on PCL obtained by combining ROP and RAFT polymerizations”, Macromol. Symp.
v 368, pp 84-92, 2016.

[31] SEUSS, S., HEINLOTH, M., BOCCACCINI, A.R., “Development of bioactive composite coatings
based on combination of PEEK, bioactive glass and Ag nanoparticles with antibacterial properties”, Surf.
Coatings Technol. v 301, pp 100-105, 2016.

[32] MIOLA, M., VERNE, E., CIRALDO, F.E., et al., “Electrophoretic Deposition of Chitosan/45S5 Bioac-
tive Glass Composite Coatings Doped with Zn and Sr”, Front. Bioeng. Biotechnol. v 3, pp 1-13, 2015.

[33] RAYNAUD, S., CHAMPION, E., BERNACHE-ASSOLLANT, D., et al., “Calcium phosphate apatites
with variable Ca/P atomic ratio |. Synthesis, characterisation and thermal stability of powders”, Biomaterials,
v 23, pp 1065-1072, 2002.

[34] MILOVAC, D., GAMBOA-MARTINEZ, T.C., IVANKOVIC, M., et al., “PCL-coated hydroxyapatite
scaffold derived from cuttlefish bone: In vitro cell culture studies”, Mater. Sci. Eng. C., v 42,pp 264-272,
2014,

[35] KOKUBO T., TAKADAMA H., “How useful is SBF in predicting in vivo bone bioactivity?”, Bio-
materials, v 27, pp 2907-2915, 2006.

[36] SUN, H., MEI, L., SONG C., et al., “The in vivo degradation, absorption and excretion of PCL-based
implant”, Biomaterials. v 27, pp 1735-40, 2006.

[37] NINAGO, M.D., FREITAS, A.G.0, HANAZUMI, V., et al., “Synthesis of Grafted Block Copolymers
Based on g-Caprolactone: Influence of Branches on Their Thermal Behavior”, Macromol. Chem. Phys. v
216, pp 2331-2343, 2015.



(o) ETI QUIROGA, G.AR.; REDONDO, F.L.: NINAGO, M.D.; CIOLINO AE.; VILLAR M.A.; SANTILLAN M.J.
revista Matéria, v. 23, n. 2, 2018.

[38] YAM, W.Y., ISMAIL, J., KAMMER HW.,, et al., “Polymer blends of poly(e-caprolactone) and
poly(vinyl methyl ether) - Thermal properties and morphology”, Polymer (Guildf). v 40, pp 5545-5552,
1999.

[39] LIU, W., DONG, C.M., “Versatile strategy for the synthesis of hyperbranched poly(e- caprolactone)s
and polypseudorotaxanes thereof”, Macromolecules. v 43, pp 8447-8455, 2010.

[40] GUANG-MEI, C., TIE-MEI, Z., LEI, C., et al., “Crystallization properties of polycaprolactone induced
by different hydroxyapatite nano-particles”, Asian J. Chem., v 22, pp 5902-5912, 2010.

[41] PASHAEIYAN, M., BAHARI, A., “Nano structural properties of stainless steel for Ultra high vacuum
chambers”, Int.J. ChemTech Res. v 3, pp 403-407. 2011.

[42] ZHITOMIRSKY, D., ROETHER, J.A., BOCCACCINI, AR., et al., “Electrophoretic deposition of bio-
active glass/polymer composite coatings with and without HA nanoparticle inclusions for biomedical appli-
cations”, J. Mater. Process. Technol. v 209, pp 1853-1860, 2009.

[43] BAHNIUK, M.S., PIRAYESH, H., SINGH, H.D., et al., “Unsworth, Bioactive glass 45S5 powders:
Effect of synthesis route and resultant surface chemistry and crystallinity on protein adsorption from human
plasma”, Biointerphases, v 7, pp 1-15, 2010.

[44] CORDERO-ARIAS L., CABANAS-POLO S., GOUDOURI O.M,, et al., “Electrophoretic deposition of
ZnOlalginate and ZnO-bioactive glass/alginate composite coatings for antimicrobial applications”, Mater.
Sci. Eng. C., v 55, pp 137-144, 2015.

[45] ROOHANI-ESFAHANI, S.I., LU, Z.F, LI, JJ., et al., “Effect of self-assembled nanofibrous
silk/polycaprolactone layer on the osteoconductivity and mechanical properties of biphasic calcium phos-
phate scaffolds”, Acta Biomater. v 8, pp. 302-312, 2010.

[46] CORRAL NUNEZ, C., COVARRUBIAS, C., FERNANDEZ, E., et al., “Enhanced bioactive properties
of BiodentineTM modified with bioactive glass nanoparticles”, J. Appl. Oral Sci., v 25, pp 177-185, 2016.

[47] ROGINA, A., RESSLER, A., MATIC, 1., et al., “Cellular hydrogels based on pH-responsive chitosan-
hydroxyapatite system”, Carbohyd. Polym, v 166, pp173-181, 2017.

[48] VICHERY, C., NEDELEC, J.M., “Bioactive Glass Nanoparticles: From Synthesis to Materials Design
for Biomedical Applications”, Materials, v 9, pp 1-17, 2016.

[49] GUNAWIDJAJA, P.N., LO, AY. H., IZQUIERDO-BARBA, ., et al., “Biomimetic Apatite Mineraliza-
tion Mechanisms of Mesoporous Bioactive Glasses as Probed by Multinuclear 31P, 29Si, 23Na and 13C Sol-
id-State NMR”, J. Phys. Chem. C., v 114, pp 19345-19356, 2010.

[50] LATIFI, S.M., FATHI, M., SHARIFNABI, A., et al., “In vitro characterisation of a sol-gel derived in
situ silica-coated silicate and carbonate co-doped hydroxyapatite nanopowder for bone grafting”, Mater. Sci.
Eng. C. v 75, pp 272-278, 2017.

[51] SADAT-SHOJAI, M., KHORASANI, M.T., DINPANAH-KHOSHDARGI, D., et al., “Synthesis meth-
ods for nanosized hydroxyapatite indiverse structures”, Acta Biomater. v 9, pp 7591-7621, 2013.

[52] HUANG, W., DAY, D.E., KITTIRATANAPIBOON, K., et al., “Kinetics and mechanisms of the con-
version of silicate (45S5), borate, and borosilicate glasses to hydroxyapatite in dilute phosphate solutions ”, J.
Mater. Sci. Mater. Med., v 17, pp 583-596, 2006.



