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The possibility of creating nanofibers allows their application in several research
areas (filtration, biotechnology or catalysis). However, the main advances about
nanofibers are related to the fabrication of biomaterials (scaffolds) for regenerative
medicine. Among the possible techniques to obtain nanofibers, the electrospinning
technique stands out, which allows the formation of nanofibrous membranes from
polymer solutions obtained from combinations of synthetic and/or natural polymers.
The industrial relevance of this technique lies in the high reproducibility for specific
processing conditions (flow, voltage and/or humidity) during the formation of the
nanofibers. Among these conditions, rotational collector speed stands out, as it
allows the orientation of the fibers and, therefore, inducing a significant change in
the properties of the biomaterials obtained according to the direction (anisotropy).
Thus, the objective of this work was to evaluate the influence of the orientation of
the nanofibers on the properties of biomaterials obtained by electrospinning. To this
end, a morphological and functional characterization of the obtained structures was
performed. The results revealed that a greater orientation of the fibers caused
significant variations in the properties of the biomaterials depending on the orientation.
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ESTUDIO DE LA ANISOTROPIA EN EL DESARROLLO DE BIOMATERIALES DE
NANOFIBRAS OBTENIDOS POR ELECTROHILADO

La posibilidad de crear nanofibras permite su aplicaciéon en numerosas areas de
investigacion (filtracion, biotecnologia o catalisis). Sin embargo, los principales
avances acerca de las nanofibras estan relacionado con la fabricaciéon de
biomateriales (andamios) para medicina regenerativa. Entre las posibles
técnicas para obtener nanofibras, destaca la técnica de electrohilado, que permite la
formacion de membranas de nanofibras a partir de disoluciones poliméricas elaboradas
a partir de combinaciones de polimeros sintéticos y/o naturales. La relevancia
industrial de esta técnica radica en la alta reproducibilidad para unas condiciones de
procesado especificas (caudal, voltaje y/o humedad) durante la formacién de
nanofibras. Entre ellas, destaca la rotacion del colector, ya que permite promocionar
la orientacion de las fibras y, asi, inducir un cambio significativo en las propiedades
de los biomateriales fabricados en funcion de la direccién de aplicacion
(anisotropia). Por tanto, el objetivo de este trabajo consistié en evaluar la influencia
de la orientacion fibrilar en las propiedades de los andamios obtenidos por
electrohilado. Para ello, se realizé una caracterizacion morfoldégica y funcional de
las estructuras obtenidas. Los resultados revelaron que una mayor orientacion
de las fibras provoca variaciones significativas en las propiedades de los
biomateriales en funcion de la orientacién de la aplicacion.
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1. Introduccion

La estructura y composiciéon de un material puede modificar sus propiedades y determinar
asi sus aplicaciones. La heterogeneidad de su estructura afecta al comportamiento ya que
puede dar lugar a la formacion de pequenas deformaciones que modifican el
comportamiento del material en términos de propiedades eléctricas, magnéticas o incluso
mecanicas.

Los diferentes comportamientos de materiales al evaluar el mismo parametro bajo diferentes
direcciones daran como resultado diferentes tipos de materiales considerando su
anisotropia. Los materiales isotrépicos muestran valores idénticos de una propiedad en
todas las direcciones, mientras que las propiedades de los materiales anisotropicos cambian
segun la direccion de medicion. Entre estos extremos se encuentran los materiales
ortotrépicos, cuyas propiedades difieren a lo largo de los tres ejes ortogonales.

Este efecto permite utilizar este tipo de materiales en numerosas aplicaciones, como
metales ferromagnéticos ultrafinos, neumaticos, dispositivos de pantalla tactil e incluso
andamios para ingenieria tisular (Dunn et al., 2008; Chortos et al., 2016; Suzuki y Miwa,
2019). Sin embargo, también puede ser una desventaja, ya que, a veces, no hay ningun
efecto en una direccion especifica, sino en una combinacién de direcciones, lo que hace que
la respuesta del material sea diferente. En este sentido, es esencial caracterizar los
sistemas en diferentes direcciones, evaluando su comportamiento.

El campo de la medicina regenerativa, y especificamente la ingenieria de tejidos, es un
campo en el que este tipo de caracterizacion es muy recomendable cuando se usan
andamios. Los andamios son estructuras que proporcionan una plataforma fisicoquimica y
bioldégica adecuada para que las células crezcan, proliferen y se diferencien (O’'Brien, 2011).
Estos andamios pueden procesarse mediante diferentes técnicas y composiciones, a
menudo mediante combinaciones de diferentes componentes que se distribuyen de manera
no homogénea. Esto hace que sus propiedades sean diferentes en funcién de la region y
direccion evaluadas, mostrando, por lo tanto, similitudes con los materiales anisotropicos.

Las propiedades que pueden tener estos materiales estan estrechamente ligadas con su
estructura interna, porosidad, interconectividad y distribucién del tamafo de las fibras que
pueden ser manipuladas segun la forma de procesado y de las materias primas usadas,
tanto en el tipo como en su proporciéon. Aunque las propiedades de este tipo de materiales
se han investigado ampliamente en la literatura (Jose et al., 2009; Kai et al., 2011), hasta
ahora se ha prestado poca atencidon al caracter anisotropico de estas estructuras y su
respuesta a la aplicacion de fuerzas en diferentes direcciones (anisotropia).

De ahi que nuestra hipotesis es que las propiedades de los andamios obtenidos son
diferentes dependiendo de la direccién de medicidn, considerando que la alineacion de las
fibras influye en la variacion de las propiedades. Este trabajo es parte de una linea de
investigaciéon del grupo de investigaciéon “Tecnologia y Disefio de Productos
Multicomponentes” (TEP-229) que consiste en el desarrollo de biomateriales mediante
diferentes técnicas y materias primas (sobre todo poliméricas), evaluando posibles sinergias
entre diferentes materias primas utilizadas, teniendo especial interés en el uso de polimeros
biocompatibles.
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1.1 Técnica de electrohilado

Entre las diferentes técnicas de fabricacién de materiales, cabe destacar la técnica de
electrohilado, ya que permite fabricar materiales nanofibrosos con una porosidad adecuada
y un area especifica alta (Frenot y Chronakis, 2003). Esta técnica consiste en la deformacion
de una gota de una disolucién polimérica para formar un entramado polimérico. Dicho
entramado se forma debido a un campo de voltaje eléctrico, que produce repulsiones
electrostaticas entre superficies cargadas (Doshi y Reneker, 1995). La estructura y las
propiedades de los andamios producidos dependen de las condiciones de procesamiento
seleccionadas en funcién de los parametros ambientales como la temperatura y la humedad,
asi como de los parametros de trabajo como el voltaje, la distancia del colector de agujas, el
caudal o la velocidad de rotacion del colector. Esto ultimo influye en la alineacién de las
fibras, lo que permite obtener estructuras con diferentes alineaciones en funcion de la
velocidad seleccionada.

Entre las materias primas destacan tanto polimeros sintéticos como biopolimeros, asi como
aditivos que varian las propiedades fisicas y mecanicas del andamio de forma distinta.
Como polimeros sintéticos, es de especial interés la policaprolactona (PCL). Se trata de un
polimero que destaca por su biocompatibilidad, biodegradabilidad, propiedades mecanicas
adecuadas y capacidad de procesamiento (Gumusderelioglu et al., 2011). PCL con un peso
molecular promedio de 45,000 u 80,000 se ha utilizado ampliamente para estudios de
electrohilado (Dulnik et al., 2016; Fereshteh et al., 2016).

Por su parte, como polimero natural podemos destacar el colageno y la gelatina. Ambos
polimeros destacan por su alta compatibilidad, no inmunogenicidad y sus propiedades
funcionales favorables, que los hacen muy Utiles en aplicaciones de ingenieria de tejidos
(Aldana y Abraham, 2017). La combinacion de estos polimeros naturales con polimeros
sintéticos produce sistemas mas hidréfilos mejorando la adhesion y, por ende, el crecimiento
celular. En esta linea, tanto el coldageno como la gelatina se han utilizado con otros
polimeros como PLA o PCL (Gautam et al., 2013) para mejorar sus propiedades biolégicas
para aplicaciones de regeneracién ésea o cardiaca. En este sentido, por ejemplo, la gelatina
se ha combinado con PVA para producir sistemas con un angulo de contacto mas bajo vy,
por lo tanto, mas hidrdfilo (Perez-Puyana et al., 2018).

2. Objetivos

El objetivo principal de este trabajo es el estudio y evaluacion de andamios producidos por
electrohilado, evaluando la influencia de la combinacién de un polimero sintético
(policaprolactona, PCL) con un polimero natural (gelatina) en las propiedades mecanicas y
morfoldgicas de los andamios.

Para conseguir este objetivo global, se plantearon dos objetivos especificos:

- Caracterizacion de los andamios producidos mediante la evaluacion del angulo de
contacto, microscopia de angulo de contacto (SEM) y ensayos mecanicos en dos
direcciones diferentes: paralelas y perpendiculares a la formacién de fibras para analizar la
anisotropia de las estructuras.

- Comparar los diferentes sistemas procesados en funciéon de dos direcciones de medida:
paralela y perpendicular (a la formacién de fibras).
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3. Metodologia
3.1 Materiales

Para este estudio, la gelatina utilizada fue gelatina de pescado tipo B, suministrada por
Henan Boom Gelatin Co. Ltd (China). Presentaba un contenido proteico de un 95% en peso.
La poli (e-caprolactona) (PCL, con un peso molecular de 45.000 g/mol) y 1,1,1,3,3,3-
hexafluoro-2-propanol (HFIP) fueron suministradas por Sigma Aldrich (Alemania).

3.2 Preparacion de andamios

Los andamios se prepararon con una combinacion entre policaprolactona y gelatina para
evaluar su influencia en las propiedades de los andamios. EI método utilizado para la
preparacion de estos andamios fue por electrohilado, que consta de dos etapas: preparacion
de la disolucion polimérica y electrohilado de dichas disoluciones. Los diferentes sistemas
procesados fueron preparados durante el afio 2019 en Holanda.

3.2.1 Preparacion de la disolucion polimérica

En primer lugar, se preparan las disoluciones de PCL (16 %p/v) y gelatina (4 %p/v) en
funcion de estudios previos. Para ello, se mezclaron ambos polimeros a temperatura
ambiente mediante agitacién durante aproximadamente 24 h con un agitador magnético
utilizando 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol (HFIP) como disolvente.

3.2.2 Proceso de Electrohilado

Una vez que se prepararon las disoluciones, el proceso de electrohilado se realizé en modo
vertical utilizando un equipo Fluidnatek LE-100 (Bioinicia). El estudio de la influencia del
alineamiento en las propiedades de los andamios de PCL/gelatina se realizé6 mediante la
produccion de dos sistemas a dos velocidades de rotacién diferentes (0 y 600 rpm) para
obtener membranas (andamios) con diferentes alineamientos (ordenamiento aleatorio y
ordenamiento alineado, respectivamente).

Las condiciones de procesado utilizadas fueron: 14 kV de voltaje, con una velocidad de flujo
de 0,4 mL/h y una distancia aguja-colector de 14 cm. La temperatura y la humedad se
ajustaron a 25 °C y 40%, respectivamente.

3.2.3 Sistemas estudiados

Los diferentes sistemas analizados aparecen resumidos en la Tabla 1:

Tabla 1: Sistemas estudiados

Sistema Referencia

PCL+Gelatina 0 rpm Aleatorio

PCL+Gelatina 600 rpm Alineado
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3.3 Caracterizacion de andamios

Los diferentes sistemas fueron caracterizados durante el afo 2019 en Espana. La
caracterizacion llevada a cabo consistid en una evaluacién funcional, morfologica y
mecanica de las estructuras.

3.3.1 Evaluacion funcional

Medidas de angulo de contacto (WCA)

La hidrofobicidad de los andamios se evalué mediante mediciones del angulo de contacto
con el agua (WCA) utilizando el método de gota (gotas con un volumen aproximado de 5
ML). Se midieron los angulos de los lados derecho e izquierdo de las gotas de agua
desionizadas y se calculo el valor promedio. El equipo utilizado fue un analizador de forma
de gota (Kruss).

3.3.2 Evaluacién morfolégica

Microscopia electronica de barrido (SEM)

El examen microscépico de los andamios se realizé con un XL 30 (Philips XL Series) a un
voltaje de aceleracion de 15 kV. Previamente, las muestras se cubrieron con una pelicula de
Au en un recubrimiento por pulverizacién catddica de alta resolucion. Para el analisis de
imagen se us6 un programa (software) de procesamiento digital (/mageJ) para determinar el
tamano de las fibras.

3.3.3 Evaluacion mecanica

Las mediciones de traccion se realizaron usando un equipo ElectroForce 3200 (TA
Instruments). Para ello, se agarran los andamios con unas mordazas y se someten a una
velocidad extensional de 0.1 mm-s”' a 20 °C. Durante estos ensayos se registran los
esfuerzos y las deformaciones hasta la rotura. A partir de estos ensayos se determinan el
modulo de Young, la resistencia a la traccion maxima y la deformacién en la rotura.

3.4 Analisis estadistico

Por cada técnica se realizaron al menos tres mediciones de cada muestra. El analisis
estadistico se realizé6 comparando los valores medios (t de Student) y se realizdé un analisis
de varianza (ANOVA, p<0.05) utilizando el paquete estadistico SPSS 18. Ademas, se
incluyeron las desviaciones estandar de algunos parametros seleccionados.

4. Resultados y discusién
4.1 Caracterizacion de los andamios de nanofibras

Se ha realizado una caracterizacion morfolégica y mecanica de los andamios en dos
direcciones diferentes (como se muestra esquematicamente en la Figura 1): en la misma
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direccion que la formacion de fibras (llamada direccién paralela) y en la direccion
perpendicular.

En este sentido, se midieron y compararon en ambas direcciones las propiedades de los
andamios de nanofibras al azar (aleatorio) y orientado de manera ordenada (alineado).

Figura 1: Esquema de la evaluacién anisotrépica de andamios de nanofibras elaborados por

electrohilado

1 )

\ 4

4.1.1 Evaluacién morfolégica

La Tabla 2 muestra los valores obtenidos para las mediciones del angulo de contacto de los
andamios en las dos direcciones mencionadas anteriormente. Primero, todos los valores
estaban por debajo de 65°, concluyendo que todos los sistemas presentaban un caracter
hidrofilico (Law, 2014). Ademas, al comparar los valores obtenidos para cada sistema, no
hubo diferencias significativas en el angulo de contacto obtenido para las dos direcciones
medidas en el andamio orientado aleatoriamente. Sin embargo, los valores del angulo de
contacto obtenidos en la direccion paralela a la orientacion de las nanofibras fueron
significativamente mas bajos que los obtenidos por el sistema en su direccién perpendicular.

Tabla 2: Valores de angulo de contacto y tamaino medio de fibras medidos tanto en la direccién
paralela y perpendicular de los andamios elaborados con PCL y gelatina por electrohilado (con
orientacion aleatoria y alineada). Se han anadido letras para indicar las diferencias
significativas entre los sistemas (p < 0,05)

Angulo de Tamafio medio de
SISTEMAS contacto (°) fibras (um)
Paralelo 50,52
Aleatorio 0,307 A
Perpendicular 52,7 2
Paralelo 31,4°0b
Alineado 0,235 4

Perpendicular 62,7 ¢
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Estos resultados concluyen que la humectabilidad de los sistemas es mejor en la direccion
de la orientacion de la fibra y, por lo tanto, el valor del angulo de contacto es menor. Por lo
tanto, durante la adhesion y la proliferacion celular, las células crecen en la direccion de la
orientacion de la fibra, como se muestra en Pandey et al. (2018). Ademas, el analisis de las
imagenes SEM demuestran que la alineacion de las fibras no causa cambios significativos
en su tamafo medio, obteniendo fibras con un tamafio promedio entre 0,200 y 0,350 um
(Tabla 2).

4.1.2 Evaluacion mecanica

Aparte de la caracterizacion morfoldgica, los andamios se caracterizaron mecanicamente en
ambas direcciones. Las curvas de esfuerzo-deformacion se muestran en la Figura 2.

Figura 2: Curvas de esfuerzo-deformacion realizadas tanto en la direccién paralela como
perpendicular de los andamios elaborados con PCL y gelatina procesados por electrohilado
(con orientacién aleatoria y alineada)
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Todas las curvas exhiben un comportamiento similar, que consiste en una regién lineal
inicial, que corresponde a la deformacion elastica, seguida de una region de deformacion
plastica, caracterizada por una disminucidon continua en la pendiente de tension-
deformacion, pasando por un valor maximo. Finalmente, cada sistema se rompié a un valor
de deformacién diferente.

Los parametros evaluados (modulo de Young, deformacion en la rotura y esfuerzo maximo)
se resumen en la Tabla 3. Comparando el efecto de la direccion en cada andamio, se puede
observar que todos los parametros presentan diferencias significativas dependiendo de la
direcciéon de la medicion para el sistema formado por fibras alineadas, mientras que para el
sistema con fibras distribuidas aleatoriamente ninguno de los parametros evaluados
presenta diferencias significativas.
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Tabla 3: Valores de médulo de Young, esfuerzo maximo y deformacion en la rotura medidos
tanto en la direccién paralela y perpendicular de los andamios elaborados con PCL y gelatina
por electrohilado (con orientacién aleatoria y alineada). Se han aiadido letras para indicar las

diferencias significativas entre los sistemas (p < 0,05)

Modulo de Young  Esfuerzo Maximo Deformacion en la

SISTEMAS (MPa) (MPa) rotura (mm/mm)
Paralelo 6,32 3,84 0,632
Aleatorio .
Perpendicular 7,22 404 0,67 @
Paralelo 2,3b 0,38 0,31°
Alineado .
Perpendicular 0,8¢ 0,14 0,66 °©

Cabe destacar la rotura producida en el andamio después de realizar la prueba mecanica
(Figura 3). Se pueden observar dos tipos de fracturas dependiendo de la direccion del
esfuerzo aplicado y la muestra en la que se aplica. Para el sistema aleatorio, la rotura
observada fue similar a la direccion de medicién. Por otro lado, los dos tipos de ruptura que
tuvieron lugar en el sistema alineado evidencian cémo la rotura fue mucho mas uniforme y
homogénea cuando la prueba se realizé en la direccion perpendicular a la orientacion de las
fibras.

Figura 3: Imagenes de SEM de la rotura de los andamios elaborados con PCL y gelatina por
electrohilado: (A) Aleatorio perpendicular, (B) Aleatorio paralelo, (C) Alineado perpendiculary
(D) Alineado paralelo
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5. Conclusiones

Como conclusion general, se ha demostrado que la técnica de electrohilado permite crear
materiales anisotrépicos, que exhiben diferentes propiedades dependiendo de la direccion
de medicién.

El sistema orientado aleatoriamente no mostré diferencias significativas al medir sus
propiedades en las direcciones paralelas y perpendiculares con respecto a la formacion de
fibras. Sin embargo, el sistema alineado presenté diferencias significativas en todas las
propiedades al medirlas en estas dos direcciones. El médulo de Young y la tension maxima
mostraron valores mas bajos en la direccién perpendicular, mientras que el angulo de
contacto y la deformacion en la rotura fueron mas bajos al medirlos en la direccion paralela
de la formacion de la fibra. Estas diferencias quedan patentes mediante imagenes de
microscopia.

En respuesta a la hipétesis de partida planteada, se puede confirmar que las propiedades de
los andamios obtenidos dependen de la direccion de medicion, confirmando asi que la
alineacion de las fibras influye en la variacién de las propiedades. Sin embargo, la mayor
limitacion encontrada en este trabajo ha estado relacionada con la manipulacion de
muestras tanto durante el procesado como en la caracterizacién de las mismas.
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