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1. Resumen

Las estructuras poliméricas y/o compuestas tridimensionales (3D) son uno de los
componentes fundamentales de la ingenieria de tejidos, ya que forman
microambientes que imitan la matriz extracelular (MEC) y sus propiedades
fisicoquimicas, mecanicas y biologicas (Giannitelli et al., 2015; Z. Wang et al., 2021).
Este trabajo aborda el estudio de estructuras poliméricas jerarquicas con
caracteristicas morfoldgicas micro-nanomeétricas fabricadas mediante
electro-escritura de fundido (melt electrowriting o MEW) y su aplicacion en la
cicatrizacion de heridas. Esta estrategia combina técnicas de impresion 3D
utilizando modelado por deposicion fundida y electrohilado. Para la microestructura,
fabricada usando MEW, se utilizé policaprolactona (PCL) de grado médico. Luego,
sobre las matrices impresas, se depositd una membrana de nanofibras
electrohiladas, fabricada a partir de una solucion de PCL y gelatina. El tiempo de
electrohilado se varié entre 0, 1, 5 y 15 minutos, resultando en cuatro tipos de
muestras: PCL MEW, 1 min PCL-GEL, 5 min PCL-GEL y 15 min PCL-GEL,
respectivamente. Una vez producidas las estructuras, se realizd la caracterizacion
morfolégica utilizando imagenes de microscopia electronica de barrido (SEM).
Ademas, se analizé la hidrofilicidad de las muestras determinando el angulo de
contacto, y se verificd la composicién quimica mediante espectroscopia infrarroja
(FTIR). También se realizaron pruebas mecanicas de traccion, y se analiz6 la
degradacion de las matrices al sumergirlas en solucion salina tamponada (PBS).
Finalmente, se realizé un ensayo de viabilidad celular in vitro utilizando fibroblastos
dérmicos humanos normales (NHDF). Como se esperaba, la presencia de
nanofibras de gelatina incrementd la hidrofilicidad. Las pruebas de traccion
mostraron que las estructuras presentan propiedades mecanicas que podrian ser
adecuadas para la cicatrizacion de heridas. Las muestras modificadas por
electrohilado mostraron mayor viabilidad de NHDF. Esto podria atribuirse al hecho
de que las nanofibras aumentan el area disponible para la adhesion y proliferacion
celular (Z. Wang et al., 2021), y a la presencia de gelatina, que contiene dominios
moleculares presentes en la MEC de la piel (Negut et al., 2020). Es importante
sefalar que no se observaron efectos citotdxicos, lo que confirma Ila

biocompatibilidad de las estructuras. Por otro lado, las matrices mostraron absorcion



de PBS en los microporos formados por las fibras impresas. Esto, junto con la
hidrofilicidad proporcionada por la gelatina, podria ser util para absorber exudados y
mantener la herida humeda durante la regeneracién de la piel (Gaspar-Pintiliescu et
al., 2019). En conclusién, la combinacion de las técnicas de electrohilado y MEW
permitié la creacion de estructuras 3D con propiedades mecanicas, biologicas y

quimicas que podrian ser adecuadas para la cicatrizacion de heridas.

2. Abstract

Three-dimensional (3D) polymeric and/or composite structures are one of the
fundamental components of tissue engineering, as they form microenvironments that
mimic the extracellular matrix and its physicochemical, mechanical, and biological
properties (Giannitelli et al., 2015; Z. Wang et al., 2021). This work addresses the
study of hierarchical polymeric structures with micro-nanometric morphological
characteristics fabricated through melt electrowriting (MEW) and their application in
wound healing. This strategy combines 3D printing techniques using fused
deposition modeling and electrospinning. The microstructure was fabricated by
MEW, using medical-grade polycaprolactone (PCL). Then, a membrane of
electrospun PCL-gelatin nanofibers was deposited onto the printed matrices. The
electrospinning time was varied between 0, 1, 5, and 15 minutes, resulting in four
types of samples: PCL MEW, 1 min PCL-GEL, 5 min PCL-GEL, 15 min PCL-GEL,
respectively. Once the structures were produced, morphological characterization was
performed using scanning electron microscopy (SEM). Additionally, the hydrophilicity
of the samples was analyzed by determining the contact angle, and the chemical
composition was verified using infrared spectroscopy (FTIR). Tensile mechanical
tests were also conducted, and the degradation of the matrices was analyzed by
immersing them in PBS. Finally, an in vitro cell viability assay was performed using
Normal Human Dermal Fibroblasts (NHDF). As expected, the presence of gelatin
nanofibers increased hydrophilicity. Tensile tests showed that the structures exhibit
mechanical properties that could be suitable for wound healing. The samples
modified by electrospinning showed higher NHDF viability. This could be attributed to
the fact that the nanofibers increase the available area for cell adhesion and

proliferation (Z. Wang et al., 2021), and to the presence of gelatin, which contains


https://www.zotero.org/google-docs/?broken=DNu0tY
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molecular domains found in the extracellular matrix of the skin (Negut et al., 2020). It
is important to note that no cytotoxic effects were observed, confirming the
biocompatibility of the structures. On the other hand, the matrices showed absorption
of Phosphate-Buffered Saline (PBS) in the micropores formed by the printed fibers.
This, together with the hydrophilicity provided by gelatin, could be useful for
absorbing exudates and keeping the wound moist during skin regeneration
(Gaspar-Pintiliescu et al., 2019). In conclusion, the combination of electrospinning
and MEW techniques allowed the creation of 3D structures with mechanical,

biological, and chemical properties that could be suitable for wound healing.
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3. Introduccion

3.1 Ingenieria de tejidos

La ingenieria de tejidos es un area interdisciplinar que involucra la biologia celular,
la ingenieria de biomateriales, y la medicina (Jafari et al., 2017). El objetivo principal
es fabricar matrices tridimensionales que, en conjunto con moléculas biolégicamente
activas y células, provean un ambiente adecuado para restaurar, mantener o
mejorar tejidos u 6rganos danados (Figura 1) (Dvir et al., 2011). Esta construccién
tridimensional (también llamada andamio) actua como reemplazo de la MEC, dando
soporte a las células e interactuando con ellas para formar nuevo tejido (Jafari et al.,
2017). La MEC es un medio de integracion fisiolégico no celular en el que estan
inmersas las células. La MEC esta formada por un entramado de proteinas y
carbohidratos que se disponen en el espacio entre las células y que se sintetiza y

secreta por las propias células (Sell et al., 2010).

Andamios

Ingenieria de tejidos

Factores Celulas
bioactivos

Figura 1. Trio de componentes principales de la ingenieria de tejidos (Adaptado de
Rodriguez Doblado et al., 2021).
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Los andamios son tipicamente sembrados con células y ocasionalmente con
factores de crecimiento en un biorreactor. Pueden ser cultivados in vitro, para
sintetizar tejidos que luego se implantan en el sitio danado, o implantados
directamente en el defecto a reparar, de manera que la regeneracion es inducida in
vivo. A lo largo de los afos, se han producido numerosas matrices a partir de una
gran variedad de biomateriales y diferentes tecnologias de fabricacién, con el fin de
regenerar distintos tejidos y 6rganos. Independientemente del tipo de tejido, existen
factores clave al disefar o evaluar el desempeno de una matriz para su uso en

ingenieria de tejidos (O’Brien, 2011):

Biocompatibilidad: EI primer criterio de cualquier andamio para la ingenieria de
tejidos es que debe ser biocompatible. Las células deben adherirse, funcionar
normalmente y migrar hacia la superficie y eventualmente a través del andamio, y
comenzar a proliferar antes de depositar nueva MEC. Después de la implantacion,
el andamio debe provocar una reaccion inmune insignificante para evitar una
respuesta inflamatoria suficientemente severa que pueda reducir la cicatrizacién o
causar el rechazo por parte del cuerpo. Ademas, los productos de degradacién de la

matriz deben ser no téxicos (O’Brien, 2011).

Biodegradabilidad: Los andamios no estan disefiados para ser permanentes. El
objetivo de la ingenieria de tejidos es reemplazar a la matriz tridimensional
temporalmente. Por lo tanto, el andamio debe ser biodegradable para permitir que
las células produzcan su propia MEC (O’Brien, 2011). Para esto, la velocidad de
degradacion debe aproximarse idealmente a la velocidad de formacion del nuevo
tejido (Negut et al., 2020).

Porosidad: Los andamios deben tener una estructura porosa interconectada y una
alta porosidad para garantizar los procesos de migracién, proliferacién y nutricion
celular (O’Brien, 2011). La vascularizacion es el proceso mediante el cual se
desarrollan vasos sanguineos dentro de ciertos tejidos (Ross y Pawlina, 2015), los
cuales permiten la difusion adecuada de nutrientes hacia las células dentro del
andamio y hacia la MEC formada por estas células. Ademas, la estructura porosa
interconectada es necesaria para permitir la difusion de productos de desecho fuera

del andamio. Con respecto al tamafno medio de poros, este debe ser lo
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suficientemente grande como para que las células migren hacia el interior de la
estructura, pero lo suficientemente pequefios como para conformar una superficie
de adhesion lo suficientemente alta. Por lo tanto, para cualquier andamio, existe un
rango critico de tamanos de poro que puede variar dependiendo del tipo de célula

utilizado y del tejido que se esté reparando (O’Brien, 2011).

Propiedades mecanicas: l|dealmente, los andamios deben tener propiedades
mecanicas consistentes con el sitio anatomico en el que se van a implantar, ademas
de ser lo suficientemente resistentes como para soportar la manipulacion (O’Brien,
2011).

3.2 Materiales para la ingenieria de tejidos

Considerando estas caracteristicas, los biomateriales son los candidatos principales
que pueden cumplir con estos requerimientos. Con respecto a la definicion de
biomaterial, ha cambiado considerablemente durante los ultimos 50 anos.
Inicialmente, el objetivo era lograr una funcionalidad que se asemejara a la del tejido
nativo, igualando sus propiedades mecanicas y sin producir una respuesta adversa
en el huésped (ejemplos: cemento 6seo, acero inoxidable). Los biomateriales de
segunda generacion (titanio, hidroxiapatita) fueron disefiados para uso biologico y
tienen propiedades bioactivas, es decir, capacidad de formar un vinculo entre los
tejidos y el implante. Muchos de los materiales mencionados anteriormente
mantienen relevancia clinica, pero el campo de la ingenieria de tejidos se esta
dirigiendo hacia el uso de biomateriales que se integran con el tejido adyacente y
son bioinductivos; es decir, materiales que mejoran la capacidad regenerativa de un
tejido u o6rgano dado. Estos materiales son completamente opuestos a los

biomateriales "inertes" de hace 50 afios (Hench y Thompson, 2010).

Existen polimeros naturales y sintéticos, ceramicos, o incluso materiales
compuestos que pueden ser clasificados como biomateriales. Los polimeros
sintéticos tienen varias ventajas, entre ellas: propiedades mecanicas ajustables de
acuerdo a la aplicacion, alta reproducibilidad y baja respuesta inmunoldgica. Sin
embargo, poseen una capacidad limitada para estimular el medio celular nativo. Por

el contrario, los polimeros naturales usualmente contienen dominios moleculares

11


https://www.zotero.org/google-docs/?broken=oCC3MJ
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=xSqz0z
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=xSqz0z
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=g0CXml

que pueden brindar soporte y guiar a las células en varias etapas de su desarrollo y
por lo tanto pueden mejorar la interaccidn biolégica del andamio con el tejido nativo.
Entre sus desventajas se destacan sus limitadas propiedades mecanicas, la falta de
reproducibilidad, y el potencial de inducir una respuesta inmunolégica adversa (Ozdil
y Aydin, 2014; Sell et al., 2010)

3.3 La piel, estructura y funciones

La piel forma la cubierta externa del cuerpo y es su érgano mas grande, ya que
constituye del 15% al 20% de su masa total (Ross y Pawlina, 2015). Consta de dos

estratos principales:

e Epidermis: Esta compuesta por un epitelio estratificado. Tiene un rol crucial
en el mantenimiento de las condiciones internas del cuerpo (homeostasis) y
en su proteccion contra el ambiente externo y el ingreso de bacterias
patogénicas (Negut et al., 2020).

e Dermis: Esta conformada por un tejido conectivo que aporta resistencia
mecanica y espesor a la piel. En este casol, las células del tejido conjuntivo
estdn muy separadas entre si, a través de la MEC que ellas mismas
secretan. Esta conformada por dos capas de estructura bien definida: la
dermis papilar y la reticular. La dermis papilar es la capa mas superficial y
consiste en tejido conjuntivo laxo ubicado justo debajo de la epidermis. Aqui,
las fibras de colageno son escasas, de diametro pequeno y tienen una
disposicion irregular. Posee muchos tipos de células. Una de ellas, el
fibroblasto, produce las fibras de colageno y el componente amorfo de la
MEC. Otros tipos celulares presentes, como los linfocitos y los macréfagos,
entre otros, estan asociados con el sistema de defensa del cuerpo. En esta
capa también se concentran la mayor parte de los vasos sanguineos que
irrigan la epidermis y las terminaciones nerviosas sensoriales (Ross y
Pawlina, 2015). La dermis reticular, por otro lado, es profunda con respecto a
la dermis papilar. Si bien su espesor varia en diferentes partes de la
superficie corporal, siempre es bastante mas gruesa y contiene menos
células que la dermis papilar. Normalmente, estas células son de un solo tipo,

el fibroblasto. Ademas, se caracteriza por gruesos haces de fibras de
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colageno en alta proporcién, que ofrecen una solidez considerable (Ross y
Pawlina, 2015).

Los dos estratos principales de la piel humana (dermis y epidermis) se observan en

la Figura 2.

Cross Section of Human Skin

Epidermis

Reticular dermis

¢! Papillary Dermis

From Baumann, L Ch 2
Baumann's Cosmetic
Dermatology (McGraw Hill
NA&¥ 2021} with permission,

Figura 2. Fotomicrografia que muestra las capas de la piel humana tefida
con hematoxilina y eosina (HyE). Se observan claramente sus dos capas
principales: la epidermis y la dermis. La epidermis, la capa mas superficial,
esta formada por un epitelio estratificado plano. La dermis, por su parte, se
divide en dos subcapas: la capa papilar, que es la mas superficial y
adyacente a la epidermis, y la capa reticular, situada mas profundamente.
Aunque el limite entre estas dos subcapas no es facilmente visible, la capa
papilar se distingue por su mayor densidad celular, mientras que la capa
reticular presenta haces de fibras de colageno mas gruesas, los cuales son
claramente visibles en la parte inferior de la imagen. En contraste, las fibras

de colageno de la capa papilar son mas delgadas. (Ross y Pawlina, 2015).

Justo debajo de la dermis puede encontrarse la hipodermis, que contiene
cantidades variables de tejido adiposo organizado en lobulillos separados por

tabiques de tejido conjuntivo (Ross y Pawlina, 2015).
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3.4 Ingenieria de tejidos para la cicatrizacion de heridas

Una ruptura de la piel puede debilitar las funciones de la misma a nivel local y
provocar deshidratacion, infecciones y, en algunos casos, la muerte (Negut et al.,
2020). El proceso de cicatrizacidon de heridas cutaneas es increiblemente complejo,
dependiente de una interaccidn entre varios factores que trabajan en conjunto para
restaurar la piel lesionada y recuperar su funcién de barrera. Esta secuencia de
eventos ocurre normalmente en la gran mayoria de las heridas superficiales; sin
embargo, puede desviarse en numerosos pasos del proceso y resultar en una
herida crénica (Han y Ceilley, 2017). Entre las causas que pueden retardar el
proceso de remodelaciéon de la piel se encuentran el estado nutricional del individuo,
condiciones vasculares y cardiacas, diabetes, etc (Negut et al., 2020). Pero incluso
las heridas simples, creadas después de acontecimientos menores como cirugias
ambulatorias o golpes, requieren cuidados adecuados, y es comprensible que los
pacientes puedan estar preocupados por las posibles cicatrices resultantes. Es por
ello que la cicatrizacion de heridas ha recibido mucha atencion, desde el punto de

vista de la ciencia basica y comercial (Han y Ceilley, 2017).

Generalmente, los vendajes utilizados para la cicatrizacion de heridas son
econdmicos y proporcionan una barrera fisica de proteccién, aunque no aceleran el
proceso de curacién ni son capaces de tratar infecciones. La ingenieria de tejidos,
mediante la introduccién de andamios, ha surgido como una forma de tratamiento
alternativa. Estas matrices deben cumplir con los requerimientos mencionados en la
seccion 3.1, ademas de presentar flexibilidad para acomodarse a distintos tipos de
heridas, absorber fluidos manteniendo al mismo tiempo un microambiente humedo,
y proporcionar sefales bioquimicas que incentiven el proceso de curacion (Negut
et al., 2020).

3.5 Técnicas de fabricacion de andamios

En los ultimos afos, se han desarrollado un gran numero de tecnologias de
fabricacion para la construccion de matrices tridimensionales porosas para
ingenieria de tejidos. En conjunto con los materiales utilizados, son de gran

importancia al determinar las propiedades finales y la estructura del andamio. Entre
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las técnicas de fabricacién convencionales, se encuentran el colado de soluciones
seguido por la lixiviacidon de porogenos, la liofilizacion, la separacion de fases
inducida térmicamente, el tratamiento con fluidos supercriticos, entre otras (Mabrouk
et al., 2020).

En particular, la manufactura aditiva (AM) o prototipado rapido es una tecnologia
que permite construir estructuras tridimensionales a partir de un modelo digital,
mediante el agregado de material capa a capa. Para producir objetos fisicos en tres
dimensiones mediante la tecnologia de manufactura aditiva es necesario utilizar un
software de disefno asistido por computadora (CAD) o un escaner. Entre las ventajas
de este conjunto de técnicas se pueden mencionar; la capacidad de obtener
productos con formas mas complejas con un gran control dimensional, y la
posibilidad de personalizar los productos médicos. Bajo el término de impresion 3D,
se pueden distinguir varios métodos de fabricacion, como impresion por aglutinante
(por ejemplo, impresién de chorro de tinta sobre lecho de polvo), extrusion de
material (por ejemplo, modelado por deposicion fundida (FDM), extrusion de gel o
pasta), impresion de material (por ejemplo, impresién de chorro de tinta), fusién de
lecho de polvo (por ejemplo, sinterizacidon laser directa de metal (DMLS) y
sinterizacion laser selectiva (SLS)) y polimerizacion de tanque utilizando radiacion
(por ejemplo, proyeccion digital de luz (DLP) y estereolitografia (SLA)). Estos
métodos varian en la construccion del dispositivo, la seleccion de materiales, los
métodos de unidén de capas, la eficiencia de produccion y las caracteristicas del
objeto obtenido, como su precisidon geométrica, acabado superficial, estructura y

propiedades mecanicas (Szymczyk-Ziétkowska et al., 2020).

La manufactura aditiva se esta utilizando cada vez mas en el campo de
biomateriales, ingenieria de tejidos, y biofabricacién. En general, las tecnologias de
fabricacion tienen una resolucion de impresion en el rango de 50 a 500 micrones.
Para la ingenieria de tejidos, que busca replicar la microarquitectura de los tejidos,
es necesaria la capacidad de imprimir a escalas pequefias en el rango de los
nanometros y los micrometros. Estos pequefios diametros de fibra se pueden
conseguir utilizando técnicas electrohidrodinamicas (EHD), como electrohilado de
soluciones, electrohilado de fundidos, y MEW (Kade y Dalton, 2021).
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3.6 Electro-escritura de fundido (MEW)

3.6.1 Fundamento teodrico

MEW es una técnica de AM que tiene la capacidad de producir fibras en el rango de
los micrometros. Un dispositivo de MEW consiste de un cabezal de impresién con
un sistema de calentamiento para fundir el material, que luego se suministra a una
boquilla de metal (Figura 3). El cabezal de la impresora esta configurado con un
sistema de movimiento asistido por computadora, de manera que se realiza una
escritura directa sobre un colector. La extrusion del polimero a través de la boquilla
se logra gracias a un sistema que en general utiliza aire a presion, mientras se
aplica una diferencia de potencial entre la boquilla y el colector, generandose un
campo eléctrico (Kade y Dalton, 2021). Esta tension estabiliza la caida del fluido,
evitando el flujo interrumpido (caida en gotas) que ocurre para fluidos no cargados
electrostaticamente (inestabilidades de Plateau Raleigh). Esta deposicion continua
de fluido a bajas velocidades de flujo es la que permite obtener fibras

submicrémétricas (Dalton, 2017).
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Figura 3. Esquema tipico de un equipo MEW (Afghah et al., 2019).

La aplicacion del campo eléctrico concentra las cargas en la gota de fluido en el
punto mas cercano al colector. Dado que se trata de un polimero fundido, con alta
viscosidad y escasa cantidad de especies capaces de cargarse eléctricamente (en
comparacioén con sistemas a base de disolventes), el campo eléctrico tarda mas de
un minuto en superar la tension superficial de la gota en la punta de la boquilla.
Cuando esto sucede, el polimero fundido comienza a estrecharse desde la gota
inicial formando un microchorro delgado. EI comienzo de este chorro y el fluido
restante en la punta de la boquilla se denomina cono de Taylor. La Figura 4 muestra

como ocurre la iniciacion del chorro en MEW (Kade y Dalton, 2021).

HV ON +1:00 min +1:14 min +1:16 min +1:19 min +1:21 min +1:29 min +1:46 min

Figura 4. Secuencia fotografica con el tiempo indicado después del inicio de
aplicacién de alta tensién. Cuando se aplica un campo eléctrico a una gota de PCL
fundido, las cargas se acumulan en la superficie del liquido mas cercana al colector.
A medida que la gota aumenta de volumen, se distorsiona después de +1:00 min, lo
que conduce a una columna de fluido y un chorro a +1:16 min (flecha amarilla). Se
requieren otros 30 segundos para que el volumen excesivo en el cono de Taylor sea
atraido hacia el colector, momento en el que (+1:48 min), el chorro MEW esta listo

para la escritura directa (Kade y Dalton, 2021).
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Dependiendo de la velocidad del cabezal de impresion (o del colector en algunos
casos), el chorro se puede depositar en linea recta, siempre que se supere la
velocidad critica de traslacion (CTS). Esta CTS se define como la velocidad por
encima de la cual el chorro es depositado en linea recta (Hrynevich et al., 2018). La
estabilidad del chorro, en conjunto con el movimiento asistido por computadora del
cabezal de impresion, permiten la deposicién definida del material sobre el colector.
La solidificacion del material en el camino hacia el colector permite el proceso de

impresion capa por capa (Kade y Dalton, 2021).
3.6.2 Disefio de andamios mediante MEW

La arquitectura de los andamios fabricados mediante MEW (incluyendo el diametro
de fibra, el tamafio de poros, la forma de los poros, etc.) puede afectar fuertemente
el comportamiento celular en varios aspectos como la adhesién (Z. Wang et al.,
2021), alineacién (Constante et al., 2021), proliferacién y migracion celular (Bakirci
et al.,, 2020). Por lo tanto, se han realizado numerosos estudios para modificar la
complejidad estructural macroscopica y microscopica de los andamios obtenidos por
MEW. A continuacion, se describe brevemente cdmo se pueden controlar algunos

de los parametros mas importantes.
3.6.2.1 Disefio del diametro de fibra

Es un parametro clave debido a que define las propiedades mecanicas y
estructurales del andamio, las cuales deben ser controladas dependiendo del tejido

aregenerar.

Si se considera la conservacion de masa y se asume compresibilidad cero del

chorro polimérico, el diametro medio de fibra puede ser calculado como:

)
d = n—; Ecuacion 1

en donde Q es el valor medio del caudal volumétrico de salida Q..Yves la

—out

velocidad del cabezal de impresidn. Asi, el diametro de la fibra disminuye al

aumentar v. Ademas, cualquier parametro que modifique el caudal volumétrico de
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salida, incluyendo aquellos relacionados con el proceso (presion aplicada, y
diametro de la boquilla) y el material (temperatura del material, peso molecular y tipo
de material), tendra un efecto en el diametro de fibra producido (Bakirci et al., 2020;
F.-L. He et al., 2017).

Por otro lado, segun el principio de MEW, el diametro del chorro decrece
continuamente durante el trayecto de vuelo, hasta que finalmente es igual al
diametro de la fibra al llegar al punto de deposicién. Por lo tanto, al aumentar la
distancia entre la boquilla y el colector, disminuira el diametro de fibra producido
(Ashour y Xu, 2022).

3.6.2.2 Disefio de la geometria macroscépica

La geometria macroscépica de los andamios fabricados por MEW es definida
principalmente por la geometria del colector que recibe las fibras impresas. En
general, hay dos tipos principales de geometrias de colectores que se asignan a
movimientos caracteristicos; una placa traslacional plana y un mandril rotatorio
cilindrico. Segun las geometrias de colectores especificas adoptadas para la
fabricacion, los andamios pueden clasificarse como andamios planos o andamios
tubulares en términos de geometria macroscépica (Jungst et al., 2015; McColl et al.,
2018; van Genderen et al., 2021).

3.6.2.3 Disefio de la microarquitectura

La microarquitectura de los andamios fabricados por MEW puede evaluarse
caracterizando el diametro de fibra, el tamano y la forma de los poros. En cuanto al
tamafo de poro, la tecnologia MEW no impone un limite superior. Sin embargo,
como ya se menciono, la ingenieria de tejidos establece un tamafo éptimo que va
desde decenas a cientos de micrometros para asegurar una correcta funcion y
proliferacion celular (Brennan et al., 2019). Por otro lado, la interaccién electrostatica
de la fibra impresa y el chorro polimérico no permite que el tamafio de poro impreso
por MEW sea arbitrariamente pequeino. En cuanto a la forma del poro, suele
definirse por el micropatrén formado por la posicion relativa de las fibras

intersectadas, que a su vez estd en gran medida determinada por las
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especificaciones de disefio de la trayectoria de la herramienta. Basandose en si se
presenta un patrén de unidad repetitiva para el disefio del andamio, los andamios
pueden clasificarse en aquellos que poseen una distribucibn homogénea o
heterogénea de geometrias de poros para una especificacién de diametro de fibra
constante. Ademas, existe una categoria especial de andamios heterogéneos, que

estan disefiados para poseer diametros de fibra no uniformes (Jin et al., 2020).
3.6.3 Calidad de los andamios fabricados mediante MEW

La calidad de los andamios fabricados mediante MEW estd determinada
principalmente por la uniformidad de la fibra (estabilidad de impresion) y la precisiéon
en la colocacion de la fibra. Dado que la impresion mediante MEW depende de
multiples variables del proceso y del material, el control de calidad en el proceso de

MEW es uno de los principales problemas a abordar (Cao et al., 2023).
3.6.3.1 Estabilidad de impresion

Ademas del diametro de la fibra, la uniformidad de la fibra es otro parametro
importante a controlar. Excepto en algunas ocasiones especialmente disefiadas, en
general se prefiere la impresion de fibras continuas de diametro constante, lo cual
requiere un estado de impresion estable. EI mantenimiento de la estabilidad de
impresiéon es mas similar a un problema de optimizacion sistematica que implica
ajustes combinatorios de multiples procesos y parametros de material, lo cual es
mucho mas complicado que el control del diametro de la fibra (Cao et al., 2023).
Existe un valor de tension critica por debajo del cual ocurre la “pulsacién de fibra” o
fiber pulsing (oscilacion indeseada del diametro de la fibra). Esto se debe
principalmente a la fluctuacién del volumen del cono de Taylor, que aumenta a
causa de una fuerza eléctrica incapaz de extraer suficiente polimero del cono.
Cuando el volumen del cono de Taylor alcanza un valor critico, se deposita en el

colector un chorro polimérico de mayor espesor (Cao et al., 2022).
3.6.3.2 Precision en la colocacion de la fibra

La precision en la colocacion de la fibra puede definirse como la diferencia entre el

patron de colocacién de la fibra programado (camino que realiza el cabezal) y el
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patrén impreso. Por lo tanto, se debe evitar esta desviacion del patron de impresion
programado si se quiere mejorar la precision en la deposicion. Principalmente se
pueden distinguir dos tipos de desviaciones; la desviacidén de fibra relacionada con
la carga y la relacionada con la trayectoria de la herramienta. La desviacion de fibra
relacionada con la carga se produce por la distorsion del campo eléctrico, ya sea
por la carga residual en las fibras depositadas u otros factores, como la falta de
planaridad del colector, etc. En contraste, la desviacién de fibra relacionada con la
trayectoria de la herramienta esta dada por el cambio direccional en la trayectoria de

la herramienta programada (Cao et al., 2023).
Desviacion de fibra relacionada a la carga

En el proceso MEW, el polimero se carga positivamente a través de la emision de
campo (emisién de electrones al medio circundante gracias a la accion de un campo
eléctrico local de alta intensidad (Collins et al., 2012)) y la disociacion de carga (el
campo eléctrico aplicado causa la disociacion de las moléculas del polimero, lo que
resulta en la generaciéon de iones positivos y negativos (Collins etal., 2012)).
Durante la deposicion del chorro en el colector, la mayoria de las cargas pueden
disiparse, pero debido a la conductividad del polimero fundido, las fibras impresas
conservan una carga residual. Esta carga residual suele ser negativa en las
primeras capas impresas, debido a una alta disipacion de carga. Esto significa que,
si la distancia entre las fibras es pequena, el chorro polimérico (cargado
positivamente) puede ser atraido por las fibras impresas previamente, lo que resulta
en una superposicion (Kim et al., 2021). Por otro lado, al aumentar el numero de
capas la carga se vuelve gradualmente positiva, por lo que puede producirse una

repulsion entre el chorro polimérico y las fibras ya impresas (J. He et al., 2022).

3.6.4 Policaprolactona (PCL)

Actualmente, la policaprolactona es el material mas utilizado para imprimir andamios
mediante MEW. La PCL es un poliéster sintético semicristalino y biodegradable,
capaz de ser procesado mediante esta técnica gracias a su baja temperatura de
fusién y rapida solidificacion. Ademas, tiene aplicacion clinica gracias a que esta

aprobado por la Administracion de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos (FDA)
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y ofrece una degradacion lenta de hasta varios afios. Ademas, ha sido bien
estudiada su aplicacion en ingenieria biomédica; como parte de otras tecnologias de
fabricacion (electrohilado, por ejemplo), e interaccionando con diferentes tipos de
células. Para MEW, la PCL mas ampliamente usada es la de grado médico, la cual
es fabricada usando buenos principios de manufactura (GMP) y por lo tanto se
caracteriza por ser de alta pureza. En la practica, ha permitido obtener la calidad de
impresion mas alta. La PCL, sin embargo, es un polimero hidrofébico que carece de
propiedades bioactivas, aunque es capaz de favorecer el anclaje celular y la
proliferacion gracias a la adsorcion de proteinas (Kade y Dalton, 2021). El aire
atrapado debido a esta hidrofobicidad, no es favorable para el medio de cultivo
celular, por lo que se han realizado muchos estudios con el objetivo de modificar la
superficie de las fibras de PCL para incrementar su caracter hidrofilico y mejorar su

interaccién con las células (Bas et al., 2017; Blum et al., 2019).
3.7 Electrohilado de soluciones

Por otro lado, el proceso de electrohilado de solucion involucra la disolucion de un
polimero en un solvente (0 mezcla de solventes) y la utilizacion de una diferencia de
potencial eléctrico para impulsar la solucion polimérica desde una aguja hacia un
colector. El campo eléctrico de alta intensidad esta generado por dos electrodos con
cargas opuestas y debe ser capaz de establecer una fuerza electrostatica que
permita vencer la tensién superficial de la solucién y deforme la superficie formando
una geometria conocida como cono de Taylor. Esta fuerza produce la aceleracion
del microchorro y su expulsion hacia el plato colector (Ristovski et al., 2015). El
equipamiento basico consiste de una fuente de alta tensién, un sistema de infusion
a jeringa, una aguja (boquilla) conectada a la jeringa, y un colector metalico (Kishan

y Cosgriff-Hernandez, 2017), como se puede ver en la siguiente Figura (5).
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Figura 5. Equipo tipico de electrospinning (Kishan y Cosgriff-Hernandez, 2017).

A pesar de que esta técnica puede crear fibras con diametros en la escala de
nanometros, la evaporacion del solvente durante la extrusion de la fibra provoca
importantes inestabilidades, lo que reduce considerablemente el control preciso
sobre la ubicacion de la fibra, un fendbmeno comunmente denominado "“fiber
whipping". El valor de la tension utilizada en electrohilado es mayor al valor utilizado
en MEW, y es el responsable de ocasionar las inestabilidades eléctricas que

permiten obtener fibras de dimensiones nanométricas (Dalton, 2017).

La PCL, es uno de los polimeros sintéticos mas prometedores para aplicaciones en
la cicatrizacion de heridas, tiene una excelente procesabilidad también mediante
electrohilado y, en comparacion con los polimeros naturales, altas propiedades
mecanicas. Sin embargo, la biodegradabilidad, adhesion celular y las respuestas de
proliferacion en PCL son limitadas. Por otro lado, la gelatina, polimero natural
derivado del colageno que contiene componentes moleculares presentes en la MEC
de la piel, promueve las propiedades de adhesion y proliferacion celular. Por lo
tanto, la combinacion de PCL y gelatina en fibras electrohiladas deberia conducir a
la obtencidn de estructuras con mejores propiedades mecanicas y fisicas junto con

una biocompatibilidad adecuada (Unalan et al., 2019).
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3.8 Combinacion de técnicas de fabricacion

En general, cada tecnologia de fabricacién posee sus ventajas y limitaciones en
cuanto a la resolucion, velocidades de fabricacion, materiales posibles, etc. Asi, una
combinacion de diferentes técnicas abre nuevas oportunidades para la fabricacion
de andamios de estructura jerarquica. Los desafios actuales como la imitacion del
tejido natural en cuanto a resolucion y complejidad, son requerimientos que muchas
veces no se pueden alcanzar con una sola técnica. Por lo tanto, la combinacion de
al menos dos técnicas de fabricacion es vista como una tendencia emergente

claramente necesaria (Dalton et al., 2020).

En particular, la técnica de MEW, gracias a su capacidad de producir estructuras de
geometria controlada, permite alcanzar buenas propiedades mecanicas en el
andamio. Sin embargo, como ya se menciond, esta técnica produce fibras de
tamafo micrométrico, mucho mas grandes que aquellas que conforman la
nanoestructura de la MEC. Las nanofibras fabricadas mediante electrohilado han
sido ampliamente estudiadas para ingenieria de tejidos debido a su alta porosidad y
alta area superficial especifica (Z. Wang etal.,, 2021), y a su morfologia y
arquitectura que son similares a las presentes en la MEC de la piel, la cual esta

compuesta mayormente por fibras de colageno (Chong et al., 2007).

El propdsito de este trabajo es la fabricacion y caracterizacion de andamios
mediante la combinacion de las técnicas de MEW vy electrohilado, con el objetivo de
obtener estructuras de morfologia jerarquica que aprovechen las ventajas de cada
tecnologia de fabricacion. Se utilizaran PCL y gelatina para mejorar la funcionalidad

de los andamios.
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. Objetivos

Obtener matrices impresas basadas en PCL mediante tecnologia MEW y
modificacion superficial con electrohilado empleando solventes benignos.
Caracterizar las estructuras fibrosas mediante SEM, FTIR, ensayos
mecanicos y propiedades superficiales.

Determinar el comportamiento de la degradacion hidrolitica de las matrices
preparadas.

Determinar el comportamiento bioldgico para valorar la citocompatibilidad de
las matrices.

En base a los resultados obtenidos, evaluar la potencial aplicacion de los

andamios en la curacion de heridas.
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5. Materiales

Se utilizé PCL de grado médico (PURABSORB PC12, Polycaprolactone, PURAC,
Paises Bajos) para imprimir la microestructura de MEW. Para la capa electrohilada,
se uso6 gelatina (~300 g Bloom, Tipo A), PCL (Mn = 80 kDa) y acido acético glacial
(GAA), adquiridos de la empresa Sigma Aldrich (Darmstadt, Germany).

Para los estudios celulares se utilizé la linea celular de NHDF, que fue obtenida del

Centro de Investigacion Traslacional (TRC) de Erlangen.

6. Métodos

6.1 Obtencion de matrices impresas mediante MEW

La estructura microfibrosa se obtuvo empleando el equipo MEW (Bioscaffolder 3.1,
GeSiM) que se observa en la Figura 6. Se parti6 de parametros de procesamiento
ajustados previamente en el grupo de trabajo para la impresion de PCL. Se
imprimieron estructuras cuadradas de 1,41 cm de lado con 15 capas y poros
cuadrados, siguiendo un patron de 90° entre capas y con una distancia entre fibras
adyacentes (id) de 0.350 mm. Antes de comenzar la impresion MEW, los pellets de
PC12 se calentaron durante una hora a 85°C en el cartucho de la impresora hasta
fundirse completamente. Luego, el polimero fue extruido a una presién de salida de
37 kPa, con una velocidad de movimiento del cabezal de impresion de 28 mm/s, y
aplicando una tensién de 4kV entre la boquilla y la plataforma de la impresora,

separadas por una distancia de alrededor de 0,55 mm.
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Figura 6. a) Impresora MEW utilizada para la obtencion de la estructura

micrométrica. b) Cabezal de impresion y andamio impreso sobre el colector.

6.2 Obtencion de la capa electrohilada

Sobre las matrices impresas mediante MEW se deposit6 una membrana
nanofibrosa a través de la técnica de electrohilado. Para la fabricacion de la
solucién, primero se disolvié el polvo de gelatina (4,8%, p/v) en el solvente GAA
(90%, v/v) durante 30 min a 40°C. Una vez que la gelatina se disolvid, se afiadieron
pellets de PCL (11,2 %, p/v) y se colocé la mezcla en un agitador magnético durante
toda la noche a temperatura ambiente. De esta manera, la concentracién total de
polimero en GAA fue fijada en 16% p/v. Luego se produjeron las membranas, bajo
condiciones ambientales constantes y definidas (temperatura (T): 25°C y humedad
relativa (RH): 25%), utilizando el equipo de electrohilado que se detalla en la Figura
7 (Medical electrospinning machine, EC-16 CLI, IME Technologies, Netherlands). La
solucion fue cargada en una jeringa plastica de 3 mL, equipada con una aguja de

calibre 23 G, y suministrada a 0.6 mL/h. Se colocé una lamina de aluminio alrededor
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del tambor utilizado como colector, al cual se le aplic6 una velocidad de giro. Este
tambor permitid realizar el proceso de electrohilado simultaneamente sobre varias
muestras alineadas con la punta de la aguja. La distancia entre la aguja y el colector
fue de 12 cm. Para el electrohilado, se aplico una tension de +19 kV en la aguja y -1
kV en el colector. Ademas, durante el proceso, se ajusto el flujo de nitrégeno a 8
mL/min para optimizar la formacion del cono de Taylor. El tiempo de electrohilado se
vario entre 0, 1, 5 y 15 minutos, obteniéndose asi 4 tipos de muestras: PCL MEW, 1
min PCL-GEL, 5 min PCL-GEL, 15 min PCL-GEL, respectivamente. Las muestras
fueron almacenadas a temperatura ambiente en la oscuridad hasta su posterior
analisis.

Figura 7. Equipo de electrohilado utilizado para depositar las nanofibras

sobre las matrices impresas.
6.3 Caracterizacién morfoldégica, composicional e hidrofilicidad.

6.3.1 Microscopia Optica
Luego de depositar la capa electrohilada, los cuatro tipos de muestras se

observaron con un microscopio éptico (Stemi 508, Zeiss) para su analisis cualitativo.
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6.3.2 Microscopia electronica de barrido (SEM)

También se observaron muestras con un microscopio electronico de barrido (Zeiss
Auriga) en condiciones de alto vacio, aplicando una tensién de aceleracion de 2kV
al haz de electrones. Se obtuvieron imagenes en modo de electrones secundarios
(SE) a diferentes aumentos para cada muestra, y se realiz6 una comparacion
cualitativa entre las micrografias a distintos tiempos de electrohilado, antes y
después del ensayo de degradacion. A partir de las imagenes y de la utilizacién del
software Image J (NIH), se determiné el diametro de fibra promedio de la capa
impresa y la electrohilada y el tamafo de poro promedio de la capa impresa. Para
ello, se midio la longitud de diez poros y el diametro de diez fibras en dos muestras
impresas. En cuanto a la capa electrohilada, se analizaron tres imagenes de SEM,
una por cada tiempo de electrohilado, midiendo el diametro de 45 nanofibras en

cada imagen.

6.3.3 Espectroscopia infrarroja

Se analizé la presencia de los grupos funcionales caracteristicos de la gelatina y la
PCL mediante la técnica de FTIR utilizando el modo de Reflectancia Total Atenuada
(ATR). Para ello se utilizé un espectrofotometro IRAffinity 1S-Shimadzu (Kyoto,
Japan), donde se realizaron 42 barridos con una resolucién de 4 cm™ en el rango de

numero de onda 4000-400 cm".

6.3.4 Angulo de contacto
Para la determinacién del angulo de contacto se utilizd un gonidmetro (DSA30
Expert, Kruess, Germany) y gotas de agua destilada. Se analizaron 3 muestras de

cada tipo y se realizaron 10 mediciones por muestra.
6.4 Comportamiento mecanico

Para los distintos tipos de matrices, se determiné el comportamiento mecanico antes
del ensayo de degradacion, utilizando una maquina de ensayos de traccion (Instron
5967). Se ensayaron 6 muestras de cada tipo a una velocidad de 1 mm/min. Para
ello, se cortaron marcos de papel cuadrados de 2 cm de lado. Las muestras fueron

cortadas con un ancho de 0.3 cm y luego se midié el largo (Lo), ancho (w) y espesor
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(e) de cada una utilizando un calibre digital de resolucién 0.01 mm. Una vez
colocadas dentro del marco de papel utilizando cinta bifaz, se realizaron los ensayos

de traccion como se muestra en la Figura 9.

Figura 9. Muestra en marco de papel sometida a ensayo de traccion.

A partir de los datos de fuerza y desplazamiento obtenidos, se obtuvieron las curvas
de tensidén-deformacion. Para la tension, se utilizé la ecuacion 5 que se muestra a

continuacion:
c = — Ecuaciéon 5

Donde F es la fuerza registrada por la maquina y el area A es el area transversal
inicial, que es igual al valor de espesor (e) multiplicado por el valor de ancho (W).

Para la deformacion, se empled la ecuacion 6:

AL .
€ = — - Ecuacion 6

Donde AL representa el desplazamiento de las mordazas a cada tiempo y Lo la

longitud inicial de cada muestra.
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Una vez obtenidas las curvas de tension-deformaciéon para cada muestra, se
determinaron los valores promedio de constante elastica, resistencia a la traccion y
elongacién a la rotura, siguiendo la norma ASTM D638, para analizar la influencia

del tiempo de electrohilado en las propiedades mecanicas.

6.5 Proliferacion celular in vitro

La proliferacién celular in vitro de las estructuras de MEW se investigé mediante el
kit de ensayo de proliferacion celular WST-8 (Sigma Aldrich, Alemania) utilizando el
método de contacto directo segun la norma ISO 10993-5. En primer lugar, las
células NHDF se cultivaron en DMEM con alta concentracion de glucosa,
suplementada con 10% de FBS y 1% de PS, e incubadas a 37°C en 5% de CO:. En
paralelo, las estructuras de 1,41 cm de ancho x 1,41 cm de largo se colocaron en
placas de 12 pocillos y se esterilizaron bajo irradiacion UV durante 30 minutos en
cada lado. Una vez que las células NHDF alcanzaron una confluencia del 80%, se
sembraron en las estructuras a una densidad de 5 x 10* células por pocillo. Después
de sembrar las células, todas las estructuras de MEW se incubaron a 37°C en 5%
de CO: durante 1 y 7 dias. Finalmente, la viabilidad celular se analiz6 mediante el
ensayo WST-8 (5% (v/v)), y la absorbancia se midid a 450 nm con un lector de

microplacas. La viabilidad celular se calcul6é segun la siguiente férmula:

. . Absorbancia muestra—Absorbancia blanco .y
Viabilidad celular = ( Absorbancia Ref—Absorbancia blanco )x100 Ecuacion 7

Se utilizaron estructuras nativas de PCL como referencia; el blanco era una solucién

de WST-8. Los experimentos se realizaron por triplicado.
6.6 Morfologia celular

Para valorar la adhesion celular, se evalué la morfologia de las células adheridas a
los materiales investigados. Asi, las células sembradas en las muestras se secaron
mediante un método de secado en punto critico y se examinaron mediante

microscopia electronica de barrido.
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6.7 Estudios de biodegradacion in vitro

La degradacién in vitro de las matrices PCL MEW y 15 min PCL-GEL se evaluo
sumergiendo las muestras en 6 mL de solucion PBS (pH 7,4) a 37°C durante 1, 7y
28 dias. Se emplearon 3 muestras para cada condicién de composicién y tiempo de
ensayo.

La composicion de la solucion de PBS fue de 1.2g NaCl, 0.03g KCI, 0.216g
Na,HPO, y 0.037g KH,PO, en 150mL de agua. Las muestras fueron pesadas antes
de empezar con los experimentos (peso inicial, W1). Los recipientes con las
muestras sumergidas fueron colocados en una incubadora (Imperial lll radiant heat
incubators 302-1, Lab line Instruments INC, USA) a 37°C (temperatura corporal) con
una agitacién orbital media de 150 rpm, como se puede ver en la Figura 8.

El grado de hinchamiento (absorcion de agua) fue medido por un método
gravimétrico. Las muestras se removieron de la solucién y fueron pesadas, antes y
después de secar con papel (peso mojado, W2 y W3, respectivamente). Luego,
fueron secadas en vacio por un periodo de 72 horas y pesadas nuevamente (peso
seco, W4). Finalmente, se calculé la absorcion de agua y la pérdida de peso

utilizando las siguientes ecuaciones (ecuaciones 8, 9y 10):

w—w
Absorcion de agua (%): —— x 100 Ecuacion 8
1
Absorcion de agua (%): 31/; ~ x 100 Ecuacion 9
1
, . W1_W4 .z
Pérdida de peso (%): x 100 Ecuacion 10

w
1
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Figura 8. Incubadora utilizada para los ensayos de degradacion.

6.8 Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se llevaron a cabo con el programa RStudio, version 4.4.1
(The R Foundation for Statistical Computing). Se realizaron comparaciones de
medias utilizando test de Tukey para determinar diferencias estadisticas en el
angulo de contacto, las propiedades mecanicas, la absorcion de agua, la pérdida de
peso y la viabilidad celular. Para todos los casos el intervalo de confianza utilizado
fue del 95%.
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7. Resultados y discusion

7.1 Obtencion de matrices impresas mediante MEW

Las matrices impresas se muestran en la Figura 10. Se observa que las fibras
fueron depositadas en linea recta y de forma precisa de acuerdo con la arquitectura

prevista, manteniendo un diametro uniforme.

Para su fabricacién, se emplearon los pardametros de impresién previamente
establecidos por el grupo de investigacion. Sin embargo, los parametros iniciales
generaron estructuras débiles, dificiles de manipular y de despegar del colector.
Para mejorar estas propiedades, se increment6 la presion en 5 kPa, lo que permitié
aumentar el caudal de material a la salida de la boquilla y, en consecuencia, obtener
fibras mas gruesas. Este ajuste mejord significativamente la resistencia de las
matrices durante la manipulacion, manteniendo la velocidad del cabezal en 28

mm/s.

Por otro lado, durante el proceso de impresion, resultdé imprescindible eliminar las
burbujas de aire del polimero fundido, para que la presion sea efectivamente
aplicada y no ocurran variaciones en el caudal. Esto se logré al comprimir el material

utilizando una herramienta manual.

Cada conjunto de muestras impresas fue inspeccionado manual y visualmente,
asegurando que tengan cierta flexibilidad y translucidez, caracteristicas de las
muestras de PCL. Las estructuras opacas con capacidad de deformacion nula
indicaron la degradacion del material y fueron descartadas. Ante esta situacion,
también se procedido a cambiar el polimero dentro de la boquilla. Esta degradacién
podria ser debido a que el material permanece a altas temperaturas durante varias
horas, lo que genera una disminucidn del peso molecular y de las propiedades
mecanicas, ademas de cambios en el aspecto (Kade y Dalton, 2021; Paxton et al.,
2021; Pielichowski et al., 2023).
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Figura 10. Micrografia dptica a diferentes aumentos de estructura impresa con los

parametros optimos.

7.2 Obtencién de la capa electrohilada

Una vez producidas las estructuras MEW, sobre su superficie se deposité una capa
de nanofibras mediante electrohilado. Al variar el tiempo de electrohilado, se
obtuvieron tres tipos de muestras, que se pueden observar en las micrografias de la
Figura 11. En todos los casos las nanofibras fueron depositadas de manera
homogénea a lo largo de todo el andamio y no se observo delaminacion. Ademas,
como era de esperar, al incrementar el tiempo de electrohilado aumento la densidad

de nanofibras sobre la superficie.
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7.3 Caracterizacion morfolégica, composicional e hidrofilicidad

7.3.1 Microscopia electronica

Microestructura MEW

Figura 12. Micrografias SEM a diferentes aumentos de estructura impresa al utilizar

los parametros optimos.

Las micrografias SEM de las muestras impresas se pueden ver en la Figura 12.
Como se menciond a partir de las micrografias opticas, las fibras estan depositadas
en linea recta y de forma precisa de acuerdo con la arquitectura prevista. Sin
embargo, en las imagenes SEM se pueden ver algunas discontinuidades a lo largo
de las fibras, que podrian deberse al efecto de pulsacién de fibra o fiber pulsing

(oscilacion en el diametro de la fibra).
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El jet lag (L), se define como la distancia entre el punto de contacto del chorro
polimérico y la proyeccion de la boquilla sobre el colector, y se ha demostrado que la
variacion de L a lo largo del proceso de impresion conduce a diametros no
uniformes (Nadernezhad et al., 2021), como podrian ser los observados en nuestras
imagenes SEM. Cao y colaboradores (2022), con el objetivo de mejorar la
uniformidad del diametro de fibra impreso, desarrollaron una metodologia para
controlar L en tiempo real durante la impresion, partiendo del conocimiento de que
existe una tensién minima (U,) por encima del cual se logra evitar la pulsacion de
fibra. Debido a esto, en la investigacion se asume que la tension también deberia
afectar la estabilidad del jet lag. Entre las conclusiones mas relevantes, se
demuestra que U, varia dependiendo de los valores de velocidad del cabezal (v) y la
presidn aplicada (P). Especificamente, se comprueba que U, debe ser mayor al
aumentar v y P. Teniendo en cuenta esto, al variar estos tres parametros, es posible
balancear los caudales de entrada y salida en el cono de Taylor, manteniendo su
volumen estable y obteniendo fibras de diametro constante. Considerando lo
expuesto en el articulo citado, se podria continuar con la optimizacion de nuestros
parametros de impresion, teniendo en cuenta no solo las micrografias 6pticas sino

también las obtenidas mediante SEM.

Adicionalmente, a partir de las imagenes SEM, se determin6 el tamafio de poro y el
diametro de fibra promedio. Los resultados obtenidos se resumen en la tabla 1y
coinciden con los valores esperados de acuerdo con la distancia entre fibras

configurada en el software de la impresora.

Tabla 1. Tamano de poro y diametro de fibra promedio de las muestras MEW.

Tamaio de poro (um)

Diametro de fibra (um)

Muestra 1 324 +1.7 15.7 £ 0.6
Muestra 2 319 7.0 19.8 £ 0.3
Total 322+6.0 18.0 £ 2.0
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La homogeneidad en el tamafio de poros en la ingenieria de tejidos, como los que
se obtuvieron mediante MEW, es crucial debido a varias razones. Las estructuras de
poros uniformes permiten una mayor tasa de difusion de macromoléculas, lo que
facilita el transporte eficiente de nutrientes y sefiales bioquimicas esenciales para el
desarrollo celular. Ademas, esta caracteristica promueve una distribucion mas
uniforme de las células, asegurando un crecimiento equilibrado del tejido. También
se ha observado que los andamiajes con poros homogéneos favorecen un mayor
grado de diferenciacion celular, mejorando asi la funcionalidad del tejido regenerado
(Choi et al., 2010)

Capa electrohilada

Se utilizaron imagenes SEM para analizar la morfologia de las nanofibras
electrohiladas. Las micrografias a diferentes aumentos de las muestras 1 min
PCL-GEL, 5 min PCL-GEL y 15 min PCL-GEL, se observan en las Figuras 13, 14y
15. En todos los casos, se pueden observar fiboras homogéneas, de superficie lisa y
orientadas al azar. No se produjeron aglomeraciones esféricas (beads), un defecto
tipico en electrohilado que ocurre cuando los parametros utilizados durante el
proceso no son los adecuados o la solucidon no posee la concentracion requerida
para formar fibras uniformes (Pillay et al., 2013). Adicionalmente, se determiné el
diametro de fibra promedio de las nanofibras, que resulté de 190 + 50 nm. Las
mediciones realizadas para determinar este valor se resumen en los histogramas de

las Figuras 13, 14 y 15.
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Figura 13. Micrografias SEM a diferentes aumentos e histograma de estructura 1
min PCL-GEL.
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Figura 14. Micrografias SEM a diferentes aumentos e histograma de estructura 5
min PCL-GEL.
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Figura 15. Micrografias SEM a diferentes aumentos e histograma de estructura 15
min PCL-GEL.

42



7.3.2 Espectroscopia infrarroja
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Figura 16. Espectros de FTIR de los andamios fabricados.

Los picos en el espectro IR de una muestra representan la excitacion de modos
vibracionales de las moléculas en la muestra y, por lo tanto, estan asociados con los
diversos enlaces quimicos y grupos funcionales presentes en las moléculas (Ismail
et al., 1997). Teniendo esto en cuenta, se realizaron analisis por FTIR para confirmar
la composicidon quimica de las muestras luego del procesamiento. Todos los
espectros, como era de esperar, mostraron las bandas de absorcion caracteristicas
de la PCL (Figura 16). Se obtuvieron los picos debidos al estiramiento asimétrico y
simétrico de los enlaces CH, en 2942 y 2866 cm™, respectivamente, los picos a
1722 cm™ y a 1294 cm, asociados al estiramiento del grupo carbonilo y al
estiramiento de los enlaces C-O y C-C, respectivamente, y los picos centrados
alrededor de 1240 y 1165 cm™ relacionados con el estiramiento asimétrico y

simétrico de los enlaces C-O-C, respectivamente (Liverani y Boccaccini, 2016).
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Por otro lado, las bandas caracteristicas de la gelatina se observaron unicamente
después de 15 minutos de electrohilado. Esto es coherente al considerar que la
cantidad de energia infrarroja absorbida por una sustancia es proporcional a su
concentracion (Ismail et al., 1997). En el resto de las muestras, es probable que el
tiempo de electrohilado no haya sido suficiente para obtener una concentraciéon de
nanofibras de gelatina detectable por el espectrofotometro. Los picos se registraron
a 1651 cm™ para la amida | (vibraciones de estiramiento del enlace C=0) y
alrededor de 1542 cm™ para el acoplamiento de la flexién del enlace N-H y el
estiramiento de los enlaces C-N, correspondiente a Ila amida |l
(Ghasemi-Mobarakeh et al., 2008).

7.3.3 Angulo de contacto

PCL MEW 1 min PCL-GEL
6=126%8 B=128+%4

5 min PCL-GEL 15 min PCL-GEL
8=08+8 B=71%3

Figura 17. Perfil de gotas de agua sobre las superficies de las muestras.
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Figura 18. Angulos de contacto de las muestras. Las diferencias estadisticamente
significativas se indican con: ns p > 0.05, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 (prueba
HSD de Tukey)

Los perfiles de las gotas de agua sobre las muestras y los angulos de contacto
obtenidos para cada condicion pueden verse en la Figura 17. El angulo de contacto
de las muestras PCL MEW fue de 126 * 8°. Esto demuestra la hidrofobicidad de la
PCL y coincide con un estudio realizado por Wang y colaboradores (2021), donde se
fabricaron andamios jerarquicos al combinar estructuras MEW de PCL con
nanofibras electrohiladas de gelatina y PCL. Alli, se obtuvieron angulos de contacto
de 121.2 £ 0.7°, 115 £ 6° y 117 % 4° para muestras de PCL con tamafios de poro de

100, 200 y 400 micrones, respectivamente.

En nuestros resultados (Figura 18) se observa que el incremento del tiempo de
electrohilado y por lo tanto, de la densidad de nanofibras de gelatina, condujo a
menores angulos de contacto y superficies mas hidrofilicas luego de 5 y 15 minutos
de electrohilado (p < 0.05). Esto se debe a la naturaleza hidrofilica de las moléculas

de gelatina (Dulnik et al., 2016; Ndlovu et al., 2021). En la investigacion llevada a
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cabo por Wang y colaboradores (2021), también se logré una reduccién del angulo
de contacto al afiadir nanofibras basadas en gelatina. Sin embargo, en nuestro
caso, un minuto de electrohilado no permitié depositar nanofibras suficientes para
modificar el angulo de contacto de la estructura de PCL de forma significativa (p >
0.05). Esto también podria respaldarse con el espectro FTIR de la muestra 1 min
PCL-GEL, donde las bandas de absorcién caracteristicas de la gelatina no fueron
visibles. Resulta llamativo el valor observado luego de 1 minuto de electrohilado, ya
que deberia ser menor debido a la presencia del componente hidrofilico en la

superficie.

El incremento del caracter hidrofilico obtenido es un resultado deseable en la
fabricacion de andamios porosos para ingenieria de tejidos. Las superficies
hidrofébicas que caracterizan a muchos de los polimeros sintéticos utilizados en
aplicaciones biomédicas, conducen a una baja densidad de sembrado celular, una
distribucion heterogénea de las células en el andamio, y un crecimiento celular lento
debido a una absorcion insuficiente del medio celular de cultivo (Oh y Lee, 2013). Se
ha reportado que superficies con hidrofilicidad moderada favorecen la adhesion,
migracion y crecimiento celular. Esto se ha atribuido a una mayor absorcion de
proteinas séricas del medio de cultivo celular, como la fibronectina y la vitronectina,
que son conocidas por su capacidad de adhesién celular (Lee et al., 1998; Lee y
Lee, 1993). En resumen, los andamios moderadamente hidrofilicos pueden permitir
una siembra celular uniforme en la etapa inicial a través de la absorcién homogénea
del medio de cultivo que contiene células, proporcionar un entorno éptimo para la
adhesioén y proliferacion celular, y mejorar el transporte de oxigeno/nutrientes y

desechos metabdlicos, lo cual es vital para la formacion de tejidos (Oh y Lee, 2013).
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Tension (MPa)

Resistencia a la traccidén (MPa)

7.3.4 Comportamiento mecanico
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Figura 19. Resultados obtenidos del ensayo de traccion de las muestras. a) Curvas

tensién-deformacion. b) Constante elastica. c) Resistencia a la traccion. d)

Elongacién a la rotura. Las diferencias estadisticamente no significativas se indican
con: ns p > 0.05 (prueba HSD de Tukey).

Las curvas de tension-deformacion obtenidas

(Figura 19a) mostraron un

comportamiento similar en todos los casos. La region inicial no representa una

propiedad del material y se produce debido a la alineacion o asentamiento de la

muestra. Posteriormente se observd una zona lineal que obedece a la Ley de Hook,

seguido de una regidon de deformacion plastica que continda hasta que se alcanza la

fractura.
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Los ensayos de traccibn mostraron que las estructuras presentan propiedades
mecanicas que podrian ser adecuadas para la cicatrizacion de heridas. Esto se
infiere al tener en cuenta que la constante elastica en todos los andamios, que
resulté cercana a 2 MPa (Figura 19b), esta dentro del rango requerido al considerar
que el modulo de Young de la piel varia de 10 kPa a 50 MPa. Ademas, se requiere
flexibilidad suficiente para que las estructuras puedan adecuar su forma a diferentes
tipos de heridas (Negut et al., 2020). Particularmente, alcanzar la rigidez del sitio
anatoémico que se desea reparar es importante ya que la deformacion elastica del
andamio regula respuestas celulares mediante transduccion biomecanica. Por
ejemplo, estudios han demostrado que la conformidad de la matriz influye en las
capacidades migratorias de las células: las matrices tridimensionales de menor
rigidez promueven una migracion celular mas rapida en comparacion con las
matrices mas rigidas. Se cree que las células "detectan" su entorno, y un medio mas

flexible facilita su migracion (Baker et al., 2015).

La incorporacion de las nanofibras de PCL y gelatina y la modificacion del tiempo de
electrohilado no produjo cambios en las propiedades mecanicas, ya que la
constante elastica, la resistencia a la traccién, y la elongacién a la rotura no se
modificaron de forma significativa (p > 0.05) (Figuras 19b, 19c y 19d). Esto es
distinto a lo esperado de acuerdo con la bibliografia, ya que las nanofibras
incorporadas en andamios fabricados mediante impresion 3D tienden a actuar como
refuerzo debido a su gran area superficial y su pequefio diametro (Ejiohuo, 2023).
Sin embargo, en el estudio mencionado anteriormente, realizado por Wang y
colaboradores (2021), si se obtuvo una leve mejora en las propiedades mecanicas
al incorporar las nanofibras. Esto puede deberse a que en estos andamios se
apilaron 5 capas MEW y 5 capas electrohiladas de forma alternada, mientras que
nuestras nanofibras sélo fueron incorporadas superficialmente. Ademas,
concluyeron que al aumentar la distancia entre las fiboras MEW adyacentes, el efecto
de aumento en las propiedades mecanicas al incorporar las nanofibras se reducia.
Asi, por ejemplo, el aumento de la constante elastica y la resistencia a la traccion en
andamios con tamafo de poro de 400 micrones fue despreciable (nuestro tamafio
de poro fue 320 micrones). Esto se debe a que al reducir el tamafio de poro, la

superficie tiene un mayor numero de fibras capaces de soportar esfuerzo mecanico.
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En otro estudio (H. He y Molnar, 2021) se fabricaron andamios de PLA mediante

una combinacién de impresion 3D y electrohilado. En este estudio también se

obtuvo una mejora en las propiedades mecanicas al incorporar las nanofibras,

aunque nuevamente varias capas electrohiladas fueron colocadas alternadamente

entre las laminas impresas.

7.4 Proliferacion celular in vitro
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Figura 20. Viabilidad de los NHDF luego de la exposicion a los andamios durante

uno y siete dias. El valor marcado con asteriscos (***) fue significativamente
diferente a p < 0.001 (prueba HSD de Tukey).

Los resultados de los ensayos de viabilidad celular se pueden visualizar en la Figura

20. En ningun caso se observaron efectos de citotoxicidad en los NHDF, por lo que

se demostré la biocompatibilidad de las estructuras. Las muestras modificadas
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superficialmente mediante electrohilado presentaron mayor viabilidad celular con
respecto a las fabricadas mediante MEW. Para las muestras electrohiladas, la
viabilidad celular fue de alrededor de 175% luego de 24 horas, y se incremento

hasta valores cercanos al 300% al cabo de 7 dias.

El aumento significativo en la poblacion de los NHDF con el transcurso de los dias
se debe a una marcada proliferacion celular. Esto podria atribuirse a la presencia de
las nanofibras de gelatina y PCL, que incrementan el area disponible para la
adhesion y proliferacion celular (Z. Wang et al., 2021). Este resultado también es
consistente con otras investigaciones. En un estudio realizado por Zhang y
colaboradores (2022), se utilizd impresion electrohidrodinamica para fabricar
andamios hibridos con fibras nanométricas (527 + 56 nm) y micrométricas (11.2
2.3 um). Esto permitié mejorar la adhesion y proliferacion de células de miocardio de
rata, en comparacion con los andamios fabricados en la microescala. Otro estudio
(Jing etal., 2021), mediante la impresion de fibras micrométricas compuestas de
PCL vy gliadina, y la posterior lixiviacion de la gliadina, permitié la construccion de
estructuras con topografia nanométrica. Esta nanorugosidad mejor6 la adhesion y
proliferacion celular de fibroblastos embrionarios de raton. Otro factor a tener en
cuenta es que la gelatina contiene dominios moleculares presentes en la MEC de la
piel, que favorecen la adhesion y proliferacion celular (Gaspar-Pintiliescu et al.,
2019).

Por otro lado, la viabilidad celular no cambié al modificar el tiempo de electrohilado.
Esto puede atribuirse a que la superficie efectiva para la adhesién y proliferacion
celular tiende a ser la misma en todos los casos, si se tiene en cuenta que los poros
formados por fibras nanométricas orientadas al azar son demasiado pequenos para
que ocurra penetracion celular hacia el interior de la lamina electrohilada (Mahjour
et al., 2016).

La proliferacion de los NHDF es un resultado deseable debido al rol que cumplen en
la reparacién cutanea. Al producirse la lesion, los fibroblastos migran hacia la herida
luego de 24-48 horas (Bainbridge, 2013). Una vez alli, se adhieren y degradan el
coagulo de sangre (debido a que no es necesario en la herida cicatrizada) mediante

la produccién de metaloproteinasas de matriz y otras proteinasas (B. Li y Wang,
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2011). Al mismo tiempo, producen nueva MEC, que actia como una barrera para
los patégenos y para la pérdida de suero y fluidos, y es inicialmente rica en
colageno tipo lll, fibronectina y acido hialurénico (Trebaul et al., 2007). El colageno
tipo Il se produce rapidamente y, posteriormente, es degradado por proteasas y
remodelado por los fibroblastos para ser reemplazado por colageno tipo |, que tiene
una resistencia a la traccion mucho mayor, pero tarda mas en depositarse
(Bainbridge, 2013). Ademas, la nueva MEC actua como soporte y facilita la
angiogénesis y la granulacion (Rozario y DeSimone, 2010). Los fibroblastos,
ademas de ser claves en la produccion de nueva MEC, contribuyen a la contraccién
de la herida, ayudando a una cicatrizacién 6ptima (Bainbridge, 2013).

7.5 Morfologia celular

Figura 21. Morfologia de los NHDF luego de 7 dias de cultivo para los distintos
andamios. a) PCL MEW b) 1 min PCL-GEL c) 5 min PCL-GEL d) 15 min PCL-GEL.
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La morfologia de los NHDF luego de 7 dias de cultivo puede observarse en la Figura
21. Las matrices electrohiladas se encuentran casi completamente cubiertas por una
capa de NHDF, a diferencia de las muestras PCL MEW. Esto es coherente con los
resultados de viabilidad celular de la seccion anterior; las muestras PCL GEL,
gracias a la superficie extra electrohilada, promovieron una mayor adhesién y

proliferacion celular.

Por otro lado, de acuerdo con la micrografia SEM, se observa que las células son
capaces de alinearse de acuerdo con la estructura MEW cuando el tiempo de
electrohilado es de 1 minuto (Figura 21a). Otros autores (von Witzleben et al., 2024;
C. Wang etal.,, 2021) ya han reportado crecimiento celular alineado gracias las
microfibras producidas mediante MEW. En el campo de la cicatrizacion de heridas,
se ha demostrado que la proliferacion direccional de células puede promover la

contraccion y acelerar la curacién de heridas de la piel (J. Li et al., 2023).
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7.6 Estudios de biodegradacion in vitro

Para estos estudios, como se mencion6 en la seccion 6.7, solo se utilizaron las
muestras PCL MEW y 15 min PCL-GEL. Esto permitié evaluar el efecto de la capa
electrohilada en la absorcion de agua y la pérdida de peso, reduciendo la cantidad
de muestras necesarias. Se seleccion6 la muestra electrohilada durante 15 minutos
por su mayor contenido de gelatina, que podria influir de forma mas significativa en

los resultados en comparacion con las estructuras impresas de PCL.

7.6.1 Absorcién de agua
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Figura 22. Absorcion de agua de las muestras PCL MEW 'y 15 min PCL-GEL luego
de 1, 7y 28 dias. Las diferencias estadisticamente no significativas se indican con:
ns p > 0.05 (prueba HSD de Tukey).

Los resultados de la absorcion de PBS de los andamios, antes de ser secados con
papel, se presentan en la Figura 22. No se observaron diferencias significativas (p >

0.05) en la absorcion al variar el tiempo de inmersion ni entre las muestras
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fabricadas mediante MEW vy las electrohiladas. Sorprendentemente, se registraron
altos niveles de absorcidn de agua, a pesar de la hidrofobicidad de la PCL. Esto se
podria atribuir a la alta porosidad de los andamios, ya que todas las matrices
mostraron una notable absorcién de PBS en los microporos formados por las fibras
impresas. También, era esperable que la absorcion de PBS sea mayor en las
muestras que contienen las nanofibras, debido a la hidrofilicidad de la gelatina. Sin
embargo, es posible que la gran absorcibn de agua en los microporos y sus
variaciones no hayan permitido apreciar el efecto de la modificacién superficial
mediante electrohilado. En general, el agua que se retenga en los microporos en
conjunto con la hidrofilicidad que aporta la gelatina, podria ser util para absorber los
exudados y mantener la herida humeda durante la regeneracién de la piel, un
requerimiento esencial en andamios con aplicacion en reparacion cutanea (Negut
et al., 2020).

Por otro lado, la absorcién de agua calculada luego de pesar las muestras secas no
arrojo resultados concluyentes, probablemente debido a la alta porosidad de los

andamios que dificulté el secado homogéneo de las muestras.
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7.6.2 Pérdida de peso
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Figura 23. Grafico de pérdida de peso de las muestras PCL MEW y 15 min
PCL-GEL para 1, 7 y 28 dias en PBS. Las diferencias estadisticamente no

significativas se indican con: ns p > 0.05 (prueba HSD de Tukey).
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Figura 24. Micrografias SEM de muestra PCL MEW luego de 7 dias en PBS.
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Figura 26. Micrografias SEM de muestra 15 min PCL-GEL luego de 7 dias en PBS.
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Figura 27. Micrografias SEM de muestra 15 min PCL-GEL luego de 28 dias en
PBS.
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En el grafico de pérdida de peso se observa que las muestras no disminuyeron su
masa de forma significativa (p > 0.05) al ser sumergidas en PBS. Esto podria
deberse a que la estructura MEW, que representa casi el total del peso del andamio,
no mostro alteraciones luego de 28 dias de ensayo. Esto coincide con estudios
previos (Hewitt et al., 2019; Yoshida et al., 2021) donde andamios fabricados con
PCL mediante MEW experimentaron una pérdida de peso despreciable luego de ser
sumergidos 21 y 28 dias en PBS, respectivamente. La degradacion de la PCL
ocurre a través de la ruptura hidrolitica de los grupos éster, lo que provoca
escisiones aleatorias en las cadenas poliméricas. Aunque en la literatura se ha
reportado que la PCL puede terminar de degradarse completamente entre 3 y 4
afnos, este tiempo depende de la geometria y porosidad. Entre los poliésteres, la
PCL es la que se degrada mas lentamente debido a las cinco unidades hidrofobicas
de CH, en sus unidades repetitivas, que le confieren mayor resistencia a la
degradacion hidrolitica (Guarino et al., 2017). Por este motivo, muchas veces la PCL
se combina con otros polimeros, ya sea en la forma de mezcla o de copolimero,
para acelerar la velocidad de degradacion y ajustarla con el tejido a reparar (Joseph
et al., 2019). Las micrografias SEM (Figuras 24 y 25) muestran la microestructura de
las fibras impresas luego de la inmersion en PBS. Al comparar con las imagenes
SEM previas al ensayo de biodegradacién (seccién 6.3.1), se concluye que la
microestructura impresa de PCL apenas manifesté senales de biodegradacion. En la
Figura 25, correspondiente a 28 dias, se observé una fisura rodeada de rugosidad
superficial que podria ser producto de alguna tensién residual o bien del

recubrimiento metalico de cromo que tiene la muestra para su observacién en SEM.

En contraposicion con esta explicacién, las dos estructuras de PCL electrohiladas se
degradaron completamente luego de 28 dias. Es probable que en estos casos la
PCL haya sufrido algun grado de degradacion térmica previa dentro del cabezal de

impresion, debido a la permanencia a altas temperaturas.

Por otro lado, se observé visualmente un incremento en la rugosidad superficial en
las fibras electrohiladas luego de 7 y 28 dias de inmersion (Figuras 26 y 27). La
aparicion de estas ranuras lineales ya ha sido reportada y puede atribuirse a la

lixiviacién de la gelatina, que se encuentra distribuida en forma de fases dentro de
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las fibras (Dulnik et al., 2016). Sin embargo, al comparar el grado de rugosidad entre
las Figuras 26 y 27, no se observan diferencias significativas a simple vista, lo cual
puede deberse a que la disolucion de la gelatina es muy rapida durante las primeras
24 horas de inmersion, seguido por una etapa de lixiviacion del interior del material

mucho mas lenta (Dulnik et al., 2016).

8. Conclusion

Se lograron fabricar y caracterizar andamios con estructuras micro-nanométricas
mediante la combinacién de las técnicas de MEW vy electrohilado. Las imagenes
obtenidas por SEM revelaron que la estructura MEW presenta microfibras
depositadas de forma recta, siguiendo la microarquitectura planificada y apiladas
con precision unas sobre otras, aunque se observaron discontinuidades que podrian
estar relacionadas con el fendmeno de pulsacion de fibra. La capa electrohilada, por
su parte, mostré fibras de diametro homogéneo, con una superficie lisa y sin

aglomeraciones esféricas, depositadas de manera aleatoria.

El analisis de angulo de contacto indicé una mejora en la hidrofilicidad de las
superficies debido a la incorporacion de gelatina en la capa electrohilada, cuya
presencia fue confirmada mediante FTIR. La adicion de nanofibras no altero
significativamente las propiedades mecanicas, probablemente porque se integraron
de manera superficial. No obstante, la constante elastica, cercana a los 2 MPa, se

mantuvo dentro del rango deseable para la cicatrizacion de heridas.

Un hallazgo relevante fue que la incorporacion de nanofibras mejoré notablemente
la proliferacion de NHDF, confirmando la biocompatibilidad de las estructuras con
este tipo celular. El ensayo de biodegradacion mostré que la estructura micro y
nanofibrosa de PCL no se afectd significativamente luego de la inmersion en PBS
en los tiempos estudiados. La degradacion de la PCL en estas condiciones podria
ser un inconveniente para la aplicacion de estos andamios en la cicatrizacion de

heridas.

58


https://www.zotero.org/google-docs/?broken=lLBtIa
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=Ga9rci

En resumen, la combinacién de las técnicas de electrohilado y MEW permitio la
creacion de estructuras 3D con propiedades mecanicas, biolégicas y quimicas

prometedoras para su uso en la cicatrizacion de heridas.

9. Trabajo a futuro

e Hidrofilizar la estructura impresa con el objetivo de mejorar la interaccion con
las células y una mayor velocidad de degradacion. Esto se podria lograr, por
ejemplo, a través de la copolimerizacion de otros polimeros biodegradables
como el acido polilactico (PLA) o el poliglicélico (PGA) en la estructura del
PCL. Otra alternativa podria ser la hidrofilizacién de la superficie mediante
una inmersion en una solucion basica. El tratamiento con una base fuerte,
como hidréxido de sodio (NaOH), puede aumentar la hidrofilicidad del PCL v,
al mismo tiempo, iniciar la hidrolisis superficial de los enlaces éster,
facilitando la absorcion de agua y acelerando la degradacion.

e Imprimir estructuras MEW con poros de diferente tamano y forma, con fibras
intersectadas a 30°, 45° o 60°, con el objetivo de evaluar la influencia de la
microarquitectura de poros en las propiedades mecanicas y biologicas.

e Evaluar la incorporacién de agentes antimicrobianos en el andamio para
prevenir infecciones durante el proceso de cicatrizacion mientras la herida
permanece expuesta.

e Llevar a cabo ensayos in vitro, como el ensayo de scratch, para evaluar la
capacidad regenerativa del andamio en la cicatrizacién de heridas.

e Realizar ensayos in vivo para evaluar la eficacia del andamio en la
cicatrizacion de heridas, su funcionalidad a lo largo del tiempo, y su
interaccién con el medio bioldgico. Ademas, verificar que no se produzcan
efectos adversos, como inflamacion excesiva o infecciones.

e Imprimir capas impresas de forma alternada con las electrohiladas y evaluar
el efecto en las propiedades mecanicas y bioldgicas.

e FEvaluar la viabilidad de imprimir andamios de mayor espesor, considerando

que el aumento en el numero de capas incrementa la carga residual, lo que
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podria causar una colocacion incorrecta de las fibras debido a la repulsion

electrostatica.
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