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CAPITULO 9. NANOFIBRAS ELECTROHILADAS PARA
USOS TERAPEUTICOS
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Instituto de Investigaciones en Ciencia y Tecnologia de Materiales, INTEMA (UNMDP-
CONICET). Av. Juan B. Justo 4302, B7608FDQ, Mar del Plata, Argentina.

Resumen:

Los materiales nanofibrosos poseen un enorme potencial para el
desarrollo de matrices extracelulares de aplicacion en ingenieria
de tejidos y de nuevos sistemas para liberacion de agentes terapéu-
ticos. En este capitulo se presentan brevemente los fundamentos
de la obtencion de matrices nanofibrosas poliméricas o compuestas
mediante la tecnologia de electrohilado de soluciones. Aunque la
técnica de electrohilado constituye una via versatil para la produc-
cion de nanofibras, el proceso es sumamente complejo y depende
de numerosos parametros de procesamiento y propiedades intrinsecas
de la solucién. Se describen las principales variables que afectan el
proceso, el equipamiento disponible comercialmente y los desarro-
llos recientes. En el campo biomédico, se presentan diversas formas
de incorporacion de células en matrices nanofibrosas, técnicas para
incrementar el tamafio de poros y mejorar la infiltracion celular y el
comportamiento celular en estructuras nanofibrosas. Entre las prin-
cipales aplicaciones en este campo, se discuten los actuales avances
en investigacion de matrices para ingenieria de tejidos (6seo, car-
tilaginoso, vascular, nervioso y piel) y en el desarrollo de matrices

multifuncionales que permiten la liberacion controlada de agentes
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terapéuticos. Finalmente se menciona una perspectiva futura del de-

sarrollo y las nuevas aplicaciones de los biomateriales nanofibrosos.

Palabras clave: Electrohilado; procesos electrohidrodinamicos; na-
nofibras; matrices porosas; ingenieria de tejidos; liberacion de agentes

terapéuticos.

Abstract

Nanofibrous materials have a huge potential for the development of
both extracellular matrices for tissue engineering applications and new
systems for therapeutic agents delivery. In this chapter, the fundamen-
tals for preparation of polymeric or composite nanofibrous matrices by
electrospinning of solutions are briefly presented. Although electros-
pinning is a versatile technique for nanofiber production, the process
is very complex and it depends on numerous processing parameters
and intrinsic properties of the solution. The main variables that affect
the process, the commercially available equipment and recent develop-
ments are described. In the biomedical field, several strategies for cell
incorporation, techniques for pore enlargement and cellular infiltra-
tion improvement as well as cell behavior in nanofibrous structures,
are presented. Among the main applications in the biomedical field,
the ongoing research advances in tissue engineering (bone, cartilage,
vascular, nerve and skin) and the development of multifunctional ma-
trices for controlled release of therapeutic agents are discussed. Future
perspectives on development and new applications of nanofibrous

biomaterials are finally mentioned.

Keywords: Electrospinning; electrohydrodynamic processes; nanofibers;

scaffolds; tissue engineering; therapeutic agent release.
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9. Introduccion

9.1. Nanofibras

Las nanofibras son estructuras nanométricas en forma de fibras, tubos,
cintas, varillas y cables, que debido a su escala presentan propiedades
nuevas que no estan presentes en estructuras de igual composicion y
tamano macroscopico. La National Science Foundation (NSF) considera
que las nanofibras presentan un diametro inferior a 100 nm. En la in-
dustria de los hilados no tejidos y en la literatura cientifica del ambito
biomédico, no obstante, se consideran las propiedades que presentan
los sistemas nanofibrosos y no tan estrictamente las dimensiones, abar-
cando diametros inferiores al micrén. Existen numerosas técnicas para
la obtencién de nanofibras, como por ejemplo estiramiento, patrones de
disefio, separacion de fases, auto-ensamblado, electrohilado, entre otras
[1]. Las nanofibras presentan un enorme potencial para mejorar signifi-
cativamente las tecnologias actuales, asi como también para desarrollar
nuevas aplicaciones. El diametro submicrométrico, la elevada relacién
superficie volumen (por ejemplo, las nanofibras con diametros de 100
nm presentan una superficie de 50 m, por gramo de material), la baja
densidad y alta porosidad presente entre las fibras genera excelentes
propiedades en los productos nanofibrosos finales. Las nanofibras pre-
sentan alta reactividad superficial, conductividad térmica y eléctrica, y
propiedades mecanicas superiores como resultado de su dimension [2].

La posibilidad de producir fibras de distintos materiales, con morfologia
y porosidad a medida, sumado a las excelentes propiedades intrinsecas
a su tamano, hacen que estas estructuras resulten apropiadas para nu-
merosas aplicaciones [1, 3-6]. Entre los mas estudiados se encuentran
dispositivos biomédicos, tales como sistemas de liberacién controlada de
farmacos y principios activos e ingenieria de tejidos; productos de con-
sumo, tales como prendas de vestir, productos de limpieza y de cuidado
personal; hasta productos industriales de catalisis, filtrado, barrera y
aislamiento, almacenamiento de energia, pilas de combustible, capacito-

res, transistores, separadores de baterias, microfluidica, sensores, 6ptica
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y nanocables para aplicaciones en nanoelectréonica, fibras compuestas
para refuerzo de materiales, tecnologia de la informacién y aplicaciones

de alta tecnologia en el sector aeroespacial.

9.2. Procesos electrohidrodinamicos

Los procesos electrohidrodinamicos han sido de interés por muchos
anos [7]. En 1745, Bose cre6 un spray en aerosol al aplicar una alta tension
a un liquido en la punta de un capilar de vidrio. Lord Rayleigh calculo
la maxima carga que una gota puede soportar antes de que las fuerzas eléc-
tricas superen la tension superficial de la gota. En 1917, Zeleny describio
y fotografié el fenémeno de electrospraying. Taylor analiz6 las condicio-
nes a las que es sometida una gota deformada por un campo eléctrico, y
mostré que una interface cénica es estable si el cono tiene un semi-angulo
de 49,3°. En 1934, Formhals public6 la primera patente de electrohilado,
pero la aplicacion de estos procesos en ciencia de materiales no ocurrié
hasta principios de los 90 como se observa en el enorme incremento de
publicaciones y patentes en el tema [8].

Los procesos electrohidrodinamicos mas usados en nanotecnologia de
materiales involucran las técnicas de electropulverizado (electrospraying) y
electrohilado (electrospinning). El electropulverizado consiste en la atomi-
zacion de un liquido (tipicamente una solucién diluida) mediante el empleo
de un campo eléctrico de alta tension. El campo eléctrico produce fuerzas
eléctricas que estiran el menisco de la gota pendiente de un capilar, formando
entonces un microchorro que luego es atomizado en gotas finas. Estas gotas
pueden ser de tamafio submicrénico, con una distribucion de tamanos angosta.
La técnica de electrospulverizado se usa en la produccion de nanoparticulas,
deposicion de films finos, y para la formacion de capas funcionales. Cuando
la viscosidad del liquido alcanza un valor critico, el microchorro sufre otro
tipo de inestabilidades y se forma una fibra continua de tamafo submicré-
nico, proceso conocido como electrohilado. Estos procesos electrodinamicos
son impulsados solamente por el efecto del campo eléctrico aplicado.

La morfologia de las fibras o gotas depende fuertemente del peso molecular del
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polimero, los enmarafiamientos de las cadenas poliméricas, el/los solvente/s

empleados, y la concentracién de la solucion, entre otros factores [9].

9.2.1. Proceso de electrohilado

La tecnologia de electrohilado constituye uno de los métodos de
procesamiento de vanguardia que presenta mayores ventajas para la
produccién de nanofibras. La técnica tiene la habilidad unica de pro-
ducir nanofibras de diferentes materiales y geometrias, bajo costo,
relativamente alta velocidad de produccion y simplicidad en el disefio
del equipamiento. En los dltimos anos, se han electrohilado numerosos
tipos de materiales que incluyen practicamente todos los polimeros
sintéticos y naturales que sean solubles o puedan fundirse, y nanocom-
puestos, para obtener fibras continuas de unos pocos nanémetros hasta
algunos micrones que generan una membrana hilada no tejida altamente
porosa [10]. Las fibras resultantes no requieren de una etapa extensa
de purificacién como, por ejemplo, los whiskers submicrométricos, las
nanovarillas inorganicas y los nanotubos de carbono.

Aunque la técnica de electrohilado constituye una via versatil para la
produccion de nanofibras, el proceso es sumamente complejo y depende
de numerosos parametros. El diseno experimental basico para electrohilado
de soluciones consta de cuatro componentes (Figura 9.1): un reservorio
de solucién o material fundido, una bomba de infusién que permite
suministrar un flujo constante y controlado de solucién, una fuente de
alta tension y un sistema colector sobre el que se deposita el material
electrohilado. Al aplicar una tensioén de 5 - 30 kV, la solucién polimérica
se electrifica fuertemente. Se generan cargas inducidas que se distribuyen
sobre la superficie de la gota de solucién polimérica que pende de una
boquilla. La gota experimenta un conjunto de fuerzas: fuerza de repulsion
coulémbica entre las cargas presentes, fuerza electroestatica producto del
campo eléctrico externo generado al aplicar la tension, fuerza gravitatoria,
fuerzas viscoelasticas que dependen del polimero y solvente, y la tensién

superficial que se opone al estiramiento y afinamiento de la gota. Bajo
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la accion de estas interacciones, la gota se distorsiona en forma coénica,

fenémeno conocido como cono de Taylor.
F
Sistema de infusion [
controlada de solucion ()
I
I
I
v
L

A\ .
C—]

Fuente de alto voltaje (V)

]

Distancia
colector-boquilla (h)

Proyeccion de nanofibras -~
y/o nanoparticulas T

Sistema colector

Figura 9.1. Montaje experimental basico para electrohilado de soluciones.

En estas condiciones el balance de fuerzas llega a un equilibro. Cuando
las fuerzas electroestaticas repulsivas superan la tension superficial del po-
limero, se produce una situacién inestable que provoca la expulsiéon de un
microchorro liquido cargado desde la boquilla del capilar. Este microchorro
electrizado sufre estiramiento y movimientos tipo latigazo (whipping), dan-
do lugar a la formacién de hilos largos y delgados. A medida que el chorro
liquido se deforma continuamente y se evapora el solvente (o solidifica el
fundido), las cargas superficiales aumentan conduciendo a una disminucion
drastica del diametro de las fibras. Los entrecruzamientos fisicos de las cadenas
poliméricas permiten dar continuidad al microchorro, formando fibras que
se depositan en el sistema colector que se encuentra conectado a tierra [2-3].

Las propiedades intrinsecas de la solucién y los parametros que afectan
el procesamiento tienen un efecto directo en las fuerzas que dominan al

proceso de electrohilado y la obtencion de fibras con distinta morfologia,

estructura y tamano.
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9.2.2. Parametros de la solucion

Se ha demostrado que los parametros de la solucion influyen nota-
blemente en la obtencién de fibras y en la morfologia de las mismas.
Se describen a continuacion algunos de los parametros mas importantes
a considerar [2, 11-12].

Efecto de la concentracion: Se requiere de una concentracion critica
para que los entrecruzamientos fisicos de las cadenas poliméricas per-
mitan la formacion de fibras bajo la accién del campo eléctrico aplicado.
Si la concentracion de polimero se encuentra debajo de una concentra-
cion critica, los entrecruzamientos fisicos entre las cadenas poliméricas
no alcanzan a contrarrestar estas fuerzas y el microchorro se rompe,
obteniendo un pulverizado de gotas (Figura 9.2a). Un incremento de la
concentracién puede formar una morfologia de gotas conectadas por fibras.
La concentracion critica para la cual se obtienen fibras uniformes varia
con cada sistema analizado, y depende del peso molecular del polimero
(a mayor peso molecular del mismo polimero, menor concentraciéon para
igual sistema de solventes), y de la viscosidad de la solucion entre otros.
Por otro lado, una vez alcanzada la concentracion critica para la obten-
cién de nanofibras (Figura 9.2b), el incremento de la misma produce un
aumento en el diametro medio de las fibras.

Viscosidad: La viscosidad de la solucion polimérica esta relacionada
con el peso molecular del polimero disuelto y el solvente. A mayor peso
molecular, mayor es la viscosidad de la solucién. La viscosidad actia
contrarrestando las fuerzas de estiramiento producidas por la repulsion
electroestatica del microchorro cargado. Aumentar la viscosidad ayuda
a obtener un microchorro estable y por lo tanto fibras libres de gotas.
La viscosidad de la solucion se puede aumentar incrementando el peso
molecular del polimero, la concentraciéon de la soluciéon polimérica, o in-
cluso también con el agregado de polielectrolitos en pequenas cantidades
que permiten incrementar la viscosidad sin modificar la concentracion.
Si bien la viscosidad de la solucion influye significativamente en generar
fibras lisas, no necesariamente determina la concentracion critica a la

cual se obtienen fibras por electrohilado.

391



Solventes: Los solventes utilizados influyen y determinan varios aspectos
del proceso de electrohilado. En primer lugar afectan la conformacién de las
cadenas poliméricas en solucion, e influyen en la facilidad del transporte de
la carga del microchorro. Tanto el momento dipolar como la conductividad
de la solucion determinan la obtencion o no de fibras electrohiladas, asi
como también el tamafio de las mismas. A mayor polaridad del solvente se
obtienen fibras de menor diametro. La velocidad de solidificacién del mi-
crochorro también esta determinada por el solvente o mezclas de solventes
utilizados. Cuanto menor es la temperatura de ebulliciéon del solvente mayor
sera la velocidad de solidificacion del microchorro. No obstante, en ocasio-
nes la solidificacién puede ser muy rapida produciendo una obstruccion
en la boquilla. Por otra parte cuando la temperatura de ebullicion es muy
elevada, las fibras alcanzan el colector con una cantidad considerable de
solvente que produce un film por aglomeramiento. El empleo de mezclas de
solventes de bajo y alto punto de ebullicion permite balancear esta situacion.

Conductividad: La conductividad de la solucién polimérica es funda-
mental en la produccion de fibras por electrohilado, dado que influye
en la repulsion electroestatica de las cargas superficiales presentes en la
solucién. La conductividad puede incrementarse por agregado de parti-
culas conductoras o iones a la solucién o seleccionando un solvente con
mayor polaridad. El aumento de la conductividad de la solucién también

tiene un efecto en la disminucion el diametro medio de fibras.

a) b)

Figura 9.2. Micrografia de SEM de la estructura poliuretanica electrohilada de
una solucién en DMF:THF 50:50 (a) 6% m/V y (b) 12,5% m/V, f=1 mL/h; V =
12 kV; d =10 cm.
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Tension superficial: La tension superficial de la solucion es la fuerza
principal a vencer para lograr el estiramiento del microchorro y la pro-
duccion de nanofibras. Cuanto mayor es la tensién superficial, mayor
cantidad de cargas superficiales y tension aplicada se requerira en el
proceso. Dado que el solvente determina la tension superficial de la
solucion, seria ideal emplear un solvente con baja tension superficial.
Sin embargo, la concentracién y la naturaleza quimica del polimero
también determinan la tensién superficial. En general, el aumentar la
concentracién polimérica de la solucion disminuye la tensién superfi-
cial. Otra forma de disminuir la tensién superficial, es con el agregado
de surfactantes a la solucion.

Constante dieléctrica: La constante dieléctrica de una soluciéon es una
medida de la capacidad para mantener cargas eléctricas en la solucién.
Cuanto mayor es la constante dieléctrica de la solucién, con mas facilidad
se obtendran fibras uniformes y de menor diametro medio. La constante
dieléctrica de una solucion se puede variar reemplazando el solvente o
una fraccion del mismo por uno con mayor o menor constante dieléctrica.

Factores ambientales: Por ultimo, si bien en la mayoria de los casos
se realiza el proceso de electrohilado en atmoésfera de aire, también
puede realizarse en presencia de nitrégeno u otros gases que modifican
el proceso de secado del microchorro y la pérdida de cargas eléctricas
superficiales al ambiente. Otras condiciones ambientales que afectan
el secado del microchorro son la temperatura y humedad ambiente.
En particular, la elevada humedad ambiente genera nanofibras con po-
ros superficiales. Esto se debe a que gotas de agua se depositan sobre
la superficie del microchorro, debido al enfriamiento del mismo por la
evaporacién del solvente. Los poros se producen cuando el solvente y

el agua se evaporan.

9.2.3. Parametros de procesamiento

Los parametros del proceso de electrospinning también poseen una

notable influencia en la obtencion de fibras y en la morfologia de las
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mismas. A continuacién se describen resumidamente los aspectos mas
importantes a tener en cuenta: [2; 11-12].

Tipo de colector: El colector conductor plano es el mas usado para
producir una membrana nanofibrosa con orientaciéon al azar (Figura
9.3a). Existe una variedad de colectores para favorecer la obtencion de
membranas con una orientaciéon determinada o para definir estructuras
macroscopicas en la membrana. Uno de los colectores mas populares es
el colector rotatorio, ya sea en la forma de cilindro o como disco (Figura
9.3b). La velocidad de rotacién es el factor dominante en el grado de
alineacion de las fibras. Si bien el colector de disco produce una mejor
alineacidn, el cilindro de diametro grande genera una membrana de
mayor tamano. Para mejorar la alineacion, se han desarrollado cilindros
con barras paralelas con separacion de 2-3 cm, combinando el efecto
de la rotaciéon con la modificacion del campo eléctrico. Otro tipo de
colectores rotatorios son los cilindros de pequefio didmetro (< 6 mm),
estos son de gran interés ya que permiten desarrollar estructuras 3D
ideales para ingenieria de injertos vasculares. Este tipo de colector no
presenta un efecto significativo en la morfologia o el tamano de fibra
obtenido. Los colectores de placas paralelas (Figura 9.3¢) también pue-
den producir membranas con fibras alineadas. Si bien estos colectores
logran alinear las nanofibras, algunos con gran efectividad, el tamafo
de la membrana obtenida es reducido. El colector de punta produce
membranas de gran superficie con nanofibras alineadas, y se presenta
como una alternativa a los colectores existentes. En este caso las fibras
son eyectadas una a la vez y se alinean por repulsién electroestatica

entre la fibra ya depositada y la nueva (Figura 9.3d).
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c) d)

Figura 9.3. Algunos tipos de colectores utilizados en el proceso de electrohila-
do: (a) colector plano, (b) colector rotatorio de disco, (c¢) placas paralelas, y (d)
colector de punta.

Material del colector: El material del colector influye en la estructura de
la membrana obtenida. Por lo general, se utilizan colectores conductores
conectados a tierra, ya que de esta manera el exceso de carga presente
en la nanofibras depositadas es eliminado permitiendo un empaqueta-
miento compacto de las mismas. No obstante, en algunas aplicaciones
se han utilizado colectores no conductores y se han obtenido empaque-
tamientos menos densos de fibras. Incluso, altos tiempos de deposicion
o una alta velocidad de flujo pueden producir empaquetamientos poco
densos de fibras. En estos casos, donde una capa considerable de fibras
no conductoras cubre el colector, la eliminacién de cargas se dificul-
ta obteniendo un efecto similar al de tener un colector no conductor.

La deposicion de nanofibras en agua antes de la coleccion por un colector
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conectado a tierra produce un efecto significativo en la morfologia de las
fibras obtenidas y también aumenta la densidad de empaquetamiento.

Tension aplicada: La tension aplicada a la solucion polimérica, carga
superficialmente la misma, generando las fuerzas electroestaticas necesa-
rias para vencer la tension superficial. El efecto que tiene este parametro
en las nanofibras obtenidas depende fuertemente del sistema estudiado
y de las otras variables en juego, como la concentracién o la distancia
boquilla-colector. Se ha demostrado que al aumentar la tensién aplicada
se producen mayores cargas superficiales, lo que favorece el afinamiento
del microchorro, resultando en fibras de menor diametro. Sin embargo,
una tensién alta aplicada también produce la evaporacion mas rapida
del solvente y en consecuencia puede suprimir etapas de estiramiento y
disminucion del diametro del microchorro, obteniéndose en algunos casos
fibras de mayor tamano del esperado. En algunos casos no se observa
ninguna tendencia en el diametro al variar la tensién aplicada.

Velocidad de flujo: Para que el proceso de electrohilado sea satisfac-
torio debe existir un equilibrio entre la velocidad a la cual la solucién es
dosificada y la velocidad de remocion de la misma por efecto del campo
eléctrico aplicado. Por lo general, la velocidad de flujo es controlada
mediante una bomba que infunde la solucién a una velocidad constante
determinada por el usuario. Si bien el mayor efecto de este parametro es
la obtenciéon o no de un microchorro continuo, el aumento de la veloci-
dad de flujo aumenta el diametro medio de fibras, aunque se debe tener
en cuenta que si la cantidad de solvente en el colector es apreciable se
perdera la estructura fibrosa por disolucién de las fibras.

Boquilla capilar: El diametro interno de la boquilla influye en el dia-
metro de las nanofibras, y en la velocidad de evaporacion del solvente
en la boquilla. Al disminuir el diametro interno de la boquilla aumenta
la tension superficial de la solucion, por lo tanto a igual tensién aplicada
se necesita de una mayor fuerza coulémbica para vencerla. La acelera-
cion del microchorro disminuye y posee mayor tiempo de estiramiento
y elongacién antes de ser depositado en el colector, generando fibras
de menor diametro. Los sistemas de produccion industrial emplean un

sistema de dosificacién sin boquillas evitando la interferencia eléctrica
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que se genera cuando se utilizan simultaineamente multiples boquillas. Las
boquillas coaxiales permiten obtener nanofibras con un nucleo interno
y un recubrimiento exterior o nanofibras huecas.

Distancia boquilla-colector: Este parametro influye directamente en
el tiempo de vuelo del microchorro y en la fuerza del campo eléctrico
aplicado. En consecuencia, variar este parametro influye en el diametro
medio de fibras obtenidas y en su morfologia. Si la distancia es alta, hay
un mayor tiempo para que el microchorro se elongue y estire, lo que
produce membranas con tamafio medio de fibra menor. No obstante,
el aumentar la distancia se debilita la magnitud del campo eléctrico,
resultando en menor estiramiento del microchorro y un mayor tamafo
medio de fibra. Si la distancia es muy pequefa, la fuerza del campo
eléctrico es mayor y se produce una mayor aceleraciéon del microchorro,
pero como el tiempo de vuelo también disminuye la evaporacion del

solvente es pobre.

9.2.4. Equipamiento

El equipamiento basico para el proceso de electrohilado, como se men-
cion6 anteriormente, consiste en un reservorio de solucién que alimenta
una boquilla mediante una bomba de infusién, una fuente de alta tension
y un sistema colector. Con estos elementos se han montado equipos a
escala laboratorio y se han obtenido nanofibras de muy buena calidad.
Existe una amplia variedad de configuraciones que incluyen boquillas
con desplazamiento en el plano x-y, boquillas rotacionales, rotocolectores
con traslacion, arreglos con electrodos auxiliares, colectores criogénicos,
entre otras posibilidades. En base a los requerimientos y descubrimientos
de los distintos grupos de investigacion, se han desarrollado equipos
comerciales que contemplan todas estas modificaciones con particular
cuidado en el control y automatizacién del proceso. Los equipos NEU®
de Kato Tech Co., Nanon® de MECC Co., NaBond Technologies Co.,
Limited, Electroris® de Fanavaran Nano-Meghyas, ElectroSprayer® de

Fuence Co.,Ltd. Yflow® Nanotechnology Solutions, e IME Technologies
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se encuentran actualmente en el mercado y cuentan con distinto tipo de
boquillas, colectores y otros accesorios.

Para la produccion industrial de membranas electrohiladas existen varias
estrategias [13-14]. El equipo NanoSpinner de NanoFMG Group emplea un
sistema de multi-boquilla para aumentar el area de membrana producida,
permitiendo la produccion en masa. No obstante, estos equipos presentan
repulsion entre los microchorros, que pueden disminuir la velocidad de
produccion y la calidad de las fibras obtenidas. Eliminar estas interferen-
cias por completo no es factible, y mas aun la limpieza de las boquillas
resulta dificil de realizar. Por estos motivos se han desarrollado una gran
variedad de sistemas para sobrellevar estas dificultades. Como por ejem-
plo se puede mencionar el empleo de cilindros con orificios, alambres
enroscados conicos, electrohilado a partir de placas conductoras, cilindros
y conos rotatorios [15], para nombrar algunos. Los sistemas sin boquillas
se presentan como la solucion para evitar los problemas producidos por
los sistemas de boquillas. En estos equipos un cilindro, colocado en un
reservorio de solucién polimérica, rota a una velocidad dada, se impregna
de la soluciéon y luego por la aplicacion de un campo eléctrico (de mayor
intensidad que cuando se emplean boquillas) forma conos de Taylor en
la superficie del cilindro. Esta tecnologia esta patentada por la empresa

Elmarco® y aplicada a su equipo nanospider™ para produccién industrial.

9.2.5. Desarrollos recientes

El procesamiento de electrohilado presenta una nueva tecnologia
novedosa para el desarrollo de membranas nanofibrosas para diversas
aplicaciones. No obstante, para algunas aplicaciones especificas puede
presentar limitaciones. En los dltimos afos el equipamiento clasico se
ha adaptado para cubrir aplicaciones especificas.

Electrobilado con distancia reducida entre los electrodos: La necesidad
de producir patrones superficiales mediante la deposicién selectiva de
nanofibras en arreglos espaciales y geometrias especificas resulta de interés

en aplicaciones de nanofluidica, superficies hidrofébicas, y el desarrollo
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de estructuras jerarquicas para circuitos de nanofoténica y nanoelectrénica
[16]. Estos disefios se obtienen mediante el arreglo de los electrodos en
geometrias especificas o el conformado de las nanofibras en el patrén
deseado luego del electrohilado de las mismas. En los ultimos afios se ha
desarrollado el electrohilado de campo cercano (near field electrospinning)
[17], en donde una gota de solucioén pende de una punta de microscopio
de fuerza atémica y con la aplicacion de un campo eléctrico es dirigida
a un electrodo opuesto situado a una distancia menor a los micrones.
La soluciéon se elonga y estira, depositandose en forma de fibras cortas
en un colector en movimiento. Otro enfoque, llamado electrohilado de
alta precision (high precision deposition electrospinning) toma el sistema
de boquilla-colector estandar y reduce la distancia entre los electrodos
a un rango de unos pocos micrones hasta el milimetro. La disminucién
de la distancia en esa magnitud disminuye el area de deposicion de las
fibras, lo que produciria problemas con la evaporacion del solvente y/o
supresion de inestabilidades y consecuentemente del afinamiento de las
fibras. Sorprendentemente, se obtienen nanofibras depositadas selectiva-
mente, de tamano, orientacién y geometria controladas. Esta tecnologia
permite aplicaciones del proceso de electrohilado en el area de sensores,
microfluidica y modificacién superficial de implantes.

Electrobilado coaxial y triaxial: Como se mencioné anteriormente,
El empleo de dos o mas boquillas concéntricas permite la obtencion
de nanofibras con estructura de cascara-nucleo. Esta técnica también
es util para electrohilar soluciones que no son 6ptimas para el proceso
de electrohilado, utilizando la solucion dificilmente electrohilable en el
nucleo central y una solucién facil de procesar en la cascara que pue-
de ser removida posteriormente de manera selectiva. De igual modo se
obtienen fibras huecas al eliminar selectivamente el componente del
nucleo. También se han producido fibras ceramicas huecas, al realizar
un tratamiento de sinterizado posterior a la extraccién del nicleo. Otra
ventaja de esta técnica es la obtencion de fibras con doble funcionali-
dad, utilizando un material con integridad estructural en la cascara y un
farmaco, agente bioactivo o biolégico en el interior, de alto interés en

aplicaciones terapéuticas [106]. En particular, dado que las cargas eléctricas
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se encuentran en la superficie del microchorro, los agentes dispersos en
la solucién del nucleo no estan sometidos a estas interacciones pero si
al proceso de estiramiento y elongacién. Es importante mencionar que
durante la infusion las dos soluciones no estan en contacto, solo toman
contacto en la punta de la boquilla. De este modo la solucién destinada
al nucleo de la nanofibra se infunde en el centro del dispositivo y la
solucion de la cascara en la cavidad anular entre los tubos concéntricos.

Fibras con estructura de cascara-niicleo y huecas por medio de planti-
llas: Otra forma de obtener nanofibras con estructura de cascara-nucleo o
tubos huecos es utilizando las nanofibras electrohiladas como plantillas
(tubes by fiber templates, TUFT) y depositando sobre ellas un recubrimien-
to polimérico, metalico o ceramico mediante deposiciéon por fase vapor
(vapor phase deposition) o recubrimiento por inmersion (dip coating)
[16]. Empleando la técnica de deposiciéon por fase vapor se obtuvieron
recubrimientos delgados uniformes de 50 nm Esta metodologia permite
la obtencion de nanofibras con multicapas de distintos materiales con
morfologia especifica. Esto es de particular utilidad para la liberacion
controlada de agentes bioactivos. Los agentes bioactivos se suspenden
en la soluciéon electrohilada y luego se realiza un recubrimiento sobre
las nanofibras obtenidas por esta técnica, en donde se puede seleccio-
nar el o los materiales del mismo para la liberacion del fairmaco en un
tiempo o ambiente determinado. Con los mismos efectos se ha utilizado
la técnica de recubrimiento por inmersion, para obtener nanofibras con
estructura de cascara-nucleo. Sin embargo, la solucién puede no cubrir
uniformemente toda la superficie. También se obtuvieron nanofibras hue-
cas al remover el polimero usado como plantilla luego de la deposicion
del material de la cascara y tubuladuras con rugosidad interna al usar
plantillas de nanofibras con porosidad superficial.

Nanofibras con porosidad superficial: El area superficial de membra-
nas electrohiladas se puede aumentar mas aun al introducir porosidad
superficial en las fibras. Esta morfologia resulta atractiva para aplicacio-
nes en sensores, catalizadores o liberacion de agentes bioactivos. Entre
las técnicas disponibles se encuentra la remocion de un componente

en fibras de dos componentes. Esta consiste en disolver dos polimeros
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termodinamicamente inmiscibles en un mismo solvente. Se procesa la
solucion mediante electrohilado y se produce una separacién de fases
de los dos componentes in situ. Luego de la extraccién de uno de los
polimeros con un solvente que solo disuelve uno de los componentes,
se obtienen nanofibras con porosidad superficial. Otra técnica se basa
en la separaciéon de fases durante el proceso de electrohilado de una
soluciéon de un solo polimero con un solvente volatil. Bajo ciertas con-
diciones de procesamiento se produce la separacion de fases inducida
termodiniamicamente en la superficie del microchorro. Las zonas en
donde el solvente es pobre solidifican en fibras, mientras que las zonas
donde hay mayor contenido de solvente forman poros superficiales. Esta
técnica puede ser promovida al enfriar el colector o el microchorro y

obtener el mismo efecto para solventes no tan volatiles [2].

9.2.6. Otros métodos para produccion de nanofibras

Las nanofibras poliméricas se pueden fabricar empleando diferentes
métodos que utilizan técnicas fisicas, quimicas y térmicas. En el ambito
biomédico, los métodos mas comunmente usados incluyen, ademas de
electrohilado, separacion de fases, auto-ensamblado, y en menor extension
métodos bacteriales, patrones de disefio y extraccion [18-20].

Separacion de fases [18]: la separacion de fases de una solucién
polimérica puede inducirse por un cambio en la temperatura, por la in-
troduccién de un liquido que no es solvente de la fase polimérica, o bien
por polimerizacion.

La separacion de fases inducida térmicamente (thermally-induced phase
separation, TIPS) permite obtener morfologias nanofibrosas. En esta técnica
se parte de un sistema multicomponente homogéneo que en determinadas
condiciones se torna termodinamicamente inestable y tiende a separar en
fases para disminuir la energia libre del sistema. La separacion de fases
liquido-liquido de una soluciéon polimérica con temperatura critica de
solucién superior se induce disminuyendo la temperatura. El sistema se

separa en dos fases, una fase rica en polimero y otra pobre, formando
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una estructura bicontinua. La fase rica en polimero solidifica después de
la eliminacién del solvente mediante liofilizacién y se obtiene la matriz
con arquitectura macroporosa. Aunque originalmente esta técnica se ha
empleado con poli(acido L-lactico) (PLLA), poli(acido glic6lico) (PGA),
poli(acido lactico-co-glicolico (PGLA), su empleo se ha extendido a otros
polimeros tales como polihidroxialcanoato, quitosano, gelatina y mate-
riales compuestos con bioceramicos. Entre las ventajas de esta técnica se
encuentran la posibilidad de incorporar moléculas bioactivas a las matrices
sin disminuir la actividad de las moléculas por medio térmico o quimico,
la alta reproducibilidad, la producciéon de muestras en moldes que pueden
adoptar una geometria particular y el empleo de equipamiento no espe-
cializado. Las desventajas estin asociadas al escaso nimero de polimeros
que pueden procesarse y la dificultad para el escalado comercial. Por
otra parte, un pequeno cambio en los parametros del proceso: tipo de
polimero, concentracion de la soluciéon polimérica, relacion disolvente/
no disolvente y principalmente el programa térmico, puede afectar sig-
nificativamente la morfologia del soporte poroso resultante.
Auto-ensamblado molecular (molecular self-assembly) [21]: constituye
otro campo de investigacion emergente, especialmente cuando se trata
de estructuras biolégicas de tamafo nanométrico o texturizado. El auto-
ensamblado es la organizaciéon auténoma de atomos, moléculas y agregados
moleculares en patrones o estructuras sin intervencion externa. El auto-
ensamblado esta mediado por fuerzas secundarias no covalentes tales
como interacciones ionicas (electrostaticas), enlaces puente de hidrégeno,
interacciones hidrofébicas e interacciones de van der Waals para formar
entidades estructuralmente bien definidas y estables (filmes, bicapas,
membranas, nanoparticulas, fibras, micelas, capsulas, tubos, mesofases o
vesiculas). El auto-ensamblado de macromoléculas naturales o sintéticas
produce estructuras con arquitectura supramolecular nanométrica y en
determinadas condiciones nanofibras. Esta estrategia también se emplea
en el desarrollo de materiales nanofibrosos con potencial aplicacién como
matrices para ingenieria de tejidos. Los hidrogeles basados en proteinas
proporcionan, ademas de su capacidad de gelacion in situ, las condi-

ciones necesarias para la proliferacion celular y formacién de tejidos.
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Para emular la estructura triple helicoidal del colageno se han sintetizado
diversos péptidos anfifilicos, que forman nanofibras supramoleculares de
5-8 nm de diametro y mas de 1 uym de longitud. Los copolimeros en di-
bloque y dendrimeros pueden también formar nanofibras. En comparacion
con la técnica de electrospinning, el auto-ensamblado produce nanofibras
de menor diametro (menores a 10 nm), pero requiere de procedimientos
mas complejos y técnicas extremadamente elaboradas. Estas desventajas
se suman a la baja productividad de la técnica.

Métodos bacteriales [18]: las nanofibras de celulosa pueden obtenerse
por sintesis bacterial empleando acetobacter, que polimeriza residuos de
glucosa en cadenas seguida por la secrecion extracelular, ensamblado y
cristalizacion de cadenas en forma de cintas. De esta manera se producen
nanofibras de celulosa de menos de 10 nm de diametro, pudiendo tam-
bién emplear diferentes cepas y agregar polimeros al medio de cultivo
para producir copolimeros.

Patrones de diseiio (templating) [18]: las nanofibras poliméricas tam-
bién pueden obtenerse empleando patrones de disefio tales como redes
de alimina porosa. Las nanofibras se separan por despegado mecanico o
destruccion del molde. Los procesos de extraccion mediante tratamientos
mecanicos y quimicos de materiales naturales permiten obtener fibras de

celulosa de 10 a 120 nm de diametro y longitud de hasta varios micrones.

9.3. Aplicaciones biomédicas

Las matrices nanofibrosas poseen la capacidad de imitar la estruc-
tura de las matrices extracelulares ejerciendo una marcada influencia
en la proliferacién y diferenciacién celular tanto in vitro como in vivo.
Dos de sus caracteristicas, elevada relacion area/volumen y elevada po-
rosidad, resultan de primordial importancia para esta aplicacién, dado
que facilitan la migracién celular a través del implante, permitiendo la
difusion de productos tales como sustancias propias de desecho celular
y/0 agentes terapéuticos que estimulen la adhesion, proliferacion y di-

ferenciacién celular. El control del diametro de fibras, area superficial,
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porosidad y tamano de poro permite la obtencién de matrices biomimé-

ticas para la regeneracion de diversos tejidos.

9.3.1. Incorporacion de células en matrices nanofibrosas

La incorporacion de células en matrices nanofibrosas es atn un desafio
de la ingenieria de tejidos [18]. Entre los métodos explorados se encuen-
tran, la incorporacion de células en el interior de las matrices nanofibrosas
durante el proceso de fabricacion y la migracion de células in vitro en
la matriz o mediante el implante de células huésped del tejido in vivo.

La incorporacion directa de las células en materiales nanofibrosos durante
el proceso de fabricacion se realiza mediante pipeteado de suspensiones
celulares durante la deposiciéon de las nanofibras. Otro método consiste
en la deposicion de nanofibras sobre un anillo cargado incorporado en un
medio de cultivo, realizando dosificaciones intermitentes de células durante
el proceso. En este caso se consigue la incorporacion uniforme de células y
la ausencia de toxicidad por eliminacién de solvente residual. La posibilidad
de infiltrar células de musculo liso mediante electropulverizado durante el
proceso de electrohilado es una estrategia abordada recientemente para

favorecer la integracion celular uniforme en matrices nanofibrosas [22].

9.3.2. Estructura de poros e infiltracién celular

El control de la estructura de poros es un aspecto importante en la fa-
bricacion de matrices porosas y afecta directamente la infiltracion celular.
El electrohilado permite un control limitado de la estructura de poros y el
tamano de poros depende del diametro de las fibras. El tamano de poro
puede disminuir la infiltracion celular. Inclusive en algunos casos, la in-
filtracién puede verse limitada a una delgada capa de células en la parte
superior de la matriz, reduciendo la interaccién célula-nanofibra sélo a las
regiones externas, disminuyendo asi su potencialidad para regeneracion

de tejidos en tres dimensiones [23].
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La importancia de las estructuras porosas ha llevado al desarrollo de
estrategias destinadas a aumentar el tamano de poro de los materiales elec-
trohilados, manteniendo al mismo tiempo las caracteristicas nanofibrosas
[18, 24]. Estas estrategias incluyen la lixiviacion de particulas de sal mez-
cladas con las fibras durante la fabricacion [25], la inclusién de cristales
de hielo en el colector durante el procesamiento [26], la incorporacion de
fibras de sacrificio que se eliminan luego del proceso [27] y la introduccion
de micro-orificios mediante litografia ultravioleta de matrices nanofibrosas
[28]. Aunque estas estrategias han conseguido aumentar efectivamente el
tamafio de poros, se disminuye significativamente la resistencia mecani-
ca. La utilizacion de un colector esférico con clavijas metalicas dispersas
produce la formacién de membranas nanofibrosas con mayor diametro
de poro y mejor infiltracion celular. La combinacién de capas de microfi-
bras con nanofibras (por ejemplo PCL y colageno) y de electrohilado con
electropulverizado de particulas de hidrogel incrementa el tamano de los
poros y al mismo tiempo se favorece la interaccién con las células [18].

La infiltracion celular en poros pequenos se puede mejorar con la
aplicacion de fuerzas fisicas tales como, vacio, perfusion de flujo o centri-
fugado, que incrementan la velocidad de infiltracién celular, y el transporte
de nutrientes para mejorar la viabilidad hacia las regiones mas profundas
[24]. A pesar de las mejoras alcanzadas, la infiltracién celular en matrices

nanofibrosas continua siendo limitada.

9.3.3. Comportamiento celular en nanofibras poliméricas

En el medio biolégico natural las células estin expuestas a un com-
plejo contexto de estimulos quimicos y estructurales. Por lo tanto es
muy importante imitar el medio natural en un cultivo celular in vitro.
Las funciones celulares de proliferacion, diferenciaciéon, morfologia y
migracion se controlan comunmente mediante la modulacién de la qui-
mica del medio de cultivo. Existen cuatro componentes involucrados
en el crecimiento, diferenciacion, funciones y morfologia de las células

en la superficie de un biomaterial [18, 29], adsorcién de componentes
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del suero sanguineo, secrecion de componentes de matriz extracelular,
adhesion celular y mecanica del citoesqueleto. La rugosidad superficial
puede causar una adsorcion selectiva de proteinas, comportamiento que
adquiere importancia en materiales con una nanotopografia que muestra
un area superficial extremadamente alta. Las nanoestructuras con dimen-
siones similares a las dimensiones de la matriz extracelular natural pueden
influir en el comportamiento celular a través de mecanismos ain poco
conocidos. El mayor conocimiento de las interacciones célula-sustrato
podria proporcionar una informacion valiosa para el disefio de mejores
matrices para ingenieria de tejidos.

La morfologia celular es una caracteristica importante para el disefio
de matrices debido a su significado en el control del arreglo celular y los
efectos traslacionales que la morfologia tiene en otras funciones. Las células
adoptan una morfologia diferente frente a sustratos nanofibrosos (forma
mas redondeada) comparados con los sustratos planos, debido a la falta de
organizacion de las fibras de actina del citoesqueleto. El comportamiento
depende también del diametro de las nanofibras. La alineacién celular en
forma unidireccional se encuentra en muchos tejidos tales como nervios,
musculos esquelético y cardiaco, tendones, ligamentos y vasos sanguineos,
por lo tanto, es deseable que las matrices disenadas para estos tipos de
tejidos sean capaces de inducir arreglos celulares altamente alineados.

La fijacion celular es otro factor criticamente importante. La arquitectura
nanofibrosa tiene capacidad para fijacion de células tales como fibroblastos,
células madre de adipocitos, y células de musculo liso, significativamente
superior a la fijaciéon en superficies planas. La fijacion puede incrementarse
a través de una mejora del atrapamiento fisico de las células que penetran
hacia el interior de la matriz nanofibrosa y de la adhesion. Dependiendo
de las condiciones y del tipo de célula, las nanofibras también incremen-
tan o disminuyen la viabilidad y proliferacién celular, comparadas con
un sustrato plano. Ademais, algunos estudios muestran que las matrices
nanofibrosas pueden incrementar la produccion de matriz extracelular de
las células residentes y que la matriz depositada se encuentra mas organi-
zada. El efecto de las nanofibras en la diferenciacién selectiva de células

madre hacia un linaje celular especifico depende del tipo celular y las
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condiciones, pudiendo promover, evitar o no tener un efecto apreciable en
la diferenciacion celular cuando se lo compara con una superficie plana.
Finalmente, la migracion celular en matrices extracelulares nanofibrosas es
un proceso critico para determinar el éxito de la regeneracién de tejidos.
El diseno de la matriz debe contemplar una conducciéon celular controla-
da, minimizando la formacioén de agregados y facilitando la migracioén a

través de toda la matriz.

9.3.4. Matrices para ingenieria de tejidos

Los biomateriales empleados en un gran numero de aplicaciones en
ingenieria de tejidos y 6rganos deben interactuar con las células, y las es-
tructuras tridimensionales que adopten deben comportarse como verdaderas
matrices extracelulares. Sus caracteristicas biomiméticas y sus excelentes
propiedades fisico-quimicas, desempenan un rol clave en la estimulacién
del crecimiento celular, participando en la regeneracion del tejido como
una guia [30]. Las propiedades mecanicas y biomiméticas de los nanoma-
teriales, sumado a las modificaciones superficiales que pueden lograrse
mediante funcionalizacion de la superficie, promueven una mayor cantidad
de interacciones con las cé€lulas y por lo tanto también el crecimiento del
nuevo tejido [18, 31]. Las siguientes secciones presentan brevemente los

aspectos interesantes de algunas aplicaciones seleccionadas.

9.3.4.1. Ingenieria de tejido 6seo y cartilago

Los polimeros naturales tales como gelatina, colageno y quitosano
y los polimeros sintéticos, principalmente PLLA, PGA, PLGA y PCL son
biocompatibles y biorreabsorbibles y presentan propiedades adecuadas
para la obtencién de matrices nanofibrosas para aplicaciones en ingenie-
ria de tejido 6seo y cartilaginoso [31]. El trabajo de Jang y colaboradores
presenta un excelente resumen las estrategias seguidas actualmente en

este campo [32]. Existen numerosos estudios de matrices poliméricas
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nanoestructuradas biomiméticas que encapsulan células madre u oste-
oblastos. Las matrices fibrosas nanocompuestas de PCL/hidroxiapatita/
gelatina mostraron niveles de proliferacion osteoblastica, actividad de
fosfatasa alcalina y mineralizacién, mayores a los observados en matri-
ces nanofibrosas de PCL pura. Las nanofibras compuestas promueven la
actividad de la fosfatasa alcalina osteoblastica y la expresion de genes
marcadores de osteoblastos (RNAm), que participan en la diferenciacién
y crecimiento del tejido 6seo tanto in vitro como in vivo.

Las matrices nanofibrosas poseen propiedades mecanicas que resultan
ideales para el trasplante de células madre durante la reparacion clinica
del cartilago. El principal interés reside en la incorporacién de condro-
citos o células madre dentro de la matriz polimérica durante el proceso
de electrohilado. Existen estudios de condrogénesis in vitro de células
mesenquimales pluripotenciales en matrices nanofibrosas de PCL. Sin
embargo, debido al pequeno tamafno de poros que poseen las matrices
electrohiladas, la infiltracion celular se dificulta produciendo una distribu-
cion irregular de las células. La estrategia utilizada actualmente, consiste
en el sembrado de condrocitos para obtener una distribucion homogénea

de células en matrices nanofibrosas incubadas en biorreactores dinamicos.

9.3.4.2. Ingenieria de tejido vascular

Segun reporté en 2011 la organizacion mundial de la salud, las en-
fermedades cardiacas isquémicas se presentan en la actualidad como las
principales causas de mortalidad a nivel mundial. Debido a la prevalencia
de enfermedades vasculares, existe la necesidad de disponer de injertos
vasculares de mayor eficacia que permitan reemplazar los vasos sangui-
neos danados u obstruidos, ya sea por engrosamiento de las paredes
vasculares o formacién de placas de ateroma (ateroesclerosis).

El tejido vascular es una estructura multicapa, que posee diversas ca-
racteristicas nanoestructuradas de acuerdo a la composicién de colageno
y elastina presentes en las diferentes capas. Los materiales electrohilados

presentan una alternativa prometedora para mejorar las funciones de los
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tejidos vasculares danados, tanto a nivel de musculo liso como de células
endoteliales, para inhibir la trombosis e inflamaciones graves de las pa-
redes vasculares [33]. Las matrices de colageno/elastina/PLLA muestran
una extensa infiltraciéon celular de musculo liso. La estructura de fibrillas
orientadas en la capa media de una arteria se ha imitado con estructuras
nanofibrosas alineadas de PLLA-PCL obtenidas en un colector rotacional
de disco. Las células del musculo liso de la arteria coronaria no sélo in-
teractuaron favorablemente con la matriz polimérica, sino que ademas se
orientaron a lo largo de las fibras, emulando el entorno natural. Por otro
lado, se ha aprovechado la versatilidad de utilizar un colector rotatorio
de diametro pequefio para obtener injertos vasculares electrohilados. Se
desarrollaron tubuladuras nanofibrosas a partir de polimeros sintéticos
biodegradables o bioestables, y naturales; con estructura simple o bicapa;
topologia al azar y/o alineada. Las matrices poliuretanicas electrohiladas
resultan adecuadas para aplicaciones en ingenieria de tejidos blandos,

en particular en tejidos vasculares [34].

9.3.4.3. Ingenieria de tejido nervioso

Las matrices empleadas en ingenieria de tejidos nervioso deben cumplir
propiedades de histocompatibilidad, mecanicas y eléctricas. La ausencia
de histocompatibilidad en los materiales empleados, no sélo dificulta el
crecimiento de nuevo tejido neuronal sino que ademas puede provocar
inflamacion o infecciones graves. Las propiedades mecanicas son necesa-
rias para asegurar la durabilidad de la matriz durante el tiempo necesario
para soportar fisicamente la regeneracion del tejido. Finalmente, las
propiedades eléctricas ayudan a estimular y controlar el comportamiento
de las neuronas bajo estimulacion eléctrica, lo que permite a la matriz
actuar como una guia eficaz para la reparacién del tejido nervioso [12].

Existen atin muchas deficiencias en los materiales utilizados. Los so-
portes de silicona empleados como guias para la reparacion de tejido
neuronal, poseen limitaciones por la extensa formacion de tejido cicatrizal

alrededor del material. Las estructuras nanofibrosas poseen excelentes
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caracteristicas de histocompatibilidad y conductividad para impulsar la
actividad neuronal y permiten encapsular células madre neuronales, células
de Schwann, y laminina favoreciendo atn mas la regeneracion neuronal
[31]. Dado que los nanotubos de carbono poseen excelente conductividad
eléctrica y propiedades mecanicas y dimensiones nanométricas similares
a las neuritas, se han empleado como guia para la regeneraciéon axonal
y mejora de la actividad neuronal. Ademas los nanotubos de carbono
estimulan la diferenciacion de las células madre, lo que resulta favorable

para reparar el tejido nervioso danado.

9.3.4.4. Ingenieria de tejido de la piel

La regeneracion de piel empleando nanofibras electrohiladas ha recibido
mucha atencién para el tratamiento de pacientes que sufren dafos por
quemaduras agudas y heridas cronicas tales como pie diabético y ulceras
de distinta etiologia. Las propiedades biomiméticas de las matrices extra-
celulares electrohiladas resultan atractivas para estas aplicaciones, dado
que poseen un comportamiento mecanico, fisico y biolégico adecuado para
restaurar funcionalmente la dermis y epidermis [12]. Aunque las membra-
nas electrohiladas poseen una enorme area superficial para el contacto
con células, existen limitaciones en la infiltracién celular. Sin embargo,
las técnicas avanzadas para controlar el diseno de matrices, mencionadas
brevemente en la Seccion IX-3.2, permiten mejorar la infiltracién y vas-
cularizacién. La combinacién con factores de crecimiento que promueven
la regeneracion de la piel, asi como nuevos biomateriales que mejoran la
interaccion celular y angiogénesis en ausencia completa de contraccion

de la herida y fibrosis es actualmente un campo de intensa investigacion.

9.3.5. Liberaciéon controlada de agentes terapéuticos

La liberacién de agentes terapéuticos e ingenieria de tejidos son

dos areas intimamente relacionadas. Ademas de servir como matrices
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extracelulares para la infiltracion celular y el crecimiento de tejidos, las
matrices nanofibrosas pueden disefarse y funcionalizarse para actuar
como portadores de factores bioactivos que induzcan una respuesta ce-
lular o tisular determinada [18]. La técnica de electrohilado ofrece una
gran flexibilidad para seleccionar materiales poliméricos biodegradables
o no degradables para aplicaciones en liberacion controlada de agentes
terapéuticos que incrementen la eficiencia de la ingenieria de tejidos.
La investigacion de nanofibras en el campo de liberaciéon controlada se
encuentra en una etapa inicial de exploracion [35]. El proceso de libe-
racion puede ocurrir por distintos mecanismos que incluyen difusion o
mecanismos mas complejos de difusion simultinea con degradacion de
la matriz [23]. En general el perfil de liberacion depende de la calidad
de la dispersion del agente en la matriz polimérica, el cual normalmente
se disuelve en la solucion polimérica antes del proceso de electrohilado
(Figura 9.4). Dependiendo de las propiedades de los factores bioactivos
y del polimero, este método puede conducir a que los agentes se en-
cuentren homogéneamente dispersos en las fibras, o en forma agregados
distribuidos aleatoriamente en las fibras o localizados en la superficie
de la matriz nanofibrosa (Figura 9.5a). Esta aproximaciéon posee algunas
desventajas inherentes a la técnica, por ejemplo la liberacién muy sig-
nificativa de la droga en un periodo muy corto de tiempo en la etapa
inicial [36]. Esta liberacion puede considerarse indeseable en ingenieria
de tejidos pero es necesaria en los casos en los que se requiere una libe-
racion rapida, como es en el caso de las infecciones que pueden ocurrir
en las primeras horas después de una cirugia. El perfil de liberacién
puede modificarse disminuyendo la extension de la liberaciéon inicial,
mediante cambios en la composicion del polimero por mezcla con otro
polimero o copolimerizacion con otro monémero, o recubrimiento la
superficie de las fibras con otro polimero.

Un método alternativo que permite sobrellevar alguna de estas
desventajas consiste en la encapsulaciéon de agentes terapéuticos en
el centro de nanofibras poliméricas mediante electrohilado coaxial.
Esta técnica produce nanofibras que incorporan el agente en el nicleo

(core) que se recubre con una capa exterior de polimero (shell) (Figura
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9.5b). Los dos componentes tienen normalmente diferente solubilidad
en solventes organicos o en agua, lo que evita el mezclado de las dos
fases durante el proceso. La liberacion se produce a través de poros
de la cubierta polimérica o simultinea con la degradaciéon de la mis-
ma. Este sistema coaxial permite una eficiencia de carga elevada y un
comportamiento de liberacién controlada que en muchos casos supera
al observado en otros métodos convencionales de encapsulacion. La
encapsulacion de la enzima lactato dehidrogenasa (LDH) en nanofibras
de poli(vinilalcohol) (PVA) se realiza empleando electrospinning coaxial
[37]. Esta metodologia tiene en cuenta la pobre solubilidad de la en-
zima en la solucién de PVA. La enzima conserva su funcidn catalitica
después del procesamiento en nanofibras. Los perfiles de liberacion de
LDH muestran la potencialidad de este sistema de liberacién controlada
para el tratamiento clinico de la deficiencia de LDH.

La incorporacion de factores bioactivos puede realizarse después de la
fabricaciéon de la matriz nanofibrosa, mediante técnicas de modificacion
superficial de adsorcién o inmovilizacion, cada una de las cuales posee
ventajas y desventajas propias (Figura 9.5¢ y 9.5d). Finalmente, los hi-
drogeles de péptidos auto-ensamblados pueden emplearse también como
portadores, con perfiles de liberacion dependientes de la estructura del

hidrogel y del factor a liberar.

Figura 9.4. Micrografia de SEM de una membrana de PCL electrohilada incorpo-
rando embelina, principio activo pobremente soluble en agua.
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a b c d

Figura 9.5. Formas de incorporacion de agentes bioactivos en nanofibras. a)
Incorporacién por mezclado en la solucién de electrohilado; b) electrohilado
coaxial; ¢) adsorcion superficial; d) inmovilizacién superficial.

Entre los agentes terapéuticos que se estudian en sistemas electrohila-
dos se encuentran antibioticos con distinta solubilidad (hidrocloruro de
tetraciclina, rifampicina, cefoxitina, ciprofloxacina, sulfato de gentamici-
na, ornidazol, mupirocin), antiinflamatorios no-esteroideos (naproxeno,
salicilato sédico, diclofenaco sodico, ketoprofeno, indometacina), corti-
coides (acetado de dexametasona), anestésicos (lidocaina), antioxidantes
(resveratrol), vitaminas (A y E), antifungicos (itraconazol, ketanserin,
ketoconazol), anticancerigenos (paclitaxel, doxorrubicina, carmusti-
na BCNU, cucurbitacin B, cucurbitacin 1), anticoagulantes (heparina),
extractos vegetales (centella asiatica, embelina, chalconas), proteinas
(principalmente factores de crecimiento, albimina, lisozima) y plasmidos
de ADN [38-40].

Aunque se han preparado muchos tipos de dispositivos de liberacion
empleando sistemas electrohilados, hasta la fecha no se reportaron re-
sultados de experimentos clinicos, y los Unicos trabajos realizados in
vivo estan principalmente asociados con la investigacion en cancer [35].

La liberacion de antibiéticos en la regiéon abdominal luego de una
cirugia invasiva es una estrategia comun para evitar las complicaciones
asociadas a infecciones. El empleo de barreras fisicas para evitar la ad-
hesién abdominal posquirdrgica entre tejidos adyacentes en conjunto con
la incorporacién de antibioticos permite disponer de un dispositivo con
una doble funcionalidad. El tamano de poro submicrométrico evita la
migracion celular, requerimiento fundamental para actuar como barrera,
mientras que la elevada area superficial permite una carga de antibidtico

mayor que en otras morfologias.

413



Como se mencioné anteriormente, una de las areas de mayor investi-
gacion en el campo de liberacion controlada es la liberaciéon controlada
y vectorizada de drogas anticancerigenas [41-42]. Las membranas elec-
trohiladas poseen la capacidad de evitar las limitaciones en la carga de
fairmacos que poseen las micelas y liposomas usadas actualmente para
el tratamiento de tumores. La utilizacién de membranas nanofibrosas
también tiene notable interés para liberacion de agentes bioactivos tales
como factores de crecimiento capaces de promover la fijacion, prolifera-
cion y diferenciacion celular en ingenieria de tejidos, asi como para la
liberacién de plasmidos de ADN para terapia génica. En este dltimo caso
resulta importante proteger los agentes biolégicos que son incorporados
a las matrices, dado que el proceso de electrohilado puede degradar el
ADN, perdiendo la capacidad de transfecciéon del plasmido.

Otro ejemplo de sistema de liberacion constituye la administracion topica
de 6xido nitrico (NO) para el tratamiento de la ulcera de pié diabético asi
como de las ulceras generadas por leishmaniasis. Esta estrategia que esta
siendo actualmente explorada con el desarrollo de un parche nanofibroso
para liberacion de NO con un disefio que permite la liberacién constante
de NO durante 12 horas o mas dependiendo de la dosis [43-44].

9.3.6. Dispositivos implantables

La combinacion de dispositivos implantables con matrices nanofibrosas
permite mejorar el comportamiento de éstos con el medio biologico [45].
El recubrimiento de una proétesis con nanofibras aumenta la superficie
expuesta permitiendo un mayor e intimo contacto con el medio, favore-
ciendo la fijacion del dispositivo y mejorando su biocompatibilidad. En los
recubrimientos nanofibrosos de la superficie de catéteres para angioplas-
tia, la superficie externa del balon del catéter se recubre con una matriz
nanofibrosa que tiene la capacidad de expandirse y contraerse junto con
el balén. En algunas de estas aplicaciones se incorpora 6xido nitrico que
permite la vasodilatacion arterial y relajacion del musculo liso del vaso

sanguineo. Este dispositivo puede utilizarse directamente para tratar una
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obstruccion en un vaso, o en combinacion con un stent. La modificacion
superficial de un implante ortopédico a nanoescala mejora las propieda-
des del dispositivo como la hidrofobicidad, adhesion y biointegracion.
Entre otros desarrollos se encuentran los dispositivos vaso-oclusivos
que poseen un nucleo metalico y una matriz nanofibrosa que funciona
como cubierta en la superficie. Estos dispositivos se utilizan para generar
embolias u obstrucciones en aneurismas localizadas dentro de los vasos
sanguineos. Los dispositivos oftalmolégicos poseen una matriz nanofi-
brosa para tratar glaucoma o deficiencia 6ptica de transmisiéon neural.
El implante nanofibroso se inserta en el canal de Schlem, permitiendo
desviar el humor acuoso desde la camara anterior del ojo. Este tipo de
dispositivos implantables mejoran la biocompatibilidad y reducen la fric-

cion por la gran flexibilidad que presenta el material [45].

9.4. Perspectivas futuras

Los materiales nanofibrosos poseen un enorme potencial para el
desarrollo de matrices extracelulares de aplicacion en ingenieria de te-
jidos y para la obtencion de nuevos sistemas para liberacién de agentes
terapéuticos. Aunque existen avances importantes en el disefio y obten-
cion de estructuras nanofibrosas para aplicaciones biomédicas y tanto
en aspectos conceptuales como tecnoldgicos, la mayoria de los ensayos
realizados y sus conclusiones estan basados en experiencias in vitro.
En latinoamérica el desarrollo es incipiente aunque sostenido, y algunos
grupos de investigacion se estin consolidando en esta 4rea [46]. El de-
sarrollo de estructuras y métodos adecuados para infiltraciéon celular y
el conocimiento de los mecanismos y sefnales quimicas y mecanicas que
modulan el comportamiento celular en estructuras nanofibrosas, abriran
el camino para la utilizacion de estos sistemas en aplicaciones in vivo.
Sumado a esto, el incremento del nimero publicaciones interdisciplina-
rias y la aparicion de equipos comerciales a escala de laboratorio, planta
piloto e industrial son indicadores claros del amplio futuro que tienen

los biomateriales nanofibrosos.
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