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Los hidrogeles son estructuras tridimensionales reticulares, compuestas por cadenas de polimeros
hidrofilos capaces de absorber grandes cantidades de agua. Esta propiedad les permite cambiar de
volumen, lo cual es util en aplicaciones como la administracion de farmacos o la ingenieria de
tejidos. Segun su origen, los hidrogeles pueden ser naturales o sintéticos. Un ejemplo natural es el
colageno, la proteina estructural mas abundante en mamiferos, de naturaleza fibrosa y responsable
de mantener unidos los tejidos conectivos.

Por su parte, la reologia es una disciplina clave para caracterizar mecanicamente los hidrogeles
de colageno, midiendo la deformacion que experimentan bajo una tension de cizalladura aplicada.
Este método permite estudiar su comportamiento mecanico, que es altamente no lineal y muy
dependiente de su microestructura. En este trabajo, se ha desarrollado una metodologia para
reproducir in silico el comportamiento mecdnico obtenido mediante un ensayo reologico en un
hidrogel a base de coldgeno bovino con una concentracion de 0.8 mg/ml.

La metodologia propuesta reconstruye computacionalmente la red fibrilar real de coldgeno,
simulando las diferentes longitudes y tortuosidades de las fibras, a partir de imadgenes de
microscopia del hidrogel obtenidas con la técnica Focused Ion Beam - Scanning Electron
Microscopy (FIB - SEM). Posteriormente, para reproducir in silico el ensayo de reologia, se utiliza
un modelo multiescala que permite obtener el comportamiento mecanico macroscopico de una
matriz de fibras a partir de la interaccion micromecanica de las fibras. La simulacion
computacional de la red fibrilar reconstruida es capaz de reproducir la respuesta mecanica no
lineal observada en la prueba experimental.

Esta metodologia permite obtener computacionalmente las propiedades reoldgicas de hidrogeles o
redes de fibras, pudiendo ser una herramienta util para comprender su comportamiento mecadnico.
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1. Introduccion

Los hidrogeles son materiales tridimensionales poliméricos que tienen la capacidad de absorber grandes
volumenes de agua sin diluirse [1,2]. Esto es posible gracias a sus estructuras reticuladas, las cuales favorecen la
absorcion de agua a la vez que preservan la integridad de la red. Los hidrogeles a base de colageno son materiales
viscoelasticos no lineales, con un comportamiento mecanico que presenta una alta no linealidad y depende en gran
medida de su microestructura. Las propiedades mecanicas de estos materiales estan condicionadas por factores
como el tipo de colageno, la concentracion utilizada, el método de reticulacion o las condiciones de fabricacion,
entre otros [3,4].

Por su parte, los ensayos de reologia constituyen una importante herramienta para examinar las propiedades
mecanicas de los hidrogeles, generando informacion que puede emplearse para modificar sus caracteristicas segun
los requisitos de las aplicaciones. Existen diversos tipos de ensayos reologicos, como los barridos de frecuencia,
de tension o de deformacion, entre otros [5], que han demostrado ser tutiles para comprender y caracterizar el
comportamiento de estos materiales. En este contexto, se han estudiado experimentalmente las propiedades
viscoelasticas de hidrogeles de colageno de origen animal, por ejemplo, obtenidos a partir de cola de rata, tejido
porcino o piel de ternero [6—8].

Ademas del analisis experimental, los modelos computacionales permiten simular la respuesta mecanica de las
estructuras de redes de fibras, y se dividen en modelos continuos y discretos. Los modelos continuos evaluan la
respuesta global de la matriz desde un enfoque fenomenologico, utilizando funciones polindmicas, exponenciales,
entre otros tipos [9,10]. Aunque estos modelos son ttiles para aproximar el comportamiento mecanico de la red
de fibras, no modelan las fibras de forma individual, lo que limita la capacidad de obtener informacion detallada
sobre la microestructura de la red.

En cambio, los modelos discretos modelan la microestructura de la red considerando componentes individuales.
Estos modelos pueden simular matrices de fibras en 2D o 3D, omitiendo o representando las interacciones entre
fibras [11,12]. Como ejemplo, Sanz-Herrera et al. [13] desarrollaron un modelo multiescala con el que analizar el
comportamiento mecanico de matrices 3D de fibras curvadas. En su estudio, estos autores estudiaron la mecanica
de una fibra aislada y elaboraron un modelo para reproducir matrices de fibras basadas en la densidad de fibras
deseada y su geometria, sometiéndolas a traccion, compresion y cizallamiento simple para calcular sus respuestas
mecanicas. Otro enfoque dentro de los modelos discretos consiste en utilizar imagenes de tomografia
computarizada, confocal, entre otras, para reproducir las redes fibrosas, ya sea con diferentes niveles de realismo
o simplificadas [14,15].

El objetivo de este trabajo es reproducir computacionalmente la respuesta mecanica de un hidrogel a base de
colageno bovino a partir de su microestructura, utilizando para ello imagenes del material obtenidas mediante
Focused Ion Beam - Scanning Electron Microscopy (FIB-SEM). Este estudio emplea de manera novedosa esta
técnica de microscopia de lltima generacion para analizar la matriz de fibras real del hidrogel, permitiendo una
reconstruccion precisa de su entramado fibrilar caracterizado por longitudes y tortuosidades variables. A partir de
dicha red de fibras, y mediante un enfoque multiescala, se simula in silico el comportamiento mecanico del
hidrogel. Ademas, se lleva a cabo un ensayo experimental del material para la validacion y ajuste de la metodologia
desarrollada.

2. Materiales y métodos

El hidrogel se prepard usando colageno tipo-I derivado de dermis bovina a una concentracion de 0.8 mg/ml, el
cual fue suministrado como una solucion acidificada tratada con pepsina, con una concentracion inicial de 4 mg/ml
(Colageno-G; Matrix Bioscience, Deutschland, Alemania).

A través de analisis reologico, se midi6é el modulo eléstico del hidrogel de colageno. Para ello, se empled un
redmetro rotacional controlado por esfuerzo (MCR 301; Anton Paar, Graz, Austria) a 37°C (Figura 1a), utilizando
una geometria de cono de acero estandar (CP25-1) (didmetro 25 mm; angulo 1°) y una placa Peltier estandar.
Después de una hora de polimerizacion y estabilizadas las propiedades viscoelasticas, se realizé un ensayo de
tensidn-deformacion, aplicdndose una rotaciéon controlada por esfuerzo con un perfil en rampa logaritmica. Se
varié la tension de cizalladura entre 0.01 y 10 Pa, y se analiz6 la deformacién a 20 puntos por década,
interrumpiéndose el ensayo al romperse el hidrogel, lo que provocaba una significativa reduccién en la pendiente
tension/deformacion visualizada en la pantalla.

A continuacion, se empleo la técnica Focused Ion Beam - Scanning Electron Microscopy (FIB-SEM) para estudiar
la estructura a nanoescala del hidrogel. Esta técnica, que extrae capas sucesivas de la muestra mediante un haz de
iones mientras el SEM permite capturar imagenes de alta resolucion, es capaz de segmentar redes fibradas
tridimensionales y medir con precision parametros estructurales [16].

La microestructura del hidrogel de colageno bovino se reconstruyo a partir de las imagenes obtenidas con FIB-
SEM (ver ejemplos en Figura 1b), las cuales se analizaron mediante el software Avizo. En primer lugar, se aplicd
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un filtrado mediano para reducir el ruido manteniendo la integridad de los bordes de las fibras, realizando una
interpretacion 3D con 18 pixeles vecinos. Después, se estableciéo una umbralizacion interactiva para las fibras,
utilizando el rango de intensidad 40-255. De este modo, se obtuvo la estructura 3D de colageno.

Con el objetivo de minimizar los efectos en los bordes, se defini6 un volumen de interés (VDI) interior de
aproximadamente 5x5x5 um (Figura 1c). Este volumen fue posteriormente esqueletizado, descomponiéndose las
fibras en multiples segmentos. Tras la esqueletizacion, se obtuvieron de Avizo los datos de cada segmento del
VDI

Por ultimo, se utilizaron los datos extraidos para generar la matriz de fibras. Este procedimiento se implement6 en
Matlab, y produjo las coordenadas, conexiones entre puntos (elementos) y nodos finales. Utilizando esta
informacion, se visualizé la matriz de fibras reconstruida del VDI (Figura 1d).

Para reproducir computacionalmente los resultados experimentales del ensayo reoldgico del hidrogel, se empled
la metodologia desarrollada por Sanz-Herrera et al. [13]. Este modelo multiescala permite estudiar la interaccion
micromecanica entre fibras, con el objetivo de obtener computacionalmente (in silico) el comportamiento
mecanico macroscopico de matrices fibradas. De manera resumida, para calcular la tension y deformacion
macroscopica a partir de la matriz fibrada microscopica, se definen los tensores de tension y deformacion en un
punto material macroscopico en la macroescala, y se establece el incremento de deformacion total. A continuacion,
en la microescala, se obtienen los desplazamientos/rotaciones nodales incrementales de la microestructura y se
actualizan las coordenadas microscopicas. Por ultimo, en la macroescala, se calculan el tensor de tension
incremental y el de rigidez tangente, y se actualizan las cantidades macroscopicas de los tensores de tension y
deformacion. Este proceso se repite en el siguiente tiempo de carga (para una descripcion completa de la
metodologia, ver referencia [13]). Como datos de entrada del modelo, se necesitd la microestructura de fibras
reconstruida del VDI, en concreto, los datos de sus coordenadas, elementos y nodos finales. Ademas, para que la
curva resultante del ensayo computacional coincidiera con la experimental, se ajustaron los valores de las rigideces
axial (1.8:10” N) y de flexion de las fibras (5.5-10%" N-m?).

3. Resultados y discusion

Los resultados experimentales obtenidos en el ensayo de reologia se presentan en la Figura le, hasta una
deformacion por cizallamiento (y) maxima del 30%, con valores de tensiones de cizalladura (t) entre 0 y
aproximadamente 3 Pa. La prueba reprodujo un comportamiento mecanico no lineal, tipico del tejido de colageno
estudiado. En concreto, se identifico una fase aproximadamente lineal durante la primera mitad del ensayo, tras la
cual la tension de cizalladura experimentd un aumento no lineal, probablemente atribuible al estiramiento y
alineamiento de determinadas fibras en la direccion de la carga.

Para simular la respuesta mecanica experimental obtenida, se realizd un ensayo in silico de cizallamiento simple
a la matriz de fibras reconstruida del VDI a partir de las imagenes de FIB-SEM del hidrogel. Se observa que la
curva in silico resultante (Figura le) se ajust6 a la curva experimental a lo largo de todo el rango de deformacion
analizado, capturando la respuesta mecanica no lineal caracteristica del hidrogel de colageno. En dicha curva, la
rigidez a flexion predomind en la zona de bajas deformaciones, a partir de la cual la rigidez axial comenzé a
adquirir mayor relevancia, reduciendo progresivamente la contribucion de la flexion.

En resumen, se ha demostrado que la metodologia propuesta permite reconstruir computacionalmente la matriz de
fibras real de un hidrogel, simulando las diferentes longitudes y tortuosidades de las fibras. A partir de esta matriz,
es posible reproducir in silico con precision el comportamiento mecanico del hidrogel que se obtendria
experimentalmente. Esta metodologia podria emplearse con otras redes de fibras en distintos materiales
ingenieriles para obtener su respuesta mecanica no solo ante ensayos de cizallamiento, sino también en otros tipos
de pruebas como las de traccion o compresion. Algunas limitaciones del estudio incluyen la suposicién de un valor
constante para la rigidez axial y de flexion, asi como la eleccion de un unico volumen de interés. Estas limitaciones
seran abordadas en investigaciones futuras, en las que se pretende incorporar los diametros reales variables de las
fibras. Ademas, se contempla extender el analisis a otros hidrogeles de colageno, como los obtenidos a partir de
cola de rata.
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(b) Imégenes del hidrogel obtenidas con la técnica de FIB-

(a) Detalle del redémetro utilizado, junto a un esquema
SEM (scale bar = 2 pum)
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(c) Estructura de colageno del VDI (d) Matriz de fibras reconstruida del VDI
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(e) Resultado experimental y computacional del ensayo reoldgico al hidrogel de colageno bovino

Figura 1: Resumen de la metodologia y resultados.
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