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INTRODUCCION

Durante siglos, tanto hombres como mujeres, tuvieron un gran aprecio por el
traje de seda, principalmente por su calidad (Cenis, 2009). La Seda es una
proteina fibrosa, producida por una variedad de especies, incluyendo al

gusano de seda (Bombyx mori.) y arafa.

La seda tiene muchas funciones, incluyendo a los capullos que sirven para
proteger los huevos o larvas, a las fiboras como soporte de las redes de las
arafas que permiten la captura de insectos, dichas fibras son capaces de

soportar altos impactos.

Las sedas producidas por el gusano de seda y la arafia son las que mas se
han investigado, debido a su disponibilidad ya sea en la industria textil y en el

uso de la historia médica.

La seda obtenida del gusano de seda (Bombyx mori.), es segregada por las
glandulas sericigenas, que la utiliza para elaborar su capullo, una estructura
cerrada de proteccién en la que realiza la metamorfosis de larva a adulto
(Cenis, 2009). Este consta de dos proteinas: la fibroina que se ha propuesto
como material de implante y como material de andamiaje capaz de promover
los procesos de regeneracion de los tejidos (Altman, 2003) y la sericina como
material protector de la piel el mismo que mantiene y promueve la retencion de
la humedad en la epidermis (Zhaorigetsu, 2009).Tiene ademas una alta
actividad antibacteriana, antioxidante y antimicotica, esto significa que la

sericina puede detener la reaccion de oxidacion de los radicales libres e inhibir
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el crecimiento de microorganismos patdgenos productores de numerosas

enfermedades.

Los grandes avances producidos en la ultima década mediante la aplicacion
de las herramientas de la biologia molecular y celular han hecho posible el
desarrollo de nuevos conceptos terapéuticos en bio-medicina, que han abierto
nuevos campos como son la Medicina Regenerativa y la Ingenieria de tejidos.
Estos conceptos se basan en la posibilidad real de aislar células troncales
(stem cells) indiferenciadas, desarrollarlas en soportes (andamios) adecuados
y favorecer su diferenciacion a diversos tejidos mediante la accion de factores
de crecimiento celular especificos. Ello abre la posibilidad de producir tejidos
humanos nuevos capaces de reemplazar a tejidos lesionados, evitando el
riesgo de rechazo del sistema inmune. El componente principal de la Medicina
Regenerativa es sin duda el conocimiento detallado de la biologia y manejo de
las células troncales. Estas investigaciones han captado la atencion del publico
y tienen un gran perfil mediatico. Sin embargo, hay otro componente de la
ingenieria de tejidos mucho menos conocido como son los biomateriales en
los que esas células han de crecer, diferenciarse e integrarse en los lugares
adecuados del organismo receptor. Las caracteristicas de estos materiales

tienen una influencia decisiva en el éxito del proceso.

Afortunadamente se dispone de una gran variedad de biomateriales
adecuados para estas aplicaciones. Gran parte de ellos son sintéticos
(biopolimeros, ceramicas, biovidrio, etc.) en tanto que otros son de origen
natural (colageno, alginatos, etc). Curiosamente, hace pocos afios, uno de los
materiales mas antiguos producidos por la humanidad se ha mostrado como

uno de los biomateriales de mayor calidad y potencial para ingenieria de
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tejidos. Se trata de la seda. La aplicacion de la seda como biomaterial, a traves
de su uso en suturas quirargicas; fue temprana, y data del siglo Xlll. Sin
embargo, los nuevos conocimientos adquiridos sobre las propiedades y
estructura de este producto, han abierto su uso a nuevas aplicaciones que

vamos a tratar brevemente en este trabajo.

OBJETIVO

e Describir las propiedades morfoquimicas de la fibroina de la seda como

andamio en medicina regenerativa.

10
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CAPITULO 1. INGENIERIA DE TEJIDOS Y MEDICINA
REGENERATIVA

1.1 Generalidades

La ingenieria de tejidos evolucion6 del campo de desarrollo de biomateriales
y se refiere a la practica de combinar andamios, células y moléculas
bioldgicamente activas para crear tejidos funcionales. El objetivo de la
ingenieria de tejidos es recopilar ideas o teorias que restauren, mantengan o
mejoren los tejidos daflados u 6rganos completos. La piel y los cartilagos
artificiales son ejemplos de tejidos fabricados por ingenieria que han sido
aprobados por la FDA (Food and Drug Administration); sin embargo,

actualmente tienen un uso limitado en pacientes humanos.?

La medicina regenerativa es un campo amplio que incluye la ingenieria de
tejidos, pero también incorpora la investigacion sobre auto curacién, donde el
cuerpo usa sus propios sistemas, algunas veces con ayuda de material
biologico extrafio, para recrear células y reconstruir tejidos y organos. Los
términos Ingenieria de Tejidos y Medicina Regenerativa han llegado a ser
intercambiables, ya que el campo intenta enfocarse en las curas en lugar de
en los tratamientos para enfermedades complejas y a menudo cronicas. Este
campo continta evolucionando. Ademéas de las aplicaciones médicas, las
aplicaciones no terapéuticas incluyen el uso de tejidos como biosensores para
detectar agentes amenazantes biolégicos o quimicos, y chips de tejidos que

se pueden utilizar para probar la toxicidad de un medicamento experimental-
2

11




M,
mm FACULTAD w

A

1904

—

1.2 Andamios

Uno de los puntos claves en la regeneracion de 6rganos o para la regeneracion
de parte de un tejido dafiado es el de desarrollar estructuras 3D que sustituyan
parte del 6rgano, total o parcialmente, o actien como vehiculo para transportar
células y moléculas a lugares concretos del organismo. Estos soportes se
construyen con materiales distintos en funcion de la estructura del érgano o
tejido donde se vayan a implantar. Se fabrican implantes (estructuras)
metélicos, de materiales ceramicos, de polimeros naturales o sintéticos y de
compuestos formados por varios materiales. Los materiales mas empleados

son los polimeros por las caracteristicas y versatilidad de los mismos.3

De cualquier manera, es necesario que esas estructuras cumplan con varios

requisitos como:

A. Ser compatibles con el organismo, es decir, no generar rechazo ni

danos.

B. Tener una determinada vida media para desarrollar su tarea. Esta
duracion puede ser mas o menos larga. En el caso de las protesis que
reemplazan parte de un érgano tiene que ser permanente mientras que
en otros casos puede tener una duracion limitada al tiempo necesario
para realizar su funcién. En este Ultimo caso se suelen construir con
materiales biodegradables que poco a poco se van "disolviendo" y van

desapareciendo del organismo.

12
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C. Aportar las prestaciones necesarias para realizar correctamente la

funcion a la que van a ser destinados.?

Esos andamios o soportes pueden fabricarse de diferentes formas con

dimensiones micro o nanométricas.3

13
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CAPITULO 2. HISTORIA Y BENEFICIOS DEL GUSANO DE
SEDA Bombyx mori

La seda del gusano de seda se ha utilizado comercialmente para realizar
suturas biomédicas durante décadas, y en la produccion de textiles durante
siglos.* La mariposa Bombyx mori, cuya larva es llamada gusano de seda, es
una especie de insecto lepidoptero de la familia Bombycidae originaria del
norte de Asia. Se cria hoy en muchas regiones del mundo para aprovechar el
capullo que protege a su crisalida, constituido por un largo filamento de seda,

el cual produce la oruga al retraerse para la metamorfosis.>®

El gusano de seda se clasifica en la familia de los Lepidopteros, dentro del
grupo de Bombycidos,’ es un gusano con la capacidad de convertir proteinas
vegetales y producir seda. De acuerdo a Luna y Zapata (1991) referido por
Salice (2001), realiza la clasificacion del gusano de seda (Tabla 1).2

Tabla 1 Clasificacion del gusano de seda Bombyx mori.

CLASE INSECTA O HEXOPODA
ORDEN LEPIDOPTERA
FAMILIA BOMBYCIDAE
GENERO Bombyx
ESPECIE mori
NOMBRE CONOCIDO GUSANO DE SEDA

Segun Singh (2002) menciona que el descubrimiento del Bombyx mori se

obtiene en 2640 AC por Xilingji (Hsiling-Chi), esposa del tercer Emperador

14
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Chino Huangdi (Hoang-Ti), quien hizo caer accidentalmente un capullo de
gusano de seda en una taza de agua caliente donde posteriormente observé
que las fibras de éstos podian ser desenrolladas. Estas fibras procedentes del
capullo de seda, podian ser trenzados juntos para hacer un hilo lo
suficientemente fuerte para utilizar en diferentes tejidos. Asi empezaron los
medios para la crianza de los gusanos de seda (sericultura) para obtener sus

fibras y emplearlo en los tejidos de varias prendas de vestir.8?

El gusano de seda Bombyx mori ha sido domesticado para la produccion de
seda hace 5.000 afios a partir del gusano de seda salvaje Bombyx mandarina.
Como es el unico insecto verdaderamente domeéstico, es completamente
dependiente de los seres humanos para su sobrevivencia y reproducciéon. En
la antigtiedad, fue un producto muy apreciado, siendo considerada “la Fibra de
los Dioses”. En la Edad Media, su produccion se extendié a Europa y mas

tarde, al resto del mundo (Casadio y Pescio, 2004).1°

En la actualidad, el gusano de seda es uno de los insectos econémicamente
mas importantes en muchos paises en desarrollo, debido a su cultivo a gran
escala para la produccién de seda (Michihiko, 2009). El volumen mundial
comerciado es de 70.000 ton, representando el 1% del total de fibras textiles.
El principal pais productor es China. En Latinoamérica, Brasil posee la mayor
produccion, siendo el tercer productor mundial con 6.000 ton / afio (Casadio y
Pescio, 2004).1°

El Bombyx mori es el organismo modelo para Lepiddpteros, el segundo grupo
mas grande de insectos, que incluye las plagas agricolas mas destructivas.

Con el desarrollo de la biotecnologia, B. Mori ha llegado a utilizarse como un

15
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biorreactor de gran importancia para la produccion de proteinas recombinantes
(Tamura, 2000).1?

La informacion sobre el gusano de seda no solo tiene un fuerte impacto en la
mejora de la sericultura,'? ya que también facilita el desarrollo de nuevos

métodos de control contra plagas. (Figura 1)4

Figura 1. Gusano de seda Bombix mori.

16
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2.1. Ciclo de vida de Bombyx mori

El gusano de seda Bombyx mori, se caracteriza por poseer el cuerpo cubierto
por una cuticula no flexible, por esta razén, para poder aumentar su tamafio
necesitan cambiar (mudar) la “piel”, este proceso, denominado muda, ocurre
en esta especie cuatro veces durante su vida juvenil interrumpiéndose al llegar

al estado adulto.13

Segun Julien (1938) menciona que el ciclo de vida del Bombyx mori es de seis
a ocho semanas dependiendo de las caracteristicas raciales y las condiciones

climaticas, cuyo alimento principal es la hoja de morera. (Figura 2)°

Figura 2. Ciclo biolégico del gusano de seda Bombyx mori.

17
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Como todos los Lepiddpteros, tienen su ciclo de vida dividido en las

siguientes etapas (Figura 3), principalmente:?

e Huevo
e Larva
Primer estadio
Segundo estadio
Tercer estadio
Cuarto estadio
Quinto estadio
e Encapullamiento (transformacién a pupa 6 crisalida)

e Adulto

Huevo
Nacimiento
Adulto / A\ PS g
N \
1
>
/./ 1a. Edad
/ \
[ \
@\ 2a. Edad
(& ) ’
j Red-Andina
de la :)C d‘ Ja Edad
Transformacion .
apupa
4a Edad
|
\\‘ ‘/
V'\\ ;
\
<
N L
Encapuliado s
5a. Edad

Figura 3. Ciclo de vida de gusano de seda Bombyx mori.*°
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Para entender el origen de la seda es importante entender el ciclo de vida:

Huevo Representa el periodo de descanso o latencia; pueden ser mantenidos
a una temperatura entre 5y 8 °C por 6 u 8 meses. Da origen a la larva que
apenas nacida tiene un aspecto poco agradable: es peluda y de un color muy
oscuro, caracteristica que comunmente pierde en los 2 primeros dias de vida

por efecto de la alimentacién.013

Larva Después de 15 dias a una temperatura de 24 o 25°C se produce la
eclosion de los huevos. En el nacimiento, la larva o gusanito posee una
longitud de 2 mm y al cabo de 4 6 5 semanas y para completar su ciclo debe
sufrir numerosas modificaciones de la que interesa es el peso, después de
pasar por los 5 estadios, llega a medir 8 cm de longitud. Una vez llegada la
ultima fase del quinto estadio larvario, busca un lugar seco y apropiado para

tejer el capullo.t03

Primer estadio: Es el tiempo que transcurre entre el nacimiento y la primera
muda de piel, transcurriendo ente 4 y 6 dias. Al nacer, el gusano es de cabeza
negra brillante y cuerpo negruzco cubierto de pelos. La muda se produce entre
24 y 48 horas.®

Segundo estadio: Dura 3 dias. La cabeza se nota mas grande, el pelo mas
corto y el color se va aclarando. Se produce la segunda muda de piel, que

tiene lugar en 24 horas.®

Tercer estadio: Transcurre en 4 dias y ya su cuerpo es de color casi blanco.
La tercera muda dura 24 horas, periodo durante el cual no hay necesidad de

alimento debido al tamafio alcanzado por las larvas en las fases anteriores.®
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Cuarto estadio: Se realiza en 5 dias y se produce el mayor desarrollo. El
cuerpo toma una coloracion definitiva, blanco con rayas o sin ellas. La cuarta

muda se produce en un periodo de tiempo comprendido entre 36 y 48 horas.®

Quinto estadio: La duracion es de 6 a 9 dias, alcanzando la larva su madurez.
En los dltimos dias la piel comienza a tornarse amarillenta y brillante y deja
lentamente de comer. Las glandulas productoras de la seda se encuentran

bien desarrolladas y estan llenas, listas para producir el capullo.®

La larva busca un lugar seco y apropiado para tejer el capullo, donde realizara

la metamorfosis de larva a adulto.®

Encapullado o crisélida, es una fase de aparente inactividad, pero con una
intensa actividad metabdlica que ocurre dentro del capullo confeccionado por
la larva durante 4 dias. Lugar donde permanece durante 12 a 14 dias, tiempo
en el que se originaran los cambios metamarficos que llevaran a transformarle

en mariposa.l0.3

Adulto La crisalida da origen a la mariposa que representa la fase "perfecta”.
Poco después del nacimiento, machos y hembras se aparean durante varias
horas, luego de lo cual las hembras depositan los huevos. Ambos sexos no se
alimentan y mueren en pocos dias. Luego del acoplamiento y con la deposicién

de los huevos, se da la continuidad del ciclo biolégico del insecto.®11

Las crisalidas emergen del capullo convertidas en mariposas. Recién

nacidas son de color blancuzco, con pelos en todo el cuerpo y patas.®

Tanto las hembras como los machos no vuelan, comen ni beben en su corta

vida. La hembra vive entre 10y 12 dias y el macho lo hace entre 28 y 32 dias.®
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La glandula sericigena del gusano es la encargada de segregar la seda para

la elaboracién del capullo. Esta glandula se divide en tres regiones con
diferentes funciones cada una de ellas: la glandula posterior, media y anterior.
(Figura 4)°

Estigmas

Tubo digestivo

Tubo digestivo Glandulas - : Vasos de
e Sl

sedosas Malpigio

Hilera

Figura 4. Anatomia del gusano de seda.

e Laregion posterior de la glandula de seda es curvada, de gran longitud
y segrega exclusivamente fibroina, que conforma del 70 al 80% de la
seda.

e Laregién media es la mas grande y tiene tres divisiones bien definidas

formando una figura de “S”. En esta region se segrega la sericina.

e La seccion anterior es un tubo estrecho con un didmetro de 4 mm
en donde el filamento largo de seda es formado por presion del

tubo, los cambios de pH, fuerza iénica y actividad del agua.®
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El hilo producido es continuo y puede medir hasta 1.500 metros.®

2.2. ESTRUCTURA DEL CAPULLO DE Bombyx mori

Voegeli R (1993) expresa que la seda segregada por el Bombyx mori presenta
propiedades Unicas como biomaterial. El capullo de seda consta de dos
principales proteinas; la fibroina en un 75%, cuya formulacién quimica es
C15H23N506 conforma la capa interna del hilo, y la sericina en un 25% cuya
formulacion quimica es CisH25Ns0s8 conforma la parte externa del hilo.
Ademas, menciona que cada uno de los capullos contiene un hilo continuo

que puede llegar a medir hasta 1.5 Km.8 (Figura 5)

sancn

Silk cocoons Protein components of silk

Figura 5. Componentes de la estructura de la seda.’®

Cada gusano excreta dos filamentos de fibroina simultaneamente, que unidos
por la sericina constituyen la seda, y es empleado para la formacion del capullo
de Bombyx mori (Figura 6)*, muy similar a la fibra de las arafias que
igualmente ha sido ampliamente estudiada debido a la existencia de

similitudes con la fibra de seda. (Figura 7)2
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Figura 6. Capullo de seda Bombyx mori.

gprotem coating aS lipid ~~__ b
skin-----
spidroin--
: : = > : 2 —
sericin _20pm  glycoprotein - 1 pm

Figura 7. Seccion transversal de la fibra de (a) Bombix mori (b) arafia.
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Las fibras del nucleo, constituidas por fibroina, estdn envueltas en una capa

de sericina (Figura 8)¢, una familia de proteinas que actGan como
cementacion que sostiene dos fibras de fibroina juntas para formar los

capullos para proteger el crecimiento del gusano. (Figura 9)%°

Figura 8. Capullo de Bombix mori (izquierda). Disposicion de las proteinas fibroina y

sericina en las fibras producidas por Bombix mori (derecha).
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De los capailos de jos asamos de seda
domesticados Bamdges muri se obticne
In mayor parie de ln soda.

Figura 9. De los capullos de los gusanos de seda domesticados Bombyx mori se

obtiene la mayor parte de la seda.
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CAPITULO 3. FIBROINA DE LA SEDA

La utilizacion de la seda como material de sutura en cirugia data de varios
siglos. En este sentido, la seda tiene una amplia tradicibn como biomaterial en
una aplicaciébn muy delimitada. Sin embargo, el gran interés que ha despertado
la seda como biomaterial ha surgido recientemente enmarcada en la ingenieria

de tejidos.16:17

De forma sorprendente, en torno a los primeros afos de la pasada década,
una serie de trabajos del grupo de D.L. Kaplan, de la Universidad Tufts, en
Boston, pusieron de manifiesto que una proteina de la seda, la fibroina, retne
las cualidades necesarias para constituir un biomaterial muy adecuado para
Su uso en aplicaciones relacionadas con la ingenieria de tejidos. A partir de
estos primeros trabajos, la atencion dedicada a la fibroina de seda (SF, por
sus siglas en inglés, silk fibroin) no ha dejado de crecer, desarrollandose

continuamente nuevas aplicaciones.%16

Altman GH (2003) expresa que la fibroina es la proteina principal de la seda y
su conformacion cambia drasticamente antes, durante y después del hilado.
Su capa (sericina) pertenece a una familia de pegamentos de proteinas que
mantienen la fibroina junta para formar los hilos que conforman el capullo. Kim
U (2005) detalla que esta proteina se compone por una serie de aminoacidos

que se repiten y se entrelazan por cadenas de hidrégeno.116
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Estos amino&cidos son: Sericina, Alanina y Glicina; es la Ultima la més
abundante y proporciona una condensacién muy alta de las moléculas,

haciendo mas fuertes y resistentes a las fibras. (Figura 10)°

A

0 ( 0  CH,
WY W /\rn
Gy Ser Gly Ala Gly Ala

Figura 10. Componentes de la fibroina.

3.1. Estructura y naturaleza quimica de la fibroina de la seda
Composicion quimica de la seda

La fibra de seda se compone en un 97% de proteinas y un 3% de otros
componentes como: ceras, carbohidratos, pigmentos y compuestos
inorganicos. Las principales proteinas en la fibra de seda son
aproximadamente 75% fibroina (C15H23Ns50s) y 25% sericina (C15H25N50s8).
La fibroina y la sericina estan a su vez compuestas por diversos aminoacidos.
(Tabla 2)18
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Tabla 2. Composicion tipica de aminoacidos presentes en la fibroina y la sericina

expresado en porcentaje (%).

Aminoacidos Fibroina Sericina
Glicina 445 14,7
Alanina 293 4.3
Serina 12,1 373
Tirosina 52 2.6
Valina 22 3.6
Acido aspartico 1.6 14,5
Acido glutamico 1 3.4
Treonina 09 57
Isoleucina 07 0,7
Fenilalanina 0,6 0,3
Leucina 0,5 1,4
Arginina 05 3.6
Lisina 03 24
Prolina 03 0,7
Histidina 0,2 1,2
Metionina 0,1 -
Triptofano 02 -
Cistina 0,04 0,1

La fibroina es una estructura lineal altamente orientada y cristalina, es la
proteina estructural de la seda. La sericina, por su parte, es un pegamento
proteico parcialmente hidrosoluble y de estructura globular, que sirve para unir

las fibras entre si. (Figura 11)8
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Cada gusano excreta dos filamentos de fibroina simultaneamente, que unidos

por la sericina constituyen la fibra y es empleada para formar el capullo. (Figura
12)18

Recubrimiento proteico

Sericina Fibroina

Figura 11. Esquema de la fibra de la seda.

Sericina

Fibroina

Figura 12. Micrografia SEM de la fibra de seda.

La secuencia primaria de la fibroina que da lugar a un polimero en estructura
de co-bloque, en el cual las regiones cristalinas hidrofébicas son interrumpidas
por pequefias regiones hidrofilicas que se combinan aleatoriamente. Los
extremos N-terminal y C-terminal estan muy conservados. En su conformacion

se distinguen dos dominios: una cadena ligera de unos 26 kDa y una cadena
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pesada de unos 390 kDa unidas por un puente disulfuro. La unidad

estructural se consigue al afiadir al conjunto una glicoproteina de unos 25 kDa
llamada P25 (fibrohexamerina) que produce una union no covalente de 6
bloques de cadenas ligeras y pesadas. Por tanto, las cadenas pesadas, las

ligeras y P25 se ensamblan ajustandose a un radio 6:6:1.16

Las sericinas (20-310 kDa) integran una familia de proteinas hidrofilicas
encargadas de cubrir las fibras de fibroina. Estas acttan a modo de
pegamento permitiendo que las fibras se conformen en una estructura solida,
hueca y mecénicamente resistente, conocida comunmente como capullo.
(Figura 13)'6

a Heavy Chain

Light Chain

nucleation aggregation growth
- S
cor e sh f A | o
5 W earing force E}ﬂum gii;mw '}nm\
C\,/@ induced by silkpress m “g mjtl f}ﬂ, gﬁl

nuclel

b
dé/ random coil unit @ B-sheet unit

Figura 13. Organizacién molecular de la fibroina (a) y de los procesos de

nucleaciéon y agregacion de la fibroina (b).

30




&i?..

M’M" FACULTAD

w“ ODON I()L[)(ll:\ }
UNAM
1904

é&

é

f

La SF de B. mori presenta los siguientes porcentajes en la composicion en

aminoacidos: 43% Gly, 30% Alay 12% Ser. La cadena pesada esta formada

por:

e 12 dominios que forman la region cristalina (estructura en lamina-p)
de las fibras (Tabla 3), (Fig. 14a). Los dominios cristalinos en las fibras
consisten en repeticiones de Gly-X, pudiendo ser X: Ala, Ser, Thry Val
(Fig. 14b). En B. mori, cada dominio cristalino se compone de
subdominios de aproximadamente 70 residuos, que en la mayoria de
los casos comienzan con repeticiones del hexapéptido Gly-Ala-Gly-Ala-

Gly-Ser y terminan con el tetrapéptido Gly-Ala-Ala-Ser.16

Tabla 3. Caracteristicas de la fibra de seda en Bombyx mori.t®

Seda de Bombyx mori

Fibroina (72-81%) Sericina (19-58%)
Fibra de seda E:::dn: E;gaedrgna (P;ggoprmeina Proteina tipo pegamento
Peso molecular 390 kDa 26 kDa 25kDa ~300 kDa
Polaridad Hidrofébica Hidrofilica

Seda |

(estructura desordenada)

Seda ll e
Estructura (estructura cristalina) Estructura no cristalina

Seda Il
(estructura inestable)

Proteina de recubrimiento
Proteina filamentosa que conforma la fibra en que une dos fibras de
el nucleo de la estructura fibroina actuando como
pegamento

Funcién
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e Secuencias primarias (no repetitivas) que estan menos organizadas

y se intercalan con la lamina-. Las regiones menos cristalinas de la
cadena pesada de la fibroina, también conocidas como “enlazadoras o
linkers” tienen entre 42 y 44 aminoacidos que no se encuentran

en los dominios repetidos. (Figura 14)6

5}1 A

WNENG BRI
A LoAs s,

Figura 14. Estructura en lamina-p de la SF (a). Repeticiones Gly-Ala

(b).

Entre las fibras textiles naturales la seda se destaca gracias a sus propiedades
particulares. Por ejemplo, su higroscopia, es decir, en condiciones estandares
tiene una recuperacion cerca del 11% y es capaz de absorber hasta el 30% de
Su peso de agua sin generar sensacion de humedad, lo que la hace confortable
al contacto con la piel. Sus propiedades tensiles especificas son superiores a
la mayoria de las fibras naturales y comparables con fibras sintéticas de alto
desempeiio como el Kevlar®, con una tenacidad de 5 g/denier y una
elongacién de 1725%. La seccion transversal de la seda es triangular con

esquinas redondeadas, esto le proporciona una excelente capacidad de
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reflexion de la luz, razon por la cual es una fibra lustrosa. Cada filamento mide
de 5 a 10um de diametro aparente y puede alcanzar una longitud de hasta

1600m, por lo que se le considera una microfibra natural.*®

La seda es mala conductora de electricidad y por lo tanto susceptible a
almacenar electricidad estética. Tiene una baja conductividad térmica, su
temperatura de transicion vitrea es ~175°C y su degradacion térmica se
encuentra cerca de 250°C, por lo que tolera procesos con temperaturas de
hasta 15 °C. Es resistente a la mayoria de los acidos minerales con excepcién
del acido sulfarico, mientras que es sensible a medios alcalinos (pH>9). Es
soluble en disolventes como bromuro de litio acuoso, &cidos fosféricos y
soluciones de cupramonio, y no es resistente a los agentes oxidantes fuertes

como el hipoclorito de sodio y el cloro.®

La seda contiene dos grupos reactivos principales, los amino (-NH2) y los
carboxilicos (-COOH). Es una fibra anfétera, con un punto isoeléctrico cerca a
pH~5. En esta condicion su carga es neutra y por debajo de este pH presenta
un cardcter cationico, por lo que existen metodologias adecuadas para tefirla

con diferentes colorantes en medios acidos y alcalinos.®

3.2. Propiedades de la fibroina de la seda como biomaterial

La seda, es segregada por las glandulas sericigenas del gusano de seda
(Bombyx mori), que la utiliza para elaborar el capullo, una estructura cerrada
de proteccion en la que realiza la metamorfosis de larva a adulto.*® Tal como
es segregado el hilo de seda, que es continuo y puede medir hasta 1.500

metros, consta de dos proteinas. Una de ellas es la fibroina, que es una
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proteina polimérica y lineal, que alterna dominios amorfos y otros de lamina

beta. Constituye el 70% del peso del capullo. La otra proteina es la sericina,
hidrosoluble y de estructura globular, que mantiene unidos los filamentos de
fibroina. La sericina es normalmente desechada en el proceso textil, aunque
tiene diversas aplicaciones en medicina y cosmética. La fibroina en cambio,

presenta caracteristicas que la hacen muy interesante como biomaterial.2%2°

Las ventajas de la SF sobre otros biomateriales radican en sus excelentes
propiedades mecanicas, biocompatibilidad, un procesamiento basado en el
agua, ademas de ser biodegradable y presentar grupos quimicos facilmente

accesibles para introducir modificaciones funcionales.®

La fibroina de la seda es purificada mediante el hervido de los capullos en
solucion salina para eliminar la sericina en un proceso llamado “desgomado”.
El disolvente mas habitual de la fibroina nativa es el bromuro de litio en
solucion acuosa 9.3 M y en temperatura caliente. Otros disolventes
comunmente empleados son el cloruro calcico disuelto en agua o0 una mezcla

de etanol, cloruro célcico y agua.?°

Por otro lado, hay otros disolventes como el metiltiocianato que son menos
utilizados. Antes de ser empleada como material de partida para la

elaboracién de biomateriales, se ha de dializar la fibroina disuelta para eliminar
las sales que contiene. La fibroina disuelta en agua es el material de partida
para la fabricacion de casi todos sus biomateriales derivados. Para su
conservacion se puede eliminar el agua mediante liofilizacién, obteniéndose lo
que se llama “fibroina regenerada’. Esta mantiene las propiedades de

solubilidad, pudiendo disolverse en agua y en otros disolventes tales como el
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acido formico y el hexafluoroisopropanol (HFIP) que no tienen la capacidad de

disolver la fibroina nativa. La fibroina regenerada tiene menor resistencia
mecanica que la fibroina nativa, ya que los enlaces que forman la estructura
en lamina beta se rompen en el proceso de disolucién. Asi, los biomateriales
consistentes en seda regenerada han de ser sometidos a un tratamiento que
produzca un aumento en el contenido de estructuras en lamina-B para

insolubilizarlos e incrementar su resistencia.?°

Este proceso se conoce como “cristalizacién”. El tratamiento mas empleado
para incrementar el porcentaje de lamina-$ es la inmersién del material en una
solucién de metanol. La inmersién en metanol hace que el material resultante
sea mas quebradizo. También se puede utilizar un tratamiento menos agresivo
gue consiste en exponer el material de seda regenerada a vapores de metanol
en caliente. Un procedimiento alternativo de cristalizacion se basa en tratar el
material con vapor de agua en vacio. El porcentaje de ldmina-f3 asi obtenido
es menor, lo que implica también una menor resistencia mecanica a diferencia
del tratamiento con metanol. Sin embargo, las propiedades del material
resultante en términos de elasticidad, transparencia y biocompatibilidad son

mejores. 1120

3.2.1 Biocompatibilidad

La caracteristica principal de un biomaterial ha de ser la biocompatibilidad.?!
Un material implantado no debe desencadenar una reaccion inflamatoria, ya

que esto anularia su funcion. En el caso de la seda, existe una tradicion de

siglos en su uso como material de sutura. En esta aplicacion, existe abundante
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informacion que indica la posibilidad de aparicién de reacciones inflamatorias

en los puntos de sutura. Sin embargo, estudios mas recientes indican que, en
realidad, estas reacciones son debidas a la sericina y que una fibroina

perfectamente limpia de la misma no induce ninguna respuesta inflamatoria.?!

Se comprob6 que las membranas de fibroina pura producen un nivel de
activacion de macrofagos inferior al producido con poliestireno vy
polimetacrilato. Se observaron in vitro que las fibras de seda sin sericina eran
inmunoloégicamente inertes en un cultivo de macréfagos de raton RAW 264.7,
mientras que las particulas de fibroina insoluble si que activaban la produccion
de TNF. Curiosamente, la sericina soluble no activa la reaccion de los
macrofagos, sino que es la presencia conjunta de fibroina y sericina, la que
resulta inmunogénica. Meinel En estudios in vivo e in vitro, compararon la
produccion de citoquinas inflamatorias inducidas por membranas de fibroina,
coldgeno y acido polilactico (PLA), sobre las que sembraron células
mesenquimales humanas para implantarlas intramuscularmente en ratas. La
producciéon de 14 citoquinas inflamatorias in vitro fue similar en fibroina,
colageno y el control de plastico, mientras que la tasa de proliferacion celular
fue superior en la membrana de fibroina. En el estudio in vivo se comprobdé
una leve respuesta inflamatoria producida por la fibroina a nivel histolégico,
gue fue menor que la observada en el implante de colageno, y mucho menor
que la observada en el implante de PLA. En conjunto, los resultados de este
estudio indicaron que la fibroina es menos inmunogénica que cualquiera de

los biomateriales habituales, cuando se encuentra purificada de sericina.12
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A pesar de los resultados alentadores, todavia quedan algunas preguntas

sobre la seguridad a largo plazo de los biomateriales de seda en el cuerpo

humano.?!

En primer lugar, las suturas de seda empleadas para la cicatrizacion de
heridas permanecen en el organismo durante un tiempo limitado. En la
ingenieria de tejido se requieren productos de seda para estar en contacto con
los tejidos durante un periodo de tiempo prolongado, por lo que es necesario
realizar estudios acerca de la respuesta a largo plazo del sistema inmune
basadas en la ubicacion y tipo de constructo usando modelos in vivo. En
segundo lugar, preocupa la reaccién inmune en respuesta a los productos

degradados de biomateriales de seda.??

Una de las causas principales de fracaso de cualquier biomaterial implantado
es la generacion de particulas de desecho que puedan activar el sistema
inmune. Se ha visto que los fragmentos de fibras de seda son capaces tanto
de inducir la produccion de citoquinas pro-inflamatorias leves, como de

aumentar la fagocitosis.??

Otra investigacion sugiere que los productos degradados de SF también
pueden causar amiloidogénesis provocando una degeneracion tisular. Es, por
tanto, necesario realizar mas investigaciones orientadas a la respuesta inmune

del organismo tras periodos largos en contacto con este biomaterial.'12?
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3.2.2. Biodegradacion

La velocidad de degradacion, la naturaleza de los productos de degradacion y
el metabolismo de los mismos son factores criticos a la hora de elegir y
desarrollar un biomaterial. Este debe degradarse y reabsorberse con el tiempo,
pero a unatasa que permita a las células sembradas en el mismo diferenciarse

y organizar una estructura tisular adecuada.??

La biodegradacion se define como la degradacion de un polimero implantable
por elementos biol6gicos que dan fragmentos que pueden moverse fuera del
sitio a través de la transferencia de fluidos, pero no necesariamente del cuerpo.
Por otro lado, se define la bioabsorcion como la eliminacion total del material
tanto a través de la filtracion como de la metabolizacion de los bioproductos
degradados.!122:23

La biodegradacion de la seda se estudia basandose en la pérdida de masa,
cambios en la morfologia y el andlisis de los productos degradados in vitro. En
modelos animales, la degradacién se estudia a través de las propiedades
mecénicas de la seda después de un cierto tiempo tras la implantacion y el
estudio de la integridad estructural a través de examenes histoldgicos, tincién
fluorescente y diversos ensayos bioquimicos. Como constructo implantado, el
biomaterial de SF regenerada se degrada mucho mas rapido que las fibras. La
velocidad de degradacion depende de la estructura secundaria de la seda

resultante de la preparacion de los materiales de seda regenerada.22:23

Hay evidencias de la degradacion in vivo de la seda, en estudios que revelan
gue andamios 3D de seda basados en agua e implantados en ratas Lewis, se

desintegran en unas semanas y desaparecen después de 1 afio. El sistema
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inmune del huésped tiene un impacto significativo en la degradacion de la SF

en andamios 3D porosos y en la degradacion de la esponja de seda mediante
una respuesta mediada por macréfagos, lo que sugiere que la seda no soélo es
biodegradable sino absorbible. Las células in vitro también estan implicadas
en la degradacion de la seda. Osteoblastos y osteoclastos podrian erosionar
peliculas de seda a través de la expresion de metaloproteinasas e integrinas.
Tales resultados son alentadores porque la matriz extracelular nativa se
remodela continuamente in vivo por la degradacion proteolitica a través de
metaloproteinasas y la regeneracion de la matriz. La seda tiene claras ventajas
sobre otros biomateriales en varios aspectos de la biodegradacion. En
biomateriales sintéticos como poliglicélidos y polilactidas los productos
degradados se reabsorben a través de vias metabdlicas, pero preocupa la
liberacion de subproductos acidos. No existen estos problemas asociados con
la seda. Ademas, los materiales sintéticos pueden reducir las propiedades
mecanicas de forma temprana durante la degradacion. Por otro lado, la fuerza
de retencion durante un largo tiempo por muchos sistemas de seda puede ser
una ventaja, particularmente en la ingenieria de tejidos, donde la degradacién

lenta y la capacidad de soporte de carga son necesarias.??23

3.2.3. Propiedades mecéanicas

La seda ofrece un equilibrio atractivo entre la resistencia a la rotura y el
alargamiento, lo que contribuye a su adecuada tenacidad y ductilidad. Las
curvas de tension-deformacion de las fibras de seda proveniente de gusanos
de seda salvajes muestran un aspecto y un endurecimiento por deformacion
similares a la seda de las telas de arafia. Teniendo en cuenta las

ventajas excepcionales que ofrecen las propiedades mecanicas de la seda
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(resistencia, elasticidad, tenacidad...), no es de extraflar que ésta haya

sido objeto de estudio en el campo de la ingenieria de tejidos para el

desarrollo de andamios.?°

Como se ha comentado anteriormente, a pesar de las propiedades
presentadas por las fibras de seda nativas, la mayoria de los materiales
de seda desarrollados a partir de solucién de SF son débiles y quebradizos.
Por ejemplo, la resistencia a la traccion en seco de la pelicula de seda
es de aproximadamente 0.02 GPa y la rotura por alargamiento es menor del
2% en comparacion con fibras nativas que tienen una resistencia a la
traccion de alrededor de 0.5-0.6 GPa y la rotura por alargamiento es del 10-
40%. Estas diferencias pueden ser atribuidas a la falta de estructura
secundaria y jerarquica apropiada en los materiales regenerados en
comparaciéon con las fibras nativas. Hay estudios recientes que muestran
aspectos donde han mejorado significativamente la resistencia de los
productos de las sedas regeneradas. A través de la manipulacién de la
estructura durante la regeneracion se ha llegado a igualar o incluso a superar

el grado de resistencia de las fibras nativas.162

3.2.4. Funcionalizacién de la superficie

Actuar sobre la superficie de los biomateriales abarca desde cambios fisicos
en la superficie, en términos de rugosidad e hidrofobicidad que modulan la
adhesion celular, hasta la activacion de cascadas bioquimicas complejas
regulatorias de la proliferacion, diferenciacion y supervivencia celular. Los

grupos reactivos que un biomaterial presenta en su superficie condicionan
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el enlace quimico que se puede establecer y por tanto, los ligandos posibles

en esta union. En este sentido, la fibroina presenta un porcentaje significativo
de aminoéacidos reactivos en su composicion, 12.1% de Ser, 5.3% de Tyr,
asi como Thr, Glu y Asp, que pueden ser modificados con reacciones bien

conocidas.16:20

La reaccidn de carbodiimidas es la mas habitual para unir proteinas o
péptidos a la fibroina mediante un enlace covalente tipo amida entre acidos
carboxilicos y aminas primarias. En el caso de la fibroina se presentan varios
aminoécidos con grupos carboxilo libres en cada molécula: 25 residuos de
Asp, 30 de Glu y 12 de Lys. Con este método se han unido a Lys la
proteina morfogenética de hueso (BMP-2), el péptido de adhesion RGD

(Arg- Gly-Asp) y la enzima peroxidasa.'62°

Ademas de su aplicacibn como agente fijador de tejidos biolégicos, el
glutaraldehido también puede ser utilizado como agente de acoplamiento
inespecifico entre polimeros y moléculas portadoras de grupos amino. Asi
se ha utlizado para conjugar insulina a nanoparticulas de fibroina e

incrementar su estabilidad.16:20

El desarrollo de otras estrategias para casos particulares, como son la
reaccion activada por cloruro de cianuro, la sulfatacién de la tirosina o la
modificacion de la tirosina con grupos diazonio; otras posibilidades para unir
moléculas a la fibroina, al margen de las uniones covalentes, son la
adsorcion a través de uniones de hidrégeno y uniones electrostaticas.
También se han realizado trabajos en los que se aprovecha la accion de las

proteasas para la liberacion lenta de moléculas de interés que han quedado
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fisicamente dentro de las estructuras de fibroina en el proceso de

fabricacion.18

La SF es soluble en agua en sus formas a-helicoidales y bucles al azar. La
solubilidad puede mantenerse durante dias e incluso semanas, dependiendo
de la temperatura de almacenamiento, pH y concentracion de la solucién de
seda. La posibilidad de preparar biomateriales de seda mediante un proceso
basado en agua y en condiciones suaves como la temperatura ambiente o
un pH neutro, favorece la union a este material de moléculas que requieren

de estas caracteristicas.?3
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CAPITULO 4. PRESENTACIONES DE LA FIBROINA DE LA

SEDA EN INGENIERIA DE TEJIDOS

A través de procesamientos con disolventes acuosos u organicos, se
dispone de una variedad de métodos con los cuales se generan los
biomateriales de seda para una amplia gama de aplicaciones. Se incluyen
métodos para fabricar hidrogeles, esponjas, tubos, materiales compuestos,

fibras, microesferas y peliculas delgadas (films). (Figura 15)©

Figura 15. Presentaciones de la fibroina de la seda como biomaterial.

Esta variedad de configuraciones permite que puedan ser utilizadas

directamente como biomateriales para implantes, como andamios (scaffolds)
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en ingenieria de tejidos y en modelos in vitro de enfermedades, asi como

para la administracion de farmacos.®

4.1. Mallas electrohiladas

El electrospinning o proceso de electrohilatura consiste en la proyeccion de
un chorro de disolucién polimérica en un campo eléctrico con una elevada
diferencia de potencial, lo que consigue adelgazar el diametro del chorro
del polimero hasta una escala nanométrica gracias a las fuerzas
electrohidrodinamicas que genera el campo eléctrico. Cuando el chorro se
deposita sobre una superficie plana, produce una malla plana de fibras
superpuestas distribuidas al azar y de elevada porosidad. El equipo necesario
para llevar a cabo el electrohilado consiste basicamente de tres elementos:
una fuente de alto voltaje, una bomba que alimenta al inyector capilar o
aguja conectado a la corriente y una placa o cilindro colector conectado a
tierra. (Figura 16)'6

Mix silk Draw solution Apply a positive voltage to Soak fibers in methanol first and  The resulting fibers will be
with PEO  into a syringe the syringe to initiate a jet then water to remove the PEQO  under 800 nm in diameter

Figura 16. Proceso de electrohilado y vista macroscépica de la malla de nanofibras

generada.
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La realizacion de la técnica no ha cambiado significativamente desde su
invencion, atribuida a Formhals en 1934. 516

La técnica de electrohilatura tiene una larga trayectoria de aplicacion en
entornos industriales para la fabricacién de filtros y recubrimientos, pero en
la dltima década se ha considerado su potencial en el campo de la
bioingenieria. Esto ha ocurrido tras observar la similitud entre la matriz
extracelular del tejido conjuntivo animal y la configuracion tridimensional que
adoptan las fibras de polimero producidas por electrohilado, por lo que se
puede describir como una estructura totalmente biomimética. Algo similar se
habia conseguido con la matriz extracelular descelularizada obtenida

mediante eliminacién quimica de las células de un tejido animal.?*

4.2. Films o peliculas transparentes

Los films de SF se pueden obtener a partir de la evaporacion de disoluciones
acuosas de esta proteina, disoluciones acidas o en liquidos idnicos, también
mediante recubrimiento por rotacion y por el proceso de Langmuir-Blodgett.
Para producir peliculas muy delgadas se han utilizado técnicas de deposicion

manual capa por capa o el electrohilado.?°22

Para mejorar la estabilidad de estas peliculas es necesario controlar también
la cantidad relativa de hojas B o grado de cristalizacion de la SF, lo que
puede lograrse mediante técnicas como el secado controlado, el estiramiento
y la inmersion en alcohol. A menudo, es necesario controlar las propiedades
de la superficie de los films de seda para conseguir un crecimiento celular

dirigido y mejorado o para cambiar las propiedades Opticas. (Figura 17)
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Figura 17. Pelicula de SF, moldeado en la superficie de una placa de Petri, que

pone de manifiesto la transparencia del mismo.

La litografia y sistemas de impresion avanzados se emplean para lograr
tales caracteristicas. El caso de los films elaborados con fibroina regenerada
en solucién acuosa da como resultado una lamina transparente de una textura

y aspecto similar al celofan.623

4.3. Hidrogeles

La fibroina acuosa se presta bien a la fabricacion de hidrogeles, estructuras
tridimensionales de polimeros fuertemente entrelazados que absorben gran
cantidad de agua, pero no se disuelven en la misma. Las nanofibrillas de
lamina beta de la fibroina presentes en la solucion se entrecruzan con
facilidad cuando se dan las condiciones adecuadas de pH, concentracion

de la solucién, concentracion de calcio y temperatura. Sin embargo, la
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interaccion entre estas variables es compleja y el proceso no es totalmente

controlable, por lo que es frecuente que se produzcan gelificaciones
espontaneas e indeseables en soluciones acuosas de fibroina almacenadas
para su uso. La gelificacion también se induce mediante la mezcla con

polimeros como poloxamer y gelatina. (Figura 18)6

Figura 18. Hidrogel de SF acuosa al 1,5%.

Los hidrogeles son estructuras muy adecuadas para aplicaciones de
encapsulacion y liberacion de células y citoquinas. Una evolucion de este
concepto es la combinacién de seda y elastina para formar SELPs, polimeros
proteicos mixtos de seda/elastina, que en su fabricacion permiten un control

muy definido de sus caracteristicas.16-2?

Los hidrogeles de seda se forman a través de la transicion solucion-gel (sol-
gel) de una solucién acuosa de fibroina de seda en presencia de acidos,
agentes deshidratantes, iones, sonicacion o liofilizacién. La transicién sol-gel

puede ser acelerada por el aumento de la concentracion de proteina,
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temperatura, y la adicion de Ca. Los hidrogeles de seda pueden ser Utiles como

sistemas inyectables o sistemas de administracibn no inyectables. Las
propiedades mecanicas de la seda en forma de hidrogeles han mostrado
propiedades adecuadas para la preparacion de andamios, que necesitan

soportar carga, como en el caso de la regeneracion de cartilago.??23.25
4.4. Matrices o esponjas porosas 3D

Las esponjas porosas tridimensionales son estructuras ideales para su
utilizacidbn en ingenieria de tejidos, ya que imitan estrechamente el
microambiente fisiolégico in vivo.1® Los andamios de seda se preparan por
liofilizacion, lixiviacion del porégeno y técnicas de fabricacion libres de solidos.
Las esponjas liofilizadas poseen tamafios de poro por debajo de 100 pum,
variable que puede controlarse mediante el ajuste de la temperatura de
congelacion, pH de la solucién y la cantidad de disolventes organicos

empleados. (Figura 19)16

Figura 19. Ultraestructura de esponjas porosas de fibroina sembrada con células madre

mesenquimales de médula Osea.
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El tamafio de los poros puede aumentar de 60 a 250 um con procesos

repetidos de congelacién y descongelacion. A partir de métodos como la
lixiviacion de particulas mediante el uso de disolventes o la formacion de
espuma mediante gases, puede obtenerse un mejor control sobre la estructura
de poro. El dominio que se ha conseguido sobre la porosidad de los andamios
3D en la SF ha favorecido su aplicacién en ingenieria de tejido 6seo y

cartilago fundamentalmente.?223

Los andamios de seda se preparan mediante secado por congelacion,

lixiviacion de porégenos y técnicas de fabricacion libres de sélidos.??

4.5. Micro y nanoparticulas

Las micro y nanopatrticulas de seda se producen por liofilizacién y molienda,
secado por pulverizacion, auto-ensamblaje y congelacién-descongelacion, a
partir de una solucion de seda. La fibra de seda en polvo es un enfoque
alternativo para conseguir particulas de seda directamente de las fibras sin
necesidad de utilizar ningin producto quimico. Mientras que las particulas
en polvo se utlizan para reforzar andamios y mejorar las propiedades
mecanicas y los resultados al trabajar con células, las particulas de seda
regenerada se utilizan principalmente en el transporte de farmacos. Una
linea de investigacion interesante es averiguar si las particulas pueden
desempeiniar la doble funcién de mejorar las propiedades mecanicas de los
andamios y actuar como portadores de factores de crecimiento para la

regeneracion rapida de tejidos.1622:23
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CAPITULO 5. APLICACION DE LA SEDA EN MEDICINA
REGENERATIVA

La fibroina presenta caracteristicas que la hacen muy interesante como
biomaterial: es un material de naturaleza proteica, altamente biocompatible.2®
No se verifica rechazo, ni respuesta inflamatoria en los tejidos donde se injerta.
El rechazo ocasional que se ha reportado con algunas suturas, se atribuye a
la contaminacion de la fibroina con sericina.?’ Presenta una gran resistencia
mecanica a la traccion, junto a gran flexibilidad. Es biodegradable, pero a un
ritmo mas lento que otros biomateriales orgénicos, lo que permite mejor
consolidacion de los tejidos. En 2 afios se reabsorbe totalmente y no se

encuentran rastros de la misma en los tejidos.?8

Por otra parte, las peliculas, fibras y geles de fibroina, han sido estiados con
diferentes tipos de células incluyendo fibroblastos, células epiteliales, células
endoteliales, células gliales, queratinocitos, hepatocitos, osteoblastos y
células estromales de la médula, y han dado resultados prometedores al uso

de fibroina como un implante como biomaterial.?°

Los avances que se han producido en la Gltima década con la aplicacién de
herramientas de biologia molecular y celular han desarrollado nuevos
conceptos terapéuticos en biomedicina que han abierto nuevos campos

como son la Medicina Regenerativa y la Ingenieria de Tejidos.?° (Figura 20)
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Figura 20. Aportacion de la fibroina en la Regeneracion de Tejidos. Fuente propia.

El componente principal de la Medicina Regenerativa es sin duda el
conocimiento detallado de la biologia y manejo de las células madres. Ello
abre la posibilidad de producir tejidos humanos nuevos, capaces de
reemplazar a tejidos lesionados, para evitar el riesgo de rechazo del sistema
inmune. Por otro lado, en la Ingenieria de tejidos su componente principal es
el biomaterial en el que esas células han de crecer, diferenciarse e
integrarse en los lugares adecuados del organismo receptor. Entre de estos
biomateriales se encuentra la seda que es un monofilamento (fibra) de proteina
producida por las glandulas salivales del gusano de seda Bombyx mori.?®

La aplicacion de la seda como biomaterial, en su uso como suturas quirdrgicas,
fue temprana y data del siglo Xlll. Sin embargo, los nuevos conocimientos
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adquiridos sobre las propiedades y estructura de la seda, han abierto su
uso a nuevas aplicaciones, tanto en la industria cosmetolégica como en la

industria biomédica.?8

Varios de estos tipos de biomateriales se producen en el mundo animal.
El capullo del gusano de seda, tela de arafia, lana de oveja y muchos moluscos
son ejemplos conocidos. En cada uno de estos casos se trata de hilar una
estructura que estd hecha de proteina, muy resistente a los agentes
atmosféricos y mecanicamente perfectos. Tan complejos que son inimitables,
en muchos casos, por materiales sintéticos. En el mundo de los insectos, los
lepidopteros son incansables fabricantes de fibras sedosas. En el caso de la
seda, los tejidos de filamentos son un ejemplo vivo de co-extrusion, una

maravilla de la ingenieria genética de la naturaleza.®

La sustitucion de una parte del cuerpo humano con un biomaterial requiere
una buena comunicacion entre el receptor y el sistema implantado, para
llegar a un resultado exitoso. Las limitaciones de los implantes existentes
abarcan desde baja calidad del material o rapida degeneracion hasta
deformaciones en el material 0 un costo muy elevado. A continuacion, se
ofrece una relacion de los trabajos orientados a superar estas limitaciones
mediante el empleo de biomateriales basados en SF a través de las distintas

presentaciones comentadas en el apartado anterior.6

5.1. Aporte de la fibroina en la regeneracion del tejido dental

La regeneracion de tejidos usando células, factores de crecimiento y soportes

constituyen una alternativa en la Medicina Regenerativa. La fibroina de seda
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es un excelente biosoporte, sus propiedades mecanicas unicas le permiten

soportar procesos de adhesion y crecimiento celular. Se evalué la fibroina de
la seda obtenida del gusano de seda Bombyx mori como material de soporte
para el crecimiento de células mesenquimales estromales de pulpa dental
(CMPD). La fibroina obtenida a partir de capullos de gusanos de seda Bombyx
mori criados en la Granja El Pilamo, propiedad de la Universidad Tecnolégica
de Pereira (Colombia), se empled para la fabricacion de peliculas de fibroina
integras y resistentes a condiciones de cultivo. Las CMPD fueron obtenidas a
partir de un donante de diente premolar, la pieza dental se corté con disco de
diamante para la obtencién de la pulpa que fue sometida a disgregacion
enzimatica. Las células obtenidas se subcultivaron hasta el segundo pase,
para posteriormente transferirse a cajas de cultivo que contenian peliculas de
fibroina, se sometieron a condiciones inherentes al proceso de incubaciéon y

se sigui6 su crecimiento y viabilidad celular durante 27 dias.3!

Los resultados obtenidos al final del periodo de incubacién, fue que se
observaron peliculas integras, estables y resistentes que permitieron el

crecimiento celular.32

El uso de la fibroina como biomaterial acompafiado de otros polimeros, ha sido
ampliamente utilizado con fines de investigacion. Estudios recientes han
realizados por soportes combinados de fibroina/acido hialurénico para el
cultivo de células madre mesenquimales, esta combinacion favorece la
respuesta de estimulos regenerativos de gran interés cientifico en la Medicina
Regenerativa.3® Entre otros estudios combinaron biomateriales de
fibroina/quitosano y obtuvieron resultados exitosos y prometedores, al utilizar

esta combinacion de biomateriales junto con células madre mesenquimales de
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medula 6sea en la reparacion de lesiones en rodillas de conejos.34 En otro

estudio realizado utilizaron esta combinacion junto con células madre de tejido
adiposo para el desarrollo de un injerto de nervio artificial que regenerd una
lesiéon del nervio ciatico inducida quirdrgicamente en modelo de rata.®® La
fibroina como andamio se ha utilizado recientemente para la reconstruccién
de nucleo pulposo, y ha mostrado ser un biomaterial poroso con propiedades
mecanicas Unicas, que proporciona un microambiente adecuado para
promover el crecimiento de células de nucleo pulposo, la infiltracion y
secrecion de matriz extracelular.®® Recientemente, se ha reportado el uso de
microcapsulas de fibroina para la liberacién controlada de farmacos y la
utilizacion unica o combinada de carbono, polietilenglicol, &cido poli-aspértico,
acido polilactico y polimeros naturales como colageno, quitosano, elastina,
acido hialurénico y queratina para la regeneracion de diferentes tejidos. El uso
de células madre es una alternativa promisoria para las aplicaciones en la
terapia celular por su capacidad de autorenovacion, proliferacién y potencial
de diferenciacion a diferentes linajes de células especializadas.®’” De acuerdo
a la International Society for Cellular Therapy, la denominacién de célula
madre memsenquimal es limitada a las células progenitoras multipotentes no
hematopoyéticas aisladas y propagadas por clonaje in vitro, aptas para
diferenciarse a los linajes celulares de osteoblastos, condrocitos y adipocitos,
capaces de expresar marcadores moleculares de superficie especificos. En
este contexto, el uso de células madre con fines terapéuticos también debe
considerar su interaccion con biomateriales que les permita alcanzar
estabilidad intercelular y con la matriz extracelular bajo una arquitectura
predeterminada. Las células mesenquimales estromales de pulpa dental
constituyen un excelente candidato para esta finalidad, son un tipo de células
con capacidad adherente y potencial de diferenciacion a varios linajes
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celulares incluyendo osteoblastos, odontoblastos, adipocitos y células
neuronales. Estas células han mostrado interactividad con biomateriales para

aplicaciones en la ingenieria de tejidos.3®

En este contexto, la fibroina de seda se ha utilizado ampliamente en la
ingenieria de tejidos duros y blandos; sus diversas caracteristicas entre las
gue se incluye su biocompatibilidad y capacidad de apoyar la proliferacion y
diferenciacion de diversos tipos celulares, la hace un atractivo candidato

terapéutico en la terapia para enfermedades periodontales.3¢

Enfermedades cardiacas, diabetes y obesidad son las enfermedades dentales
tipicas a nivel mundial, sin embargo, los pacientes con enfermedades dentales
son muy superiores en numero a los anteriormente descritos y son
responsables de enormes costos para los proveedores de servicios médicos.
La mayoria de los procedimientos dentales y maxilofaciales comprenden
restauraciones de dientes simples a reconstruccion de los tejidos blandos y
mineralizaciones faciales. En los Estados Unidos, las enfermedades
periodontales afectan del 4-12% de los adultos, una cuarta parte de esta
poblacién, mayores de 65 afios, han perdido todos sus dientes, casi todas las
personas de edad avanzada han tenido los dientes artificiales o se han
sometido a algun tipo de cirugia dental. Hasta la fecha, los materiales y las
opciones de tratamiento disponibles tienen una capacidad limitada para
reemplazar tejidos enfermos, infectados, traumatizados y/o perdidos. Estan
disponibles varias estrategias de tratamiento para los problemas dentales y la
investigacién en curso se centra en el desarrollo de nuevas terapias basadas

en ingenieria de tejidos. El futuro potencial de la ingenieria dental es el uso de
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biomateriales como la fibroina de seda que favorezcan procesos e adhesion,

T

crecimiento y diferenciacion celular.3’

Se ha demostrado la capacidad de la fibroina de seda para soportar la
adherencia, crecimiento y multiplicacién de células mesenquimales estromales
obtenidas de cultivo primario de pulpa dental. Se identificé que la técnica de
cristalizacion por water annealing es una técnica adecuada, que permite que
la pelicula de fibroina mantenga sus propiedades mecéanicas en condiciones

de cultivo celular y tratamiento de proteasas con la tripsina.36-37

Este andamio se caracteriza por sus propiedades mecénicas Unicas, su tasa
de degradacion y su biocompatibilidad. Los resultados experimentales in vitro
demostraron que este soporte no afecta la viabilidad, concentracién y
morfologia celular, por tanto, este biomaterial podria proporcionar un
microambiente adecuado para apoyar el crecimiento de células madre en un
modelo in vivo, sin embargo, se recomienda realizar una caracterizacion
mecanica, bioldgica y molecular del soporte de fibroina de seda que demuestre
que esta proteina permite favorecer procesos de diferenciacion de diversas
poblaciones celulares incluyendo células mesenquimales estromales de pulpa
dental hacia fenotipos odontoblasticos orientados a la regeneracion dentido-
pulpar. Por tanto, se sugiere realizar nuevos estudios con diferentes tipos de
poblaciones celulares y variaciones es la estructura fisica del biomaterial que
permitan corroborar el uso de fibroina como material de soporte util en la
regeneracion de tejidos y reparacion de 6rganos. Finalmente, la fibroina como
biomaterial es capaz de soportar el crecimiento celular, asi como ofrecer las

condiciones inherentes al proceso de incubacion in vitro, por lo qué,
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aplicacion de soportes basados en fibroina de seda son un modelo factible en

la ingenieria de tejidos.36:37:38

5.1.2. Suturas funcionalizadas con nhanomateriales para cirugia oral

La sutura es una parte vital de casi todos los procedimientos quirirgicos; se
utiliza para unir la superficie de la piel y la ligadura de vasos, esta disefiada
para cerrar, estabilizar los margenes de la herida y permitir la cicatrizacion;3°
se coloca dentro de tejidos de alta vascularizacién en un ambiente rico en
bacterias himedas con potencial infeccioso.*® Para cumplir con su funcién
estos materiales deben satisfacer caracteristicas bioldgicas tales como ser
antibacteriana, no presentar reaccion tisular o histocompatibilidad vy
reabsorcién,*! asi como caracteristicas fisicas, mecanicas y de manipulacién
(resistencia a la traccion del nudo o tenacidad, elasticidad, calibre, capilaridad

y superficie).4-42

La contaminacién de los materiales de sutura es uno de los factores de riesgo
de desarrollar una infeccién en la zona quirdrgica debido a la presencia de

microorganismos en las suturas.*344

Las caracteristicas fisico quimicas influyen en su capacidad para atraer las
bacterias y, por consiguiente, promueven la infeccién de la herida. Es decir, la
adhesion de las bacterias dependera de los tipos de suturas, por ejemplo, las
de multifilamento y trenzado producen una reaccion inflamatoria mayor en la
mucosa oral que las suturas de monofilamento debido a las bacterias
adheridas en los intersticios de las suturas trenzadas, que pueden ser

protegidas de la actividad fagocitica de los leucocitos, sosteniendo asi aln
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mas la prolongacion de una infeccion. Las suturas absorbibles se componen

de proteinas naturales de materiales que se digieren bien por enzimas del
cuerpo o hidrolizadas por fluidos tisulares y también son susceptibles a la

adhesioén bacteriana y a la colonizacion.*

De acuerdo con ensayos clinicos aleatorios y experimentales, al recubrir las
suturas ya sea con triclosan o con extractos naturales, se puede prevenir la
infeccion del sitio quirdrgico. Asimismo, suturas nanoestructurales, obtenidas
por un proceso de plasma, que fueron utilizadas en experimentos animales,
mostraron que también pueden prevenir la fijacion de bacterias sin

comprometer la biocompatibilidad de las suturas.*®

En la practica odontoldgica la sutura es un procedimiento esencial y frecuente
para las areas de periodoncia, implantologia, cirugia oral y maxilofacial. En
cirugia oral las suturas se utilizan después de la extraccién quirargica de los
terceros molares y en la cirugia de implantes, entre otros procedimientos. Sin
embargo, durante el postoperatorio, frecuentemente se presenta inflamacion,
sangrado, dolor e incluso infeccién. Esta Ultima depende de varios factores,
entre los que podemos citar el uso de material parcialmente estéril, uso
inadecuado de antibi6tico o higiene deficiente del paciente en el area de la
cirugia. Otros factores son las infecciones adquiridas en el hospital
acompafiadas de las bacterias resistentes a los antibidticos particularmente
Staphylococcus aureus resistente a la meticilina, y que puede causar graves

complicaciones en los tejidos blandos, huesos o en implantes.*’

Se sabe que en la actividad oral existen mas de 700 especies de bacterias, de

las cuales, 109 pueden sembrarse en el torrente sanguineo aumentando el
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riesgo de una enfermedad cardiaca. Entre las principales bacterias asociadas

con las infecciones orales estan las aerdbicas; Streptococcus milleri,
Lactobacillus acidophilus, Estafilococos coagulasa negativos y las anaerobias
Fusobacterium nucleatum, especies de Prevotella, Porphyromonas y especies
de Peptostreptococcus spp las cuales en conjunto forman una biopelicula, una
comunidad bacteriana encapsulada dentro de una sustancia polimérica
extracelular autosecretada y responsable de una amplia gama de infecciones

crénicas relacionadas con dispositivos médicos.*2

Queda claro que los materiales de sutura pueden ser considerados factores
de riesgo intrinseco para la cicatrizacion de la herida quirdrgica, para
infecciones de heridas postoperatorias y complicaciones asociadas, como la
infeccion del hueso, bacteriemia, abscesos en érganos, endocarditis o incluso
sepsis. Estas infecciones postoperatorias son complicaciones relativamente
frecuentes en cirugias orales, que ocurren en aproximadamente el 2-12% de
los casos, con mayor riesgo de complicaciones graves en los pacientes con
enfermedades cronicas, como diabetes y enfermedades del corazon. Pero en
particular debido a la capacidad de las bacterias patdgenas para adherirse a
las fibras en forma de biopelicula lo que retrasa la cicatrizacion. En diferentes
trabajos se han usado algunos nanomateriales antimicrobianos como
recubrimiento de la sutura como alternativa para reducir el riesgo de infeccién

en la zona quirdrgica.*®

A continuacion, se presenta una revision sistematica de articulos que refieren
las ventajas del uso de suturas funcionalizadas con nanomateriales para inhibir
la presencia de bacterias presentes en la cavidad oral. Se presentan por

apartados los distintos tipos de nanomateriales que son frecuentemente
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utilizados y los mas eficaces para funcionalizar las suturas implementando una

caracteristica antimicrobiana.4°

5.1.2.1. Péptidos antimicrobianos

Cecropina B
Las peliculas de fibroina de seda Bombyx mori han sido modificadas con

cecropina B (NH2)-NGIVKAGPAIAVLGEAAL-CONH2, mediante el método de
quimica de la carbodiamida. La seda fue tratada con una solucion al 60% (v/v)
de etanol acuoso para evitar la disoluciobn de las peliculas durante el

procedimiento de modificacion y dio como resultado una transicion estructural.

La superficie de la seda modificada con el péptido antimicrobiano presento
actividad antimicrobiana satisfactoria y durabilidad cuando se activé con una
solucion de EDC-HCI/NHS seguido de un tratamiento en una solucion de PBS
(pH 6.5 u 8) a temperatura ambiente durante 2 horas. La superficie de la
pelicula también mostré un angulo de contacto hidrofilo, esencial para la
adhesion y proliferacion celular. Asi mismo, la modificacion con los péptidos
aumento la rugosidad de la fibra, los cuales se acoplaron herméticamente a la

superficie de la seda.®°
5.1.2.2. lones metélicos

Cationes metalicos (Ag+, Cu2+)

Fibras de seda se modificaron con solucién de acido tanico (TA) o por acilacion
con etilendiaminotetracético dianhidrido (EDTA-DA). Se investigo la cinética
del complejo metal-amino por modificacion con TA y acilacién con EDTA-DA.

Las propiedades fisico-mecanicas de las fibras de seda aciladas con EDTA-
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DA se mantuvieron sin cambios, independientemente de la modificacion
quimica. Se estudid la absorcion de cationes metélicos (Ag+, Cu2+) por las
fibras de seda no tratadas y modificaciones en funcién del tipo de agente
modificador, el aumento de peso y el PH de la solucion metélica por medio de
espectroscopia de emision por plasma de acoplamiento inductivo. La
absorcion de Cu2+ a PH alcalino no fue influenciada significativamente por la
modificacion quimica del sustrato de seda. La absorcién de Ag+ por la seda
acilada con EDTA-DA se mantuvo igual de baja que en la seda sin tratar,
mientras que fue mejorada e la modificada por TA. Los resultados demuestran
que cuanto mayor sea el contenido de TA, mayor es la absorcién de Ag+,
confirmando que las fibras de seda aciladas por EDTA-DA acompafadas de
metales (Ag+ y Cu2+) exhiben actividad antibacteriana significativa frente a

Cornebacterium.>!
5.1.2.3. Polimeros

Recientemente, se han utilizado polimeros que poseen funciones Unicas para
la fabricacion de recubrimientos de nanocompuestos con nanoplata para una
mejor biocompatibilidad y actividad antibacteriana. Esta opinion se inicia con
el progreso en el mecanismo antibacteriano y efectos citotoxicos de
nanoparticulas de plata. A continuacién, se analizan las funciones

antibacterianas de los polimeros.>!

Quitosano

Se ha estudiado la modificacion de la superficie de la fibra de seda usando
anhidridos para adherir el quitosano polisacarido y la capacidad de tefiido de
la seda modificada. La fibra de seda se desgomo y acilé con 2 anhidridos:

anhidrido succinico y anhidrido ftalico en diferentes disolventes (dimetil
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sulfoxido y dimetilformida). El quitosano polisacarido se injerté a la fibra de
seda acilada y fue tefiida por colorante acido. Se estudiaron los efectos del pH,
la concentracién de quitosano y el tiempo de reaccion en el injerto de quitosano
en la seda acilada. Las propiedades fisicas muestran cambios sensibles sin
tener en cuenta el aumento de peso. La microscopia electronica de barrido
mostro la presencia de materiales firmemente unidos a la superficie de la seda,
los cuales fueron validados por espectroscopia infrarroja al evidenciar que el
quitosano se injertd en la seda acilada a través de la formacién de nuevos
enlaces covalentes.>? El tefiido de la fibra de seda acilada unida al quitosano
indica la mayor capacidad colorante en comparacion con las muestras de seda
solamente aciladas o desgomadas. Se propuso el mecanismo de injerto de
quitosano sobre seda desgomada a través de uniones anhidrido. Los
resultados de esta investigacion apoyan el potencial de produccion de nuevas
fibras textiles ecoldgicas. Vale la pena mencionar que las muestras injertadas
tienen potencial antibacteriano debido a la propiedad antibacteriana de las

moléculas de quitosano.>354

Poli(acido acrilico)/poli(cloruro de dimetildialilamonio)

Capa por capa es una técnica versatil para la preparacion de peliculas
poliméricas de varias capas. Sin embargo, la fabricacién de la pelicula
polimérica sobre la seda para el crecimiento in situ de alta densidad de
nanoparticulas de plata (AgNPs) no se habia realizado. Se utilizé poli(acido
acrilico)/poli(cloruro de dimetildialilamonio) para colocar las multiples capas,
que sirvio como una matriz de 3 dimensiones para la sintesis in situ de
AgNPs. Después de 8 rondas de montaje de capas la seda estuvo totalmente
cubierta con una pelicula polimérica. ANPs con buena estructura cristalina

puede ser generada in situ en las multicapas de la seda con recubrimiento. La
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seda modificada podria matar efectivamente las bacterias existentes e inhibir
el crecimiento bacteriano, y comprobar la actividad antimicrobiana. Por otra
parte, la liberacién de Ag+ de la seda modificada puede durar 120 horas, lo
gue ofrece actividad antimicrobiana sostenible. Estos hallazgos promueven un
nuevo método para preparar seda antimicrobiana funcionalizada con AgNPs

para aplicaciones potenciales en la industria textil.%®

Poliuretano con nanoparticulas

Las aplicaciones potenciales de las nanoparticulas como agentes
antimicrobianos se han investigado y ofrecen grandes oportunidades para
hacer frente a varios problemas de brotes virales y bacterianos. Los
poliuretanos (PU) son una clase de materiales poliméricos que tienen
aplicaciones en diversas areas de la ciencia biomédica. Nanoparticulas de
oxido de cobre (CuO) de tamafio medio (~50 nm) fueron incrustadas en una
matriz de PU a través de 2 procesos de fabricacién eléctricos. Para dilucidar
la actividad antimicrobiana, una serie de diferentes composiciones de CuO
dentro de la matriz PU (0%, 1%, 5% y 10% w/w) se electrohilaron para formar
peliculas porosas delgadas (espesor < 10 um). Después del lavado de las
peliculas se ensayaron sus propiedades antimicrobianas contra
Staphylococcus aureus resistente a meticilina. Se demostré que con 10% w/w
CuO durante un periodo de 4 horas que disminuyeron significativamente las
poblaciones bacterianas. Este enfoque demuestra el potencial de generar
estructuras antimicrobianas para una serie de aplicaciones, tales como filtros
de disefio, revestimientos estampados, tejidos transpirables, peliculas
adhesivas (a diferencia de las suturas) y el apoyo a las estructuras

mecéanicamente.>®
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5.1.2.4. Nanomateriales

Nanoparticulas de plata

La fabricacién de seda modificada con AgNPs para la actividad antibacteriana

es uno de los temas actuales en la investigacion de biomateriales.5’

A pesar de que la seda podria proporcionar una gran cantidad de propiedades
Gnicas, la naturaleza de la proteina hace que sea una matriz para la adherencia
bacteriana, lo que lleva a su degradacion o deformacion. Otras aplicaciones
de materiales a base de seda se han visto obstaculizadas en gran medida por
la adherencia y el crecimiento facil de bacterias.

En los ultimos afos se han dedicado enormes esfuerzos a la elaboracion de
fibras de seda unicas con actividad antibacteriana. La modificacion de la
superficie con sustancias antimicrobianas es uno de los métodos mas
aceptables y las AgNPs son las mas atractivas debido a que tienen un amplio
espectro de efectos antibacterianos en las bacterias Gram- negativas y Gram-

positivas.®’

Se menciona que al hacer ensayos de curva de crecimiento y zonas de
inhibicion bacteriana utilizando un polimero (polidopamina), tanto como matriz
tridimensional como reductora para la sintesis in situ de AgNPs en fibras de
seda, demostraron claramente la propiedad antibacteriana de la seda
funcionalizada. Este trabajo puede proporcionar un nuevo método para la
preparacion de la seda funcionalizada con AgNPs y su actividad antibacteriana

para la industria.%’
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Nanoparticulas de diéxido de titanio

Se ha disefiado una técnica de modificacion de la superficie para la fabricacién
de mdltiples materiales de seda; se han desarrollado con éxito
nanocompuestos textiles mediante la funcionalizacion de la seda con TiO2 y
nanoparticulas de TiO2- AgNPs. Las NPs se montan sobre un sustrato de seda
a través de enlaces covalentes, incluyendo el enlace de 6xido enodiol- metal,
la deshidratacidn de resina y la acilacion de la seda. Debido a la fuerte unién
quimica, la tela de fibroina de seda (SFF) y las NPs, formaron un sistema
compuesto estable. Las SFF con TiO2-AgNPs estan dotadas de notables
propiedades de proteccion UV y capacidad antibacteriana eficiente hacia
Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa.
Ademas, la fotodegradacion casi total de naranja de metileno bajo iluminacion
UV ilustra que las SFF funcionalizadas poseen alta fotocatélisis y la capacidad
de autolimpieza. Este material de seda multifuncional satisface la demanda del
mercado de los “productos” inteligentes “naturales”, y es un material practico y
prometedor para su uso en la industria textil, la esterilizacion de hospitales y

la limpieza del medio ambiente.5®

Nanoparticulas de diéxido de cerio

Para dotar a la seda la capacidad de blindaje de UV y la actividad
antibacteriana, las nanoparticulas de CeO2 se inmovilizaron sobre la superficie
de seda a través de un recubrimiento por inmersién sin cambiar la estructura
de la seda. La densidad de la superficie de las nanoparticulas se pudo ajustar
facilmente mediante el control del nimero de ciclos de recubrimiento por
inmersion. La estabilidad térmica mejorada de la seda modificada se exhibe
en el analisis termogravimétrico y analisis termogavimétrico derivado. La

excelente capacidad de proteccion UV y la propiedad antibacteriana de la seda
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recubierta con nanoparticulas de CeO2 se demuestran en espectroscopia de
reflectancia difusa UV-vis y el ensayo de capacidad de formacion de colonias,
respectivamente. Basandose en los datos, se puede concluir que las
nanoparticulas de CeO2 podrian ser utilizadas como un material de
revestimiento muy prometedor para modificar seda con proteccion UV y

aplicaciones antibacterianas.>®

Nanoparticulas de plata con hidrocoloide

Las nanoparticulas de plata cubiertas con alginato de sodio se depositaron
capa por capa en las suturas quirdrgicas y se caracterizan por su actividad
antimicrobiana contra Staphylococcus aureus. La concentracién de alginato de
sodio usado en la etapa de sintesis se varié de 5 mM a 0.1 mM, y se encontro
que tienen un efecto importante en la actividad antimicrobiana final de la fibra.
El depdsito de capa por capa de las nanoparticulas de plata con poli (cloruro
de dialildimetilamonio) (PDAD-MAC) se estudidé primero en portaobjetos de
vidrio mediante el control de los cambios en la absorbencia a 400 nm que
corresponden a la banda plasménica de las AgNPs. El proceso de deposicién
capa por capa se concluy6 a partir del incremento lineal en la absorbancia de
la pelicula en funcién del nimero de capas depositadas. La misma técnica de
deposicion se aplicé entonces a las suturas quirdrgicas de poliamida y la
menor concentracion de alginato produjo la mayor eficacia antimicrobiana.
Estos resultados sugieren que la afinacion del producto utilizado en el paso de
sintesis influye fuertemente en la actividad antimicrobiana posterior de las

nanoparticulas.®®
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Nanoparticulas de plata con polilisina hiperramificada

El objetivo de este estudio fue desarrollar un recubrimiento antimicrobiano
activo a largo plazo para suturas quirurgicas. Con este fin se sintetizaron 2
nanocontenedores poliméricos insolubles en agua basados en polilisina
hiperramificada (HPL), hidréfobicamente modificados, ya sea con el uso de
glicidilo hexadecilo o una mezcla de cloruro de estearoilo/palmitoilo (FA).
AgNPs altamente estabilizadas (2-5 nm de tamafio) se generaron mediante la
disolucién de nitrato de plata en las soluciones de HPL modificadas en tolueno,
seguido de un proceso de reduccion con &cido L-ascérbico. Suturas
quirargicas a base de poli (acido glicélico) fueron recubiertas por inmersién con
los 2 nanocompuestos poliméricos de plata diferentes (AgNP/palmitoilo y
AgNP/éter de glicidilo hexadecilo). Las suturas recubiertas presentaron alta
eficacia en la reducciéon de mas del 99,5% de adhesion de las células vivas de
Staphylococcus aureus sobre la superficie, en comparacion con la sutura sin
recubrimiento. Experimentos de liberacion de plata de las suturas modificadas
HPL-AgNP a través de lavados con solucién salina tamponada con fosfato
mostraron una liberacidén constante de iones de plata durante mas de 30 dias.
Después de este periodo de lavado, las suturas mantuvieron sus altos grados
de accion contra la adhesion bacteriana. Los ensayos de citotoxicidad en
células L929 de fibroblastos de raton mostraron que los materiales
basicamente no son citotéxicos.® De acuerdo con la revisiéon realizada
podemos afirmar que en los Ultimos afios se han hecho grandes
investigaciones sobre suturas recubiertas con nanomateriales, y han
demostrado que su uso puede disminuir la incidencia de infeccion, mejorando
el proceso de cicatrizacion de la herida. Sin embargo, algunas de estas
investigaciones son de laboratorio y se necesitan mas estudios que

comprueben la eficacia clinica de los productos antimicrobianos probados. 5!
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CONCLUSIONES

Se plantea el uso de fibroina como un biopolimero natural que brinda un
soporte mecanico, un microambiente 6ptimo y un mimetismo de la estructura
organizacional de los tejidos, postulandose como un potencial biomaterial para
procesos de crecimiento celular en Medicina Regenerativa e Ingenieria de

Tejidos.

La regeneracion tisular para terapéutica es uno de los objetivos especificos
mas criticos orientados a lograr la funcionalidad de los sistemas vivos. El tejido
construido debe interactuar de manera exitosa con el sistema inmunoldgico de
los organismos en los cuales se implanta. Los disefios basados en seda
permiten un facil control de la morfologia de la matriz, una tasa de degradacion
y adhesion conforme a los tejidos subyacentes con baja toxicidad

inmunoldgica y adecuada biocompatibilidad.

La comprension de la estructura de la seda y el procesamiento de esta, asi
como la funcionalizacion con otros compuestos abren nuevas oportunidades
en el uso de diversas formas de seda en la regeneracion de tejidos. Los
sistemas de seda seran particularmente Gtiles para aplicaciones que requieren
procesos lentos de biodegradacion y éptimas propiedades mecanicas, para la
regeneracion de hueso, ligamentos y tejidos musculo-esqueléticos. La exitosa
aplicacion de materiales basados en seda en la ingenieria de tejidos depende
de lograr una mayor comprension a largo plazo de la biocompatibilidad,
biodegradabilidad, junto con la capacidad de generar andamios de seda de
acuerdo a la morfologia especifica del tejido a regenerar. La implementacion

de biomateriales basados en seda requerira del fortalecimiento de redes de
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trabajo que implican disciplinas de las Ciencias Biologicas, Médicas y de
Ingenierias para estudiar y adecuar en forma exitosa las propiedades de estos

materiales en Ingenieria de Tejidos.
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GLOSARIO

7-ADD: 7-aminoactinomicina

cDNA: ADN copia

CVD: deposciéon quimica de vapor

DFSCs: células madre del foliculo dental

DPSCs: células madre de la pulpa dental

GO: 6xido de grafeno

HA: hidroxiapatita

HFIP: hexafluoroisopropanol

hMSC: células madre mesenquimales humanas

hPDL: ligamento periodontal humano

hPDLSCs: células madre humanas de ligamento periodontal
PDL: ligamento periodontal

PE: ficoeritrina

PEG: polietilenglicol

PEI: polietilenimina

PLA: &cido polilactico

PVA: acido polovinilico

rGO: 6xido de grafeno reducido

rSF: fibroina de seda tratada con acido ascorbico
SF: fibroina de seda

TNF: factor de necrosis tumoral
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