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Resumen

La regeneracion de tejidos usando células, andamios y factores de crecimiento
apropiados es un enfoque clave en las terapias de regeneracion de tejido o
de drganos. La fibroina de la seda, ha demostrado que puede ser utilizada
eficazmente como un material de andamiaje en estos tratamientos. Las
fibras de seda se obtienen de diversas fuentes animales, tales como arafas,
gusanos de seda, escorpiones, acaros y las moscas. La seda extraida a partir
de capullos del gusano de seda (Bombyx mori L), se caracteriza por sus
excelentes propiedades mecéanicas, biocompatibilidad y biodegradabilidad
que le permiten ser una fuente adecuada para el desarrollo de dispositivos
biomédicos. La combinacion nica de elasticidad, resistencia y compatibilidad
con células de mamiferos hace de la fibroina de la seda un material atractivo
para la ingenieria de tejidos. Esta revision aborda el procesamiento de fibroina
de la seda en diferentes formas de biomateriales, sus aplicaciones, ventajas y
limitaciones como biomaterial de andamiaje en la ingenieria dsea, vascular,
de piel, cartilagos, ligamentos, tendones y de tejidos cardiaco, nervioso, ocular
y vesical.
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Fibroin from silkworm (Bombyx mori L) as biomaterial used in regenrative
medicine process based on tissue engineering

Abstract

Tissue regeneration using cells, scaffolds and appropriate growth factors is a
key approach in therapy for tissue or organs regeneration. The fibroin from silk
has been shown to be effectively used as a scaffold material in these treatments.
Silk fibers are obtained from various animal sources, such as spiders,
silkworms, scorpions, mites and flies. The silk extracted from silkworm’s
(Bombyx mori L.) cocoons, is characterized by its excellent mechanical
properties, biocompatibility and biodegradability this characteristics makes
silk be a suitable source for the development of biomedical devices. The
unique combination of elasticity, strength and compatibility with mammalian
cells made of silk fibroin attractive for tissue engineering material. This review
addresses the processing of silk fibroin in different forms of biomaterials,
applications, advantages and limitations as a biomaterial scaffold in tissue
engineering for bone, vascular tissues, skin, cartilage, ligaments, tendons,
heart tissue, nervous , eye and bladder.
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regenerativa

Introduccién

La baja disponibilidad de donantes y el aumento en la morbilidad debida a los procesos de trasplantes han establecido nuevas demandas en las
tecnologias de ingenierfa de tejidos (IT) como estrategia de tratamiento en fallos orgdnicos (1). El enfoque de IT implica la regeneracion del
tejido en un soporte adecuado con el objetivo de implantarlo en el sitio objetivo. La regeneracion del tejido funcional requiere un adecuado
microambiente que imita el sitio original, con el fin de obtener una respuesta celular adecuada (1). Dicho entorno es proporcionado por una matriz
3-D de ingenieria de tejidos o andamio, el cual proporciona las condiciones adecuadas para el crecimiento celular a la vez que orienta la forma
del 6rgano o tejido a reparar (2). Ademads de la biocompatibilidad, requisito previo esencial para cualquier biomaterial, la capacidad de coincidir
con el tiempo de degradacion normal del tejido u 6rgano en el cual este va a ser implantado, es un requisito critico para un material celular de
andamiaje. Tales caracteristicas mantienen las propiedades mecanicas y la integridad estructural del andamio en todas las etapas de su proceso
de regeneracion. Ademas, los productos de degradacién del biomaterial se deberfan metabolizar de forma segura y ser entonces eliminados del
organismo. Materiales como polimeros, metales y cerdmicas se utilizan ampliamente como andamios para el crecimiento celular en la ingenieria
de tejidos. Se han ensayado polimeros sintéticos y naturales cada uno de los cuales tiene sus propias ventajas y limitaciones, por ejemplo, mientras
que los materiales sintéticos permiten un facil procesamiento y maleabilidad, los polimeros naturales poseen mejor cito y biocompatibilidad (3).
No existe un biomaterial universal que cumpla con los requisitos de los andamios para todos los tejidos, es por lo tanto necesaria la obtencion de
diferentes construcciones con caracteristicas fisicas, propiedades mecanicas y de degradacion especificas para los diferentes tejidos. Por tanto, la
investigacion de un biomaterial universal es una linea de trabajo muy importante en medicina regenerativa. Diferentes tipos de proteinas tales
como: coldgeno, elastina, péptidos similares a la elastina, la albiimina y la fibrina se utilizan como material de suturas, andamios de tejidos, agentes
hemostaticos y de distribucion de medicamentos (4). La fibroina del gusano de seda es un biopolimero natural con una larga historia de aplicaciones
en el cuerpo humano como suturas. Actualmente las suturas de seda se utilizan en los labios, los ojos, boca y en el tratamiento de heridas de la piel
(5). La fibroina de la seda se usa cada vez mds en otras dreas de la ciencia biomédica, como resultado de los nuevos conocimientos en la manera en
como esta puede ser procesada y como propiedades tales como la resistencia mecanica, elasticidad, biocompatibilidad y biodegradabilidad pueden
ser controladas (5). Estas propiedades de la fibroina de la seda son particularmente ttiles para la ingenieria de tejidos. Ademds, estudios recientes
evaliian la seda como parte de un dispositivo electrénico flexible para el registro fisiolégico y funcional en tiempo real, y el desarrollo de sistemas
opticos que pueden ser usados en el diagnéstico y tratamientos de diferentes patologias (6, 7). La seda posee una excelente transparencia optica
(ca. 95%), una superficie con una notable suavidad y procesamiento en soluciones acuosas, todo lo cual facilita su aplicacién como biosensores
en Optica y fotonica (6, 8). Los sistemas basados en seda son implantables y tienen la funcionalidad y sensibilidad necesaria para aplicaciones
avanzadas (2, 5,9, 10). Esta revision se centra en la investigacion basada en el uso de la fibroina de la seda en el campo de la regeneracion de tejidos
y se evaltian sus perspectivas para un mayor desarrollo en las aplicaciones terapéuticas relacionadas.

Seda de gusano de seda. Las proteinas de seda estdn presentes en las glaindulas productoras de seda de artrépodos (gusanos de seda, aranas,
escorpiones, dcaros y abejas) y se enrollan en forma de fibras durante su metamorfosis. La fibra de seda del gusano de seda es ampliamente utilizada
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en la industria textil desde hace mas de 5000 anos. A diferencia
del gusano de seda, las aranas no pueden ser mantenidas juntas en
grandes cantidades dada su naturaleza canibal (5). Adicionalmente,
mientras que un capullo de gusano de seda puede tener entre 800-
1500m de seda, la glandula ampollacea de la arana produce 137m
y su red solamente contiene 12m (11). Por estas razones la seda del
gusano de seda es preferida como biomaterial. Sin embargo, la familia
Bombycidae no esla tinica que la produce, ya que la familia Saturniidae
en este mismo orden, también lo hacen. La seda tiene varias ventajas
sobre otros biomateriales a base de proteinas, que se derivan de tejidos
de origen alogénico o xenogénico, ya que con estos existe el riesgo
de infeccién, adicionalmente el procesamiento de tales materiales
es costoso debido a los protocolos necesarios para su aislamiento y
purificacion. La seda a diferencia de estos materiales es una fibra textil
con una produccién anual de 1000 toneladas métricas, y la obtencién
de la fibra de fibroina se realiza rutinariamente ya sea mediante un
tratamiento alcalino o enzimatico, que deja la fibra libre de sericina
la cual es muy inmunogénica. La seda posee gran peso molecular
(200-350 kDa o mas) con grandes dominios repetitivos hidréfobos
modulares interrumpidos por pequefios grupos hidrofilos (12). Los
extremos N y C de la fibroina de la seda son altamente conservados
(5). La fibroina de la seda de B. mori se compone de una cadena pesada
(H), una cadena ligera (L) unidas entre si por un enlace disulfuro (13)
y una glicoproteina con un peso molecular de 25 kDa llamada P25,
la cual se encuentra unida de manera no covalente a las cadenas L y
H (14). La cadena H contiene dominios hidréfobos constituidos por
residuos de G-X (X= A, S, T o V) los cuales se repiten y forman hojas
{ antiparalelas. La cadena L en cambio es de naturaleza hidréfila y
relativamente eldstica. P25 por su parte desempena un importante
papel al mantener la integridad del complejo (15, 16). En el gusano de
sedala fibroina, la sericina yla proteina P25 se ensamblan manteniendo
una relacion de 6:6:1 (17). Algunos lepidépteros producen seda en la
cual no hay cadena ligera ni tampoco P25, en lugar de esta producen
un homodimero de cadena pesada con un peso de 330 kDa (18).
La seda de la familia Saturniidae exhiben una mayor relaciéon A/G
y bloques poli-alanina, que forman hojas [ (19). Estas también
tienen una mayor proporcién de aminodcidos con caracteristicas
base/acido, polar/no polar, voluminosos/no voluminosos y hidréfilo/
hidréfobo (20, 21). Como resultado de estas variaciones, hay
diferencias significativas en las propiedades mecanicas, bioactividad y
el comportamiento de degradacion con relacion a la seda de la familia
Bobycidae (22). Aparte de la organizacion en la estructura primaria,
secundaria y jerarquica de la fibroina de la seda que determina
muchas de sus propiedades como biomaterial, los dominios
hidréfobos de las cadenas poliméricas de la seda se ensamblan
en forma de nano-cristales (B-hoja). Estos dominios hidréfobos
consisten de cadenas laterales polares y voluminosas que forman la
parte amorfa de la estructura secundaria (23, 24). La conformacion
de la cadena en bloques amorfos es una espiral aleatoria es lo que da
la elasticidad a la seda (25, 26). Los factores criticos que determinan
las propiedades mecénicas de cualquier seda particular son debidos
al preciso control de tamaio, el nimero, la distribucion, orientacion
y disposicién espacial de los dominios cristalinos y no cristalinos a
escala nanométrica entre los tipos de seda, todas las fibras de seda de
gusanos de seda siguen arreglos jerarquicos estructurales semejantes.
(5, 27). Los nano-cristales contribuyen a las propiedades mecanicas
sobresalientes de la seda, a pesar de los defectos en la microestructura
en forma de vacuolas y micro-huecos (23, 28). Aparte de la estructura
secundaria, una organizacion jerarquica supra molecular es también
evidente en las fibras de seda (24). Las sedas de arafia y gusanos de seda
se componen de paquetes de microfilamentos (0.5-2 micras), cada
uno de los cuales estd hecho de nano-cristales y / o semi dominios
cristalinos (29-31).

Caracteristicas de la fibroina como biomaterial. Las principales
ventajas de la seda en comparacion con otros biopolimeros naturales

son sus excelentes propiedades mecanicas, buena biocompatibilidad,
la posibilidad de realizar su procesamiento en soluciones a base de
agua, biodegradabilidad y la presencia de grupos quimicos de facil
acceso para llevar a cabo modificaciones funcionales (32). La seda
ofrece un equilibrio atractivo en el médulo de Young, resistencia a la
rotura, y elongacion, que contribuye a su buena tenacidad y ductilidad.
Las fibras de seda son mds duras que el Kevlar (poliparafenileno
tereftalamida) (26, 33). La relacion de resistencia a la densidad de
la seda es hasta diez veces mas alta que la del acero (34). Las fibras
de seda de arana, en particular, tienen una alta extensibilidad y
exhiben un comportamiento de endurecimiento por deformacién
marcada (35). Tal comportamiento es similar al presentado por
las fibras producidas por el gusano de seda (23, 36). Teniendo en
cuenta la buena resistencia y tenacidad de las fibras de seda, no es de
extrafiar que la seda haya sido explotada para desarrollar andamios
para la ingenieria de tejidos. Sin embargo, en el disefio actual de los
biomateriales basado en seda, la amplia propiedad mecénica de este
material no se aprovecha plenamente. Un implante de biomaterial
generalmente falla debido a sus malas propiedades mecanicas, por
lo tanto, las variaciones en estas propiedades de diferentes tipos de
seda proporcionan una buena eleccién orientada a ajustar estas
al tipo de uso. Es importante sefialar que a pesar de las excelentes
propiedades mecanicas de las fibras de seda nativas, la mayoria de
los materiales de seda desarrollados a partir soluciéon de fibroina de
seda son débiles y quebradizos. Por ejemplo, la traccién en seco, la
fuerza de la pelicula de seda es de aproximadamente 0,02 GPa y un
alargamiento a la rotura es menos del 2% en comparacién con fibras
nativas que tienen una resistencia a la traccion de cerca de 0,5-0,6
GPa y un alargamiento a la rotura de 10-40% (23, 37). Tal diferencia
se puede atribuir a la falta de una adecuada estructura secundaria en
los materiales regenerados en comparacién a las fibras nativas (38,
39). Los estudios recientes muestran que hay elementos para mejorar
significativamente la resistencia de los productos de seda regenerados
al nivel de las fibras nativas o incluso a niveles superiores a través
de la manipulacion de la estructura durante la regeneracion (40-
42). La fibroina de la seda es soluble en agua cuando se encuentra
en su forma de a-helice o de plegamientos aleatorios. La solubilidad
puede mantenerse durante dias e incluso semanas dependiendo de la
temperatura de almacenamiento, pH y concentracion de la solucién
de seda (43). Por lo tanto, los sistemas basados en seda se pueden
preparar usando soluciones acuosas y en condiciones suaves, como
temperatura ambiente, pH neutro y sin aplicacién de la fuerza de
alto cizallamiento. Tales condiciones son favorables para el uso de
este material en el desarrollo de sistemas de liberacion controlada de
farmacos sensibles (44, 45). Las condiciones de procesamiento suaves
también son dtiles para dispositivos como biosensores foténicos
o electrdénicos, que pueden ser incorporados dentro de un sistema
basado en seda o recubierto con seda para mejorar la bio-integracién
in vivo. La transiciéon de a-hélice y plegamientos aleatorios hacia
hojas-p, que son altamente estables, es necesaria en los productos de
seda con el fin de proporcionar una buena resistencia a la disolucion,
la degradacion térmica y enzimatica. Esto se puede lograr a través de
tratamientos con vapor de agua, estiramiento mecanico y ultrasonido,
evitando de esta manera el uso de productos quimicos nocivos.
Estas ventajas de procesamiento y buena estabilidad estructural en
los materiales fabricados de seda son prometedoras con relaciéon a
aplicaciones relacionadas con sistemas bioldgicos (46).

Manipulacion de las caracteristicas estructurales de la fibroina. La
estructura de la seda puede ser ajustada adecuadamente durante el
hilado o regeneracién para obtener diferentes estructuras secundarias
con el fin de manipular las propiedades del material. Por ejemplo, la
extrusién de la proteina de glandula de seda forzada a través de hileras
de gusanos de seda permite alcanzar la microestructura apropiada de
la fibra, alterando significativamente la tenacidad de la fibra, mediante
variaciones en el pH y las concentracion de sales (47). Este tipo de
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ajustes permiten modificar los materiales de seda, ofreciendo la
ventaja de hacer coincidir sus propiedades de soporte de carga con la
de los tejidos objetivo. Las técnicas de renaturalizacion por vapor de
agua (water annealing) también se utilizan para inducir insolubilidad
en productos de seda (48, 49), peliculas tratadas con estos métodos
son mds flexibles y se degradan mds rapido que aquellas tratadas con
metanol (48). Por otra parte, las variaciones en los procesos pueden
afectar propiedades tales como la biodegradacion (50), la interaccion
de células (51) yla cinética de liberacion de farmacos (52, 53) etc. Estos
resultados demuestran que son necesarios mas estudios para entender
las relaciones estructura-propiedad relacionada con el control de las
propiedades del material. Dicho control serd una clave para el éxito de
la seda como un biopolimero natural para la regeneracion de tejidos.

Diversificacion morfolégica de los biomateriales de seda usados
en la regeneracion de tejidos. El desgomado (eliminacion de la
sericina) es el primer paso en el procesamiento de la fibra de seda.
En algunos casos en los cuales es dificil disolver las fibras de seda, la
fibroina se puede extraer directamente de las glandulas de los gusanos
de seda utilizando una solucién tampén apropiada (54). Las fibras de
seda desgomada se pueden utilizar para formar diversas estructuras
como cuerdas, cables trenzados e hilados texturados (38). Ademas,
los capullos también se utilizan para construir estructuras no tejidas
disolviéndolos parcialmente y utilizindolos como un modelo de
soporte para células, en el cual se mantiene la disposicion de los
filamentos en el capullo para mantener la estructura porosa del tejido
(38, 55). Una forma alternativa de utilizar los filamentos de seda
directamente en la ingenieria de tejidos es haciendo una estructura de
tejido de seda para reforzar soportes 3-D. Dicho refuerzo mejora las
propiedades mecénicas de los andamios para aplicaciones en las que
se requiere soportar cargas como en el caso de los ligamentos (56, 57).
Para preparar la solucion de seda para la regeneracion de diferentes
formatos estructurales como peliculas, hidrogeles, esponjas de seda,
los esfuerzos se han concentrado en el uso de soluciones acuosas de
sales caotrdpicos tales como LiBr, CaCl2 / etanol / agua, LiSCN (58-
62).

Peliculas

Las soluciones para la fabricacién de peliculas de fibroina de seda se
pueden producir mediante el uso de solucionesacuosas (63), soluciones
acidas (40, 63) y solventes idnicos (64). La fabricacion de peliculas
de seda se ha reportado también por procesos de recubrimiento por
rotacién y el proceso de Langmuir-Blodgett (LB) (64-66). Debido a
que estas peliculas son inestables, se han desarrollado técnicas como
el secado controlado (67), el water annealing (68), la extension (69),
y la inmersion en alcohol; todas ellas tienen como objeto el lograr
mejorar la formacién de estructuras secundarias de tipo hoja-f y de
esta manera incrementar la cristalinidad.

Hidrogeles

Los hidrogeles de seda se forman a través de transicion solucion-gel
(sol-gel) de una solucién acuosa de fibroina de seda en presencia de
dcidos, agentes deshidratantes, iones, sonicacién o liofilizacién (70-
73). La transicion sol-gel puede ser acelerada por el aumento de la
concentracién de proteina, temperatura, y la adicién de Ca,* (74).
Los hidrogeles de seda pueden ser utiles como sistemas inyectables o
sistemas de administracion no inyectables. Las propiedades mecénicas
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 (75).

Espumas

Las esponjas porosas 3-D son estructuras ideales para ingenieria de
tejidos, ya que imitan estrechamente el microambiente fisioldgico
in vivo. Los andamios de seda se preparan mediante secado por
congelacion, lixiviacion de pordgenos y técnicas de fabricacion libres

de sélidos (76-78). El liofilizado de esponjas produce tamafos de poro
por debajo de 100 micras aunque este se pueden controlar mediante el
ajuste de la temperatura de congelacion, pH dela solucion yla cantidad
de disolventes organicos (78). Adicionalmente la congelacién repetida
y los procesos de descongelaciéon pueden aumentar tamafios de poro
desde 60 hasta 250 micras (77). Un mejor control sobre la estructura de
poros se puede lograr a partir de la fundicion y posterior lixiviacion de
particulas o mediante métodos de generacion de espumas con el uso
de gases (76). Debido al control que se puede tener sobre la porosidad
y tamanos de poro, este tipo de andamios se utilizan cominmente en
aplicaciones de ingenieria tisular, predominantemente para hueso y
cartilago (79). La mala compatibilidad entre componentes da como
resultado una mezcla no homogénea, separacion de fases y reacciones
adversas en los tejidos (80), para asegurar una buena compatibilidad,
los andamios compuestos de seda estos se fabrican mediante la
incorporaciéon de particulas de seda molida, lo que resulta en una
mejora significativa en el médulo de compresién de menos de 50 kPa
a aproximadamente 2,2 MPa (81). Otras modificaciones incluyen el
refuerzo de los andamios con el uso de fibras de seda para obtener
una mejora adicional en el mddulo de hasta aproximadamente 13
MPa (82). Tales propiedades mecénicas pueden ser suficientes para
la regeneracion de hueso esponjoso, pero todavia se encuentran en
desarrollo con el fin de que cumplan con los requisitos pricticos de
soporte de carga en procesos de ingenieria de tejidos para tejido 6seo.

Particulas

La generacion de micro y nano particulas de seda se realiza a partir de
la solucién de seda por liofilizacidn y posterior molienda (83), secado
por aspersion (84), ruptura por aceleracion (85), auto-ensamblaje (86,
87) y congelacién/descongelacion (88). Si bien las particulas de seda
son utilizadas para el refuerzo de los andamios con el fin de mejorar
las propiedades mecdnicas y los resultados celulares, estas particulas
de seda regenerada se utilizan principalmente como sistemas para el
transporte de medicamentos y liberacion controlada (32, 81, 88-90).
Por lo tanto, serd de interés ver si las particulas pueden desempeniar la
doble funcion de mejorar las propiedades mecanicas de los andamios
y al mismo tiempo actuar como un sistema portador de factores de
crecimiento para la regeneracion rapida del tejido afectado.

Biocompatibilidad

La larga historia del éxito de las suturas de seda ha hecho que esta
sea conocida como un material biocompatible (29, 33, 91). Sin
embargo, como cualquier otro biomaterial, no autdlogo, este puede
causar respuesta a cuerpo extrano sobre todo debido a su origen no
mamifero. Algunos casos de hipersensibilidad retardada de suturas de
seda puede ser ocasionada a la presencia de la proteina sericina (34,
35). Sin embargo, otros estudios que emplean sericina de seda aislada
y biomateriales basados en sericina no han proporcionado clara
evidencia para sugerir la sericina como fuente de efectos adversos
(36). El uso de soportes basados en fibroina no han mostrado signos
de infeccion durante la implantacién subcutdnea de esteras de fibras
generadas mediante electro-hilado en ratas durante un maximo de 8
semanas, aunque en algunos casos se ha identificado la acumulacién
tipica de los fagocitos y los linfocitos como respuesta a cuerpo extraio
(92). Los soportes 3D de seda implantados subcutdneamente en ratas
han mostrado una respuesta inmune minima, inclusive después de un
afio de implantacion, con niveles de TNF-a IEN-§, IL-4, IL-6 e IL-13
muy bajos (70). En cerdo como modelo de ingenieria de tejido para
ligamento no se observé evidencia de mal funcionamiento después
de 24 semanas de cultivo in vivo (56). En general, estos estudios
ofrecen datos que sugieren que los productos de seda tienen buena
biocompatibilidad y se pueden comparar con otros biomateriales
usados comunmente, tales como dcido polildctico y coldgeno
(91). Por ejemplo, las pruebas de Biocompatibilidad, ISO 10993 de
Buenas Practicas de Laboratorio (GLP), muestran que el material
Seri Fascia, malla quirtrgica basada en seda cumple los requisitos
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de biocompatibilidad (93). Sin embargo, a pesar de los alentadores
resultados, todavia quedan algunas preguntas relacionadas con la
seguridad a largo plazo de biomateriales de seda en el cuerpo humano.
En primer lugar, las suturas de seda permanecen en el cuerpo sélo
por un tiempo limitado hasta que se eliminen dependiendo del
periodo de cicatrizacion de la herida. Como los productos de seda
para ingenieria de tejidos estan obligados a estar en contacto con los
tejidos por un periodo de tiempo prolongado, las respuestas inmunes
innata y adaptativa a largo plazo merecen una mayor investigacion.
En segundo lugar, puede haber preocupaciones sobre la reacciéon
inmune en respuesta a los productos degradados de biomateriales de
seda, dependiendo de su tamano y morfologia (36). Se reconoce que
una de las principales causas de la insuficiencia de cualquier implante
de biomaterial es la generacion de desechos de particulas, que pueden
activar el sistema inmune. El reporte muestra que las fracciones de
fibras de seda son capaces de inducir una minima produccién de
citocinas proinflamatorias y el aumento de la fagocitosis (39). Los
productos degradados de fibroina de la seda, también pueden causar
la amiloidogénesis segun lo informado por Lundmark et al. (50).
Su observacion sugiere la potencialidad de soluciones de seda de B.
mori para facilitar la acumulacion de amiloide, lo que resulta en la
degeneracion del tejido. Por lo tanto, las investigaciones a largo plazo
sobre los productos de degradacion de los biomateriales de seda son
necesarias con el fin de aliviar completamente cualquier inquietud
para el uso de andamios de seda en aplicaciones clinicas.

Biodegradacion

La biodegradacion de seda se estudia con base a la pérdida de masa,
cambio en la morfologia y analisis de los productos degradados
in vitro. Del mismo modo, la degradacion se prueba en modelos
animales mediante la evaluacion de las propiedades mecanicas de la
seda después de la implantacion durante cierto tiempo y el estudio
estructural de la integridad de los exdmenes histolégicos, tincién
fluorescente y diversos ensayos bioquimicos. La fibroina regenerada
se degrada mucho maés rdpido que las fibras y su velocidad de
degradacion depende de la estructura secundaria de la seda resultante
de la preparacién de los materiales de seda regeneradas (68). La
termo biodegradabilidad se utiliza a menudo para tratar el tema de
la desintegracion de materiales de seda. De acuerdo con la definicién
de (94) la biodegradabilidad es la capacidad de descomposicion de
un polimero implantable por elementos bioldgicos dando fragmentos,
que pueden moverse lejos del sitio a través de transferencia de fluido,
pero no necesariamente del cuerpo (94). Por otra parte, la bio-sorcién
es la eliminacién total del material extrafo inicial a través de la
filtracion o la metabolizacién de los bio-productos de degradacion.
Con relacion a estos procesos en seda Wang et al. (70) mostraron
que los andamios 3D de seda preparados con soluciones acuosas se
desintegraron en pocas semanas y desaparecieron completamente
después de 1 afo. Se ha observado que los biomateriales de seda no
solamente son biodegradables sino también bio-reabsorbibles en
procesos mediados por los macréfagos (70). En modelos in vitro se
ha determinado que la proteasa XIV de Streptomyces griseus (95-99),
y la a-quimotripsina de pancreas bovino (96, 97, 100) son capaces
de promover la degradacion de los materiales fabricados de seda, de
igual manera se ha identificado que las células in vitro, osteoblastos
y osteoclastos podrian erosionar peliculas de seda a través de la
expresion de las metaloproteinasas (MMPs) e integrina (101). Estos
resultados son alentadores en la medida que la matriz extracelular
nativa se remodela continuamente in vivo por protedlisis de MMPs y
la regeneracion de la matriz (102). La seda tiene claras ventajas sobre
otros biomateriales en varios aspectos de biodegradacion. Por ejemplo
con biomateriales sintéticos como poliglicélidos y polilactidos, que
son aprobados por las autoridades reguladoras ya que los productos
degradados se reabsorben a través vias metabdlicas, sin embargo,
la liberacion de subproductos acidos es un tema de preocupacion.
Estos problemas no se presentan con la seda, ademas, los materiales

sintéticos pierden sus propiedades muy temprano después de la
implantacién (4, 103). Por otro lado, la conservacién de la fuerza
durante un largo tiempo por muchos sistemas de seda puede ser una
ventaja particularmente en aquellos en donde la degradacion lenta se
requiere con el fin de mantener la capacidad de soporte de carga. A
pesar de tales ventajas, un conocimiento profundo de los procesos de
degradacién y eliminacién de seda necesita mayor investigacion.

Aplicaciones de los biomateriales de fibroina de gusano de seda en
ingenieria de tejidos. La sustitucion de una parte del cuerpo humano
por un biomaterial requiere de una buena comunicacién entre el
hospedero y el sistema implantado con el fin de lograr resultados
exitosos. Con la intencién de superar las posibles limitaciones, la
fibroina de seda ha sido evaluada en multiples modelos para ingenieria
de tejidos como se describen a continuacion.

Regeneracion de tejido vascular.

Los tejidos vasculares basados en seda regenerada se utilizan
clinicamente como dispositivos para la desviacion de flujos y “stents”
(104, 105). En el caso de un estudio relacionado con dispositivos
para la desviacion del flujo, dos de los tres pacientes mostraron
resultados prometedores, lo que sugiere que la seda puede ser una
opcidn atractiva para el tratamiento de aneurismas (46). Los “stents”
de seda también se han empleado para la reconstrucciéon de un
aneurisma intracraneal. Se han desarrollado intentos exitosos para
fabricar elementos tubulares ~ 3 mm con un grosor de 0,15 mm y
una resistencia media a la traccidn de 2,42 MPa (106). La resistencia a
la rotura de los vasos tubulares de seda estd en el nivel de los 811 mm
Hg en comparaciéon con 1800 mm de Hg de la safena, estindar de oro
para estudios en venas (107, 108). La implantacion de injerto vascular
fabricado de fibroina de seda en aorta abdominal de ratas resulto en
excelente permeabilidad (ca. 85%) después de un afio (109). De igual
manera el uso de compuestos construidos con seda y colageno o con
compuestos sintéticos como etilenglicol, diglicoldiglicidil poli éter se
han usado con éxito para desarrollar construcciones vasculares (110).
Los requerimientos criticos para el diseiio de los vasos sanguineos
incluyen la supervivencia en virtud de los cambios en la presién
arterial, la capacidad de sostener la carga ciclica, compatibilidad
con los vasos adyacentes y el revestimiento anti-tromboético (111).
Se ha identificado que la fibroina de seda posee una superficie anti-
trombdtica con buena resistencia a la alta presion arterial y el estrés
de flujo cortante (69, 112). El desafio en este tema se relaciona con
la inclusion de las células correspondientes, como pueden ser células
endoteliales humanas primarias y lineas celulares endoteliales
(HPMEC-ST1.6R e ISO-HAS-1) (113).

Regeneracion de tejido nervioso

El sistema nervioso humano se clasifica en (a) sistema nervioso
central (SNC) y (b) sistema nervioso periférico (SNP). El SNP es
capaz de lograr la recuperacion de lesiones menores, mientras que
las grandes deben ser tratadas quirdrgicamente con injertos de
nervios de otras partes del cuerpo. Por lo tanto, en tales tratamientos,
la ingenierfa de tejidos es muy pertinente y la compatibilidad del
material de andamiaje con células neuro-progenitoras toma una gran
importancia. Por ejemplo, la fibroina de seda soporta la viabilidad
de ganglios de la raiz dorsal y las células de Schwann sin afectar su
fenotipo o funcionalidad (114). Compuestos de fibroina de seda con
quitosano o poli (dcido L-lactico-cocaprolactona) son capaces de
cubrir un defecto en el nervio cidtico en un espacio de 10 mm de
largo en ratas (115-117). En otros trabajos se identificé que la mezcla
de fibroina de seda de B. mori y fibra Arana X ° (a la seda de arafia
como la fibra) permiti6 tender un puente en un tramo de nervio de 13
mm en 12 semanas (118). Los avances en este tema se han orientado
ala produccion de poros y la adicion de factores neurotrdficos para el
crecimiento neuronal, con el fin de mejorar el resultado de los injertos
de nervio basados en seda.
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Regeneracion de piel

La piel es el 6rgano mas grande en el ser humano y acta como barrera
para organismos infecciosos. Tiene una capacidad de auto-sanacién
limitada y en el caso de dafios grandes la piel pierde su integridad,
lo que puede llevar a la muerte. La piel humana adulta consta de
dos capas principales: la epidermis (capa queratinizada) y la dermis
(capa rica en coldgeno). Estructuras como glandulas sebaceas, pelos y
glandulas hormonales se generan desde la dermis. Esta complejidad
estructural hace que los procesos de ingenieria de tejidos en la piel
sean dificiles. Y aunque la fibroina de seda soporta facilmente el
crecimiento tanto de queratinocitos como fibroblastos humanos (69),
la complejidad estructural del tejido nativo requiere un material de
andamiaje compuesto. Se ha estudiado el uso de capas de fibroina con
coldgeno-I observandose que se mejora la fijacion y la dispersion de
los queratinocitos, mientras que el recubrimiento con fibronectina
fomenta tanto la adhesion como la dispersion de los queratinocitos
y fibroblastos dentro de la matriz (119). Estos hallazgos sugieren,
por lo tanto, que mezclas de fibroina de seda puede tener una mejor
perspectiva, que el uso de fibroina de seda pura para la regeneracion
de piel.

Regeneracion de tejido 6seo

El hueso es un tejido conectivo especializado compuesto por una
matriz calcificada extracelular, que contiene colageno tipo I e
hidroxiapatita como componentes principales (120). Asi, el material
de andamiaje para ingenieria de tejidos en hueso debe asegurar la
tenacidad de la matriz y la deposicion de la misma. En este contexto,
la fibroina de la seda es una eleccion racional por su alta resistencia
a la fuerza mecdnica junto con una buena bio-compatibilidad. La
fibroina de seda usada en ingenieria de tejido 6seo es una de las mds
estudiadas de la ingenierfa de tejidos (10). Los andamios de fibroina
porosa para la generacién de constructos de hueso son capaces de
estimular el desarrollo avanzado de tejidos dseos dentro de 5 semanas
(79). Los andamios de fibroina de seda también promueven el proceso
de curacién basados en células madre mesenquimales humanas para
defectos femorales en ratones desnudos (121). De igual manera el uso
de compuestos de seda con armazones de polietileno adicionadas con
proteinamorfo genéticadehueso tipo 2 y células madre mesenquimales
han permitido la regeneraciéon de hueso como tejido (122). La
incorporacién de nanoparticulas de hidroxiapatita en la matriz
de seda ha tenido como resultado mejorar la regeneraciéon dsea en
animales (90, 123). La incorporacién de n-Hap (nanohidroxiapatita)
dentro de la hoja de fibroina y el posterior cultivo de células madre
mesenquimatosas de medula ¢sea (BM-MSC) de rata, demostraron
con éxito la diferenciacion de BMMSCs (14) hacia tejido osteoblastico.
Una de las estrategias a mejorar en la regeneracién de hueso usando
compuestos de seda, es la vascularizacion de los modelos in vitro
(124). Por ejemplo, se ha identificado que los poros son necesarios
para obtener el tejido 6seo 3-D completamente vascularizado.

Regeneracion de cartilago

El cartilago es un tejido conectivo no vascular y no inervado. Los
procesos de ingenieria de tejidos para la generaciéon de andamios
3-D para el crecimiento de condrocitos con el uso de fibroina porosa
(125-128), han usado estrategias como electro-hilado de fibras de
seda tratados con microondas inducida por plasma de argén (129),
fibroina de seda mezclada con quitosano (130) o sistemas de esponjas
generadas por reticulado de quitosano-fibroina(131). El factor de
crecimiento tipo insulina 1 (IGF-I) es una molécula reguladora en la
condrogénesis (132), por lo tanto puede ser incorporado dentro de
andamios para mejores resultados condrogénicos (132). El uso de
biorreactores proporciona la estimulaciéon mecanica y la maduracién
de construcciones cartilaginosas (133), identificindose que los
factores hidrodindmicos generados en un bioreactor son importantes
en el resultado condrogénico. Otros factores que deben tenerse en
consideracion para la regeneracion de los tejidos cartilaginosos son

fuentes de células (134), arquitecturas de andamios, tamanos de poro
y la distribucién de los poros.

Regeneracion de ligamentos tendones

La ingenieria de los ligamentos y tendones requiere andamios
fabricados con materiales con una excelente combinacién de
resistencia mecanica, elasticidad, tenacidad e integridad estructural.
El primer proceso exitoso para la generacion de un ligamento cruzado
anterior (LCA) utilizo como andamio un sistema tipo cable retorcido
de fibras de seda que presento propiedades mecanicas comparables
a LCA humano (38). La incorporacién sinérgica de fibras de seda
en matrices de coldgeno (135), el recubrimiento de fibroina de seda
generadas por electro-hilado de nano fibras con el uso del acido
poli(lactico-co-glicolico) (PLGA) (136), la adicion de factor de
crecimiento bdsico de fibroblastos (bFGF) y factor de crecimiento
transformante-f (TGF-p) han estimulado la bioquimica y vias
mecanicas para la regeneracion de tejido del ligamento (137). Los
andamios de fibroina de seda también han sido capaces de reparar
los defectos en el tenddén de Aquiles en estudios realizados en conejos
blancos de Nueva Zelanda (138).

Regeneracion de tejido cardiaco

La pérdida de cardiomiocitos después de la lesion reduce la funcion
cardfaca, lo que conduce a una mayor morbilidad y mortalidad.
Un tratamiento posible es la ingenierfa de un corazén artificial o
parche cardiaco generado in-vitro seguido por la implantaciéon de
este. El quitosano, acido hialurdnico (HA) o soporte de fibroina de
seda sembrados con células madre mesenquimales de rata han sido
usados para la generacion de parches cardiacos (139). Andamios 3-D
de fibroina de seda de A. mylitta mostraron buenos resultados, sin
el empleo de otro material como matriz extracelular, produciendo
cardiomiocitos de rata in vitro (140). Los temas criticos que quedan
por resolver son las caracteristicas estructurales de seda o de
compuestos que funcionen como biomateriales que soporten la fuerza
mecanica de las valvulas del corazon.

Regeneracion de tejido ocular

Elenfoque de aloinjerto parala regeneracion de los tejidos dela cornea
tiene inconvenientes bioldgicos asociados (141) mientras que el uso
de fibroina de seda ha mostrado mejores resultados. Caracteristicas
como la transparencia dptica de las peliculas de fibroina de seda y
la estabilidad en solucién acuosa a pH neutro son las caracteristicas
clave que la seda tiene a su favor para aplicaciones en bio-foténica
(6). Por ejemplo, peliculas de seda se pueden apilar en una estructura
porosa 3-D imitando de cerca la organizacion helicoidal de la cornea
in vivo. Cuando estas estructuras 3-D son cultivadas con fibroblastos
corneales de humanos y de conejo, las células mostraron la morfologia
tipica de los queratocitos de la cornea (142). Los implantes de fibroina
de seda en la cornea del conejo adicionada con células epiteliales,
se vuelven translucidas a las 4 semanas, y forman nuevo limbo y
vasos sanguineos a las 8 semanas posteriores a la implantacion. La
regeneracion completa de la coérnea del conejo se produce a las 16
semanas, dejando atrds unas cuantas piezas opacas de andamios
degradados (143). Se reporta que el recubrimiento de fibroina con
coldgeno IV, fibronectina, condroitina y mezclas de sulfato-laminina
mejora el rendimiento de fibroina como biomaterial (144, 145), estas
caracteristicas abren nuevos caminos a los biomateriales basados en
seda en la medicina regenerativa ocular.

Regeneracion de tejido hepatico

El higado es un 6rgano que desempefia un papel crucial en el
metabolismo delos carbohidratos, las proteinas, lipidos y vitaminas. El
principal componente celular del tejido hepatico son los hepatocitos,
los cuales se han empleado en sistemas in-vitro para reconstruir el
tejido 3-D del higado. Los materiales compuestos de seda para la
ingenieria de tejido hepatico incluye seda funcionalizada con lactosa
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y acido cianurico (146), peliculas de fibroina de seda mezcladas con
colageno (147), coldgeno humano recombinante (148), colageno-
heparina (149), y micro-particulas de seda incrustadas en andamios
de 4cido poli lactico (PLA) (150). Sin embargo, como los hepatocitos
llevan un grado de organizacion estructural, formando agregados
celulares grandes a largo plazo en cultivo in vitro, estos complejos
celulares agregados hacen que sea dificil la difusion de nutrientes y por
lo tanto requieren investigacion adicional en el disefio de andamios
para la completa regeneracion del tejido de seda.

Regeneracion de tejido espinal e intervertebral

El injerto de células olfativas encapsuladas (OECS) es uno de los
enfoques mas comunmente empleados para el tratamiento de lesiones
de la médula espinal. La regeneraciéon de la médula espinal basada
en biomateriales de seda se encuentra actualmente en una etapa muy
temprana. El cultivo de las OECS en fibroina de seda-nano fibrosa
revela perspectivas de biomateriales de seda en este ambito (151).
El didmetro de las nano-fibras posee efectos reguladores sobre el
crecimiento de las OECS (152); por ejemplo, los didametros mads
pequenos dan como resultado mejores respuestas celulares que los
mas grandes. El tratamiento de la enfermedad degenerativa de disco
implica la reparacion del anillo fibroso, que es uno de los principales
componentes del disco intervertebral. Los andamios porosos de
fibroina de seda permiten un buen crecimiento de células del anillo
fibroso bovino hasta por un periodo de 8 semanas en sistemas in vitro
(153). El crecimiento de células del anillo fibroso de la especie bovina
en fibroina de seda estd muy influenciado por la condicién del cultivo
y el tamafno medio de los poros del material de andamiaje (=600 um)
(154) Sin embargo, se necesitan mas investigaciones para llegar a
imitar completamente la alta resistencia, elasticidad y morfologia de
los tejidos intervertebrales naturales.

Regeneracion de vejiga

En el tratamiento de la incontinencia urinaria, se requieren andamios
en forma de vejiga los cuales se han logrado con el uso de células
musculares lisas aut6logas (155). Las peliculas de fibroina de seda
proporcionan un buen soporte a las células epiteliales de transicion de
las vejigas urinarias en conejos de Nueva Zelanda (156). El uso de las
peliculas de seda en conejos ha tenido como resultado el éxito en la
reparacion de defectos de longitud (1,5 cm) (157). El uso de soportes
basados en seda adicionados con células madre mesenquimales de
médula 6sea han mostrado un buen control sobre la presion y fugas,
comparable a la del control negativo (158), estos resultados sugieren
un tratamiento esperanzador para la incontinencia urinaria.

Regeneracion de traquea

La incidencia del desarrollo de estenosis traqueal en los recién
nacidos prematuros esta en aumento como resultado de la necesidad
de llevar a cabo procesos prolongados de incubacién. En conejos se ha
logrado la reconstruccion exitosa de defectos traqueales con el uso de
biomateriales basados en seda, los resultados muestran la generacién
de capas de fibroblastos de grosores entre 240 a 302 micras, sin
granuloma de cuerpo extrafo e infiltracién de macréfagos (159).
Estos resultados sugieren la idoneidad de los dispositivos basados en
seda para la generacion de revestimientos epiteliales en los trasplantes
de traquea (160).

Regeneracion de timpano

Alteraciones o dafios en el timpano tienen como resultado la
generacion de un intenso dolor, la posibilidad de infeccion e incluso
la pérdida de la audicién. El tratamiento quirdrgico para restaurar
las perforaciones crénicas es la miringoplastia, en donde injertos
autologos, aloinjertos, y el injerto de materiales sintéticos se han
utilizado comunmente (161). Los ensayos recientes con el uso de
membranas de fibroina de la seda han dado como resultado una
buena adhesion y cinética de crecimiento de los queratinocitos de

la membrana timpanica humana (162-164). Las membranas de seda
proporcionan una mejor cicatrizaciéon en comparacion con el parche
de papel convencional (165). Estos hallazgos sugieren la idoneidad
para la fabricacién de parches de timpano de los materiales basados
en seda.

Perspectivas futuras

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 disenos basados en seda permiten un facil
control de la morfologia de la matriz, una tasa de degradacién y
adhesion conforme a los tejidos subyacentes con baja toxicidad
inmunoldgica y una buena biocompatibilidad. Los avances recientes
en la comprension de la estructura de la seda y el procesamiento
de esta abren nuevas oportunidades en el uso de diversas formas
de seda en la regeneracion de tejidos. Los sistemas de seda seran
particularmente utiles para aplicaciones que requieren procesos
lentos de biodegradacion y buenas propiedades mecdnicas, tales
como el hueso, los ligamentos y los 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, productos de degradacion,
junto con la capacidad de generar morfologias de seda para los
requisitos especificos del tejido. La implementacién de biomateriales
basados en seda requeriran del fortalecimiento de redes de trabajo
que implican disciplinas de las Ciencias Bioldgicas, Médicas y de
Ingenierias para estudiar y adecuar en forma exitosa las propiedades
de estos materiales en Ingenierfa de Tejidos.
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Resumen:

Las enfermedades infecciosas del tracto respiratorio inferior son la principal
causa de muerte de niflos menores de 5 afios en los paises en via de desarrollo.
En la edad pediatrica existen diferentes agentes etioldgicos que podrian

Abstract:

Lower respiratory tract infections are the leading cause of death for children
under five years old in developing countries. In the pediatric age there are a
several etiologic agents that could compromise the lower respiratory tract.

Know about these agents and their CLINICAI manifestations it is essential
for medical staff can make a proper diagnosis and finally specific treatment.
In this article, based on a systematic search for information on pneumonias,
especially those caused by atypical pathogens and adding recommendations
given by the authors in diagnosis algorithms, a series of steps are displayed as a
tool of CLINICAI approach and diagnosis of this entities.

Key words: Pneumonia, Child, Diagnosis, Emergency Treatment, Guideline.

comprometer la via drea. El conocimiento de estos agentes con sus principales
manifestaciones clinicas es de vital importancia para que el personal médico
pueda realizar un adecuado diagndstico y finalmente un tratamiento especifico.
En el presente articulo, a partir de una busqueda sistemética de la informacién
sobre las neumonias, especialmente aquellas causadas por gérmenes atipicos
y sumando recomendaciones dadas por los autores con base en algoritmos
diagnosticos se muestran una serie de pasos que se proponen como una
herramienta de acercamiento clinico y diagndstico de estas entidades.

Palabras clave: Neumonia, Nifo, Diagnostico, Tratamiento de Urgencia, Guia.

Las guias de manejo para enfermedades infecciosas respiratorias en la infancia tienen como objetivo mostrar al personal de salud una serie de
pasos sencillos para abordar a los pacientes que consultan al servicio por tos o dificultad para respirar.

La presente guia tiene como base aprovechar la metodologia de Atencién Integral de Enfermedades Prevalentes de la Infancia (AIEPI) y los
algoritmos diagndsticos utilizados en el libro de Breman Pediatric Decision Making, para que de una forma ordenada, secuencial y 16gica podamos
facilmente llegar al diagnéstico presuntivo de una infeccion respiratoria aguda baja, tipo neumonia de caracteristicas atipicas. Una vez obtenida
esta presuncion, utilizar todos los procedimientos diagnodsticos e Iniciar una adecuada terapéutica, realizar un adecuado seguimiento y prevencion
de futuros contagios. A continuacién se explica la metodologia propuesta.

FASES DE APROXIMACION DIAGNOSTICA
Se propone dividir el proceso en tres fases, en donde cada paso es fundamental para tener una impresién diagnéstica e instaurar asi un tratamiento
adecuado.

FASE CLINICA: Esta fase se compone a su vez por:

a.  Historia clinica completa: En este apartado es de vital importancia seguir el orden establecido para realizar una buena anamnesis. Tomar en
cuenta los datos de filiacion del paciente, su motivo de consulta, enfermedad actual, antecedentes personales, familiares, historia psicosocial
y revisién por sistemas.

b.  Examen fisico: Tener un ambiente en donde el paciente se sienta seguro, conservar las normas de bioseguridad tanto médicas como del
paciente, seguir un orden cefalocaudal, tomando como referencia los hallazgos que se pueden encontrar en cada una de las patologias en
cuestion ayudardn al clinico a tener una impresion diagnostica, que en la mayoria de los casos a este nivel ya debe estar muy consolidada.

c.  Impresion diagndstica: Una vez terminada la anamnesis y el examen fisico el siguiente paso a realizar es hacer una impresion diagnéstica
sindromético, topografico y etioldgico, el siguiente paso.

d.  Paraclinicos: Las ayudas diagndsticas deben ser usadas de manera racional para usar adecuadamente los recursos del sistema. Se proponen
unos paraclinicos iniciales que bien pueden ser cuadro hemitico, radiografia de térax y proteina C reactiva y se brinda informacién sobre
los hallazgos que van a orientar para realizar los segundos paraclinicos confirmatorios.

2. FASE DE DECISION: Asegurar el grado de enfermedad utilizando los criterios de severidad descritos en la estrategia AIEPI lo que permite
la ubicacion inicial del paciente, que puede ser en casa, nivel 1, nivel 2 o nivel 3. E iniciar un abordaje de acuerdo a las guias propuestas en AIEPI.

3. FASE DE RESOLUCION: Seguimiento y criterios de remisién o salida.

NEUMONIAS ATIPICAS

¢ INTRODUCCION

Las infecciones del tracto respiratorio inferior como neumonia y bronquiolitis, son la principal causa de muerte en niflos en los paises en via de
desarrollado. (1). Siendo la neumonia asociada a factores como desnutricion, la entidad a la que se le puede atribuir la mayoria de estos casos.
(2-3). De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), esta entidad es una de las principales causas de muerte a nivel mundial con
un estimado de 1,2 millones de muertes en niflos menores de 5 afos. Esto representa el 18% de todas las muertes de este grupo de edad a nivel
mundial. (4)

48 Rev. Méd. Risaralda 2015; 21 (1): 48-57



