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RESUMEN

La fibroina de Bombyx mori L., es un biomaterial que se ha utilizado por sus caracteristicas fisico/quimicas que la hacen (til para la
curacion de mudltiples tejidos. En el contexto de la medicina regenerativa caracterizar a nivel fisico y biol6gico nuevos soportes
preparados a partir de fibroina de seda y evaluar su capacidad para la proliferacion de fibroblastos humanos, brinda una gran
oportunidad para encontrar nuevos biomateriales con aplicaciones favorables en la curacion de heridas. Se utilizé fibroina regene-
rada al 17% para la fabricacion de matrices. Estas fueron caracterizadas teniendo en cuenta: estabilidad en condiciones de culti-
vo, ultraestructura, porosidad, dangulo de contacto y propiedades mecanicas. El grosor promedio de las matrices de fibroina fue
30,1um, con una estabilidad superior a 4 semanas en condiciones de cultivo, porosidad del 51% y una capacidad de retencién de
liquidos del 95%, un dngulo de contacto de 44,5° y un médulo de elasticidad de aproximadamente 200 MPa. Finalmente se eva-
lué la capacidad del andamio para soportar el crecimiento de fibroblastos humanos. Identificando que los andamios permiten la
multiplicacién celular, mostrando bajos indices de citotoxicidad (<5%); las células establecieron interacciones fuertes con el andamio,
mediante la produccion de filopodios y la producciéon de matriz extracelular propia. Concluyendo esto, que es un andamio compati-
ble de fibroblastos humanos en los procesos para el crecimiento y multiplicacion celular en procesos de medicina regenerativa.

Palabras clave: biotecnologia, biomaterial, ingenieria tisular, medicina regenerativa, fibroina, multiplicacién celular.
ABSTRACT

The fibroin of Bombyx mori L., has been used for its physical / chemical characteristics as a biomaterial with applications in the
healing of multiple tissues. In the context of regenerative medicine, characterizing at a physical and biological level new supports
prepared from silk fibroin and evaluating their capacity for the proliferation of human fibroblasts, offers a very attractive opportuni-
ty to find new biomaterials with favorable applications in the healing of wounds. 17% regenerated fibroin was used for the manu-
facture of matrices. The matrices constructed were characterized in aspects such as: stability under growing conditions, ultra-
structure, porosity, contact angle and mechanical properties. Finally, the ability of the scaffold to support the growth of human
fibroblasts was evaluated. The average thickness of the fibroin matrices was 30.1 pm, with a stability greater than 4 weeks under
culture conditions, porosity of 51% and a liquid retention capacity of 95%, a contact angle of 44.5 ° and a modulus of elasticity of
+ 200 MPa. It was identified that the scaffolds allow cell multiplication, showing low cytotoxicity indexes (<5%); the cells establis-
hed strong interactions with the scaffold, through the production of filopodia and the production of their own extracellular matrix.
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Constructed scaffolds allow the multiplication of human cells with low cytotoxicity and these establish a close relationship at the
cellular level with the biomaterial. This can be used as a compatible scaffold for the growth and multiplication of human cells in a

regenerative medicine process of epithelial tissue.
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INTRODUCCION

Diferentes métodos de ingenieria de tejidos estan sien-
do explorados como un medio para reemplazar tanto
tejidos como 6rganos dafados (Hardy et al., 2008). Este
enfoque utiliza células especificas de tejido que crecen
en un material de soporte o andamio para dar una es-
tructura tridimensional con el objetivo de crear un teji-
do funcional (Vyas & Vasconez, 2014). Compuestos de
origen diverso estan siendo examinados para su uso. La
fibroina del gusano de seda, Bombyx mori L., se ha utili-
zado ampliamente en el campo médico como material
de sutura durante siglos. Sin embargo, problemas inmu-
nolégicos indeseables atribuidos a la presencia de la
proteina sericina han limitado el uso de la fibroina en
las dltimas dos décadas (Vepari & Kaplan, 2007; Zhao
et al, 2015). Por lo tanto, la eliminacién de la proteina
sericina, permite que la fibroina de seda en forma de
fibra o fibroina regenerada en forma de peliculas pre-
senten una biocompatibilidad similar a la observada
con otros materiales de sutura utilizados cominmente
(Nazarov et al., 2004). Estas observaciones han desper-
tado nuevamente el interés en el uso de la fibroina de
seda como biomaterial (Gaviria & Caballero, 2015; Ca-
ballero et al., 2016; Wang et al., 2016) Se ha demostra-
do que en material (fibroina) puede existir crecimiento
de lineas celulares en placas de cultivo (Nazarov et al.,
2004), ejemplo de ello, la linea celular de fibroblastos
de ratén, L-929, crecié facilmente en las peliculas he-
chas de fibroina (Liu et al., 2010). Se ha utilizado fibroi-
na de seda con peso molecular variado colocadas en
superficies de L, D-acido poli lactico, el cual facilité la
fijacién y el crecimiento de osteoblastos in vitro (Chen
et al.,, 2017). Se ha notado que células similares a osteo-
blastos crecieron facilmente en las peliculas de fibroina
modificada con secuencias de reconocimiento de inte-
grinas y se observo, adicionalmente, la induccién de
marcadores de formacion 6sea (Melke et al., 2016)

Teniendo en cuenta lo anterior, el objetivo de esta in-
vestigacion fue evaluar las caracteristicas de la fibroina
como biomaterial a nivel fisico/quimico, mecanico y de
ultraestructura. Se estudiaron sus propiedades de cito-
compatibilidad y citotoxicidad mediante el crecimiento
de fibroblastos neonatales humanos y la interaccién
que las células establecen al crecer sobre el biomaterial.

MATERIALES Y METODOS

Produccion y tratamiento de la fibroina

La fibroina de seda desgomada fue adquirida a la em-
presa CORSEDA Ubicada en el departamento del Cau-
ca-Colombia (http://corseda.com/). La solucién de fi-
broina de seda al 10% p/v se obtuvo con el uso del
solvente i6nico Bromuro de Litio (LiBr) a una concentra-
cion de 9,3 M, mediante incubacion en bafo de maria
a 60°C durante 4 horas. Posteriormente esta solucién
fue dializada en tubo de didlisis (Spectra/Por MWCO 6-
8000), con el fin de eliminar el LiBr, se tuvo la muestra
durante 3 dias en agua destilada con recambios cada 2
horas para el primer dia, cada 4 horas para el segundo
dia y cada 6 horas para el tercer dia. Finalmente, la solu-
cién obtenida fue contra-dializada con una solucién de
Polietilenglicol 6000-8000 al 30% (Sigma Aldrich, USA)
hasta conseguir una concentracion de fibroina del 17%
(Caballero et al., 2016).

Preparacion de las peliculas de fibroina para el cultivo
celular

Para la preparacion de los soportes de fibroina se dis-
pensaron 2,5 mL en cajas de cultivo celular de 35mm,
se secaron por flujo de aire en cabina de flujo laminar
durante 72 horas. Finalizado el periodo de secado, se
indujo la formacion de hojas-f con la adicién de 0,5 mL
de metanol absoluto. Finalmente, las peliculas fueron
esterilizadas con 1 mL de etanol al 70% y almacenas a
4°C para su uso posterior (Caballero et al., 2016).

Estabilidad y porosidad de los andamios de fibroina
Con el fin de evaluar la estabilidad de las peliculas de
fibroina regenerada, se tomaron 3 cajas de cultivo con
peliculas de fibroina, estas fueron lavadas inicialmente
con solucion amortiguadora salina fosfato (PBS) 1X es-
téril y posteriormente incubadas durante tres semanas
con 2 mL de medio completo (DMEM + SFB 10% +
antibidticos). La estabilidad se basé en la liberacion de
proteinas, péptidos o aminoacidos desde el andamio,
como blanco se us6 medio completo. Esta liberacion
fue cuantificada mediante espectrofotometria a 280nm
usando equipo NanoDrop 2000 (Thermo scientific,
USA). La cuantificacion fue llevada a cabo los dias 8, 16
y 24, para esta se tomé 1 ulL de medio de cada una de
las placas, con y sin pelicula de fibroina.
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Se evalué la porosidad de las peliculas de fibroina rege-
nerada mediante el método de desplazamiento de liqui-
do (Kim et al.,, 2005). En este ensayo se usé hexano, en
la medida que este no disuelve la fibroina y a pesar de
permear a través de esta no produce una hinchazoén
significativa. Para la medicién, las peliculas de fibroina
fueron sumergidas en un volumen conocido de hexano
(V1) en una probeta calibrada durante 5 min. Se regis-
tr6 el volumen total del andamio de fibroina regenerada
impregnado con hexano junto con hexano (V2). Se
registré el volumen de hexano residual en el cilindro
después de retirar el andamio impregnado con hexano
(V3). Finalmente, la porosidad (A) de la pelicula de fi-
broina se obtuvo mediante la siguiente férmula:

%A = (V1—V3)/(V2—=V3)*100

La capacidad de absorcion de agua fue también evalua-
da; el peso en seco de peliculas de fibroina fueron re-
gistradas (Wd), luego se sumergieron 24 horas en un
volumen conocido de agua y se registré su peso hime-
do (Ws), el porcentaje de absorcién de agua se obtuvo
mediante la siguiente formula:

Ws—-Wd

% Contenido H20 = ( ) 100

Caracterizacion ultra-estructural y medicion del angu-
lo de contacto

La evaluacion de las caracteristicas ultra estructurales
de las peliculas de fibroina se llevé a cabo mediante
microscopia electrénica de barrido (MEB). El equipo
utilizado fue un JEOL, modelo JSM 6490-LV con un haz
de electrones acelerado ajustado entre 5-20 kV. Este
proceso fue realizado en las instalaciones del Centro de
microscopia de la Universidad de los Andes; Bogot3,
Colombia. Para esto las peliculas de fibroina fueron
fragmentadas (10-20 mm?) y observadas a aumentos de
8X, 50X, 400X, 1000X y 2000X.

Ademas, también se evaluaron las propiedades de his-
tocompatibilidad de las peliculas de fibroina regenerada
por medio de la evaluaciéon del angulo de contacto.
Para esta medicion se utilizaron 4 ul de agua, con el fin
de mantener el principio de esfericidad, los cuales fue-
ron depositados en un soporte hidrofébico (papel para-
film) y sobre la superficie de la pelicula, se realizaron 10
mediciones para la determinacion del angulo con el uso
del programa de andlisis de imagenes Image | (https://
imagej.nih.gov/ij/).

Caracterizacion mecanica de los soportes de fibroina
Las propiedades mecanicas de los andamios de fibroina
se determinaron usando un microtester Instron 5848

(Canton, MA, USA) en el Laboratorio de Mecanica de
la Universidad de los Andes; Bogotd, Colombia. Se
montaron tiras rectangulares de 4 x 4 mm. Todos los
ensayos se realizaron a una velocidad de extension de
ensayo de 1T mm/min, tanto a 25°C como 37°C, con
una humedad relativa de 50-60%. Se utiliz6 una celda
de carga de 0,5 kN. Los resultados fueron obtenidos a
partir del uso de 5 probetas de ensayo. Se registraron
datos correspondientes a las siguientes variables: Factor
de Ruptura, Fr (kN/m), Esfuerzo Maximo: omax (MPa),
Esfuerzo a la ruptura: orup (MPa), Elongacion a ruptura,
Lrup (%), Esfuerzo de fluencia: oys (MPa) y Elongacion
en fluencia, Lys (%).

Proliferacion celular sobre peliculas de fibroina

El crecimiento celular fue evaluado en cajas de cultivo
de poliestireno de 35 mm revestidas con peliculas de
fibroina al 17%, preparada como se describié anterior-
mente. El cultivo de los fibroblastos se inici6 con
48.000 cel/mL, el cambio de medio se llevé a cabo
cada 3 dias, hasta que las células alcanzaron un 80% de
confluencia. Las células fueron desprendidas con el uso
de 1T mL de solucién de Tripsina/EDTA (Invitrogen,
USA) en una proporcién 3:1 (0,25%), durante Tmin a
37°C, la reaccion fue detenida anadiendo 2 mL. de me-
dio completo. El conteo celular y la viabilidad fueron
llevados a cabo en cdmara de Neubauer con el uso de
la coloracién supra vital azul de tripan, como control de
crecimiento se usaron células (HDFn) en cajas de cultivo
sin recubrimiento de fibroina en medio completo.

Interaccion celular con los andamios de fibroina

Para confirmar la interaccién de las células con los an-
damios de fibroina, se emple6 MEB, inicialmente, los
andamios con células fueron fijados con una solucién
de paraformadehido al 4% (Merk, USA), posteriormen-
te, deshidratados mediante lavados progresivos de al-
cohol etilico desde 50% hasta 100%, finalmente, seca-
dos a punto critico (SPC) empleando el equipo
SAMDRI®-795 (USA). Las peliculas de fibroina con cé-
lulas fueron fragmentadas (10-20mm?) y observadas a
8X, 50X, 400X, 1000X y 2000X en las instalaciones del
Centro de microscopia de la Universidad de los Andes;
Bogota, Colombia.

Analisis estadistico

Todos los resultados fueron expresados como valores
promedio * la desviacion estandar para las réplicas utili-
zadas en cada uno de los ensayos. La significancia esta-
distica se evalu6 usando la prueba estadistica t-student
de una via (sin asterisco P> 0.05; *, P <0.1; **, P <0.01;
*** P <0.001), los valores indican la significancia de
cada uno de los resultados. Los andlisis fueron realiza-
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Tabla 1. Evaluacidn caracteristicas mecanicas peliculas de fibroina. Los datos mostrados representan el promedio de 5
réplicas bioldgicas + DE.

Factor de .. Esfuerzo de|Elongacion
Esfuerzo Esfuerzo ala |Elongacion a . .
Temperatura| RupturaFr Maximo (MPa) | ruptura (MPa)| ruptura (%) fluencia oys|en fluencia,
(kN/m) P P ° (MPa) Lys (%)
25°C 19122776 | 289117 25,1109 344143 | 289+x11,7 | 334 +141
37°C 1576210121 256158 240174 202+225 | 256158 | 155x119

Esfuerzo vs Deformacion Fibroina 22°C

« Esfuerzo 1
Esfuerzo 2
« Esfuerzo 3

= Esfuerzo 4

MPa

Esfuerzo 5

mimymm

MPa

Esfuerzo vs Deformacién Fibroina 37°C

Esfuerzo 1
Esfuerzo 2
* Esfuerzo 3
= Esfuerzo 4
Esfuerzo 5

mm/mm

Figura 1. Evaluacion de la resistencia mecanica de peliculas de fibroina. A) Secciones de peliculas de fibroina sometidas
a tension mecanica (MPa) por area (mm/mm) a temperatura ambiente 22°C; B) Secciones de peliculas de fibroina so-

metidas a tensién mecanica MPa por area mm/mm a 37°C.

dos mediante el paquete de ofimatica de Microsoft,
Excel version 2017.

RESULTADOS

Produccion peliculas de fibroina

Las peliculas de fibroina expusieron caracteristicas de
transparencia, traslucidez y resistencia mecénica. Ade-
mds, mostraron caracteristicas de desprendimiento del
soporte de polipropileno donde fueron dispuestas.

Propiedades mecanicas de los soportes de fibroina
Segln los resultados obtenidos, las peliculas de fibroina
mostraron una mayor resistencia en términos de rigidez
a temperatura ambiente de 25°C, ya que se necesitd
mayor fuerza de esfuerzo para su ruptura que en el
caso de la evaluacién de este parametro a 37°C. Por
otro lado, el porcentaje de estiramiento antes de la de-
formacién de las probetas de ensayo fue mayor,
(34,4%) a temperatura ambiente en comparacion a una
temperatura de 37°C, el cual fue de (20,2%) (tabla 1).

La relacién entre el estado de esfuerzos inducido en
peliculas de fibroina por la aplicacién de una fuerza, y
su deformacion, fue representada graficamente. Se ob-
serva una curva tipica de la relaciéon entre esfuerzo
(MPa) y deformacion (mm/mm) de fragmentos de peli-
culas de fibroina a temperatura ambiente (22°C) y a
una temperatura de 37°C respectivamente (figura 1). El

médulo de elasticidad se calculé como la pendiente de
la region lineal de las curvas obtenidas, los resultados
promedio fueron de 157.91 MPa a para el biomaterial a
22°Cy de 245.34 para el biomaterial a 37°C.

Evaluacion de la estabilidad y caracterizacion fisico-
quimica y de los andamios de fibroina

Con el fin de verificar el nivel de estabilidad de los so-
portes de fibroina y su degradacién en condiciones de
cultivo. Las peliculas de fibroina regenerada fueron cul-
tivadas y evaluadas en el tiempo. Segun los resultados,
las peliculas de fibroina regenerada mostraron un incre-
mento en la liberacién de proteinas al medio circundan-
te; ya que se observd que la densidad 6ptica (OD) se
incrementé hasta 3 veces con respecto al control
(Medio de cultivo en ausencia de peliculas de fibroina).
La liberacion de péptidos y aminoacidos a partir de la
matriz logra estabilizarse a la cuarta semana ya que se
observa una reduccién en la OD (figura 2).

Caracterizacion ultraestructural por (MEB) y medicion
del angulo de contacto

La caracterizacion ultraestructural de las peliculas de
fibroina regenerada se realizé mediante la técnica de
Microscopia Electrénica de Barrido (MEB), seguin los
resultados, estas exhibieron estructuras rugosas distri-
buidas de forma aleatoria, la rugosidad solo fue visible a
partir de un aumento de 400X, haciéndose mas eviden-
tes a 1000X (figura 3 a-c). Se realizaron cortes trasversa-
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Figura 2. Estabilidad del soporte (peliculas de fibroina regenerada) en condiciones de cultivo. Los datos
mostrados representan la media de 3 réplicas bioldgicas + DE.
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Figura 3. Microscopia electrénica de Barrido (MEB) de peliculas de fibroina. Cortes de peliculas de fibroina fueron ob-
servadas a A) 50X; B) 400X y C) 1000X. Las imagenes corresponden a observaciones de la superficie de las peliculas.
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Figura 4. Microscopia electrénica de Barrido (MEB) de cortes
transversales de peliculas de fibroina. Se realizaron cortes trans-
versales de peliculas de fibroina con el fin de determinar el gro-
sor de estas. Para ello se realizaron 5 mediciones empleando el
software de analisis de imagenes Image J. Las imagenes fueron
observadas a 800X. Se muestra un acercamiento de la corteza
exterior de la pelicula de fibroina con una longitud de aproxima-
damente de 3,3 pM.

les de peliculas de fibroina para verificar, su grosor y
evaluar la eficacia del tratamiento para inducir laminas-B.

Segun los resultados, las peliculas presentan dos regio-
nes claramente definidas, una corteza externa de me-
nor longitud de aproximadamente 3,4 uM y una regién
interna de aproximadamente 30,1 uM (figura 4).

Los resultados obtenidos por andlisis de angulo de con-
tacto muestran que las peliculas de fibroina presentan
un angulo inferior de (44,5° £ 0,7) con respecto al an-
gulo que presenté una gota de agua en una superficie
hidréfoba (83,8° = 0,3) (figura 5). Bajos angulos de con-
tacto corresponden a mayor humectabilidad; la cual
generalmente indica que la superficie del material es
mas hidréfila, facilitando la adhesién y proliferaciéon
celular (Cwikelt et al., 2010)
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Figura 5. Angulo de contacto peliculas de fibroina. A) Control gota de agua sobre superficie hidréfoba; B) gota de
agua sobre pelicula de fibroina regenerada. La determinacion de los angulos de contacto corresponde a la media

de 5 mediciones independientes.
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Crecimiento de HDFn en los andamios de fibroina

El crecimiento celular no presento diferencias significati-
vas con respecto al control de crecimiento; se observa
una distribucién homogénea del crecimiento de los
fibroblastos humanos adheridos a la superficie de la
pelicula de fibroina. No hubo variacién en la morfologia
celular del crecimiento tanto en placas revestidas de
fibroina como en placas control. La citotoxicidad y el
recuento celular se realizaron a los 5, 10 y 15 dias de
cultivo. Como se observa en la figura 6, los porcentajes
de viabilidad celular oscilaron entre 90-95%, evaluada
por coloracion supra vital, azul de tripan, tanto para
fibroblastos control como fibroblastos crecidos en las
peliculas de fibroina.

Evaluacion de la interaccion de células con los bioma-
teriales fabricados de fibroina de seda

La adhesion y proliferacion temprana de las células a
los biomateriales son aspectos necesarios en todo pro-
ceso de regeneracion. Con el fin de observar el creci-
miento y los niveles de interaccién de los HDFn con las
matrices de fibroina, se tomaron microfotografias por

Crecimiento 10 Dias

(ooo <~ s

Figura 6. Crecimiento de HDFn en peliculas de fibroina. Fibroblastos fueron crecidos durante 5, 10 y 15 dias en placas
revestidas en presencia y/o ausencia de peliculas de fibroina. El conteo celular fue realizado en cdmara de Neubauer y
su viabilidad celular fue evaluada mediante la coloracion supra vital azul de tripan. Los datos mostrados representan la
media de 3 réplicas bioldgicas + DE. La significancia estadistica se evalud usando la prueba estadistica t-student de una
via (sin asterisco P> 0.05; *, P <0.1; **, P <0.01; ***, P <0.001

Crecimiento 15 dias
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MEB de fibroblastos crecidos durante 2 dias en pelicu-
las de fibroina. Como se observa en la figura 7, las célu-
las, presentan un crecimiento homogéneo en el area
del soporte, ademas estableciendo una fuerte interac-
cion con el soporte mediante la formacion de filopo-
dios (Hoffmann & Schifer, 2010) y la generacion de una
gran cantidad de matriz extracelular (figuras 7 C y D).

DISCUSION

El desarrollo de nuevos productos, especialmente com-
puestos de materiales biol6gicos como matrices desce-
lularizadas, colageno, alginato, entre otros estan sur-
giendo en los dltimos afos (Ki et al., 2012; Garreta et
al., 2017; Stark et al., 2006). Sin embargo, el desarrollo
de apésitos ideales para la curacion de heridas en teji-
do epitelial se encuentra todavia en progreso. La fibroi-
na es un polimero de proteina natural que ha sido apro-
bado para uso médico por la Administracion de Drogas
y Alimentos de los EE. UU (FDA) (Kundu et al., 2013;
Rockwood et al., 2011). La fibroina de seda es procesa-
da a partir de la seda cruda después de la eliminacién
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Figura 7. Micrografias electroénicas de fibroblastos dérmicos humanos neonatales. Peliculas
de fibroina fueron cultivadas con fibroblastos humanos y observadas por Microscopia Elec-
tronica de Barrido (MEB). Las peliculas de fibroina con células fueron fragmentadas (10-
20mm2) y observadas a A. 200X, B. 1300X, C. 5000X y D. 10.000X. En la figura D, la flecha
indica el establecimiento de matriz extracelular propia de la célula, sobre las peliculas de

fibroina.

de la cubertura exterior (sericina) que potencialmente
podria desencadenar una reaccién inmune (Aramwit et
al.,, 2009). La fibroina tiene caracteristicas de biocompa-
tibilidad, biodegradabilidad, notable resistencia mecani-
ca y baja inmunogenicidad. Por lo tanto, ha sido amplia-
mente utilizada en ingenieria de tejidos y aplicaciones
de medicina regenerativa tales como reconstruccion de
tejido Gseo, cartilago y curacion de heridas en tejido
cutaneo (Farokhi et al., 2018; Sheikh et al., 2015; Zhou
et al., 2017). Para su utilizacion en la regeneracion de
piel, debe cumplir con caracteristicas de transparencia y
resistencia mecanica que permitan una buena permea-
bilidad al oxigeno y vapor de agua (Gil et al., 2013).

Los hallazgos aqui mostrados evidencian que la meto-
dologia usada para la produccién de peliculas de fibroi-
na fue adecuada para generar peliculas con condicio-
nes de traslucidez y alta resistencia mecanica. Esta dlti-
ma caracteristica se verific6 mediante la evaluacion de
resistencia a la ruptura de las peliculas de fibroina a una
fuerza determinada; segun los resultados, las peliculas
de fibroina mostraron un comportamiento de un bioma-
terial termoplastico anisétropo, en el cual la elasticidad
se incrementa con el aumento de la temperatura y que
su comportamiento depende de la direccion en la cual

se aplica la fuerza. Kweon y Colaboradores, describie-
ron las caracteristicas mecanicas de peliculas de fibroina
y matrices de quitosano mostrando resultados similares
a los encontrados en este trabajo (Kweon et al., 2001).

La degradabilidad de los biomateriales de seda depen-
de de las caracteristicas morfolégicas, los modos de
procesamiento y el contenido de hojas-f (Drury & Moo-
ney, 2003; Kundu et al., 2013). La estructura de poro
de los materiales de seda, el peso del andamio regene-
rado y la composicién en contenido de hojas-§ afectan
su tasa de degradacion (Makaya, et al., 2009). Para veri-
ficar el nivel de estabilidad de las peliculas de fibroina
en el tiempo, se realizé la medicién de liberacién de
proteinas durante 4 semanas. Segun los resultados, se
observé un pico maximo de degradacion de las pelicu-
las de fibroina a los 21 dias de cultivo ya que se presen-
t6 el incremento en la liberacion de péptidos y aminoa-
cidos reflejados por el incremento de la densidad 6pti-
ca OD de 0,8. Idealmente, la tasa de degradacién del
andamio debe reflejar la tasa de regeneracién de tejido
sobre el cual este esta trabajando (Kojthung et al,
2008; Numata et al., 2010). La tasa de degradacion es
deseable para las diversas necesidades de regeneracién
tisular; por ejemplo, un andamio para procesos de rege-
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neracion 6sea requiere una tasa de degradacion lenta,
mientras que un andamio para la reparacion de tejido
dérmico requiere una degradacion mas rapida. (Lu et
al., 2011) muestran tasas de degradacién de peliculas
de fibroina tratadas y sin tratar con metanol para indu-
cir estructuras de lamina-§ con un tiempo de degrada-
cién similar a los resultados aqui mostrados. La estructu-
ra de lamina-p se consider6 como un factor critico que
estabilizaba la fibroina de seda en entornos acuosos,
pero las peliculas de seda, tratadas mediante metanol,
muestran propiedades de degradacion totalmente dife-
rentes incluso cuando las peliculas tienen contenidos
similares de ldmina-B. Para controlar el comportamiento
de degradacion, es necesario explorar los factores po-
tenciales que afectan su degradacion. Trabajos previos
han demostrado que las peliculas de seda tratadas con
metanol exhiben un aumento de casi 3 veces en conte-
nido de hoja-B en comparacién con las peliculas de
seda tratadas mediante el método de recocido con
agua (water annealing) (Lawrence et al., 2010). Por tan-
to, es importante entender como las propiedades del
material de la pelicula de seda cambian con respecto a
este cambio en contenido de hoja-B. Por ejemplo, este
tipo de informacion es importante para el disefio de un
dispositivo de seda destinado a aplicaciones in vivo. Al
comprender mejor como el agua influye en las propie-
dades de los materiales de seda, los métodos de proce-
samiento se pueden adaptar para diversas funciones.
Ademas, la organizacién de la estructura secundaria de
proteinas es importante para entender como la presen-
cia de solventes, como agua o metanol afecta al mate-
rial en forma de pelicula.

El porcentaje de porosidad de preparados de fibroina
se relaciona con el nivel de permeabilidad de las pelicu-
las que permita la difusién de metabolitos a través del
soporte. El promedio de porosidad de 5 peliculas de
fibroina fue de 51%, esto indica que el nivel de permea-
bilidad de las peliculas de fibroina ensayadas facilita el
intercambio de moléculas. De igual forma el porcentaje
de absorcién de agua de peliculas de fibroina fue supe-
rior de 95%, lo que indica el buen comportamiento de
la fibroina como soporte captador de moléculas de
agua o medio de cultivo. Solo unos pocos estudios se
han centrado en cémo la hidratacion afecta las propie-
dades del material de seda ya que las fibras nativas son
inherentemente  muy estables a la hidratacion
(Lawrence et al., 2010). Sin embargo, es importante
comprender mejor como las propiedades fisicas de
estos tipos de las peliculas de seda se alteran en am-
bientes hidratados. A medida que los usos de la fibroina
de seda se expanden, es importante comprender cémo
las propiedades del biomaterial cambian cuando se

introducen en condiciones ambientales especificas,
como, por ejemplo, el agua. La capacidad de absorcion
de agua y su retencién son factores importantes para
determinar la utilidad de los biomateriales.

Segun los resultados de caracterizacion de ultraestruc-
tura, las peliculas de fibroina, presentaron superficies
preferencialmente rugosas distribuidas de manera hete-
rogénea. Este hallazgo esta asociado con facilitar la ad-
herencia celular a la superficie del andamio. Se observa-
ron ademas 2 regiones definidas, las cuales podrian
estar relacionadas con el proceso de cristalizacién lleva-
do a cabo con el uso de metanol, el cual al parecer no
alcanza a penetrar completamente la pelicula y produ-
cir un efecto sobre toda la seccién trasversal de esta.
Este resultado puede asociarse con caracteristicas oclu-
sivas efectivas frente a microorganismos (Kunz et al.,
2016). Finalmente, la interacciéon entre las células y el
andamio depende de las propiedades fisicas y quimicas
del biomaterial como su topografia rugosidad, energia
superficial e hidrofilicidad. Los resultados evidencian
que las matrices de fibroina presentan caracteristicas
intrinsecas que podrian estar involucradas con facilitar
la adherencia celular.

Las células pueden adherirse, crecer y multiplicarse so-
bre el soporte, generar una matriz extracelular que re-
emplazara el soporte de fibroina regenerada permitien-
do consolidar un tejido con las caracteristicas estructu-
rales y bioguimicas del tejido natural. Ademas, con res-
pecto a la citotoxicidad, el soporte utilizado no afecté
de manera significativa el crecimiento celular mostran-
do resultados similares en términos de cantidad y mor-
fologia con respecto al control (cajas de cultivo sin re-
cubrimiento de peliculas de fibroina) luego de 15 dias
de crecimiento. Por lo tanto, los resultados obtenidos
sustentan la hipotesis que peliculas preparadas a partir
de fibroina poseen caracteristicas adecuadas para su
utilizacion como biomaterial, El hecho que las células
sembradas en el biomaterial hayan establecido una
fuerte interaccion y hallan proliferado con un alto grado
de cito compatibilidad por la generacién de estructuras
celulares denominadas filopodios (Hoffmann & Schifer,
2010) y lleven a cabo la deposicion de grandes cantida-
des de matriz extracelular, indica que el soporte de
fibroina regenerada serd reemplazado de manera efi-
ciente con la matriz extracelular propia de la célula so-
bre ella sembrada.

CONCLUSIONES

Se reporta la preparacion de andamios en forma de
peliculas de matriz extracelular de fibroina derivada de
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capullos del gusano de seda, Bombyx mori L. Los anda-
mios estudiados presentaron parametros adecuados en
angulo de contacto, porosidad, fuerza mecanica, degra-
dacion y capacidad de hinchazon; cumpliendo asi los
requisitos de un biomaterial apto para ser usado en
ingenieria de tejidos para el crecimiento, proliferacion y
mantenimiento células epiteliales. Los resultados de cito
compatibilidad y de microscopia electrénica de barrido
(MEB) del soporte de fibroina con células, lo catalogan
como un biomaterial prometedor en medicina regene-
rativa de tejidos dérmicos basada en ingenieria tisular
para el tratamiento de heridas crénicas y agudas al igual
que quemaduras de primero y segundo grado.
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