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Resumen

Introduccion. El proposito de este estudio fue la caracterizacion fisico-quimica de
andamios de cuticula de huevo de gallina descelularizada para futura
regeneracion 6sea en fisuras nasoalveolares de pacientes con labio y paladar
hendido.

Material y métodos. Se incluyeron 33 muestras de cuticulas de huevo de gallina
con periodos de incubacién de 10 y 18 dias. El grupo control (A1 y A2) sin
tratamiento de descelularizacion, fue comparado con los grupos (B1-B2, C1-C2,
D1-D2 y E) sometidos a tratamiento de descelularizaciéon con los distintos
protocolos (P1, P2 y P3). A todos los grupos se les realizaron pruebas
morfoldgicas con el microscopio electrénico de barrido (MEB) (JEOL JSM 7600F,
USA) para medir el tamafio de los poros, longitud y anchura de las fibras de las
cuticulas. La extraccion de proteinas y ADN se realizaron mediante electroforesis,
las pruebas de resistencia a la traccion se realizaron solo a cuticulas nativas sin
ningin tratamiento, con la maquina universal de pruebas (Instron serie 5567,
Bluehill 1, USA), la citotoxicidad se valord por medio de espectroscopia infrarroja
(IF-TR Bruker Tensor 27, USA) a cuticulas sometidas al P-3 y se compard con
grupo control.

Resultados y conclusion. Se concluye que el P-1 de descelularizacion fue el que
cumplio con las caracteristicas adecuadas para la utilizacion como andamio para
la futura regeneracién ésea de fisuras nasoalveolares en pacientes con labio y
paladar hendido

Palabras clave. Caracterizacion, Cuticula de huevo, Andamios, Fisura
nasoalveolar, Labio y paladar hendido.




Abstract

Introduction. The aim of this research was the physical and chemical
characterization of decellularized chicken egg shell membrane scaffolds for future
bone regeneration in nasoalveolar clefts of patients with cleft lip and palate.
Material and methods. Thirty-three samples of chicken egg cuticles were included
with incubation periods of 10 and 18 days. The control group (A1 and A2) without
decellularization treatment was compared with the groups (B1-B2, C1-C2, D1-D2
and E) subjected to decellularization treatment with the different protocols (P1, P2
and P3). Al groups were subjected to morphological tests with the
scanning electron microscopy (SEM) (JEOL JSM 7600F, USA) to measure the size
of the pores, length and width of the cuticle fibers. The removal of proteins and
DNA were made by electrophoresis, the tests of tensile strength were carried out
only to native cuticles without any treatment, with the universal testing machine
(Instron series 5567, Bluehill 1, USA), the cytotoxicity was assessed with IFTR (IF-
TR Bruker Tensor 27, USA) to cuticles subjected to P-3 and compared with control
group.

Results and conclusion. It is concluded that the P-1 of decellularization was the
one that fulfilled the characteristics suitable for the use as a scaffold for the future
bone regeneration of nasoalveolar clefts in patients with cleft lip and palate.
Keywords. Characterization, Egg shell membrane, Scaffold, Nasoalveolar cleft,
Cleft lip and palate.




l. Introduccién

El propdsito de este estudio fue la caracterizacion fisico-quimica de andamios
de cuticula de huevo de gallina descelularizada para futura regeneracion ésea en
fisuras nasoalveolares de pacientes con labio y paladar hendido. Los términos
ingeniera de tejidos y medicina regenerativa se incluyen en la palabra (TERM).
Las células son los componentes fundamentales del tejido, y los tejidos son la
unidad basica de la funcién en el cuerpo. Generalmente, grupos de células forman
y realizan sus propias estructuras de soporte, llamadas matriz extracelular. Esta
matriz, es un andamio que sirve de soporte para las células, también actia como
una estacion duplicadora para varias moléculas de sefalizacion. Por consiguiente,
las celulas reciben mensajes de muchas fuentes que se vuelven disponibles desde
el entorno local. Cada sefal puede iniciar una cadena de respuestas que
determinan qué le sucede a la célula. Al entender cémo responden las células
individuales a las sefiales, cémo interactiian con su entorno y cOmo se organizan
en los tejidos y organismos, se han podido manipular estos procesos para sanar
los tejidos dafiados o incluso crear nuevos. 122
Experimentaimente y para la aplicacién terapéutica, el proceso comienza con la
construccion de un andamio a partir de un amplio grupo de fuentes posibles,
desde proteinas hasta materiales poliméricos. Una vez que se crean los
andamios, se pueden introducir células con o sin un “coctel” de factores de
crecimiento. Si el entorno es adecuado, se desarrolla un tejido. En algunos casos,
las células, los andamios y los factores de crecimiento se mezclan todos al mismo
tiempo, para permitir que el tejido se forme. Este proceso ha sido utilizado para ia
bicingenieria de tejidos, por ejemplo: de corazén, higado, pulmon, rindn, entre
otros. Este enfoque ofrece grandes esperanzas para utilizar el andamiaje con el
tejido humano descartado durante una cirugia y combinarlo con las propias células
de un paciente para hacer érganos personalizados que no sean rechazados por el
sistema inmunolégico. 3
Estos nuevos productos requieren de la evaluacion de la seguridad del producto
segun las directrices de la Parte 5 de ISO / EN 10993-5, que describe métodos de
prueba para evaluar la citotoxicidad in vitro de dispositivos médicos.456
Es interesante observar que la membrana de cédscara de huevo se ha utilizado
como andamio para la regeneracién dsea mediante ingenieria de tejidos en
diferentes estudios, como el de Pillai y cols. en 2015 con excelentes resultados'”.
Esta membrana interna de cuticula de huevo tiene dos capas entre la clara de
huevo y la cascara de huevo. Contiene principalmente proteinas como el colageno
tipo I, V y X, glucosaminoglucanos, glicoproteinas, osteopontina y sialoproteina.
Tanto la membrana externa como la interna (figura 1 a y b) estédn compuestas por
fibras de proteinas entretejidas, mientras que la membrana interna es
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comparativamente mas gruesa y compacta. Esta permite intercambios gaseosos,
protege al embridén al igual que la membrana amnidtica humana al embridn
humano, especificamente desempefia un papel clave en la biomineralizacion de la
cascara de huevo, que solo toma menos de 24 horas y es el proceso de
biomineralizacién mas rapido que se ha conocido.”
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Figura 1. {(a) Corte longitudinal y (b) coronal de huevo de gallina para representar el
contenido interno. (Hincke 2012)

En las cuticulas de huevos incubadas se ha observado mayor cantidad de
proteinas que las cuticulas de huevo no incubadas, como la ovoalbumina,
ovomucoide, ovocleidina-116 y la lisozima, que son inherentes al proteoma del
huevo. Ademas de proteinas estructurales como queratina, colageno, decorina,
lumican y tropomiosina y proteinas del citoesqueleto, como actina, tubulina,
vimentina. También contienen enzimas similares como inhibidoras de la proteasas
y proteinas de sefializacion. Sin embargo, cuando son incubadas presentan varias
proteinas asociadas con la glucdlisis, carbohidratos, proteinas y metabolismos de
los acidos nucléicos.®

Es importante mencionar que la aplicacién de estos andamios de cuticula de
huevo pueden provocar reacciones alérgicas. La alergia al huevo de gallina es
considerada la segunda alergia alimentaria mas comin en los bebés y nifios
pequeios después de la leche de vaca. Un reciente metaandlisis de la prevalencia
de la alergia alimentaria estimé que la alergia al huevo afecta solo del 0.5% al
2.5% de los infantes®. Los datos de prevalencia de hipersensibilidad alimentaria en
America del Sur son escasos. La frecuencia de alergia alimentaria reportada en
las consultas medicas en Monterrey, México fue de 2.7%, con 51% de los
pacientes menores de 5 afios.>"°

Una de las soluciones mas importantes en el tratamiento de fisuras nasoalveolares
en pacientes con labio y paladar hendido, es el uso de factores de crecimiento,



apoyados por la ingenieria de tejidos, y ha utilizado ademéas la proteina
morfogenética para acelerar la regeneracion 6sea.

En la década de los 70's se hizo énfasis sobre la importancia en la reconstruccion
de las fisuras nasoalveolares «Injertos éseos en hendiduras alveolares y
palatinas» en pacientes con labio y paladar hendido por los cirujanos Boyne y
Sands en 1972, en donde se reafiran los conceptos de la reconstruccion de
fisuras nasoalveolares y se da a conocer una téchica que permite, entre otras
ventajas, un adecuado cierre del piso nasal debido a la diseccién de la mucosa
nasal de la bucal, asi mismo la aplicacién de un volumen mas considerable de
tejido 6seo logrando una mejor expectativa hacia los objetivos de los injertos
nasoalveolares.'1.12

A pesar de que se han encontrado en la literatura, diversos estudios sobre
regeneracion Osea en fisuras nasoalveolares en pacientes con labio y paladar
hendido, utilizando  proteina  morfogenética’'® e injertos  autélogos
primordialmente de cresta iliaca, no ha habido estudios referentes a utilizacién de
andamios en ingenieria de tejidos para reconstruccién de fisuras nasoalveolares.
El reto hoy en dia es construir andamios que mimeticen la complejidad de la
arquitectura de los tejidos. Por lo cual en esta investigacion se busca la fabricacién
de andamios ¢seos descelularizados como método para correccion de fisuras
nasoalveolares en pacientes con secuela de labio y paladar hendido.

Il. Materiales y métodos

Esta investigacion es de tipo experimental y comparativo. Fue realizado en
el Servicio de Biologia del Desarrollo del Hospital Infanti de México Federico
Gomez en colaboracion con el Departamento de Biologia Molecular del Instituto de
Quimica y el Laboratorio de Biomateriales Dentales de la Divisién de Estudios de
Posgrado e Investigacién de la Facultad de Odontoiogia, de la Universidad
Nacional Auténoma de México. Para poder extraer cuticulas con caracteristicas de
investigacion se inicié con la incubacién de los huevos de gallina, la obtencién de
las cuticulas y la descelularizacién. El universo de estudio consistié en 33
muestras. Se incluyeron como grupo control A1: que consistié de 4 cuticulas de
huevo de gallina con un periodo de incubacién de 10 dias sin tratamiento, grupo
A2: 4 cuticulas de huevo de gallina con un periodo de incubacién de 18 dias sin
tratamiento, grupo B1: 3 cuticulas de huevo de gallina con un periodo de
incubacion de 10 dias con el protocolo 1 de descelularizacién, el grupo B2: fueron
3 cuticulas de huevo de gallina con un periodo de incubacién de 18 dias con el
protocolo 1 de descelularizacion , el grupo C1: consisti6 en 3 muestras de
cuticulas de huevo de gallina con un periodo de incubacién de 10 dias con el
protocolo 2 de descelularizacién, el grupo C2: fueron 3 cuticulas de huevo de




gallina con un periodo de incubacién de 18 dias con el protocolo 2 de
descelularizacién, grupo D1: consistié en 4 cuticulas de huevo de gallina con un
periodo de incubacién de 10 dias con el protocolo 3 de descelularizacion y el
grupo D2: consistio de 4 cuticulas de huevo de gallina con un periodo de
incubacién de 18 dias con el protocolo 3 de descelularizacién.

Para el grupo E: las pruebas de resistencia a la traccion se realizaron con la
maquina universal de pruebas Instron serie 5567, Bluehill 1, USA {figura 2} para
observar la capacidad elastica y plastica de las cuticulas. Solo se incluyeron 5
cuticulas de huevo de gallina nativa de 30 mm de largo por 10 mm de ancho,
medidos con un vernier (Mitutoyo, Japan).

Figura 2. Vista frontal maquina universal
de pruebas (Instron serie 5567, Bluehill 1,
USA).

Para eliminar la mayor cantidad de proteinas de bajo peso molecular y dejar
solamente las que constituyen las fibras, se procedié a la descelularizacién. En
este estudio se utilizaron tres protocolos de descelularizacién, con la finalidad de
encontrar el método que garantice la remocién de material organico sin dafiar la
matriz extracelular, para que conserve sus propiedades mecénicas y bicldgicas
que la hagan apta para ser utilizada como un andamio bioldgico. Las membranas
se cortaron en pedazos de aproximadamente 15 mm lo mas regular que lo
permitic la muestra y se colocaron en cajas de Petri (Figura 3) de vidrio para ser
procesadas segun los protocolos que se describen eniseguida.




Figura 3. Fragmentos de cuticula de
huevo de gallina de aproximadamente 15
mm colocadas en cajas de Petri de vidrio
para ser descelularizadas.

El protocolo 1 (P-1) se realiz6 de acuerdo con lo reportado por Pilai y
colaboradores en 2017. Las muestras de cuticula de huevo de gallina se lavaron
durante 10 minutos a temperatura ambiente (TA) con 20 ml de PBS, sobre un
agitador orbital (100 rpm). Se retiré el PBS y se agregé isopropanol (20 mi/10
minutos/TA). Se eliminé el isopropanol y se lavé nuevamente con PBS (20 ml/10
minutos/TA). Las cajas Petri se destaparon y se colocaron dentro de una campana
de flujo laminar para la exposicion a luz ultravioleta durante 20 minutos.
Finalmente, se esterilizaron por autoclave (121°C/15 1b/20 minutos). Terminado el
tratamiento las membranas se colocaron en viales con agua destilada estéril para
su posterior analisis. '

El protocolo 2 (P-2) se realizé segun lo reportado por Gardin y colaboradores en
2015, las muestras de cuticulas se lavaron con PBS (20 ml/10 minutos/T A), se
retiré el PBS y las membranas se pasaron a tubos de polipropileno de 50 ml, se
agrego agua destilada y se realizaron 4 ciclos de choque térmico (16 horas a -
70°C/20 minutos a ebullicién), cambiando el agua destilada en cada ciclo.
Posterior al choque térmico, se realizd un lavado con Triton X-114 al 1% durante 8
horas a TA, seguido de un lavado con Tritén X-114 al 0.1% durante 16 horas a TA.
Finalmente 3 lavados con agua destilada para eliminar cualquier traza de
detergente.'s

El protocolo 3 (P-3) se realizé segln lo reportado por Mallis y colaboradores en
2017. Las cuticulas se lavaron con PBS (20 ml/10 minutos/TA) en cajas Petri.
Posteriormente se realizé un lavado buffer (CHAPS 8mM, NaCl 1M, y EDTA25
mM) en PBS (10 ml/22 horas/TA). Posteriormente se lavaron las cuticulas con
PBS (20 ml/10 minutos/TA) y se continud con un lavado en buffer (SDS1.8 mM,
NaCil M, y EDTA25 mM) en PBS (20 ml/22 hrs/TA). Para eliminar el detergente




residual, se realizaron 6 ciclos de lavado durante 2 dias con 20 ml de PBS.
Finalmente, las membranas se colocaron en viales con agua bidestilada.®

Todas las muestras fueron observadas mediante microscopio electrénico de
barrido (MEB JEOL JSM 7600F, USA) para el estudio de pruebas morfolégicas de
los andamios. El contenido de ADN se midi6 para pruebas de biocompatibilidad.
Se utilizaron fragmentos de cuticula sin tratamiento como grupo control y cuticulas
tratadas con cada protocolo de descelularizacién. La membrana se transfirié a un
microtubo Eppendorf de 1.5 ml, se agregé un buffer de extraccién Z (Tris-HCI 0.20
M, de NaCl 0.25M, EDTA 0.025 M y SDS 0.5%) 300 ul y se dejé a TA 10 minutos
agitando con vértex cada 3 minutos para permitir el rompimiento del tejido. Se
agregoé un volumen de Fenol-Cloroformo-Alcohol isoamilico (25:24:1) mezclando
con vortex y dejando en incubacién durante 10 minutos a TA, las muestras se
centrifugaron (10,000 x G/10 minutos/4°C) y el sobrenadante se traspasd a un
tubo nuevo, se agregé un volumen de isopropanol y se mezcld por inversion, se
dejo a temperatura ambiente durante 10 minutos y repitid el paso de
centrifugacion. La pastilla se lav6 con etanol al 70% procediendo a un nuevo paso
de centrifugacion, se eliminé el etanol residual por evaporacion a TA y el pellet se
disolvié con 30 ul de agua libre de ARNasas y ADNasas. Las muestras se
analizaron por un gel de agarosa al 1%, utilizando 10 ul de cada muestra, el gel se
tind con bromuro de etidio y se observé en un transiluminador con luz UV.

Para medir la cantidad de proteinas de alto y bajo peso molecular pre y post
tratamiento de descelularizacion, se utilizé un fragmento de cada una de las
muestras, la membrana se paso a un microtubo de 1.5 ml y se agregaron 300 ul
de buffer de extraccion (Tris — HCI 50 mM pH 8.0, Nacl 10 mM, 1 mM, DTT1mM,
SDS 1% vy dglicerol 5%). Las muestras se incubaron a 50°C durante 10 minutos y
posteriormente se sonicaron en un sonicador-misonix 3000 con pulsos de 10
segundos, por 6 ocasiones. El sobrenadante se separé por centrifugacién a
14,000 rpm/10 minutos a TA. Se midi6 la absorbancia a 280 nm para normalizar
las muestras a una misma absorbancia y se hizo una electroforesis en gel de
poliacrilamida al 15% para la observacion de proteinas, tifiendo el gel con reactivo
de Coomasie.

Las pruebas de espectroscopia infrarroja (IFTR) se realizaron para confirmar que
no hubiera presencia de elementos téxicos, se incluyeron 2 muestras control de
10 dias de incubacién y otra de 18 dias de incubacién. Estas Gltimas fueron
comparadas con 2 cuticulas de 10 y 18 dias de incubacidén, sometidas al
protocolo 3 de descelularizacion. Solamente se evalué la presencia de residuos
del protocolo 3 (P-3) de descelularizacion.

En la (tabla 1) se presenta la distribucién de las cutfculas sometidas a las
diferentes pruebas de acuerdo al tiempo de incubacién.
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Ill. Resultados

En las pruebas con el MEB se pudo observar que la cara intefna {codncavo)
de la cuticula de huevo de 10 dias de incubacién sin tratamiento de
descelularizacion (figura 4A), la membrana tiene diversas capas. Las fibras
presentan una superficie rugosa, se encuentran orientadas de forma aleatoria con
un grosor entre 1 a 5 um, la longitud de las fibras son largas, ios poros de
diferentes diametros, algunos pueden ir desde menos de 1 Um hasta 50 pm vy
sobre algunas de las fibras se observan nédulos orgénicos agrupados de 10 a 20
tm. En el lado externo {convexo) de la cuticula, se aprecia una superficie rugosa,
con diferentes estructuras globulares de 1 a 2 pm, no se observan poros en su
superficie y se encuentra mayormente mineralizada a diferencia de la capa interna
(figura 4B). El grosor de la cuticula podemos apreciar, como se encuentra formado
por toda la red de fibras que componen la cara interna de la cuticula, con un
grosor de 30 a 50 um (figura 4C).

En la cara interna de la cuticula de huevo sin tratamiento y 18 dias de incubacion,
observamos que las fibras se encuentran en capas, se disponen aleatoriamente y
tienen un grosor de 5 a 20 um, los poros se forman por el entrecruce de sus fibras,
con un tamafio de 1 a 35 um, son fibras largas y a lo largo de ellas se aprecian
pequenas estructuras giobulares color blanquecino de 1 a 2 um de diametro.
(figura 5A). En la cara externa se observa una superficie lisa, mineralizada y que
limita el entrelazado de fas fibras que componen el grosor de la cuticula (figura
5B). El grosor es de 40 pm y se compone de las diferentes capas de fibras de la
cara intema (figura 5C). La cara interna de la cuticula de 10 dias de incubacién
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con el protocolo 1 de descelularizacion (figura 6A) es una superficie irregular, con
las fibras dispuestas aleatoriamente en capas, son fibras largas, con un grosor de
1 a 50 pm, éstas presentan pocos nédulos blanquecinos en su superficie de 1 a 2
Hm y en algunas de sus fibras se observan placas organicas de color obscuro. El
entrecruce de estas fibras forman poros de 1 a 30 um. En la cara interna de la
cuticula de 18 dias de incubacion con el protocolo 1 de descelularizacion (figura
6B) se observan fibras muy simétricas tanto en longitud y grosor (2 a 6 um), estas
fibras forman varias capas y presentan nédulos blancos aislados a lo largo de las
superficies, los poros formados por el entrecruce de las fibras son de 1 a 50 Mm.
En la cuticula con 10 dias de incubacion sometida al protocolo 2 de
descelularizacion (figura 7A) observamos en su cara interna fibras largas con un
grosor de 2 a 10 um, algunas de sus fibras se encuentran fusionadas y se
distribuyen aleatoriamente formando placas, a lo largo de sus fibras se observan
nédulos blanquecinos bien delimitados de 0.5 a 5 Hm. Los poros formados por las
fibras son de 1 hasta 100 um. La cuticula de 18 dias de incubacién sometida al
protocolo 2 de descelularizacién (figura 7B) se observé que las fibras de la cara
interna tienen una superficie mas plana formando placas fusionadas y tienen
ciertos nédulos blangquecinos muy aislados de 1 a 3 um. Los poros formados por
las fibras son de 1 a 30 um. En algunas de sus fibras se observan grosores de 50
um y otras de 1 um. En la cara interna de la cuticula de 10 dias de incubacién
sometida al protocolo 3 de descelularizacion (figura 8A) observamos fibras de 1 a
40 um de grosor, se disponen aleatoriamente en capas. La superficie de las fibras
tiene tanto fibras cilindricas como fibras planas fusionadas, recubiertas por
multiples nédulos blanquecinos de .5 a 2 um. Estas fibras forman los poros, que
van de 1 a 50 um. La cuticula de 18 dias de incubacién con el protocolo 3 de
descelularizacion (figura 8B) contiene fibras largas, distribuidas aleatoriamente en
capas. La superficie de sus fibras son lisas casi en su totalidad, teniendo ciertos
nodulos blanquecinos aislados de 0.5 a 10 um de diametro. Son fibras de 1 a 10
Mm de grosor y estas forman poros de 1 a 100 um.

Sin tratamiento. 10 dias de incub

igura 4. A} Lado concavo de la membrana, B) Lado convexo, C) Grosor de membrana
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— Sin tratamiento.18 dias de incubacién

IBKkY XKNQO

Figura 5. A) Lado ¢éncavo de la membrana, B) L.ado convexo, C) Grosor de membrana

Con tratamiento. Protocolo 1 de descelularizacién

— Figura 6. A} 10 dias de incubacién, B) 18 dias de incubacién

Con tratamiento. Protocolo 2 de descelularizacién

— Figura 7. A) 10 dias de incubacién, B) 18 dias de incubacidn

Con tratamiento. Protocolo 3 de descelularizacion

Figura 8. A) 10 dias de incubacién, B} 18 dias e incubacidn
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La eficacia de los 3 protocolos utilizados para la descelularizacion de las
membranas de huevo se observé mediante el analisis del ADN gque permanece en
la membrana. EI ADN genémico es de alto peso molecular por lo que se debe
observar una banda por arriba de los 10,000 pares de bases (pb). En la figura 9A
se puede observar que se realizd una adecuada extraccion de material genético,
dado que en varias muestras se puede apreciar la banda de alto peso molecular.
En la muestra de 10 dias de incubacién sin tratamiento (S/T) no se observa una
banda de alto PM, sin embargo, se puede observar un barrido por debajo de los
300 pb, lo cual indicaria la presencia de ARN o bien el ADN se degradd. En las
muestras de 10 y 18 dias de incubacién tratadas con los P-2 y P-3 se observa la
presencia de una banda de alto peso molecular, lo cual es indicativo de ADN
genomico. Finalmente se observa que en las muestras tanto de 10 como de 18
dias de incubacion, sometidas al P-1 no se observa ninguna banda de alto peso
molecular y tampoco se observa el barrido por debajo de los 300 bp, lo que nos
indica que este protocolo logré eliminar la presencia de material genético en las
muestras.

A)

Figura 9. Observacién del contenido de ADN en diferentes
Mmuestras de membranas de huevo mediante un gel de agarosa.
A) se observa la presencia de ADN genémico en las muestras de 10
y 18 dias de incubacién tratadas con los protocolos  de
descelularizacion 2 y 3 (P-2 y P-3) asi como en la muesira de 18
dias de incubacién sin tratamiento (S/T). Las muestras tratadas con
el protocolo 1 (P-1) no contienen ADN genomico visible. B)
Marcador de peso molecular utilizado como referencia.

14




La presencia de proteinas en las membranas de huevo que fueron sometidas a
procesos de descelularizacion se observd mediante un gel de poliacrilamida al
15% en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). En la figura 10A, se observa
que se pudieron extraer proteinas tanto de alto peso molecular, por arriba de los
75 kDa asi como de bajo peso molecular, por debajo de los 25 kDa. Se observa
claramente la presencia de estas bandas en las muestras sin tratamiento (SMy
en las muestras tratadas con el protocolo 3 (P-3). Las proteinas de bajo peso
molecular no son visibles cuando las membranas se trataron con los protocolos 2
y 3, pero siguen siendo visibles las proteinas de alto peso molecular, lo cual es
indicativo que estos protocolos degradan las proteinas de bajo peso molecular.

Figura 10. Observacién de proteinas en SDS-PAGE. A) gel de
poliacrilamida al 15% tefiido con azul de Coomasie, se observan las
muestras de membranas con 10 y 18 dias de incubacién asi como las
muestras sin tratamiento (S/T) y tratadas con los protocolos de
descelularizacién 1, 2 y 3 (P-1, P-2 y P-3), es notoria la presencia de
proteinas de alto peso molecular, por arriba de los 75 KDa en todas las
muestras analizadas y de bajo peso molecular, por debajo de los 25 kDa en
las muestras S/T y tratadas con el P-3. B) Marcador de peso molecular que
se utilizé como referencia.

" En las pruebas de resistencia a la traccidn se obtuvieron los datos de las cuticulas

sin incubacion y ningun tratamiento de descelularizacion (nativas). Mostraron una
fuerza de 3.4 N, una tensién maxima promedio de 1.2 MPa y el médulo de
elasticidad promedio de 3.33 MPa.
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Figura 11. A) Se observa como las mordazas sujetan la cuticula de céscara de
huevo en su momento de ruptura. B) Carga y tensién maxima, médulo de

elasticidad.

De acuerdo al estudio de espectroscopia infrarroja (IFTR) utilizada para encontrar
residuos del detergente del P-3, se encontré que tanto la cuticula de 10 dias como
de 18 dias de incubacién presentaron residuos del detergente, a pesar de que se
realizaron 6 ciclos de lavados durante 2 dias con PBS (Figura 12). Por lo cual es
importante verificar que todos los elementos quimicos de los detergentes sean

eliminados.
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IV. Discusion

En los estudios que se realizaron con el MEB entre las cuticulas sin
tratamiento y las cuticulas sometidas a los 3 protocolos de descelularizacion
encontramos que las cuticulas sin tratamiento presentan mayor cantidad de
proteinas a lo largo de sus fibras, lo que pudiera impedir la proliferacién de células
mesenquimatosas. Sin embargo en las cuticulas con los diferentes protocolos de
descelularizacion se observaron menor cantidad de estas proteinas de bajo peso
molecular, coincidiendo con Pillai-2017, Gardin-2015 y Mallis-2017.14.15.16
Pudimos observar que las cuticulas con mayor periodo de incubacidn tenian
mayor cantidad de proteinas al igual que la anchura y grosor de sus fibras. Similar
a los hallazgos de Rath en 2016. El cual encontré que las cuticulas de huevo de
gallina incubadas contienen proteinas estructurales, entre las mas importantes:
queratina, colageno y proteinas del citoesqueleto. También aigunas otras
asociadas con la glucélisis y metabolismos de los &cidos nucléicos.”” Sj
comparamos los resultados del autor con lo que encontramos en nuestros
resultados de extraccién de proteinas, coincidimos en gue la mayor cantidad de
proteinas fueron de alto peso molecular en las cuticulas de 18 dias de incubacién
en los 3 protocolos de descelularizacién.
Pillai en 2017 mostré que las cuticulas colocadas en autoclave presentaban menor
cantidad de ADN gendmico que las cuticulas nativas sin ningun tratamiento, lo
cual coincide con nuestros hallazgos debido a que nuestras cuticulas sometidas al
P-1'* no presentaron ADN gendémico a diferencia de los protocolos  de
descelularizacion P-2 y P-3, que si presentaron. _
Por otra parte Kamegai y colaboradores en 2005 observaron queennifhosde3 a5
anos de edad la fuerza de masticacién media fue de 186.2 N en nifios y 203.4 N
en nifas, mientras que Maeda y colaboradores encontraron valores de 212.16 N
en este rango de edad. Para Rentes y colaboradores, el valor medio fue 213.17 N
en ninos de 3 a 5.5 afios de edad con oclusién normal. 181920
Nuestros resultados obtenidos en las pruebas mecanicas de resistencia ala
traccion, especificamente el médulo de elasticidad permite inferir gue las cuticulas
de gallina utilizadas en este estudio podrian ser utilizadas como andamios para la
futura regeneraciéon Gsea de fisuras nasoalveolares en pacientes con labio y
paladar hendido, tomando en cuenta que posteriormente se deben de realizar
pruebas de resistencia a los andamios dseos con cultivos celulares. A pesar de
que el tamafo de la muestra fue limitado ya tenemos un parametro de referencia
de la resistencia a la traccién Gnicamente de los andamios, pero es conveniente
crear una linea de investigacion para comparar las cuticulas ya cargadas con los
cultivos celulares.
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V. Conclusiones

1.

Todas las cuticulas de huevo de gallina presentaron poros y fibras de
tamarios y formas adecuadas para utilizarlas como andamio o soporte de
las células que se podran utilizar en la regeneracién ésea en pacientes con
labio y paladar hendido. Ademas el tamario de las fibras de las cuticulas de
18 dias de incubacién mostraron mayor grosor, fusiondndose y formando
placas.

De acuerdo a las caracteristicas fisicas de las cuticulas de huevo de gallina
sin tratamiento, se observé que presentaron mayor cantidad de proteinas
de bajo peso molecular, lo que no permiten el crecimiento adecuado célular
y pudieran provocar reacciones alérgicas en el paciente. Las cuticulas de
10 dias de incubacién presentaron ARN vy proteinas de aito y bajo peso
molecular y las cuticulas de 18 dias de incubacién presentaron ADN vy
proteinas de alto y bajo peso molecular.

Se descartd el (P-2) de descelularizacién debido a que el tiempo de
elaboracion era prolongado y ademés mostré alta cantidad de ADN y
proteinas de alto y bajo peso molecular.

Se descarté el (P-3) de descelularizacién debido a que fue el protocolo con
mayor cantidad de ADN gendmico y proteinas de alto y bajo peso
molecular.

Se realizaron las pruebas de resistencia a la traccién en cuticulas de huevo
de galiina nativas sin ningtn tratamiento, cuyo resultado fue de 300 gramos
de fuerza, suficiente para soportar la carga celular para la regeneracion de
tejidos.

De acuerdo a los resultados de espectroscopia infrarroja del (P-3),
consideramos importante verificar que no quede ningun residuo guimico
durante los procedimientos de descelularizacion, porque a pesar de que se
realicen muchos ciclos de lavado, no garantiza que se elimine el total de los
residuos de detergente. ,

Las cuticulas sometidas a tratamiento con isopropanol (P-1), fue el Gnico
tratamiento que no presento ADN gendmico y las proteinas fueron de alto
peso molecular, manteniendo su matriz extracelular. Ademas fue el
protocolo mas eficiente en cuanto a tiempo y sencillez de elaboracién. Por
lo que se sugiere utilizar este andamio con dicho protocolo.
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