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INTRODUCCION

Una de las funciones sustantivas de la universidad es la investigacion, tarea a
través de la cual la Universidad Auténoma de Querétaro asume el compromiso
de atender a algunas de las problematicas sociales mas apremiantes. Aunado a
lo anterior, la investigacion, al estar vinculada con la docencia y, en la mayoria
de los casos, con la vinculacion permite proporcionar a las y los estudiantes una
formacion integral.

Desde la Secretaria de Investigacion, Innovacion y Posgrado, a través de la
Direccion de Investigacion se propone la realizacion de acciones que
contribuyan a la formacion en investigacion de nuestro estudiantado, es por lo
anterior que afo con afio se organizan los Veranos de la Ciencia. Esta actividad,
consiste en una estancia de cinco semanas en donde las y los estudiantes
colaboran dentro de un proyecto de investigacion tutelado por una persona
investigadora de nuestra universidad, con el objetivo de acercarles a la ciencia,
formarlos en investigacion y despertar el interés por cursar un posgrado.

Los Veranos de la Ciencia se realizan en dos modalidades: el Verano de la
Ciencia UAQ, dirigido a estudiantes que cursan del quinto semestre en adelante
y el Verano de Introduccion a la Investigacion dirigido a estudiantes que cursan
del primero al cuarto semestre. Estos programas, en comparacion con otros
similares, es que en los realizados por nuestra institucion pueden participar
estudiantes de cualquier semestre y docentes de cualquier facultad, lo cual
amplia la oportunidad de formacion tanto para estudiantes como para
investigadoras e investigadores.

Es asi que, este afio celebramos la edicion numero 19° del Verano de
Introduccion a la Investigacion, en el que participaron 14 estudiantes
asesorados por 7 investigadores. En la presente compilacion presentamos el
producto final de cada uno de los participantes, el cual consiste en un informe
de actividades de la estancia con formato de articulo cientifico.
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Los trabajos presentados, ademas de que ejercitan a las y los estudiantes en la
escritura con fines de comunicacion académica, muestra el trabajo realizado y
los aprendizajes adquiridos. Cabe sefialar que todos trabajos fueron revisados y
avalados por las personas investigadoras que fungieron como anfitriones.

Agradecemos a las y los estudiantes, a las personas investigadoras por su
participacion e interés.

Deseamos que lo aprendido trascienda en la formacion personal y cientifica de
todas y todos.

Atentamente

“Educo en la Verdad y en el Honor”

Dr. Manuel Toledano Ayala
Secretario de Investigacion, Innovacion y Posgrado

Dra. Azucena de la Concepcion Ochoa Cervantes
Directora de Investigacion

VERANO DE LA CIENCIA




19° VERANO DE INTRODUCCION A LA
INVESTIGACION, UAQ

INDICE

Participantes

Proyecto

Angel Salvador Téllez Palma,
Rodrigo Veladzquez Castillo,
Néstor Méndez Lozano, Fabiola
Hernandez Rosas.

Andlisis estructural de nanofibras
de hidroxiapatita dopadas con
tierras raras y su relacion con sus
propiedades de emision de luz.

Devany Jhoana Serna Bueno,
Karen Janet Navarro Garcia,
Jorge Herrera Espinosa,
Isabela del Rocio Cano Galvan,
Miguel Bernardo Olvera
Rodriguez, Dra. Maria Carlota
Garcia Gutiérrez, Dra. Iza
Fernanda Pérez Ramirez, MIM.
Verdnica Hernandez Valle,
MIM. Eustolia Pedroza Vargas,
MCNH. Alejandra Torres
Narvaez.

Neuropatia diabética:
investigacion clinica y
neurodinamia.

Iglesias Heredia, Diego
Agustin, Veldzquez Castillo,
Rodrigo Rafael

Sintesis y caracterizacion de
hidroxiapatita dopada con
europio.

Elena Susana Vega Pérez,
Sofia Armada Hernandez, Dra.
Maria Carlota Garcia Gutiérrez,
Dra. Iza Fernanda Pérez
Ramirez, MIM. Verdnica
Hernandez Valle, MIM. Eustolia
Pedroza Vargas, MCNH.
Alejandra Torres Narvéaez.

Desarrollo de competencias en
técnicas inmunohistoquimicas
para la deteccion de neuropatia
diabética en etapa temprana.

Fernando Cardenas Gonzalez,
Hugo Jiménez Hernandez.

Uso de transformadas
morfoldgicas en compresion de
imagenes binarias.

VERANO DE LA CIENCIA




Hernandez Dimayuga, Francia
Abril, Diaz Martel, Aida
Guadalupe, Sanchez Tusie,
Ana Alicia.

Impacto de las especies
reactivas de oxigeno en la
motilidad y fertilidad masculina.

Isabela del Rocio Cano Galvan,
Karen Janet Navarro Garcia,
Jorge Herrera Espinosa,
Miguel Bernardo Olvera
Rodriguez, Dra. Maria Carlota
Garcia Gutiérrez, Dra. lza
Fernanda Pérez Ramirez, MIM.
Verdnica Hernandez Valle,
MIM. Eustolia Pedroza Vargas,
MCNH. Alejandra Torres
Narvaez.

Competencias en
inmunohistoquimica cutanea
para la deteccion temprana de
neuropatia diabética

Magos Trejo, Jesus, Cepero
Gonzélez, Maria de los
Angeles, Moreno Celis,
Ulisses.

Determinacion de la prevalencia
de resistencia a la insulina en
mujeres con sindrome de ovario
poliquistico.

Karen Janet Navarro Garcia,
Jorge Herrera Espinosa, Dra.
Maria Carlota Garcia Gutiérrez,
Dra. Iza Fernanda Pérez
Ramirez, MIM. Verénica
Hernandez Valle, MIM. Eustolia
Pedroza Vargas, MCNH.
Alejandra Torres Narvaez.

Evaluacién clinica integral de la
neuropatia diabética.

Camacho Landaverde Daniela
Pérez Reséndiz Luz Mariana
Escalona Villalpando Ricardo
Antonio Ledesma Garcia Janet,
Reséndiz Jaramillo Ariadna
Yaneli.

Biosensores potenciométricos
para la deteccion de iones
Cloruro y Potasio.

Hernandez Garcia, Maria Paola,
Diaz Martel, Aida Guadalupe,
Sanchez Tusie, Ana Alicia.

Impacto de especies reactivas de
oxigeno en fertilidad masculina.

VERANO DE LA CIENCIA




Ruth Andrea Pérez Rodriguez,
Rafaela Monje Torres.

El significado del amor en familia
de Anna Karenina y Madame
Bovary.

Sofia Armada Hernandez,
Yazmin Ximena Ramos
Bermudez, Elena Susana Vega
Pérez, Miguel Bernardo Olvera
Rodriguez, MIM. Verdnica
Hernandez Valle, MIM. Eustolia
Pedroza Vargas, Dra. Maria
Carlota Garcia Gutiérrez, Dra.
Iza Fernanda Pérez Ramirez,
MCNH. Alejandra Torres
Narvaez.

Neuropatia diabética:
Competencias para la deteccion
con inmunohistoquimica cutanea

VERANO DE LA CIENCIA




Analisis estructural de
nanofibras de
hidroxiapatita dopadas con
tierras raras y su relacion
con sus propiedades de

emision de luz.

Angel Salvador Téllez Palma, Rodrigo Veldzquez
Castillo, Néstor Méndez Lozano, Fabiola Hernandez

Rosas, UAQ facultad de ingenieria.
angels_astp@hotmail.com

Resumen.

Las nanofibras que se forman a partir de

hidroxiapatita (HAp) dopada con iones metalicos de
elementos pertenecientes a las tierras raras tales como
el europio (Eu*"), utilizando el método hidrotérmico
asistido por uso de microondas, son materiales de
interés por su similitud estructural con la del hueso
natural, una alta biocompatibilidad y la capacidad que
tienen para incorporar dopantes que modifiquen sus
propiedades.

La metodologia seguida permite obtener nanofibras
con alta pureza, cristalinidad y morfologia controlada,
que le otorgan una orientacion cristalina preferencial.
Usando acido glutdmico como un modulador que
favorece la formacion de fibras con superficies lisas y
bordes definidos, incorporando europio para dopar la
HAp, se logra que la red cristalina mejore sus
propiedades fotoluminiscentes; otros dopantes como
el magnesio (Mg?") muestran efectos en la
biocompatibilidad y activacion antimicrobiana.

La caracterizacion para este material dopado se
realizd mediante las técnicas de difraccion de rayos X
(XRD) y espectroscopia infrarroja (FTIR), todo con el
objetivo de confirmar la formacion de nanofibras con

diametros nanométricos ademas de la efectiva
incorporacion de los dopantes usados.

Con este procedimiento y andlisis se busca lograr
obtener una HAp dopada que se pueda usar como un
biomaterial multifuncionales para diferentes areas de
la ciencia, una de ellas de relevante importancia la
nanomedicina como medio para transporte y
liberacion controlada de farmacos, regeneracion 6sea
y dispositivos optoelectronicos.

Palabras clave:
Hidroxiapatita, dopante, nanofibras, hidrotérmico.
Introduccion.

La HAp es un biomaterial que se distingue
particularmente ~ por  su  biocompatibilidad,
bioactividad y su baja toxicidad, siendo ademas
notable la capacidad que tiene para admitir
sustituciones id6nicas en algunos sitios i0nicos y
catiénicos de las redes cristalinas. Son estas las
propiedades lo que las convierte en una plataforma
versatil para poder crear mas diversos biomateriales
multifuncionales, con propiedades que se pueden
ajustar a la aplicacion que se le busque dar. Entre las
formas de lograr sintetizar la HAp es el método
hidrotermal asistido por microondas (MAHM), el
cual ha tenido una especial relevancia al poder ofrecer
una transferencia de energia eficiente, control fino de
los parametros y tiempos de reaccion reducidos de
una manera dréstica, favoreciendo las fases puras y
morfolodgicas bien definidas.

A nivel cristalino, la HAp presenta de una estructura
hexagonal que permite sustituciones i6nicas tanto en
sitios de calcio (Ca?") como en donde se encuentran
los grupos fosfato (PO4>") e hidroxilo (OHY). Esto
brinda a la HAp de una capacidad de ser dopada, lo
que es una cualidad clave para poder modificar y
ampliar sus propiedades al poder incorporar iones
especificos en su red cristalina, esto hace posible
alterar sus pardmetros estructurales, mejorar su
estabilidad térmica, optimizar la respuesta mecénica o
incluso inducir nuevas funcionalidades al material
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como lo pueden ser propiedades Opticas , magnéticas
o antimicrobianas, permitiendo que el material tenga
una amplia variedad de usos en aplicaciones donde se
requiera de un biomaterial compatible para el uso
necesitado.

Uno de los hallazgos que resulto clave durante la
MAHM fue que con 4acido glutamico como
modulador para el crecimiento de la HAp, esta se
puede organizar en nanofibras con seccidn transversal
hexagonal y superficies lisas, asi formando agregados
ordenas como un haz de lapices. Es esta la morfologia
reproducible con orientacion cristalina preferencial la
que contrasta con los agregados irregulares de HAp
comercial, facilitando su estudio en relaciones
estructura-propiedad a escala nanométrica.

En los dopantes que se pueden usar para la HAp, estan
los iones de las tierras raras, los cuales han despertado
un gran interés al poder aportar propiedades Opticas
Uinicas, particularmente el Eu** es uno que activa las
propiedades luminiscentes y de los mas estudiados
por su capacidad de emitir luz intensa y de un color
definido en la regién roja del espectro visible
(permitiendo también el facil analisis de la HAp
dopada asi en medios como el FTIR).

El dopaje es una forma de ampliar atin mas las
funcionalidades que se le puede dar a la HAp,
teniendo por un lado la adicion de tierras raras como
lo es el Eu®" en sitios de calcio de la apatita,
conservando la fase HAp, esto induce el crecimiento
preferente a lo largo del eje cristalografico [001] y
habilita la capacidad fotoluminiscente con bandas
caracteristicas *Do — ’Fj, 1til para las bioimagenes y
rastreo de materiales implantables (en la emision roja en
aproximadamente 613 nm). Los analisis estructurales y de
la microestructura confirman una cristalinidad elevada en
la seccion hexagonal y con orientacion [001]; ademas de
mapa elemental EDS muestra de distribucion homogénea
de Eu** sin alguna fase secundaria, esto con evidencia de
una sustitucion preferencial en sitios de calcio [001].

El otro dopante para HAp, el Mg" mantiene una morfologia
fibrilar lograda por el método MAHM, con extremos
definidos, contando con separaciones laterales promedio

de 400 nm y longitudes que se encuentran en el rango de
20-30 pm, y a su vez introduce mejoras bifuncionales sin
necesidad de desordenar la estructura cristalina
prestablecida ni la organizacion jerarquica de las fibras (el
ensamble de nanofibras conforma una microfibra
hexagonal). La estabilidad morfologica obtenida por el
medio de este dopaje es crucial para poder desacoplar
efectos estructurales de los funcionales.

La evidencia que se obtuvo de literatura algo mas
reciente demuestra que el método MAHM mas la
implementacion de acido glutdmico permite sintetizar
nanofibras de HAp altamente cristalinas con una
orientaciéon controlada (superficies dominadas
principalmente por planos (300) ricos en calcio
alineados con [001]), facilitando esto la sustitucion
i6nica por Eu’" y a su vez la activacion de su respuesta
oOptica sin tener que comprometes su fase ni integridad
estructural. Correlacionar las variables de sintesis
(tiempo, potencia, composiciéon, dopante) con
parametros cristalograficos (tamafio de cristalita y
orientaciéon) y salidas funcionales (intensidad,
selectividad y sensibilidad fotoluminiscente) es
posible gracias a los marcos anteriores.

Objetivos.

El objetivo de este verano consistié de sintetizar
muestras base de HAp para su posterior dopaje con
algin elemento para cambiar las propiedades que
presenta la HAp por si sola y llevar a cabo un analisis
mediante uso de diferentes técnicas instrumentales
analizar como resulto el seguimiento de la
metodologia, asi como a su vez, tener varias muestras
preparadas para futuros usos que se le quieran dar a la
HAp una vez que los andlisis demuestren la calidad y
pureza con las que hayan resultado hechas.

Se busca esto para que uno como estudiante, aprenda
mas usos de técnicas tanto para sintetizar materiales
de métodos diferentes y a su vez que tipo de métodos
instrumentales sirven para analizar lo que se busca, ya
sea simplemente confirmar la formacion de la HAp
correctamente, o que el dopaje haya sido efectivo y
realmente haya causado un cambio en la HAp para



cambiar sus propiedades despendiendo el dopante en
uso.

Metodologia.

Para la realizacion de la sintesis de HAp dopadas con
iones de tierras raras se emplearon los siguientes
reactivos:

e Fosfato de potasio tribasico (K;HPOs).

e Acido glutamico (CsHoNOg).

e Hidroxido de potasio (KOH).

e Nitrato de calcio tetrahidratado (Ca(NO3); -
4H>0).

Se hizo una preparacion de dos soluciones precursoras
a partir de los 4 reactivos base.

La solucion 1, es una solucion catidnica, para la
preparacion de esta se tuvieron que disolver 4 gramos
de acido glutamico y 1.14 gramos de nitrato en agua
destilada y se aford hasta 300 mL.

En esta solucion el Ca(NOs), se disocia liberando
iones Ca®" y Nos". El 4cido glutdmico, por su parte al
estar en un medio ligeramente acido al inicio da pie a
formar complejos con los iones liberados por el calcio
mediante los grupos carboxilo (-COO"), lo que
posteriormente dejara modular la cristalizacion de la
HAp.

La mezcla se mantuvo a 40 °C en agitacion magnética
a 300 rpm durante 1 hora (donde los tultimos 10
minutos son esenciales, es el momento donde se
incorporard la segunda solucion).

La solucion 2, es una solucidon anidnica, para su
preparacion se disolvido 0.97 gramos de fosfato de
potasio y 0.73 gramos de hidréxido de potasio para
después aforar hasta 250 mL de agua destilada. La
mezcla se mantuvo igualmente e 40 °C, pero solo
durante 10 minutos.

En esta solucion la reaccion que ocurre se debe a que
el KoHPO4 proporciona iones HPO4* y el KOH
genera un medio alcalino, promoviendo asi la
conversion del ion HPO4* a el ion PO4*, que sera

usado para ser la especie activa que cause la
precipitacion de la HAp.

Una vez la solucion 2 este preparada y lista, se debe
agregar a la solucion 1 mientras sigue a 40 °C y
agitandose, se afiade esta segunda solucion en los
ultimos 10 minutos de agitacion sin bajar ninglin
parametro en la solucion 1, en este momento ocurre la
reaccion principal de precipitacion dada (ecuacion?)
por:

10Ca3* + 6P0;~ + 20H™ — Ca,,(P0,)¢(0H),
Ecuacion 1.

Es por la lenta adicion que se evita una nucleacion
descontrolada, permitiendo asi que el acido glutdmico
oriente el crecimiento cristalino hacia morfologias de
fibra. Es de gran importancia el uso de soluciones
catidnicas y anionicas por separado para prevenir
formacion inmediata de precipitados de estructura
amorfa y para controlar la etapa de nucleacion,
resultando en una obtencion de producto de mayor
pureza y cristalinidad como resultado final.

La mezcla resultante se transfiere a un horno sellado
donde se somete a tratamiento hidrotérmico asistido
por microondas a 170 °C y 80 bar, manteniendo
constante la potencia y composicion precursora. Este
método va a favorecer la cristalizacion réapida y
homogénea, ademas de una reduccion significativa en
el tiempo de sintesis con respecto a métodos de
sintesis hidrotérmicos més convencionales.

Tras las muestras salir del horno, el producto se deja
enfriar a temperatura ambiente y se filtra para quedar
solo el precipitado como un solido seco y blanco que
ya puede ser usado para su caracterizacion.

Para el procedimiento con dopaje se hacen
modificaciones a la sintesis de la HAp pura
(Ca,o(P04)6(OH),), en el punto de la preparacion de
las soluciones los cuales son los siguientes:

En la primera solucién (acido + nitrato) se afiade a la
solucién una cantidad calculada de nitrato de europio
o nitrato de magnesio, sustituyendo a los iones



liberados por el calcio (Ca*") en proporciones
controladas que se manejan <10% molar respecto al
calcio total.

Ahora como el calcio fue sustituido por nuevos iones
(Eu o Mg) se obtiene resultados diferentes con
respecto a la ecuacion1 donde ahora el Eu®* sustituye
parcialmente a Ca?>". Esto introduce emisores
responsables de la capacidad fotoluminiscente sin
tener que desestabilizar la estructura hexagonal
original de la HAp.

Por la parte del magnesio, su radio atomico mas
pequefio, de igual forma sustituye a el ion
Ca?’,provocando en este caso, algunas distorsiones
ligeras en la red que influyen en la cristalinidad y la
bioactividad sin alterar la morfologia obtenida.

Resultados.

Con las muestras ya preparadas para un analisis
mediante herramientas instrumentales, se opta por un
andlisis rapido y sencillo, siendo que las mejores
opciones para tener unos resultados aceptables son
XDR y FTIR.

En la difraccion de rayos X, se confirma que las
muestras sintetizadas corresponden a la fase cristalina
de la HAp (Figura 1.). En el patrén se observan picos
caracteristicos de esta estructura, 20 = 26°, 31.7°, 33°,
34° y 39.8° lo que corresponde a las reflexiones
(002), (211), (300), (202) y (310) respectivamente.

Intensity (au)

15 30 45 60
2 Theta (%)

Figura 1.

No se detecta de alguna fase secundaria como fosfato
tricalcico (B-TCP) o de algin oxido de calcio,
evidenciando asi una alta pureza en las muestras que
se obtuvieron. Las intensidades relativas indican aqui
una orientacion cristalina preferencial, posiblemente
fue favorecida por la accion del 4cido glutdmico como
el agente modulador y el efecto que tuvieron los
dopantes sobre el crecimiento cristalino.

El espectro FTIR (Figura 2), se muestran las bandas
tipicas de la HAp, se marca por las vibraciones de
los grupos fosfato (PO4>) se evidencias entre los
560-603 cm™ (flexién O-P-O) y entre 1020-1100 cm®
! (estiramiento asimetrico P-O).

La banda en 3570 cm™ corresponde al estiramiento
del grupo hidroxilo, mientras que en la sefial de
alrededor de los 630 cm™' se asocia a la flexion
libracional del mismo grupo.

Se observan picos débiles entre los puntos 1410-
1460 cm™! los cuales se asignan a los grupos
carbonato (CO3%") incorporados por sustitucion
parcial en los sitios fosfato, por una posible
interaccion con COz en el ambiente durante el
procesado.

No se puede apreciar algun desplazamiento
significativo en las posiciones de las bandas respecto
a la HAp pura, lo que sugiere que la sustitucion
parcial por Eu*"y Mg?" no altera de una manera tan



notoria y sustancial la estructura fundamental aunque
si logre modificar la intensidad de sefales debido a
el nuevo cambio en sus simetria local.

> PO’
c) OH co’ PR on [

Transmitance [a.u.]

T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1600 1000 500

Wavenumber [em']

Figura 2.

Discusion y conclusiones.

Este proyecto de verano se pudo dar por una
constancia y cierto seguimiento dado durante los
semestres de la carrera, al poder dar una demostracion
practica de como es que se dan reacciones que en
clase se escuchan normalmente como cristalizacion,
por ejemplo, fue un trabajo interesante, que permite
que vea a futuro lo que la HAp puede seguir
ofreciendo principalmente como biomaterial, siendo
esta una caracteristica que estoy muy dispuesto a
aprovechar en algun futuro cercano.
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Resumen

El presente reporte expone el marco de estudio
sobre el aprendizaje orientado al desarrollo de
competencias clinicas y técnicas de neurodinamia.
Se realizd una revision sisteméatica sobre la

Diabetes Mellitus tipo 1 (DM1) y tipo 2 (DM2), los
mecanismos de accion que se ven involucrados, el campo
de aplicacion de distintas evaluaciones dentro de la
neuropatia diabética (NPD) y como se incorpora la
neurodinamia para un mejor tratamiento terapéutico, esto
con el fin de llegar comprender la trayectoria de la
Diabetes Mellitus (DM) desde procesos biologicos y con
enfoque a la neuropatia.

Durante este estudio, se fortalecio el uso y andlisis de
escalas clinicas, la interpretacion de signos y sintomas
clinicos relacionados con la neuropatia y el desarrollo de
trabajos visuales educativos, analisis de informacion y
pensamiento cientifico.

Lo cual es de utilidad para evaluar candidatos al
tratamiento con neurodinamia durante la practica clinica
y en proximos proyectos.

Summary

The present report outlines the study framework of
learning oriented toward the development of clinical
skills and neurodynamic techniques. A systematic
review of Type 1 and Type 2 Diabetes Mellitus was
accomplished, analyzing the underlying mechanisms of
action, the applications of different evaluations within
diabetic neuropathy, and how neurodynamics are
incorporated to improve therapeutic treatment. In order
to understand Diabetes Mellitus (DM) through its
biological processes, the study focused specifically on
neuropathy. Throughout this work, knowledge regarding
the use and analysis of clinical scales was reinforced, as
well as the interpretation of clinical signs and symptoms
related to neuropathy, and the development of
educational visual materials, information analysis, and
scientific thinking. This framework is useful for
evaluating candidates for treatment with neurodynamics
during clinical practice and in future projects.
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Introduccion

Segun Jiménez-Castillo, Martinez-Bravo y Anaya-
Escamilla (2023), la neuropatia diabética
representa una de las complicaciones mas
prevalentes de la diabetes mellitus, con una
fisiopatologia que involucra tanto dafio periférico
como sensibilizacion central. Su aparicion se
relaciona con niveles altos de glucosa en sangre de
manera persistente (hiperglucemia), comunes en la
DM1y DM2.

En la DM1, la destruccion autoinmune de las
células P pancreaticas genera una deficiencia
absoluta de insulina, lo que favorece un descontrol
glucémico sostenido si no se trata adecuadamente
(Conget, 2002). Por su parte la DM2 es una
enfermedad cronica en cual destaca la resistencia
de insulina y una secrecidbn pancreéatica
insuficiente, lo que genera hiperglucemia
sostenida y riesgo de complicaciones metabdlicas
y vasculares (American Diabetes Association, s.f.).

La valoracion de NDP es relevante para una
orientacion en el diagnostico clinico y tratamiento
terapéutico, esta investigacion nos permite analizar
estrategias de evaluacion funcional y la
neurodinamia aplicada, el reporte manifiesta la
presentacion de protocolos para la identificacion
de la neuropatia diabética, el uso de distintas
evaluaciones clinicas como Toronto es utilizada de
primera instancia para examinar la sintomatologia
en pacientes con DM1 o DM2, Cuestionario DN4
utilizado cuando el paciente refiere dolor con
caracteristicas neuropaticas y Escala de Gravedad
de Michigan (MNSI) herramienta empleada a largo
tiempo para monitoreo clinico continuo revisando
la sintomatologia.

Objetivo general

Aplicar estrategias de evaluacion neurodinamica y
fortalecer competencias clinicas, éticas y cientificas
mediante una experiencia formativa basada en
investigacion con pacientes con neuropatias asociadas a
diabetes mellitus.

Objetivos especificos

I) Identificar y seleccionar evidencia sobre neurodinamia
como intervencion en neuropatia diabética.

I1) Identificar y justificar pruebas clinicas para
neuropatia diabética, integrando criterios diagndsticos
basados en evidencia.

I11) Aplicar lectura critica de literatura cientifica sobre
neuropatia diabética para su traducciéon al abordaje
fisioterapéutico.

IV) Disefiar material gréfico y educativo actualizado
sobre diabetes y neuropatia para fortalecer la
comunicacion clinica.

Metodologia

A fin de abordar la complejidad de la neuropatia
diabética y la neurodinamia, se implement6 una
metodologia que integra comprension tedrica y refuerzo
de habilidades préacticas con criterios éticos y cientificos.
La basgueda bibliografica se realiz6 en PubMed, Sci-
hub, PEDro y MEDIine. (I) Evaluacion de técnicas
neurodinamicas: se analiz6 la literatura sobre
neurodinamia como tratamiento terapéutico en
neuropatia diabética, organizando pautas de aplicacion
(criterios de inicio, progresion y suspension) vy
consideraciones de seguridad. (1) Manejo de escalas
clinicas: se identificaron y compararon pruebas/escalas
clinicas segun su eficacia y aplicabilidad, elaborando un
diagrama de comparacion con los items que las
componen y su uso en pacientes con enfermedades
metabdlicas. (I11) Integracion tedrica y lectura critica: se
analizaron investigaciones y se identificaron diferencias
entre DM1y DM2, generando un cuadro comparativo de
signos y sintomas tempranos y tardios e incluyendo su
fisiopatologia. (IV) Recopilacion y divulgacion: se



elabor6 material educativo para pacientes con
neuropatia diabética. Este enfoque vinculd la
evidencia cientifica con la practica clinica,
fortaleciendo la toma de decisiones terapéuticas y
la educacion del paciente.

Resultados

() Neurodinamia: se identificaron y seleccionaron
técnicas de movilizacion neural (NM) y se
describieron sus efectos reportados, orientados a
restablecer el equilibrio dindmico entre el
movimiento de los tejidos neurales y su mecanica,
reduciendo sintomas clinicos; entre los principales
efectos se sefialaron la mejora de la conduccion
nerviosa y del riego sanguineo (Cuenca-Martinez
et al., 2022). En la neuropatia diabética se observd
mayor sensibilidad y rigidez neural con dolor y
limitacion funcional; por ello, la NM favorecid la
recuperacion del deslizamiento nervioso dentro de
sus tejidos y vainas, beneficiando la conduccion y
modulando el dolor.

Tabla 1: Analisis comparativo de escalas clinicas

Sensibilidad Especificidad

Criterio

Escala de
Toronto

Escala de
Gravedad de
Michigan
(MNSI)

Alta. Rapiday Muy alta. Solo 10
Requiere sencilla, items, rdpido y
evaluacion puede ser autoadministrable.
clinica aplicada por

detallada. personal no

especialista.

Cuestionario DN4

Facilidad de
aplicacién

Moderada. Alta (80-90%)  Alta (80-90%)

Utilidad clinica Altaenla Variable
identificacién de (aprox. 70-

dolor i 80%)

Altaen el
tamizaje de

Alta para el
diagnéstico y

Variable (aprox.
70-80%)

P
dela diabética.
neuropatia

periférica.

Recomendado  Util en

en entornos atencion
clinicos y de primaria
investigacion para cribado
por su inicial.
objetividad.

Recomendado en
clinica de dolor y
neurologia.

Recomendaciones
de uso

Muy alta
(>80%)

Alta (80%)

Elaboracion conjunta de Devany Jhoana Serna
Bueno, Miguel Bernardo Olvera Rodriguez,
Isabela del Rocio Cano Galvan, 2025. Con base en
Bouhassira, D., Attal, N., Alchaar, H., Boureau, F.,
Brochet, B., Bruxelle, J.,, et al. (2005), Ali
Moghtaderi, Alireza Bakhshipour y Homayra
Rashidi (2006), Bril, V., Tomioka, S., Buchanan,

R. A., Perkins, B. A., & the mTCNS Study Group (2009).

(1) Escalas clinicas: se realizd una revision para la
recopilacion de informacion de tres escalas cominmente
utilizadas en la evaluacion de la neuropatia diabética por
enfermedades metabodlicas, detalladas en la Tabla 1. La
Toronto mostro alta sensibilidad y especificidad, aunque
requiere mayor tiempo clinico; la MNSI resulté idonea
para tamizaje rapido en consulta externa; y la DN4
permitié identificar con precision el componente
neuropatico, confirmando mejor los casos de dolor
neuropatico.

(111) DM1 vs DM2: se elaboré un cuadro comparativo a
partir de diversas fuentes, integrando sintomatologia y
aspectos fisiopatoldgicos relevantes, como se muestra en
la Tabla 2; la DM1 se caracteriz6 por inicio agudo,
dependencia de insulina, mayor sintomatologia y
deficiencia de péptido C, mientras que la DM2 fue de
progresion lenta y se asocio a sobrepeso y triglicéridos
elevados.

Tabla 2: Similitud de signos y sintomas de la DM1 y
DM2

_ OU et Meltus o ) 02 abets Neltus o2

Aiento cetsico. ielseca y enrojecida. hiperglucemia.
presencis de glucosay cusrpos cetbalcos en orina

SIGNOS TEMPRANOS ioaded
disipidenta diabética.

(iceras, retinopatia diabética. Nelropatia diabética, Neuropata diabética,
[

SIGNOS TARDIOS

SINTOMAS TEMPRANOS

SINTOMAS TARDIOS

FISIOPATOLOGIA

Elaboracion conjunta de Devany Jhoana Serna Bueno,
Miguel Bernardo Olvera Rodriguez, Isabela del Rocio
Cano Galvan, 2025. Con base en A. A., Zhang, W. X., &
Sugimoto, K. (2001). Organizacion Panamericana de la
Salud (2020), p. 12.



(IV) Material educativo: se elaboré un triptico
(Figura 1) que introdujo la neuropatia diabética, su
fisiopatologia, el diagnostico clinico y la
importancia de su evaluacion; se redactd en
lenguaje sencillo y de facil comprension para
pacientes y  acompafantes, fortaleciendo
habilidades de redaccién y comunicacion.

A)
NEVIROPATIA :
“ : : PELA
NEWROPATLA
DIAGETL(A? _

:Sabias que?

L

Cuando los
nervios callan,
los sintomas
hablan

MATERIAL EDUCATIVO / ND

REFERENCIA

VERANO DE L

Core 3o Aidecte

iber aué e5 wipertante
@ atenderla?

Alpicaierle
respsfoslin Aishyficns

La

éDe qué se ayuda para

evaluarla?

Figura 1: Triptico educativo de la Neuropatia
Diabética

A) Neuropatia Diabética; B) Identificacion,
abordaje clinico y fisiopatologico. Elaboracion
conjunta de Devany Jhoana Serna Bueno, Miguel
Bernardo Olvera Rodriguez,lsabela del Rocio

Cano Galvan 2025. Con base en Chapple, B. (s.f.).
Diabetes UK, Jiménez-Castillo, G. A., Martinez-Bravo,
L. E., & Anaya Escamilla, A. (2023), Guillén-Nufiez, M.
R., et al. (2023), Diabetes UK (s.f.). Type 2 diabetes.

Discusiones y Conclusiones

El andlisis de la informacion y la literatura presento
elementos clave para trasladar el aprendizaje al campo
fisioterapéutico en futuras practicas clinicas de DM1 y
DM2, a partir de la identificacion de los signos y
sintomas de la neuropatia diabética. Se evidencio6 que la
aplicacion de técnicas neurodindmicas, junto con el uso
de escalas clinicas, aportaran en el desarrollo de
habilidades y experiencia practica.

En conclusion, el manejo y la integracién de escalas
clinicas y de técnicas bésicas de neurodinamia permitiran
contribuir en la préactica clinica futura. Ademas, su
divulgacion permitié el desarrollo de competencias
profesionales y abrié camino a futuras investigaciones
dentro de esta area, con potencial de aplicacién en
contextos clinicos y académicos.
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Resumen

En este trabajo primero se sintetizé hidroxiapatita
(HAp) pura y dopada con europio al 2 % mediante una
ruta asistida por microondas. La caracterizacion se
llevd a cabo con difraccion de rayos X (XRD) y
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier
(FTIR). Los resultados mostraron que ambas
muestras conservaron la fase cristalina hexagonal
caracteristica de la hidroxiapatita, sin evidenciar
formacion de fases secundarias. En la muestra dopada
se observaron ligeras variaciones en la intensidad y
ensanchamiento de algunos picos, atribuibles a la
sustitucion parcial de Ca** por Eu*'. Asimismo, el
FTIR confirmo la presencia de los grupos funcionales

tipicos, con un incremento en la intensidad de la

banda de OH™ en la hidroxiapatita dopada. Estos
hallazgos confirman que el dopaje con europio
estabilidad

mantiene la estructural de la

hidroxiapatita.

Palabras clave: Hidroxiapatita, Europio, Dopaje,

XRD, FTIR.

Abstract

In this work, pure hydroxyapatite (HAp) and
(2%)

synthesized using a microwave-assisted

europium-doped  hydroxyapatite were
route.
Characterization was performed through X-ray
diffraction (XRD) and Fourier-transform infrared
spectroscopy (FTIR). The results confirmed that both
samples retained the characteristic hexagonal
crystalline phase of hydroxyapatite, without evidence
of secondary phase formation. The doped sample
exhibited slight variations in peak intensity and
broadening, attributed to the partial substitution of
Ca*" by Eu*'. Additionally, FTIR spectra confirmed
the presence of typical functional groups, with an
increase in the OH™ band intensity in the doped
hydroxyapatite. These findings demonstrate that
europium doping preserves the structural stability of

hydroxyapatite

Keywords:
XRD, FTIR.

Hydroxyapatite, Europium, Doping,

1. Introduccion
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La hidroxiapatita (HAp), es un fosfato calcico
cristalino cuya formula quimica es Caio(PO4)s(OH)2,
es un constituye principal componente mineral de
huesos y dientes. Tiene una estructura hexagonal lo
que le otorga una alta biocompatibilidad y la convierte
en un material clave en aplicaciones médicas como
0seos, recubrimientos de

pueden ser injertos

implantes o en la regeneracion de tejidos.

En el organismo, la hidroxiapatita se encuentra
intimamente asociada a fibras de colageno, aportando
rigidez y resistencia mecénica, mientras que su matriz
organica otorga cierta elasticidad. Ademas de su
origen bioldgico, se puede obtener por sintesis
quimica o a partir de residuos naturales como huesos
animales, lo que reduce el impacto ambiental y
mantiene propiedades compatibles con el tejido 6seo

humano.

Su relevancia no se limita al area médica ya que hay
investigaciones en donde se explora su uso en
remediaciéon ambiental, liberacion controlada de
farmacos o como soporte para ingenieria de tejidos.
La versatilidad de la HAp radica en su similitud

quimica con el mineral 6seo natural, lo que favorece

la osteointegracion y minimiza reacciones adversas.

2. Objetivos

e Sintesis de hidroxiapatita para su posterior
dopamiento con elementos de tierras raras
(Europio) para un anélisis de propiedades y

estructura.

3. Metodologia

Para la sintesis de la hidroxiapatita se utilizaron los

siguientes reactivos:

e Fosfato de Potasio

e Hidréxido de Potasio
e Nitrato de Calcio

e Acido Glutamico

e Nitrato de Europio

Nitrato

de
Calcio

'f// -\\

llmol

Hortmdo
G Fosuode
oo Potasio

(e

(_rx=m @) W50, 0 mnl )
Preparacién inicial Preparacién de segunda mezcla Mezcla y homogeneizacién
80°C,1h 40°C, 10 min 80°C, 10 min
N 4

SR ™

Filtracién
24 h de reposo

Sintesis térmica

170°C, 45 min Polvos de hidroxiapatita

tiempo de calentamiento, 10 min

Figura 1. Proceso de sintesis.

1. Para realizar la sintesis de la hidroxiapatita
pura se sigui6 la metodologia mostrada en la
figura 1. Se prepararon dos soluciones base
que posteriormente se mezclaron y se
colocaron en un horno microondas.

2. Para la primera solucion, se colocaron 4.0097
gramos de acido glutdmico y 1.1492 gramos
de nitrato de calcio en 300 mL de agua, y la
mezcla se agitd en una parrilla a 40 °C durante
60 minutos.

3. Para la segunda solucion, se disolvieron

0.9704 gramos de fosfato de potasio y 0.7759

gramos de hidroxido de potasio en 100 mL de



agua, y la mezcla se agit6 en una parrilla a 40
°C durante 10 minutos.

4. Una vez obtenidas ambas soluciones, se
mezclaron en un vaso de precipitados y se
agitaron. La solucion resultante se transfirio a
viales de vidrio, los cuales se colocaron en un
horno con un tiempo de calentamiento de 10
minutos para alcanzar la temperatura de
reaccion de 170 °C. Una vez alcanzada, los
viales se mantuvieron en esas condiciones
durante 45 minutos.

5. Finalizado el proceso, el contenido se vacio en
un papel filtro y se dejo reposar durante 24
horas. Posteriormente se raspo el polvo de
hidroxiapatita del papel filtro y se coloco en
tubos Eppendorf.

6. Paralasintesis de la hidroxiapatita dopada con
europio, se sintetizo de la misma manera, pero
se prepar6 una tercera solucion en 10 mL de
agua destilada con 0.058 gramos de Nitrato de
Europio que se afiadio en el ultimo paso de la

sintesis para obtener el 2 % de concentracion.

Una vez obtenida la hidroxiapatita dopada y pura, se

caracterizO con espectroscopia infrarroja por

transformada de Fourier (FTIR) y Difraccion de

Rayos X (XRD).

4. Resultados
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Figura 2. Resultados de XRD

La Figura 2 se muestran los difractogramas de
hidroxiapatita pura (HAp) y de la muestra dopada con
el 2% de europio (Eu2HAp). En los dos casos se
identificaron los picos caracteristicos de la fase de
hidroxiapatita, correspondientes a los planos (100),
(200), (211), (300), (130) y (140). Para la muestra
Eu2HAp, ademés de la fase principal de HAp, se
detect6 una sefial secundaria que se puede atribuir a el

fosfato de potasio (KsPOs).
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Figura 3. Resultado de espectroscopia infrarroja por transformada de

Fourier.

En la Figura 3 se presentan los espectros FTIR de
HAp pura y Eu2ZHAp. Ambos muestran las bandas
caracteristicas de la hidroxiapatita, los grupos fosfato
(PO+#*) en 1076 y 1046 cm™, y los modos de flexion
triple degenerado en 584 y 610 cm™'. También se
observa una banda ancha entre 3200 y 3600 cm ™ que
puede ser asociada a la vibracion de los grupos
hidroxilo (OH"). En la muestra Eu2HAp la banda

correspondiente al grupo OH™ aparece mas intensa.
5. Discusion

El difractograma de Rayos X muestra que la
hidroxiapatita dopada con europio conserva la fase
cristalina hexagonal caracteristica al igual que la
muestra pura. No aparecen picos nuevos lo que nos
indica que no se han formado fases secundarias y que

la estructura principal permanece intacta.

Solo se observaron ligeras variaciones en la
intensidad y el ensanchamiento de algunos picos en la
muestra con europio, que se pueden atribuir a
pequefios esfuerzos internos en la red cristalina. Estos
esfuerzos surgen al sustituirse parcialmente Ca** por

Eu3+

Por otro lado, los espectros FTIR de ambas muestras
muestran las sefales tipicas de hidroxiapatita,
confirmando que la estructura fundamental se
conserva tras el dopaje. Sin embargo, en EuZHAp se
observa un ensanchamiento en la banda de
estiramiento (1046 cm™), lo que indica una pérdida
parcial de simetria cristalina. Ademas de que la mayor
intensidad de la banda OH™ sugiere que los iones Eu**
se incorporan preferentemente en los sitios del Ca2+

de la red a lo largo de la direccion [001].
6. Conclusion

Primero se logro sintetizar la hidroxiapatita pura y
dopada con europio al 2 %, después se realizd la
caracterizacion lo que nos confirmé en ambos casos
la formacion de la fase cristalina hexagonal

caracteristica.

Ademas, los analisis de XRD mostraron que la
estructura principal de la hidroxiapatita se conserva
tras el dopaje, sin formacién de fases secundarias,
aunque con ligeras variaciones en la intensidad y
anchura de los picos, atribuibles a la sustitucion

parcial de Ca?" por Eu*".



Por su parte, los espectros FTIR confirmaron la
preservacion de los grupos funcionales tipicos de la
hidroxiapatita, con un incremento en la intensidad de
la banda de OH™ en la muestra dopada, lo que sugiere
la incorporacion efectiva del europio en la red

cristalina.

Estos resultados nos indican que el dopaje con

europio no compromete la estructura de la
hidroxiapatita, lo que abre la posibilidad de explorar

sus aplicaciones en diferentes campos.
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Resumen

En el presente reporte se exponen los temas
estudiados en inmunohistoquimica (IHQ) cutanea
para un estudio preclinico sobre neuropatia
diabética. Se llevo a cabo un estudio tedrico para el
diseio de un  protocolo  estandarizado,
complementando con practicas orientadas al
conocimiento y dominio de la técnica. Ademas, se
establecieron criterios visuales para la valoracion
de fibras nerviosas intraepidérmicas. El trabajo
realizado permitié desarrollar habilidades como
sintesis de informacion, creaciéon de diagramas de
procedimientos cientificos, analisis cualitativo de
cortes histologicos y practica de la técnica en
laboratorio, proporcionando bases sélidas para el
uso correcto de la técnica.

Palabras clave:
inmunohistoquimica,
intraepidérmicas.

diabética,
nerviosas

neuropatia
fibras

Abstract

This report presents the topics studied in skin
immunohistochemistry (IHC) for a preclinical
study on diabetic neuropathy. A theoretical study
was conducted to design a standardized protocol,
complemented by practical exercises aimed at
acquiring knowledge and mastery of the technique.
In addition, visual criteria were established for the
assessment of intraepidermal nerve fibers. The
work carried out allowed for the development of
skills such as information synthesis, creation of
scientific procedure diagrams, qualitative analysis
of histological sections, and practice of the
technique in the laboratory, providing a solid
foundation for the correct use of the technique.

Keywords: diabetic neuropathy,
immunohistochemistry,  intraepidermal  nerve
fibers.

Introduccién

La neuropatia diabética es una complicacion
cronica de la diabetes y una de las principales
causas de lesiones y amputaciones (Botas Velasco
etal., 2017) y en la mayoria de los casos es
detectada en etapas avanzadas provocando
alteracion en la sensibilidad. Un estudio IHQ
cutaneo permite identificar la pérdida de fibras
nerviosas afectadas en etapas tempranas (Mangus
et al., 2020).

Objetivo general

Desarrollar  habilidades en la técnica de
inmunohistoquimica cutanea para identificar dafio
neuropatico por diabetes en etapa temprana.

Objetivos especificos

1.Elaborar un  protocolo unificado
inmunohistoquimica en muestras cutaneas.
2. Ejecutar practicas de laboratorio para consolidar
habilidades técnicas.

para
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3. Establecer parametros -cualitativos para la
evaluacion visual de las fibras nerviosas
intraepidérmicas.

Metodologia

La capacitacion incluyé: (i) El desarrollo de un
protocolo conforme a las normas de bioseguridad
para la practica correcta de la técnica, integrando
las fases de fijacion, inclusion, corte,
desparafinizacion, recuperacion antigénica,
bloqueos, incubaciones, revelado y montaje. (ii)
Practicas de laboratorio: Se ejecutd el flujo
completo de la técnica para adquirir habilidades en
el manejo de muestras, recuperacion antigénica,
bloqueos, incubaciones, revelado y montaje,
cuidando tiempos criticos y control de artefactos;
asi como la realizaciéon de una préactica de prueba
en donde se reforzaron conocimientos tedricos de
la técnica de inmunohistoquimica. (iii) Analisis y
extraccion de la bibliografia especializada en
donde se realizd una infografia con la que se
comprendi6 la  funcion de las fibras
intraepidérmicas, y su deterioro, asi como los
cambios que se observan en las diferentes fases de
la diabetes; y la creacién de un diagrama que
explica los criterios para la cuantificacion de las
fibras nerviosas en microscopia de fluorescencia,
ademas del analisis comparativo de imagenes
histoldgicas aplicando dichos criterios.

Resultados

(i) El protocolo realizado permitié analizar cortes
con marcaje especifico para valorar fibras
intraepidérmicas y quedd documentado en un
diagrama de flujo donde se detalla mediante
ilustraciones el proceso de la técnica, asi como
tiempos, materiales utilizados y especificaciones
para una practica correcta (Figura II). (ii) En
laboratorio se ejecuté el flujo completo conforme a
es0s tiempos y materiales, con manejo de muestras,
recuperacion antigénica, blogueos, incubaciones,
revelado y montaje, cuidando tiempos criticos y
control de artefactos (Figura Il). (iii) Con base en

la bibliografia especializada, se elaboré una
infografia donde se resaltd la importancia de las
fibras intraepidérmicas en la funcién en la
sensibilidad protectora y la importancia de un
diagndstico temprano y oportuno mediante la
biopsia de tejido cutaneo (Figura 1); se elaboré un
diagrama que explica de forma detallada como se
realiza la cuantificacion de fibras intraepidérmicas
asi como los criterios que se tienen que tomar en
cuenta para que la fibra se considere, realizado
mediante una revision de articulos que sustentd la
eleccion de marcadores y la definicion de criterios
visuales (Figura 1ll); y se realiz6 un analisis
comparativo de imagenes extraidas de bibliografia
especializada donde se pudo poner en practica lo
aprendido como la identificacion de fibras
intraepidérmicas en una imagen histolégica y los
criterios de cuantificacion de las mismas (Figura
V).

Discusion y conclusiones

Los trabajos realizados evidenciaron la importancia
de un diagnostico temprano con el estudio de fibras
intraepidérmicas. La realizacion de un protocolo
unificado permitid establecer los pasos necesarios
para una practica correcta, la practica piloto
destaco la factibilidad de implementar IHQ cutanea
en un entorno preclinico y la definicién de
pardmetros cualitativos de lectura microscopica
fortalecié la identificacién e interpretacion de
fibras; en conjunto, la formacién recibida
constituyé un avance sustancial para adquirir
habilidades de ciencias basicas aplicadas al area de
la salud y dejé una base factible y reproducible
para la evaluacion temprana del dafio neuropatico
mediante el analisis de la densidad de fibras
intraepidérmicas, con una ruta clara hacia
cuantificacién estandarizada y futura validacion
clinica. En cuanto a las limitaciones, el laboratorio
se encuentra en crecimiento, con infraestructura,
equipamiento y procedimientos aun en desarrollo.
Esta jornada de investigacion representd una
experiencia formativa valiosa que permitio un
acercamiento en ciencias basicas y establecio bases
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La piel como biomarcador temprano para la neuropatia diabética
@
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2C6mo est inervada la piel?

Fibras A8 finamente miclinizadas y fibras C amiclinicas, fibras pequefias intracpidérmicas
transmiten sefalés de temperatura y dolor .

Epidermis.
Fibras AB miclinizadas grandes, conducen las sensaciones de vibracion y tacto ligero. \ AL /
Estas terminan dentro de la dermis. L J
| | |
Dermis |/ | [

/

¢Qué pasa en una etapa temprana de diabetes?

Las fibras intraepidérmicas bajan su densidad debido a la hiperglucemia y la liberacion de
, sustancias inflamatorias que generan cambio en la excitabilidad de fas mismas.

it / Se puede presentar dolor acompafiado de parestesias, disestesias.
Fibras A3 Fibras Ay C A

Qué pasa en una etapa cronica de diabetes?

Debido a la de la hiperg el ambiente infl persisten y ¢l dafio a
la microvasculatura hay una pérdida casi completa de las fibras intracpidérmicas .

En esta fase también n afectadas las fibras AB

r y pérdida de la sensibilidad protectora,

Pucde causar entumecimicnto, hormiguco sin
-eras ¢ infecciones.

aumentandao el riesgo d

Una biopsia de piel permite identificar la pérdida de fibras intraepidérmicas en fases iniciales de la enfermedad.

Figura I Infografia la piel como biomarcador temprano para la neuropatia diabética, elaboracion propia.
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Cuantificacion de fibras intraepidérmicas

Por eada musstra de tejido se toman en cuenta 3 secciones de los cortes oblenidos,
s busca tomar las secctones en diferentes intervalos de corte (Mangus,L.M., Rao,
D.B. & Ebenczer, G, 2020).

*Las muestras provienen de biopsias por puncidn circular las cuales deberian de
evitar foliculos pilosos (Pereira, M. P, Milhl, 8., Pogatzki-Zahn, E. M.,
Agrelopoulos, K., & Stinder, 5., 2016),

LONGITUD DE EPIDERMIS

02 Para la cuantificacyon de lhras intraepidérmicas es necesario medir ka longitud de
epidermis en b cual se identificaran las fibras pees la coantificacion se presentara
como nimeros de fibrafmm de epidermis (Mangus,L.M.. Rao, D.B. & Ebenezer,

G, 2020,

Solo las fibras merviosas intraepidérmicas individuales que eruzan la unidn
dermoepudérmica son contadas mientras que fragmentos o ramificaciones de
estas nie son contadas (Pereira, M. P, Miihl, 5., Pogatzki-Zahn, E. M.,

Agelopoulos, K., & Stinder, 5., J016).

D acuerdo al recuento de fibras estas se dividen por los milimetros de longitud
de la epidermis para obiener:
Fibras infroepidérmicasinm
(Mangus, L. M.. Rao, D.B. & Ebenczer, G.J., 2020).

FUENTES

Mangus, L, M., Rao, 10 B, & Ebeneeer, G, 1, (20200, [I1|l'.51l.!'|'|i|;l.¢rll11'|'| Merve Fiber Analysis in
Human Patsents and Animal Models of Peripheral Meuropathy: A Comparative Review.
Toxikcologic Pathology., 4811, 59-70. hitps2doiorg/ IO L TTOI926233]1 9835969

Pereira, M. P., Mihl, 5., Pogatzki-Zahn, E. M., Agelopoulos, K., & Stinder, 5. (2006).
Intraepidermal Merve Fiber Density: Diagnostic and Therapeutic Relevance in the Management of
Chrone Pruritus: o Review, Dermatology and Therapy, 604, 508-517,
hetps:doi.org! 1010071 355501 6-0146-1

Figura Ill Diagrama criterios para cuantificacién de fibras intraepidérmicas, elaboracion propia.
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Analisis Comparativo de Imagenes

Dermis

Imagen 1 (Shillo, P., et.al, 2021)

Piel de individuo (humano) sano de Ia zona sural (pantorrilla) con inmunorreactividad
proporcionada por PGP9.5

Las fibras nerviosas intraepidérmicas identificadas y cuantificadas se encuentran
numeradas del 1-5. El circulo rojo indica una fibra nerviosa que no cruza la membrana
basal. La flecha de color azul indica una ramificacién en la dermis por lo que las
ramificaciones son contadas individualmente, mientras que la flecha amarilla indica una
ramificacion en la membrana basal por lo que las ramificaciones también son contadas
individualmente como fibras nerviosas intraepidérmicas individuales.

Figura IV Analisis de imagenes histolégicas, elaboracidn propia
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Resumen

Gran parte de los algoritmos de compresion de
imagenes, y consecuentemente de video, dependen
de funciones de transformacion y pueden llegar a
causar la pérdida de informacion; por esta razon en
este trabajo se evalua un algoritmo que utiliza trans-
formadas morfoldgicas (provenientes de la discipli-
na de Morfologia Matematica) para compresion de
imagenes binarias creado previamente para determi-
nar su capacidad para retener la estructura original
de una imagen binaria, disponiendo de miles de ima-
genes de posibles casos de aplicacion y modifican-
do la magnitud de compresion para evaluar la reten-
cion de pixeles en su estado original. Este algoritmo
distingue casi siempre perfectamente los pixeles que
pertenecen al fondo de la imagen, mientras la reten-
cion de pixeles que pertenecen a la forma de la ima-
gen depende de la morfologia de los componentes
comprimidos, favoreciendo componentes con figu-
ras mas sencillas; en general, el algoritmo si retiene
la informacién de las imagenes, siendo la reduccion
del tamaiio por un factor de 3:1, un punto 6ptimo en-
tre reduccion de tamafo y reduccion de pérdida de
informacion, por lo que se recomienda para futuras
implementaciones disefiar estrategias para hacer uso
mas eficiente de memoria para este algoritmo.

Palabras clave: algoritmo, compresion de ima-
genes, imagenes binarias, morfologia matematica,
pérdida de informacion.

Abstract

Several image compression algorithms make
use of mathematical transformations which make
these processes lossy, therefore, this affects vi-
deo compression algorithms as well; an algorithm
which compresses binary images using morpholo-
gical transformations (from Mathematical Morpho-
logy) in order to reduce their components according
to their shapes has been evaluated to determine its
capacity to retain the original structure of the ima-
ges. Thousands of images from various use scena-
rios, along with modifications of the compression
magnitude, have been used to carry out this test.
The algorithm can distinguish almost all of the time
perfectly which pixels belong to the background to
the image, however, the original shapes of the con-
tracted components affect its ability to retain pixels
which contained the foreground of the image; gene-
rally, the algorithm can retain information from the
original images, and a compression factor of 3 pro-
vides balance between compression magnitude and
loss reduction; for future implementations of the al-
gorithm it’s recommended to include strategies for
better computer memory usage.

Keywords: algorithm, image compression, bi-
nary images, Mathematical Morphology, informa-
tion loss.

Introduccion

La Morfologia Matematica (MM), de la cual se
bas6 el algoritmo probado, es una subdisciplina de
las matematicas francesa derivada del estudio de me-
dios porosos en la década de 1960; a partir de esa
fecha se formalizaron transformaciones basadas en
conjunto segun si un patrén plantilla (elemento es-
tructurante) cabe en los objetos de la imagen; espe-
cificamente la erosion, que mantendra todo pixel en
el que el elemento estructurante se pueda centrar y
pueda entrar en pixeles activos, y la dilatacion, que
hara que todo pixel que se encuentre, el elemento es-
tructurante se centre y active todos los pixeles adya-
centes necesarios para que pueda caber en los obje-
tos.

Esta subdisciplina de las matematicas se ha visto
aplicado en varios proyectos de analisis de imagenes.
Por ejemplo, en 1979, Beucher y Lantuéjoul propu-



sieron una definicion de la transformada Watershed,
usada para delimitar y separar objetos en imagenes
binarias, en base a las transformaciones previamente
mencionadas [2].

Varias partes de proyectos que involucran Vision
por Computadora y Procesamiento de Imagenes so-
lo involucran imagenes binarias (v. gr. deteccion de
movimiento o de figuras especificas), por lo que, se
propone explorar la aplicacion de esta disciplina en
la compresion de imagenes, iniciando por imagenes
binarias.

Varios algoritmos de compresion de imagenes,
como JPEG y MPEG usan Direct Cosine Transform
(DCT) para comprimir imagenes y JPEG200 depen-
de Direct Wavelet Transform (DWT) y derivaciones
de tal, sin embargo, estos algoritmos son conocidos
por tener pérdida, si el tamafio objetivo es suficien-
temente pequeio, mucha informacion de la imagen
comprimida se pierde. Por lo tanto, usar MM pa-
ra orientar la compresion puede llevar a reducir la
pérdida del contenido de las imagenes, dado que las
transformadas de MM pueden servir para mantener
la forma general del contenido de las imégenes. [1]
Ya existen implementaciones de MM en compresion
de iméagenes; Guzman et al. [1] presentan un algorit-
mo que ademas de este tipo de transformadas morfo-
logicas dispone de memorias asociativas morfologi-
cas, un elemento dentro del area de estudio de redes
neuronales, el cual presenta un nivel de pérdida si-
milar al de algoritmos de compresion con pérdida,
como JPEG, mientras que es mas rapido porque sus
operaciones son mas simples que las transformadas
de las que dependen tales algoritmos bien estableci-
dos; mientras que Vincent [3] especifica algoritmos
basados en ejecucion paralela y escaneo réster y anti-
raster en ese orden de reconstruccion de imagenes
binarias y en escalas de grises disefiados para ser efi-
cientes, pero que se les dificulta lidiar con estructuras
en rollo.

En este informe se presentan los resultados de un
algoritmo de compresion de imagenes binarias basa-
da en una pila de registros de transformadas morfo-
logicas cuyo objetivo es la reduccion de pérdida en
la compresion.

Objetivos

Objetivo general

Evaluar la pérdida causada por un algoritmo de
compresion de imagenes binarias de creacion propia
para determinar la viabilidad de su implementacion
en proyectos de analisis de trafico para ciudades in-
teligentes en la linea de investigacion existente en la
Facultad de Informatica de la UAQ.

Objetivos especificos

= Establecer imagenes binarias que representen
posibles casos de uso del algoritmo previa-
mente mencionado.

= Desarrollar una implementaciéon computacio-
nal para evaluar la pérdida de informacion en
imagenes después de someterse al algoritmo
de compresion para cuantificar la retencion de
la informacién de cada imagen original.

» Sintetizar resultados de retencion de informa-
cion de cada imagen para representar la reten-
cién esperada de informacion para cada con-
junto de imagenes.

Metodologia

De la base de datos de imagenes procesadas CD-
Net 2014, se descargaron los conjuntos de imagenes
highway, pedestrians, pets2006, office (de baseline)
y winter driveway (de intermittentObjectMotion) pa-
ra realizar pruebas con el algoritmo.

Las siguientes medidas se aplicaron a cada ima-
gen que pudo ser procesada.

Se midio el sesgo (bias) y la raiz del error cua-
dratico medio (RMSE) para cada pixel de la imagen
evaluada con los siguientes célculos (sea O la ima-
gen original y R su version reconstruida), retornando
matrices binarias.

bias=0 — R (1)

RMSE = /(O — R)? )

El error bias identifica qué pixeles de la imagen
reconstruida corresponden a un componente recupe-
rado en su posicion original (0), a uno que se perdid



en la compresion (1) o uno que aparecio injustifi-
cadamente (—1); esta medida identifica la tendencia
global que tiene el método para efectuar la recons-
truccion de la imagen. Por su parte, RMSE mide la
cantidad de pixeles erréneos en total, es decir, que
representan componentes perdidos en la compresion
0 bien componentes que no estan en la imagen ori-
ginal; esta medida cuantifica el error de reconstruc-
cion de la imagen original con la imagen una vez
descompresa. Ambas medidas se usaron para asistir
en la obtencion de las medidas posteriores.

Para la imagen evaluada se cred una matriz de
confusion segun el valor de cada pixel original y su
pixel correspondiente en la imagen replicada.

Tabla 1: Valores en matriz de confusion usada para evaluar modelo
de compresion.

Prediccion verdadera

Prediccion Falsa

Pixel detectado como
parte de la forma que
pertenece al fondo.

Positivo | Verdadero Positivo | Falso Negativo (FN) -
(VP) - Pixel de forma | Pixel detectado como
detectado adecuada- | parte del fondo que per-
mente. tenece a la forma.

Negativo | Falso Positivo (FP) - | Verdadero Negativo

(VN) - Pixel del fondo
detectado adecuada-
mente.

Y los valores de estas matrices se usaron para
obtener las siguientes medidas, para evaluar la inte-
gridad de una imagen después de ser comprimida y
descomprimida.

= Exactitud (Accuracy): proporcion de predic-
ciones correctas respecto al total

VN+VP

A =
Y = UNTVP+ FP+ FN

€)

= Precision (Precision): proporcion de casos
realmente positivos entre todos los casos po-
sitivos.
VP

Precision — — 1 4
recision VP FP 4)

» Sensibilidad (Recall): capacidad de detectar
positivos reales.

VP
Recall = m—m (5)

= Especificidad (Specificity): capacidad de iden-
tificar negativos verdaderos correctamente.

VN

SpeClﬁClty = WV——I—FP

(6)

» F1-Score: media armonica entre Precision y
Sensibilidad

Precision x Recall
F1-S =2 7
core 8 Precision + Recall )

A cada conjunto de imagenes previamente men-
cionado, se aplico el algoritmo de compresion y des-
compresion a la mayor cantidad de imagenes posi-
bles usando 7 variaciones del pardmetro de magnitud
de compresion (T'C' M R).

Se intentd maximizar la cantidad de imégenes
descomprimidas por subconjunto (cada uno provie-
ne de uno de los 5 conjuntos de imagenes con una
variacion del T'C'M R). Al obtener los subconjuntos
de imagenes de pruebas, se establecid que cada uno
deberia tener al menos 30 imdgenes por subconjunto;
sin embargo, si este limite se superaba con pocas ad-
versidades, este incrementaba a 200. Casi todos los
subconjuntos cumplen con este limite, y algunos in-
cluso tienen miles de imagenes; el inico subconjunto
que no cumplio6 con este limite fue uno creado usan-
do pedestrians con TC' M R = 20.

A cada imagen que se pudo comprimir y descom-
primir, se le aplicaron las medidas de error usando la
imagen reconstruida y la original; de estas medidas
se usaron las matrices creadas por el error bias pa-
ra poder crear la matriz de confusion, los valores 1
indican falsos negativos y los valores —1 indican fal-
s0s positivos; y para obtener los verdaderos positivos
se aplicod una operacion légica de interseccion entre
ambas imagenes, mientras que para los verdaderos
negativos se aplico la misma operacion logica entre
versiones logicamente invertidas de las imagenes.

Con la matriz de confusién completa, se obtuvo
cada medida de precision para cada imagen de cada
subconjunto. Los resultados de cada subconjunto se
agruparon por métrica para obtener el valor esperado
de cada medida.

Para obtener el valor esperado de cada medida,
primero se filtraron los resultados para extraer uni-
camente los valores numéricos (debido a que algu-
nos resultados de las medidas resultaron en %, donde
k > 0, sin embargo la cantidad de estos resultados es



ignorable), luego los valores numéricos de la medida
se representaron en un histograma, donde la cantidad
de barras es laraiz cuadrada de la cantidad de valores
numéricos, después se obtuvo la barra con la mayor
probabilidad (es decir, la barra con la mayor canti-
dad de resultados). El valor esperado es el promedio
de los intervalos de esta barra.

Resultados

Tabla 2: Valores esperados para highway

TCMR | Exac. Prec. Sens. Espec. | F1
140 0.9931 | 0.9260 | 0.9142 | 0.9956 | 0.9158
120 0.9931 | 0.9260 | 0.9142 | 0.9956 | 0.9158
100 0.9931 | 0.9260 | 0.9142 | 0.9956 | 0.9158
80 0.9920 | 0.9205 | 0.9015 | 0.9956 | 0.9136
60 0.9895 | 0.8939 | 0.8804 | 0.9937 | 0.8966
40 0.9916 | 0.8598 | 0.8526 | 0.9964 | 0.8555
20 0.9904 | 0.5281 | 0.2364 | 0.9964 | 0.8555
Tabla 3: Valores esperados para pedestrians
TCMR | Exac. Prec. Sens. Espec. | F1
140 0.9972 | 0.8400 | 0.8400 | 0.9985 | 0.8333
120 0.9972 | 0.8400 | 0.8400 | 0.9985 | 0.8333
100 0.9972 | 0.8400 | 0.8400 | 0.9985 | 0.8333
80 0.9972 | 0.8400 | 0.8400 | 0.9985 | 0.8333
60 0.9972 | 0.8400 | 0.8400 | 0.9985 | 0.8333
40 0.9964 | 0.8308 | 0.8308 | 0.9983 | 0.8324
20 0.9842 | 0.3209 | 0.1216 | 0.9977 | 0.1418
Tabla 4: Valores esperados para winter driveway
TCMR | Exac. Prec. Sens. Espec. | F1
140 0.9990 | 0.8801 | 0.8801 | 0.9995 | 0.8874
120 0.9990 | 0.8801 | 0.8801 | 0.9995 | 0.8874
100 0.9990 | 0.8801 | 0.8801 | 0.9995 | 0.8874
80 0.9990 | 0.8801 | 0.8801 | 0.9995 | 0.8874
60 0.9976 | 0.8589 | 0.8762 | 0.9996 | 0.8733
40 0.9975 | 0.8544 | 0.8733 | 0.9995 | 0.8733
20 0.9973 | 0.8865 | 0.8667 | 0.9995 | 0.8667
Tabla 5: Valores esperados para pets2006
TCMR | Exac. Prec. Sens. Espec. | F1
140 0.9978 | 0.7986 | 0.7986 | 0.9989 | 0.7986
120 0.9978 | 0.7986 | 0.7986 | 0.9989 | 0.7986
100 0.9972 | 0.8434 | 0.8081 | 0.9987 | 0.8078
80 0.9975 | 0.8119 | 0.7957 | 0.9988 | 0.8052
60 0.9956 | 0.8048 | 0.8167 | 0.9976 | 0.7892
40 0.9980 | 0.8160 | 0.8178 | 0.9988 | 0.8102
20 0.9938 | 0.5205 | 0.1421 | 0.9995 | 0.2580

Tabla 6: Valores esperados para office

TCMR | Exac. Prec. Sens. Espec. | F1

140 0.9381 | 0.6234 | 0.6234 | 0.9694 | 0.6234
120 0.9418 | 0.6566 | 0.6591 | 0.9696 | 0.6578
100 0.9374 | 0.6147 | 0.6147 | 0.9660 | 0.6284
80 0.9434 | 0.6681 | 0.6147 | 0.9725 | 0.6598
60 0.9273 | 0.8073 | 0.8073 | 0.9899 | 0.7973
40 0.9901 | 0.8065 | 0.8065 | 0.9958 | 0.8071
20 0.9913 | 0.7943 | 0.061146| 0.9952 | 0.7058

Para todos los casos, la exactitud y especificidad
son > (,98; esto se debe a que, por la naturaleza del
algoritmo (encontrar componentes y comprimirlos),
casi todos los negativos (pixeles negros) son detec-
tados adecuadamente, es muy poco probable que los
elementos del fondo sean reinterpretados como ele-
mentos de forma. Y algunos de esos casos se pueden
atribuir a desplazamientos minimos generados por el
algoritmo de reconstruccion de imagenes; el algorit-
mo necesita obtener un centro aproximado de cada
componente, y la manera en que se obtienen tales es
mediante las mitades de las dimensiones del rectan-
gulo envolvente (bounding box) de este; y al colocar
los componentes en una imagen de nuevo, se usan
esos centros para determinar la posicion respecto al
componente padre del rectdngulo envolvente; se esta
obteniendo una medida continua de un espacio dis-
creto, y se convierte para poder usarse en ese espacio
discreto, lo que implica que habra un desplazamien-
to de cada componente, sin embargo, este deberia ser
de 1 pixel cuando sucede.

La precision y estabilidad son muy variables a lo
largo de todos conjuntos de datos. Los valores que
se hayan obtenido de estas medidas depende de las
figuras que se intentan comprimir. Las diferentes fi-
guras de cada componente causan las caidas en la
precision y sensibilidad de las iméagenes; la sobre-
simplificacion de los componentes y la reconstruc-
cion incompleta de estos hace que hayan menos ver-
daderos positivos y mas falsos positivos.

Todas las imagenes de prueba son de 360 x 240,
son de 240p. y, empiricamente, para TCM R < 60
hay una distincion en la que ya se empieza a sacrifi-
car calidad por mayor compresion. TCM R = 80 es
un punto 6ptimo entre magnitud de compresion y re-
duccion de pérdida. Si se establece TC'M R = 60, el
factor de reduccion minimo es de 4, cada componen-
te de una imagen se puede reducir a un cuarto de su
tamafo y la pérdida no seria muy notoria; mientras



que con TC'M R = 80 el factor de reduccion mini-
mo es de 3, indicando que se puede comprimir cada
componente de una imagen a un tercio de su tamafio
y la pérdida seria mucho menor.

El algoritmo propuesto por Vincent [3] cubre
unicamente la reconstruccion de imagenes, pero al
igual que reducir pérdida, es mucho mas eficiente
que el algoritmo de creacion propia, que hace una
descomposicion y reintegracion exhaustiva de cada
componente detectado y propiamente recuperado.

Mientras que el algoritmo evaluado en este docu-
mento esta especializado Ginicamente para imagenes
binarias, el algoritmo presentado por Guzman et al.
[1] puede trabajar con escalas de grises, pero el al-
goritmo de creacion propia suele presentar un nivel
de pérdida mucho menor, al costo de una velocidad
de operacioén que puede reducir considerablemente
segun el contenido de la imagen.

Conclusiones y discusiones

En general, el algoritmo cumple con el requisi-
to de reduccion de pérdida de informacion, sin em-
bargo, es un método exhaustivo y que dispone de
muchos recursos, asi que para iteraciones futuras se
deberia considerar la creacion de implementaciones
que hagan un mejor uso de memoria y establecer un
criterio para la compresion de componentes mas es-
pecifico para evitar compresiones excesivas. Presen-
ta menores pérdidas cuando los componentes de las
imagenes tienen formas simples, como las siluetas
de los carros de highway y winter driveway, a com-
paracion de las siluetas de personas en pedestrians,
pets2006y office; debido a que las abstracciones pro-
venientes de alterar la forma de los componentes de

las imdgenes son mas similares a los componentes
originales; por lo que la implementacion de mas cri-
terios para determinar el factor de compresion ade-
cuado, como la circularidad de un componente, po-
dria reducir la pérdida en un mayor factor. Durante la
implementacion, se recomienda que 7'C'M R sea un
tercio o mas de la resolucion vertical de las image-
nes que se desean comprimir para reducir la pérdida
posible.
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Resumen. El presente estudio evalta el impacto de
las especies reactivas de oxigeno (ROS) intracelulares
en la motilidad espermatica enfocandose en
individuos con sobrepeso y obesidad. Se recolectaron
muestras de semen, se evaluaron en parametros macro
y microscopicas (motilidad, concentracion 'y
morfologia). Se realiz6 un swim-up para separar
espermatozoides motiles de los inmotiles, asi mismo,
se realizaron andisis mediante microscopia Optica y
microscopia de fluorescencia. Se analiz6 una muestra
a detalle, revelando baja motilidad progresiva (16%)
y baja morfologia normal (10%). Los resultados
revelan el papel negativo del estrés oxidativo en la
calidad  seminal, sugiriendo  intervneciones
antioxidantes para mitigar los efectos.

Palabras clave: motilidad, estrés oxidativo, fertilidad
masculina, espermatozoides, especies reactivas de
oxigeno.

Abstract. This study evaluates the impact of
intracellular reactive oxygen species (ROS) on sperm
motility, focusing on overweight and obese
individuals. Semen samples were collected and
evaluated for macro- and microscopic parameters
(motility, concentration, and morphology). A swim-up
was performed to separate motile sperm from
immotile sperm, and analyses were performed using
optical microscopy and fluorescence microscopy. One
sample was analyzed in detail, revealing low
progressive motility (16%) and low normal
morphology (10%). The results reveal the negative
role of oxidative stress on semen quality, suggesting
antioxidant interventions to mitigate the effects.

Key words: motility, oxidative stress, male fertility,
spermatozoa, reactive oxygen species.

Introduccion

La motilidad espermética es un componente esencial
de la fertilidad masculina, ya que permite a los
espermatozoides viajar a través del tracto
reproductivo femenino para alcanzar y fertilizar el
6vulo. A su vez, la motilidad es regulada por
diferentes mecanismos fisioldgicos, dentro de estos
mecanismos las ROS desempenan diferentes
funciones fisioldgicas en el espermatozoide humano
indispensables para la fertilizacion, entre ellas se
encuentran la capacitacion espematica y la reaccion
acrosomal. La capacitacién es un proceso al que se
somete un espermatozoide para lograr fecundar el
6vulo, comienza con la hiperactivacion de este
logrando un movimiento curvilineo del flagelo,
mientras que la reaccion acrosomal es la fusion de la
membrana del acrosma (organelo membranoso que
contiene enzimas hidrofilicas) con la membrana del
espermatozoide (Del Rio et al., 2007), liberando
enzimas capaces de hidrolizar el ovulo y lograr la
fecundacion.
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Las ROS son producto de la cadena de transporte de
electrones llevada acabo en la mitocondria. De
acuerdo a Jakubczyk et al. (2020) las ROS son
moléculas que contienen al menos un atomo de
oxigeno y uno o mas electrones desapareados por lo
que son moléculas altamente reactivas y toxicas que
estan reguladas principlamente por el potencial de la
membrana mitocondrial: un potencial mas alto esta
asociado con una mayor generacion de ROS
(Madamanchi y Runge, 2007). Estas moléculas
representan una amenaza para los niveles de
moléculas de oxidacion lo que puede llevar a dos
principales procesos que pueden concluir en la
apoptosis de las células.

Impacto del estrés oxidativo en el espermatozoide

Los espermatozoide son células altamente suceptibles
al estrés oxidativo, dentro de todos los procesos donde
estos pueden verse vulnerados se encuentra la
espermiogénesis, pues el contenido genético de estas
células se ve expuesto debido a los cambios que la
misma célula requiere para su maduracion. Entre los
dafios oxidativos al ADN de los espermatozoides se
encuentra la fragmentacion del ADN ya sea por
roturas de una sola cadena o de doble cadena.

Los lipidos contenidos en las membranas de los
espermatozoides son un blanco perfecto para los
ataques oxidativos, pues esta membrana es rica en
acidos grasos poliinsaturados (Wathes et al., 2007). Al
tener mas dobles enlaces tiene mas sitios susceptibles
a dichos ataques oxidativos. La llamada
liporperoxidacion lipidica es un proceso donde las
ROS activan una casacada de caspasas lo que permite
la salida de colesterol, esto vuelve a la célula
vulnerable al dafio oxidativo, para producir especies
reactivas de nitrogeno (ERN) mediante la NADPH
oxidasa contenida en las membranas de los
espermatozoides y esto conduce al dafio a los lipidos
de la membrana (Lopez-Trinidad et al., 2007). Como
resultado final se tiene una membrana que perdié su
integridad, lo que facilita la alpoptosis, un tipo de
muerte programada.

Fig 1. Probable proceso de apoptosis del espermatozoide por especies
reactivas de oxigeno
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Infertilidad masculina

Segun la OMS la infertilidad es una enfermedad del
sistema reproductivo femenino o masculino
consistente en la imposibilidad de conseguir un
embarazo después de 12 meses o mas de relaciones
sexuales regulares sin proteccion, esto es de origen
multifactorial. Dentro de estos multiples factores, uno
de los que ha tomado mayor relevancia ha sido el
sobrepeso y la obesidad ya que estas condiciones
afectan el equilibrio REDOX y a su vez favorecen la
produccion de ROS; algunas de las vias de infertilidad
por sobrepeso u obesidad son:

» Incremento de tejido adiposo
De acuerdo a Cannarella et al. (2024), el aumento
de tejido adiposo, especialmente la grasa visceral,
estd asociado con un incremento en la produccion
de ROS, lo que se relaciona directamente con la
disminucién en la motilidad progresiva de los
espermatozoides

= Estado inflamatorio de bajo grado
La obesidad induce un estado inflamatorio
cronico de najo grado, caracterizado por la
liberacion de citoquinas proniflamatorias y la
activacion de leucocitos circulantes tales como
los macrofagos. Estos macréfagos producen ROS
adicionales potenciando el estrés oxidativo sobre
el espermatozoide



* Produccién de especies reactivas de oxigeno

* Disminucion de la activacion de enzimas
antioxidantes
Las ROS son capaces de neutralizar las enzimas
antioxidantes presentes en el plasma seminal
reduciendo su capacidad para contrarrestar el
dafio oxidatico, ademds, el exceso de grasa
viceral agota las reservas de estas enzimas.

Objetivo

Identificar el impacto de las especies reactivas de
oxigeno

» Evaluar el porcentaje de espermatozoides
humanos con especies reactivas de oxigeno
intracelulares y su impacto en la motilidad y
fertilidad masculina.

Metodologia

Se obtuvieron muestras de participantes con
abstinencia sexual de 2 a 3 dias y se mantuvieron a
una temperatura de 37° C hasta su licuefaccion y
posterior procesamiento.

Una vez la muestra se licuefactud se evalu6 tanto las
caracteristicas microscopicas como macroscopicas de
la muestra de semen. La porcion macroscopica
comprendio la evaluacion del volumen de la muestra,
viscosidad (normalmente de 1 cm a 2 cm), pH (7-8) y
apariencia, siendo una apariencia normal un semen
homogéneo, gris opalescente.

Por el lado microscépico se evaluo la concentracion,
motilidad y morfologia.

Morfolégicamente, los espermatozoides se evaluaron
segun los criterios indicados por la OMS, como ilustra
el siguiente diagrama.

Fig 2. Defectos en los espermatozoides humanos
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Para lograr visibilizar los espermatozoides
requerimos de dos principales pasos: un frotis y una
tincion. Para este ultimo paso requerimos el frotis ya
seco: se introduce 10 segundos en metanol, se escurre,
luego 15 segundos en hematoxilina, se escurre y por
ultimo 10 segundos en eosina y se deja secar por
completo. Finalmente, su aspecto se evalud utilizando
el objetivo de 100X.

La evaluacion de la motilidad se basé en colocar 10ul
en un portaobjetos con su cubreobjetos para observar
y clasificar los espermatozoides en progresivos, no
progresivos e inmotiles. La concentracion se realizo
con la ayuda de una cdmara Makler, se colocan
cuidadosamente 10ul en la cdmara y se observa al
microscopio para realizar un conteo por filas o
columnas, de izquierda a derecha o de abajo hacia
arriba.

El llamado “Swim up” se realizd con el fin de
recuperar los espermatozoides motiles. Este se realizd
con una parte de muestra y otra parte de medio HAMs
con BSA, en este punto se debe observar una
diferencia de fases. Este tubo se inclin6 a 45° y se
colocd en la incubadora a 37° C durante 60 minutos.
Pasado este tiempo se recuper?6 la fase motil.

Una vez separada la fase moévil se evaltan los
siguientes parametros: especies reactivas de oxigeno
o reaccidon acrosomal. Para especies reactivas de
oxigeno se establece un control positivo con peroxido
de hidrégeno y un control negativo sin perdxido de
hidrégeno pero con dimetil sulfoxido, se centrifuga y
se adiciona la sonda fluoroscente, se incuba y luego
se realizan frotis con las muestras y se guarda en
camara oscura para efectos de su correcta
conservacion. Para reaccion acrosomal se utiliza el



FITC TUNEL assay kit de la marca BioActs (BioActs,
s.f.) con modificaciones adecuadas al experimento
llevado acabo; luego se establece el control positivo
que se le adiciona progesterona para inducir la
reaccion acrosomal y el control negativo sin
progesterona pero con dimetil sulfoxido, luego, todas
las muestras se incuban, se centrifugan, se decantan,
se resuspenden en metanol a -20°C y se conservan en
hielo 60 segundos para luego conservar en camara
humeda con FITC y luego extender en portaobjetos a
manera frotis.

El microscopio de fluorescencia fue una herramienta
clave en este estudio, pues permitid la visualizacion
de los espermatozoides mediante luz ultravioleta o luz
visible para excitar fluorocromos, emitiendo luz de
longitud de onda diferente. Las sondas utilizadas en
este estudio absorben la luz a 480 nm y emiten luz a
512 nm.

Para evaluar fragmentacion de DNA se utilizan
laminillas previamente almacenadas en cémara
oscura y se lee de la siguiente manera: si los
espermatozoides emiten fluorescencia presentan
DNA fragmentado, y si no emiten fluorescencia
mantienen su material genético conservado.

Para reaciébn acrosomal se sigue el mismo
procedimiento pero se lee de la siguiente manera: si
los espermatozoides emiten fluorescencia en la region
del acrosoma no presentan reaccidon acrosmal y si no
emiten fluorescencia si presentan reaccion acrosomal.

Materiales y equipo

* Propipeta automatica
= Pipeta estéril

» Tiras pH

* Micropipetas

= Portaobjetos

= Cubreobjetos

= Tubos Eppendorf

= Tubos Falcon

= (Céamara Makler

* Incubadora

» Centrifuga

= Microscopio Optico

=  Microscopio de fluorescencia

Resultados

Durante la estancia en el verano tuvimos muy pocas
muestras del sector de la poblacién de interés, sin
embargo, de las muestras de interés se tuvo una de
paradmetros significativos siendo los siguientes:

Tabla 1. Evaluacién macroscépica de la muestra

Caracteristica | Valor

Color Blanco opalescente

Volumen 3ml

pH 7

Viscosidad Viscoso

Tabla 2. Evaluacién microscopica de la muestra

Caracteristica | Valor

Motilidad e Progresivos: 16
e No progresivos: 36
e Inmotiles: 48

Concentracion | 39 millones/ml

Morfologia e Normales: 10

e No normales: 90

Lo interesante de esta muestra fue lo obtenido luego
del Swim up, pues este paso es esencial para la
evaluacion de reaccion acrosomal o ROS.

La concentracion obtenida luego de realizar el Swim
up fue de 7.6 millones/ml, lo cual indica que no es una
muestra viable y no se continué con el resto del
procedimiento.

Discusion y conclusiones

La motilidad espermatica es un elemento fundamental
para el espermatozoide humano, sin embargo, muchos
factores ajenos a la propia célula se ven involucrados
en el correcto desempeno de la célula.

Aunque el estudio fue relativamente limitado por el
niumero de muestras disponibles se proporcionan
datos significativos sobre la calidad seminal en
inidivduos con possibles factores de riesgo para
infertilidad masculina, tales como el sobrepeso y la
obesidad.



Los hallazagos en este estudio indican que las
muestras de varones con sobrepeso y obesidad tienden
a presentar baja motilidad y reaccién acrosomal, asi
como un incremento en las formas con morfologia
anormal, lo que se sugiere podria ser resultado del
impacto negativo del estrés oxidativo en la fertilidad
masculina.

Si bien, los resultados obtenidos durante este corto
tiempo de investigacion no nos permiten realizar
afirmaciones contundentes respecto a los efectos del
estrés oxidativo en la fertilidad masculina, no
obstante, la informacién recabada nos da pauta a

continuar con las investigaciones en salud
reproductiva. A su vez, estos sugieren que
modificaciones en las moléculas antioxidantes

podrian mitigar los efectos de las ROS, dando paso a
nuevas investigaciones en la salud reproductiva.
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Resumen

En este documento se muestra la informacién que
se me brindd en el area de inmunohistoquimica
cutanea para el estudio preclinico de la neuropatia
diabética. Se puso en practica un protocolo
estandarizado (conteo de fibras intraepidérmicas),
debido a que este se considera un biomarcador
temprano para la deteccion de la neuropatia
diabética, se realizaron practicas muestra para el
aprendizaje de la técnica antes de la aplicacién de
este y se establecieron criterios visuales para la
valoracion de las fibras nerviosas. La experiencia
fortalecio nuestras habilidades de ejecucion de la
técnicay analisis cualitativo de cortes histologicos,
preparandonos para la siguiente fase de la
investigacion (la parte clinica).

Abstract

In this document, you'll find the information | was
given in the cutaneous immunohistochemistry area
for the preclinical study of diabetic neuropathy.

A standardized protocol (intraepidermal nerve
fiber count) was put into practice. Practice samples
were used to learn the technique before its
application and visual criteria were established for
the assessment of nerve fibers. The experience
strengthened our skills in performing the technique
and the qualitative analysis of histological
sections, preparing us for the next phase of the
research (the clinical part).

Palabras clave

Neuropatia diabética, fibras intraepidérmicas,
inmunofluorecencia, inmunohistoquimica,
diabetes, inervasidn cutanea, fibras sensitivas

Key words

Diabetic neuropathy, intraepidermal nerv fibers,
immunofluorescence, immunohistochemestry,
diabetes, cutaneous innervation

Introduccion

La diabetes mellitus es una enfermedad crénica
que se caracteriza por la alteracion en la
produccion o el uso de la insulina en el organismo.
Esta es una hormona que controla los niveles de
glucosa en la sangre. Este problema puede deberse
a fallas en la funcién del pancreas o a la resistencia
de los tejidos del cuerpo a la accion de la insulina.
Este érgano contiene diferentes tipos de células,
entre las cuales las P pancreaticas son las
encargadas de producir insulina.

La neuropatia diabética en la diabetes mellitus tipo
1 o tipo 2 es un resultado de una hiperglucemia
cronica sostenida, generando dafio por la
acumulacién de productos toxicos en el tejido
nervioso periférico.
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Este proceso patoldgico causa el deterioro de la
vaina de mielina que recubre los axones de las
fibras nerviosas, alterando la conduccién del
impulso nervioso.

Asimismo, se afecta la microvasculatura de esta, lo
que disminuye el aporte de oxigeno y nutrientes a
los nervios, causando a su vez el aumento del dafio
en el tejido nervioso.

En esta investigacion se estudiara el dafio que es
causado en las fibras intraepidérmicas, que se
encuentran en la piel, inervada por varios subtipos
de fibras nerviosas como lo son las
somatosensoriales mielinizadas y amielinicas,
observable mediante el proceso de
inmunohistoquimica cutanea. Usandolo asi como
un biomarcador temprano en la diabetes mellitus.

Objetivos generales

Desarrollar competencias tedrico-practicas en
inmunohistoquimica e inmunofluorescencia para
reconocer biomarcadores tempranos de neuropatia
diabética en piel y transferir ese conocimiento al
entorno clinico.

Objetivos especificos

e Identificar y cuantificar los cambios
morfolégicos de las fibras nerviosas
intraepidérmicas, aplicando los requerimientos
y normas de bioseguridad en laboratorio.

e Desarrollar una practica simulada de
inmunofluorescencia para reconocer los pasos
criticos de la técnica.

e Relacionar el conocimiento de la practica
inmunohistoquimica con la practica clinica.

Metodologia

La formacion incluy6 diversas etapas.

Para el primer objetivo, se realizd una revision
exhaustiva de literatura cientifica enfocada en el
andlisis morfolégico de fibras nerviosas
intraepidérmicas como  biomarcadores  de
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neuropatia diabética. Con base en ello, se elabord
un protocolo experimental conforme a las
normativas de bioseguridad y manejo de muestras
bioldgicas. En este protocolo se integraron los
tipos de fibras presentes en el tejido y se llevo a
cabo una practica simulada utilizando tejido de
referencia, con el fin de mejorar la técnica de cada
participante. Se trabajo en la aplicacion de la
concentracion  del anticuerpo  primario y
secundario, asi como en los tiempos de incubacion,
procesos de desparafinizacion y montaje de
muestras. Se hizo énfasis en la correcta
identificacion de las estructuras histoldgicas clave,
epidermis, dermis y membrana basal epidérmica,
esta Gltima como punto anatémico de referencia
para la emergencia de las fibras nerviosas
intraepidérmicas, con el objeto de andlisis y
cuantificacion. Se excluyeron del conteo aquellas
fibras fragmentadas o ramificadas. Ademas, se
disefid una guia ilustrada para la interpretacion
cualitativa y sistematica, con énfasis en el método
de cuantificacion de fibras.

Para el segundo objetivo, se desarroll6 una practica
simulada de inmunofluorescencia, donde se
aplicaron los pasos de tincién, recuperacion
antigénica y montaje, con especial atencion a la
estandarizacién de tiempos criticos y al control de
artefactos en las muestras.

Finalmente, para el tercer objetivo, se realizd una
investigacion bibliografica enfocada en el cuadro
clinico de pacientes diabéticos con neuropatia,
analizando como las alteraciones en las fibras
nerviosas intraepidérmicas se relacionan con las
manifestaciones clinicas. Esto permitio establecer
un vinculo entre la préactica de laboratorio en
inmunohistoquimica y la relevancia de su
aplicacion clinica.
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Resultados
En la primera etapa se revisdé bibliografia
especializada y se elaboraron materiales de apoyo
que permitieron identificar y cuantificar los
cambios ~ morfologicos  de las  fibras
intraepidérmicas. En la Figura 1, se muestran
ejemplos de su morfologia y distribucion en
epidermis y dermis, asi como los criterios
utilizados para distinguir fibras completas de
aquellas fragmentadas o ramificadas, las cuales se
excluyeron del andlisis.

FIBRAS NERVIOSAS
INTRAEPIDERMICAS

nerviosas

Figura 1. Fibras
intraepidérmicas.

Realizado por Karen Janet Navarro Garcia, Jorge
Herrera Espinosa, 2025.

Posteriormente, se desarroll6 la practica simulada
de inmunofluorescencia, en la que se trabajo con la
aplicaciéon de concentraciones de anticuerpos
primarios y secundarios, los procesos de
desparafinizacion y recuperacién antigénica, y la
estandarizacion de tiempos de incubacion y
montaje. Esto se sistematizo en la Figura 2, que
resume de manera esquematica cada paso y los
puntos criticos a considerar para un montaje

b -
o %
o= _

14 -
S mcipEnTo

exitoso. La  practica  permiti0  avances
significativos en la identificacion de fibras y el
reconocimiento de alteraciones estructurales
compatibles con dafio neuropatico.

Finalmente, se establecid una relacion entre los
hallazgos histolégicos y la sintomatologia
neuroldgica de pacientes con diabetes mellitus o
estados prediabéticos, enfatizando la importancia
clinica de la biopsia cutanea. En la Figura 3, se
resume como la densidad reducida de fibras se
asocia con disminucion en la percepcion de
estimulos y con neuropatia diabética temprana.
Estas actividades favorecieron la comprension de
la utilidad de la inmunohistoquimica cutanea como
biomarcador y su relevancia para la préctica
clinica.

£Qué son las fibras Funcién diagnéstica Relacién con la

intraepidérmicas?

Biopsia
cutanea

(Evalda fibras /xﬁ{)
pequefias) b ]

diabetes tipo 2

i ol
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5 “’“"é « | Densidad  de
> Tipo A fibras en DM2
mielinizadas
gnas) y c La densidad de las * ;emepgi?:ral dael
(amielinicas) fibras intraepidérmicas -
o Fibras  sensitivas (IENF) permite detectar .l Amplitud
de pequefio neuropatia dle fibras Temim
calibre pequefias incluso con i
> No evaluables conduccién nerviosa * '\(:versa Rel‘:ﬂﬂg
con estudios de el densidad de IENF
conc_luccmn y severidad de la
nerviosa neuropatia

Figura 3. Relacion de fibras intraepidérmicas con
la diabetes tipo 2.

Realizado por Karen Janet Navarro Garcia, Jorge
Herrera Espinosa, 2025.

Discusion y Conclusion

Las  practicas  permitieron  aplicar la
inmunohistoquimica cutanea con el objetivo de
reconocer y cuantificar las fibras nerviosas
intraepidérmicas, considerando su grosor Yy
trayecto, lo que facilito la identificacion
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histologica de la epidermis, dermis y membrana
basal, asi como la distincion entre fibras incluidas
y excluidas del analisis. Se observaron alteraciones
estructurales compatibles con dafio neuropatico y
se relacionaron con la sintomatologia diabética y
prediabética descrita en la literatura. Las
simulaciones  reforzaron los conocimientos
adquiridos en la revision teorica y facilitaron su
aplicacion en la practica de laboratorio de manera
méas eficiente y sistematica. Asimismo, la
comparacion con articulos especializados permitid
comprender la utilidad de la densidad y morfologia
de las fibras intraepidérmicas como posibles
biomarcadores tempranos de neuropatia diabética.
La aplicacion de protocolos lograda en este
proceso constituye una base formativa sélida y un
acercamiento valioso entre la investigacion bésica
y la practica clinica, con potencial de integrarse en
proyectos interdisciplinarios futuros.
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Anexo figura 2

REPRESENTACION
ANATOMICA DE PIEL

nerviosas
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PROCESO DE INMUNOHISTOQUIMICA (INMUNOFLUORESCENCIA)
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RESUMEN

Una de los trastornos endocrinos mas comunes en
mujeres en el mundo y el pais es el Sindrome de
Ovario Poliquistico. Entre los sintomas que se
presentan, uno de los mas prevalentes es la resistencia
a la insulina, la cual puede conllevar a enfermedades
cronico degenerativas y cardiovasculares. No
obstante, este esta subdiagnosticado. En el presente
estudio se tomaron 165 muestras de suero sanguineo,
de las cuales 88 fueron de pacientes con SOP y 77 de
controles. Las muestras Se sometieron a una
cuantificacién de insulina mediante un procedimiento
ELISA, y en conjunto con los datos de cuantificacion
de glucosa se calculé el coeficiente HOMA-IR, para
ver cuantas pacientes presentaban resistencia a la
insulina. Los resultados permitieron observar que,
aunque en su mayoria las pacientes presentaban
niveles normales de insulina, debido a la alta cantidad
de glucosa en sangre, estas tenian resistencia a la
insulina. Por lo cual es imperativo realizar examenes

para observar si las pacientes con SOP presentan
resistencia a la insulina, lo que permitird brindar
tratamientos mas enfocados, mejorando asi su calidad
de vida.

Palabras clave: resistencia a la insulina, sindrome de
ovario poliquistico, HOMA-IR

ABSTRACT

One of the most common endocrine disorders in
women in the world and the country is the Polycystic
Ovarian Syndrome. Among the symptoms that occur,
one of the most prevalent is insulin resistance, which
can lead to chronic degenerative and cardiovascular
diseases. However, it is underdiagnosed. In the
present study, 165 blood serum samples were
collected, of which 88 were from PCOS patients and
77 from controls. The samples were subjected to an
insulin quantification using an ELISA procedure, and
together with the glucose quantification data, the
HOMA-IR coefficient was calculated to see how
many patients had insulin resistance. The results
showed that, although most of the patients had normal
insulin levels, due to the high amount of glucose in
their blood, they had insulin resistance. Therefore, it
IS imperative to perform tests to observe whether
patients with PCOS have insulin resistance, which
will allow us to provide more focused treatments, thus
improving their quality of life.

Key words: insulin resistance, polycystic ovary
syndrome, HOMA-IR.

INTRODUCCION

El sindrome de ovario poliquistico (SOP) o también
conocido como Anovulacion Hiperandrogénica (HA)
es uno de los trastornos endocrinos mas comunes en
mujeres en edad reproductiva. Es una condicién
donde al menos un ovario tiene un volimen ovararico
superior a 10 ml, hay engrosamiento de la tdnica
albuginea y microquistes multiples (Sir P., et. al.,
2013; Singh S., et. al., 2023), asi como solo se
diagnostica ante condiciones que reducen la calidad
de vida de la paciente (como pérdida de cabello,
alopecia, acné, problemas de infertilidad) (Singh
S.et. al., 2023).
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Se debe agregar que este sindrome se
caracteriza por disfuncion menstrual, infertilidad,
hisrsutismo, acné, obesidad; ademas de defectos
metabolicos como metabolismo anormal de glucosa,
hipertension, disfuncién endotelial, dislipidemia y
resisencia a la insulina (Singh S.,et. al., 2023; Pekcan
et. al., 2019)

Hay que mencionar, ademas, quienes padecen
SOP pueden padecer hiperinsulinemia compensatoria
por accion de la resistencia a la insulina, asi como esta
condicion es la principal causa de la produccién
excesiva de andrdgenos, la disminucion de la sintesis
hepatica de la SHBF y si no se maneja de forma
adecuada puede conllevar al desarrollo de diabetes
tipo 2 (Sir P., et. al., 2013; Singh S.,et. al., 2023).

En Meéxico el SOP afecta entre al 21-22% de
las mexicanas en edad reproductiva segun el sitio del
Gobierno de México (2024). Un estudio de Reyes-
Mufioz et. al. (2016) permiti6 observar una
prevalencia variable de resistencia a la insulina (RI)
en mujeres con SOP y el indice de masa corporal
(IMC), de igual manera se calcula que el 80% de las
pacientes con SOP y obesidad tiene RI (Olavarria-
Guadarrama, et. al., 2024).

No obstante, el IR no estd incluido como
criterio diagnostico para el SOP como son los criterios
de Rotterdam 2023 (Olavarria-Guadarrama, et. al.,
2024; Reyes-Mufioz et. al., 2016), e incluso algunos
clinicos asumen que todas las mujeres con SOP
exhiben cierto grado de RI con hiperinsulinemia
compensatoria (Reyes-Mufioz et. al., 2016); por ende,
Ilevando a una subdiagnosticacion del IR.

Por tal motivo, el determinar su prevalencia en
mujeres con SOP permitird dimensionar su impacto
clinico y metabdlico, y facilitara la implementacién
de estrategias de deteccion temprana, prevencion y
tratamiento oportuno.

OBJETIVO GENERAL

Determinar la prevalencia de resistencia a la insulina
en mujeres diagnosticadas con sindrome de ovario
poliquistico, con el fin de identificar la magnitud del
compromiso metabdlico asociado y aportar evidencia
que contribuya al diagnostico oportuno y al disefio de
estrategias de manejo integral.

METODOLOGIA
A. Seleccion de sujetos

Se recolectaron 165 muestras de suero sanguineo. De
las cuales 88 fueron mujeres con SOP. Dichas
muestras habian sido obtenidas previamente a la
estancia mediante una encuesta. Las otras 77 fueron
seleccionadas de un banco de muestras de alumnos y
personal de la universidad.

B. Cuantificacion de insulina

La cuantificacion de insulina de las 165 muestras se
realizé mediante el kit de ELISA ALPCO siguiendo
las instrucciones del fabricante. La cuantificacion de
las muestras se realizd por un espectrofotdmetro
marca Thermo electron corporation, modelo multitask
ascent. Mientras que el paso de la agitacion en el
ensayo ELISA fue realizado por un agitador marca
Labnet, modelo Vortemp 56.

C. Célculo del HOMA-IR

Se realiz6 el célculo del HOMA-IR (Homeostasis
Model Assessment for Insulin Resistance) con los
datos obtenidos durante la cuantificacion de la
insulina y sus respectivos datos correspondientes a su
concentracion de glucosa (dichos datos habian sido
recolectados previo a la estancia de verano).

La cuantificacion se realiz6 mediante la ecuacién 1.

HOMA — IR — Glucger X INSgyyno
405

Glucg,, - Glucosa sérica en ayuno (mg/dL)
Insulina en ayuno (mUI/L)

1 NSgyuno ~

Ecuacién 1. Método diagnostico para la resistencia a la insulina en la
practica diaria. (Olavaria-Guadarrama,et. al., 2024)

D. Tratamiento estadistico
Los datos obtenidos fueron compilados y tratados en
Excel, realizdndose una clasificacion categdrica
basados en los siguientes criterios.

Hipoinsulinemia <5
Insulina ylU/ml | Insulina normal 5-25
Hiperinsulinemia >25
Sin resistencia a la insulina <2.5
HOMA-IR Sospecha de resistencia 25-3
Resistencia a la insulina >3




Tabla 1. Intervalos categoricos en los valores de insulina en plU/ml. *Ul Guadarrama, et. al., 2024; Malanco H., et. al., 2018; Ibarra S. A., et. al.,
— Unidades de insulina (ALPCO, 2018). Intervalos categdricos en los  2024)
valores de HOMA-IR (los cuales fueron adaptados de Olavaria-

RESULTADOS

Imagen 1y 2. Prueba ELISA para la cuantificacién de insulina en muestra de suero.

A B
70.00 100
60.00 ° %
g ) 80 1
= 50.00 70 :
£ °
2 40.00 . 0
E g a0
< 30,00
=]
g T 1 N K 7
£ 20,00 o
E 10.00 - .
- 1 T 0
0.00 0
SOP  Control S0P Confral
N=88  N=T7

OMorma OAlD



[=
[
(s3]

21

0w

N-R

O30F OControl
Figura 1. Cuantificaciones y categorizaciones en las pacientes con SOP y los controles. A) Se muestra la distribucion de los valores de insulina
en los sujetos del estudio. B) Se observa que el valor de insulina obtenido se encuentra dentro de los intervalos normales, solo siendo un 12.5%
y 5.11% los que obtuvieron niveles de insulina altos para SOP y controles, respectivamente. C) Comparacion de situacion de HOMA-IR: SOP
contra CONTROL. N-IR (Sin resistencia a la insulina), S-IR (Sospecha de resistencia a la insulina), IR (Resistencia a la Insulina)

En el caso de las pacientes con SOP se observa un
valor medio de 17.61+10.52 plU/ml de insulina. Por
otra parte, en las mujeres control se observo una
menor cantidad de insulina sérica siendo de 14.04
+15.94 plU/ml (Figura 1A). En ambos casos se
observé la presencia de outliers, siendo el mas
destacable una paciente con SOP con 60.65 plU/ml
de insulina.

Al realizar la estimacion de HOMA-IR se
observé que gran cantidad de las participantes con
SOP (64.78%) tienen resistencia a la insulina,
mientras que en caso contrario los pacientes control
mostraron no tener resistencia a la insulina (Figura
1C).

DISCUSIONES Y CONCLUSIONES

En este estudio se cuantifico la insulina sérica de 165
muestras, 88 pacientes con SOP y 77 controles
mediante una técnica ELISA, ademas se calculd el
HOMA-IR. Dentro de los resultados obtenidos se
observé una prevalencia de resistencia a la insulina en
las pacientes con SOP del 64.78%, lo cual es
semejante a lo reportado en la literatura del 60 a 80%
(Sir P., et. al., 2013; Olavaria-Guadarrama, et. al.,
2024).

Si bien los datos obtenidos de insulina tanto en
los pacientes como en los controles mostraron
resultados normales, dado que el calculo del HOMA-
IR es el producto de la concentracion de insulina y la
concentracion de azlcar, se puede sospechar que las
pacientes sufren de hiperglicemia, asi como podrian
desarrollar una hiperinsulidemia compensatoria,
segun el cuadro clinico descrito por Carrasco, et. al.,
(2013).

Los resultados observados refuerzan la
necesidad de una evaluacion sistemética de RI en las
pacientes con SOP, pudiendo incluso complementarse
con la prueba de TgyGlu (Trigliceridos y Glucosa)
(Olavaria-Guadarrama, et. al., 2024), asi como con
mediciones antropométricas segun lo descrito por Sir
P. et. al, (2013).

En la poblacion mexicana debido al estilo de
vida y héabitos e incluso la genética, el SOP tiene
mayor prevalencia (Gobierno de México, 2024), por
lo que es necesario la creacion de protocolos de
deteccidn temprana de IR con el fin de poder manejar
el SOP de mejor manera, disminuir la posibilidad de
enfermedades consecuentes como la diabetes mellitus
2y asi mejorar la calidad de vida de las pacientes.
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Resumen

El presente reporte compara perfiles de diabetes
mellitus tipo 1 y tipo 2 para identificar que escala
diagnostica estandarizada resulta mas relevante al
priorizar la evaluacion sensorial en la primera
consulta. Ademas, se reviso la evidencia clinica sobre
el uso de la neurodinamia en humanos con neuropatia
diabética. Este analisis fortalecid el razonamiento
clinico y las habilidades practicas, lo cual permitira
seleccionar pruebas mas pertinentes y a la orientacion
del paciente hacia estrategias de autocuidado
preventivo.

Abstract

This report compares profiles of type 1 and type 2
diabetes mellitus to identify which standardized
diagnostic scale is most relevant when prioritizing
sensory evaluation during the first consultation. In
addition, clinical evidence on the wuse of
neurodynamics in humans with diabetic neuropathy

was reviewed. This analysis strengthened clinical
reasoning and practical skills, allowing for the
selection of more pertinent tests and guiding patients
toward preventive self-care strategies

Palabras clave

Neuropatia diabética; fisioterapia clinica; diabetes
mellitus; neurodinamia; movilizacion neural

Key Words

Diabetic neuropathy; clinical physiotherapy; diabetes
mellitus; neurodynamics; neural mobilization

Introduccion

La diabetes mellitus es una enfermedad cronica
metabolica caracterizada por una afectacion en la
produccion o el uso de la hormona encargada de
controlar los niveles de glucosa en sangre, la insulina.
Cuando estos niveles se mantienen elevados por
tiempos prolongados, a lo que se le conoce como
hiperglucemia croénica, se activan diversas vias
metabolicas que terminan generando complicaciones
en multiples 6rganos y tejidos, incluyendo el sistema
nervioso periférico, conduciendo al desorrolo de
neuropatia diabética (ND) (Pop-Busui,2016).

La neuropatia diabética se describe como una
afectacion en los nervios somaticos o autondmicos,
del sistema nervioso periférico, cuya causa se asocia
exclusivamente a la diabetes mellitus. Mayormente, la
afectacion es principalmente sensorial y suele iniciar
en las extremidades inferiores desde la zona distal.
(Mayo Clinic,2022).

En la actualidad, el abordaje terapéutico de la

neuropatia  diabética  periférica se  enfoca
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principalmente en un control de la hiperglucemia y en
la mejora de la sintomatologia. Es por eso por lo que
la implementaciéon de programas preventivos que
permitan detectar de manera oportuna las alteraciones
sensoriales derivadas del dafio neuropatico es esencial
para disminuir el riesgo de desarrollar complicaciones
posteriores (Velasco, 2016).

La deteccion temprana de neuropatia diabética es
fundamental y este reporte relaciona el problema
clinico con la toma de decisiones en la primera
consulta, resaltando la importancia de la correcta
seleccion de escalas diagnosticas y la priorizacion de
pruebas sensoriales, asi como la planificacion de
intervenciones fisioterapéuticas, como la
neurodinamia y la educacion del paciente en la
identificacion de signos clinicos relevantes y en

estrategias de prevencion.

Objetivo general

Integrar conocimientos tedricos y practicos sobre la
neuropatia diabética en el contexto clinico de la
fisioterapia.

Objetivos especificos

1. Comparar la fisiopatologia y manifestaciones
clinicas de la diabetes Mellitus tipo 1 y
diabetes mellitus tipo 2.

2. Seleccionar y justificar escalas estandarizadas
para la evaluacion inicial de la neuropatia
diabética y determinar su uso en el

seguimiento.

3. Analizar evidencia clinica del uso de la
neurodinamia en pacientes con neuropatia
diabética.

Metodologia

La formacioén incluy6 un proceso de recopilacion y
andlisis de informacién con base en literatura
cientifica y documentos clinicos. La busqueda
bibliografica se realizé en PubMed, Scielo y Google
Scholar. (i) Se elaboré un cuadro comparativo entre
diabetes mellitus tipo 1 y tipo 2, a partir de fuentes
seleccionadas,  registrando  fisiopatologia vy
manifestaciones clinicas con criterios uniformes. (ii)
Se recopilaron y organizaron escalas estandarizadas
diabética,

para la evaluacion de

justificando

neuropatia
su uso en primera valoracion y
seguimiento, y sistematizando sus indicaciones y
forma de aplicacion. (iii) Se reviso la evidencia clinica
sobre el uso de la neurodinamia en neuropatia
diabética y con esa base, se plantearon escenarios
clinicos y la aplicabilidad del comparativo DM1—
DM2 y de las escalas seleccionadas en la practica
fisioterapéutica supervisada.

Resultados

En relacion con el primer objetivo, la comparacion de
la fisiopatologia y las manifestaciones clinicas de la
diabetes mellitus tipo 1 y tipo 2, permitio identificar
que la neuropatia diabética presenta mecanismos
fisiopatologicos comunes en ambos tipos, entre los
que destacan la via de los polioles, la via de las
hexosaminas y la formacion de productos finales de
glicacion avanzada (AGEs). Estos mecanismos
generan estrés oxidativo, inflamacion,
microangiopatia y dafio en fibras nerviosas
(Brownlee,2001). Los primeros sintomas suelen
incluir dolor, hormigueo y parestesias, mientras que
en etapas avanzadas puede presentarse perdida de la
sensibilidad  protectora, problemas de la
propiocepcion y mayor riesgo de ulceras en los pies

(Mayo Clinic, 2022).




En la DM1, la neuropatia aparece generalmente afios
después del diagnostico y se relaciona al mal control
glucémico, predominando el dafio estructural en
fibras En la DM2 puede
presentarse antes del diagnostico, favorecida por
factores como  dislipidemias 'y  obesidad,
predominando el dafio en fibras nerviosas pequeiias
(O'Brien, 2021). La prevalencia estimada es del 6-
30% en DM1 y del 26% en DM2, con mayor riesgo
de complicaciones en esta ultima (Pop-Busui, 2016).
Este andlisis permite orientar la priorizacion de

nerviosas grandes.

pruebas sensoriales y decisiones clinicas mas precisas
en futuras consultas.

Respecto al segundo objetivo, se seleccionaron y
justificaron escalas estandarizadas utilizadas para
detectar y clasificar la neuropatia diabética periférica.
La escala de Toronto Modificada (mTCNS) destaca
por su alta sensibilidad (96.7-98%) y especificidad
(85-97%), combinando preguntas y pruebas
sensoriales sencillas para identificar cambios
tempranos, especialmente sensitivos (Isiaquez,2023).
El instrumento de deteccion de neuropatia de
Michigan (MNSI) combina un cuestionario de 15
items y exploracion fisica con monofilamento,
vibracion, reflejos aquileos e inspeccion de pies, con
una sensibilidad de 40-80% y especificidad de 80-
95%, ttil tanto en cribado como en seguimiento
clinico (Herman, 2012). El neuropathy disability
score (NDS) evalta la percepcion vibratoria y
térmica, reflejos y dolor punzante, clasificando la
neuropatia en nula, leve, moderada o grave, con
sensibilidad de 67-93% y especificidad de 70-78%
(Velasco,2016).

Otras herramientas incluyen la escala de neuropatia
temprana de Utah (UENS), enfocada en la neuropatia
sensitiva inicial con alta especificidad (81-94%)
(Singleton, 2008), y el cuestionario DN4, disefiado
para identificar dolor neuropatico con sensibilidad y
80% (Marta Rios-

especificidad superiores al

Leén,2024). Las comparaciones indican que la
mTCNS es sensible para estadificacion
temprana, el MNSI es mas versatil y aplicable en

mas

atencion primaria, y el DN4 es preferente en contextos
de dolor neuropatico. Todas las escalas revisadas
muestran utilidad clinica complementaria, siendo su
eleccion dependiente del objetivo ya sea cribado,
diagnostico temprano o seguimiento y del contexto
asistencial. Esta revision refuerza la capacidad de
seleccionar la escala mas adecuada para la primera
consulta y planificar evaluaciones de seguimiento.

Finalmente, en relaciéon con el tercer objetivo, el
analisis critico de la evidencia clinica, junto con el
planteamiento de escenarios clinicos que integraron el
comparativo DM1-DM2 vy las escalas priorizadas,
permitid delinear pautas de aplicacion seguras y
potencialmente efectivas para la neurodinamia en
contexto supervisado, incluyendo criterios de inicio,
progresion y suspension (Ashoori et al., 2024). Se
identificaron beneficios clinicos reportados en
neuropatia diabética, reduccion del dolor neuropatico;
incremento de la sensibilidad tactil, térmica y
vibratoria; aumento de la velocidad de conduccion
nerviosa y del rango articular; y mejora de la marcha
y el equilibrio, que orientan la aplicabilidad futura
(Azharuddin, 2023). Estos efectos podrian explicarse
por mecanismos propuestos como la mejora de la
vascularizacion intraneural, la modulacion de
mediadores proinflamatorios, la facilitacion del flujo
axopldsmico y la redistribucion de cargas mecanicas
(O'Brien et al., 2021). No obstante, la literatura
estudios
centrados en un solo nervio pese al caracter
polineuropéatico de la NPD, heterogeneidad de

presenta limitaciones: predominio de

protocolos y dosificacion, escaso uso de medidas
objetivas y seguimiento limitado a largo plazo,
ademas de poca evidencia en poblaciones fragiles o
con comorbilidades (Ashoori et al., 2024).




Discusion y conclusiones

La recuperacion de informacion muestra que, aunque
la neuropatia diabética en la diabetes tipo 1 y tipo 2
comparten mecanismos fisiopatolégicos como la via
de los polioles, la formacion de productos finales de
glicacion avanzada y la via de las hexosaminasa,
existen diferencias importantes en su apariciony en la
forma de afectacion nerviosa. En la DMI suele
presentarse anos después del diagnostico, asociada al
mal control glucémico y con predominio de dafio en
fibras nerviosas grandes, mientras que en la DM2
puede aparecer antes de su deteccion clinica,
afectando principalmente a fibras nerviosas pequefias
y con mayor riesgo de tener complicaciones. Estas
diferencias resaltan la necesidad de estrategias de
deteccion y del manejo ajustadas a cada tipo de
diabetes.

La revision de las herramientas diagnosticas mostrd
que no existe un tnico método capaz de cubrir todas
las necesidades clinicas. La escala de Toronto
modificada destaca por su alta sensibilidad en etapas
tempranas, el MNSI por su efectividad en el cribado
y el seguimiento y el DN4 en la deteccion del dolor
neuropatico. En conjunto, se sugiere que la
combinacion de varias escalas, adaptadas al contexto
del paciente, ofrece una valoracion mas precisa y
favorece la deteccion temprana la neuropatia
diabética.

En cuanto a la neurodinamia, se han identificado
beneficios significativos, como lo son los antes ya
mencionados, sin embargo, la falta de estandarizacioén
de protocolos, el enfoque limitado a nervios aislado y
la falta del seguimiento a largo plazo de los pacientes
limitan su aplicacion. Por ello, resulta fundamental
impulsar investigaciones mas homogéneas, con
poblaciones diversas y evaluaciones muy objetivas,
asi como establecer criterios claros de 1inicio,
progresion y suspension de ejercicios, de modo que se

refuerce la evidencia disponible y se optimice su uso
seguro en la practica clinica.
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RESUMEN

El sudor es un fluido bioldgico de interés para el
monitoreo no invasivo de parametros fisiologicos,
debido a que refleja el estado electrolitico del
organismo. En este trabajo se desarrollaron
nanobiosensores potenciométricos para la deteccion
de iones potasio (K') y cloruro (CI). Para los
electrodos se utiliz6 como soporte papel Toray,
sobre el cual se depositaron aerogeles
nanoestructurados y membranas selectivas de iones,
y se evaluaron mediante la técnica de potencial a
circuito abierto (OCP) en sudor sintético. A su vez,
se elabord una referencia experimental a partir de
nanoparticulas de plata y FeCls, el cual presentd un
desplazamiento de =250 mV respecto a la referencia
comercial Ag/AgCl. A pesar de esta diferencia, el
potencial se mantuvo estable y reproducible.

El sensor de potasio presentd incrementos
progresivos de potencial con cada adicién de KCI,
por otro lado, el sensor de cloruros mostré una
disminuciéon del potencial conforme aumentd la
concentracion de Cl, una respuesta coherente con el
comportamiento Nernstiano esperado.

Las curvas de calibracion obtenidas a 350 s
confirmaron la sensibilidad de los sensores,
demostrando su potencial aplicacion en sistemas
portatiles de monitoreo idnico.

PALABRAS CLAVE: biosensor, aerogel, potasio,
cloruro, potenciométrico, papel Toray, OCP.

ABSTRACT

Sweat is a biological fluid of interest for
non-invasive monitoring of  physiological
parameters, as it reflects the electrolyte balance of
the body. In this work, potentiometric
nanobiosensors were developed for the detection of
potassium (K") and chloride (CI') ions. Toray paper
was used as the electrode substrate, onto which
nanostructured aerogels and  ion-selective
membranes were deposited. The sensors were
evaluated using the open circuit potential (OCP)
technique in synthetic sweat. Additionally, an
experimental reference electrode was fabricated from
silver nanoparticles and FeCls, which exhibited a
potential shift of approximately 250 mV compared to
a commercial Ag/AgCl reference. Despite this

difference, the potential remained stable and
reproducible.
The potassium sensor exhibited progressive

increases in potential with each KCI addition, while
the chloride sensor showed a decrease in potential as
the CI” concentration increased, a response consistent
with the expected Nernstian behavior. Calibration
curves obtained at 350 s confirmed the sensitivity of
the sensors, demonstrating their potential application
in portable ionic monitoring systems.

KEYWORDS: biosensor, aerogel, potassium,
chloride, potentiometric, Toray paper, OCP.
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I. INTRODUCCION

Los biosensores se han propuesto como una
tecnologia de diagndstico no invasivo para el
monitoreo de biomarcadores en tiempo real [1]. Uno
de los analitos frecuentemente utilizado es el sudor
ya que ofrece ventajas notables: es accesible, no
invasivo y refleja el estado electrolitico del
organismo. Dicho estado puede evaluarse mediante
sensores potenciométricos, capaces de cuantificar de
manera simultdnea electrolitos y metabolitos como
sodio, potasio, cloruro, glucosa, acido urico, entre
otros. [2]. Los niveles de estos biomarcadores se ven
alterados si el individuo presenta alguna patologia
[1].

Particularmente los iones cloruro (CI) y
potasio (K") en el sudor han sido estudiados debido a
su relacion con enfermedades como fibrosis quistica,
desequilibrios electroliticos y trastornos metabolicos
[3].

Los iones cloruro (CI') son electrolitos
esenciales que participan en funciones como el
mantenimiento del equilibrio osmético, la regulacion
del volumen celular y la transmision de impulsos
nerviosos. Cuando los niveles se ven anormales y
duplican la concentracion normal en sudor de <30
mM, es indicador de enfermedades como la fibrosis
quistica [3]. También se puede relacionar con
problemas de deshidratacion e insuficiencia renal
[4].

Los iones potasio (K+) se utilizan como

biomarcador para detectar enfermedades
relacionadas con  desequilibrios electroliticos,
fibrosis quistica, cirrosis hepatica y diversas

nefropatias [5].

Sin embargo, la mayoria de los dispositivos
de deteccion reportados enfrentan limitaciones en
estabilidad, selectividad i6nica y reproducibilidad,
dificultando su aplicacion en sistemas portatiles [3].
Esto motiva la busqueda de nuevos materiales que
mejoren la respuesta de los electrodos y su viabilidad
en escenarios clinicos [6,7].

Por ello, se plantea que la incorporacion de
aerogeles  nanoestructurados combinados con
membranas  selectivas puede incrementar la

sensibilidad y confiabilidad de los biosensores [7].
El presente estudio tiene como propdsito desarrollar
y validar sensores potenciométricos soportados sobre
electrodos de papel Toray modificados para poder
establecer una base confiable para la deteccion de
iones en un buffer de fosfatos.

I1. OBJETIVOS

1. Desarrollar electrodos para la deteccion de
iones cloruro y potasio basados en aerogeles
nanoestructurados y membranas selectivas de
iones sobre papel Toray.

2. Validar y estandarizar la funcionalidad del
sensor electroquimicamente mediante
pruebas de potencial a circuito abierto (OCP).

3. Farbricar electrodos de referencia con
AgNP/FeCl; sobre papel toray.

4. Comparar el potencial obtenido del electrodo

de referencia respecto a electrodos
comerciales de Ag/AgCl.
III. METODOLOGIA

Preparacion de sudor sintético (buffer de fosfatos)

Se pesaron 6 g de Fosfato de Potasio
Monobasico KH,PO, y 0.3 g de Fosfato de Sodio
Dibasico heptahidratado Na,HPO, y se disolvieron
en 500 mL de agua destilada, ajustando el pH a 5.6

Electrodos de cloruro

Se mezclaron 5 mg de aerogel de plata con
500 pL de agua desionizada y 250 pL de Nafion en
un vortex, posteriormente se sometid0 a bafo
ultrasonico durante 20 minutos. Sobre el papel Toray
3x0.5 cm se depositaron 2 capas de 10 puL cada una,
de Ia tinta nanoestructurada de plata , dejando secar
1 hora a temperatura ambiente entre cada capa.
Finalmente, se afiadieron 10 pl. de membrana de
hidroxietilcelulosa 3% y se dejo secar por 24 horas a
temperatura ambiente.

Electrodos de potasio

Para la sintesis de la membrana selectiva de
iones se prepar6 una mezcla de valinomicina,
KTCIPB, poliuretano y bis(2-etilhexil)sebacato
(DOS), disueltos en 1 mL de tetrahidrofurano (THF).



Por otro lado, para el soporte se dispersé 1 mg de de aerogeles y membranas selectivas se observaron
aerogel de carbono funcionalizado en ImL de etanol. bajo microscopio presentando una apariencia
Sobre el papel Toray se depositdé 1 capa de soporte homogénea, asi como se observa en la Figura 2.

de 10 pL por drop-casting y se dejo secar 10
minutos. Finalmente, se depositaron 5 capas de 10
puL de la membrana sobre papel toray , dejando secar
durante 1 hora a temperatura ambiente.

Electrodos de referencia

Como método de comparacion, se utilizé un
electrodo de referencia comercial Ag/AgCl con la
cual se estandarizo la referencia experimental. Para
ello, se depositdé 1 capa de 10 pL de una tinta
comercial de Nanoparticulas de plata sobre el papel &
Toray en un area de 0.5x0.5 cm, posteriormente se Figura 2. Microscopia de las capas funcionales sobre
depositd 1 capa de 10 pL de FeCl; y se dejé secar el electrodo de papel Toray para el biosensor de K.
por 5 dias.

En la Figura 3a se muestran los electrodos
Evaluacion electroquimica para el sensor de potasio utilizando el ionéforo de
La wvalidacion del biosensor se realizd tipo I y II. La Figura 3b muestra electrodos del
utilizando un potenciostato BioLogic SP-3300 en sensor de cloruro y las referencias fabricadas en el
modo OCP (Open circuit potential): Para ello, se laboratorio.
emple6 una solucion Buffer (pH 5.6) como
electrolito y dos electrodos: trabajo y referencia, tal
como se muestra en la Figura 1. Se realizaron tres
pruebas a 0 mM de 10 minutos cada una;
posteriormente se hicieron adiciones de 10 pl de KC1
en un rango de 2 a 16 mM. Entre cada adiciéon se
llevé a cabo una medicion OCP de 10 min.

Figura 3. Electrodos fabricados sobre soporte de papel Toray.

Figura 1. Montaje de la celda electroquimica para las pruebas En la Figura 4 se observa la respuesta del
potenciométricas. electrodo selectivo de potasio. Durante la medicion a

0 mM el potencial permaneci6 estable y tras cada

IV. RESULTADOS adicion de KCI (2 mM), el valor del potencial

incrementd progresivamente. Este comportamiento
demuestra la sensibilidad del sensor respecto a la
concentracion idnica.

En la Figura. 2 se muestran los electrodos
elaborados sobre papel Toray. Las capas depositadas
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Figura 4. Respuesta potenciométrica del sensor de potasio (K°)
a adiciones sucesivas de KCI (2 mM).

La Figura 5 presenta la respuesta del sensor
selectivo a cloruros. En este caso, la tendencia
general de su comportamiento fue una disminucion
del potencial conforme se incrementaba la
concentracion de Cl, respondiendo a lo esperado de
acuerdo con el equilibrio electroquimico del sistema
AgNP/FeCl;.  Sin  embargo, se  registraron
desviaciones en algunas adiciones, posiblemente
asociadas a defectos en la homogeneidad en la tinta
de los electrodos.
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Figura 5. Respuesta potenciométrica del sensor de cloruro
(Cl') a adiciones sucesivas de KCI (2 mM).

En la Figura 6 se comparan los potenciales
registrados entre la referencia sobre Toray
(AgNP/FeCl,) y la referencia comercial (Ag/AgCl).

Se observd que el potencial de la referencia
elaborada en papel Toray (+0.065 V) se encuentra
desplazado aproximadamente 250 mV respecto a la
referencia comercial (—0.187 V). Aunque su
comportamiento fue estable y reproducible, esta
diferencia limita reproducir el potencial estandar de
Ag/AgClL
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Figura 6. Estandarizacion de electrodos de referencias
comparando el comportamiento entre el electrodo de referencia
experimental AgNP/FeCls y un electrodo de referencia
comercial Ag/AgCl en pruebas en blanco (0 mM).

Finalmente, la Figura 7 resume la respuesta
de los sensores ya que se observa la tendencia del
potencial registrado a los 350 segundos contra la
concentracion de ion.
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Figura 7. Curvas de calibracion de electrodos de iones potasio
y cloruros vs electrodo de de referencia experimental
AgNP/FeCls



En el caso del sensor de potasio, la relacion
fue lineal y positiva, mientras que para cloruros la
pendiente fue negativa, como se esperaba
tedricamente. Aunque se observan algunos datos
anormales en el sensor de cloruro especificamente a
10, 14 y 16 mM en donde se tiene un aumento del
potencial respecto a la concentracion anterior.

V. DiSCUSION Y CONCLUSIONES

Los biosensores desarrollados en papel Toray
mostraron una respuesta potenciométrica estable
frente a variaciones en la concentracion de iones. En
el sensor de potasio (Figura 4), los incrementos de
potencial observados en cada adicion de KCI
confirman la capacidad de selectividad a iones K* de
la membrana con valinomicina, mostrando una
tendencia coherente con el comportamiento
Nernstiano esperado. La reproducibilidad de la sefial
a lo largo de las adiciones sugiere que se obtuvo un
recubrimiento lo suficientemente estable para la
deteccion del ion.

Por otro lado, el sensor de cloruros (Figura 5)
mostré una disminucion progresiva del potencial en
cada adicion de KCl. Sin embargo, algunas
variaciones menores entre las adiciones de 10, 14 y
16 mM sugieren que el electrodo no alcanzo una
homogeneidad completa, lo que pudo afectar la
difusién idnica y la estabilizacion del potencial. A
pesar de ello, la tendencia general respalda el
funcionamiento del electrodo para la deteccion del
anion.

En cuanto a la estandarizacion de las
referencias, la comparacion entre la referencia
experimental y la comercial, presentada en la Figura
6, reveld un desplazamiento de aproximadamente
250 mV en el potencial. Si bien esta diferencia
indica que la referencia experimental no reproduce el
potencial estandar de Ag/AgCl, el hecho de que se
mantuviera estable y reproducible durante las
mediciones permite considerarla como una
alternativa flexible, de bajo costo y con
oportunidades de mejora.

Finalmente, la curva concentracion—potencial
de la Figura 7 obtenida a los 350 segundos permitio
resumir y cuantificar el desempefio de ambos

sensores. La linealidad de la respuesta en el caso de
potasio, y la pendiente negativa en cloruros,
corroboran la sensibilidad de los electrodos.
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Resumen.

El objetivo de esta investigacion fue evaluar el
porcentaje de espermatozoides humanos que
presentan especies reactivas de oxigeno (ERO)
intracelulares y su relacion con la calidad seminal.
Se obtuvieron muestras de pacientes con
abstinencia sexual de 2 a 5 dias, que fueron
procesadas y analizadas mediante evaluaciones
macroscopicas (color, volumen, pH y viscosidad)
y microscopicas (concentracion, motilidad y
morfologia), ademas de la técnica Swim up para la
seleccion de espermatozoides con motilidad
progresiva.

Posteriormente, se  aplicO un  método
complementario de deteccion de fragmentacion de

ADN espermético utilizando microscopia de
fluorescencia. Los resultados mostraron que,
aungue la mayoria de las muestras se mantuvieron
dentro de pardmetros normales en volumen, pH y
concentracion  espermatica, se observdé una
disminucion en la motilidad y alteraciones
morfoldgicas en algunos casos, lo que se asocid a un
aumento en las ERO intracelulares. Estos hallazgos
destacan la importancia de evaluar el estrés
oxidativo como un factor determinante en la
infertilidad masculina, ya que influye directamente
en la integridad del ADN y en la capacidad
fecundante de los espermatozoides.

En conclusion, el estudio aporta evidencia sobre la
necesidad de incluir pardmetros relacionados con
las ERO y la fragmentacion espermaética dentro de
la valoracion rutinaria de la calidad seminal, lo que
podria mejorar el diagnostico y manejo de la
infertilidad masculina.

Palabras clave:

Especies  reactivas de oxigeno (ERO),
espermatozoides, calidad seminal, motilidad
espermatica, morfologia espermatica, infertilidad
masculina, swim up.

Abstract.

The aim of this study was to evaluate the
percentage of human spermatozoa presenting
intracellular reactive oxygen species (ROS) and
their relationship with semen quality. Samples
were obtained from patients with 2-5 days of
sexual abstinence and analyzed through
macroscopic evaluation (color, volume, pH,
viscosity) and  microscopic  assessment
(concentration, motility, morphology), in addition
to the Swim up technique for the selection of
progressively motile spermatozoa.

A complementary method for sperm DNA
fragmentation detection was also applied using
fluorescence microscopy. Results showed that,
although most samples remained within normal
ranges for volume, pH, and concentration,
decreased motility and morphological alterations
were observed in some cases, which were
associated with increased intracellular ROS. These
findings highlight the importance of oxidative
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stress as a key factor in male infertility, as it
directly impacts DNA integrity and sperm
fertilizing capacity.

In conclusion, this study provides evidence
supporting the inclusion of ROS-related
parameters and sperm fragmentation in routine
semen analysis to improve the diagnosis and
management of male infertility.

Key Words:

Reactive oxygen species (ROS), spermatozoa,
semen quality, sperm motility,sperm morphology,
male infertility, swim up.

Introduccion

La infertilidad masculina es un problema de salud
que afecta aproximadamente al 50 % de las parejas
que presentan dificultades para concebir,
constituyendo una de las principales causas de
consulta en medicina reproductiva (Agarwal et al.,
2021). En este contexto, las especies reactivas de
oxigeno (ROS) han cobrado un papel central en la
investigacion, ya que en niveles fisiol6gicos
participan en procesos como la capacitacion
espermatica, la hiperactivacion y la reaccion
acrosémica; sin embargo, cuando su produccién
excede la capacidad antioxidante del sistema,
generan un estado de estrés oxidativo que
compromete la calidad espermaética (Aitken,
2017).

Diversos estudios han demostrado que el exceso
de ROS provoca peroxidacion lipidica en las
membranas, fragmentacion del ADN espermatico
y reduccion significativa de la motilidad, lo que
impacta directamente en la capacidad fecundante
de los espermatozoides (Agarwal et al., 2014;
Sharma et al., 2021). Asimismo, se ha reportado
que el estrés oxidativo se asocia con fallas en la
fertilizacion, desarrollo embrionario deficiente y
resultados adversos en técnicas de reproduccién
asistida (Aitken & Baker, 2020). A pesar de estos
hallazgos, aln persisten vacios en la literatura
respecto a los mecanismos precisos de dafio y a la
eficacia de intervenciones antioxidantes que
permitan mejorar los resultados reproductivos.

El proposito de esta investigacion es analizar el
impacto de las especies reactivas de oxigeno en la
fertilidad masculina, destacando su doble papel
como mediadores fisioldgicos y agentes de dafio
celular. Este estudio tiene gran importancia, ya que
la infertilidad no solo representa una condicion
médica, sino también un problema social y
emocional que afecta la calidad de vida de
millones de parejas a nivel mundial (Sharma et al.,
2021).

Objetivo:

e Evaluar el porcentaje de espermatozoides
humanos que presentan especies reactivas
de oxigeno intracelulares.

Metodologia

Se recolectaron muestras seminales tras un periodo
de abstinencia de 2 a 5 dias, garantizando asi
pardmetros adecuados de concentracion 'y
motilidad. Cada muestra se analizo6 entre los 30 y
60 minutos posteriores a su recoleccion para
preservar la viabilidad, manteniéndose a
temperatura fisiolégica mediante su transporte
cercano al cuerpo. Previamente, los pacientes
respondieron un cuestionario sobre hébitos y
condiciones de salud, ademas de otorgar
consentimiento informado.

El anélisis macroscdpico incluyd la evaluacion del
color, esperado como blanco opalescente; el
volumen, que en condiciones normales varia entre
1.5y 5 mL, siendo el maximo registrado de 4 mL;
el pH, medido con tiras reactivas (rango
fisioldgico de 7 a 8), y la viscosidad, determinada
por observacion directa.

La evaluacion microscépica contempld la
concentracion espermatica mediante camara de
Neubauer, colocando 20 pL de muestra y
realizando conteo en tres filas con ayuda de un
contador manual; la motilidad, al observar 10 pL
de muestra bajo cubreobjetos y clasificar los
espermatozoides en progresivos, No progresivos e
inmoviles; y la morfologia, a partir de un frotis
tefiido con hematoxilina-eosina tras fijacion en



metanol, analizado a 100x y categorizado en
formas normales o anormales.

Posteriormente se aplico la técnica swim-up para
enriquecer la fraccion de espermatozoides con
motilidad progresiva. Como complemento
metodoldgico se realizd la técnica TUNEL para
evaluar la fragmentacion del ADN.

A continuacion se describe la técnica empleada:

Inicialmente se prepararon frotis celulares que,
tras el secado, fueron lavados con PBS para
permeabilizar las membranas y posteriormente
fijados con paraformaldehido al 4 %.
Posteriormente, las muestras se incubaron a 4 °C
durante 25 minutos, se lavaron con PBS y se
trataron con Triton X en PBS a temperatura
ambiente, con el fin de lisar las células sin
comprometer su estructura. A continuacion, se
realizaron incubaciones en tampon pH 7.5 y en
buffer 1X preparado con enzima TdT y colorante
fluorescente, manteniendo tiempos de exposicion
controlados para garantizar la estabilidad celular.
Las ldminas fueron colocadas en camara himeda a
37 °C, sometidas a tinciones de excitacion y
lavadas en PBS antes de su observacion final.
Finalmente, las muestras se analizaron en un
microscopio de fluorescencia, donde, si bien no se
cuantificaron resultados, fue posible apreciar los
patrones caracteristicos de sefial fluorescente
indicativos de fragmentacion de ADN.

Resultados

Se obtuvieron los siguientes resultados:

Tabla 1. Andlisis macroscopico

Volumen (ml) Color pH Viscosidad

Paciente 1 25 Blanco ) si

opalescente

Paciente 2 1.8 Blanco 8 si

opalescente

Blanco 7 no
opalescente

Paciente 3 4

Tabla 2. Andlisis microscépico. Motilidad y morfologia

Motilidad Morfologia

Progresiva No Inmotiles Normales Anormales

progresiva

Paciente 1 44 14 42 22 78

Paciente 2 38 12 50 13 87

Paciente 3 39 13 47 10 90

Tabla 3. Andlisis microscopico. Concentracion
espermatica

Sin capacitar (millones/ml) | Con capacitacion/Swim up

(millones/ml)

Paciente 1 10 58.3

Paciente 2 63.3 313

Paciente 3 99.6 68

Discusidn y conclusiones

El andlisis seminal evidencio variaciones en
pardmetros macroscopicos 'y microscopicos.
Algunos pacientes presentaron volumen bajo y
viscosidad aumentada, lo que puede limitar la
movilidad espermatica, aunque el pH se mantuvo
dentro de lo normal.

En la evaluacion microscopica, si bien la
concentracion estuvo dentro de los rangos de
referencia, se observé un alto porcentaje de
espermatozoides inmdviles y con morfologia
anormal, factores que impactan de manera mas
significativa en la fertilidad que el conteo total.

La técnica Swim up permitid recuperar
espermatozoides con motilidad progresiva, aunque
con reduccion en la concentracion. Este
procedimiento refuerza la utilidad de seleccionar
células con mejor capacidad fecundante en
pacientes con alteraciones seminales.

En conclusion, la calidad espermatica (motilidad y
morfologia) representa un factor méas decisivo que
la cantidad absoluta de espermatozoides. El
andlisis integral del semen, complementado con
métodos de capacitacién, resulta indispensable en
la evaluacion y manejo de la infertilidad
masculina.
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Resumen

Las historias que a continuacion se
analizan, versan sobre como distintas
mujeres viven y buscan la felicidad por
medio del matrimonio. En primer lugar,
en la novela Ana Karenina, se encuentra,
Anna, quien por su pasion y romanticisSmo
enloquece de amor por su amante Vrosky.
Sin embargo, la sociedad la etiqueta de
adultera. En esta misma novela se
conocerd a personajes secundarios como
Steva 'y Dolly, quienes forman un
matrimonio donde se tienen respeto, a
pesar de los errores de Stiva. Dolly decide
seguir formando una familia pesar de las
constantes infidelidades de Stiva. Mientras
en Levin y Kitty existe un refugio y apoyo
mutuo. Los dos sienten la necesidad de
formar una familia, y al final esto les
permite tener una buena convivencia. Los
sentimientos de ambos les permite formar

una familia. En la novela Madame Bovary,
Emma, personaje principal, vive entregada
a la imaginacién y al romanticismo, el cual
lo vive fuera del matrimonio. Finalmente
se interpretard el significado del baile de la
época, el cual representa un ambiente que
recrea la busqueda de emociones que
desde la vida cotidiana no tienen.
PALABRAS CLAVE: amor, familia,
esposo, esposa e hijo
Abstrac

The stories analyzed are about how
different women live and seek happiness
through marriage. First of all, in the novel
Anna Karenina, we meet Anna,who,
driven by her passion and romance, goes
mad with love for her lover Vronsky.
However, society labels her as an
adulteress. In this same novel, we
encounter secondary characters like Stiva
and Dolly, who form a marriage, where
there is mutual respect. Despite Steva’s
mistakes. Dolly decides to continue
building a family despite Steva’s constant
infidelities. Meanwhile, Levin and Kitty
share a refuge and mutual support. Both
feel the need to start a family, and in the
end, this allows them to have a Good
coexistence. Their feelings enable them to
créate a family. In the novel Madame
Bovary, Emma, the main carécter, lived
absorbed in imagination and romanticism,
which she experiences outside of
marriage. Finally, the meaning of the
dance Will be interpreted.
Key Words: Love, family, husband,
wife and child.

Introduccion

Liev N. Tolstoi escritor ruso,
nacido el 09 de septiembre de 1828 muere
el 20 de noviembre de 1910. Sus novelas
mas conocidas son Guerra y paz y Ana
Karenina. Esta ultima la publico en 1878.


mailto:rperez45@alumnos.uaq.mx
http://uaq.mx

El tema mds importante de la obra fue el
adulterio. La narrativa gira en torno a tres
matrimonios diferentes, donde el amor
adquiere diferentes significados.

Gustave Flaubert escritor francés nacido
en 1821 y fallecido en 1880, escribi
Madame Bovary, Tres Cuentos y La
Educacion Sentimental, etc. Ambos
autores son representantes cldsicos de la
novela del siglo XIX. En ambos el
matrimonio es el tema central de las obras
discutidas. También dejan ver que, para
este momento, las mujeres dependian del
esposo. Y la apariencia estética era muy
importante para que alguien se interesara
por ellas. Ademads, la dote todavia jugaba
un papel importante en el arreglo del
matrimonio. También asistian a bailes para
encontrar a un prospecto. Normalmente,
eran los padres quienes elegian con quien
se casarfan. Como fue el caso de Ana
Karenina y Emma Bovary. Ambos autores
Tolstoi y Flaubert exploraron  la
humanidad femenina, por eso optaron
que las protagonistas fueran mujeres,
quienes cometen adulterio y otros cuantos
errores, como el suicidio. Por eso, en su
tiempo fueron obras que generaron mucho
ruido; provocaron conflicto en el lector. La
andlisis de estas obras se hizo en base al
método hermenéutico.

1.El matrimonio en Ana Karenina

1.1 El matrimonio karenina

Ana se denomina como una mujer
con la capacidad de ser buena esposa y
madre. Su estética corporal era muy
exuberante se distinguia por su piel blanca
y su cabello rizado. Era admirada y
tomada como un ejemplo en su circulo
social. Cumplia con el concepto de una
“mujer perfecta” y que todo hombre
quiere tener. Por otro lado, su esposo
Alexis Alejandrovich Karenin, es un

hombre que estd en un buen estatus social,
era reconocido y admirado por su deber.
Ademds, tenia una familia ejemplar, honor
y trabajo, del cual tenia ingresos muy
favorables. Sin embargo, no era un
hombre cercano a su esposa e hijo. Si, era
una persona agraciada, con cardcter
moral, religioso e inteligente. Aunque
cumplia su propdsito como hombre de
sociedad, en su matrimonio carecia de
afectos y tacto hacia su esposa Ana, y
hacia su tnico hijo, Sergio. El no
intervenia en decisiones de su esposa,
porque pensaba que ella también cuidaba
el sentido del deber. Por eso al ver que
Anna empieza actuar de manera
imprudente, no intervino de forma
enérgica.

En relacion a su esposa, le decia: “como
jefe de familia tengo el deber de orientarla
y soy, pues, en cierto modo responsable
de cuanto pueda suceder. Por tanto, debo
advertir a Ana el peligro que veo
amonestarla, y en caso necesario, imponer
mi autoridad.” (Tolstoi, 2023, P. 199).
Cuando Ana daba sefiales de que le estaba
siendo infiel, él, dentro de su prudencia,
trat6 de convencer a Ana para que
retrocediera su conducta.

Vronsky el amante de Anna Karenina, era
un hombre atractivo y de buena posicién
econdmica. Fisicamente, era moreno, con
cabello rizado y no tan alto. Tenia
antecedentes familiares donde la figura
paterna estaba ausente. Su madre
constantemente tenia diferentes encuentros
amorosos. No dio suficiente afecto a sus
hijos. Tenia un entorno familiar con
tendencia al libertinaje. Por eso, Vronsky
tenia un perfil mujeriego. No se
comprometia con ninguna mujer, hasta que
conoci6 a Ana. Al conocer a Anna
Karenina, ambos quedan flechados, en



aquella visita a Mosci. Y aunque Vronsky
y Anna sabian que no habia posibilidad de
estar juntos, el deseo de ambos no fue
contenido. Era el baile de la princesa Kitty,
a quien también pretendia, pero al final se
decide por Anna. Y Kitty quedo
decepcionada. La conducta de Anna cayd
en lo roméntico, es aqui donde conoce la
experiencia de los sentimientos, estos que
jamas encontré junto a su esposo: “Jamds
podran comprenderlo, ni yo explicarlo.
Para los demds es un hombre religioso,
moral, honrado, inteligente...Pero no ven
lo que yo he visto. No saben que durante
ocho afnos ese hombre ha ahogado mi
vida”. (P. 383). Ana se sentia apagada en
el matrimonio junto a un hombre como
Karenin. Cuando inicio el romance con
Vronsky, los sentimientos de ella hacia su
marido e hijo cambiaron. No toleraba ni a
su propio hijo, tampoco su propia vida.
Esto la obligé a alejarse de su nicleo
familiar, aun en oposicién de su marido,
quien le insistia en que permanecieran
juntos: “La familia no puede ser desechada
por el capricho, el deseo o incluso el
crimen de uno de los conyuges. Nuestra
vida debe de seguir como antes. Eso es
necesario para usted, para mi y para
nuestro hijo. En caso de lo contrario puede
suponer lo que le espera a usted y a su
hijo.” (P. 373) Al final, la pasiéon que Ana
sentia por Vronky fue mas fuerte.
Abandond a su esposo e hijo y huyo a
Paris junto al hombre que la hacia sentir
viva.

1.2. Matrimonio de Stiva y Dolly
Stiva el hermano de Anna, era un
hombre con buen estatus social. Tenia una
familia grande. Dolly su esposa era una
mujer criada en una familia noble y con
valores cristianos. Pero, su marido solia
tener encuentros con diversas amantes.

Este hecho la decepcionaba
profundamente, sin embargo, habia
decidido ignorar estas conductas de su
esposo. Y aunque dice en el texto que €l
ama a su familia y a Dolly, esto no
representa un impedimento para que €l la
lastime constantemente. Al final ellos
deciden por voluntad propia estar juntos,
por el amor que se tienen, ademds de la
responsabilidad y amor hacia sus seis
hijos. En Dolly, el engafio o infidelidad
-cuando recién la descubri6- la aislé y dejé
de realizar las actividades bdsicas de su
hogar y de sus hijos. Pensé en pedir el
divorcio a Stiva, pero al final su cufada,
Ana, logra disuadirla. Ana Karenina le
recomendé no pensarlo, ni hacerlo, ya que,
a los hombres les estd permitido ser
addlteros, mientras que, a ellas, las
mujeres, se les deja desprotegidas y se les
culpa de tales sucesos. Al final Dolly
decidi6 perdonarle, pero €l no cambid,
sabia que ella siempre lo iba a amar.

1.3 Matrimonio de Levin y Kitty

Levin es un hombre con un
esquema claro sobre el tipo de mujer que
necesita. Estaba enamorado de la princesa
Kitty. En ellos no ocurri6 un
enamoramiento instantdneo. Al principio,
aunque Kitty se sentia atraida por él, no
era suficiente para que sintiera que era un
prospecto para casarse. El no era tan
agraciado como su entonces pretendiente
militar Vronsky. Levin al enterarse que
Kitty estaba enamorada perdidamente del
militar, decidi6 alejarse. Sin embargo,
Levin sigue deseando un amor y una
familia. Finalmente se da la oportunidad
de coincidir con Kitty nuevamente. Ella se
da cuenta que él siempre fue el que debid
elegir, desde un principio.



Al final ellos fueron una familia, donde
habia un amor sano, confianza y resguardo
mutuo. Creo yo que llegar a una realidad
familiar asi, para su época es un logro
importante.  Porque Levin no era un
hombre con etiqueta social, era un hombre
en busca de una estabilidad econdémica,
amor en familia. También se interesaba por
el bienestar de su comunidad. Y Kitty
demostraba tener los mismos intereses que
él.

2.El matrimonio Bovary

El matrimonio Bovary, estaba
constituido por el doctor rural Charles
Bovary. Aunque, no era su plan ser médico
lo hizo porque su madre asi lo dispuso.
También fue ella la que escogid la primera
esposa, pero mientras €l estaba cuidando a
un enfermo de campo. Sin embargo, su
primera esposa muri6. El no guard6
mucho duelo. Aunque fue triste, él no
estaba enamorado de ella. El ya estaba
interesado por Emma, la hija de uno de sus
pacientes granjero.
Emma es una mujer de campo, muy
agraciada fisicamente. Crecid sin una
figura materna. Fue educada en un colegio
de monjas y cuando lo dej6 se fue a vivir
con su padre en la granja. Es aqui donde
conoci6 a Charles. Era una mujer
fantasiosa e imagina que cuando se casara
seria como en las novelas que leia en el
colegio donde pasé de su adolescencia.
Ella en un inicio sentia fascinacién por
Charles porque era de ciudad. Esto les
permitié tener un vinculo. Desde el primer
momento del matrimonio, Emma
empezaba a imaginar otro tipo de vida.
Pronto se dio cuenta que su esposo no
tenia los recursos suficientes para darse el
nivel de vida que deseaba. Porque seguian
perteneciendo a una clase baja. Charles
parecia ser un hombre sin fines personales

y profesionales. No tenia amistades y
tampoco le interesaba ser un médico
ejemplar, solo trabajaba sin mayor
aspiracién. El daba lo que ella pedia, ya
que al casarse lo hizo por una pasién
romantica. En cambio, ella, no sentia lo
mismo por él: “Cuanto mds se entregaba a
uno, mas execrable al otro; nunca le
parecia” (P. 232). Emma Bovary vivia en
la fantasia de ser amada, no tanto por el
amor si no por la pasién. Esta fantasia la
alejaba de la realidad en que vivia. Es
decir, la realidad de esposa. Cuando
conocié al joven Léon sintié una gran
atraccion, €l era alto y algo timido, pero lo
suficiente interesante para que Bovary se
sintiera enamorada. Para ella no fue una
imposibilidad imaginar una vida con él.
Con todo y que ya tenia una hija con
Charles. Lamentablemente, jamds tuvo
carifio maternal por ella y la habian dado a
la nodriza para que la criara. Léon la
acompanaba a ver a su hija. Habia otras
ocasiones donde pasaban tiempo juntos. El
trataba a la pequefia Berthe carifiosamente
y se hizo cercano al médico, tanto que la
familia Bovary se convirti6 en sus
allegados. Y aunque jamds tuvieron sus
encuentros, -Emma y Léon- empezaron a
reconocer su mutuo interés. Hasta que
Léon se fue a estudiar en Parfs.

En cambio, cuando Emma conocié a
Rodolphe, empez6 a comportarse mas
egocéntrica y ambiciosa. Rodolphe tenia
una posicién social, era rico y Bovary se
enamor$ de €l perdidamente, tanto que se
escapaba en las mafianas a la casa de él. Se
propusieron escapar, pero cada vez que
Rudolphe podia, retrasaba el dia. También
le recordaba que tenia a Berthe, su hija, y
ella proponfa que se la llevaran. El
pensaba que, recorddndole a su hija,
pensaria mejor sobre la locura de escapar.
Al final, el dia que decidieron escapar, él



desisti6. (Quién podia hacer entrar en
razon a una mujer asi?

Porque, aunque él la deseaba, prefirié una
despedida dramatica, justificando que se
iba lejos. Y el romanticismo de €l se hizo
presente en el ultimo momento: “Me
castigaré con el destierro por todo el mal
que te he hecho, me marcharé. Conserva el
recuerdo de quien te ha perdido. Ensefia
mi nombre a tu hija, que lo invoque en sus
oraciones”. (P. 251). Emma se sentia muy
triste por la pérdida de su amante.
Posteriormente, le entré el amor maternal,
pero solo le dur pocos dias.

Ademds de la vida romdntica que Emma
vivia junto a sus amantes, las deudas que
habia adquirido por las compras a crédito
eran muy grandes. Tanto que ya no podia
pagarlas y los embargaron -Charles no
estaba enterado- por eso pidi6 ayuda a sus
amantes. Léon se lo negd, porque apenas
estaba estableciéndose econdmicamente.
Mientras Rodolphe la humillé diciendo
que no iba a prestarle dinero. En su
desesperacion ella ingirié arsénico. Dejo a
su familia embargada. Charles no pudo
reponerse de la pena. Y la pequeiia Berthe
quedo6 a resguardo de un orfanato.

Emma nunca demostré tener amor hacia
su esposo e hija, y Charles, si demostraba
amor hacia ellas, pero no fue capaz de
poner limites a la conducta de Emma.

3. La importancia del Baile en

Ana Karenina y Madame Bovary
Desde los principios de la
civilizacién humana, hemos utilizado la
danza como herramientas de convivencia y
creaciones que van formando culturas y
costumbres, digamos que, de alguna
manera, el ser humano, por una extraia
razon, en ciertos siglos era necesario que

las mujeres fueran presentadas ante la
sociedad en bailes. Con esto se iniciaba al
cortejo de los varones hacia las mujeres.

En cuanto a nuestras protagonistas para la
que mas fue relevante un baile fue para
Emma Bovary. Al matrimonio los
invitaron a un baile en la casa del marqués
de Andervilliers. Asistieron y este fue un
acontecimiento para Emma. Porque se
sentia como en un suefio, ya que bail6 con
un apuesto militar, al que le coqueteo
durante todo el baile. Por cierto, se negd
rotundamente a bailar con su marido,
Charles. Pero eso no impidié que se
sintiera sofiada bailando en los brazos del
militar. Este baile fue un evento mas, en el
que Emma demostré el desprecio hacia su
€Sposo.

Mientras tanto a Ana Karenina, no le era
importante el baile. Pero era esencial para
la clase social a la que pertenecia. Cuando
fue el baile de presentacion de Kitty,
Emma asistié. Fue cuando se produjo uno
de los encuentros mds importantes en
Anna y Vronsky. Para ambos, €l baile les
provocé una conexiéon de la que no
pudieron desligarse. Fue aqui quedaron
flechados.

Para algunos es solo danza o baile, pero
para esta época, es el principio de una
busqueda personal.

Conclusiones

En estas obras, los hijos son
identificados como el nucleo de la familia.
Son el fruto de dos individuos. En los
cuatro matrimonios de los que se dio
cuenta, hubo hijos. Algunos fueron
afortunados, otros no tanto. El tipo de vida
que llevaban los hijos, en cierta forma,
dependid de la relaciéon matrimonial de los
padres.



(Qué pasa si el entorno familiar y figuras
de amor son disueltas por el
romanticismo?

Los romances, tanto de Emma y Ana, no
solo cambiaron las vidas de ellas, sino
también transformé el destino de los hijos.
El hijo de Ana tuvo la fortuna de que su
padre quedara a su cargo, pero en el caso
de Berthe, no fue asi, ella perdié a sus
padres y qued6 huérfana. Por otro lado, los
hijos de Dolly y Kitty quedaron en el
resguardo de los respectivos matrimonios.
Ambos con sus defectos y virtudes, pero
permanecieron unidos. Dolly era una
madre responsable, aunque una esposa
infeliz. Kitty, aunque era una madre muy
joven, dio muestras de ser una madre
atenta y dedicada. Sin embargo, Ana y
Emma, dejan sus responsabilidades. Se
deslindan de la maternidad y eligen la
pasién romdntica. En el caso de Berthe
después de que su madre se envenenara, su
padre cay6 en desgracia y se murid, se fue
con la abuela Bovary, pero ella murié un
aflo mads tarde, dejando a la nifia sola.

“NO CONFUNDAMOS AMOR CON
ROMANTICISMO”
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Resumen

El presente reporte expone la formacion recibida
en inmunohistoquimica (IHQ) cutdnea para la
deteccion temprana de neuropatia diabética, como
parte del Verano de Introduccion a la Ciencia UAQ
2025. La cual proporciond bases para una fase
proxima del proyecto. Durante el desarrollo de
dicha formacion, se estudid, desarroll6 y afind un
protocolo estandarizado para la técnica; se
realizaron practicas piloto en el laboratorio para el
aprendizaje y desarrollo de competencias y
habilidades en la técnica; y se establecieron
criterios visuales en base a la literatura disponible
para la valoracion de fibras intraepidérmicas. La
experiencia fortaleci6 las competencias tedrico-
practicas incluyendo habilidades como Ia
ejecucion de la técnica, analisis cualitativo de
cortes histologicos, analisis de la literatura, disefio
metodolodgico y planeacion para protocolos dentro
del laboratorio.

Palabras clave

Inmunohistoquimica; neuropatia diabética; fibras
intraepidérmicas; PGP9.5

Abstract

The present report exposes the received training in
immunohistochemistry (IHC) in cutaneous tissue
for the early detection of diabetic neuropathy as
part of the program “Verano de Introduccion a la
Ciencia UAQ 2025”. In which the fundamental
knowledge for a subsequent phase of the project
was provided. A standardized protocol for the
technique was studied, developed and refined;
pilot practices in the laboratory were conducted to
learn and develop practical skills of the technique;
visual criteria for assessing intraepidermal fibers
was established according to the literature
available on the subject. The experience
strengthened theoretical and practical competences
including skills such as technique execution,
qualitative analysis of histological sections,
literature analysis, methodological design and
planning for laboratory protocols.

Keywords
Immunohistochemistry;  diabetic
intraepidermal nerve fiber; PGP9.5

neuropathy;

Introduccion

La neuropatia diabética es una complicacion
frecuente en pacientes diabéticos al presentarse en
un 60% de esta poblacion (Callaghan, B.C., et.al.,
2020) siendo la causa mas comun de neuropatia en
el mundo (Jiménez-Castillo, G.A., et.al., 2023).
Esta complicacion lleva a la pérdida de fibras
intraepidérmicas debido a la promocion de estrés
oxidativo, inflamacién y dafio celular propiciados
por la hiperglucemia y la resistencia a la insulina
(Bodman, M.A., et.al., 2024).

El anélisis de las fibras nerviosas intraepidérmicas
ha tomado wuna gran importancia para el
diagndstico temprano de la neuropatia diabética
(Ebenezer, G.J., etal., 2007), ya que ha
demostrado ser seguro y menos invasivo en
comparacion de otros procedimientos, como lo es
la biopsia de nervio sural (Dahlin, L.B., et.al.,



1997). Ademas, de ser mas sensible que pruebas
electrofisiologicas (Mangus, L.M., et.al., 2019).
La neuropatia diabética, al ser una complicacion
progresiva 'y comunmente silenciosa su
diagndstico temprano permite una intervencion
oportuna evitando asi mayores complicaciones
como lo son las ulceras y amputacion de la
extremidad afectada (Pop-Busui, R., et.al., 2017).
Este reporte describe el desarrollo de competencias
teorico-practicas  del andlisis de  fibras
intraepidérmicas con el uso de
inmunohistoquimica cutdnea para integrar dicha
metodologia en un estudio preclinico.

Objetivo general

Desarrollar competencias teorico-practicas en el
analisis de fibras intraepidérmicas a través de la
inmunohistoquimica cutdnea para evaluar el dafio
neuropatico temprano como consecuencia de la
diabetes mellitus.

Objetivos especificos

1. Desarrollar un protocolo estandarizado de
inmunohistoquimica cutdanea enfocado a la
neuropatia diabética.

2. Conocer y practicar las técnicas de laboratorio
necesarias para dicha metodologia.

3. Estandarizar los criterios visuales para el
analisis e  interpretacion de  fibras
intraepidérmicas.

Metodologia

El curso incluy6 actividades tedricas y practicas
orientadas al desarrollo de competencias en
inmunohistoquimica cutanea y analisis de fibras
intraepidérmicas.

Se elabor6 una infografia explicando por qué la
piel es considerada como un biomarcador
temprano de la neuropatia diabética, la funcion de
las fibras nerviosas intraepidérmicas, cOmo van
deteriorandose progresivamente y qué cambios se
observan en las diferentes fases de la enfermedad
(Figura I).

Posteriormente, se realizO un diagrama
describiendo las fases del proceso de
inmunohistoquimica (fijacion, inclusion, corte,

desparafinizacion,  recuperaciéon  antigénica,
bloqueo, incubaciones, revelado y montaje),
enfocado en la inmunofluorescencia del tejido
cutaneo, especificamente, de las fibras nerviosas
intraepidérmicas (Figura 2).

Se elabord una guia con la finalidad de reconocer
e interpretar las diferentes fibras nerviosas
intraepidérmicas, con la  intencion  de
familiarizarse con su morfologia, distribucion y los
métodos utilizados para su cuantificacion en
preparaciones inmunohistoquimicas (Figura 3.1;
Figura 3.2 y Figura 3.3).

Se realizd un analisis comparativo de imagenes
histologicas de piel en su inervacion, dos libres de
patologia y las otras dos con neuropatia asociada a
la diabetes tipo 2. Se describieron las diferencias
encontradas entre las imagenes, acompafnadas de
anotaciones visuales (Figura 4.1 y Figura 4.2).
Finalmente, se llevo a cabo una practica piloto de
la técnica para complementar el curso y adquirir
una mejor nociébn sobre el proceso de
inmunohistoquimica (7abla 1).

Resultados
Se describieron y ejecutaron de forma supervisada

las fases de la inmunohistoquimica cutanea, con
identificacion de puntos criticos y criterios de
control de calidad; se establecieron pautas
operativas para reconocer, interpretar y acercarse a
la  cuantificacion de  fibras
el andlisis comparativo de

nerviosas
intraepidérmicas;
imagenes histologicas permitié distinguir de
manera consistente patrones de inervacion entre
piel sin patologia y piel con neuropatia diabética,
lo que favorecid la uniformidad de criterios de

observacion entre integrantes. El programa
permiti6  adquirir  nuevos  conocimientos,
fomentando las capacidades, habilidades y

destrezas de los estudiantes para la buisqueda y
analisis de la informacion, asi como en ciencias de
la salud, quimica, creatividad y trabajo en equipo;
en conjunto, los logros se alinean con los objetivos
planteados y con la evaluacion de la densidad de



fibras intraepidérmicas como indicador temprano

de afectacion neuropatica.

La piel como biomarcador temprano para la neuropatia diabética

Sofia Armada Herndndez. Elena Susana Vega Pérez
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Figura 1. Infografia “La piel como biomarcador para
la neuropatia diabética”.

Protocolos de inmunohistoquimica: Inmunofluorescencia

Sofia Armada Hernandez
Elona Susana Vega Pérez
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Figura 2. Diagrama “Protocolos de
inmunohistoquimica: Inmunofluorescencia”.

Sofia Armada Hernandez, Elena Susana Vega Pérez

Cuantificacion de fibras intraepidérmicas

Por cada muestra de tejido se toman en cuenta 3 secciones de los cortes obtenidos,
se busca tomar las secciones en diferentes intervalos de corte (Mangus,L.M., Rao,
D.B. & Ebenezer, G.J., 2020).

*Las muestras provienen de biopsias por puncion circular las cuales deberian de
evitar foliculos pilosos (Pereira, M. P., Miihl, S., Pogatzki-Zahn, E. M.,
Agelopoulos, K., & Stander, S., 2016).

LONGITUD DE EPIDERMIS

02 Para la cuantificacion de [ibras intraepidérmicas es necesario medir la longitud de
epidermis en la cual se identificaran las fibras pues la cuantificacién se presentara
como niimeros de fibra/mm de epidermis (Mangus,L.M., Rao, D.B. & Ebenezer,

G.J., 2020).

Solo las fibras nerviosas intraepidérmicas individuales que cruzan la union
dermoepidérmica son contadas mientras que fragmentos o ramificaciones de
estas no son contadas (Pereira. M. P., Miihl, S., Pogatzki-Zahn, E. M.,

gelopoulos, K., & Stinder, S., 2016

p Punto de ramificacion

Ramificacion

DERMIS

(Mangus,L M., R

De acuerdo al recuento de fibras estas se dividen por los milimetros de longitud
de la epidermis para obtener:
Fibras intraepidérmicas/mm
(Mangus,L.M., Rao, D.B. & Ebenezer, G.J., 2020).

FUENTES

Mangus, L. M., Rao, D. B, & Ebenezer, G. J. (2020). Intraepidermal Nerve Fiber Analysis in
Human Patients and Animal Models of Peripheral Neuropathy: A Comparative Review.
Toxicologic Pathology, 48(1), 59-70. https://doi.org/10.1177/0192623319855969

Pereira, M. P., Miihl, S., Pogatzki-Zahn, E. M., Agelopoulos, K., & Stinder, S. (2016).
Intraepidermal Nerve Fiber Density: Diagnostic and Therapeutic Relevance in the Management of
Chronic Pruritus: a Review. Dermatology and Therapy, 6(4), 509-517.

Figura 3.1. Guia para la cuantificacion de fibras
intraepidérmicas en preparaciones
inmunohistoquimicas.
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Figura 3.3. Guia de métodos para la cuantificacion de

fibras intragpidérmicas en preparaciones
inmunohistoquimicas (Parte 2).

Figura 3.2. Guia de métodos para la cuantificacion de
fibras intraepidérmicas en preparaciones
inmunohistoquimicas (Parte 1).
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Figura 4.1. Analisis comparativo de imagenes histolégicas para
cuantificacion de fibras intraepidérmicas en individuos sanos e
individuos con neuropatia asociada a la diabetes mellitus tipo 2.

Sofia Armada Herndndez
Elena Susana Vega Pérez

Andlisis Comparativo de Imagenes

Imagen 1 (Shillo, P., et.al., 2021)

Piel de individuo (humano) sano de la zona sural (pantorrilla) con inmunorreactividad
proporcionada por PGP9.5

Las fibras nerviosas érmicas identificadas y ficadas se

numeradas del 1-5. El cireulo rojo indica una fibra nerviosa que no cruza la membrana
basal. La flecha de color azul indica una ramificacion en la dermis por lo gue las

son contadas mientras que la flecha amarilla indica una
ramificacién en la membrana basal por lo que las ramificaciones también son contadas
individualmente como fibras nerviosas intraepidérmicas individuales.

Imagen 2 (Shillo, P., et.al., 2021)
Epidermis "% 1b

Figura 4.2. Analisis comparativo de imagenes histoldgicas para
cuantificacion de fibras intraepidérmicas en individuos sanos e
individuos con neuropatia asociada a la diabetes mellitus tipo 2.

Tabla 1. Procesos realizados en la practica

FASE DE PROCEDIMIENTO PUNTOS CLAVE

Conservar muestra en camara himeda,
seelada con parafilm y sin agitacion.

Incubacion con anticuerpo primario

Conservar muestra en camara himeda,
seelada con parafilm y sin agitacion.

Incubacién con anticuerpo secundario

Mantener luz tenue.
Montaje: retiro de exceso de pbs Asegurarse de no tocar muestra con el
papel absorbente.

Montaje: colocacion de cubreobjetos. Limpiar previamente con alcohol/agua
corriente y dejar secar el cubreobjetos.

(1-2 gotas).
Montaje: sellado con esmalte. Asegurarse de no tocar la muestra con
esmalte y evitar la cantidad excesiva de
esmalte pues este puede escurrir.
Todas las fases Asegurarse de cronometrar la fase con el
tiempo requerido.

Discusion y conclusiones

Las actividades tedricas y de investigacion
demostraron tener una gran eficacia para la
comprension del proceso y metodologia detras de
la técnica de inmunohistoquimica cutdnea mientras
que la practica piloto evidenci6 la factibilidad de
implementar los pasos criticos de la
inmunohistoquimica cutdnea en un entorno
preclinico priorizando el aprendizaje significativo
en los alumnos.

Por otro lado, como limitacion se tuvo la falta de
inmersion en el entorno en donde se realiza el
procesamiento de los tejidos para la
inmunohistoquimica cutanea y la cantidad limitada
de literatura que explique el procesamiento y
visualizaciéon de los tejidos con un lenguaje
digerible para alumnos de licenciatura.

A pesar de eso, la principal aportacion de esta
capacitacion fue el avance que se logrdé en el
entendimiento de la técnica por parte de los
alumnos lo cual constituye un avance sustancial
para etapas posteriores del proyecto, asi como para
otros proyectos que requieran habilidades bésicas
de protocolos en laboratorio y de disefio
metodologico. Para experiencias futuras similares
se tiene como 4area de oportunidad una

Aplicar suficiente mas no excesivo glicerol



introduccién y ensefianza de conceptos base para
que el desarrollo de los trabajos a realizar por parte
de los alumnos sea mas provechoso para el
alumnado. Por otra parte, y como se menciond
anteriormente, este entrenamiento puede llevar a
etapas posteriores enfocadas a wuna fase
experimental en donde se pueda realizar una mayor
inmersion en el medio a trabajar y se pueda

perfeccionar la  ejecucion del  protocolo
desarrollado.
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