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Presentacion

ECORFAN, es unarevista de investigacion que pablica articulos en las areas de: Ciencias de la Salud.

En Pro de la Investigacion, Docencia, y Formacion de los recursos humanos comprometidos con la
Ciencia. El contenido de los articulos y opiniones que aparecen en cada nimero son de los autores y no
necesariamente la opinién de la Editora en Jefe.

Como primer articulo presentamos, Efectos inmunoestimulantes y antibioticos de los bioproductos
del caldo de cultivo sumergido de micelio de Ganoderama sichuanense en ratones inoculados con Linfoma
Murino L5178Y en fase sélida, por, OROZCO-BAROCIO, Arturo, ISLAS-RODRIGUEZ, Alfonso
Enrique, PEREGRINA-SANDOVAL, Jorge y VELAZQUEZ-MAGANA, Salvador, con adscripcion en la
Universidad de Guadalajara, como siguiente articulo presentamos, Analisis de la Absorbancia y
Transmitancia Espectral del Mucilago de Salvia hispanica L. para la Fotoproteccion de la Piel, por
RAMIREZ-GRANADOS, Juan Carlos , GOMEZ-LUNA, Blanca E DIAZ-PEREZ, Cesar, GASCA-
TIRADO, J. Ramon, con adscripcion en la Universidad de Guanajuato, como siguiente articulo
presentamos, Modelo de Linfoma murino L5178Y en Fase Sdélida, por OROZCO-BAROCIO, Arturo,
PEREGRINA-SANDOVAL, Jorge y VELAZQUEZ-MAGANA Salvador, con adscripcion en la
Universidad de Guadalajara, como siguiente articulo presentamos, Una aproximacion a las percepciones
sobre género de las y los estudiantes de la Unidad Guaymas del Instituto Tecnologico de Sonora, por
MORENO-MILLANES, Maria Dolores & VALENZUELA-REYNAGA, Rodolfo, con adscripcion en el
Instituto Tecnoldgico de Sonora, como s Gltimo articulo presentamos, Evaluacion tisular “in vivo” del
dimetilsulfoxido (DMSO) en el tejido ovdrico y tegumentario de la rata adulta, por MORAN-PERALES,
José Luis, OLVERA-HERRERA, Jasiel Evani, SANCHEZ-GARCIA, Octavio, y HANDAL-SILVA,
Anabella, con adscipcion en el Departamento de Biologia y Toxicologia de la Reproduccion, Instituto de
Ciencias.
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Efectos inmunoestimulantes y antibioticos de los bioproductos del caldo de cultivo
sumergido de micelio de Ganoderama sichuanense en ratones inoculados con Linfoma

Murino L5178Y en fase solida

OROZCO-BAROCIO, Arturo 1*, ISLAS-RODRIGUEZ, Alfonso Enrique, PEREGRINA-SANDOVAL,

Jorge y VELAZQUEZ-MAGANA, Salvador

Universidad de Guadalajara. Centro Universitario de Ciencias Biologicas y Agropecuarias (CUCBA), Camino Ramén Padilla

Sanchez 2100, Nextipac, 44600 Zapopan, Jalisco

Recibido Enero 14, 2017; Aceptado Marzo 04, 2017

Resumen

La bioactividad del cuerpo fructifero de Ganoderma
lucidum ha sido bien documentada, pero hay poca
informacion sobre las propiedades medicinales de su
caldo de cultivo de células suspendidas (también
conocidos como cultivos sumergidos), ni de las otras
especies del género Ganoderma. El objetivo de este
estudio fue probar el potencial antimicrobiano y el efecto
inmunoestimulador del concentrado del caldo de cultivo
sumergido del micelio de Ganoderma sichuanense. Se
probo la actividad antimicrobiana mediante el metodo de
Daalgard, y el efecto inmunoestimulador fue probado en
el modelo de inmunosupresion del Linfoma Murino
L5178Y en fase sélida. Los resultados mostraron un
aumento de la sobrevida de los ratones tratados con 100
mg/kg del Concentrado del caldo de cultivo sumergido
de G. sichuanense, asi como el restablecimiento de la
proliferacion de los esplenocitos de los ratones
inmunosuprimidos con el linfoma, en concordancia a este
fenémeno también se vio un aumento en los niveles
séricos de IL-2 en estos ratones con linfoma.

Antimicrobiano,

Ganoderma, Linfoma,

Inmunoestimulador

Abstract

The bioactividiad from the fruiting body of Ganoderma
lucidum has been well documented, but there is little
information about the medicinal properties of its breeding
ground of suspended cells (also known as submerged
crops), nor from the other species of the genus
Ganoderma. The objective of this study was to test the
antimicrobial potential and effect immunostimulatory of
concentrate broth of submerged culture of mycelium of
Ganoderma sichuanense. Is proved the antimicrobial
activity by using the Daalgard method, and the
inmunoestiumulador effect was tested in the model of
immunosuppression of the murine Lymphoma L5178Y
in solid phase. The results showed an increase in the
survival of mice treated with 100 mg/kg of the
concentrate of the submerged culture of G. sichuanense,
as well as the restoration of the proliferation of
Splenocytes of mice immunosuppressed with lymphoma,
in accordance to this phenomenon also saw an increase in
the sera levels of IL-2 in these lymphoma-bearing mice.
Ganoderma Antimicrobial,
Immunostimulator

Lymphoma,

Citacion: OROZCO-BAROCIO, Arturo, ISLAS-RODRIGUEZ, Alfonso Enrique, PEREGRINA-SANDOVAL, Jorge y
VELAZQUEZ-MAGANA, Salvador. Efectos inmunoestimulantes y antibiéticos de los bioproductos del caldo de cultivo
sumergido de micelio de Ganoderama sichuanense en ratones inoculados con Linfoma Murino L5178Y en fase solida.Revista de
Ciencias de la Salud. 2017. 4-10: 1-12.
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Introduccion

El género Ganoderma incluye cerca de 80 especies
de setas, de las cuales varias se han utilizado
durante siglos en la Medicina Tradicional Asiatica
por sus propiedades medicinales que incluye
efectos antibacterianos, inmunomoduladores,
anticancerosos, antioxidantes, cardiovasculares,
antialérgicos, hepatoprotectores y antidiabéticos,
entre otros (Berovi¢ et al,2003; Cilerdzi¢, et al
2016; Suérez-Arroyo et al, 2017). Los efectos
antitumorales de Ganoderma son atribuidos a la
interrupcion del ciclo celular, la induccion de la
apoptosis y citotoxicidad, la induccion de la
diferenciacion, supresién de angiogénesis y
migracion celular, e inmunomodulacion (Dai, et al
2017).

Los principales compuestos bioactivos
producidos por Ganoderma responsablaes de sus
efectos curativos son los Triterpenos, los
Peptidoglucanos y los Polisacaridos (Kao, et al
2013; Xu, et al 2011; Yue, et al 2010). Los cuales
son obtenidos a partir del organismo completo o de
alguna de sus partes (cuerpo fructifero, estipe o pie,
esporas, micelio) (Paterson, 2006; Soccol, et al
2016; Zeng, et al 2009), mediante diferentes
métodos de extraccidn que van desde la utilizacion
de metanol, etanol, agua, y otros solventes
organicos (Ofodile, et al 2005; Soccol, et al 2016;
Zeng, et al 2009).

Las especies de Ganoderma son encontrados
en todo el mundo y se caracterizan por distintos
rasgos morfoldgicos y anatémicos que incluyen la
forma y el tamafio del basidiocarpo, el color del
pileo o sombrero y del estipe o pie, asi como el
tamafo y la forma del cuerpo fructifero (Gill, et al
2015). Debido a su diversidad existen controversias
en su clasificacion y la mayoria de las especies que
se han utilizado en la medicina tradicional
pertenecen a la especie Ganoderma lucidum
(W.Curt. Fr.) P. Karts (Kwon, et al 2016; Welti, et
al 2015).
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Actualmente, existe un creciente interés por
encontrar fuentes alternativas naturales de
antibioticos y antimicoticos debido a la mayor
resistencia que presentan los microorganismos a las
drogas comerciales. Las setas sintetizan
compuestos antimicrobianos como respuesta a su
ambiente, que podrian ser utilizados como nuevos
farmacos (Cilerdzi¢, et al 2016; Sridhar, et al 2011;
Yamag, et al 2006). Por otro lado, el cancer es uno
de los males criticos que conducen a la muerte de
millones de personas en todo el mundo.

El objetivo de la terapia convencional contra
el cancer es matar las células tumorales sin afectar
a las células normales. Sin embargo, la mayoria de
los farmacos quimioterapéuticos no sélo son
citotdxicos a las células cancerosas, sino también a
las células sanas. El uso clinico de estos agentes es
limitado por su toxicidad y dafios colaterales.
Teniendo en cuenta esto, es necesario el
descubrimiento de, nuevos agentes efectivos con
pocos o ningun efecto secundario.

El género Ganoderma es rico en estas
sustancias activas, en particular los polisacaridos,
con efectos inmunoestimulantes y antitumorales
que han sido aisladas de los extractos acuosos del
cuerpo fructifero y los micelios (Kuo, et al 2006;
Smina, et al 2017). Sin embargo, el hecho de que
numerosos compuestos bioldgicamente activos en
los hongos son de naturaleza extracelular, se
justifica la necesidad de estudios mas detallados de
los productos bioactivos vertidos por los hongos en
el medio de cultivo sumergidos o de células
suspendidas (Cilerdzi¢, et al 2016; Paterson, 2006).

Los basidiocarpos o cuerpos fructiferos de G.
lucidum son comunmente usados como
suplementos alimenticios, pero su cantidad en la
naturaleza es limitada y el cultivo tradicional toma
demasiado tiempo y es muy dificil controlar el
proceso para satisfacer las crecientes demandas del
mercado (Ofodile, et al 2005; Carrieri, et al 2017;
Liu, etal 2010).

OROZCO-BAROCIO, Arturo, ISLAS-RODRIGUEZ, Alfonso Enrique, PEREGRINA-
SANDOVAL, Jorge y VELAZQUEZ-MAGARNA, Salvador.  Efectos
inmunoestimulantes y antibiéticos de los bioproductos del caldo de cultivo sumergido
de micelio de Ganoderama sichuanense en ratones inoculados con Linfoma Murino
L5178Y en fase solida.Revista de Ciencias de la Salud. 2017.



Articulo

3
Revista de Ciencias de la Salud

Por lo que, numerosos estudios proponen el
cultivo sumergido del micelio, como una forma
alternativa de producir metabolitos activos intra y
extracelulares (Tang, et al 2002). Hoy en dia, en el
mercado de los alimentos sanos los basidiocarpos
son cada vez més sustituidos por el micelio
obtenido mediante el cultivo sumergido (o Cultivo
de ceélulas suspendidas); sin embargo, la
bioactividad del caldo de cultivo liquido es casi
desconocida (Berovi¢, et al 2003; Li, et al 2007).
Entre las aproximadamente 250 especies
pertenecientes al género Ganoderma, G. lucidum es
la més estudiada debido a su gran potencial
medicinal y comercial, mientras que las otras
especies de este género no han sido bastante
estudiadas (Cilerdzi¢, et al 2016).

Objetivos
Objetivo General

Investigar el efecto antibacteriano del extracto
acuoso del cuerpo fructifero, de Ganoderma
sichuanense  una  especie  estrechamente
relacionada con G. lucidum (Cilerdzi¢, et al 2016;
Wang, et al 2012; Welti, et al 2015), asi como la
actividad inmunomoduladora del Concentrado de
los compuestos extracelulares heterogéneos
producidos por el micelio de G. sichuanense en el
Caldo de Fermenttacion del Cultivo Sumergido de
células suspendidas (CCFCSdeGano).

Objetivos especificos

- Investigar la actividad antimicrobiana del
extracto acuoso del cuerpo fructifero de G.
sichuanense en bacterias Staphylococcus
aureus (ATCC® 6538™), Eschericia coli
(ATCC® 9637™) vy Candida albicans
(obtenidos por el Instituto Dermatolégico de
Jalisco, México).
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- Determinar el efecto inmunomodulador in
vivo, en ratones Balb/c inmunosuprimidos
por el Linfoma Murino L5178Y mediante el
indculo de 1x10° células en el musculo
gastrocnemio derecho, por medio de las
siguientes pruebas:

— A) La valoracion de la sobrevida de los
ratones con el Linfoma tratados y no con 100
mg/Kg de peso corporal del concentrado del
caldo de fermentacion del cultivo sumergido
del  micelio de G. sichuanense
(CCFCSdeGano);

—  B) El estudio del desarrollo o evolucion de la
masa tumoral del Linfoma inoculado en el
musculo gastrocnemio derecho de los ratones
tratados y no con 100 mg/Kg del
CCFCSdeGano por 20 dias diariamente;

—  C) La determinacién de la resuesta Inmune
Adaptativa de tipo Celular por el Indice de
Proliferacion de los esplenocitos de ratones
tratados y no con la misma cantidad del
CCFCSdeGano; y

— D) La evaluacion de las concentraciones de
los niveles séricos de las Citocinas: Factor de
Necrosis Tumoral alfa (TNFa), Interferon
gamma (IFNy) e Interleucina 2 (IL-2) de
ratones tratados y no con el CCFCSdeGano.

Material y Métodos
Cultivo de Células Suspendidas

El Concentrado de los compuestos extracelulares
heterogéneos producidos por el micelio de G.
sichuanense en el Caldo de Fermenttacion del
Cultivo Sumergido de células suspendidas
(CCFCSdeGano) fue proporcionado por el Biol.
Sergio Fausto Guerra, encargado de la producciéon
de Ganoderma, en el Laboratorio de Biologia
Aplicada del Departamento de Botanica y Zoologia
del Centro Universitario de Ciencias Bioldgicas y
Agropecuarias (CUCBA) de la Universidad de
Guadalajar (UdeG).

OROZCO-BAROCIO, Arturo, ISLAS-RODRIGUEZ, Alfonso Enrique, PEREGRINA-
SANDOVAL, Jorge y VELAZQUEZ-MAGARNA, Salvador.  Efectos
inmunoestimulantes y antibiéticos de los bioproductos del caldo de cultivo sumergido
de micelio de Ganoderama sichuanense en ratones inoculados con Linfoma Murino
L5178Y en fase solida.Revista de Ciencias de la Salud. 2017.
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Medicion de la Actividad Antimicrobiana

Se efectuaron 12 ensayos biologicos para probar la
actividad antimicrobiana de los extractos acuosos
del Cuerpo fructifero de Ganoderma, usando el
método de microdilucion convencional (Dalgaard,
et al 1994), seguido de la determinacion de la
concentracion minima inhibitoria (mg/ml) usando
el ensayo de Unidades Formadoras de Colonias
(UFC) (Ong, et al 2002).Cada muestra se ensayd
frente a Staphylococcus aureus (ATCC® 6538™)
y Eschericia coli (ATCC® 9637™),

Ratones

Los ratones de la cepa Balb/c machos de 6 a 8
semanas de edad y con un peso de 22 a 25 g, fueron
alojados y mantenidos en condiciones normales del
laboratorio con ciclos de luz-obscuridad de 12/12 h
con acceso libre a comida y agua estandar para
roedores de acuerdo a las directrices para el uso y
cuidado de animales de laboratorio de la World
Medical Association (WMA): Declaration of
Helsinki (emanada por la 52nd WMA General
Assembly, Edinburgh, Scotland, October 2000).

Los protocolos del uso de animales fueron
aprobados por el Comité de Etica del Centro
Universitario de Ciencias  Bioldgicas vy
Agropecuarias (U de G).

Linea celular del Linfoma

La linea celular del Linfoma Murino L5178Y fue
derivada de un linfoma murino de origen timico de
los ratones de la cepa DBA/2 (h-2D/d), y fue
mantenido en forma ascitica por inoculacion
intraperitoneal (i.p.) de 1 x 10° células
semanalmene en ratones singénicos Balb/c (h-
2D/d) (Puebla-Pérez, et al 1998).
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Estimacion de la Sobrevida de ratones con
Linfoma Murino L5178Y

La actividad del Concentrado del caldo de
fermentacion del micelio de G. sichuanense
(CCFCSdeGano) sobre la tasa de sobrevida fue
evaluada in vivo en 16 ratones inoculados con
1x10% células de linfoma en el musculo
gastrocnemio derecho; al azar se formaron dos
grupos con 8 roedores cada uno. A un grupo se les
tratdé con 100 pl Solucion Balanceada de Hanks's
estéril y al segundo grupo se les traté con 100
mg/Kg de peso corporal del CCFCSdeGano
disueltos en 100 pl de Solucion Balanceada de
Hanks’s estéril. Para ambos grupos el tratamiento
se inici6 48 hrs después de la inoculacion del
linfoma, diariamente por via oral.

Los ratones fueron observados diariamente,
registrando el dia de muerte de cada uno de ellos.
El tiempo de sobrevida fue evaluado y representado
por las curvas de sobrevida de Kaplan-Meier y la
Estimacién de Riesgo (ER) fue valorada con la
siguiente formula (Fernandez, 1995):

Observados del gpo Ctrl
__ Esperadosdel gpo Ctrl

ER ~ Observados del gpo Gano (1)
Esperados del gpo Gano

Valoracién del desarrollo del tumor en fase
solida

Se utilizaron 2 grupos experimentales de 8 ratones
cada uno. Todos los ratones fueron inoculados con
1x108 células de linfoma suspendidas en 100 pl de
Solucion de Hank’s estéril en el musculo
gastrocnemio derecho. Los ratones fueron tratados
48 hrs después del ino6culo con 100 mg/Kg del
CCFCSdeGano disueltos en 100 pl de Solucién de
Hank’s estéril, para el grupo experimental vy el
grupo control solo recibio 100 pl de Solucion de
Hank’s estéril. La via de administracion fue oral,
con dosis diarias por 20 dias.

OROZCO-BAROCIO, Arturo, ISLAS-RODRIGUEZ, Alfonso Enrique, PEREGRINA-
SANDOVAL, Jorge y VELAZQUEZ-MAGARNA, Salvador.  Efectos
inmunoestimulantes y antibiéticos de los bioproductos del caldo de cultivo sumergido
de micelio de Ganoderama sichuanense en ratones inoculados con Linfoma Murino
L5178Y en fase solida.Revista de Ciencias de la Salud. 2017.
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El volumen del tumor fue medido
diariamente usando un vernier electrénico
(Digimatic Caliper Mitutoyo Corporation, Japan),
iniciando un dia antes de la inoculaciéon del linfoma
y durante el tiempo del tratamiento. EI volumen del
tumor (en mm?) fue estimado mediante la siguiente
formula:

2
Vol. Tumor (mm3) = M @)

Determinacion del Indice de Linfoproliferacion
ex vivo

Para determinar si la Respuesta Inmune de tipo
Celular, en este modelo de inmunosupresion por el
Linfoma Murino, fue modificada por efecto del
CCFCSdeGano, se utilizaron 3  grupos
experimentales de 4 ratones cada uno, el grupo de
ratones sanos, sin tratamiento y sin tumor; el grupo
con linfoma, sin tratamiento y el grupo con linfoma
y tratamiento de 100 mg/Kg del CCFCSdeGano, en
un volumen de 100 pl de Soluciéon de Hank’s,
administrado diariamente, por 20 dias.

Al término del tratamiento los doce ratones
se sacrificaron por dislocacion cervical y se les
extrajo el Bazo para realizar un cultivo primario de
linfocitos. Estos son separados por un gradiente de
densidad de polisucrosa (HISTOPAQUE 1083.
SIGMA), mediante centrifugacion diferencial.

Los linfocitos se cultivan por 72 hrs, con una
densidad de 2 x10° células por pozo, en placas de
cultivo de 96 pozos (CORNING), en una
incubadora a 37° C y con el 5% de COy; se
sembraron 6 pozos por bazo, 3 de ellos se
cultivaron con medio de cultivo RPMI 1640
(SIGMA) adicionado con el 10% de Suero Fetal
de Ternera, y a los 3 restantes, ademas del medio
de cultivo se les agrego 5 mg de Concanavalina A
(SIGMA), un mitdgeno que estimula el desarrollo
celular.
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Al término del tiempo de replicacion celular,
a cada pozo se les agregaron 40 pl de 3(4,5-
dietildiazol- 2- il) 2, 5 difenil bromuro de tretazolio
(MTT) disueltos en solucion de buffer de fosfatos
(PBS) a una concentracion de 5 mg/ml), se
incubaron durante 4 horas a 37° C y 5% de
CO».Enseguida se agregaron 160 pl de Buffer de
Lisis (SDS al 20% en N, N Dimetilformamida al
50% a pH 4.7). Posteriormente, se incub6 a 37° C
y 5% de CO- durante toda la noche y se ley6 a 550
nm en un espectrofotémetro (Thermo Scientific
Multiskan) (Hansen, et al 1989; Mossman, 1983).
Se determind el indice de Proliferacion (IP) segun
el siguiente cociente:

__ Absorvancia de células con mitogeno (3)

IP =

Absorvancia de células sin mitégeno

Determinaciéon de los niveles séricos de
Citocinas TNFa, IFNy e IL-2

Para valorar la produccion de las Citocinas en
suero, se utilizaron 3 grupos experimentales de 4
ratones cada uno, el grupo de ratones sanos, sin
tratamiento y sin tumor; el grupo con linfoma, sin
tratamiento y el grupo con linfoma y tratamiento de
100 mg/Kg del CCFCSdeGano, en un volumen de
100 pl de Solucién de Hank’s, administrado
diariamente, por 20 dias. Al término del
tratamiento a los doce ratones se les obtuvo sangre
por puncién cardiaca y se centrifugd a 3000 rpm
por 10 minutos y el suero fue colectado para
detectar los niveles de TNFa, [FNy e IL-2 mediante
kits de ELISA de acuerdo a las indicaciones del
fabricante (eBioscience).

Analisis Estadistico

Para los experimentos de sobrevida se utilizaran las
pruebas de Kaplan — Meier y la Estimacion de
Riesgo con el estadistico Ji? (X?); para el desarrollo
del tumor se utilizé la Comparacion de Pendientes
con el estadistico t de Student y para las pruebas del
Indice de Proliferacion y los niveles de
interleucinas, se utilizo el Analisis de Varianza de
una via (ANOVA).
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Y las Diferencia Significativas Minimas
(DSM). Todos los experimentos comparados a una
significancia de p = 0.05.

Resultados
Actividad Antimicrobiana

Los extactos acuosos del cuerpo fructifero de G.
sichuanense muestran actividad antimicrobiana
consistente en diluciones seriadas probando el
efecto dosis-respuesta, contra bacterias Gram
Positivas como Staphylococcus aureus (ATCC®
6538™) y Gram Negativas como Eschericia coli
(ATCC® 9637™), como puede observarse en el
grafico 1.

30
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control 1,000 0.500 0.250 0.125 0.063 0.031 0.016 0.008
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Grafico 1 Unidades Formadoras de Colonia (UFC) de E.coli
vs diferentes concentraciones del extracto acuoso del
carpoforo de G. sichuanense.

70

52.5
3 I Pie |
B Carpaforo
17.5
0 ]

c 1 5 .2 .1.06 .03.016.008

UFC

Concentracion mg/ml

Grafico 2 Unidades Formadoras de Colonia (UFC) de S.
aureus vs diferentes concentraciones del extracto acuoso del
carp6foro de G. sichuanense
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Estimacion de la Sobrevida de ratones con
Linfoma Murino L5178Y

La shrevida de los ratones inoculados con 1x10°
celulas de Linfoma Murino L5178Y en el musculo
gastrocnemio derecho y tratados y no con 100
mg/Kg de peso corporal de Concentrado del caldo
de fermentacion del micelio de G. sichuanense
(CCFCSdeGano), fue significativamente mayor (p
= 0.05) en los ratones con tratamiento (gpo. Gano)
versus los ratones no tratados (gpo Ctrl); el
promedio de vida para el grupo tratado fue de 30
dias y el del grupo sin tratamiento fue de 28 dias.
Por otro lado, la Estimacion del Riesgo, significa
que los ratones sin tratamiento tienen 2.8 veces mas
riesgo de morir por el tumor que los ratones
tratados (Grafico 3).

% DE SOBREVIDA

100

80

60

40 —&— Gano 100 mgn=8

% DE SOBREVIDA

20 —&— Sin tratamienton =8

23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33
TIEMPO EN DiAS

Grafico 3. % Sobrevida de ratones inoculados con 1x10°
células de Linfoma L5178Y en fase sélida y tratados y no con
100 mg/kg de Concentrado de cultivo sumergido de micelio
de G. sichuanense (p=0.05)

Valoracién del desarrollo del tumor en fase
solida

En cuanto al desarrollo del tumor, no hubo
diferencia significativa (p = 0.05), los tumores
crecen al mismo ritmo en ambos grupos de
roedores (Grafico 4).
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Curva de desarrollo tumoral
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Grafico 4 Curva de desarrollo tumoral de ratones inoculados
con 1x10° células de Linfoma L5178Y en fase sdlida y
tratados y no con 100 mg/kg de Concentrado de cultivo
sumergido de micelio de G. sichuanense durante 20 dias
(p=0.05)

Determinacién del Indice de Linfoproliferacion
ex vivo

Al valorar el Indice de Proliferacion observamos
que el modelo de inmunosupresion del Linfoma
murino L5178Y es eficaz, ya que reduce
considerablemente la Respuesta Inmune de tipo
Celular del raton con Linfoma, en relacion a los
datos del IP del grupo de ratones sanos sin
tratamiento y sin tumor, en cuanto al efecto del
CCFCSdeGano,  restituye  significativamente
(p=0.05) esta inmunosupresién a los linfocitos
esplénicos de los ratones con tumor (Grafico 5)

Indices de Proliferacion
2,500

2,000
I

1,500

H%

1,000
0,500

0,000
SANOS n=4 TUMOR S/T n=4 TUMOR/GANONn = 4

Figura 4 Indices de proliferacién de esplenocitos de ratones
inoculados con 1 x10° células de Linfoma L5178Y en fase
solida y tratados y no con 100 mg/kg de Concentrado de
cultivo sumergido de micelio de G. sichuanense drante 20
dias. *Tumor vs Sanos y Gano (p=0.05)
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Cuantificacion de los niveles séricos de
Citocinas TNFa, IFNy e IL-2

La cuantificacion de los niveles séricos de las
Citocinas en pg/ml, mediante la técnica de ELISA,
nos muestra que el Factor de Necrosis Tumoral alfa
(TNFa) es significativamente diferente entre los
grupos (p=0.05), disminuyendo su concentracion
en los ratones de los grupos con Tumor, tratados y
no con el CCFCSdeGano. Por el contrario el
Interferon gamma (IFNy), del grupo de ratones
sanos es diferente significativamente con los
grupos de Tumor sin tratamiento (Tumor S/T) y
Tumor con tratamiento del CCFCSdeGano (p =
0.05) vy sin tener diferencias significativas entro
estos ultimos grupos.

Finalmente los niveles de la Interleucina 2
(IL-2) son mas elevados en el grupo cpn tumor y
tratados con CCFCSdeGano, siendo diferente
significativamente con los otros dos grupos, en
cambio, entre el grupo de tumor S/T y el gpo sano,
no existen diferencia significativas (p=0.05) (Tabla
1).

Citocina | gpo Sano gpo Tumor S/T |gpo Ganoderma
TNFa 916+2 67.1+4 39.1+8

IFNy 187.6 +6.1 |504.3+177 567.6 £ 100

IL-2 65.8+9 68.6 £ 14 915+14

Tabla 1 Valores séricos en pg/ml de Citocinas Promedio +
DS

Conclusiones

Las interacciones patologicas entre las células
cancerosas Y las células inmunes del hospedero en
el microambiente tumoral crea wuna red
inmunosupresora que promueve el crecimiento
tumoral, protege el tumor del ataque inmune y
atenla la eficacia inmunoterapéutica (Zou, 2005).
El Linfoma Murino L5178Y en fase sélida es un
buen modelo de inmunosupresion y nos permite
evaluar los efectos inmunomoduladores de
sustancias con esta actividad.
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Nuestros resultados experimentales Asi como las funciones de defensa tales

confirmaron que el concentrado de cultivo
sumergido del micelio de Ganoderma sichuanense
(CCFCSdeGano) tiene efectos inmunoestimulantes
en este modelo de Linfoma; asi como se ha
confirmado en otros estudios donde -cultivos
sumergidos de género Ganoderma, también tienen
dicho efecto (Berovié, et al 2003; Cilerdzi¢, et al
2016; Carrieri, et al 2017).Aunque el desarrollo del
tumor no tuvo diferencia entre los ratones tratados
con el concentrado del cultivo sumergido del
micelio de G. sichuanense (fig.3), la esperanza de
vida si se vié favorecida, ya que el riesgo de muerte
de los ratones no tratados fue casi tres veces mas
que los tratados con el concentrado de Ganoderma,
aumentando la esperanza de vida por 2 dias (fig.2).

Por otro lado, el Indice de Proliferacion (IP),
que es la relacion entre la multiplicacién de las
células en reposo y la multiplicacién de las células
estimuladas por el mitdgeno, se observa que en el
grupo inmunosuprimido con el Linfoma esta
significativamente disminuido comparado con el IP
del grupo de los ratones sanos, y que el tratamiento
del CCFCSdeGano estimula considerablemente
esta respuesta (fig.4); la proliferacion celular es una
manera de medir la respuesta inmune adaptativa de
tipo celular cuya capacidad de reproduccion de los
linfocitos es una evidencia del efecto
inmunoestimulador que tienen los bioproductos del
caldo concentrado del cultivo sumergido de
micelio de G. sichuanense.

Uno de los enfoques importantes para evaluar
la actividad inmunomoduladora de una sustancia
en particular es mediante la valoracion de la sintesis
de citocinas. Las citocinas son moleculas de
sefializacion producidas y secretadas,
principalmente por las células inmunes activadas.
Son esenciales para el mantenimiento de las
funciones del organismo y desempefian un
importante papel en el control de la homeostasis del
individuo mediante la vigilancia de la
proliferacion, diferenciacion celular y la apoptosis.
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como las respuestas inmunes y las reacciones
inflamatorias (Abbas, et al 2015; Berovi¢, et al
2003; Ruijun, et al 2015). La IL-2 es una
importante molécula de la red de citocinas que
realiza actividades bioldgicas como la promocién
de la mitosis en los linfocitos, el aumento de la
funcidn citolitica de las células Asesinas Naturales
(NK) vy la ayuda en la generacién de anticuerpos
(Rosenberg, 2014).

El Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNFa)
es una citocina que deriva de los monocitos
activados vy tiene varias actividades antitumorales
como, la necrosis y apoptosis celular y la activacion
de otras citocinas (Ohri et al 2010; Somintara, et al
2016). El INFy es una de las principales citocinas
que regulan el Sistema inmune y su principal
funciéon es aumentar la expresion del Complejo
Mayor de Histocompatibilidad Clase | (MHC-I) y
activar a los Macrofagos contra bacterias y agentes
infecciosos exdgenos (Alokail, et al 2014; Li, et al
2016). En el Cancer, la secrecion de las citocinas
IL-2, TNFa e IFNy incrementan la capacidad
inmunoldgica antitumoral del organismo (Gerber,
et al 2013; Ni, et al 2013).

En  nuestro estudio valoramos las
concentraciones sericas de las citocinas IL-2,
TNFa e IFNy, en los ratones sanos, sin tumor ni
tratamiento y en ratones inmunosuprimidos con el
Linfoma Murino L5178Y en fase soélida, sin
tratamiento y tratados con el concentrado del caldo
de cultivo sumergido de micelio de G, sichuanense
por 20 dias de forma oral con 100 mg/kg de peso
corporal (Tabla 1). Considerando que la IL-2 tiene
efecto sobre la maduracion y activacion de los
linfocitos podemos inferir que esta citocina
intervino en que los indices de proliferacion (IP)
hayan sido restablecidos en la respuesta inmune
suprimida de los ratones con tumor, y que los
bioproductos del caldo de cultivo sumergido del
micelio tienen propiedades estimuladoras de la
produccién de la IL-2.
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Por otro lado, el efecto del IFNy que estimula
toda la maquinaria inmunoldgica en presencia de
antigenos extrafos, es estimulado por puro efecto
del desarrollo del tumor y el concentrado de
Ganoderma no tiene algun efecto directo, en
cambio el TNFa se encontrdé disminuido en los
ratones tratados con el concentrado de Ganoderma
a diferencia de otros reportes donde esta citocina es
estimulada en su produccion (Berovic, et al 2003;
Carrieri, et al 2017; Xu, et al 2011). Finalmente,
podemos concluir que el concentrado del caldo del
cultivo sumergido de micelio de G. sichuanense
tiene un efecto inmunoestimulador en el modelo de
inmunosupresion del Linfoma Murino L5178Y,
perimitiendo a los ratones una sobrevida y una
restitucion de la respuesta immune innata de tipo
celular. Asimismo la respuesta antimicrobiana
observada en los experimentos correspondientes,
demuestran gue los extractos acuosos del carpéforo
y el pie de G. sichuanense contienen moléculas
capaces de inhibir el crecimiento de bacterias Gram
positivas y Gram negativas de una manera dosis-
respuesta, en el experimento de diluciones seriadas

(Fig. 1).

Dichas moléculas pueden ser organicas como
las mencionadas en la introduccién, pero tambien
pueden ser péptidos pequefios con actividad
antimicrobiana como consta en un reporte (Wang
2006) y en experimentos recién realizados en
nuestro laboratorio. Lo anterior refueza el concepto
de que el género Ganoderma posee cualidades
antimicrobianas naturales que pueden ser usadas
como una alternativa frente a la resistencia
bacteriana observada contra los antibidticos
convensionales.
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Resumen

En este trabajo analizamos algunas caracteristicas
espectrales del mucilago de semillas de Salvia
hispanica L. (chia) para evaluar su capacidad para
absorber radiacion luminosa peligrosa para la piel
humana. Para este propdsito extrajimos, purificamos y
secamos el mucilago de chia. Posteriormente,
preparamos varias soluciones con diferentes
concentraciones de este extracto soluble en agua.
Analizamos las muestras de estas soluciones con un
espectrometro para determinar su absorbancia y
transmitancia en el rango de 200 a 1000 nm. También
caracterizamos un protector solar quimico para
propésitos de comparacion. A través de estos
espectros evaluamos si el mucilago de chia podria
proteger a nuestra piel de la radiacion ultravioleta.
Ademas, discutimos la posibilidad de utilizar el
mucilago de semillas de chia como ingrediente activo
de origen organico en protectores solares con menos
efectos negativos tales como el enrojecimiento, la
hipersensibilidad y la intoxicacion dado que este
mucilago es un material inocuo con capacidad de
mantener la piel hidratada por més tiempo.

Absorbancia, Transmitancia, Mucilago, Salvia
hispanica L., Fotoproteccién

Abstract

In this research work, we analyze some spectral
characteristics of the mucilage extracted from seeds of
Salvia hispanica L. (chia) to evaluate its capacity to
absorb luminous radiation that is dangerous for the
human skin. For this purpose, we extract, purify and dry
the mucilage of chia seeds. Then, we prepare several
solutions with different concentrations of this water-
soluble extract. We analize the samples of these
solutions with a spectrometer to determine their
absorbance and transmittance from 200 to 1000 nm.
Also, we characterize a chemical sunscreen for
comparison purpose. Through these spectra, we assess if
the chia mucilage could protect our skin from harmful
radiant energy, such as ultraviolet radiation. Also, we
discuss the possibility of using the mucilage from chia
seeds as an organic active ingredient in sunscreens with
less negative effects for our skin such as irritation,
hypersensibility to the product, and intoxication given
that this mucilage is an innocuous material capable of
keeping the skin hydrated for a longer time.

Absorbance, Transmittance,
hispanica L., Photoprotection

Mucilage, Salvia
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Introduccion

Las personas estamos expuestas a la radiacion
luminosa proveniente del sol y de fuentes de
radiacion artificiales utilizadas en la industria, el
comercio y en la vida cotidiana. Sin embargo, son
bien conocidos los efectos negativos asociados a la
exposicion prolongada de la piel a ciertos tipos de
radiacion luminosa (DeFabo, 2004; Gonzalez-
Pdmariega, 2009; Al Mahroos, 2002; Ryckaert,
1998; y Miyamoto, 1989).
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Figura 1 Espectro electromagnético. (Gémez & OIlmos,
1999)

El sol emite diferentes tipos de radiacién
electromagnética que usualmente son clasificados
en funcién de su longitud de onda ([J) o de su
frecuencia (f), Fig. 1. El espectro electromagnético
emitido por el sol corresponde al de un cuerpo
negro e incluye a las ondas de radio, microondas,
radiacion infrarroja, luz visible, radiacién
ultravioleta (UV), rayos X, rayos gamma y rayos
cdsmicos. Cabe mencionar que no toda la radiacion
solar es peligrosa para nuestra piel. La energia
radiante que puede causar dafios temporales y
permanentes en nuestra piel es la luz UV, los rayos
X, los rayos gamma y los rayos césmicos debido a
que pueden ionizar los tejidos vivos. Aunque los
rayos X, gamma y cOsmicos son muy energéticos y
dafinos para la piel, en el area de proteccion solar
son de poca preocupacién ya que estos tipos de
radiacion son absorbidos casi en su totalidad por la
atmosfera terrestre.
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En cambio, la radiacion UV si puede
propagarse a través de la atmosfera y llegar hasta
nuestra piel.Los rayos UV constituyen cerca del 5%
de la radiacion solar y pueden subdividirse en
UVA, UVB y UVC. De la radiacion UV,
aproximadamente el 97% es UVA, mientras que
cerca del 2% es UVB. La radiacion UVC representa
menos del 1% de la radiacion UV emitida por el sol.
Existen dos clases de rayos UVA: cortos 0 UVA-I
(320-340 nm) y largos 0 UVA-II (340-400 nm). La
radiacion UVA no puede ser filtrada con vidrio
comun y casi no se modifica con la altitud, ni con
las condiciones ambientales.

Cerca del 50% de la radiacion UVA que
incide sobre la piel penetra hasta la dermis profunda
y las células sanguineas, y puede dafiarlas. Ademas,
los rayos UVA son responsables del
fotoenvejecimiento, fotosensibilidad e
inmunosupresion, aunque en dosis adecuadas
también puede favorecer la sintesis de vitamina D
(Debska et al., 2013).Por su parte, la radiacion
UVB, con longitud de onda entre 290 y 320 nm, es
responsable de la mayoria de las reacciones
fotobioldgicas en la epidermis.

Los rayos UVB pueden causar eritemas o
quemaduras solares. Mas aun, grandes Yy
prolongadas dosis de rayos UVB pueden causar
melanomas y carcinomas en la piel, los parpados y
los labios (Stoebner, 2007; Thompson, 1993,
Wang, 2001; Whitmore, 1995; y Wulf, 1982).

La radiacién UVC (<290 nm) usualmente no
llega a nuestra piel ya que es absorbida casi en su
totalidad por la capa de ozono, aunque ha empezado
a tomar importancia en los ultimos afios debido a la
progresiva disminucion del espesor de esta capa
(Sanchez-Saldafia, 2002). La radiacion UVC
tampoco es de mucho interés en el area de
fotoproteccidn debido a su baja intensidad y a que
es fuertemente absorbida por el ozono atmosferico.
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También debemos considerar que la
radiacion solar que incide sobre nuestra piel es cada
vez mas intensa debido al adelgazamiento de la
capa de ozono causado por la emisién de
clorofluorocarbonos al aire libre.Por estas razones
es importante proteger a nuestra piel de la radiacion
ultravioleta mediante el uso de protectores solares
que sean eficaces, seguros y accesibles (Reena,
2012; y Gonzalez-Pumariega, 2009). Es por esto
que en este trabajo evaluamos la posibilidad de
elaborar protectores solares con ingredientes
activos de origen vegetal.

En nuestro caso seleccionamos al mucilago
de semillas de Salvia hispanica L. como un posible
ingrediente activo para elaborar protectores solares
organicos. Las semillas de chia son ampliamente
conocidas en México y el mundo por su inocuidad
y beneficios para la digestién. Su mucilago es un
polisacarido soluble en agua y con capacidad para
retener la humedad; aparte de que contiene
antioxidantes que ayudan a regenerar la piel.
Ademés, la extraccion de este material es
relativamente facil y de bajo costo. Estas
caracteristicas del mucilago de chia son méritos
significativos para considerar su potencial uso
como ingrediente activo en protectores solares
organicos.

Aqui adaptamos e implementamos un método
para la extraccion del mucilago de semillas de
Salvia hispanica L. También determinamos la
absorbancia y transmitancia de varias soluciones
acuosas con diferentes concentraciones de este
mucilago con la finalidad de evaluar la factibilidad
de emplearlo como ingrediente activo en
protectores solares.  Ademaés, estudiamos las
caracteristicas espectrales de un protector solar
quimico con factor de proteccion solar (FPS) 50
para comparacion. Medimos los espectros de
transmitancia y absorbancia en el rango de 200 a
1000 nm, cubriendo las regiones UVA, UVB,
UVC, visible y una porcion del infrarrojo cercano.
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Estas mediciones nos ayudan a comprender
mejor las caracteristicas espectrales del mucilago
para determinar si es factible usarlo como
ingrediente activo de protectores solares.

Justificacion

Los protectores solares reflejan, dispersan o
absorben la radiacion ultravioleta incidente para
disminuir sus efectos dafiinos en la piel. Es decir,
los protectores solares actan como filtros que
bloquean total o parcialmente los rayos UV. EXisten
dos tipos principales de protectores solares: fisicos
y quimicos (DeBuys, 2000; Diffey, 2011; Latha,
2013; Scherschun, 2001).

Los protectores solares fisicos estan
elaborados con materia mineral particulada. Estas
sustancias reflejan o dispersan la radiacion
luminosa, incluyendo a la UV. Los ingredientes
activos de los protectores solares fisicos son inertes
ya que no reaccionan con otros elementos y por lo
tanto son inocuos. Sin embargo, actualmente su uso
es limitado debido a los altos costos de produccion.

Los protectores solares quimicos son
compuestos que absorben la radiacion UV. La
mayoria de ellos absorben rayos UVB y algunos
también UVA. Sin embargo, los ingredientes
activos de estos protectores son sustancias quimicas
sintéticas que al ser absorbidas por el cuerpo
pueden causar intoxicaciones, alergias y otros
problemas de salud (Schlumpf, 2004; Schmutzler,
2007; Al Mahroos, 2002; Bernerd, 2003).

Por lo anterior, consideramos que seria util
tener otras alternativas de fotoproteccion que
salvaguarden eficazmente a nuestra piel de la
radiacion UV y que causen menor dafio a nuestro
organismo (Saewan, 2013; y Stevanato, 2014). Por
esta razon, evaluamos la posibilidad de utilizar
materiales organicos como ingredientes activos de
protectores solares que sean mMAas seguros y
accesibles en comparacion con los protectores
quimicos y fisicos.
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Problema

Los protectores solares comunmente empleados por
las personas para proteger su piel estan hechos con
minerales particulados y compuestos quimicos que
pueden ser absorbidos por el cuerpo. Cuando estos
protectores solares son usados de manera continua
y prolongada existe la posibilidad de generar una
leve pero progresiva intoxicacion del organismo
(Ramirez, 2014). Por esta razon, aqui investigamos
la factibilidad de elaborar protectores solares
hechos con ingredientes naturales de origen vegetal
que blogqueen los rayos UVA y UVB, y que sean
seguros y accesibles.

Hipotesis

Algunos materiales naturales, tales como el
mucilago de semillas de Salvia hispanica L.,
absorben radiacion solar con longitudes de onda
dafiinas para la piel y podrian usarse como
ingredientes activos en protectores solares
0rganicos que sean mas seguros.

Objetivos
Objetivo General

Evaluar la factibilidad de emplear el mucilago de
semillas de Salvia hispanica L. como ingrediente
activo para la absorcion de radiacion luminosa en
protectores solares organicos para la piel.

Objetivos especificos

— Extraer el mucilago de semillas de Salvia
hispanica L. y preparar varias soluciones
acuosas con diferentes concentraciones de
este material organico.

- Medir la absorbancia y transmitancia
espectral de las soluciones con mucilago en el
rango de 200 a 1000 nm.

— Analizar la dependencia de la absorbancia y
transmitancia de las soluciones con mucilago
respecto a la longitud de onda y a la
concentracion.

ISSN-2410-3551
ECORFAN® Todos los derechos reservados.

Marzo 2017 Vol.4 No.10 13-22
Marco Tebrico

El mucilago de Salvia hispanica L. es un
polisacarido de alto peso molecular cuyo valor
varia entre 0.8x10° y 2x10° Da (Capitani, 2013).
Este mucilago emerge de la semilla de chia al entrar
en contacto con el agua, cubriéndola en forma de un
halo transparente. Cabe destacar que el contenido
de acido galacturonico es aproximadamente del
25%, lo cual es caracteristico de este tipo de
sustancias (Hernandez-Gémez, 2008; y Sanchez-
Silva, 2015). EIl mucilago de chia también presenta
una elevada viscosidad en agua y tiene mas efectos
metabdlicos benéficos que otras fuentes de fibra de
menor viscosidad. Ademas, posee propiedades de
interés para las industrias alimentarias, cosméticas
y farmacéuticas.

Aqui  nosotros  implementamos  un
procedimiento para extraer y purificar el mucilago
de Salvia hispanica L. Después de obtener el
mucilago preparamos varias soluciones con este
material para determinar sus espectros de
absorbancia y transmitancia (Skoog, 2008).La
transmitancia (T) es la relacion entre la cantidad de
luz que llega al detector después de atravesar la
muestra, It, y la cantidad de luz que incidi6 sobre
ella, lo; y se representa en porcentaje como:

%T = (:‘}LOO 1)

La transmitancia nos indica la proporcién de
radiacion que logra atravesar una muestra a cierta
longitud de onda (Brown, 2000). Es decir, la
transmitancia es una medida fisica de la proporcion
entre la intensidad incidente y la transmitida por la
muestra. Sin embargo, la relacién entre %T vy la
concentracion no es lineal, sino que asume una
relacién logaritmica inversa que esta asociada de
manera mas estrecha con la absorbancia.La
absorbancia (A) es un concepto mas relacionado
con la muestra puesto que indica la cantidad de luz
que absorbe y se define como:

RAMIREZ-GRANADOS, Juan Carlos, GOMEZ-LUNA, Blanca E DIAZ-
PEREZ, Cesar, GASCA-TIRADO, J. Ramén. Analisis de la Absorbanciay
Transmitancia Espectral del Mucilago de Salvia hispanica L. para la
Fotoproteccion de la Piel. Revista de Ciencias de la Salud. 2017.



Articulo

17
Revista de Ciencias de la Salud

SRR

Cuando la intensidad incidente y la
transmitida son iguales, la transmitancia es del
100% e indica que la muestra no absorbe a esa
longitud de onda, y por lo tanto A es cero. Cabe
mencionar que la cantidad de luz absorbida
depende tanto del ancho de la muestra, como de la
concentracion del cromdforo.

Con las ecuaciones (1) y (2) es posible
determinar el porcentaje de transmitancia y la
absorbancia del mucilago a una cierta longitud de
onda. Para determinar los espectros de
transmitancia y de absorbancia en el rango de
longitudes de onda deseado es necesario repetir las
mediciones de manera manual o automatica
dependiendo del tipo de espectrometro disponible.
En las siguientes secciones presentamos detalles
acerca de la preparacion de las soluciones con
mucilago y de la configuracion experimental del
espectrometro que empleamos para realizar las
mediciones.

Meétodos y Materiales

Medimos la absorbancia y transmitancia espectral
de wvarias soluciones acuosas con diferentes
concentraciones de mucilago de Salvia hispanica L.
para determinar si este material puede funcionar
como ingrediente activo para la absorcion de
energia radiante en protectores solares para la piel.
También caracterizamos un protector solar quimico
en crema con FPS 50 para fines comparativos.

Extraccion del Mucilago de Semillas de Salvia
Hispanica L

Para realizar la extraccion y purificacion del
mucilago de semillas de chia adaptamos e
implementamos un procedimiento previamente
reportado por Capitani, 2013.
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Este método consiste en hidratar las
semillas de Salvia hispanica L. mediante su
inmersion en agua a temperatura ambiente durante
una hora y con agitacion durante los primeros 15
minutos para evitar su aglomeracién. La proporcion
de semillas de chia y agua que empleamos es 1:10
p/v. Posteriormente calentamos la mezcla a 50 °C
durante 40 minutos.

Después, la mezcla es filtrada usando de una
bomba de vacio para separar el mucilago acuoso de
los tejidos vegetales. Luego precipitamos el
mucilago con etanol y eliminamos la fase acuosa
mediante filtracion. Al final secamos el mucilago
en un horno a40 °C durante 24 horas y lo trituramos
hasta obtener un polvo fino y seco.

Preparacion y Analisis Espectral de las
Muestras

Preparamos cinco soluciones con agua destilada y
diferentes concentraciones del mucilago de
semillas de Salvia hispanica L. La primera de las
soluciones fue saturada con mucilago de chia a
temperatura ambiente. Las demas soluciones fueron
obtenidas diluyendo la primera al 50%, 25%, 12.5%
y 6.25% del punto de saturacion, respectivamente.
Para realizar las mediciones colocamos
aproximadamente 2 ml de cada solucién en celdas
de cuarzo para espectrometro con 1 cm de ancho.

En el caso del protector solar quimico
preparamos una muestra que consiste en una capa
homogénea de la crema entre dos portaobjetos. El
espesor de esta muestra de crema protectora es de
0.05 mm. Luego medimos la absorbancia y
transmitancia de las muestras empleando un
espectrémetro Jenway 7503, Figura 2.
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Figura 2. Esquema del espectrometro empleado para la
caracterizacién del mucilago de Salvia hispanica L. Este
dispositivo es un espectrdmetro de un haz que tiene un
monocromador compuesto por una rejilla de difraccion y un
espejo colimador. (Adaptada de Cole-Parmer, 2010)

Este dispositivo es un espectrometro de un
haz que cuenta con una ldmpara de xenon como
fuente de luz y un monocromador que consta de
rejillas de entrada y salida, un espejo colimador y
una rejilla de difraccion con 1200 lineas por
milimetro. El espectrometro también tiene un
soporte para la muestra, un sistema de lentes
colectores y un fotodiodo como detector.

Medimos la absorbancia y transmitancia de
las soluciones con mucilago y de la crema
protectora quimica en el rango espectral de 200 a
1000 nm que incluye a las regiones UV, visible y
una parte de la infrarroja cercana. La resolucion de
las mediciones es de 10 nm. Estas mediciones nos
proporcionan un panorama general de las
caracteristicas espectrales de las muestras. A
continuacion, presentamos los espectros obtenidos.

Resultados

Utilizando un espectrometro Jenway 7305
analizamos las muestras de mucilago de chia y del
protector solar quimico.En la Figura 3 presentamos
los espectros de absorbancia de las soluciones con
mucilago de Salvia hispanica L. y del protector
solar quimico.
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Figura 3 Absorbancia espectral del mucilago de semillas de
Salvia hispanica L. en solucion acuosa y de un protector solar
con FPS 50

En esta figura podemos apreciar que el
mucilago de chia tiene una fuerte banda de
absorbancia en la region ultravioleta. La
absorbancia del mucilago alcanza su maximo valor
cerca de los 320 nm que es justamente la longitud
de onda que separa a la radiacion UVA de la UVB.
La absorbancia de las soluciones con mucilago de
chia disminuye conforme se incrementa la longitud
de onda desde los 320 nm hasta los 1000 nm. El
ancho de la banda de absorcion a la mitad del
méaximo es aproximadamente de 100 nm para el
caso de la solucion saturada con mucilago. También
es posible apreciar que la intensidad de esta banda
de absorcion se incrementa con la concentracion del
mucilago, lo cual es consistente con la Ley de Beer-
Lambert.

La muestra del protector solar quimico
también presenta una banda de absorcion en la
region UV, como podria esperarse. Esta banda de
absorcion se extiende al menos desde 200 a los 400
nm. La absorbancia del protector quimico es poco
significativa para longitudes de onda visibles e
infrarrojas  cercanas.Cabe mencionar que la
absorbancia de la solucién saturada con mucilago
de chia es mayor que la de la crema protectora
quimica entre los 300 y 400 nm. Sin embargo, esta
relacion podria cambiar e incluso invertirse si la
concentracion del mucilago disminuye y/o el
espesor de la crema protectora se incrementa.
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Por otra parte, la Figura 4 nos muestra los
espectros de transmitancia de las muestras. En esta
figura podemos observar cinco espectros de
transmitancia que corresponden a las soluciones
con diferentes concentraciones de mucilago de
chia, y un espectro de transmitancia
correspondiente a la muestra del protector solar
quimico que empleamos para fines comparativos.
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Figura 4 Transmitancia espectral del mucilago de semillas de
Salvia hispanica L. en solucion acuosa y de un protector solar
con FPS 50

En los espectros de la Figura 4 es claro que la
transmitancia de las soluciones disminuye en todas
las longitudes de onda a medida que la
concentracion de mucilago aumenta. La solucion
saturada con mucilago es la que presenta menor
transmitancia, la cual adquiere un valor cercano a
cero para radiacion luminosa con longitud de onda
entre 290 y 330 nm. ElI minimo de transmitancia
para las otras soluciones con mucilago de chia se
produce en ese mismo rango espectral.

La transmitancia del mucilago se incrementa
con la longitud de onda entre los 330 y los 1000 nm.
Lo anterior demuestra que el mucilago de chia
puede reducir e incluso impedir la transmision de la
radiacion UVA y UVB si su concentracion es la
adecuada.También encontramos que la
transmitancia de una solucion con mucilago de chia
puede ser igual o incluso menor que la
transmitancia de un protector solar quimico
comercial con FPS 50.
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Esto puede ser verificado facilmente si
comparamos los espectros de transmitancia de la
solucion saturada con mucilago (linea negra
continua) y de la muestra del protector solar
quimico (linea negra punteada) en la region UV
entre 200 y 400 nm.

Discusiones

Los resultados obtenidos demuestran que el
mucilago de Salvia hispanica L. es un material
organico con capacidad para absorber radiacion
luminosa, en especial luz ultravioleta. Este
mucilago presenta una fuerte y amplia banda de
absorbancia justo en el limite entre la radiacion
UVA y UVB. Es decir, que este material tiene la
capacidad de bloquear parcial o totalmente la
radiacion ultravioleta al dificultar y en algunos
casos impedir su transmision hacia la piel.

Estas caracteristicas espectrales del mucilago
de chia son especialmente Utiles en el area de
fotoproteccion donde se busca la filtracion de la
radiacion ultravioleta proveniente del sol o de
fuentes artificiales para evitar dafios en la piel
(Latha, 2013; Reena, 2012; Diffey, 2011; Sanchez-
Saldafia, 2002; Scherschun, 2001). Asi pues, las
caracteristicas espectrales del mucilago de chia
indican que este material de origen vegetal podria
ser empleado como ingrediente activo para la
absorcion de radiacion ultravioleta en protectores
solares organicos para la piel.

Los resultados también indican que si una
preparacion tiene la concentracion adecuada de
mucilago de chia, entonces ésta puede llegar a tener
igual o mayor capacidad para absorber radiacion
ultravioleta que un protector solar quimico con FPS
50. Esto es importante dado que confirma que un
protector solar elaborado con ingredientes
organicos como el mucilago de chia puede tener un
desemperio similar al de los protectores de tipo
quimico que son predominantemente empleados
por las personas, pero con la ventaja de ser mas
seguros para los usuarios y para el medio ambiente.
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Conclusiones

En este trabajo estudiamos la absorbancia y
transmitancia espectral del mucilago de semillas de
Salvia hispanica L. para determinar si puede ser
usado como ingrediente activo en protectores
solares organicos para la piel. Para este propdsito
preparamos cinco soluciones acuosas con
diferentes concentraciones de mucilago de chia y
las analizamos con un espectrometro en el rango de
200 a 1000 nm para obtener una vision amplia de
las principales caracteristicas espectrales del
mucilago.

También analizamos una muestra de un
protector solar quimico comercial con FPS 50 para
comparar sus propiedades espectrales con las del
mucilago de chia. En nuestros resultados
encontramos que el mucilago de chia tiene una
banda de absorbancia ancha con valor pico centrado
entre las regiones UVA y UVB que es muy (til en
fotoproteccion dado que absorbe radiacion
ionizante que puede dafiar la piel.

También encontramos que en la region UV,
la solucién saturada con mucilago de chia tiene
absorbancia similar o incluso mayor que la muestra
del protector solar quimico, lo cual demuestra que
el mucilago de chia puede ser tan eficiente como un
protector solar quimico. Estos resultados indican
que el mucilago de Salvia hispanica L. es un
material inocuo y de origen vegetal con capacidad
para absorber radiacion UVA y UVB que podria ser
empleado como ingrediente activo en protectores
solares organicos.

Estos protectores tendrian las ventajas de ser
seguros para los usuarios por su inocuidad, de
mantener hidratada la piel por méas tiempo debido a
su capacidad para retener la humedad, y de ser
amigables con el medio ambiente por su baja huella
ecoldgica.
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Resumen

El ratén de laboratorio es un modelo importante para
abordar las preguntas de la Biologia del cancer. En los
Gltimos afios, las preguntas se han vuelto mas
refinadas, y los modelos de ratén se estan utilizando
cada vez mas para desarrollar y probar la terapéutica
del cancer. Asi, la necesidad de modelos de ratones
mas sofisticados y clinicamente relevantes ha crecido,
al igual que la necesidad de herramientas innovadoras
para analizarlas y validarlas. En este estudio se
presenta un modelo de Linfoma sélido a partir del
Linfoma Murino L5178Y de origen ascitico, que
permite establecer estados de inmunosupresion del
raton y nos permite valorar sus constantes fisiologicas,
y parametros inmunoldgicos para conocer la biologia
del Linfoma y probar farmacos de interés con
propiedades inmunoestimulantes y
guimioterapéuticas.

Modelo de cancer en ratén, Linfoma,
Inmunosupresién, L5178Y

Abstract

The laboratory mouse is an important model for
addressing questions in cancer biology. In recent years,
the questions have become more refined, and mouse
models are increasingly being used to develop and test
cancer therapeutics. Thus, the need for more
sophisticated and clinically relevant mouse models has
grown, as has the need for innovative tools to analyze
and validate them.In this study we present a model of
solid lymphoma from the Murine Lymphoma L5178Y
of ascitic origin, which allows to establish states of
immunosuppression of the mouse and allows us to
evaluate its physiological constants and immunological
parameters to know the biology of lymphoma and to test
drugs of interest with immunostimulating and
chemotherapeutic properties.

Mouse cancer models,
Immunosppression, L5178Y

Lymphoma,
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Introduccion

El uso de modelos de ratdn en la investigacion del
cancer ha proporcionado una vision excepcional de
la biologia y la genética de los canceres humanos.
Los ratones tienen las manifestaciones consistentes
de la enfermedad, tienen camadas de buen tamafio
y son féciles de manejar, incluso genéticamente
(Frese, et al 2007; Malumbres, 2015). La
secuenciacion gendmica de los ratones ha revelado
la magnitud de la similitud con otros mamiferos
incluyendo el hombre (Mestas, et al 2004). Estos
estudios gendmicos, junto con el refinamiento en
las técnicas de ingenieria genética, han aumentado
grandemente el valor de los modelos del raton en
la investigacion sobre céncer y muchos otros
trastornos humanos (Abate-Shen, et al 2014;
Malumbres, 2015).

A pesar de su amplio uso en la investigacion
del céancer, una cierta cantidad de escepticismo
sobre su valor y relevancia para el cancer humano
estd presente en la comunidad clinica y cientifica.
Esto es probablemente debido a las diferencias
entre los ratones y los seres humanos, los
cientificos son conscientes de que los modelos de
raton necesitan ser refinados ain maéas (Haley,
2003; Mestas, et al 2004).

Indudablemente estos sofisticados modelos
de ratdén alimentaran nuestra comprension de la
iniciacion del cancer, los roles del sistema
inmunoldgico, la angiogénesis, invasion y
metastasis tumoral, y la relevancia de la diversidad
molecular observada entre los canceres humanos
(Lopez-Lastra, et al 2017; Malumbres, 2015;
Zitvogel, et al 2016).Es necesario recordar que los
modelos de raton son solo eso, modelos. Ellos
estan destinados a complementar, no a reemplazar,
los estudios realizados en humanos.
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Sin embargo, estos modelos ofrecen
oportunidades  Unicas para investigar los
mecanismos bioldgicos del cancer y optimizar el
desarrollo de drogas antineoplésicas basadas en
sistemas experimentales en los que se puedan
estudiar las relaciones entre las células malignas y
las células inmunologicas (Drake, 2013;
Malumbres, 2015; Zitvogel, et al 2016).

La gran cantidad de investigacion hecha en
ratones ha permitido generar técnicas, métodos y
estrategias para entender méas la biologia del
cancer, estas incluyen: a) Modelos de ratones
geneticamente modificados (GEM), b) Modelos de
cancer  trasplantado y c) Modelos de cancer
inducidos por carcindgenos. Cada uno de estos
modelos presenta ventajas y desafios (Zitvogel, et
al 2016; Teicher, 2006; Marks, 2015).

Los mé&s comunmente usados son los
modelos de cancer trasplantado que incluyen
diversos sistemas y técnicas para propagar los
tejidos tumorales en diferentes hospederos para
estudios controlados in vivo. Consisten en la
inoculacion de células cancerosas que pueden ser
originadas del mismo ratén, conocidos como
trasplantes alogénicos, o inoculacién en ratones de
células cancerosas de otra especie, principalmente
del humano, a estos se les Ilaman trasplantes
xenogénicos (Frese, et al 2007; Marks, 2015;
Zitvogel, et al 2016).

Los primeros modelos de tumores in vivo
fueron desarrollados a mediados de los afios 60,
estos modelos fueron leucemias murinas
desarrolladas de forma ascitica. Estos bioensayos
permitieron estudiar la distribucion anatémica, la
proporcion de la proliferacion de las celulas
leucémica y los efectos de la quimioterapia en
ratones con tumor, basados en el principio de que
la sobrevida de los ratones con leucemia tratados
con un farmaco se fundamentaba en la muerte y no
en la inhibicidn del crecimiento de la poblacion de
celulas tumorales (Teicher, 2006; Waud, 1998).
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La intencion de desarrollar modelos de
tumores sélidos en ratones fue para medir la
eficiencia de farmacos que retrasaran o inhibieran
el crecimiento del tumor, en dosis que produjeran
toxicidad tolerable por el tejido normal y que la
repuesta del tumor al tratamiento se pudiera
observar durante un periodo relativamente largo
(Polin et al, 2011; Teicher, 2006).

Los canceres no sélo consisten en células
tumorales, sino que comprenden una variedad de
tipos de células que juntos forman el
microambiente tumoral. Las células inmunes
infiltradas son de especial interés debido a su papel
paradéjico en la progresion del cancer. Mientras
que algunas poblaciones de células inmunes tienen
propiedades pro-tumorigénicas otras contrarrestan
la tumorigénesis (de Viser et al, 2015; Polin et al,
2011). Muchos tumores son caracterizados por un
microambiente tumoral inmunosupresivo, que lo
hace desfavorable para la inmunidad antitumoral.
Para establecer la inmunidad antitumoral efectiva,
los antigenos asociados al tumor necesitan ser
mostrados y procesados por Células Presentadoras
de Antigeno (APCs por sus siglas en inglés).

Estos antigenos hacen madurar a las APCs
que migran a los érganos linfoides que drenan el
tumor donde los antigenos son presentados a las
Células T. Estas células activadas, proliferan y
migran hacia el tumor donde ellas ejercen su
funcion citotdxica (DeNardo et al 2007; Hannahan
et al 2012).Los tumores frecuentemente muestran
un reclutamiento y activacion disfuncional de las
Células Dendriticas (DCs por sus siglas en inglés),
que son las APCs mas eficaces para iniciar las
respuestas inmunitarias. Se ha observado que en
algunos tumores las DCs presentan fenotipos
inmaduros no activados (Pinzon-Charry et al,
2005).
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Los factores derivados del tumor parecidos a
Interleucinas 6 y 10 (IL-10, IL-6), Factor
Estimulante de Colonias 1 (CSF1) y el Factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF) interfieren
con lamaduracion de la DCs, causando la falla para
migrar a los drganos linfoides que drenan el tumor,
impidiendo proporcionar las adecuadas sefales
Co-estimuladoras necesarias para estimular las
Células T (Pinzon-Charry et al, 2005; Kersten et al,
2015). Ademas de esta obstaculizacion, las Células
T activadas ven interrumpido su acceso a la masa
tumoral por la desorganizacion y deterioro de la
vascularizacion y la expresién de moléculas de
adhesion en las células endoteliales (Shrimali et al,
2010). Otros factores que promueven la
inmunosupresion en individuos con tumor son IL-
3, IL-4, Factor de Crecimiento Tumoral beta (TGF
B), el Interferon gamma (IFNy) y la prostaglandina
E2 que inhiben las funciones de las Células T, las
respuestas humorales y las actividades de las
Células Asesinas Naturales (NK) (Aso et al,1992;
Daneri-Navarro et al; Walker et al, 1992).

Objetivos
Objetivo General

Establecer un modelo de inmunosupresion de
Linfoma Murino en Fase Solida con el Linfoma
Murino L5178Y que crece de forma ascitica, que
nos permita valorar la sobrevida del ratén, las
constantes hematoldgicas y bioquimicas, estimar
pruebas inmunoldgicas y el desarrollo del tumor in
vivo, asi como evaluar la utilizacion de nuevas
sustancias con propiedades antitumorales e
inmunomoduladoras.

Objetivos Especificos

- Establecer la zona méas adecuada para
implantar el Linfoma murino L5178Y
ascitico.

—  Conocer el tiempo de sobrevida de los
ratones con el linfoma en fase solida.
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—  Valorar el desarrollo del tumor en ratones
inoculados con el linfoma en fase sélida.

—  Estimar la Respuesta Inmune Adaptativa de
tipo Celular mediante el Indice de
Proliferacion de los esplenocitos de ratones
sanos y con linfoma en fase sélida.

- Medir las concentraciones de los niveles
séricos de la Interleucinas: Factor de
Necrosis Tumoral alfa (TNFa), Interferon
gamma (IFNy) e Interleucina 2 (IL-2) de
ratones sanos y con linfoma en fase sélida.

- Establecer los valores de los parametros
bioquimicos en suero de ratones sanos y con
linfoma en fase sdlida.

— Analizar las diferencias histopatologicas del
tejido muscular con el Linfoma murino.

Material y Métodos
Ratones

Los ratones de la cepa Balb/c machos de 6 a 8
semanas de edad y con un peso de 22 a 25 g, fueron
alojados y mantenidos en condiciones normales del
laboratorio con ciclos de luz-obscuridad de 12/12
h con acceso libre a comida y agua estandar para
roedores de acuerdo a las directrices para el uso y
cuidado de animales de laboratorio de la World
Medical Association Declaration of Helsinki
(emanada por la 52nd WMA General Assembly,
Edinburgh, Scotland, October 2000). Los
protocolos del uso de animales fueron aprobados
por el Comité de Etica del Centro Universitario de
Ciencias Bioldgicas y Agropecuarias (U de G).

Linea celular del Linfoma murino L5178Y

La linea celular del Linfoma Murino L5178Y fue
derivada de un linfoma murino de origen timico de
los ratones de la cepa DBA/2 (h-2D/d), y fue
mantenido en forma ascitica por inoculacion
intraperitoneal (i.p.) de 1 x 10° células
semanalmente en ratones singénicos Balb/c (h-
2D/d) (Fischer et al, 1957; McKinzie et al, 2017;
Puebla-Pérez, et al 1998).
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Establecimiento de la zona anatémica de
inoculacion del Linfoma en Fase Soélida

Se tom6 1 ml de células del Linfoma Murino
L5178Y por puncion peritoneal de un raton con
linfoma ascitico, de forma estéril, se lavaron y
centrifugaron 3 veces con 5 ml de Solucion
Balanceada de Hanks’s estéril a 1500 rpm. Se
concentraron las células de linfoma en una
suspension de 1x107/ml de Solucién Balanceada de
Hanks’s estéril y se inocularon 100 ul de la
suspension celular en los ratones en distintos
lugares anatomicos tanto subcutaneos (espalda,
pierna y el costado) como intramusculares
(mdsculo gastrocnemio y sacrocaudal ventral),
para valorar la mejor zona que nos permitiera
evaluar el desarrollo del tumor y realizar las
pruebas fisiolégicas e inmunoldgicas. Para
determinar el estado de inmunosupresion de los
ratones; por cada zona se utilizaron 4 ratones.

Valoracién de la Sobrevida de ratones con
Linforna Murino L5178Y

La tasa de sobrevida fue evaluada in vivo en 16
ratones inoculados con 1x10° células de linfoma en
el musculo gastrocnemio derecho; al azar se
formaron dos grupos con 8 roedores cada uno. A
un grupo se les tratd con 100 ul Solucion
Balanceada de Hanks’s estéril y al segundo grupo
se les traté con 10 mg/Kg de peso corporal de un
extracto acuoso de Amphipterygium adstringens
(conocido comUnmente como Cuachalalate)
disueltos en 100 ul de Solucién Balanceada de
Hanks’s estéril. Para ambos grupos el tratamiento
se inici0 48 hrs después de la inoculacion del
linfoma, y se administrd diariamente por via oral.
Los ratones fueron observados diariamente,
registrando el dia de muerte de cada uno de ellos.
El tiempo de sobrevida fue evaluado vy
representado por las curvas de sobrevida de
Kaplan- Meier y la estimacion de riesgo (ER) fue
valorada con la siguiente formula (Fernandez,
1995):
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Observados del gpo Ctrl
__ Esperados del gpo Ctrl

ER ~ Observados del gpo Gano (1)
Esperados del gpo Gano

Valoracién del desarrollo del tumor en fase
solida

Se utilizaron 2 grupos experimentales de 8 ratones
cada uno. Todos los ratones fueron inoculados con
1x108 células de linfoma suspendidas en 100 pl de
Solucién de Hank’s estéril en el mdsculo
gastrocnemio derecho. Los ratones fueron tratados
48 hrs después del indculo con 10 mg/Kg del
extracto acuoso de Amphipterygium adstringens
disuelto en 100 pl de Solucién de Hank’s estéril,
para el grupo experimental y el grupo control solo
recibié 100 pl de Solucién de Hank’s estéril. La via
de administracion fue oral, con dosis diarias por 20
dias. El volumen del tumor fue medido diariamente
usando un vernier electrénico (Digimatic Caliper
Mitutoyo Corporation, Japan), iniciando un dia
antes de la inoculacién del linfoma y durante el
tiempo del tratamiento. El volumen del tumor (en
mm?) fue estimado mediante la siguiente formula:

__ Largo x Ancho?

Vol. Tumor (mm?®) = ———— 2)

Determinacién del Indice de Linfoproliferacion
ex Vvivo

Para determinar si la Respuesta Inmune de tipo
Celular, en este modelo de inmunosupresion por el
Linfoma Murino, fue modificada, se utilizaron 2
grupos experimentales de 4 ratones cada uno, el
grupo de ratones sanos sin tumor, y el grupo con
linfoma inoculados con 1x10° células de linfoma
suspendidas en 100 pl de Solucion de Hank's
estéril en el masculo gastrocnemio derecho. Se
dej6 que creciera el tumor por 20 dias, al término
del plazo los ocho ratones se sacrificaron por
dislocacién cervical y se les extrajo el Bazo para
realizar un cultivo primario de linfocitos. Estos son
separados por un gradiente de densidad de
polisucrosa (HISTOPAQUE 1083. SIGMA),
mediante centrifugacion diferencial.
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Los linfocitos se cultivaron por 72 hrs, en
una incubadora a 37° C y con el 5% de CO», con
una densidad de 2 x10° células por pozo, en placas
de cultivo de 96 pozos (CORNING), se sembraron
6 pozos por bazo, 3 de ellos se cultivaron con
medio de cultivo RPMI 1640 (SIGMA) adicionado
con el 10% de Suero Fetal de Ternera, y a los 3
restantes, ademas del medio de cultivo se les
agregd 5 mg de Concanavalina A (SIGMA), un
mitdgeno que estimula el desarrollo celular.

Al término del tiempo de replicacion celular,
se les agregaron 40 pl de 3(4,5- dietildiazol- 2- il)
2, 5 difenil bromuro de tretazolio (MTT) disueltos
en solucion de buffer de fosfatos (PBS) a una
concentracion de 5 mg/ml) a cada pozo, se incub6
durante 4 horas a 37° C y posteriormente se
agregaron 160 ul de Buffer de Lisis (SDS al 20%
en N, N Dimetilformamida al 50% a pH 4.7).
Posteriormente, se incub6 a 37° C durante toda la
noche y se ley6 a 550 nm en un espectrofotometro
(Thermo Scientific Multiskan) (Hansen, et al 1989;
Mossman, 1983). Se determind el indice de
Proliferacién (IP) segun el siguiente cociente:

__ Absorvancia de células con mitégeno (3)

IP

Absorvancia de células sin mitégeno

Determinacion de los niveles séricos de
Interleucinas TNFa, IFNy e IL-2

Para valorar la produccion de las Interleucinas en
suero, se utilizaron 2 grupos experimentales de 4
ratones cada uno, el grupo de ratones sanos sin
tumor, y el grupo con linfoma inoculados con
1x108 células de linfoma suspendidas en 100 pl de
Solucion de Hank’s estéril en el musculo
gastrocnemio derecho. Se dejé que creciera el
tumor por 20 dias, al término del plazo, a los ocho
ratones, previamente anestesiados con 0.3 ml de
Pentobarbital Sodico al 10%, se les obtuvo sangre
por puncion cardiaca y se centrifugd a 3000 rpm
por 10 minutos y el suero fue colectado para
detectar los niveles de TNFa, IFNy e IL-2
mediante Kkits de ELISA de acuerdo a las

indicaciones del fabricante (eBioscience).
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Identificacidn de los parametros bioquimicos en
suero de ratones sanos y con linfoma en fase
solida

Se utilizaron 2 grupos experimentales de 4 ratones
cada uno, el grupo de ratones sanos sin tumor, y el
grupo con linfoma inoculados con 1x10° células de
linfoma suspendidas en 100 pl de Solucion de
Hank’s estéril en el mdsculo gastrocnemio
derecho. Se dej6 que creciera el tumor por 20 dias,
al término del plazo, a los ocho ratones,
previamente anestesiados con 0.3 ml de
Pentobarbital Sodico al 10%, se les obtuvo sangre
por puncion cardiaca (1 ml), se centrifug6 a 3000
rpm por 10 minutos y el suero fue colectado y
almacenado en congelacion (-20° C) para
determinar los parametros bioquimicos.

Los indices bioquimicos que se analizaron
fueron: Glucosa, Urea Sérica, Creatinina Sérica,
Bilirrubinas totales, Proteinas totales (Albumina y
Globulina), Alanina transaminasa (ALT) vy
Aspartato transaminasa (AST), en un analizador
UniCel DxC 600, marca Beckman Coulter.

Estudio Histopatolégico del Linfoma Murino
L5178Y en Fase Sdlida

Se realizaron cortes histopatoldgicos de los
tumores con 10, 15y 20 dias de desarrollo, para lo
cual se tomd una biopsia de 1 cm® del tumor y se
fij6 en Formalina al 30% por 3 dias. Luego se
incluyeron los tejidos en parafina para enseguida
hacer los cortes de 5 micrometros de espesor,
colocarlos en portaobjetos, fijarlos y tefiirlos con
Hematoxilina y Eosina (H-E), finalmente se
observaron a 5x, y 10x de magnitudes en un
microscopio de luz Carl Zeiss.
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Analisis Estadistico

Para los experimentos de sobrevida se utilizaran las
pruebas de Kaplan — Meier y la Estimacion de
Riesgo con el estadistico Ji? (X?), para el desarrollo
del tumor se utiliz6 la Comparacion de Pendientes
con el estadistico t de Student y para las pruebas
del Indice de Proliferacion, los niveles de
interleucinas, los valores del recuento diferencial
de Leucocitos y los parametros bioquimicos
sanguineos se utilizd el Analisis de Varianza de
una via (ANOVA), y las Diferencia Significativas
Minimas (DSM). Todos los experimentos
comparados a una significancia de p < 0.05.

Resultados

Establecimiento de la zona anatomica de
inoculacion del Linfoma en Fase Solida

En los ratones a los que se les inocul6 el tumor de
forma subcutanea (espalda, pierna y flanco lateral)
no tuvieron un buen desarrollo del tumor que nos
permitiera examinar su desarrollo, ya que no se
presentaron formacidn de masa tumoral, sino que a
los 10 dias + 2, los ratones presentaban
manifestaciones del tumor ascitico y a los 15 dias
morian. Por otro lado, los ratones inoculados
intramuscularmente, si formaron una masa tumoral
que se puede medir y palpar, solo que los
inoculados en el masculo sacrocaudal ventral, a los
8 dias se quedan invalidos de los cuartos traseros,
parece que hay metastasis a la medula espinal.

Por el contrario, los ratones con la
inoculacion en el musculo gastrocnemio nos
permite evaluar su desarrollo en volumen y valorar
el dafio sisttmico sin que tenga metastasis a
peritoneo por un tiempo suficiente (35 dias) para
su evaluacion fisiologica e inmunoldgica, antes de
morir. Por lo que las demas pruebas se realizaron
en los ratones inoculados con 1x10° células del
linfoma en el masculo gastrocnemio.
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Estimacion de la Sobrevida de ratones con
Linfoma Murino L5178Y

La sobrevida de los ratones inoculados con 1x10°
celulas de Linfoma Murino L5178Y en el musculo
gastrocnemio derecho fue de 31 dias, con un
promedio de 28 dias (n = 8), iniciando a morir el
dia 25 de desarrollo del tumor y muriendo, el
ultimo de los ratones, el dia 31 (Fig. 1). Este
modelo nos permite valorar la sobrevida y la
estimacion de riesgo de morir de los ratones, y nos
permite evaluar los efectos de algun farmaco que
quisiéramos probar como anticanceroso.

Para ilustrar esta condicion graficamos los
datos de sobrevida de ratones tratados con un
extracto acuoso de Amphipterygium adstringens
(Cuachalalate) una planta utilizada en México en
el tratamiento de cancer gastrico y otros
padecimientos, obtenidos en nuestro laboratorio
(Prospero —Ponce et al, 2016). La sobrevida de los
ratones tratados con 10 mg/Kg de Cuachalalate fue
significativamente mayor (p < 0.05) versus los
ratones no tratados (Tumor S/T); el promedio de
vida para el grupo tratado fue de 35 dias. Por otro
lado, la Estimacion del Riesgo, para los ratones
tratados es de 3.8, veces menos riesgo de morir por
el tumor que los ratones no tratados (grafico 1).

% de Sobrevida
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Dias de Desarrollo del Tumor

Grafico 1 % Sobrevida de ratones inoculados con 1x10°
células de Linfoma L5178Y en fase s6lida y tratados y no con
10 mg/kg de extracto acuoso de A. adstringens (p < 0.05)
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Valoracion del desarrollo del tumor en fase
solida

En cuanto al desarrollo del tumor, se ve claramente
que el volumen del tumor crece mas lento en los
ratones tratados con 10 mg/kg de A. adstringens
que el tumor de los ratones no tratados, hay una
diferencia significativa (p < 0.05), en el desarrollo
de los tumores de ambos grupos de roedores
(grafico 2).
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Grafico 2 Curva de desarrollo tumoral de ratones
inoculados con 1x10° células de Linfoma L5178Y en fase
s6lida y tratados y no con 10 mg/kg de extracto acuoso de A.
adstringens durante 20 dias (p < 0.05),n=8

Determinacion del Indice de Linfoproliferacion
ex vivo

Al valorar el Indice de Proliferacion observamos
que el modelo de inmunosupresion del Linfoma
murino L5178Y es eficaz, ya que reduce
considerablemente la Respuesta Inmune de tipo
Celular del ratén con Linfoma, en relacion a los
datos del IP del grupo de ratones sanos sin
tratamiento y sin tumor, (p=0.05) (grafico 3)
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Indice de Proliferacion
2,500
2,000
1,500 I
1,000
0,500

0,000

SANOS n=4 TUMOR S/T n=4

Grafico 3 Indices de proliferacion de esplenocitos de ratones
sanos e inoculados con 1x10° células de Linfoma L5178Y en
fase solida con 20 dias de evolcuion del tumor. Se grafican

los promedios + DS. *Tumor vs Sanos (p=0.05)

Cuantificacién de los niveles séricos de
Citocinas TNFa, IFNy e IL-2

La cuantificacion de los niveles séricos de las
Citocinas (pg/ml), mediante la técnica de ELISA,
muestra que tanto los valores del Factor de
Necrosis Tumoral alfa (TNFa) como los del
Interferon gamma (IFNy) estan incrementados
significativamente (p <0.05) en los ratones con
tumor. Mientras que las concentraciones de la
Interleucina 2 (IL-2) son iguales en ambos grupos
(Tabla 1).
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Identificacion los parametros bioquimicos en
suero de ratones sanos y con linfoma en fase
solida

Los resultados de los parametros bioguimicos se
muestran en la Tabla 2. La valoracion de estos fue
con la intesion de ver posibles dafios en érganos
como Pancreas, Higado y Rifiones como resultado
de las posibles metastasis del Linfoma. Como se
observa los valores de Glucosa sanguinea no tienen
cambios en ambos grupos, ni en los valores de
Urea y Creatinina sanguinea, al igual que los
valores de Bilirrubinas y Proteinas totales
(Albumina y Globulina); en cambio los valores de
las enzimas Transaminasas ALT y AST si se ven
alteradas (p <0.05).

Parametro | gpo Sano gpo Tumor S/T
Glucosa 56.3+ 11 47 £2.8 mg/dl
Urea 74.3% 16 71.8 + 14.8 mg/dI
Creatinina |0.115 + 0.05 ] 0.118+0.04 mg/dI
Bilirrubinas [ 0.38 £ 0.06 |0.30 £ 0.08 mg/dl
Prot Totales [4.3+0.93 [4.2+1.1g/dl
ALT 34.3+10* |65.5+11.1UI/L
AST 122 £20* [1585 + 229 UI/L
*p < 0.05 Sanos vs Tumor

Tabla 2 Cambios bioquimicos séricos Promedio + DS (n =5)

Citocina |gpo Sano |gpo Tumor S/T
TNFa 38.6+1.4* |64.6 £4.2

IFNy 199 +6.1* |667.3 + 30.6
IL-2 65.8+9 68.6 + 14

*p <0.05 Sanos vs Tumor

Tabla 1. Valores séricos en pg/ml de Citocinas Promedio +
DS (n =4)
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Valoracion del estudio Histopatoldgico del
Linfoma Murino L5178Y en Fase Sélida

En los cortes histologicos (Fig. 4 a — ¢) se observa
como las fibras musculares van perdiendo su
integridad tisular, conforme avanza el crecimiento
del tumor, hasta desaparecer casi completamente
(Fig. 4c). Por el contrario, el infiltrado de los
linfoblastos del Linfoma crece conforme pasa el
tiempo de desarrollo. En la figura 5 se muestra el
tejido muscular integro de pierna de un ratén sano
y la Figura 6 muestra un frotis de Linfoblastos del
Linfoma murino L5178Y en estado ascitico.
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Figura 1 Corte histdlogico de la pierna con Linfoma L5178Y
en fase s6lida con 10 dias de evolucion del tumor (H-E, 10x).
Las flechas negras indican el tejido muscular y las flechas
blancas, el infiltrado linfoblastico

Figura 2 Corte histologico de la pierna con Linfoma L5178Y
en fase solida con 15 dias de evolucion del tumor (H-E, 10x).
Las flechas negras indican el tejido muscular y las flechas
blancas, el infiltrado linfoblastico.

Figura 3 Corte hist6logico de la pierna con Linfoma L5178Y
en fase solida con 20 dias de evolucion del tumor (H-E, 10x).
Las flechas negras indican el tejido muscular y las flechas
blancas, el infiltrado linfoblastico.
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Figura 4 Corte histélogico de la pierna de un raton sano (H-
E, 10x). Se observan las fibras musculares integras

Figura 6 Frotis de linfoblastos del Linfoma Murino L5178Y
en fase ascitica (H-E, 40x)

Conclusiones

El progreso en un campo dado a menudo depende
en el desarrollo de modelos apropiados y precisos.
En estos tiempos, la investigacion del cancer se ha
enfocado a la basqueda de tales modelos por méas
de 50 afios. El problema principal en el desarrollo
de estos modelos es que el cancer son muchas
enfermedades que surgen de casi todos los tejidos
e invade a muchos méas. Un avance importante para
el modelo en la investigacién del cancer fue el
desarrollo de tumores trasplantables de roedores
(Abate-Shen et al, 2014, Malumbres, 2015; Marks,
2015).
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Muchas de las primeras lineas tumorales
fueron inducidas por carcin6genos, pero otras
surgieron naturalmente en animales ancianos de
cepas endogdmicas de ratones. Estos tumores
singénicos crecidos en hospederos endogamicos
permitieron que se alcanzara la reproducibilidad
del crecimiento del tumor, asi como, la de la
respuesta a agentes anticancerigenos. Estas lineas
tumorales también permitieron el anélisis de las
metastasis tumorales en el hospedero (Frese et al,
2007; Marks. 2015; Teicher, 2011).

El origen del Linfoma L5178Y se remonta a
la década de 1950 cuando sus primeros
predecesores ex vivo fueron aislados de una
neoplasia de ratones DBA/2 inducida por el 3-
methylcholanthreno. La expansion clonal de una
unica célula de L5178 generd la linea de células en
suspension L5178Y (Fischer et al, 1957, Jaffe et al,
1957; Law et al, 1957; Mckinzie et al, 2017), que
se ha mantenido en forma ascitica por inoculacién
intraperitoneal (i.p.) semanalmente de 1 x 10°
células en ratones singenicos Balb/c (h-2D/d)
(Daneri-Navarro et al, 1995; Puebla-Pérez et al,
1998).

El modelo ascitico del L5178Y es un buen
modelo de inmunosupresién (Orozco-Barocio,
1998), pero su condicién soluble permite que
invada todos los érganos de la cavidad peritoneal y
generar metastasis en estados tempranos, lo que
impide que se puedan valorarse parametros como
la sobrevida, el crecimiento directo de la masa
tumoral, elucidar el microambiente tumoral y
parametros bioguimicos e inmunolégicos. En el
presente estudio demostramos que el linfoma
L5178Y inoculado en el musculo gastrocnemio es
un buen modelo que permite evaluar la sobrevida
y el crecimiento del tumor y comparar estos
procesos en ratones tratados con algun farmaco de
interés.
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En los graficos 1y 2, se muestran los efectos
en la sobrevida y en la disminucion del crecimiento
del tumor que ofrece la administracion del extracto
acuoso de Amphipterygium adstringens. Ambos
procesos bioldgicos no se podrian valorar en el
modelo ascitico de L5178Y con tanta precision, ya
que, ademas en este experimento se pudo estimar
el riesgo de muerte de 3.8 veces mas en los ratones
no tratados (Prospero-Poce, 2016).

Asimismo, la valoracion del Indice de
Proliferacion (IP) de los esplenocitos de los ratones
con el linfoma L5178Y sélido, al compararlo con
el IP de los linfocitos esplénicos de los ratones
sanos, muestrd una inmunosupresion muy evidente
(p < 0.05), (Grafico 3) sin tener problemas de
contaminacion de linfoblastos en los cultivos
celulares, y permite utilizarlo como modelo de
inmunosupresion para estudiar los efectos de
inmunoestimulacion de drogas de interés como
extractos de plantas medicinales entre otras
(Orozco-Barocio et al, 2013; Prdspero-Ponce,
2016).

El crecimiento controlado del Linfoma en
estado solido en el masculo gastrocnemio, permite
hacer tomas de muestra sanguinea y determinar los
valores séricos de citosinas, que muestran el estado
inmunolégico del individuo. Las citocinas son
moléculas de sefializacién producidas y secretadas,
principalmente por las células inmunes activadas
(Lietal, 2016). La IL-2 promueve la mitosis de las
celulas T, aumenta la funcién citolitica de las
células asesinas naturales (NK) y ayuda en la
generacion de anticuerpos (Rosenberg, 2014). En
los canceres, el aumento del IFNy y el TNFa puede
mejorar las funciones inmunes y las actividades
antitumorales del cuerpo. El IFNy puede inhibir la
proliferacion celular y el TNFa puede inhibir y
destruir directamente las células tumorales (Chen
et al, 2016). En los ratones con tumor se
incremento significativamente (p < 0.05) la
produccion del IFNy y el TNFa con respecto a los
ratones sanos, por el contrario la IL-2 no tubo
diferencia entre ambos grupos.
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Lo que indica que los las células inmunes
tratan de compensar el desarrollo tumoral con la
produccion de estas citosinas (Tabal 1). Por otro
lado, los niveles séricos de las constantes
bioquimicas (Tabla 2) muestran que, los ratones
con un Linfoma sélido de 20 dias de evolucion, no
presentan dafio pancreatico, ni renal, en cambio los
pardmetros que indican un posible dafio hepatico,
tampoco estdn alterados a excepcion de las
enzimas Transaminasa, y que tanto la ALT y la
AST también son secretadas a la sangre cuando
hay un dafio muscular. Por otra parte, los analisis
histopatoldgicos muestran que el tejido muscular
es completamente degradado, en el tumor de 20
dias de evolucion (Fig 4c) y que se ve esta gradual
privacion en los cortes histologicos de 10 y 15 dias
de crecimiento (Fig 4 a y b). Este dafio muscular
severo puede justificar las concentracidnes séricas
elevadas de las Transaminasas (ALT y AST).

Finalmente se puede concluir que este
modelo de Linfoma sélido es bueno para estudiar
los mecanismos bioldgicos del desarrollo tumoral
y sus interacciones con los sistemas del individuo,
ademas de probar farmacos de interés para valorar
sus  propiedades  inmunoestimuladoras o
citotoxicas, asi como quimioterapéuticas (Kersten
et al, 2015; Prospero-Ponce et al, 2016; Orozco-
Barocio et al, 2013).
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Resumen

Las Instituciones de Educacién Superior (IES) estan
construyendo planes, programas y proyectos para
fomentar la equidad de género y abatir las desigualdades.
Este trabajo pretende conocer las percepciones que sobre
la perspectiva de género tienen las y los estudiantes de los
diferentes programas educativos de la Unidad Guaymas
del Instituto Tecnologico de Sonora. Para ello se
seleccionaron equipos de estudiantes representativos de
todos los programas de nivel licenciatura conformando
un grupo general de 34 estudiantes. Se les aplicé un
instrumento y se desarrollaron dos actividades plenarias.
Los resultados muestran que entre las y los estudiantes
existe una percepcion generalizada de la importancia de
promover la igualdad de género; no hubo discrepancias
entre mujeres y hombres con relacion a los diferentes
aspectos de la vida cotidiana y la equidad de género, con
la excepcion de los cuestionamientos relacionados con las
relaciones afectivas de pareja, en este ambito los hombres
opinaron, en mayor medida que las mujeres, que es
conveniente aparentar estar de acuerdo con la pareja para
no discutir. Finalmente, es conveniente que las IES
continden fomentando entre los futuros profesionistas y
tomadores de decisiones la cultura de la igualdad y
equidad de género.

Género, percepciones, igualdad

Abstract

Higher Education Institutions are building plans, programs
and projects to promote gender equity and reduce
inequalities. This work tries to know the perceptions that
the students have of the different educational programs of
the Guaymas Unit of the Instituto Tecnologico de Sonora.
To this end, teams of students representing all
undergraduate programs were selected, forming a general
group of 34 students. An instrument was implemented and
two plenary activities were carried out. The results show
that there is a generalized perception among the students of
the importance of promoting gender equality; There were
no discrepancies between women and men in relation to the
different aspects of daily life and gender equity, with the
exception of the questions related to the affective
relationships of the couple, in this area, men thought, to a
greater extent than women. That it is convenient to appear
to agree with the couple not to argue. Finally, it is desirable
that Higher Education Institutions continue to promote a
culture of gender equality and equity among future
professionals and decision makers.

Gender, perceptions, equality
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Introduccion

La Constitucion Politica de los Estados Unidos
Mexicanos (CPEUM) en su articulo primero
establece que todas las personas habran de gozar de
igual manera de todos los derechos humanos y
garantias individuales reconocidos tanto por esa
Carta Magna como por los tratados internacionales
de los cuales el pais forme parte. Asimismo, el
articulo cuarto declara la igualdad de hombres y
mujeres ante la ley, por lo cual el Estado mexicano
estd obligado a garantizar el cumplimiento y
proteccion de estos principios.

Mediante la firma y ratificacion de tratados
internacionales en los que se reconocen y
establecen las obligaciones de respetar, promover,
proteger, supervisar y garantizar los derechos de las
mujeres México asume el compromiso global con
relaciébn a la perspectiva de género. Por citar
algunas iniciativas que traspasan las fronteras
nacionales, estan la Convencion Sobre la
Eliminacion de Todas las Formas de
Discriminaciéon Hacia la Mujer, el Pacto
Internacional de Derechos Civiles y Politicos, el
Pacto Internacional de Derechos Economicos
Sociales 'y  Culturales, la  Convencion
Interamericana para Prevenir, Sancionar Yy
Erradicar la Violencia contra la Mujer, entre otros
mas.

En este trabajo se expone un andlisis de
ciertas percepciones que las y los estudiantes de la
Unidad Guaymas del Instituto Tecnol6gico de
Sonora tienen con relacion al ambito de género.
Particularmente dichas apreciaciones se han
centrado en la igualdad de derechos vy
oportunidades entre hombres y mujeres, asi como
la evolucion de estas relaciones a través del tiempo.
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Justificacion

Conocer cudles son las perceciones que las y los
estudiantes universitarios tienen en materia de
igualdad de género habrd de permitir el
establecimiento de las brechas existentes, si las
hubiese, respecto de la necesidad de impulsar
programas de estudios de género tendientes a
disminuir las desigualdades entre hombres y
mujeres.

Es decir, en la medida en que las y los
estudiantes universitarios estuviesen en contacto
permanente con politicas publicas orientadas hacia
la creacion de una cultura de la igualdad habria de
esperarse que una vez egresados e insertos en el
mercado laboral se presentase un efecto
multiplicador con relacion a que estos nuevos
profesionistas estarian asumiendo decisiones y
determinaciones bajo una perspectiva de género
creando consecuencias positivas tanto en las
empresas como en sus propias familias.

Con el propdsito de conseguir el acceso y la
visibilizacion de las mujeres respecto de la
educacion superior, se han generado propuestas
para integrar la equidad de género en las
instituciones educativas. Esta perspectiva suponia
asegurar que el analisis de género y la aplicacion
del principio ético de la equidad estarian presentes
en todos los procesos de toma de decisiones de las
organizaciones Bonder (2004:13).

Problema

Azaola (2009) destaca que en el Informe Nacional
Sobre Violencia de Género en la Educacion Bésica
en México se expone que el 82.8% de las nifias
ayuda a hacer la comida en sus casas, en tanto que
solo el 11.8% de los nifios participa en esta tarea
del hogar. EI 85.8% de nifias lavan y planchan ropa,
y esta actividad doméstica solo es atendida por el
14.2% de los nifios. En términos mas simples por
cada ocho nifias que participan en estas labores de
la casa hay un nifio que también lo hace.

MORENO-MILLANES, Maria Dolores & VALENZUELA-REYNAGA,
Rodolfo. Una aproximacion a las percepciones sobre género de las y los
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Por otra parte, segun datos del Instituto
Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI, 2015)
63 de cada 100 mujeres de 15 afios y mas manifesto
haber sufrido algin episodio de violencia, ya sea
por parte de su pareja o de cualquier otra persona.
Las mujeres mas expuestas a la violencia de
cualquier son las que tienen una edad que fluctta
entre los 30 y los 39 afios, pues de éstas el 68% ha
enfrentado al menos una situacion de violencia o
abuso. Adicionalmente, 47 de cada 100 mujeres de
15 afios y més que han tenido al menos una relacion
de pareja, matrimonio 0 noviazgo han sido
agredidas por su actual o ultima pareja a lo largo de
su relacion. La violencia de pareja estd mas
extendida entre las mujeres que se casaron 0
unieron antes de los 18 afios (52.9%) que entre
quienes lo hicieron a los 25 afios 0 més (43.4%).

En el caso de las mujeres con dos 0 mas
uniones o matrimonios el nivel de violencia es
mayor (54.6%), que entre aquellas que solo han
tenido una unién o matrimonio (48.7%). Por otro
lado, 32% de mujeres han sufrido violencia sexual
por parte de agresores. Las tasas de defunciones por
homicidio de mujeres més altas se ubican entre 13
y 6 defunciones por cada 100 mil mujeres. En
promedio se estima que durante 2013 y 2014 fueron
asesinadas siete mujeres diariamente en el pais.

En 2016 el misimo INEGI realiza una
publicacion en la que estima que el 43.8% de las
personas ocupadas registradas en la economia
nacional en el afio 2014 fueron mujeres y que éstas
conformaron el 11.0% del total de personal
ocupado en el sector construccion, el 34.4% del
personal ocupado por la industria manufacturera,
en el sector comercio al por menor la fuerza laboral
femenina aporta el 51.3% del personal ocupado
total. Asimimso, las mujeres participaron con el
47.9% del personal ocupado total en los servicios
privados no financieros, tales como restaurantes,
hoteles, contabilidad y auditoria, escuelas del
sector privado, servicios legales y médicos, entre
otros.

ISSN 2410-3551
ECORFAN® Todos los derechos reservados.

Marzo 2017 VVol.4 No.10 36-45

Esto representa casi la mitad del total del
personal ocupado en estos sectores, el valor del
trabajo no remunerado en las labores domesticas y
de cuidados fue el equivalente al 18.0% del
Producto Interno Bruto (PIB) en el afio 2014 y por
ultimo cada 10 horas de carga total de trabajo
remunerado y no remunerado realizadas por las
mujeres, los hombres realizan 8.3 horas.

Desde una perspectiva mas amplia, ademas
de los datos estadisticos, se requiere que las
instituciones educativas reconozcan los obstaculos
y desventajas que viven las mujeres a causa de
factores como la desigualdad acumulada
historicamente, la doble jornada o los estereotipos
de género; asi como también la consecuente
discriminaciéon de que son objeto, se ésta
intencional o no (Buquet, 2011).

En virtud de lo hasta ahora expuesto es
conveniente conocer ¢cuales son las percepciones
sobre la perspectiva de género de las y los
estudiantes inscritos en los diversos programas
educativos de la Unidad Guaymas del Instituto
Teconologico de Sonora?

Hipotesis

Existen diferencias considerables entre las
percepciones de las estudiantes y las apreciaciones
que los estudiantes tienen con relacion al ambito de
género.

Objetivos
Objetivo General

Analizar las percepciones que, sobre el ambito de
género, tienen las y los estudiantes de los distintos
programas educativos de la Unidad Guaymas del
Instituto Teconologico de Sonora (ITSON).

MORENO-MILLANES, Maria Dolores & VALENZUELA-REYNAGA,
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Obijetivos especificos

- Identificar los posicionamientos de las y los
estudiantes con relacion a como eran, como
son y como seran las realciones entre
hombres y mujeres.

— Analizar las percepciones de las y los
estudiantes con relacion a los roles naturales
y los que la sociedad ha asignado tanto a
hombres como mujeres.

Marco Tebrico

Es conveniente que los organismos internacionales
socialcen con todo el mundo los conceptos,
definiciones y alcances de la perspectiva de género
para llegar a consensos tedricos y pragmaticos en
la materia.

La Organizacién de las Naciones Unidas para
la Educacion, la Ciencia y la Cultura (UNESCO,
2012) asume por género a las construcciones
socioculturales que diferencian y configuran los
roles, las percepciones y los estatus de las mujeres
y de los hombres en una sociedad. Asimismo, este
organismo internacional define a la igualdad de
género como la existencia de una igualdad de
oportunidades y de derechos entre las mujeres y los
hombres en las esferas privada y publica que les
brinde y garantice la posibilidad de realizar la vida
que deseen. Actualmente, se reconoce a nivel
internacional que la igualdad de género es una
pieza clave del desarrollo sostenible.

Género es un término derivado del inglés
(gender), que entre las personas hispanoparlantes
crea confusiones. En castellano género es un
concepto taxondémico util para clasificar a qué
especie, tipo o clase pertenece alguien o algo; como
conjunto de personas con un sexo comun se habla
de las mujeres y los hombres como género
femenino y género masculino (Lamas, 2000: 2)
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Equidad de género se refiere a la justicia en
el tratamiento de hombres y mujeres, segin sus
necesidades respectivas. A partir de este concepto
se pueden incluir tratamientos iguales o diferentes
aunque considerados equivalentes en términos de
derechos, beneficios, obligaciones y
oportunidades. En el contexto del trabajo de
desarrollo, una meta de equidad de género suele
incluir medidas disefiadas para compensar las
desventajas historicas y sociales de las mujeres
(INSTRAW, 2007:20).

En el caso mexicano, la Ley general para la
igualdad entre hombres y mujeres (2006) en su
Articulo 5to fraccion IV menciona como igualdad
de género la situacion en la cual mujeres y hombres
acceden con las mismas posibilidades vy
oportunidades al uso, control y beneficio de bienes,
servicios y recursos de la sociedad, asi como a la
toma de decisiones en todos los &mbitos de la vida
social, econdmica, politica, cultural y familiar.

Vilchez (2011) expone que igualdad de
género es referirse a un objetivo contra una realidad
de discriminaciones y segregacion social. Este es
un problema universal, pero para comprender
mejor los patrones y sus causas, y por lo tanto
eliminarlos, conviene partir del conocimiento de
las particularidades historicas y socioculturales de
cada contexto especifico.La igualdad de género es
mas que un objetivo en si mismo. Es una condicién
previa para hacer frente al desafio de reducir la
pobreza, promover el desarrollo sostenible y
construir una buena gobernanza (NA, P. O., 2016).

Esta igualdad deberia verse reflejada en cada
ambito de la vida cotidiana; sin embargo, se
aprecian a nivel internacional areas de oportunidad
en esta materia.La Ley general de acceso de las
mujeres a una vida libre de violencia (2007) define
como violencia contra las mujeres a cualquier
accion u omision, basada en su género, que les
cause dafo o sufrimiento psicoldgico, fisico,
patrimonial, econémico, sexual o la muerte tanto en
el ambito privado como en el publico.

MORENO-MILLANES, Maria Dolores & VALENZUELA-REYNAGA,
Rodolfo. Una aproximacion a las percepciones sobre género de las y los
estudiantes de la Unidad Guaymas del Instituto Tecnolégico de Sonorra.
Revista de Ciencias de la Salud. 2017.



Articulo

40
Revista de Ciencias de la Salud

Actualmente las Instituciones de Educacion
Superior (IES) asumen temas de desigualdad,
discriminacion y violencia de género en la
educacion superior, como parte de sus principios
fundamentales, dentro de sus estatutos,
reglamentos, politicas y lineamientos para alcanzar
la equidad de género, encaminados a la creacion de
valores en la comunidad estudiantil promoviendo
actitudes para la homogenizacion de criterios
(Bouquet, Cooper, Mingo & Moreno, 2013).

Un sistema educativo con perspectiva de
género habria de impulsar como una de sus
principales tareas la de transformar las relaciones
de género mediante cambios positivos en actitudes,
valores, procesos y normatividades.

Metodologia de Investigacion

En este apartado se sefialan los sujetos de analisis,
los materiales utilizados y el procedimiento
empleado para el desarrollo del estudio.

Tipo de Investigacion

Se trata de una investigacion descriptiva y
transeccional de caracter no experimental.

Sujetos

Estudiantes inscritos en todos los programas
educativos de nivel licencitatura de la Unidad
Guaymas. Es decir, Licenciatura en Ciencias de la
Educacién, Ingenieria en Software, Licenciatura en
Administracion ~de  Empresas  Turisticas,
Licenciatura en Disefio Gréfico, Licenciatura en
Contaduria Publica, Licenciatura en Psicologia,
Ingenieria Industrial y de Sistemas asi como la
Licenciatura en Administracion. En total
participaron 34 estudiantes, de los cuales 21 fueron
mujeres y 13 hombres. Con relacion a las edades de
los participantes, el promedio es de 19.8 afios para
las mujeres y de 20.2 afios para los hombres.
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Materiales

Se utilizd un instrumento adaptado del empleado
por Pérez et al. (2010) que consiste en 30 preguntas
de tipo likert que se agrupan las categorias:
sociocultural, relacional y personal. Ademas se
utilizaron hojas de papel rotafolio, cartulinas, hojas
blancas y marcadores para el desarrollo de dos
actividades denominadas grupales en las que se
plasamaron los pensamientos y apreciaciones de
las y los estudiantes.

Procedimiento

Inicialmente, se indagd en los referentes
biliograficos pertinentes para obtener el soporte
tedrico y metodoldgico para la investigacion.

Posteriormente se convoco a las y los
estudiantes de los diferentes programas educativos
de la Unidad Guaymas del ITSON.

Enseguida, se realizd un foro en el que, con
la ayuda de un moderador, se explico el proposito
del evento con el fin de dar claridad a los
participantes de las acciones que se desarrollarian.

A continuacion, se aplico el instrumento de
recoleccion de datos que permitiria conocer el nivel
de predisposiciéon de las alumnas y los alumnos
hacia la igualdad de género.

Asmimiso, se realiz6 una dinamica en la que
las y los participantes tendrian que plasmar sus
principales ideas y pensamientos acerca de las
relaciones entre los géneros en diferentes contextos
en el tiempo (un escenario simulado de hace treinta
afos, un escenario actual y un escenario futuro a
treinta afios).

Tambien se desarrolld una actividad por
grupos de alumnas y alumnos en la que
concluyeron en torno a los roles naturales y los que
la sociedad ha impuesto tanto a hombres como a
mujeres.
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Finalmente, se proces6 la informacion
obtenida en el foro para generar los resultados que
se exponen a continuacion.

Resultados

En este apartado se exhiben los principales
hallazgos localizados en la investigacion. Cabe
sefialar que se destacan algunas de las principales
percepciones con relacion a ciertas afirmaciones
que en el instrumento empleado se proponen.En el
Gréaficol se observa que el 38% de los hombres
encuestados se muestra completamente en
desacuerdo al planteamiento de que las tareas
domesticas las hacen mejor las mujeres, mientras
gue en un porcentaje menor, un 24% las mujeres se
encuentran en completo desacuerdo con esta
afirmacion; ademas el 33% de ellas mismas se
encuentra medianamente de acuerdo mientras que
solo el 8% de los hombres encuestados coincidio
absolutamene con tal aseveracion.

Mujer Hombre
38%

33%

24%

24% 23%

15%

10% 10%
8% 8% 8%

En desacuerdo
De acuerdo

Completamente en desacuerdo
Medianamente en desacuerdo
Medianamente de acuerdo
Completamente de acuerdo

Gréfico 1 Percepcion de las y los estudiantes respecto de la
afirmacion “las tareas domésticas las hacen mejor las
mujeres”
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Ante la enunciacion “las ropas y cosas de
color rosa son mas para las chicas que para los
chicos” en el Gréfico2 se aprecia que el 31% de los
alumnos se encuentra en completo desacuerdo y el
33% de las alumnas mostr6 el mismo
posicionamiento.Esto podria interpretarse como,
que a pesar de que la afinidad por los colores son
estereotipos ligados desde el nacimiento de una
persona, las y los estudiantes creen que no
necesariamente esto debe ser asi.

Mujer Hombre
23% 8%
31%
31%
8%
43% 14%

33%

10%

En desacuerdo
De acuerdo

Completamente en desacuerdo
Medianamente en desacuerdo
Medianamente de acuerdo
Completamente de acuerdo

Graéfico2 Percepcion de las y los estudiantes respecto de la
afirmacion “las ropas y cosas de color rosa son mas para las
chicas que para los chicos

En la Grafica 3 se puede apreciar la afinidad
a la aseveracion de que el futbol es un deporte para
nifos. Como completamente en desacuerdo y en
desacuerdo se manifestaron el 92% de los hombres
y el 90% de las mujeres.Esto muestra una
percepcion negativa ante un estereotipo que se
consolidd a través de los afios con relacién a que
ciertos deportes son exclusivos para hombres o
para mujeres.
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Acrticulo
Mujer Hombre
54% 38%
8%
5%
52% 38%

Completamente en
desacuerdo
En desacuerdo
Medianamente en
desacuerdo
Medianamente de
acuerdo
De acuerdo
Completamente de
acuerdo

Gréfico 3 Percepcion de las y los estudiantes respecto de la
afirmacion “el futbol es un deporte de nifios”

Un 91% de las mujeres encuestadas se
encuentra completamente en desacuerdo y en
desacuerdo ante la afirmacion de que es mejor
aparentar estar acuerdo con la pareja para evitar
discutirPor otra parte solo el 68% de los hombres
coincidia con las estudiantes. Mientras que el 16%
de los hombres se inclinaron a contestar que estan
de acuerdo con la aseveracion. Esto podria reflejar
dejar al descubierto ciertos rasgos de machismo al
suponer que la mujer deberia ser sumisa ante su
pareja (ver Grafico 4).

Completamente de
acuerdo

De acuerdo 8%

Medianamente de 8%

acuerdo
Medianamente en
desacuerdo LU s
En desacuerdo 29% 31%
Completamente en 62% 38%

desacuerdo

Mujer = Hombre

Gréfico 4 Percepcion de las y los estudiantes respecto de la
afirmacion “con la pareja es mejor aparentar estar de acuerdo
para no discutir”
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Ante el planteamiento “los hombres siempre
son mas fuertes que las mujeres” en la Grafico5 se
aprecia que poco mas del 60% de las y los
estudiantes encuestados se muestran
completamente en desacuerdo y en desacuerdo,
existiendo aun un 16% de hombres que afirman
estar de acuerdo con la formulacion.

Mujer Hombre
31%
31%
29%
24% 24% 24% a9,
8% 8%

o o o o o o
S S o = = =
%) <%} (<%} (<) (<5} (<)
> > > > > >
o Q o Q o Q
g g g : : :
] ] ] < a =
c c c Fo] b
5 = : 5 5
S IS 1S 1S
(%) (<5} © EE
: : £
£ 3 2 o)
S p

Gréfico 5 Percepcion de las y los estudiantes respecto
de la afirmacion “los hombres siempre son mas fuertes
que las mujeres”

En la grafica 6 se observa que ante el
sefialamiento “me gusta que solo sea mi padre el
que trabaja fuera de casa” el 100% de las y los
estudiantes presentan afinidad a respuestas en
sentido de desacuerdo ante dicha afirmacion,
mostrando con ello que tanto hombres como
mujeres pueden salir de casa para conseguir los
recursos necesarios para el sustento del hogar.
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7% Muier = Hombre En la Tabla 1 se muestran las principales

67% J coincidencias de las y los estudiantes con relacion
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Graéfico 6 Percepcion de las y los estudiantes respecto de la
afirmacion “me gusta que solo sea mi padre el que trabaja
fuera de casa”

Con relacion al sefalamiento “creo que es
preferible ser hombre que ser mujer, tiene sus
ventajas” en la Gréfico7 se observa que el 100% de
las estudiantes sefialaron estar, en alguna medida,
en desacuerdo y en el caso de los estudiantes las
respuestas en el mismo sentido lo dieron el 92% de
los encuestados.

5206 % Mujer = Hombre

33%
23%
0,
15%  149%
8%
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Grafico 7 Percepcion de las y los estudiantes respecto de la
afirmacion “Creo que es preferible ser hombre que ser mujer,
tiene sus ventajas”
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a sus percepciones sobre la igualdad de género y su
evolucion a través del tiempo.

Hace treinta | Actualmente Dentro de treinta

afios afios
Las mujeres se{Hay  mujeres  que|Las diferencias de
casaban muy |deciden no casarse y|género seran casi
jovenes muchas de quienes lo |inexistentes

hacen buscan su
Una gran cantidad | desarrollo  profesional | No habra
de mujeres no|primero discriminacion

terminaban  sus laboral
estudios iniciales |Las mujeres tienen
acceso 'y condiciones|Extinsion de los
La mayoria de los | favorables para obtener | estereotipos de
hombres no | grados académicos del | género

realizaban labores | més alto nivel
domésticas ya que | Los hombres participan | Mayor inclusiéon e
creian que era|en las labores del hogar |igualdad

solo tarea de

mujeres La violencia y de
género sera
severamente

sancionadas

La vestimenta era|Hay discriminacién en|La educacion
muy areas educativas como [infantil se regira
conservadora ingenierias bajo la premisa de

concientizar sobre el
Habia mucha méas |Falta de equidad en el |respeto a los de mas
manipulacion salario pues ante las
hacia las mujeres | mismas

por parte de los|responsabilidades  un
hombres hombre puede percibir
un sueldo mayor que una
Las preferencias | mujer

sexuales
diferentes a la|La vestimenta se rige
heterosexual  se|maés por las modas que
consideraba una|por las costumbres

en  enfermedad
mental Aunque aun hay
discriminacion, ésta es
menor con relacion a la
diversidad sexual

Tabla 1 Avance de la igualdad de género desde la perspectiva
de las y los estudiantes

Adicionalmente, las y los estudiantes
expresaron lo que, de acuerdo a sus percepciones,
son caracteristicas y cualidades tanto de mujeres
como de hombres (ver Tabla 2).
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Caracteristicas y cualidades naturales

Hombres Fuerza fisica, autoritarios, reservados,
practicidad, directos, mayor tolerancia al
estrés, egdlatras, emocionalmente reprimidos,
valientes, infieles.

Mujeres Detallistas, vanidosas, leales, celosas,
creativas, sensibles, madurez de pensamiento,
perseverante, timida, independientes

Tabla 2. Aspectos que caracterizan a hombres y mujeres
segln la percepcion de las y los estudiantes

Conclusiones

Las percepciones que, en materia de género, tienen
las y los estudiantes son semejantes entre si. En
ciertos casos aun sSe conservan estereotipos
relacionados con observar la desigualdad como un
aspecto natural.

Por otra parte, hay opiniones que permiten
visionar un futuro mucho mas equitativo e
igualitario entre hombres y mujeres.

Finalmente, estos resultados afianzan la
necesidad de que las IES continten esforzandose
en la transversalizacion de la perspectiva de género
con el proposito de contribuir, positivamente, en la
construccion de una sociedad que se aproxime,
cada vez mas, a principios de justicia y de
eliminacion de cualquier tipo de discriminacion.
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Resumen

Se evaluaron los efectos citotéxicos o inflamatorios del
DMSO inyectado sobre el tejido ovérico de 14 ratas
hembra adultas de la cepa ClI-ZV o en la dermis de 2 ratas
alopécicas hipatimicas. Se probaron soluciones de DMSO
al 100%, 50%, 25%, 5% y 0%, inyectando 20uL en una de
las bursas ovaricas de los animales ClI-ZV y 50 uL de las
mismas soluciones en la piel dorsal de los animales
alopécicos. Las necropsias se realizaron a las 24, 48 o 96h
posteriores al tratamiento en el ovario y alas 2 0 24h en los
grupos con inyeccién subcutanea. Los ovarios y la piel se
porcesaron para histologia con hematoxilina-eosina. En los
cortes se registraron todos los signos de alteracién tisular o
necrosis. EI DMSO indujo signos de distencion en el
sistema linfatico y venoso solo al nivel de la médula
ovérica, pero ninguno en los compartimentos de la
corteza ovarica: foliculos (teca y granulosa), cuerpos
liteos y gandula intersticial. La inyeccién subcutanea del
DMSO tampoco mostrd signos de inflamacion ni de
necrosis en la dermis. Aparentemente, el DMSO es un
vehiculo adecuado para la infiltracion de farmacos
insolubles en el tejido ovarico y en la piel de la rata.

DMSO, Necrosis, Inflamacién, Dermis, Tejidos
ovaricos

Abstract

We evuated cytotoxic or inflammatory effects of DMSO
inyected on ovarian tissue in 14 ClI-ZV adult female rats
or in dermis tissue of 2 alopecic hipothymic mutant rats.
We test 100%, 50%, 25%, 5% and 0% DMSO solutions
interjecting 20pL into an ovarian bursa of CllI-Zv rats and
50uL of same solutions in dorsal skin of alopecic rats.
Necropsies were performed at 24, 48, or 96h after on avarian
treatments or al 2 and 24h after subcutaneous injectios in
alopecic animals. The ovaries and skin were proceesed by
histologic hematoxylin-oesin stainless. We registred all the
alteration or necrosis signs in hislological cuts. DMSO
induced distention signs on linfatic and venous vassels just
in ovarian medulla but none cortical compartiments: follicles
(teca and granullosa), corpora lutea or intersticial gland. The
subcutaneous injection of DMSO either showed none
inflammation or necrosis signs in dermis. Apparently,
DMSO is an optimal vehicle for isoluble pharmacologic
drougs infiltration in rat ovarian tissues or skin.

DMSO, Necrosis, Inflammation, Dermis, Ovarian
tissues
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Introduccion

Las membranas bioldgicas se caracterizan por su
extremada selectividad, por lo que diversos solutos
no pueden atravesarla libremente e incluso, ni
siquiera alcanzan a interactuar con los lipidos y
proteinas que la integran (Alberts et al,
2008).Muchos farmacos experimentales y de uso
clinico certificado, debido a sus propiedades
polares, tienen dificultad para realizar sus acciones
al nivel de lamembrana lo que obliga al incremento
de las dosis y a tiempos de espera prolongados para
que estos farmacos tengan las acciones y efectos
esperados (Brunton et al, 2012). Por otra parte, se
sabe que la matriz extracelular juega un papel
preponderante  en  los  mecanismos  de
reconocimiento y de inmunidad bioldgica (Alberts
et al, 2008).

De acuerdo a lo anterior ;Cémo se puede
resolver el problema de la accion rapida de un
farmaco activo para resolver un problema de salud?
El vehiculo que se utilizacomo medio de transporte
del farmaco puede ser la solucién, pero también
puede ser un problema.

El dimetilsulfoxido (DMSO; (CH3)2SO) es
un liguido sin  color, se ha usado
como disolvente  organico e industrial,
criopreservante  (Pegg, 2007), como un
medicamento en la medicina veterinaria y humana
(Parkin et al, 1997; Pope & Oliver, 1966) y en los
ultimos veinte afios, en la innovacion de
tecnologias en Biologia Molecular y Celular
(Chakrabarti & Schutt, 2001).Descubierto por
Alexander Saytzeff en 186, se obtiene como
subproducto durante el procesamiento de la pulpa
de madera para la fabricacion de papel_(Shirley et
al, 1978).El gran potencial del DMSO como agente
infiltrante lo hace una excelente opcion para el uso
en conjunto con farmacos activos cuya solubilidad
en agua sea dificil.
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Por ejemplo, existe un creciente interés en
analizar el papel funcional de la matriz extracelular
y de su extraordinaria selectividad; en este contexto
el DMSO puede resultar de utilidad por sus
propiedades anfipaticas.El presente trabajo muestra
los efectos biologicos in vivo del DMSO en
diferentes tejidos de la rata. Se analizaron sus
efectos toxicos directos cuando se aplica en tejidos
Vivos y se estimo su citotoxicidad por medio de
histologia convencional con microscopia de campo
claro.

Justificacion

Muchos farmacos y herramientas farmacologicas
con actividad fisiolégica y fisioterapéutica
presentan problemas en su administracion, debido
particularmente a su insolubilidad.
Frecuentemente, deben ser administrados en un
vehiculo irritante o toxico. EI DMSO es un solvente
muy apropiado para esta clase de agentes
insolubles en agua y que ademas presenta
propiedades bioldgicas aun no estudiadas que
podrian colocarlo como un disolvente adecuado
para infiltrar farmacos que actlen directamente a
nivel de la matriz extracelular.

Problema

¢Por qué aparentemente el DMSO que es
significativamente menos tdxico y que puede ser
utilizado comoreemplazo de otros disolventes, ya
sea puro o en mezclas de disolventes seguros, s
infrautilizado? Quizas la utilidad del DMSO no ha
sido totalmente comunicada a aquellos en
posiciones capaces de tomar decisiones sobre la
seleccion de disolvente comercial, o tal vez se debe
a "mitos de bioseguridad™ que han rodeado DMSO
durante varios afios (Vignes, 2000).Las dosis mas
altas, soluciones méas concentradas, una mayor
frecuencia de exposicion, o un periodo de
exposicion mas largo puede producir uno 0 mas de
los efectos toxicos observados en algunos estudios
de laboratorio y clinicos, que incluyen:
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La ampliacion dermatitis eritematosa, el dafio
a la tejido epitelial de los pulmones después de la
inhalacion, efectos teratogénicos, aumento de la
frecuencia de aberraciones cromosomicas, cambios
lenticulares en el ojo, hemodlisis, y las indicaciones
bioquimicas de hepatotoxicidad y nefrotoxicidad
posiblemente, aunque este ultimo podria ser un
efecto secundario de la hemdlisis inducida por
DMSO (Smith et al, 1983).

Sin embargo, los limites de tolerancia del
DMSO, no se han establecido para todas las
condiciones de exposicion. Ademas, existen
documentos y reportes cientificos que muestran
datos que recomiendan su uso terapéutico en
animales domesticos e incluso en humanos.

Hipotesis

La administracion local del DMSO no tendra
efectos citotoxicos en la piel y tejido ovarico de la
rata adulta.

Objetivos
Objetivo General

Evaluar los efectos del DMSO aplicado localmente
en diferentes concentraciones en la piel y tejido
ovarico de la rata adulta.

Objetivos especificos

- Evaluar la citotoxicidad del DMSO aplicado
localmente en diferentes concentraciones
sobre los tejidos ovaricos en ratas adultas.

- Evaluar la citotoxicidad del DMSO aplicado
localmente en diferentes concentraciones en
la piel de ratas adultas.
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Marco Tedrico

El DMSO es una molécula anfipatica con un
dominio altamente polar y dos grupos metilo
apolares, por lo que es soluble tanto en los medios
acuosos como en los organicos (Santos et al, 2002).
La mayoria de las propiedades fisiologicas de
DMSO parecen estar relacionadas con sus
propiedades de penetracion, su potencial para
inhibir o estimular enzimas, para actuar como un
eliminador de radicales libres, y su capacidad de
causar la liberacion de histamina. Estas
propiedades se basan en gran medida en las
caracteristicas quimicas de DMSO, incluyendo su
afinidad a las uniones de hidrogeno, afinidad por el
agua, la capacidad de intercambio con agua entre
las membranas celulares, y la capacidad de
reaccionar con moléculas orgénicas (Wexler et al,
2005).

Por su propiedad de atravesar rapidamente la
epidermis y las membranas celulares, el DMSO se
ha propuesto como excelente acarreador
de drogas o venenos, lo cual podria representar
multiples ventajas para el ensayo de los efectos de
farmacos insolubles o hidrofébicos. Se han
documentado numerosos estudios de laboratorio
que versan sobre las acciones farmacologicas
primarias del DMSO, entre las que cabe
mencionar: la penetracion de la membrana celular,
efectos  sobre tejido  conectivo, accidén
antiinflamatoria, analgesia, diuresis, mejora o
reduccion de la eficacia de otros medicamentos,
inhibicion de la colinesterasa, vasodilatacion,
relajacion muscular, el antagonismo a la
agregacion plaquetaria, entre otras (Jacob &
Herschler, 1983; 1986).E1 DMSO es uno de los
disolventes mas comunes para la administracion in
vivo de varias sustancias insolubles en agua. No
esta claro cémo la respuesta a una sustancia
particular se ve alterada por el DMSO, pero en
general se cree que actia como un portador
penetrante de sustancias a través de las membranas
en todos los niveles de organizacion biologica.
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Comunmente, el DMSO es usado en
Medicina Veterinaria como linimento, sélo o en
combinacion con otros ingredientes, en este ultimo
caso el DMSO es usado como solvente para
acarrear los otros ingredientes a través de la piel.
Ademas, en caballos DMSO es usado via
intravenosa sin combinacion o en combinacion con
otras drogas, para el tratamiento en el incremento
de la presion intracraneal y/o edema cerebral
(Schleining & Reinertson, 2007a; Schleining &
Reinertson, 2007b).

Una de las preguntas mas importantes acerca
de cualquier terapia medicinal, es la seguridad. Las
reacciones adversas a DMSO son relativamente
leves y pueden producirse en relacion con su
concentracion y su modo de administracion (Jacob
& De la Torre, 2009).

La toxicidad aguda de DMSO generalmente
es baja en los animales. La DL50 en humanos es de
1800 mg/kg en piel y de 606 mg/kg por via
intravenosa. La DL50 por via oral en la Rata va
desde 14.5a 28 g/kg y la DL50 dérmica por encima
de 40 g/kg, por via intraperitoneal e intravenosa la
DL50 en ratones, ratas y perros supera los 15 g/kg.
Se ha demostrado que dosis letales agudas en
animales de experimentacién pueden producir
respiracion rapida, inquietud, coma, hipertermia, y
muerte rapida, o puede ocasionar la muerte después
de varios dias causada por insuficiencia renal.
DMSO es un teratdgeno experimental y también
causa otros efectos reproductivos en animales de
experimentacion (Wexler et al, 2005).

No hay mayores antecedentes que puedan
explicar la influencia de DMSO en accion como
agente teratdgenico debido a la diversidad en los
procedimientos experimentales empleados y los
tipos de anomalias que esos estudios indican
(Smith et al, 1983).
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Numerosos estudios han demostrado que el
DMSO aumenta la permeabilidad de la piel en los
seres humanos y animales (Astley & Levine, 1976;
Baker, 1968; Malten & Den Arend, 1978;
Mitryukovskii, 1970; Scheuplein & Ross, 1970;
Sweeney et al, 1966). La concentracion de DMSO
determina el grado de cambio en la permeabilidad
y la eliminacion del disolvente en la recuperacion
parcial o completa (Astley & Levine, 1976).

DMSO es un solvente polar, fuertemente
higroscopico, que muestra capacidad de
solubilidad en agua y lipidos. La aplicacion de esta
sustancia a la piel resulta en la hiperhidratacion de
la capa cdrnea con el subsiguiente aumento de la
permeabilidad. Mientras que no tiene efectos
conocidos sobre las membranas plasmaticas, puede
causar cambios en los filamentos de queratina, sus
efectos in vivo son de corta duracién (Brisson,
1974).

Metodologia de Investigacion
Material Bioldgico

Se utilizaron catorce ratas hembras adultas (90-120
dias de edad; peso corporal 200-250 g) de la cepa
Cll-ZV y dos del mutante alopécico hipotimico,
ambas cepas criadas y alojadas en el Bioterio Claude
Bernad de la BUAP. Estos animales se mantuvieron
en condiciones de iluminacion controlada (14 h
luz/10 h oscuridad) y con libre acceso al agua y al
alimento (Figura 1).

Figura 1 Rata mutante alopécica hipotimica (Izquierda) y
Rata Cl1-ZV (Long-Evans; Derecha); ambas cepas se crian en
el Bioterio Claude Bernard de la BUAP
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Soluciones de DMSO y Anesteésicos
Preparacion de las Soluciones de DMSO

A partir de un frasco de DMSO puro (100%) se
realizaron diluciones en solucion salina (NaCl
0.9%) al 50%, 25%, 5% y 1%.

Preparacion del Anestésico (Ketamina-Xilacina)

Para preparar 10 ml de una mezcla de anestésico se
utilizaron 3.75 ml de ketamina (100 mg/ml), 0.5 mli
de xilacina (100mg/ml) y 5.75 ml de solucién
salina (NaCl 0.9%) (Gourdon, 2006). Los animales
de los diferentes grupos experimentales recibieron
una dosis con 0.2 ml de la mezcla o la dosis media
con 0.1 ml de la mezcla por cada 100 gramos de
peso corporal.

Grupos Experimentales
Inyeccion de las soluciones de DMSO

Con el fin de observar los efectos de la inyeccion
local del DMSO sobre la citologia del tejido
infiltrado por el disolvente, animales intactos
recibieron una inyeccién unica de DMSO con cada
una de las soluciones problema (100%, 50%, 25%,
5%) de la siguiente forma.Microinyeccion de las
soluciones de DMSO dentro de la bursa del ovario:
Para ello, se realiz6 una laparotomia dorso lateral en
el ovario y se infiltraron 20 pL de la solucion en cada
grupo experimental; esta inyeccion se realizé con
una bomba automatizada de perfusion nanomolar
(Figura 2).

Antes de iniciar el abordaje quirargico, se
realizé la tricotomia en la zona a intervenir, una vez
rasurada el area y llevado a cabo el proceso de
asepsia, se realizo la antisepsia en la zona a incidir
con gasas impregnadas en una solucion antiséptica.
Se coloco al animal en decubito lateral y se realizo
una incision de 1-1.5 cm paralela a la espina dorsal
a una distancia de 1.5-2 cm caudales de la 13°
costilla.
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La pared de mauasculo subyacente fue
perforada 1.5 cm lateral a la espina. El ovario a
tratar se localizd bajo el musculo dorsal, se
exteriorizo y se aplico la microinyeccién, el ovario
fue reintroducido en la cavidad y se dio lugar a la
sutura iniciando con la capa muscular y
posteriormente la piel (Figura 2).

Figura 2 Imagenes que muestran como se realizo la técnica de
la microinyeccion de 20pL diferentes disoluciones de Dimetil
Sulféxido (DMSO) dentro de la bursa ovérica

Con el objetivo de analizar los efectos agudos
de DMSO a diferentes concentraciones los animales
fueron repartidos en tres diferentes grupos
experimentales, se realizd la disecacion de los
tejidos a las 24, 48hrs y 96hrs después del
tratamiento.

Inyeccion Subcutidnea de DMSO

La inyeccion subcutanea es el método preferido para
la administracion de sustancias en la rata, esto se
debe a la facilidad de la técnica de inyeccion y a una
mayor posibilidad de eleccion del sitio de
aplicacion. En general las areas dorsolaterales del
cuello y hombros son los sitios de eleccién, otros
sitios recomendados son los flancos y la espalda
(CCAC, 1980).

Se usaron dos ratas de la cepa mutante
alopécico hipotimico para la aplicacion de las
soluciones de DMSO por via subcutanea, el tejido
fue disecado a las 2 y 24 horas posteriores al
tratamiento.
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Inyeccion subcutanea de 50 pL de las
soluciones de DMSO en la piel del dorso en cada
grupo experimental; la inyeccion subcutanea de las
soluciones se realiz6 de acuerdo a la técnica de
Wells y colaboradores (2000) (Figura 3).

s @ %

¢ o & g

—

Figura 3 Ubicacion de los sitios de la inyeccién subcutanea
de DMSO de acuerdo al protocolo de Wells y colaboradores
(2010)

Eutanasia, Autopsia y Fijacion de Organos

Todos los animales recibieron una dosis letal con
pentobarbital sodico (80 mg/kg peso; i.p.). A la
autopsia se disecaron la piel del dorso y los ovarios
en los diferentes grupos experimentales. Los
tejidos fueron colocados en solucion de béuin y
posteriormente procesados para histologia en
bloque de parafina. Todos los cortes fueron
observados al microscopio.

Preparacion para Inclusion de los Ovarios y Piel
en Parafina

La preparacién de los ovarios y la piel dorsal de los
animales se realizO de modo convencional en
blogues de parafina (Gavifio et al, 1992).Los
bloques fueron cortados en serie a 10 um de grosor
en un micrétomo de rotacion RM-2125RT (LEICA
Inc., USA) y extendidos en bafio de flotacion a
45°C.
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Los cortes se colocaron en portaobjetos
gelatinizados (Solucién de gelatina para inclusién
3%) y numerados. Los cortes se dejaron secar a
temperatura ambiente en una camara hermética de
vapores de formol 37% durante 24 horas (Figura 4).
Los cortes fueron tefiidos con la técnica de
hematoxilina—eosina (Luna, 1975) y montados en
resina sintética. Los portaobjetos numerados
permanecieron en una superficie plana dejandose
secar a temperatura ambiente durante una semana.
Al cabo de este periodo de secado, a cada
portaobjetos se le eliminan los residuos de resina
con un pafio de algodon embebido con xilol.

Analisis Histoldgico

Los cortes histoldgicos de piel y de ovario se
analizaron en microscopia de campo claro a 100X,
utilizando un microscopio optico Leica CME. Las
fotografias que se muestran en el apartado de los
resultados fueron obtenidas con una cdmara digital
conectada a una computadora.

Figura 4 Equipamiento para el corte histol6gico y el montaje
de los cortes de la piel y del ovario de los animales utilizados
en los experimentos
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Anadlisis Estadistico

Se registraron todos los signos de necrosis,
inflamacion o cualquier indicio de dafio tisular en
los tejidos infiltrados con las soluciones del DMSO
0 el vehiculo (testigo: solucion de NaCl 0.9%).

Los datos de los signos de alteracion tisular
fueron analizados con la prueba de Probabilidad
Exacta de Fisher, comparando al grupo testigo
contra los demaés tratamientos con DMSO. En todas
las pruebas, se aceptaron como significativas
aquellas diferencias en las que la probabilidad sea
igual o menor al 5%.

Resultados
Histologia del Tejido Ovérico

Para analizar los efectos de las distintas
disoluciones con DMSO, se utilizo el modelo de la
rata Cll-ZV (Figura 1).La microinyeccion de
solucion NaCl 0.9% dentro de las bursas ovaricas
no indujo cambios al nivel de los componentes
anatémicos de la génada. Los capilares y vasos
linfaticos y sanguineos en los grupos control no
mostraron signos de alteracion notable respecto a
un ovario intacto (Figura 5).
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Intacto 40X

Intacto 100X

NaCl 0.9% 40X

NaCl 0.9% 100X

Figura 5 Efectos de la microinyeccion de 20 pL de solucion
salina (NaCl 0.9%) dentro de las bursas del ovario de la rata
Cll-ZV comparado con el ovario de un animal intacto. MO:
médula ovérica; CO: corteza ovarica; VL: vaso linfatico; V:
vena; A: arteriola; CL: cuerpo lGteo; CFG: células de la
granulosa; AF: antro folicular.

En cambio, la microinyeccién con DMSO
100%, 50% y 25% mostro efectos sobre el sistema
vascular y linfatico que drena al ovario.
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El tejido medular, mostr6 signos de
distencion, sobretodo en el sistema venoso, mismos
que indican una exacerbacion en los mecanismos
de limpieza y drenaje, pero sin alteraciones al nivel
de las estructuras en la corteza ovarica; ni los
foliculos ni los cuerpos lUteos mostraron signos de
alteracion estructural ni necrosis. Estos efectos
prevalecen incluso a las 96 h posteriores a la
microinyeccion (Figura 6).

DMSO 100% 48 h

DMSO 100% 96 h

Figura 6 Imagenes a 100X de los efectos de la
microinyeccion con 20 uL de DMSO 100% en el tejido
ovarico de la rata de la cepa ClI-ZV. No se aprecian signos
de alteracidn estructural ni de necrosis en la corteza ovérica.
MO: médula ovaérica; CT: céls. de la teca; VLs: vasos
linfaticos; A: arteriola; V: vénula; CL: cuerpo liteo; FO:
foliculo ovarico; OV: ovocito
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La inyeccion de las disoluciones con DMSO
100%, 50% y 25%, tanto a las 2 horas como a las
24 horas posteriores a la inyeccion subcutanea, no
mostraron signos de irritacion, distension o
necrosis en diferentes 6rganos de la piel. En la
Figura 7, se muestran algunas iméagenes del
tratamiento con el DMSO al 100%.

Intacto

DMSO 100% 2h

DMSO 100% 24 h

Figura 7 Imégenes de la piel de la rata alopécica hipotimica
a 40X que muestran el efecto de la inyeccion subcutanea de
50 uL de DMSO al 100% 2 y 24 horas después del
tratamiento. GS: glandula sebacea; FPA: foliculo piloso
atrofiado; E: epidermis; D: dermis; EC: estrato corneo; A:
adipocitos; Q: queratinocito. GS: glandula sebacea
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Discusién de Resultados

Los resultados del presente trabajo muestran que
tanto la inyeccion subcutdnea como y la
microinyeccion del DMSO dentro de las bursas
ovaricas no indujo alteraciones significativas en la
estructura tisular de la piel ni en los tejidos
anatomico-funcionales de los ovarios.No obstante,
la utilizacion de soluciones con diferentes
concentraciones de DMSO dentro de la bursa
ovarica mostré algunos signos de distencion al
nivel de la médula ovarica, particularmente en el
sistema vascular que irriga a la gonada. Sin
embargo, los compartimentos anatomicos y
funcionales ubicados en la corteza del 6rgano no
mostraron ninglin cambio fisico o alteracion
estructural en las células foliculares (teca y
granulosa), ni en cuerpos ldteos o en la glandula
intersticial, comparados con los cortes histoldgicos
de un ovario intacto.

Al nivel del sistema vascular sanguineo o
linfatico que irriga y drena la glandula, se lograron
observar signos de inflamacion o distencion que no
involucraron procesos de muerte 0 necrosis
celulares aparentes. Por ejemplo, cuando ocurre
una infeccién, traumatismo o uso de agentes
quimicos  citotoxicos, el tejido responde
rapidamente con inflamacidn (distencién de vasos)
e incluso con infiltracién linfocitaria que termina
con la remocion del tejido dafiado (Dixon et al,
2014).

Recientemente, Dixon y colaboradores
(2014) propusieron todo un protocolo de analisis
histopatolégico para la identificaciobn de
alteraciones tisulares producidas ante una lesion
experimental o dafio colateral ante ciertas
manipulaciones quirurgicas o toxicoldgicas en
diferentes 6rganos del tracto genital de la rata y
raton hembra (entre los que se incluyen: ovarios,
Utero, cérvix y vagina), comparando cambios
fisiologicos normales respecto a diversas lesiones
patoldgicas.
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Yoshida y colaboradores (2009), sugieren
una metodologia fundamentada en el analisis
histologico del ovario de la rata cuando se empleen
agentes farmacoldgicos potencialmente tdxicos
para la goénada. En este estudio se analiz6 la
morfologia tipica de la estructura ovarica en
condiciones normales y en diferentes momentos
del ciclo estral de 143 animales intactos. Los
autores ponen de manifiesto que los tejidos
ovéricos y el propio ovocito son estructuras
altamente  sensibles a la  manipulacion
farmacol6gica con sustancias potencialmente
toxicas y que por medio de métodos
inmunohistoquimicos  se  pueden  detectar
alteraciones en la expresién de un antigeno nuclear
de proliferacion celular (PCNA, por sus siglas en
inglés) como biomarcador bioquimico en células
del cuerpo lateo, en células foliculares de la
granulosa y de la teca, asi como en el propio
ovocito.

Nuestros resultados muestran que la
aplicacion de soluciones de DMSO en diferentes
concentraciones no indujo alteraciones tisulares en
los tejidos ovéricos clave para la recepcion de las
sefiales adenohipofisarias: células de la tecay de la
granulosa, ni en el compartimento luteal ni en el
ovocito de foliculos sanos.

La corteza del ovario de la rata es un 6rgano
en constate recambio, ya que cada cuatro o cinco
dias presenta evento ovulatorio. La misma
ovulacién ha sido descrita como un evento
“inflamatorio” que dispara mecanismos de alerta
que activan al sistema inmunoldgico (Juengel et al,
1999). Por ejemplo, la ruptura de la pared folicular
se inicia con la emision de colagenasas que
debilitan las uniones que delimitan al foliculo y la
posterior ruptura lesiona vasos con la subsecuente
respuesta que conduce a la formacion del cuerpo
luteo. Por otra parte, la atresia folicular es un
evento apoptético programado y altamente
controlado a lo largo de la etapa reproductiva de la
rata, que sin embargo no parecié verse alterado con
la administracion del DMSO.
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La inyeccion subcutanea del DMSO tampoco
alterd la organizacion tisular al nivel de la piel, sin
mostrar signo alguno de posible inflamacion y
mucho menos necrosis. En este sentido, algunos
autores incluso lo utilizan y promueven como un
agente antinflamatorio, para uso veterinario y como
agente infiltrante de farmacos (Balakin &
Ivanenkov, 2004; Balakin et al, 2006; Schleining &
Reinertson, 2007a; Schleining & Reinertson,
2007b).

Mecklenburg y colaboradores (2013) han
propuesto un protocolo de analisis histopatoldgico
para la identificacion de alteraciones tisulares
producidas ante una lesion experimental o dafio
ante manipulaciones quirdrgicas o toxicoldgicas en
el tejido tegumentario de la rata y raton,
comparando cambios  fisiolégicos normales
respecto a diversas lesiones patologicas.

Wells y colaboradores (2010), mostraron que
la inyeccion subcutanea de solucion salina puede
inducir hiperplasia en el tejido subcutaneo de la rata
hembra y macho, a cuyos efectos aparentemente las
hembras se reponen més facilmente que los machos
pero que también dependen de la edad del animal.
En el presente trabajo, la aplicacién de soluciones
de DMSO en diferentes concentraciones no resulto
en alteraciones claras de la morfologia de la piel en
ratas sanas adultas, lo que indica que este
disolvente puede ser utilizado como agente
infiltrante de medicamentos topicos para el
tratamiento de algunas enfermedades de la piel,
como dermatitis, infecciones, inflamaciones, entre
otras patologias (Bertelli et al, 1995; Guerre et al,
1999; Kingery, 1997; Swanson, 1985).

Por todo los anterior, el DMSO pudiera ser
propuesto como un disolvente de farmacos activos
(drogas y antibioticos), insolubles o poco solubles
en agua, que requieran de un efecto local rapido y
eficaz en la terapia y manejo de lesiones o
infecciones en la clinica veterinaria o para la
administracion de farmacos con uso potencial en la
biologia o la medicina experimental.
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Conclusiones

A microinyeccion del DMSO, aplicado localmente
en diferentes concentraciones, no produjo
alteraciones histoldgicas significativas en los
compartimentos anatomico-funcionales clave en el
ovario de la rata adulta.

La inyeccion subcutanea del DMSO,
aplicado localmente en diferentes concentraciones,
tampoco  indujo  alteraciones  histoldgicas
significativas en los tejidos funcionales y
estructurales de la piel de la rata adulta.
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