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Desarrollo de una herramienta computacional para el análisis de 
conductancia galvánica de la piel, ECG y frecuencia respiratoria por arritmia 
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RESUMEN
La existencia de una correlación entre la frecuencia cardíaca (FC), la frecuencia respiratoria (FR) y las respuestas 
electrodérmicas de la piel (Skin Conductance Response, SCR) ha sido reportada en la literatura, así como también 
el uso de estos parámetros como medida del nivel de activación del sistema nervioso autónomo. Objetivo: Este 
trabajo presenta una herramienta (SCRATER) para el análisis conjunto de SCR, FC y FR, las dos últimas, calculadas 
a partir del análisis del registro de electrocardiograma (ECG). Metodología: En esta investigación, se realizó una 
descripción detallada de cada algoritmo desarrollado, asi como una una descripción de la interfaz para utilizarlos. 
En la validación de los algoritmos empleados, se analizaron 192 registros de ECG y 231 registros de actividad elec-
trodérmica (Electro-Dermal Activity, EDA) de 40 participantes masculinos sanos, de los cuales se calculó el número 
de complejos QRS y FC en cada registro de ECG y el número de SCRs de cada registro de EDA. Resultados: Los datos 
obtenidos fueron comparados con otras herramientas que analizan SCR y FC pero de manera independiente, ob-
teniendo resultados equiparables mediante coeficientes de correlación. Limitaciones: El ruido y los artefactos pre-
sentes en los registros no permiten una correcta estimación de los parámetros y afectan los resultados de todas las 
herramientas empleadas en el desarrollo de este trabajo. Valor: SCRATER ofrece tres ventajas principales sobre las 
otras herramientas: 1) libre acceso, 2) código abierto y no utiliza formatos codificados o exclusivos. Conclusión: Este 
trabajo proporciona una herramienta computacional gratuita que permite analizar simultáneamente SCRs, FC y FR.

PALABRAS CLAVE: Herramienta computacional, conductancia galvánica, SCR, ECG, frecuencia respiratoria, frecuencia cardíaca.
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ABSTRACT
The existence of a correlation between heart rate (HR), respiratory rate (RR) and skin conductance response (SCR) 
has been reported in the literature, as well as the use of these parameters as a measure of the activation level of the 
autonomous nervous system. Objective: This paper introduces a computational tool (SCRATER) developed with 
the aim to analyze simultaneous recordings of SCR, and heart and respiratory rates, which were calculated from 
the electrocardiogram recording (ECG) analysis. Methodology: In this research, a detailed description of each de-
veloped algorithm was made, as well as a description of the interface to be used. In the validation of the algorithms 
used, 192 ECG records and 231 Electro-Dermal Activity (EDA) registers of 40 healthy male participants were an-
alyzed, from which the number of QRS complexes and HR in each ECG record and the number of SCRs of each 
EDA record are calculated. Results: The data obtained were compared with other tools that analyze SCR and HR 
separately, obtaining comparable results using correlation coefficients. Limitations: The noise and artifacts present 
in the records do not allow a correct estimation of the parameters and affect the results of all the tools used in the 
development of this work. Value: SCRATER offers three main advantages over other tools: 1) free access, 2) open 
source and 3) does not use coded or exclusive formats. Conclusion: This work provides a free computational tool 
that allows simultaneous analysis of SCRs, FC and FR.

KEYWORDS: Computational tool, skin conductance resistance, ECG, respiratory rate, heart rate.
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INTRODUCCIÓN
La actividad electrodérmica ha sido ampliamente uti-

lizada como una medida del nivel de activación del 
sistema nervioso autónomo (arousal), que refleja la 
actividad del sistema nervioso simpático[1]. Se pueden 
observar dos tipos generales de medidas: las medidas 
tónicas (Skin Conductance Level, SCL) y las fásicas 
(Skin Conductance Response, SCR). Las primeras se 
refieren a los niveles básicos en la conductancia de la 
piel y son un indicador del nivel arousal mientras que 
las segundas se refieren a los cambios breves en la acti-
vidad fisiológica tónica, los cuales están asociados a 
un estímulo identificado en la mayoría de los casos. En 
general, se considera como respuesta a toda variación 
en el nivel tónico superior o igual a 0.05 microsiémens 
(µS)[2]. Las medidas de SCRs en particular han ganado 
popularidad en estudios clínicos, neurocientíficos y 
lógicos sobre emociones, toma de decisiones y condi-
cionamiento, orientación, atención y decepción [3]. Los 
elementos o medidas que componen la SCR son básica-
mente 3: el tiempo de latencia, la intensidad y la dura-
ción de la respuesta[4]. La medición de la actividad 
electrodérmica (Electro-Dermal Activity, EDA) puede 
hacerse de manera endosomática (sin la aplicación de 
una corriente externa) o exosomática (con la aplica-
ción de una corriente directa o alterna)[5].

El análisis de la variabilidad de la frecuencia cardíaca 
es otro indicador que ha sido empleado para evaluar el 
estado funcional del sistema nervioso autónomo, 
especialmente en estadíos clínicos asociados al enve-
jecimiento, enfermedad y estados psicológicos. 
Además, se ha observado una relación entre la activi-
dad cardíaca y la frecuencia respiratoria[6]. La serie del 
intervalo R-R del electrocardiograma (ECG) es usada 
para evaluar los periodos de la frecuencia cardíaca, 
cuyas diferencias corresponden con los ciclos respira-
torios de inhalación y exhalación. Típicamente, los 
periodos cardíacos disminuyen durante la inspiración 
e incrementan durante la expiración. Este fenómeno 
es llamado Arritmia Sinusal Respiratoria (Respiratory 

Sinus Arrhytmia, RSA)[7] y se considera el componente 
periódico más sobresaliente de variabilidad de la fre-
cuencia cardíaca[8].

En la literatura se reporta la existencia de una corre-
lación entre la frecuencia cardíaca, la frecuencia respi-
ratoria y las respuestas electrodérmicas de la piel (con-
ductancia)[1,6]. También existen diversas herramientas 
computacionales que estiman las respuestas de con-
ductancia de la piel como SCRGAUGE[9], Ledalab[10], 
SCRalyze[11], Autonomate[3] y herramientas para el 
estudio del ECG como ECGLab[12], Kardia[13], Kubios [14] 
o LabVIEW Biomedical toolkit[15]. Por otro lado, han 
sido desarrolladas algunas herramientas que permiten 
estimar la frecuencia cardíaca y las respuestas de con-
ductancia de la piel de manera simultánea como son: 
AcqKnowledge (BIOPAC Systems Inc., Goleta, CA) y 
Psychlab[16]. Sin embargo, la adquisición de este tipo de 
software implica un costo que en muchas ocasiones es 
elevado o bien, únicamente se permite el uso de for-
matos específicos. La herramienta propuesta en este 
trabajo pretende ser gratuita, de código abierto y capaz 
de aceptar múltiples formatos, lo que le otorga eviden-
tes ventajas sobre el resto de los programas desarrolla-
dos con propósitos similares.

Debido a la relevancia que tiene la medición de SCL y 
SCR diversos trabajos en la literatura han sido reporta-
dos. Sin embargo, sólo algunos de estos trabajos refie-
ren el uso de alguna herramienta computacional que 
les permita estimar las respuestas de conductancia de 
la piel[17-20]; mientras que el resto no reportan el uso de 
tal herramienta[21-28]. Evidentemente, la ausencia de 
una herramienta de esta naturaleza, podría conducir a 
errores en el conteo, impactando directamente en los 
resultados de la investigación. Otra posible desventaja 
de no contar con esta herramienta es que las señales de 
amplitud baja o con una definición pobre podrían ser 
eliminadas por el usuario, disminuyendo así el número 
de elementos en las bases de datos, originando pérdi-
das económicas y de tiempo. Es por esto que la imple-
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mentación y uso de una herramienta automática para 
la estimación de respuestas de SCL y SCR resulta 
valiosa en estudios en donde interviene la actividad 
electrodérmica. Lo anterior ubica a SCRATER como 
una importante y potencial herramienta dentro de la 
ingeniería biomédica nacional e internacional.

METODOLOGÍA
En este trabajo se emplearon registros adquiridos a 

través del método exosomático[5], usando corriente 
directa debido a que es el más común. Este método se 
basa en la aplicación de un voltaje, en este caso 5 V, 
entre dos electrodos ubicados en la superficie de la 
palma de la mano. En esta configuración se incluye 
una resistencia de valor relativamente bajo en un arre-
glo en serie con la piel (e.g. 1 kΩ). Debido a que la resis-
tencia de la piel es del orden de 100 kΩ, esta resistencia 
en serie afectará de manera insignificativa al flujo de 
corriente a través de la piel.

El voltaje es entonces constante y, por ley de Ohm, la 
corriente I es calculada como:

donde V representa el voltaje (constante) y Rp la resis-
tencia de la piel. En términos de la conductancia G, la 
Ec. 1 puede ser representada como:

De esta forma, la corriente que atraviesa la resistencia 
en serie será proporcional a la corriente medida y el 
voltaje registrado por:

donde Rs representa a la resistencia en serie y E es el 
voltaje que corresponderá a los cambios de conductan-
cia de la piel [12]. 

Los componentes fásicos y tónicos de la actividad 
electrodérmica deben ser evaluados por separado ya 
que las SCRs son de amplitud pequeña.

Base de datos
En este trabajo se analizaron 423 registros en total 
(192 registros de ECG y 231 registros de EDA). Las 
señales estudiadas fueron obtenidas de 40 participan-
tes masculinos sanos en 6 condiciones distintas: 
estado de ayuno (con 3 tareas de carga cognitiva dis-
tintas) y en estado sin ayuno (con 3 tareas de carga 
cognitiva distintas). El rango de edad de los partici-
pantes se encuentra entre los 19 y 35 años teniendo un 
promedio de 26.6 años y una desviación estándar de 
5.01 años. El consentimiento informado de cada parti-
cipante se obtuvo por escrito y el proyecto fue avalado 
previamente por el Comité de Ética del Instituto de 
Neurociencias de la Universidad de Guadalajara. Los 
registros EDA se obtuvieron por medio del método 
exosomático de corriente directa a 5 V, con un equipo 
Bioderm 2701, que cuenta con un ADC de 12 bits con 
una escala de amplificación de 500 mV por cada 0.1 µS. 
Las medidas se realizaron entre el dedo medio y el 
índice con electrodos de Ag/AgCl y empleando una 
pasta conductora de 0.08 M NaCl a una temperatura 
promedio de 22°C, y una humedad relativa del 40 al 
60%. Estas condiciones originan una base de datos 
altamente especializada permitiendo evaluar 
SCRATER en distintas circunstancias.

Descripción de herramienta computacional
En conjunción con el algoritmo desarrollado para la 

detección de SCRs, el cual se describe a continuación, 
se implementó una interfaz en Matlab R con el objetivo 
de visualizar las señales de conductancia tanto SCL 
como SCR. Los resultados de este análisis preliminar 
pueden ser exportados a Excel R ofreciendo así al 
usuario otra opción para gestionar o procesar las bases 
de datos generadas. La Figura 1 muestra una descrip-
ción simplificada de los módulos que integran 
SCRATER.
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FIGURA 1: Descripción de módulos de SCRATER.

Algoritmo de detección de SCRs
Durante el registro de la conductancia de la piel se 

obtienen dos valores principales, el SCL y el SCR. El 
análisis de estos dos parámetros se puede hacer de 
manera completa o parcial si se realiza un paso previo 
de preprocesamiento con el objetivo de eliminar arte-
factos y ruido de los registros. El algoritmo desarro-
llado para la detección de SCRs en el registro de SCR se 
describe a continuación:

El algoritmo inicia buscando en la señal los picos 
máximos y mínimos absolutos en segmentos previa-
mente definidos. Estos datos se guardan en vectores 
distintos (uno de máximos y el otro de mínimos). A 
partir de los valores guardados se realiza la elimina-
ción de los datos repetidos, almacenando sólo los más 
repetidos, los cuales corresponderían a los picos y 
valles más representativos de la señal que se está ana-
lizando. Para evitar datos redundantes que generen 
conflicto durante la búsqueda automática de picos de 
respuestas, se implementó una segunda depuración de 
datos repetidos. Esta metodología permite reducir la 
cantidad de datos del registro de varios millares a un 
centenar o incluso decenas de datos que contienen los 
puntos máximos y mínimos de la señal. A continua-
ción, se concatenan ambos vectores (valles y picos) 
para buscar las SCRs a partir de los parámetros que se 
designen como umbral, sin necesidad de aplicar un 
filtro que afecte la naturaleza de los datos y obtener así 
las SCRs. En la Figura 2 se puede observar un dia-
grama a bloques del Algoritmo 1.

Algoritmo detector de complejos QRS
 Esta herramienta tiene por objetivo detectar los com-

plejos QRS del ECG. Para esto, el algoritmo estima un 
factor a partir del promedio de los picos máximos y de 
los picos mínimos en ventanas de 1 s, dentro de los 
primeros 15 s de cada registro de ECG. 

FIGURA 2: Algoritmo de detección de SCRs.

SCRATER 

Conductancia 
de la piel 

SCRs SCL FC FR 

ECG 
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Este factor representa la amplitud del complejo QRS y 
se emplea un valor entre el 30% y 50% del mismo para 
buscar valores similares en periodos de 10 ms a lo largo 
del registro de ECG. De este modo se estiman tanto la 
cantidad de pulsos cardíacos como su frecuencia 
media por minuto. El algoritmo desarrollado para la de 
detección de complejos QRS en el registro de ECG se 
describe enseguida:

Frecuencia respiratoria
 La frecuencia respiratoria es estimada a partir del 

ECG, específicamente de la medición de los intervalos 
R-R de los registros. Estos intervalos se modifican 
durante la respiración, aumentando y disminuyendo 
su duración, haciéndose más largos durante la exhala-
ción y más cortos durante la inhalación[7]. De esta 
forma es posible entonces detectar las curvas de inha-
lación y exhalación y así contar cada una de ellas 
mediante la graficación de la duración los intervalos 
R-R e implementación de las ecuaciones propuestas a 
continuación.

Si se cumple:

entonces:

Se considerará como una curva de respiración, donde 
Fr representa las magnitudes de los intervalos R-R y Cr 
el número de curvas respiratorias detectadas. Con lo 
anterior como base, la frecuencia respiratoria se calcu-
laría entonces como:

donde min depende de la duración del registro anali-
zado. Aunque no es tan precisa como la medición 
directa del flujo respiratorio, el cálculo de la frecuencia 
respiratoria a partir del ECG puede ser considerada 
como una estimación representativa de la frecuencia 
respiratoria[14].

Interfaz
La Figura 3 muestra la ventana principal de la herra-

mienta propuesta. Como se puede apreciar, cuenta con 
dos secciones de análisis en las que se pueden visuali-
zar las señales de conductancia, ECG y FR.

En la sección de conductancia, representada en la 
sección A de la Figura 3, la herramienta permite la 
modificación de tres parámetros de acuerdo a las nece-
sidades del usuario para un mejor análisis de las SCRs:

1. El umbral de respuesta. Aunque en la mayoría de los 
reportes especializados en la literatura los valores típi-
cos para el umbral se encuentran entre 0.02 y 0.05 µS, 
el valor puede ser modificado por el usuario de acuerdo 
a sus necesidades y criterio, para así determinar a par-
tir de qué valor se considerará como una respuesta.

2. La ventana de análisis. Esta sirve para discriminar 
respuestas demasiado cortas o falsos positivos.

3. Segmento de análisis del registro. Este permite 
poder eliminar segmentos que contienen falsos positi-
vos, principalmente al inicio y al final del registro.



F.J. Alvarado-Rodríguez et al. Desarrollo de una herramienta computacional para el análisis de conductancia galvánica de la piel, ECG y frecuencia respiratoria por arritmia sinusal respiratoria (SCRATER) 19REVISTA MEXICANA DE INGENIERÍA BIOMÉDICA | Vol. 38 | No. 1 | ENERO - ABRIL 201719

Una vez efectuado el análisis automático de respues-
tas basado en los parámetros definidos por el usuario, 
se deben definir manualmente el inicio y el término de 
cada una de las SCRs en las que, de acuerdo a los crite-
rios del usuario, se haya considerado que existe una 
respuesta. De esta manera pueden calcularse la dura-
ción de cada respuesta, su intensidad, el tiempo de 
elevación y el tiempo de recuperación media. Dada la 
variabilidad que puede tener la respuesta de conduc-
tancia y el comportamiento de su registro, se incluyó 
una función para agregar o eliminar manualmente 
picos de respuestas independientemente de su locali-
zación automática. En cuanto a la SCL, el principal pará-
metro calculado es el promedio del registro analizado.

La sección B de la Figura 3 está enfocada en el análisis 
del ECG. En esta parte se estima el número de latidos y 
la frecuencia cardíaca media durante el registro. La 
herramienta computacional cuenta con una función 
de ECG invertido que cambia el algoritmo de detección 

FIGURA 3: Interfaz de SCRATER. La sección A) muestra la parte de análisis de conductancia galvánica de la piel
y la sección B) la parte de análisis de ECG.

de complejos QRS, pues en ciertos registros, depen-
diendo de la derivación empleada, el complejo QRS 
queda invertido respecto a la típica onda de ECG lo 
cual permite un correcto análisis de la frecuencia car-
díaca. También incluye un factor de cálculo para adap-
tar el algoritmo de mejor manera a las características 
propias del registro de ECG. La estimación de la fre-
cuencia respiratoria se calcula a partir de las distancias 
entre cada complejo QRS. Esta señal genera curvas en 
cada ciclo respiratorio y cada una de estas curvas es 
considerada como una respiración.

En la sección de análisis de los resultados SCRATER 
genera un archivo de Excel con los resultados de los 
análisis realizados para poder tratar los datos en diver-
sos formatos y realizar los análisis estadísticos que se 
consideren pertinentes. Los resultados también pue-
den ser visualizados en la ventana de comandos de 
Matlab. En la Tabla 1 pueden observarse todos los 
parámetros que calcula la herramienta desarrollada.



F.J. Alvarado-Rodríguez et al. Desarrollo de una herramienta computacional para el análisis de conductancia galvánica de la piel, ECG y frecuencia respiratoria por arritmia sinusal respiratoria (SCRATER) 20

TABLA 1: Parámetros calculados por interfaz de SCRATER.

Los resultados de los parámetros que se obtuvieron con 
SCRATER (Tabla 1) se compararon con Ledalab[10] y 
LabVIEW Biomedical toolkit[15]. Con la finalidad de vali-
dar nuestra herramienta computacional, se empleó el 
coeficiente de correlación como indicador de compara-
ción principal entre los resultados. En la Tabla 2 se agru-

paron las varianzas, promedio y mediana de los resulta-
dos de cada uno de los programas empleados, en los que 
se calculó la cantidad de SCRs, número de complejos QRS 
y frecuencia cardíaca durante todo el registro analizado, 
para conocer la dispersión de los datos generados y 
observar el comportamiento de los mismos.

La gráfica de los resultados de SCRs obtenidos en 
Ledalab y SCRATER de 3 diferentes umbrales equiva-
lentes para considerar una respuesta SCR se observan 

FIGURA 4: SCRs encontradas, Ledalab en azul y SCRATER en rojo. A) Coeficiente de correlación de 0.9373 con umbral de
0.06 µS, con una covarianza de 139.89. B) Coeficiente de correlación de 0.9371 con umbral de 0.1 µS, covarianza de 85.11.

C) Coeficiente de correlación 0.9408, con umbral de 0.2 µS, covarianza de 54.19.

en la Figura 4, la cual muestra un comportamiento 
similar de acuerdo a índices de correlación de hasta 
0.9408. 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN
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Asimismo, la dispersión de los resultados observada tanto para Ledalab como para SCRATER demostró compor-
tamientos homólogos entre ambas herramientas como lo muestra la Figura 5.

FIGURA 5: Análisis de dispersión de resultados de SCRs. En el lado A) se observan la dispersión de los resultados obtenidos 
con Ledalab y los tres umbrales empleados de 1) 100 unidades de medida (UM) adimensionales, 2) 200 UM y 3) 245 UM 
como umbral. En el lado B) la dispersión de los resultados obtenidos con SCRATER y los tres umbrales empleados de 1) 

0.06µS, 2) 0.1 µS y 3) 0.2 µS como umbral.

Respecto a la etapa de análisis de respuesta de con-
ductancia de piel, los registros de EDA que mostraron 
mayor diferencia en el análisis de SCRs detectadas 
fueron aquellos que mostraban mayor actividad (con-
siderándose como una mayor oscilación de la señal de 
su estado basal) y posibles respuestas superpuestas. 
Estas diferencias son debidas al algoritmo empleado y 
la consideración de respuestas sobrepuestas o no en la 
señal de SCR debido a los parámetros establecidos 
como umbrales durante los análisis.

La frecuencia cardíaca entre LabVIEW Biomedical 
toolkit y SCRATER refleja un coeficiente de correlación 
de 0.9837 y la cantidad de complejos QRS detectados 
tiene una correlación de 0.9963. Se obtuvieron cova-
rianzas entre los resultados de ambos programas de 
99.0201 en el cálculo de frecuencia cardíaca y 4146.4 
en conteo de complejos QRS como lo muestran los 
resultados de la Figura 6.

La dispersión de los resultados mostrada en la Figura 
7 confirma la efectividad del algoritmo empleado en el 
análisis de la frecuencia cardíaca en SCRATER, que 
exhibe incluso una menor varianza que su contraparte 
comercial (Tabla 2).
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FIGURA 6: Resultados de análisis de ECG, en azul Labwiev y en rojo SCRATER. A) Gráfica que muestra la frecuencia
cardíaca media. B) Cantidad de latidos por minuto detectados en cada registro.

FIGURA 7: Análisis de dispersión de resultados de ECG. La sección A) muestra la dispersión de la cantidad de
complejos QRS detectados y la sección B) la dispersión de las frecuencias cardíacas de los registros analizados.

Vale la pena mencionar que los registros que presentan ruido y artefactos no permiten una correcta estimación y 
afectan los resultados de las 3 herramientas, por lo que una mejora para la herramienta desarrollada sería agregar 
una parte de preprocesamiento para eliminar ruido de las señales que se encuentren muy contaminadas.
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CONCLUSIONES
Diversos estudios han demostrado una correlación 

funcional entre distintas variables de origen autonó-
micas como la actividad electrodérmica, la frecuencia 
cardíaca y la frecuencia respiratoria. En este contexto, 
se han desarrollado varias herramientas computacio-
nales con el fin de estudiarlas y cuantificarlas pero 
adolecen de limitaciones principales: su costo, y el tipo 
de formato de aceptación de datos, usualmente limi-
tado o exclusivo de determinada marca comercial.

Este trabajo presenta una herramienta computacional 
gratuita (SCRATER) que permite analizar simultá-
nea-mente la conductancia galvánica de la piel, la frecuen-
cia cardíaca y la frecuencia respiratoria, medidas estas dos 
últimas a partir de registros de ECG.
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Los obtenidos por la herramienta presentada fueron 
comparados contra los valores estimados por 2 herra-
mientas (Ledalab y Biomedical Toolkit de Labview) y 
tanto los análisis visuales como los cuantitativos pre-
sentados en este trabajo demuestran que los resulta-
dos obtenidos por SCRATER resultan equiparables a 
los estimados por las herramientas mencionadas.

SCRATER ofrece tres ventajas principales sobre las 
otras herramientas: 1) libre acceso, que permite un uso 
amplio e irrestricto; 2) código abierto, permitiendo 
modificaciones libres al código por parte de los usua-
rios lo que deriva en una retroalimentación y mejora 
continua del programa y 3) SCRATER no utiliza forma-
tos codificados o exclusivos, permitiendo así la libre 
importación de datos provenientes de diversos equi-
pos comerciales y formatos.

TABLA2: Análisis de resultados obtenidos.
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Herramientas Relevantes para Abordar Problemas de Interoperabilidad en Sistemas de 
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ABSTRACT
Patients’ medical records have been originally based on paper and since 1865 the medical field recognized the need 
to improve the means for storing and retrieving disperse information. Electronic Health Records (EHR) systems 
face similar problems, with interoperability being one of them, it defined by IEEE standard glossary of software 
engineering terminology as: the ability among information systems to exchange data. Mainly, two perspectives of 
interoperability emerge: a) syntactic, which refers to the ability of an information system to import and validate 
grammar, as well as a set of construction rules utterances created by another system; and b) semantic, the ability 
to exchange data among systems and understand it in the same way, regardless of the source system, also called 
Semantic Interoperability on Information and Communication Technologies or SIICT. The use of standards, vocab-
ularies and terminologies is a common practice for sharing data among heterogeneous EHR systems in order to face 
interoperability problems. This heterogeneity starts with the manner to collect and store data. This paper presents 
to e-health practitioners and researches relevant tools used to achieve interoperability in heterogeneous EHR sys-
tems, as well as challenges and future trends to manage EHRs with the intention to achieve SIICT.

KEYWORDS: Electronic Health Record, Interoperability, Interoperability Standards, Hospital Information System, Semantic 
Interoperability on e-health.
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RESUMEN
Los registros clínicos de pacientes se basaron en papel originalmente, desde el año de 1865 se reconoció en el entor-
no medico la necesidad de mejorar los medios para el almacenamiento y recuperación de información dispersa. Los 
Sistemas de Expediente Clínicos Electrónicos (ECE) enfrentan problemas similares, siendo uno de estos problemas, 
la interoperabilidad. La cual es definida por “IEEE standard glossary of software engineering terminology” como: la 
habilidad de intercambiar datos entre sistemas de información, donde dos perspectivas de interoperabilidad emer-
gen: a) sintáctica, la cual se refiere a la habilidad de un sistema de información de importar y validar la gramática 
de datos, así como de un conjunto de reglas de expresiones creadas por otro sistema; y b) semántica, como la habi-
lidad de intercambiar datos entre sistemas y de entenderlos de la misma forma, independientemente del sistema 
fuente, llamando a esto como Interoperabilidad Semántica sobre Tecnologías De La Información y Comunicación 
(ISTIC). El uso de estándares, vocabularios y terminologías es una práctica común para poder compartir datos entre 
sistemas ECE con el fin de enfrentar problemas de interoperabilidad. Esta heterogeneidad se da desde la forma en 
cómo se colecta y almacenan los datos. Este artículo presenta a los profesionales de salud e investigadores de e-sa-
lud acerca de herramientas relevantes utilizadas para lograr la interoperabilidad de sistemas ECE heterogéneos, así 
como retos y futuras tendencias para administrar sistemas ECE con la intención de lograr ISTIC.

PALABRAS CLAVE: Expediente Clínico Electrónico, Interoperabilidad, Estándares de Interoperabilidad, Sistemas de Información 
Hospitalaria, Interoperabilidad Semántica en e-Salud.
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INTRODUCTION
The IEEE standard glossary of software engineering 

terminology[1] defines the term interoperability as the 
ability between two or more Information Systems (IS) 
to exchange information and use it. There are two 
major focus of interoperability: a) semantic, which is 
understood as the ability to exchange information 
among IS and understand it in the same way, regardless 
of the source system[2]. In the same context, 
unambiguous data exchange is described as Semantic 
Interoperability on Information and Communication 
Technologies or SIICT; b) syntactic, which refers to the 
ability of an information system to import and validate 
grammar and/or a set of construction rules utterances 
created by another IS[3]. The lack of both produces 
problems related with storing and retrieving disperse 
medical information. This paper’s contributions are 
two-fold, mainly focusing on describing standards, 
terminologies and controlled vocabularies to achieve 
both interoperability types found in the literature. 
Secondly, we analyzed Electronic Health Record 
Systems and the Hospital Information System (HIS) 
modules[4], their relation to data context and the 
impact of standards, terminologies and controlled 
vocabularies regulating data transactions to achieve 
interoperability.

Medical information is collected on a document 
known as medical record; this record was originally 
based on paper and physically stored. Actually, every 
patient has one since his/her birth, named on this paper 
as original medical record. This is consulted by physi-
cians and healthcare professionals (nurses, and physi-
cian assistants, among other) who are allowed to 
access medical records. The aforementioned docu-
ment has brought numerous problems for retrieving 
and storing medical information. These problems were 
identified since 1865, when the medical field recog-
nized the need for “better means of storing and retriev-
ing medical information”[5].

FIGURE 1: HIS sub-domains[4].

The above mentioned problems have been partially 
resolved through the use of Information Communication 
Technologies (ICT). These allow a decrease of medical 
records based on paper[6], avoided paper limitations[7] 
and empower the electronic health known as e-health[8] 
to make way to digital medical records[9], called 
Electronic Health Record (EHR), which allows health-
care professionals to retrieve and store digital medical 
information[7]. Although, problems for sharing data 
persist, and the consequences of having disperse elec-
tronic medical records impact inaccurate clinical diag-
nosis, which could generate serious consequences for 
the patient’s health; another consequence is that, it 
would be necessary to do diagnostic studies again, due 
to the disperse information. These consequences are 
reflected in the economic costs for patients due to 
duplication of medical studies[7].

This paper addresses the question: Currently, which 
are the relevant Medical Standards, vocabularies and 
terminologies for tackling interoperability problems? 
Through the following sections: on Section Electronic 
Health Record, it provides relevant information about 
EHR and the rest of HIS sub-domain interactions.
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In the Research Methodology section, it describes the 
methodology followed to retrieve information about 
tools to achieve interoperability in the literature. In 
the Section named Standards, Terminologies and 
Controlled Vocabularies related to EHR we describe our 
relevant findings; there is a discussion about interop-
erability challenges in the Section named Discussion 
and, finally, we present our final analysis in the 
Section Conclusions and Future Work.

Electronic health record
A HIS manages administrative, clinical and financial 

issues in a hospital[10]. It has different sub-domains, as 
shown in Fig. 1, one of them is EHR also called EMR 
(Electronic Medical Records) in the literature[7, 5], but 
as mentioned by Gaynor Mark et al. in[11] the defini-
tions adopted by the U.S. Department of Health & 
Human Services, EHR is: the patient’s complete health-
care information and for EMR is: the medical informa-
tion from a single medical intervention. In this docu-
ment, we consider using the acronym EHR instead of 
mixing both terms.

The mechanism designed to manage the EHR and its 
data sources is called EHR system [12, 5], which includes: 
a) the EHR creation, b) gathering data from physicians/
healthcare professionals, c) storing, consultation, 
retrieving and updating medical information, and d) 
the sharing of EHR among EHR Systems.

A brief summary of data sources for EHR addressed in 
this work are the following systems:

› Laboratory Information System (LIS): is a system 
that manages[chemistry, hematology, immunol-
ogy, micro-biology, genetics, and other histo-
pathological markers[7].

› Radiology Information System/Picture Archiving 
and Communication System (RIS/PACS): the RIS 

handles functions as reporting, scheduling of 
patient studies, imaging study management, 
among others[7]. On the other hand, PACS has the 
following functions: manages capturing, storing 
and displaying medical images, as well as distribut-
ing and retrieving medical images, and reports[13].

› Electronic Prescribing System (EPS): paper pre-
scribing has been substituted in the electronic 
environment by electronic prescribing and the 
latter is handled by EPS also known as e-prescrib-
ing, with the intention to reduce medication 
errors; where the communication between pre-
scribers, pharmacies, pharmacists and patients is 
predominant[14].

› Personal Health Record System (PHRS) manages[15] 
the complete record of a patient’s medical history 
owned and maintained by the patient[11], which 
includes a summary of patients’ health history[16], 
medications; measuring physiological parame-
ters such as body temperature, blood pressure 
and medical information[15], including promoting 
healthy habits[7].

From patient’s perspective, the benefits of EHR sys-
tems to improve healthcare quality are many, for 
example: a) they promote proactive attitude on 
patients[8], b) they reduce error medication[14], and c) 
they promote healthy habits[7].

On other hand, the benefits for the physicians are: a) 
EHR is accessible at any time and place, b) they increase 
quality of medical services, and c) they allow expedited 
attention without neglecting efficiency in healthcare[17].

Hence, the importance of using tools that allow 
interoperability among heterogeneous systems, with 
the aim to have the EHR available at any time and in 
any place[17].
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Research  Methodology
The exploratory research on the literature was per-

formed following directives of PRISMA methodol-
ogy[18]. The first step was searching by definitions in 
medical records, such as: interoperability standards, 
semantic, syntactic, health information, EHR, EMR, 
among other; using MeSH terminology[19] and related 
literature, with the intention to define search queries. 
The rest of the methodology’s steps were:

› Eligibility criteria, which includes a publishing 
period from 1990 to 2015, to ensure that relevant 
interoperability standards, terminologies and 
controlled vocabularies were not excluded.

› Process of selecting Databases: ACM, EBSCO, 
ELSEVIER, IEEE and SPRINGER were the selected 
database on this step.

› Building search queries, (((Interoperability 
Standards) AND (semantic OR syntactic )) OR 
(Interoperability Standards AND semantic AND 
syntactic)) AND (Health Information Systems) OR 
(telemonitoring).

› The relevant paper selection process has three 
phases:

– Filtering by topic and title around EHR, 
resulting in 53 papers.

– Filtering by relevant information on abstract, 
31 papers, different articles were obtained; 
books and book chapters from America, 
Europe, Asia, and Oceania. We organized 
papers by country, with resulting works from 
Canada, U.S.A., Spain, France, China, Japan 
and Australia, and lastly we generated a con-
ceptual map in order to find relevant con-
cepts.

– Meeting with an expert to analyze initially 
rejected papers (M.E. Cortés-M from Pacific 
Health Solutions S.A.), we recovered 4 
papers, resulting in a total of 35 papers.

› Selected papers were fully read, obtaining the 
main interoperability standards, terminologies 
and controlled vocabularies related to EHR; 
described in the next section.

Standards, Terminologies and Controlled 
Vocabularies related to EHR

The technical report Health informatics electronic 
health record definition, scope and context[20] defines 
standard as: a document approved by a recognized 
body, which contains common and repeated use, 
rules, guidelines or characteristics for activities or 
their results in a given context. On the other hand, a 
controlled vocabulary consists in a specific list of 
terms whose meaning is unalterable[19]. A terminology 
consists in a specific list of technical terms or expres-
sions used in a specific field[19], for this case in the 
medical field. In the previous sections, we described 
EHR issues related with storing and retrieving data, as 
well as some solutions; it is also necessary that the 
information has the same meaning for both, the source 
system and the target system. The following subsec-
tions describe tools in the literature to achieve interop-
erability.

Standards
Health Seven Level (HL7), openEHR, ISO 13606 and 

DICOM are considered the major standards[21, 2, 12] to 
achieve internal or external interoperability. We will 
describe them in the following subsections.

HL7
HL7 acronym means Health Level Seven, which is 

related to the application layer of the Open Systems 
Interconnection (OSI) Model, implemented into the 
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field of health systems[22]. HL7 is formed by an interna-
tional community of experts in the field of health and 
information technologies, collaborating together to 
create standards for the exchange, management and 
integration of electronic health information[22]. Initial 
steps of HL7 were to specify the format and structure 
of information to be exchanged; that is, oriented to the 
syntax, although HL7 gives recommendations for data 
exchange between systems, it does not delve into 
technical details[7, 21]. Following, we described five 
members of the HL7 standards’ family:

› HL7 Version 2 standard (HL7 V2): published in 
1988[23]. It was the first HL7 messaging protocol, it 
was developed to provide a common format for 
exchanging textual healthcare data among infor-
mation systems[7]. HL7 V2 is defined by the use of 
pipe | symbol as delimiter of text within each mes-
sage[23]. Until now, is the most used in healthcare 
information systems[21].

› HL7 Version 3 standard (HL7 V3) was published in 
2004[22]. HL7 V3 is a set of specifications to work with 
the full set of messages, data types and terminolo-
gies[22]. HL7 V3 produces messages and electronic 
documents. An object-oriented development meth-
odology, and Reference Information Model (RIM) 
are the key stone in HL7 V3[23]. HL7 RIM includes 
detailed data types, classes, state diagrams, use case 
models, and terminology to derive domain specific 
information models with the purpose of solving 
semantic interoperability problems[7].

– HL7 Version 3 Clinical Document Architecture 
(HL7 V3 CDA) is a document markup standard 
that specifies the structure and semantics of 
clinical documents[22]. It was recognized as a 
standard by ANSI: ANSI/HL7 CDA, R2-2005 
(R2010) and standard ISO (International 
Organization for Standardization): ISO/HL7 
27932:2008[22].

› HL7 PHR-System Functional Model (HL7 PHR-S 
FM): HL7 PHR-S FM Release 1 was published in 
2008. It defines the features, functions and secu-
rity necessary to create and effectively manage 
PHRs[22, 16].

› HL7 Fast Healthcare Interoperability Resources 
(HL7 FHIR): it was published in 2015. It is the 
newest member of the HL7 standards’ family. It 
combines the best features of HL7 V2, HL7 V3 and 
HL7 CDA; it mainly uses XML format, also it can 
work with JavaScript Object Notation (JSON) for-
mat [22]. The HL7 FHIR calls resources to docu-
ments and messages; HL7 FHIR also works on 
mobile phone apps, cloud communications, EHR-
based data sharing, among other[22]. Both HL7 
CDA and HL7 FHIR are based in a model stead of 
archetype based standards[24].

openEHR
openEHR Foundation has published abstract specifi-

cations using Unified Modeling Language (UML) nota-
tion and formal textual class specifications for the 
Reference Model (RM), the Service Model (SM) and 
Archetype Model (AM)[25] to ensure that components 
(as documents in HL7) and systems achieve semantic 
reasoning and validation in health information[26, 21].
Following is a brief description of openEHR specifica-
tions[26]:

› openEHR RM guarantees that key attributes for 
information in health records (who, when and 
where) are already taken care of.

› openEHR AM defines models to describe the 
semantics of archetypes and templates including 
Archetype Definition Language (ADL).

› openEHR SM includes definitions of basic ser-
vices in the health information environment. 
These are centered on the EHR.
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ISO 13606
openEHR/ISO 13606, EN ISO 13606, EN13606 and EN/

ISO 13606 are some of the names to make reference to 
ISO 13606 standard[27, 24, 28, 12]. The standard was devel-
oped by the European Committee for Standardization 
(CEN), based on openEHR specification to achieve 
semantic interoperability among heterogeneous sys-
tems of EHRs[12, 27].

Below we present a brief description of the ISO 13606 
standard (Health informatics Electronic health record 
communication) parts:

› ISO 13606 Reference model (year of release 2008): 
the openEHR RM is considered a super-set of ISO 
13606 Reference model[28]. ISO 13606 Reference 
model defines the general characteristics of an 
EHR[12], named by ISO standards, as ISO 13606-1[29].

› ISO 13606 Archetype interchange specification 
(year of release 2008): this archetype specifica-
tion was derived of openEHR AM [26, 28] also 
known as ISO 13606-2[30], where it includes the 
information’s architecture[12] and the ADL adop-
tion[24].

› ISO 13606 Reference archetypes and term lists 
(year of release 2009): provides specification of 
archetype repositories and vocabularies for other 
parts of the standard[12], denominated as ISO 
13606-3[31].

› ISO 13606 Security (year release 2009): deals with 
security requirements into EHR communications 

[12], named as ISO 13606-4[32].

› ISO 13606 Interface specification (year of release 
2010): specifies the information architecture to 
enable the communication of EHR data, deals 
with message and service interfaces[12], desig-
nated as ISO 13606-5[33].

Both openEHR and EN ISO 13606 are archetype-na-
tive[24], since archetypes are considered a tool to gather 
professional consensus on how the clinical data must 
be represented in a consistent manner, and they are 
indispensable to achieve interoperable EHR[27].

openEHR and EN ISO 13606 propose a two-level mod-
eling paradigm to represent EHR contents composed 
by RM and AM, denominated dual-model[27]. Where 
RM makes reference to the ISO 13606-1 and openEHR 
RM. The AM makes reference to openEHR AM and ISO 
13606-2, where there are no differences related to each 
other because they are identical[28]. Dual-model aims 
to achieve semantic interoperability.

In 2012, the Semantic Interoperability in Standardized 
Electronic Health Record Databases[34] announced that 
HL7 was in the process of adopting the dual-model 
approach, and also disclosed that openEHR was trying to 
improve its ability to accommodate data in CDA form, 
making reference with CDA to the HL7 V3 CDA Release 2.

Digital Imaging and Communications
in Medicine (DICOM)

DICOM, is one of the most widely deployed health-
care messaging standards for medical images (ISO 
12052). DICOM is implemented in radiology, cardiol-
ogy imaging, and radiotherapy devices, and its imple-
mentation is increasing in devices from other medical 
domains[35]. HL7 standards’ family and DICOM work 
closely, and both are promoted by the Integrating the 
Healthcare Enterprise (IHE) association[36].

Constructs seen in the DICOM data model are based 
in two ideas; they are object classes and service 
classes. In the first one, data as a patient’s demograph-
ics, the image data itself, among other data are repre-
sented within an informational object class. The sec-
ond refers to a process where the data is generated, 
operated, or communicated; as storage, querying, 
retrieval, and printing of image services[7].
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Terminologies and
controlled vocabularies

To understand the information around an EHR in the 
same manner, it is not only necessary to have interop-
erability standards, it is also necessary to use medical 
terminologies and controlled vocabulary. In fact HL7 
standards’ family use SNOMED-CT, LOINC and ICDx 
(where x can be version 9 or 10) as tools to achieve 
semantic interoperability[23, 22]. Also openEHR archi-
tecture is designed to use the same health terminolo-
gies[26].

A summary of terminologies and controlled vocabu-
laries in medical environment will be described in the 
next subsections:

The Systematized Nomenclature of
Medicine-Clinical Terms (SNOMED-CT)

SNOMED-CT is the most comprehensive and precise 
clinical health terminology in the world[37]. It is devel-
oped, owned and distributed by the International 
Health Terminology Standards Development 
Organization (IHTSDO)[12]. The SNOMED-CT terminol-
ogy handles a wide range of biomedical domains 
allowing a proper integration with the EHR informa-
tion system[27]. The SNOMED-CT Components are[37]:

› Concepts: they represent clinical ideas.

› Descriptions: they link human readable terms to 
concepts. A concept can have several associated 
descriptions, where every description represents 
a synonym that describes the same clinical idea.

› Relationships: link each concept to other concepts 
that have a related meaning.

In 2008, SNOMED-CT release had 311,000 active con-
cepts. The number of concepts continues growing[37], 
where every concept has a unique identifier that has 
been assigned [23], which is designated as ConceptID.

SNOMED-CT was developed around a model of ill-
nesses[23]; it provides explicit links to health related 
classifications and coding schemes as ICD-9 and ICD-
10[37]. The International Classification of Diseases (ICD) 
is defined by the World Health Organization (WHO) as 
the standard diagnostic tool for epidemiology, health 
management, and clinical purposes, including the 
analysis of the general health situation of population 
groups.

Logical Observation Identifiers
Names and Codes (LOINC)

LOINC was launched in 1994 by the researcher Clem 
McDonald from the Regenstrief Institute. Regenstrief 
organized the LOINC committee to develop LOINC. 
This is a common language for clinical and laboratory 
observations that enables the exchange of clinical 
results, outcome management and research[38].

LOINC clinical observation names are derived using 
six major axes[39], as follows[38]:

› The component/analyte, which consists of three 
sub-componentes: a) principal name, b) challenge 
of provocation, and c) any standardization or 
adjustment.

› Property measured: What is measure and its type.

› Timing: interval time of measured items.

› System, consists of two sub-parts: a) names the 
system , b) names a sub-part of the sample (not 
the patients).

› Scale: Specifies the scale of the measure, divided 
in four types: a) quantitative (Qn), b) ordinal 
(Ord), c) nominal (Nom), and d) narrative (Nar).

› Method: Specifies the type of method used to 
perform the test.
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RxNorm
National Library of Medicine (NLM) created the RxNorm 
(the abbreviation of prescription is Rx). This is a standard-
ized nomenclature for clinical drugs, that has been desig-
nated for use in the U.S. federal government systems, for 
the exchange of electronic clinical health information, 
across messages exchanged between systems that use 
different vocabularies[40]. The RxNorm is based on a 
model developed by NLM together with HL7, and the 
Veterans Administration (VA). This model establishes 
what the physician is going to prescribe, as well as the 
type of prescription that will be received by the phar-
macy. Eventually RxNorm will cover all prescription 
medications approved for use in the United States[40].

The relationship of HL7
with HIS’ sub-domains, terminologies

and controlled vocabularies
Our findings show that: HL7 standards’ family is con-

sidered the major EHR standards, because this family 
is more widely used in healthcare to resolve interoper-
ability challenges[12, 21]; it is also one of the most adapt-

able standards family in the field of healthcare[6], in 
Figure 2, we propose the relationship of HL7 stan-
dards’ family with HIS’ sub-domains.

A HIS based on HL7 standard needs to generate mes-
sages for its sub-domains, they should include LOINC 
codes for an easy integration in clinical and research 
repositories[39]. One example of HL7 message is in the 
area of radiology, when it is necessary to obtain a type 
of imaging study from RIS to PACS[7] using DICOM to 
retrieve radiology reports[41].

Regarding PHRS, it can use HL7 PHR-S FM to create 
and manage PHRs, given that the PHR information is 
expected to be sent, received, or exchanged from mul-
tiple systems[16].

The records generated by LIS, RIS, PACS and PHRS are 
the data source for EHR Systems[7, 42] as shown in Fig. 2. 
Through EHR Systems, the above mentioned records are 
stored in EHRs, and then they are managed to achieve 
internal or external interoperability among HIS.

FIGURE 2: Sequence diagram HL7.
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DISCUSSION
Varied tools to achieve interoperability are used 

worldwide. It was found that different standards may 
be used in the same continent; an example of that are 
two European projects, where one of them describes 
using the HL7 standards’ family in Portugal[21], while 
Sweden proposed a solution under the openEHR stan-
dard[28]. This is due because each country may impose 
or suggest using specific interoperability standards to 
achieve exchange of clinical data among institutions. 
This scenario generates interoperability problems in 
systems using different types of standards.

In Mexico’s case, the HL7 standards’ family is consid-
ered as the most common and flexible in the field of 
healthcare[6, 21]. Its use was established since project 
PROY-NOM-024-SSA3-2007[43] over the “Norma Oficial 
Mexicana” (NOM), where HL7 V3 and HL7 V3 CDA 
standards were included in guides and formats for the 
exchange of health information.

During a second phase and with the purpose of con-
solidating the use of standards, NOM-024-SSA3-2010 
was issued[43], which is one of the most commonly 
used nowadays. The last version of this NOM was 
NOM-024-SSA3-298-2012[43]. Nevertheless, the nor-
malized use of standards has been modified with 
time; in item a), section 3.2.1 of NOM-024-SSA3-2010, 
its use is defined by the word “must”, within the fol-
lowing paragraph: . . . “Must use HL7 (Versión México) 
V.3.0 for interoperability purposes”[43]. However, when 
NOM-024-SSA3-2012 was issued, in subsection 6.1.3.1, 
the word “must”was substituted by: “the standards 
may be taken in consideration”, within the paragraph 
“Based on the extent of information exchange, the 
following standards may be taken in consideration: 
HL7 CDA, HL7 V3, XML and/or the proven standard 
determined by the Department...”[43]; leaving an option 
for developers and software users that manage clinical 
files to invest and participate in resolving interopera-
bility problems, as is done in developed countries, 

while taking advantage of government actions to 
achieve this, and thus avoiding information systems 
to become isolated. Derived from the revision to NOM-
024-SSA3-2010 and to NOM-024-SSA3-2012[43], certain 
incongruences were observed, such as the proposal to 
use “HL7 (Versión México) V.3.0..or “HL7 (Capítulo 
México) V.3.0.” since no standards identified by that 
name were found, nor with an adaptation for Mexico. 
Engineer Adrián Pacheco López, Director of Telesalud 
of Centro Nacional de Excelencia Tecnológica en Salud 
(CENETEC-Salud), explained that that was a transcrip-
tion error and that, for Mexico’s situation, its chapter 
has been closed since 2013.

Taking in consideration the current international sta-
tus of using standards and the need for integration of 
developed systems to be used in Mexico, it is import-
ant to adopt intelligent algorithms supporting manag-
ing of large data volumes and diversity of standards, 
terminologies and controlled vocabularies to convert 
EHR systems in intelligent entities capable of deciding 
on documents received.

Up to this point, two problems affecting interopera-
bility have been described: a) varied standards, and b) 
legislation lacking clear guidelines to define the use of 
standards; a third one is related to the technological 
basis used to store data and communications contrib-
uting to a free flow of large data volumes. These issues 
require collective responsibility to adopt normativity 
in the use of standards that goes beyond a simple sug-
gestion, such as is presented in NOM-024-SSA3-2012.

CONCLUSIONS AND FUTURE WORK
The most relevant interoperability standards, con-

trolled vocabularies and terminologies are described in 
this paper, in order to provide syntactic and semantic 
interoperability to EHR systems; with the understand-
ing that it is important to first solve syntactic interop-
erability and then semantic interoperability. The type 
of semantic interoperability is very sensitive in all 
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areas of applicability, but even more so in a health envi-
ronment; so it is vitally important to properly use 
interoperability tools. Further research is needed on 
this topic in order to learn how these tools work, either 
together or combined. In conclusion, and in order to 
achieve an interoperability environment, it is first nec-
essary to solve the following: a) ethical, political and 
legal issues surrounding an HIS; b) issues that limit the 
adoption of different interoperability standards, termi-
nologies and controlled vocabularies, and c) matters 
limiting the adoption of intelligent algorithms to man-

age data volumes, as well as standards for interopera-
bility, terminologies and controlled vocabularies.
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Power analysis of the basilar membrane in the cochlea
by mechanical resonance

Análisis de potencia de la membrana basilar en la cóclea por resonancia mecánica

M. Jiménez-Hernández
Escuela Superior de Ingeniería Mecánica y Eléctrica, Instituto Politécnico Nacional, Ciudad de México, México.

ABSTRACT
This paper presents the power analysis to the mechanical model of the basilar membrane in the cochlea as a system 
of forced damped harmonic oscillators without lateral coupling proposed by Lesser and Berkeley. The Lagrange’s 
equation for dissipative mechanical systems and the energy method are used to obtain the general equation of 
the system. Next a solution by complex exponential is proposed using the resonance analysis considering only 
excitations of pure tones to obtain the equation of displacement, and with its derived the equation of velocity. The 
power in the system is the multiplication between the equations of the velocity and the excitation force. Finally the 
equation of the average power in the system is obtained. This new solution has the advantage of determining the 
relationship between the excitation frequency of the system and the position along the basilar membrane where 
the average power is maximum. This implies that the distance where there is maximum transfer of energy between 
the wave propagating in the perilymph and the mechanical displacement of the basilar membrane on the hair cells 
in the organ of Corti is known. The power analysis is successfully compared with the two-dimensional model of 
the cochlea developed by Neely using finite differences and with the experimental results of Békésy. In both ex-
periments are used the same mechanical parameters of the basilar membrane and the same set of frequencies of 
evaluation proposed in the original papers in order to compare the different methodologies.

KEYWORDS: Cochlea, basilar membrane, mechanical resonance, power.
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RESUMEN
En este artículo se presenta el análisis de potencia del modelo mecánico de la membrana basilar en la cóclea como 
un sistema de osciladores armónicos forzados amortiguados sin acoplamiento lateral propuesto por Lesser y Ber-
keley. Se usa la ecuación de Lagrange para sistemas mecánicos disipativos y el método de energías para obtener 
la ecuación general del sistema. A continuación se propone su solución en forma exponencial compleja usando el 
análisis por resonancia considerando únicamente excitaciones de tonos puros obteniendo la ecuación del desplaza-
miento, y a partir de su derivada la ecuación de la velocidad. Posteriormente se determina la ecuación de potencia 
mediante el producto entre las ecuaciones de la velocidad y la fuerza de excitación. Por último se obtiene la ecua-
ción de la potencia promedio en el sistema. Esta nueva solución tiene la ventaja de determinar la relación entre la 
frecuencia de excitación del sistema y la posición a lo largo de la membrana basilar donde la potencia promedio es 
máxima, con lo cual se conoce la distancia donde se genera la máxima transferencia de energía entre la onda que se 
propaga en la perilinfa y el desplazamiento mecánico de la membrana basilar sobre los cilios en el órgano de Corti. 
El análisis de potencia se compara satisfactoriamente con el modelo en dos dimensiones por diferencias finitas de la 
cóclea desarrollado por Neely y con los resultados experimentales obtenidos por Békésy. En ambos experimentos se 
usan los mismos parámetros mecánicos de la membrana basilar y el mismo conjunto de frecuencias de evaluación 
propuestos en los trabajos originales con el objetivo de comparar las diferentes metodologías.

PALABRAS CLAVE: Cóclea, membrana basilar, resonancia mécanica, potencia.
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INTRODUCTION
This paper presents the power analysis for the two-di-

mensional model of the basilar membrane as a set of 
forced damped harmonic oscillators without lateral cou-
pling proposed by Lesser and Berkeley, the objective is to 
determine the relationship between the excitation fre-
quency and the position along of the basilar membrane 
where the maximum average power occurs. This model 
has the advantage over the previous models of to obtain 
the distance where there is maximum energy transfer 
between the basilar membrane and the organ of Corti, 
which is necessary for the activation of the hair cells.

The two-dimensional models of the mechanical tun-
ing of the basilar membrane in the cochlea have been 
proposed considering the perilymph as an incom-
pressible fluid and the basilar membrane as a forced 
oscillator damped without coupling along the length 
of the membrane. The most representative models 
were developed by Peterson and Bogert[1], Ranke[2], 
Fletcher[3], Zwislocki[4], Lesser and Berkeley[5] and 
Siebert[6], the contribution of these models is to deter-
mine the physical propagation of the wave on the bas-
ilar membrane by short-wave and Long-Wave approxi-
mations. In these models are proposed parameters of 
mass, elasticity and damping that representing the 
mechanical behavior of amplitude and phase in the 
wave on the basilar membrane in the same way that 
the observations reported by Békésy [7].

However these models have disadvantages to repre-
sent the behavior of the membrane for the high fre-
quencies near to the apex and for the low frequencies 
near to the helicotrema. The later models consider the 
basilar membrane as an elastic plate, the viscosity of 
the perilymph and the geometry of the membrane, 
being the most representative developed by Steele [8], 
Inselberg and Chadwick[9], Chadwick, Inselberg and 
Johnson[10], Chadwick[11] and Holmes[12, 13, 14], with 
which were developed the Shallow-Water and Deep-
Water approximations.

Numerical solutions for the two-dimensional models 
of the cochlea have been developed by Lesser and 
Berkeley using Fourier series[5] and by Allen from the 
Green’s function[15]. Later Allen and Shondi consider a 
recursive algorithm to solve the model in the time 
domain[16]. Steele and Taber proposed a solution using 
the finite difference method[17, 18]. Viergever use the 
Laplace equation in three dimensions to model the 
behavior of the basilar membrane[19] and Neely uses 
the finite difference method to discretize the Laplace 
equation[20, 21]. Subsequently Neely made a mathemati-
cal model of the cochlea considering its macrome-
chanics and micromechanics[22], in a later work Neely 
proposed a model for the motility of the outer hair 
cells in the tunning of the basilar membrane[23]. 
Compilations of the two-dimensional models of the 
cochlea have been prepared by Dallos et al.[24], Dallos, 
Popper and Fay[25] Keener and Sneyd[26] and Duifhuis[27]. 
Applications of these models to disorders of hearing 
have been published by Berlin and Bobbin[28, 29].

Certainly of all two-dimensional models that have 
been developed one of the best approaches to the mac-
ro-mechanical response of the cochlea has been devel-
oped by Lesser and Berkeley, which considers the 
variation of dimensions in the basilar membrane along 
of the scale vestibuli and the scala tympani, also mod-
els the opening of the helicotrema and proposes 
mechanical parameters for the impedance of the basi-
lar membrane that provides a similar response to the 
observations of Békésy. The best analytical solution 
for this type of models has been developed by Neely, 
in which the mechanical parameters of admittance for 
the basilar membrane that are proposed improve the 
results of all observations in the experiments obtained 
previously of the mechanical behavior of the basilar 
membrane, being until today one of the best model in 
two-dimensions for the cochlear mechanics. Recently, 
this methodology and their mechanical parameters 
has been employed in several works, Ramamoorthy, 
Deo and Grosh[30] made an electric mechanical model 
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of the cochlea response. Liu and Neely[31] consider the 
nonlinear effects in the mechanoelectrical transduc-
tion of the outer hair cells. Elliot, Lineton and Ni[32] 

studied the fluid coupling in the cochlear mechanics, 
a more comprehensive study of this methodology was 
developed by Ni[33]. Jiménez employment the reso-
nance analysis[34, 35] to solve these types of models. 
Elliot, Ni, Mace and Lineton[36] developed a finite ele-
ment analysis of the passive cochlea. Cormack, Liu, 
Nam and Gracewski[37] model the fluid coupling of the 
behavior between the basilar membrane and the tecto-
rial membrane and Jiménez used the Lagrange’s equa-
tion[38] to determine the coupling between the macro-
mechanics of the cochlea and the micromechanics in 
the organ of Corti.

In the analysis of power proposed first is obtained the 
general equation of the system using the Lagrange’s 
equation for dissipative systems. Next the resonance 
analysis is used to obtain the equation of displacement 
of the system and from its derivative the equation of 
the velocity. The power in the system is the product of 
the equations of the velocity and the excitation force. 
Finally as in this analysis the excitation force is a 
cosine function the average power is considered.

For the evaluation of the power analysis, the value of 
the magnitude of the force is normalized and the same 
set of frequencies reported in the original papers are 
considered, in order to compare the results between 
the different methodologies. In the first experiment 
the mechanical parameters of admittance for the 
two-dimensional model of the cochlea developed by 
Neely are used to compare the power analysis with the 
method of finite differences applied to the Laplace 
equation. In a second experiment are used the values 
of the mechanical parameters of impedance along of 
the basilar membrane developed by Lesser and 
Berkeley to compare the results of the power analysis 
with the experimental measurements of Békésy, 
obtaining satisfactory results in both experiments. 

The advantage of this methodology respect to the last 
developed models of coupling fluid of Elliot et al.[32, 36], 
Ni[33] and Cormack et al.[38] is determining the relation-
ship between the excitation frequency of the system 
and the distance along of the basilar membrane con-
sidering only their mechanical characteristics of mass, 
stiffness and damping. In contrast the other method-
ologies required to determine the position where the 
wave that is propagated in the perilymph has a maxi-
mum value, also the power analysis modeling the 
response of the cochlear mechanics without consider-
ing the mechanical behavior of the organ of Corti, 
which is corroborated by the results obtained in the 
developed experiments.

Two-dimensional model of the cochlea
The cochlea is the element of the inner ear that identi-
fies the frequencies that constitute a sound, it has spiral 
geometry and is divided longitudinally into three com-
partments: the scala vestibuli, the scala tympani and 
the scala media. The scala vestibuli and the scala tym-
pani are filled with a fluid called perilymph and the 
scala media is filled with a fluid of high concentration 
in potassium and low in sodium called endolymph. The 
scala vestibuli and the scala media are separated by the 
Reissner’s membrane and the scala media and the scala 
tympani are separated by the basilar membrane[26]. 

The stapes located at the base of the cochlea transmits 
the vibrations from the middle ear to the scala vestibuli 
through the oval window, the resulting waves are 
propagated in the perilymph along of the scala ves-
tibuli and create complementary waves in the basilar 
membrane and the scala tympani.

At the end of the cochlea or apex there is an opening 
called helicotrema that allows leveling the pressures 
between the two compartments, as the perilymph is an 
incompressible fluid exists a complementary structure 
to the oval window in the scala tympani called the 
round window[39]. 
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The transduction of the sound wave into electrical 
signals occurs in the hair cells which are placed in the 
organ of Corti on the basilar membrane, when the 
waves are propagated in the perilymph the basilar 
membrane generates a force on them causing a change 
in the electrical potential which is transmitted to the 
brain by the auditory nerve[7].

The mechanical characteristics of the cochlea have 
been modeled in two-dimensional by Lesser and 
Berkeley. Their model considers to the perilymph as an 
incompressible fluid with a fixed volume and that only 
can be moved inside due to the excitations transmit-
ted by the oval window into the scala vestibuli. This 
has the advantage of generalizing the behavior of the 
cochlea in two rectangular compartments which rep-
resent to the scala vestibuli and the scala tympani 
separated by the basilar membrane. If the fluid φ is 
irrotational, the density ρ always is constant and the 
pressure p is normalized then is possible to eliminate 
the nonlinear terms when the amplitudes are small, 
obtaining the following two conditions

If two compartments are considered, there are two 
copies of the equations which model the mechanical 
behavior of the cochlea.

Lesser and Berkeley proposed that each point of the 
basilar membrane is modeled as a simple forced 
damped harmonic oscillator with mass m(x), damping 
c(x) and stiffness k(x) that vary along of the length on 

The mechanical parameters of the basilar membrane 
proposed by Lesser and Berkeley are shown in the 
Table 1.

The numerical solution developed by Nelly to the 
model of cochlear mechanics of Lesser and Berkeley 
proposes that the cochlea is a rectangular region of 
length L from the base to the apex and width 2H, this 
is filled with an incompressible fluid similar to the 
perilymph and divided into two symmetrical com-
partments, which are separated by an elastic partition 
of similar characteristics to the basilar membrane. The 
first compartment represents the scale vestibuli and is 
limited to the outside by the stapes, the upper wall and 
the helicotrema, the second represents the scala tym-
pani and is limited to the outside by the round win-
dow, the lower wall and also by the helicotrema. The 
movement of the stapes sets in motion to the peri-
lymph and causes deformation in the basilar mem-
brane, the Figure 1 shows the original two-dimen-
sional model of the cochlea proposed by Neely[20].

TABLE 1. Cochlear parameters by Lesser and Berkeley.

(1)

(2)

(3)

(4)

the basilar membrane and that the displacement η of 
the membrane is a function of the position and the 
time specified by

(5)
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FIGURE 1. Two dimensional model of the cochlea.

Therefore the fluid is the only means of propagation 
of the longitudinal wave, when there is a sinusoidal 
excitation the pressure in the fluid Pd(x, y) is the differ-
ence between the pressure in the scala tympani Pst(x, 
y) and the pressure in the scala vestibuli Psv(x, y) which 
is given by the following expression

The force generated by the movement of the basilar 
membrane in the axis y within the interval 0 < x < L is 
due to the acceleration ab(x) of the mass of fluid, if the 
density ρ is known then the boundary condition is

This acceleration of the basilar membrane ab is then a 
function of the pressure difference and the admit-
tance Y (x) of the form

The movement of the basilar membrane is always 
considered linear and without longitudinal coupling, 
their mechanical properties are represented by an 
admittance function Y (x) that depends of the physical 
characteristics along of their length of mass m(x), stiff-
ness k(x) and damping c(x) of the form

(6)

(7)

(8)

(9)
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And therefore the impedance Z(x) along the basilar 
membrane is the inverse of the admittance Y (x), 
which is given by

In the Table 2 are shown the parameters of admit-
tance of the basilar membrane as a function of the 
distance from the stapes proposed by Neely.

TABLE 2. Cochlear parameters by Neely.

The objective of this research is to determine the rela-
tionship between the excitation frequency and the 
distance along of the basilar membrane where the 
average power is maximum. This establishes the con-
dition of maximum mechanical energy transfer 
between the basilar membrane and the organ of Corti 
necessary for the activation of the hair cells. The equa-
tion of power in the system is the product of the equa-
tion that modeling the velocity and the equation of the 
excitation force, in order to determine the equation of 
velocity first is necessary to know the equation of dis-
placement as a function of impedance.

The general equation of the system is obtained using 
the Lagrange’s equation for dissipative mechanical 
systems, if a solution for complex exponential is pro-
posed then the equation of displacement in relation to 
the impedance is determined, the term of amplitude 
in the real part of the resulting equation is the ampli-
tude of resonance. Considering the kinetic energy KE, 
the potential energy P E and the dissipation energy DE, 

the Lagrange’s equation for modeling the displace-
ment x of the basilar membrane is

The equations of kinetic energy, potential energy and 
dissipation energy for the model of the basilar mem-
brane as a forced damped harmonic oscillator pro-
posed by Lesser and Berkeley are given by

(10)

Mechanical resonance
in the basilar membrane

(12)

(14)

(13)

(11)

Solving the terms of the Lagrange’s equation (11) from 
the equations of energies for the system implies that

(15)

(16)

(17)

(18)

The sum of the terms obtained provides the equation 
of motion for the model of the basilar membrane as a 
system of forced damped harmonic oscillators and if it 
is considered that the excitation force F in the stapes is 
defined by a cosine function of magnitude F0 and 
angular frequency ωf , then the equation of the system 
is given by

(19)
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To get the equation of displacement of the basilar 
membrane is proposed to provide solution to the gen-
eral equation (19) by the method of complex exponen-
tial, whereby the displacement ẋ, the velocity ẍ, the 
aceleration x and the force F are defined by

If in the equation of system 19 are replaced the com-
plex solutions, the term of displacement is reduced 
algebraically and the exponential terms are elimi-
nated, then the equation that defines the displace-
ment x of the basilar membrane is obtained.

The resulting equation is now in terms of the mechan-
ical impedance Z of the same shape as the model of 
Neely (10).

(20)

(21)

(23)

(22)

(24)

(25)

(26)

(27)

(28)

This equation (28) can be expressed as a phasor Z = 
|Z|ej Θ, if the angular frequency of excitation is expressed 
as ω = 2πf and there are considered the mechanical 
parameters of mass m(x), damping c(x) and stiffness 
k(x) along of the basilar membrane. Then the terms of 
magnitude and phase are defined by

(29)

(30)

And therefore the equation of the displacement of the 
basilar membrane can be expressed in the form

(31)

(32)

Using the Euler’s identity an expression in terms of 
functions trigonometric is obtained.

(33)

The real part of the equation (33) represents the phys-
ical displacement of the basilar membrane.

(34)

If the magnitude of impedance is expressed in the 
terms of mass m(x), damping c(x), stiffness k(x) and 
angular excitation frequency ωf = 2πf, the amplitude of 
displacement Ax is given by

(35)
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To obtain the equation of the velocity is necessary to 
derive the equation of displacement (34), having the 
following

Again if the angular frequency and the mechanical 
parameters are replaced in the equation (36), the ampli-
tude of the velocity Av is

(36)

(37)

The equation of velocity that models the behavior of 
the basilar membrane indicates that for each exitacion 
frequency corresponds a distance along of the mem-
brane where the amplitude has a maximum value and 
therefore the kinetic energy is also maxima.

If the power in the system is known also it is possible 
to determine the position on the membrane where 
there is maximum energy transfer, which allows the 
activation of the hair cells in the organ of Corti. 

The power p in the model of the basilar membrane is 
defined as the multiplication of the equation of the 
velocity v (36) and the equation that defines the exci-
tation force F given by

(38)

Physical model of power

If the equation (38) is rearranged algebraically con-
sidering trigonometric identities the following equa-
tion is obtained

(39)

As the excitation force on the basilar membrane is a 
cosine function it is necessary to consider the average 
power P , which is defined as

(40)

Substituting in this equation the expression for the 
power p (39), the resulting integral is

(41)

The integration of the terms is zero and therefore the 
average power on the basilar membrane is given only 
by the first term.

(42)

This equation can be expressed in terms of the angu-
lar frequency ω = 2πf and the mechanical parameters 
of impedance of mass m(x), damping c(x), and stiffness 
k(x) as

(43)
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EXPERIMENTS AND RESULTS

The power analysis is compared with the results 
obtained from the finite difference method applied to 
the Laplace equation developed by Neely and the 
experimental measurements of Békesy, in all the 
experiments are considered the same set of frequen-
cies described in the original papers in order to com-
pare the results obtained with both methodologies. 
The first experiment is to determine the position along 
of the basilar membrane using the parameters of Neely 
where the amplitude of the equation of displacement 
using mechanical resonance and the amplitude of the 
equation of power average are maximal.

If it is considered that the magnitude of the excitation 
force F0 in the stapes is normalized the equation (35) 
determines the frequency value of mechanical reso-
nance where is the maximum amplitude for a speci-
fied distance of evaluation. The Figure 2 shows the 
results obtained for the same set of frequencies 
reported by Neely in his paper of 400Hz, 570Hz, 
800Hz, 1130Hz, 1600Hz, 2260Hz, 3200 Hz, 4520Hz, 
6390Hz and 9040Hz. In the axis y are the values of the 
amplitudes Ax(f, x) referenced to 1000nm in decibels 
and in axis x are the values of the excitation frequen-
cies f in Hertz.

FIGURE 2. Amplitude of displacement as a function of frequency (Neely parameters).
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The lower frequencies correspond to the position x 
along of the basilar membrane near to the helicotrema 
in the cochlea and the high frequencies are in the part 
adjacent to the oval window which is connected to the 
stapes, the results of this behavior are similar to the 
reported by Neely. The Figure 3 shows the results 
obtained using the power average analysis with the 
equation (43) for the same set of frequencies from the 
previous experiment. In the axis y are the averages 
power p(f, x) on the basilar membrane in dyn − cm/s 
and in the axis x are the values of the excitation fre-
quencies f in Hertz. As it is shown in the Figure 3 the 
magnitude of the power average for these specific fre-

FIGURE 3. Power average as a function of frequency (Neely parameters).

quencies has a constant value for each excitation fre-
quency, which validates that the power exerted on 
each section of the basilar membrane is always the 
same. This condition also means that the kinetic 
energy is always constant, therefore this value is the 
energy necessary for the maximum mechanical energy 
transfer between the basilar membrane and the organ 
of Corti to activate the hair cells. The Table 3 presents 
the comparison between the results of the relation-
ship frequency-distance for the function of admit-
tance in the finite difference method developed by 
Neely and the methods of power analysis and mechan-
ical resonance.
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In the results shown in the Table 3 can be seen that 
the distances obtained using the power analysis repre-
sent the physical behavior of the basilar membrane in 
the same way that the finite difference method devel-
oped by Neely, therefore the proposed methodology is 
validated. In a second experiment are compared the 
methods of average power and mechanical resonance 
using the mechanical parameters of Lesser and 

TABLE 3. Power Analysis vs. Finite Difference.

The Figure 4 shows the behavior of the function 
between the amplitude and frequency for the dis-
tances evaluated, this is similar to the results of the 
experimental measurements reported by Békésy. It is 
also possible to observe that the amplitude of the wave 
is close to helicotrema for low frequencies and is close 
to apex for high frequencies being this consistent with 
the place theory of hearing. An interesting aspect of 
the graphics obtained is that shows the difference of 

Berkeley with the experimental results of Békésy. The 
Figure 4 shows the results of the mechanical reso-
nance for the frequencies reported in the works of 
Békésy of 200Hz, 400Hz, 800Hz, 1600Hz and 2800Hz , 
again similar to the first experiment in the axis y are 
the values of the amplitudes Ax(f, x) referenced to 
1000nm in decibels and in the axis x are the values of 
the excitation frequencies f in Hertz.

behavior between a model that uses variable damping 
proposed by Lesser and Berkeley respect to a model 
with constant damping developed by Neely. In the 
Figure 5 are presented the results of the power analy-
sis for the same set of frequencies reported previously, 
and again similar to the graphs of the Figure 3 in the 
axis y are the average powers p(f, x) on the basilar 
membrane in dyn − cm/s and in the axis x are the val-
ues of the excitation frequencies f in Hertz.
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FIGURE 5. Power average as a function of frequency (Lesser and Berkeley parameters).

FIGURE 4. Displacement as a function of frequency (Lesser and Berkeley parameters).
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The power analysis developed has the advantage over 
the previous models in two-dimensions of the cochlea 
of determining the relationship between the excitation 
frequency and the distance along of the basilar mem-
brane where the average power is maximal. This dis-
tance represents the position where there is maximum 
transfer of mechanical energy between the basilar 
membrane and the organ of Corti necessary for the 
activation of the hair cells. The expression obtained for 
the average power depends only of the mechanical 
parameters of the basilar membrane of mass, damping, 
stiffness and the values of magnitude and frequency of 
the excitation force in the system.

The results in the graphics of the relationship between 
the amplitude of resonance and the excitation fre-
quency (Figure 2, Figure 4) and the relationship 
between the average power and the excitation fre-
quency (Figure 3, Figure 5), are fully consistent with 
those reported in the original works of Neely using the 

finite difference method (Table 3) and with the experi-
mental measurements of Bekesy (Table 4). In both 
experiments the same set of frequencies of evaluation 
and the same mechanical parameters of the basilar 
membrane reported in the original papers were used in 
order to compare the results between the different 
methodologies, obtaining satisfactory results.

In the Figure 3 can be seen an interesting result of this 
research, this shows that the value obtained of average 
power for each relationship between the excitation fre-
quency and the distance along the basilar membrane is 
always constant. This validates that each position 
along of the basilar membrane is always excited with 
the same kinetic energy being this value the necessary 
for the activation of the hair cells. In contrast the 
Figure 5 shows the effects of attenuation in the ampli-
tude of the average power when the mechanical param-
eter of damping is variable and therefore the kinetic 
energy along of the basilar membrane is not constant.

CONCLUSIONS

TABLE 4. Power Analysis vs. Experiments of Békésy.

The Figure 5 shows that the amplitudes of the average 
powers are not constant when is considering a variable 
damping as a function of distance. The Table 4 presents 
the comparison between the results obtained using the 

average power and the mechanical resonance using the 
parameters of Lesser and Berkeley with the relation 
frequency distance in the cochlea determined with 
experimental measurements by Békésy.
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RESUMEN
En este trabajo se presenta, la caracterización mediante las técnica de Infrarrojo, Microscopía de Fuerza Atómica, 
Microscopía Electrónica de Barrido y ángulo de contacto de los recubrimientos poliméricos de la mezcla binaria 
de policaprolactona-quitosano y su modificación tras la adición de colágeno que fueron depositados mediante la 
técnica de Dip Coating sobre la aleación de Ti6Al4V; además, se evaluó mediante la técnica de Espectroscopía de 
Impedancia Electroquímica la aleación Ti6Al4V recubierta por las mezclas de polímeros a cero días de inmersión en 
Fluido Corporal Simulado y la capacidad de adsorción de calcio a 21 días de inmersión. De esta manera, se encontra-
ron efectos representativos sobre el papel del colágeno para el aumento de la rugosidad superficial, mayores valores 
en la resistencia a la polarización del Ti6Al4V, mejor comportamiento en los parámetros de energía libre, adsorción 
atómica de calcio y la consolidación de una nueva interfase asociada a la monocapa de calcio simulada mediante 
circuitos equivalentes y observada por Microscopía Electrónica de Barrido.

PALABRAS CLAVE: Ti6Al4V, policaprolactona, quitosano, colágeno, adsorción de calcio.
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ABSTRACT
This paper presents the characterization by the infrared technique, atomic force microscopy, scanning electron 
microscopy and contact angle of the polymer coatings of the binary mixture of polycaprolactone-chitosan and its 
modification after addition of collagen were deposited by the technique of Dip Coating on Ti6Al4V alloy; also by the 
technique of Electrochemical Impedance Spectroscopy were evaluated the Ti6Al4V alloy coated by polymer blends 
zero days immersion in Simulate Bode Fluid and of adsorptivity calcium to 21 days immersion. Thus, representa-
tive effects on the role of collagen to increase the surface roughness, higher values   in the polarization resistance 
of Ti6Al4V, better behavior parameters free energy, atomic adsorption of calcium and the consolidation of a found 
new interface associated with the monolayer calcium simulated by equivalent circuits and observed by Scanning 
Electron Microscopy.

KEYWORDS: Ti6Al4V, polycaprolactone, chitosan, collagen, calcium adsorption.
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INTRODUCCIÓN
Para la substitución  de tejidos duros es común la 

implementación de materiales de tipo metálico, como 
los aceros inoxidables, las aleaciones cromo-cobalto, el 
titanio y sus aleaciones como el Ti6Al4V[1]. De manera 
general, estos materiales presentan buenas propiedades 
mecánicas para requerimientos de tipo estructural y 
temporal que garantizan un buen proceso de regener-
ación, compatibilidad biológica con los tejidos, baja 
toxicidad y resistencia a la corrosión en ambientes hos-
tiles como el cuerpo humano, que puede llegar a debili-
tar el material o desprender productos de corrosión[2,3]. 

La aleación Ti6Al4V, ha resultado ser el biomaterial 
metálico más atractivo para aplicaciones biomédicas, 
sin embargo, su inercia química  lo hace carente de 
capacidad bioactiva,  por esa razón en los últimos años 
se ha tratado de mejorar  las características superficia-
les, como la topografía, composición química y energía 
superficial del sustrato, mediante diversas técnicas 
como el patronamiento, la litografía, la polimerización 
superficial, la electrodeposición localizada y los recu-
brimientos superficiales[1]. 

Por otra parte, los recubrimientos poliméricos de 
carácter protector surgen a partir de la expectativa de 
seguir mejorando las funciones, durabilidad, adec-
uada adherencia y velocidad de integración de los 
implantes con el tejido óseo, incluso de ser metabo-
lizado por el organismo en el caso de los polímeros 
biodegradables[2,3]. 

La policaprolactona ha sobresalido en  investiga-
ciones del área de los biomateriales y se ha promovido 
el mejoramiento de sus propiedades al combinarlas 
con otro tipo de biomateriales; además, el uso de 
polímeros naturales tales como la albúmina, gelatina, 
colágeno y quitosano han llamado la atención, pues la 
mezcla de dos o  más polímeros han permitido el 
desarrollo propiedades sobresalientes que un polímero 
individual no podría llegar a presentar. 

En consecuencia, los estudios referidos a la mezcla 
binaria de policaprolactona-quitosano indicaron un 
mejoramiento en la hidrofobicidad de la policaprolac-
tona (P) y las propiedades del quitosano (Q) relativas a 
la mecánica de compresión, la actividad celular y la 
rugosidad[4,5]; además, un mejoramiento en proceso de 
adsorción y precipitación de calcio en relaciones  50:50 
en peso de P:Q[6], convirtiéndose en una mezcla con un 
alto potencial para diversas aplicaciones de regener-
ación de tejidos.

Estudios previos han demostrado que la mezcla de 
policaprolactona-quitosano en relaciones 50:50 en 
peso, forma capas homogéneas y poco porosas que 
siguen la morfología del sustrato, actuando como inhi-
bidores de la corrosión[6], donde el quitosano aporta 
resistencia mecánica y rápida degradación[7], mientras 
la policaprolactona tiende a formar matriz extracelular, 
con velocidades de degradación un poco más lentas[8]. 

Hasta el momento la importancia de agregar colágeno 
se ha referido al favorecimiento de propiedades del 
quitosano como la adhesión celular, las característica 
de absorción de humedad e hinchamiento[9]; también, 
se tiene evidencia del efecto de colágeno a bajos con-
tenidos,  alrededor del 6% en peso o menos junto a la 
distribución aproximadamente equitativa de poli-
caprolactona y quitosano que tienden a regular de 
manera efectiva las tasas de degradación de conductos 
con los tres polímeros policaprolactona-quitosa-
no-colágeno[10]. 

Entonces, el interés por desarrollar recubrimientos de 
tipo poliméricos de policaprolactona-quitosano con 
adiciones de colágeno sobre la aleación Ti6Al4V  residió 
en que hasta el momento se cuentan con reducidos 
estudios de caracterización en aspectos como la mor-
fología, composición, comportamiento electroquímico 
y capacidad de adsorción de calcio sobre el Ti6Al4V 
modificado superficialmente.
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Teniendo en cuenta que la aplicación de los tratamientos 
alcalino-térmico al Ti6Al4V brinda excelentes beneficios 
en la rugosidad y activación superficial[11], se realizaron 
los respectivos tratamientos para posteriormente hacer la 
deposición de los recubrimientos poliméricos mediante 
la técnica de Dip Coating, siendo esta última una herra-
mienta de trabajo de gran simplicidad, asequible a la 
automatización y de práctico uso industrial que propor-
ciona espesores de  película controlados  por la viscosidad 
del revestimiento y la velocidad de retirada[12].

METODOLOGÍA

Reactivos y materiales
Se utilizan los siguientes reactivos: ácido acético gla-

cial al 100% (Marca Merck), hidróxido de sodio (Sigma 
Aldrich). Los polímeros policaprolactona, quitosano 
de conchas de camarón grado práctico y colágeno de 
piel de becerro Bornstein y Traub tipo I (Sigma Aldrich). 
Y los materiales como Discos de Ti6Al4V.

Preparación superficial del Ti6Al4V
Para el proceso de preparación superficial y limpieza, 

se implementaron los métodos señalados por la norma 
ASTM E3-11: primero el desbaste con papel de carburo 
de silicio número 120, 320, 400, 600, 1000 y 1500 en 
medio húmedo y posteriormente, el pulido en el paño 
con alúmina 3 μm durante 180 s a 15.71 rad/s rotando 
la probeta en sentido contrario al giro del disco para 
obtener una superficie con apariencia de espejo. 

Luego, con base a la norma ASTM E 407-E07 se pulió 
químicamente en solución (10% HF, 45% HNO3 y 45% 
agua desionizada) durante 10 segundos, se mantuvo 
en el baño ultrasónico con etanol y agua desionizada 
para finalmente secar con aire caliente.

Tratamiento alcalino y térmico
Las condiciones de aplicación para los tratamientos 

alcalino y térmico, se implementaron tras la revisión 
de investigaciones preliminares, en las cuales se esta-

blecieron las condiciones más favorables para la acti-
vación superficial referidas a tiempo, temperatura y 
concentración del medio, para el tratamiento alcalino 
y la temperatura de tratamiento térmico sobre el 
Ti6Al4V[13]. 

Por consiguiente, el tratamiento alcalino se realizó al 
Ti6Al4V en una solución al 5 molar de hidróxido de 
sodio durante 3 días a 353.15 K; seguidamente, los dis-
cos metálicos se lavaron con abundante agua destilada 
y se secaron a 313.15 K durante 20 h.  

También, se hizo el tratamiento térmico a 873.15 K 
durante 1 h para la conformación de la capa de hidro-
gel de Na2TiO3, en donde se implementó una veloci-
dad de calentamiento de 4.636 K/s y el enfriamiento 
lento en el horno hasta temperatura ambiente. 

Preparación de mezclas poliméricas
Se tomó como referencia la mezcla binaria de poli-

caprolactona-quitosano y se prepararon dos soluciones 
adiciones con variaciones de colágeno.

- Condición I: mezcla de policaprolactona/Quitosano 
(P/Q) al 50/50 peso/peso (p/p) y el 77% en volumen de 
ácido acético.

Para la condición II y III que corresponden a las mez-
clas de policaprolactona/ quitosano/ colágeno (P/Q/C), 
se parte del 86.66% en volumen del total de la solución 
correspondiente a la solución de (P/Q) (condición I), 
más el 13.33% en volumen restante correspondiente a 
una solución de colágeno que varía su concentración, 
tal como se videncia a continuación:

- Condición II: solución de colágeno al 0,2% peso/vol-
umen (p/v) en solución al 50/50 volumen/volumen 
(v/v) de agua/ácido acético.

- Condición III: solución de colágeno al 0,4% (p/v) en 
solución al 50/50 (v/v) de agua/ácido acético.
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FIGURA 1. Esquema para la preparación 
de la condición I.

FIGURA 2. Esquema para la preparación 
de la condición II y III.

Deposición de recubrimientos poliméricos
Mediante la técnica de Dip Coating se obtuvieron los 

respectivos recubrimientos para cada condición o tipo 
de mezcla polimérica; a una velocidad controlada de 
1mm/s (ascenso-descenso) y 20 segundos en estado 
inmerso entre cada una de las 5 capas depositadas 
sobre el Ti6Al4V previamente tratadas alcalina y tér-
micamente. Además, durante la deposición de cada 
capa polimérica, se secó secuencialmente durante 
1800 s a 313.15 K y 1800 s al aire para propiciar  la elim-
inación del solvente.

Caracterización de los minerales
Los equipos de Microscopía Electrónica de Barrido 
(SEM, por sus siglas en inglés) modelo Quanta 650 FEG 
y SEM Carl Zeizz EVO MA10, permitieron realizar el 
estudio morfológico del Ti6Al4V tratado alcalina y tér-
micamente, además de sus respectivas modificaciones 
superficiales tras la deposición de los diferentes recu-
brimientos poliméricos de las condiciones I, II y III. Las 
imágenes SEM se obtuvieron de manera inmediata a la 
fabricación de los recubrimientos y posteriormente a 
21 días de inmersión en Fluido Corporal Simulado 
(SBF, por sus siglas en inglés) (8.035 g de NaCl, 0.355 g 
de NaHCO3,  0.225 g de KCl, 0.231 g de K2HPO4·3H2O,  
0.311 g de MgCl2·6H2O, 39 mL de 1M-HCl, 0.292 g de 
CaCl2, 0.072 g de Na2SO4, 5.118 g de Tris, 0-5 mL de 1 M 
HCl) [14]. Las condiciones implementadas por los equi-
pos SEM corresponden a magnificaciones  de 5000X, 
presión de 70 Pa, 10.000 V, señal de electrones secund-
arios con un detector EDAX Apolo X (resolución 1.26 
eV Mn K α) para el análisis complementario de com-
posición química elemental por Espectroscopía de 
Energía Dispersiva (EDS, por sus siglas en inglés).

En la determinación de la topografía y los principales 
parámetros de rugosidad superficial se utilizó el 
equipo de Microscopía de Fuerza Atómica (AFM, por 
sus siglas en inglés) modelo Nx10 de Park Systems y el 
software de control ProScan 19 y el Software para el 
tratamiento de imagen XEI versión 1.8.2.

El espectrómetro 8400 Shimadzu se implementó para 
obtener los respectivos perfiles espectrales en un 
intervalo de 4000 cm-1 y 250 cm-1, para lo cual se reti-
raron y obtuvieron los polvos de los diferentes recu-
brimientos poliméricos.

El equipo de ángulo de contacto marca Dataphysics  
modelo OCA15 y el software SCA20 se utilizaron para 
determinar la tendencia a la mojabilidad como 
parámetro importante en los mecanismos de interac-
ción entre las fases sólida y líquida; bajo operación 
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automática se dejó caer una gota de volumen corre-
spondiente a 0.001 m3 de solución SBF  a una tempera-
tura de 3310.15 K, una velocidad de 0.005 m3/s sobre 
una superficie de 0.0003 m2, lo suficiente para per-
mitir la expansión de la gota; se promediaron los 
valores de los ángulos de contacto derecho e izquierdo.

Para la caracterización electroquímica a cero días de 
inmersión en SBF y a 21 días de exposición en solu-
ciones SBF se estudió los fenómenos de adsorción de 
calcio a diferentes concentraciones e implementó la 
técnica de Espectroscopía de Impedancia 
Electroquímica (EIS, por sus siglas en inglés) que per-
mite obtener información de los recubrimientos 
poliméricos y del Ti6Al4V mediante la generación de 
circuitos equivalentes en los programa Zview y Zplot, 
que reflejan las variaciones de impedancia en función 
de las estructuras físicas y a los procesos químicos que 
ocurren. 

Para la caracterización electroquímica, se utilizó un 
montaje que consta de un potenciostato/galvanostato 
GAMRY 600 controlado por un ordenador, una incuba-
dora GAMRY y la celda corrosión plana de vidrio con 
tres electrodos: electrodo de referencia Ag/AgCl, con-
traelectrodo de grafito, termómetro y los electrodos de 
trabajo, que en este caso fueron los diferentes discos 
de Ti6Al4V después del tratamiento alcalino-térmico y 
con los recubrimientos poliméricos.

Las condiciones de trabajo bajo las cuales se operó el 
sistema corresponden a un potencial sinusoidal  de 
0.005 V, tiempo de estabilización de la celda 1800 s, 
rango de frecuencias 100000 – 0.01 Hz, densidad de 
datos 10 puntos por década, temperatura de la solu-
ción SBF 310.15 K, área expuesta de 7.85E-7 m2. 

Como ensayo complementario para la cuantificación del 
calcio adsorbido por los diferentes recubrimientos 
poliméricos, se utilizó el equipo de Adsorción Atómica 
Agilent Technologies 200 Serie AA, el cual dispuso de un 

límite de detección de 1.25E-3 mol/m3 de calcio por el 
método de llama. Las soluciones SBF utilizadas se prepa-
ran de manera similar al procedimiento mencionado por 
Kokubo y Takadama variando la cantidad de CaCl2 [14].

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Caracterización morfológica y 
semicuantitativa del Ti6Al4V con 

tratamiento alcalino-térmico
En la Figura 3 se observa la imagen SEM del Ti6Al4V 

posterior a la inmersión en solución de NaOH al 5 
molar durante 3 días a 353.15 K y tratados térmica-
mente a 873.15 K. 

FIGURA 3. Imagen SEM de la superficie del Ti6Al4V después 
del tratamiento alcalino-térmico a  5000x.

La Figura 3 muestra una estructura de red porosa 
formada sobre la superficie del Ti6Al4V, la cual incre-
menta de manera significativa el área superficial, las 
fuerzas de adhesión entre el Ti6Al4V con los recu-
brimientos poliméricos y los posibles sitios óptimos 
para el anclaje de los fosfatos de calcio durante prue-
bas de inmersión en SBF[15].  
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TABLA 1. Composición elemental del Ti6Al4V después de 
tratamiento alcalino y térmico.

Elemento Wt% At%

C 01.10 02.42
O 33.07 54.72
Na 10.14 11.67
Al 00.42 00.41
Ca 02.41 01.59
Ti 51.85 28.65
V 01.01 00.53

Matrix Correction ZAF

De acuerdo con los resultados de EDS de la Tabla 1, se 
identifica de manera semicuantitativa la presencia de 
elementos como el titanio, oxígeno y sodio en mayor 
cantidad sobre la superficie del  Ti6Al4V, lo cual es un 
indicativo de la posible formación del hidrogel de 
titanato de sodio y sodio residual reportado por otros 
autores[13].

Caracterización composicional de los 
recubrimientos poliméricos

En la Figura 4 se muestra el espectro IR del recu-
brimiento polimérico de policaprolactona-quitosano  
(condición I)  y  los  espectros de  los recubrimientos con 
adiciones de colágeno  (condición II y III) obtenidos a 
partir de la deposición por Dip Coating. En la Tabla 2, se 
resumen las comparaciones de los estiramientos regis-
trados para los diferentes recubrimientos  poliméricos 
de colágeno y Estiramientos –CH2 simétrico de la poli-
caprolactona y el estiramiento CH-R del quitosano a 
2854 cm-1, 2856 cm-1 y 2851 cm-1 para cada uno de los 
recubrimientos contenidos en la Figura 4[16, 17, 18, 19]. 

Para el caso de los recubrimientos con adiciones de 
colágeno (condiciones II y III) se identifican varios 
solapes, como por ejemplo a 1652 cm-1 para la Amida I 
y a 1552 cm-1 para la Amida II entre los enlaces del qui-
tosano y el colágeno, como también a 1240 cm-1 y 1238 
cm-1 los solapes entre los enlaces de la policaprolactona 
estiramiento COC asimétrico y del colágeno la Amida 
III estiramiento N-H y CH2 de la glicina[20].

FIGURA 4. Espectro IR de los recubrimientos poliméricos. - Recubrimiento Policaprolactona-Quitosano (condición I) - 
Recubrimiento Policaprolactona-Quitosano-Colágeno (condición II) - Recubrimiento Policaprolactona-Quitosano-

Colágeno (condición III).
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TABLA 2. Comparación de los grupos funcionales de los reactivos con los diferentes recubrimientos polimérico de poli-
caprolactona-quitosano y colágeno.
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Colágeno 
referenciado  [20] 3326 2960 1658 1555 1240 

Recubrimiento  
polimérico de 
Policaprolactona-
Quitosano (condición 
I) 

- - - -  - 

Recubrimiento  
polimérico de 
Policaprolactona-
Quitosano-Colágeno 
(condición II) 

3313 2964 1652 1552 1240 

 

Recubrimiento  
polimérico de 
Policaprolactona-
Quitosano-Colágeno 
(condición III) 

3317 2958 1652 1552 1238 
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Caracterización morfológica de los 
recubrimientos poliméricos

En la Figura 5 a) b) c) se observan las superficies de 
los recubrimientos  poliméricos, en los cuales la estruc-
tura  de  red  porosa  obtenida  mediante tratamiento 
alcalino y térmico se conserva después de la deposición 
de las capas poliméricas, lo cual implica una mayor 
posibilidad de engrosamiento de la red porosa que pre-
viamente se obtuvo.

FIGURA 5. Imágenes SEM de los recubrimientos poliméricos: 
a) policaprolactona-quitosano (condición I), b) policapro-

lactona-quitosano-colágeno (condición II), c) policaprolac-
tona-quitosano-colágeno (condición III).

Por otra parte los contrastes de color claros a oscuros 
en  unas zonas más que en otras de la figura 5 c) sugi-
eren la deposición del colágeno de manera discontinua 
[21] y se ha relacionado con la presencia elemental de 
más carbono y oxígeno[22].

Para analizar de una manera más efectiva las medi-
ciones de rugosidad, los parámetros de respuesta se 
detallan en la Tabla 3, los cuales guardan relación con 
las micrografías por AFM de la Figura 6 corresponden 
a la superficie del Ti6Al4V después del tratamiento 
alcalino-térmico con los diferentes recubrimientos 
poliméricos en una zona de 100 μm2.

TABLA 3.  Valores de rugosidad del Ti6Al4V antes y después 
del tratamiento alcalino-térmico y los diferentes recu-

brimientos poliméricos a 100 µm2.

Condición 
R
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modificación 

0.017
4 

0.022
6 

-
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6 

4.039
6 

0.118
1 

0.099
2 

Ti6Al4V con 
tratamiento 

alcalino-
térmico 

0.085
6 

0.109
5 

0.065
8 

3.302
1 

0.596
1 

0.380
2 

Recubrimiento 
polimérico de 
policaprolacto
na-quitosano 

(condición I) 

0.202 
0.254

5 
0.230

9 
3.087

9 0.941 
0.882

4 

Recubrimiento 
polimérico de 
policaprolacto
na-quitosano- 

colágeno 

(condición II) 

0.168
5 

0.208
8 

-
0.115

5 

2.897
7 

0.703 0.931
5 

Recubrimiento 
polimérico de 
policaprolacto
na-quitosano- 

colágeno 

(condición III) 

0.242
4 

0.311
7 

-
0.186

2 

3.192
9 

0.844
4 

1.196
1 
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En el caso del Ti6Al4V asumido como referencia, se 
observa una superficie de baja rugosidad con valores 
de rugosidad promedia Ra de 0.0174 μm, valores nega-
tivos de asimetría Rsk de -0.5646 µm, máxima profun-
didad de valles del perfil de rugosidad Rv de 0.0992 
µm, máxima altura de picos del perfil de rugosidad Rp 

de 0.1181 μm y los valores de Kurtosis Rku  alrededor 
de 4.0396, lo que indica una distribución de picos más 
pronunciada que la típica distribución gaussiana corre-
spondiente a una superficie sin textura definida en 
términos de las irregularidades en las amplitudes [23].

FIGURA 6. Micrografías por AFM 3D y 2D: a) policaprolactona-quitosano (condición I), b) policaprolactona-quitosano-colágeno 
(condición II), c) policaprolactona-quitosano-colágeno (condición III).
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Así mismo, se observó que el tratamiento alcalino-tér-
mico proporcionó un aumento de la rugosidad superfi-
cial promedia a 0.0856 μm y al hacer las deposiciones 
de los diferentes recubrimientos se encontró que para 
las mezclas poliméricas se sigue una tendencia creci-
ente en los registros de rugosidad; de esa manera, los 
valores fueron mayores para los recubrimientos 
poliméricos con mezcla de los tres polímeros y mayor 
contenido de colágeno, es decir, el recubrimiento de 
policaprolactona-quitosano-colágeno (condición III), 
en el cual fue visible el efecto reportado en otras inves-
tigaciones, donde el colágeno en contacto con el quito-
sano incrementa la rugosidad superficial debido a que 
el colágeno disminuye el papel filmogénico del quito-
sano y la miscibilidad de los dos polímeros se ve favore-
cida por el carácter hidrofílico que los caracteriza[9]. 

Los valores de asimetría Rsk son negativos para el 
caso del Ti6Al4V sin modificación y los recubrimientos 
de policaprolactona-quitosano-colágeno (condición II 
y III)  lo que indica que existió una mayor distribución 
de valores hacia la izquierda de la media, caso con-
trario para los recubrimientos restantes con valores 
positivos que indicaría mayor distribución hacia la 
derecha de la media.

Adicional, los valores de Kurtosis Rku se mantienen cer-
canos a 3 para la mayoría de los recubrimientos, indi-
cando una tendencia gaussiana con numerosas irregular-
idades que no marcan una tendencia definida a excepción 
de los altos valores de Kurtosis Rku encontrados para el 
caso de la superficie del Ti6AL4V, el cual también poseen 
altos valores de Rsk que pronuncian su carácter no 
gaussiano. Finalmente los valores de máxima altura de 
picos Rp aumentan tras el tratamiento alcalino-térmico al 
Ti6Al4V y se pronuncian con la deposición de los recu-
brimientos de policaprolactona-quitosano y colágeno 
hasta  0.941 µm y 0.8444 μm; mientras, las profundidades 
máximas de valles Rv del perfil de rugosidad correspon-
den a la mezcla polimérica de policaprolactona-quitosa-
no-colágeno (condición III) con valores de 1.1961 μm.

Caracterización de la mojabilidad de los 
recubrimientos poliméricos

En la Tabla 4, se observan los valores promedios de 
las mediciones de ángulo de contacto para el Ti6Al4V 
antes y después del tratamiento alcalino-térmico y los 
diferentes recubrimientos poliméricos de manera pos-
terior a un tiempo de estabilización de 600 runs 
durante las cuales se registraron ligeras evoluciones 
del ángulo de contacto en retroceso; parte de estas 
variaciones de deben a la influencia de diferentes fac-
tores como: las superficies absorbentes o porosas lo 
que guarda relación con la rugosidad de los recu-
brimientos, la compatibilidad química asociada a las 
posibles interacciones en el límite líquido y sólido, los 
cambios en la temperatura del fluido, la transferencia 
de energía mecánica, entre otras[24]. 

TABLA 4. Ángulos de contacto del Ti6Al4V antes y después 
del tratamiento alcalino- térmico y los diferentes recu-

brimientos poliméricos.

Condición 
Ángulo de 
Contacto 

promedio (°) 

Ti6Al4V sin modificación 76.1 

Ti6Al4V con tratamiento alcalino-térmico 20.35 

Recubrimiento de policaprolactona-
quitosano (condición I) 

21.5 

Recubrimiento de policaprolactona-
quitosano-colágeno (condición II) 10.1 

Recubrimiento de policaprolactona-
quitosano-colágeno (condición III) 

14.05 

	

Para el Ti6Al4V antes de modificarse por algún trata-
miento se obtuvo un ángulo de contacto promedio de 
76.1° lo que sugiere un comportamiento entre 
hidrofóbico e hidrofílico reportado por la literatura[26], 
si fuera el caso que los ángulos de contacto superase 
los 90° se diría que las superficies son hidrofóbicas, es 
decir, con poca mojabilidad[25].
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Para del Ti6Al4V después de tratamiento químico-al-
calino se evidencia un mejoramiento en la mojabilidad  
de la superficie debido a la estructura porosa que dis-
minuyó el ángulo de contacto hasta 20.35°.

Posteriormente con la deposición de los diferentes 
recubrimientos poliméricos se obtuvieron valores de 
mojabilidad de 21.5° para el recubrimiento polimérico 
binario de policaprolactona-quitosano, lo cual implica 
un mejoramiento en la tendencia hidrofílica debido a la 
mayor rugosidad promedia y la disminución del efecto 
filmogénico del quitosano al mezclarse; mientras que 
las adiciones de Colágeno en los recubrimientos de las 
condiciones II y III pronunciaron aún más los ángulos 
de contacto acercándolos a 10.1° y 17.05° respectiva-
mente, precisamente por la propiedad hidrofílica del 
reactivo agregado.

Evaluación electroquímica de los 
recubrimientos poliméricos

Para simular la interacción biológica con el cuerpo se 
analizan las propiedades electroquímicas del Ti6Al4V 
y cada uno de los diferentes recubrimientos a cero días 
de inmersión en SBF mediante la técnica EIS. En las 
figuras 7  a) y b)  referidas al módulo y el ángulo de fase 
de Bode respectivamente, se dividió el eje horizontal 
de la frecuencia Hz en tres regiones: 1.00E5-1.00E2 
(altas frecuencias), 1.00E2-1.00E0 (medias frecuen-
cias), 1.00E0-1.00E-2 (bajas frecuencias).

Para el caso del Ti6Al4V se registran valores altos de 
impedancia como se muestra en la Figura 7 a), lo cual se 
asocia con el sustrato y la  formación de una película de 
óxido pasiva, compacta y delgada de TiO2 como se ha 
reportado por otros autores, esta capa tiende a ser estable 
durante las primeras 24 h de exposición del sustrato en 
SBF[27] y por esa razón la respuesta es muy cercana a un 
único comportamiento capacitivo como lo ilustra la figura 
7 b) donde el ángulo de fase se define en un único domo  
muy cerca de los -90° con un amplio rango de frecuencias 
e impedancias reales e imaginarias de la Figura 7 c).

Para el Ti6Al4V después de tratamiento alcalino-tér-
mico, se observa en la Figura 7 b) una respuesta muy 
cercana a un único comportamiento capacitivo en la 
zona de altas y medias frecuencias, lo cual se relaciona 
con la capa porosa de Na2TiO3 formada sobre la super-
ficie del Ti6Al4V[13], mientras a bajas frecuencias se 
evidencia la formación de un domo de menor tamaño 
referido a la película de óxido formada sobre el Ti6Al4V; 
lo anterior también se evidencia en la figura 7 a), en la 
cual se adiciona un cambio de pendiente en la zona de 
bajas frecuencias respecto al Ti6Al4V sin modificación 
y en la figura 7 c),  dada la definición de dos domos.

Para los recubrimientos poliméricos se observa en la 
figura 7 c) la presencia de un domo capacitivo o una 
forma de radio semicircular acompañada de una larga 
prolongación recta en la región de bajas frecuencias, 
muy similar al comportamiento reportado por otros 
autores sobre polímeros de carácter protectores[32,33]. El 
semicírculo imperfecto está asociado a un comporta-
miento no ideal en cada uno de los diferentes recu-
brimientos poliméricos, lo cual también guarda rel-
ación con la Figura 7 c) en donde las inclinaciones de 
las pendientes de las gráficas del módulo se encuen-
tran desviadas de -1 y se relacionan con las variaciones 
de rugosidad en las superficies[34].

Los ángulos de inclinación de la prolongación recta a 
bajas frecuencias varía entre 50° y 65° aproximada-
mente, lo cual sugiere la existencia de un proceso de 
difusión a través de los poros de la interfase definida 
por cada polímero y el Na2TiO3 acoplados [35, 36]; este 
acople entre el Na2TiO3 y cada uno de los diferentes 
recubrimientos se corrobora con el comportamiento 
observado en la figura 7 a),  en la cual se conservan los 
mismos cambios de pendientes asociados al Ti6Al4V 
después de tratamiento alcalino-térmico, sin embargo, 
ahora con mayores valores de impedancia y con un 
único domo en la región de altas, medias e incluso 
parte de las bajas frecuencias en la figura  7 b).
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FIGURA 7. Diagrama del Ti6Al4V y los diferentes recu-
brimientos poliméricos a cero dias de inmersión: a) módulo 
de Bode, b) ángulo de Bode, c) Nyquist ( -Ti6Al4V sin modi-

ficación, - Ti6Al4V con tratamiento alcalino-térmico, - 
Recubrimiento de Policaprolactona-Quitosano (condición 

I), - Recubrimiento de Policaprolactona-Quitosano-
Colágeno (condición II), - Policaprolactona-Quitosano-

Colágeno (condición III) ).

Los elementos de los circuitos equivalentes asociados 
a la Figura 8 se explican a continuación; Rsol:  resisten-
cia de la solución, CPEb: elemento de fase constante 
asociado al TiO2, Rb: resistencia asociado al TiO2, 
CPEp: elemento de fase constante asociado al recu-
brimiento (sólo Na2TiO3 o polímero- Na2TiO3 acopla-
dos), Rp: resistencia asociado al recubrimiento (sólo 
Na2TiO3 o polímero- Na2TiO3  acoplados), Wo: Warburg 
asociado al efecto de los recubrimientos poliméricos 
hacia el sustrato.

El circuito equivalente mostrado en la Figura 8 a), 
presenta altos valores de resistencia a la transferencia 
de carga (Tabla 5), aproximadamente de 1.844E6 Ω 
cm2 ± 6.628% referida a la capa de TiO2 formada sobre 
el Ti6Al4V al entrar en contacto con el SBF y que deter-
mina la resistencia a la corrosión del biomaterial[27]. Lo 
reportado por otros autores para tiempos prolongados 
de inmersión del sustrato de Ti6Al4V es el aumento en 
la densidad de la capa compacta y la formación adicio-
nal de una capa porosa[28,29] de naturales química aún 
no definida pero con indicios de prolongación de TiO2 
hacia ésta[30]; además, con  tiempos de inmersión supe-
riores a 10 dias se empieza a fragilizar y ocasiona 
caidas en los altos valores de impedancia[27].
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TABLA 5. Parámetros de circuitos equivalente para las probetas a cero días de inmersión en SBF.

En la Figura 8 b) se observa la simulación mediante cir-
cuitos equivalentes del Ti6Al4V después de tratamiento 
alcalino-térmico a cero días de inmersión en SBF [31], de 
esa manera se obtienen los valores de resistencia asocia-
dos a la capa porosa de titanato de 11363 Ω cm2 ± 
2.2766% y valores de resistencia relativos a la capa de 
oxido de 90145 Ω cm2 ± 15.825% (tabla 5); la disminución 

en el valor de la resistencia a la transferencia de carga 
para la capa de óxido puede ser debido a la disolución 
parcial de la película pasiva tras la participación del TiO2 
en las reacciones de formación del titanato hidratado 
TiO2 + OH-- Æ HTiO-3 . n H2O como primera etapa de la 
formación del Na2TiO3 [11]. 
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Rsol ± 
%error 

83.29± 
0.65357 31.37 ± 0.4899 55.03 ± 1.1429 22.4 ± 1.8883 30.69 ± 0.75363 

CPEp-T 
± %error 

- 3.7058E-6 ± 
1.2301 

3.7161E-6 ± 2.1315 4.4144E-6 ± 2.5637 4.6913E-6  ± 1.3025 

CEPp-P 
± %error - 0.91664 ± 

0.1804 0.85292 ± 0.34601 0.86436 ± 0.3965 0.8924 ± 0.19799 

Rp ± 
%error 

- 11363 ± 
2.2766 

14662 2.1758± 15834 ± 5.7382 14131 ± 4.5851 

CPEb-T 
± %error 

2.7971-5 ± 
0.40467 

1.0503E-4 ± 
2.426 - - - 

CEPb-P 
± %error 

0.90221 ± 
0.12171 

0.45213 ± 
4.0455 

- - - 

Rb ± 
%error 

1.844E6 ± 
6.628 

90145 ± 
15.825 - - - 

Wo-R ± 
%error 

- - 20457 ± 5.5957 61965± 9.8536 58531± 6.1277 

Wo-T ± 
%error - - 4.119 ± 12.633 11.69 ± 16.536 5.056  ± 11.193 

Wo-P ±  

% error 
- - 0.40648 ± 1.6497 0.36741 ± 4.1793 0.32262  ± 1.3153 

Chi-
Squared 1.5331E-3 7.7959E-4 1.9913E-3 3.434E-3 

 

5.6621E-4 

	

Condición  

Parám
etros  
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Tras la simulación mediante circuitos equivalente para 
los recubrimientos poliméricos a cero dias de inmersión 
en SBF se considera un modelo aproximado y común, ver 
la Figura 8 c), donde la Rp se relaciona con las reacciones 
generadas a través del recubrimiento polimérico unido al 
Na2TiO3 poroso que proporcionan un valor de protección 
a la superficie del Ti6Al4V, mientras, la W establecida 
como la impedancia de Warburg se asocia al contacto de 
la solución y el sustrato metálico[33] como también hace 
referencia al transporte de masa o la difusión de especies 
electroactivas a través de los poros o los defectos del recu-
brimiento hacia el Ti6Al4V[34]. 

De manera consecuente se identifica un aumento en 
los valores de Rp respecto al valor del Na2TiO3  debido 
al reforzamiento que cumple cada polímero al ser 
depositados sobre la estructura porosa preliminar 
(Tabla 5); así mismo, se observa un  aumento  en  los  
valores  de  Rp  al   adicionar a la mezcla binaria de 
policaprolactona y quitosano hasta 15834 Ω cm2 ± 

5.7382%; y finalmente la Rb  relacionada con la resis-
tencia del Ti6Al4V, manifiesta variaciones asociadas al 
efecto de los diferentes recubrimientos poliméricos 
con las adiciones de colágeno que aumentan hasta 
valores de 61965 Ω cm2  ± 9.8536% y 58531 Ω cm2 ± 
6.1277%.

Evaluación de la capacidad de adsorción de 
calcio  para los recubrimientos poliméricos
Para estudiar el efecto de cada uno de los recu-

brimientos polimérico y además la influencia de las 
variaciones en la concentración de calcio de las solu-
ciones SBF sobre la capacidad de adsorción de la super-
ficie, se obtuvieron simulaciones de circuitos equiva-
lentes y los datos termodinámicos que se asocian a los 
procesos de adsorción; cabe recordar que se utilizaron 
elementos de fase constante (CPE) en lugar de capaci-
tores puros, lo cual resulta pertinente ya que propor-
ciona un mayor grado de ajuste del Chi-Squared del 
orden de 10-4 como se observa en la Tabla 6.

FIGURA 8. Circuitos equivalentes obtenidos para el Ti6Al4V 
a cero días de inmersión en SBF a) sin modificación superfi-

cial b) después de tratamiento alcalino-térmico c) recubi-
erto por los diferentes polímeros.
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 TABLA 6. Paramentros de circuitos equivalente para las probetas a 21 días de inmersión en soluciones  
SBF con diferentes concentraciones de calcio.

Para el Ti6Al4V con tratamiento alcalino-térmico se 
obtiene el circuito de la figura 9 a), el cual consta de 
tres resistencias y dos elementos de fase constante, 
donde Rs es la resistencia del electrolito SBF que 
debido a la migración de iones presenta un comporta-
miento óhmico, Rp es la resistencia total a la transfer-
encia de carga de adsorción de calcio y de degradación 
en la interfase porosa electrolito-recubrimiento 

polimérico a altas frecuencias, Rb es la resistencia total 
a la transferencia de carga  de adsorción a bajas fre-
cuencias, CPEp es la capacitancia a altas frecuencias 
asociada a la  interfase porosa electrolito-recu-
brimiento polimérico y CPEb es la capacitancia a bajas 
frecuencias asociada a los procesos de carga de adsor-
ción en la interfase electrolito-Ti6Al4V.
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Ti6Al4V con 
modificación 

alcalino-
térmica 

 

0.00263
6 

29.59 
± 

1.1837 

3.9252E
-6 ± 

2.3669 

0.8567
1 ± 

0.3380 

4077 ± 
2.3454 

0.00010923
± 1.1218 

0.49899 ± 
1.9554 

103650 
± 10.9 

- - - 9.5293E-
4 

0.00329
7   70.43± 

13.067 

5.7549E
-6 ± 

5.8986 

0.5386
9 ± 

1.2365 

9602± 
5.4213 - - - 60672 ± 

5.7954 
78.82 ± 
12.911 

0.35368 ± 
3.1545 

9.1414E-
4 

0.00658
4  
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8.785E-
5 ± 

7.7891 

0.5272
3 ± 

1.7253 

1212 ± 
9.0949 - - - 98464 ± 

10.219 
41.72 ± 
6.9823 

0.64895 ± 
2.3795 9.719E-4 

 
 
 
 

Recubrimiento 
de 

policaprolacton
a-quitosano 

(condición I) 
 

0.00263
6  

27.33 
± 

0.7026 

4.7386E
-6 ± 

1.1608 

0.8648
6 ±  

0.1744 

21264 
± 

6.0125 

9.5158E-6 
± 6.1843 

0.61564 ± 
5.2435 - 148400 ± 

0.50771 
10.18 ± 
9.0078 

0.31206 ± 
1.3614 2.238E-4 

0.00329
7   

25.02 
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6.7879 
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8546 ± 
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1.606E-6 ± 
9.6494 

1.142 ± 
1.5518 - 210700 ± 
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196.2 ± 
35.902 

0.4577 ± 
1.9166 

6.66606
E-4 

0.00658
4  19.6  ± 

1.9861 

1.9558E
-5  ± 

5.0875 

0.7097
6  ± 

0.6644 

10229  
± 

5.1598 

4.7028E-7 
± 15.068 

1.238 ± 
1.8652 - 240410 ± 

8.7247 
110.5 ± 
15.127 

0.50656 ± 
1.4214 

9.7156E-
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(condicion II) 

 

0.00263
6  

30.32 
± 

0.6071 

4.8871E
-6 ± 

1.9547 

0.9095
3 ± 

0.2606 

5457 ± 
7.4537 

1.7598E-5 
± 9.7341 

0.63612 ± 
5.8014 

25949 
± 

15.036 

0.0001192
3 ± 20.725 

0.63176 ± 
10.89 

44339 ± 
18.129 

2.2724E-
4 

0.00329
7   

34.21 
± 

0.6449 

2.8576E
-6 ± 

1.9962 

0.9027
2 ± 

0.2536 

6106 ± 
7.0075 

1.1429E-5 
± 6.4883 

0.59998 ± 
3.6645 

62201 
± 

13.177 

4.7413E-5 
± 11.981  

0.5884 ± 
9.0529 

314497 ± 
25.456 

1.7022E-
4 

0.00658
4  

103.9  
± 

0.3750 

4.6612E
-6  ± 

2.7233 

0.8960
4  ± 

0.3759 

4918  ± 
9.8453 

1.39E-5  ± 
5.1307 

0.58875  
± 3.4624 

40508  
± 

9.1693 

210510 ± 
26.382 

233.5 ± 
58.48 

0.50221 ± 
3.851 

1.1848E-
4 
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6  24.21 

± 
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2.7937E
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1360 ± 
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2.2722E-5 
± 0.82647 

0.62066 ± 
0.4635 

39877 
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1.6241 

0.0001504
4 ± 2.3652 

0.62373 ± 
0.75685 

300720 ± 
18.069 
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5 

0.00329
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± 
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1 
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-6 ± 
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4 ± 
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7.2983E-
4 
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Para simular el circuito equivalente de los recu-
brimientos binarios de policaprolactona-quitosano se 
obtuvo el diseño de la Figura 9 b) y c), en los cuales se 
observa el cambio de la configuración en paralelo a 
serie entre los elementos del circuito equivalente; 
además, la presencia   de   dos   resistencias   Rs  y   Rp,  
dos  elementos de fase constante CPEp y CPEm, en 
donde CPEm se relaciona con la capacitancia de los pre-
cipitados o el calcio adsorbido en los poros del recu-
brimiento polimérico entre la interfase electrolito-re-
cubrimiento polimérico y electrolito-Ti6AL4V y por 
último el elemento Warburg.

Ahora, para los recubrimientos con mezclas poliméri-
cas con adiciones de colágeno predominó el circuito 
equivalente observado en las Figura 9 d), básicamente 
consta de una configuración que define la presencia de 
tres interfases con los siguientes elementos: cuatro 
resistencias Rs, Rp, Rb y Rm, esta última es la resistencia 
a la transferencia de carga debido a la formación de 
una monocapa de precipitados con calcio en la inter-
fase electrolito-monocapa a altas frecuencias y tres 
elementos de fase constante CPEp, CPEb y CPEm, este 

último que es la capacitancia a altas frecuencias aso-
ciada a la  interfase electrolito-monocapa.

Los cambios observables entre los valores de las resis-
tencias de la Tabla 5 y la Tabla 6, indican la formación 
de una monocapa de precipitados relacionada previa-
mente a la aparición de CPEm y Rm; los valores de Rp 

aumentan tras la inmersión durante 21 días en solu-
ción SBF posiblemente por la alta interacción de diso-
lución y precipitación de la misma monocapa y además 
los valores de Rb siguen la misma tendencia debido a la 
precipitación de calcio en los poros que definen la 
interfase electrolito-Ti6Al4V. En la Figura 10 se evi-
dencia el resultado EDS sobre los precipitados,  con 
picos pronunciados de calcio y fosforo que guardan 
relación con lo mencionado por otros autores, en 
cuanto a las morfologías  de tipo globular que caracter-
izan las formaciones de apatitas [13].

FIGURA 9. Circuitos equivalentes para simular la adsorción 
de calcio a diferentes concentraciones en SBF, durante 21 

días para: a) Ti6Al4V con modificación alcalino-térmica, b) 
y c) recubrimiento de policaprolactona-quitosano d) recu-

brimiento de policaprolactona-quitosano-colágeno 
(condición II y III).

FIGURA 10. Precipitados globulares después de 21 días de 
inmersión en SBF, sobre el Ti6Al4V recubierto de poli-

caprolactona-quitosano-colágeno (condición III).

Se ha demostrado en investigaciones previas que 
existe una proporcionalidad directa entre la concen-
tración superficial saturada de apatita Γ [mol.cm-2] y 1/
Rb, es decir, el inverso de la resistencia a la transferen-
cia de carga del sustrato de Ti6Al4V, la cual se utiliza 
como una medida de la velocidad de reacción y de la 
cantidad de iones adsorbidos en la superficie[37]. 
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La adsorción de calcio puede ser descrita mediante la 
ecuación de Langmuir (1) y por tal razón los valores de 
concentración de calcio en moles/L utilizadas durante 
la preparación de las diferentes soluciones de SBF y los 
valores de Rb se ajustaron a la isoterma de Langmuir.

Donde, C [mol/L] es la concentración de calcio en el 
equilibrio, Γ [mol/L] es la cantidad de calcio adsorbida 
en el equilibrio o concentración superficial de calcio, 
Γmax [mol/L] es la capacidad máxima de adsorción de 
calcio correspondiente a la formación de una mono-
capa de apatita que cubre los sitios activos de la super-
ficie del recubrimiento y Bads [L /mol] es el coeficiente 
de adsorción que representa la afinidad de los iones de 
calcio hacia los sitios de adsorción de la superficie [38]. 
Bads y Γmax se obtienen respectivamente a partir del 
intercepto y la pendiente de la curva C/Γ versus C de la 
Figura 11; finalmente como el Bads se encuentra rela-
cionado con la afinidad del calcio para ser adsorbido a 
cierta temperatura, se puede obtener la energía libre 
de adsorción mediante la ecuación (2).

Donde, ΔGads [J/mol] es la energía libre, R  es la con-
stante de los gases 8,31434 [J/mol*K], T es la tempera-
tura 310.15 [K] y la constante 55.5 [mol/dm3] es la con-
centración molar del agua, la cual es una aproximación 
válida para la solución fisiológica[39].

FIGURA 11. Ajuste de datos experimentales a la isoterma de 
Langmuir a) Ti6Al4V con modificación alcalino-térmica, b) 

recubrimiento de policaprolactona-quitosano (condición I), 
c) recubrimiento de policaprolactona-quitosano-colágeno 

(condición II), d) recubrimiento de policaprolactona-
quitosano-colágeno (condición III).

En la Tabla 7 se observan los valores de la energía 
libre de adsorción o adsorción iónica espontánea para 
el caso de los recubrimientos con mezclas de polímeros 
que adicionan el colágeno a la mezcla previa de poli-
caprolactona-quitosano (condición II y III) se eviden-
cia una mayor tendencia al favorecimiento en la irre-
versibilidad de la reacción de disolución-precipitación 
de apatita frente a la mezcla binaria (condición I), lo 
cual guarda relación con la formación de las monoca-
pas de precipitados[40].

d)

b)

a)

c)
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TABLA 7.  Datos termodinámicos del proceso de adsorción.
	

 
Condición 

 

Γmax 

[mol/L] 
Bads 

[L/mol] 
-∆Gads 

[KL/mol] 

Na2TiO3 

 
9.2326E-

06 
 

1.3875E+03 2.9014E+04 

Recubrimiento de 
Policaprolactona-

Quitosano  

3.4286E-
06 8.9099E+02 2.7872E+04 

Recubrimiento de 
Policaprolactona-

Quitosano-
Colágeno 

(condición II) 

3.9675E-
06 1.2323E+03 2.8709E+04 

Recubrimiento de 
Policaprolactona-

Quitosano-
Colágeno 

(condición III) 

2.9971E-
06 1.0495E+03 2.8295E+04 

	

En cuanto al Bads que se relaciona con la afinidad de 
Los iones de calcio hacia los sitios de adsorción de la 
superficie, se encontró que las mayores tendencias de 
adsorción de iones en la superficie para los recu-
brimientos fue congruente con las tendencias de los 
valores de energía libre de adsorción más espontáneos; 
esta afinidad depende de características superficiales 
del material, tales como porosidad, energía libre, gru-
pos funcionales, carga superficial, entre otros  . 

Finalmente, por medio de la técnica de adsorción 
atómica AA se calculó de forma directa la cantidad 
total de calcio adsorbida para cada condición de recu-
brimiento en las condiciones iniciales de concen-
tración de calcio de las soluciones SBF; obteniéndose 
registros de variaciones similares para todos los recu-
brimientos dentro de un rango  de concentraciones 
totales adsorbidas de 0.002215 moles/L y 0.00323575 
moles/L; sin embargo, los recubrimientos con mezclas 
poliméricas con adiciones de colágeno, presentaron los 
mayores valores de adsorción total de calcio de 
0.00258825 moles/L  y 0.00323575 moles/L  respecto a 
la mezcla binaria con 0.002215 moles/L; de esta manera 
se secundan las tendencias sobresalientes de los recu-
brimientos con mezclas poliméricas que adicionaron 

el colágeno frente a la formación de las monocapa de 
precipitados de calcio asociada a los elementos CPEm y 
Rm, los respectivos aumentos en la Rb y los valores 
superiores en los ΔGads frente al recubrimiento binario.

CONCLUSIONES
La modificación del Ti6Al4V mediante tratamiento 

alcalino-térmico, adquirió gran trascendencia en la 
medida que estableció el patrón de red porosa inicial, 
sobre la cual cada una de las diferentes mezclas 
poliméricas hicieron sus modificaciones de rugosidad 
y  morfología;  lo que ocasionó en primer lugar, la 
mejor adherencia durante el Dip Coating refutada 
mediante los análisis de FTIR que indicaron la plena 
deposición de los polímeros tras la lectura asociada a 
los diferentes grupos funcionales; y en segundo lugar, 
se generaron los sitios óptimos para la precipitación de 
especies tal como se evidenció durante los procesos de 
adsorción de calcio.

La técnica de AFM identificó para las mezclas 
poliméricas, mayores valores de rugosidad cuando se 
le adicionó colágeno (condición III) a la mezcla binaria 
de policaprolactona-quitosano (condición I), lo que se 
debió en gran medida a la capacidad del colágeno para: 
ser miscible con el quitosano, disminuir la hidrofobici-
dad de la solución total y adaptarse a la morfología de 
la superficie; en consecuencia, mediante la técnica de 
EIS se asoció un carácter protector dados los mayores 
valores de resistencia del recubrimiento Rp y el mejor 
carácter protector al sustrato Rb para las mezclas 
poliméricas con adiciones de colágeno  (condición II y 
III) respecto a la mezcla binaria de policaprolacto-
na-quitosano.

Finalmente, mediante la técnica de adsorción atómica 
AA se determinó que las mezclas poliméricas con adi-
ciones de colágeno (condición II y III) presentaron los 
mayores valores de adsorción de calcio respecto a la 
mezcla binaria de policaprolactona-quitosano (condi-
ción I),  lo que guardó correlación con los valores de la 
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energía libre de adsorción que señalaron la esponta-
neidad de los procesos de adsorción de calcio y los 
valores de las resistencias que ejemplificaron los com-
portamientos de las Rp y la Rb durante los procesos de 
disolución de los recubrimientos poliméricos y la pre-

cipitación de calcio; lo anterior lleva a pensar que 
indudablemente el colágeno cumple un papel influy-
ente sobre la inducción a la formación de cristales de 
apatita  cuando se introduce en una solución de fosfato 
de calcio.
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Health technology management: implementation and validation of an audit tool 
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RESUMEN
La auditoría en salud es un proceso dinámico y en continuo avance que permite evaluar y controlar estándares de 
calidad en las instituciones de salud, sin embargo, la falta de estandarización y confiabilidad de resultados sigue 
siendo un reto por superar. Este trabajo presenta la validación de un prototipo de herramienta de auditoría para la 
gestión de equipos médicos la cual se realizó en dos fases: primero durante la implementación en tres hospitales del 
Área Metropolitana del Valle de Aburra, en Antioquia, Colombia, y posteriormente a través del análisis estadístico 
del juicio de expertos. Los hallazgos permitieron generar acciones de mejora con base en los informes de fortalezas 
y debilidades puntuales. Por su parte las mediciones de coeficientes de confiabilidad (Cronbach α= 0.90) y corre-
lación de expertos (Spearman =0.88) indicaron resultados favorables para la herramienta. Además, la medición de 
promedios, desviaciones estándar y coeficientes de variación para cada ítem de la validación, expuso las mejoras 
que requiere la herramienta para una versión futura. La propuesta de la herramienta se limita a la regulación en 
salud Colombiana sin embargo no se aleja del marco normativo internacional, por lo que se considera es un paso 
relevante importante para convertir las auditorias en salud en procesos estandarizados. Puede concluirse que inte-
grar al ingeniero biomédico en actividades de auditoría de calidad en salud con herramientas confiables ofrece un 
beneficio importante para  la toma de decisiones oportuna en la gestión de los equipos médicos.

PALABRAS CLAVE: Auditoría, Acreditación, Habilitación y Gestión Tecnológica.
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ABSTRACT
Audit in health is a dynamic process and continuous advancement that permits to asses monitor and improve qual-
ity standards in healthcare institutions; however, the lack of standardization and reliability of results remains a 
challenge to be overcome. This study presents the validation of a prototype of an audit tool to the management of 
medical equipment which took place in two phases: first during the implementation in three hospitals in the metro-
politan area of Antioquia, Colombia, and subsequently through the statistical analysis of the trial of twelve selected 
experts. As results audit reports were generated with strengths and weaknesses points, which enabled us to build 
improvement measures suitable for hospitals. Measurements of coefficients of reliability (Cronbach α= 0.90) and 
correlation of experts (Spearman =0.88) indicated favorable results for the tool. In addition, the measurement of 
mean, standard deviations and coefficients of variation for each item of the validation set out the improvements 
required by the tool for a future version. This tool is limited to the health regulation in Colombia; nevertheless, the 
tool is an important step to find and transform the health audits in standardized process that can have an objective 
assessment. To can be concluded to integrate the biomedical engineer in the activities of audit quality on health 
with reliable tools offers an important benefit for accurate decision making and timely management of the medical 
equipment.

KEYWORDS: Audit, Accreditation, Compliance and Healthcare Technology Management.
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INTRODUCCIÓN
Los equipos biomédicos se han convertido en una 

poderosa herramienta para resolver diversos proble-
mas de la salud humana mejorando las posibilidades 
de diagnosticar y tratar más enfermedades, sin 
embargo, la incorporación de estas tecnologías implica 
una gran responsabilidad por parte de las instituciones 
de salud (IS), debido a los diferentes riesgos que 
impactan a los pacientes y los usuarios, situación que 
eleva los índices de eventos adversos[1, 2].

La gestión de la tecnología contribuye a una eficiencia 
en el sector salud y propicia un servicio de salud soste-
nible[3]. Las IS deben establecer responsablemente y de 
manera periódica procedimientos de gestión y control 
de los equipos biomédicos con el fin de conservar la 
tecnología, minimizando así costos en la prestación de 
los servicios y dando cumplimiento a las recomenda-
ciones de los fabricantes[4].

Los procesos de autoevaluación y auditoría en salud 
son prácticas cada vez más difundidas que permiten a 
las instituciones verificar el nivel de cumplimiento de 
sus actividades con base en estándares de calidad y 
como parte de la mejora continua para reducir riesgos 
y generar competitividad en el sector [5].

A pesar de la importancia de este proceso, muchas 
instituciones lo realizan por medio de listas de che-
queo (Check List) y escalas de evaluación poco estruc-
turadas[6, 7], generando así problemas de estandariza-
ción y poca confiabilidad en los datos. Como resultado 
de una investigación previa, el equipo de investigación 
desarrolló una herramienta de soporte para los proce-
sos de autoevaluación en las IS convirtiéndose en una 
ayuda para los auditores y los ingenieros clínicos[8]. 

Esta investigación buscó validar el impacto de la 
herramienta de auditoría (HA) para la gestión de tec-
nología biomédica en el diagnóstico del cumplimiento 
de la normativa colombiana de gestión de equipos 

médicos y los estándares de calidad que establece el 
Manual de Acreditación en Salud Ambulatorio y 
Hospitalario[9]. Se implementó la HA en tres hospitales 
y se sometió a validación por parte de un grupo de 
doce expertos usando índices estadísticos para ello.

METODOLOGÍA
El estudio se realizó en cuatro etapas: la primera fue 

el desarrollo de una HA que permite evaluar la gestión 
de equipos biomédicos en las instituciones de salud, 
en la segunda, se implementó la HA a través de sesio-
nes de auditorías en tres instituciones de salud selec-
cionadas del Área Metropolitana del Valle de Aburrá 
(Antioquia-Colombia). La tercera etapa se enfocó en la 
evaluación de la HA a través de un panel de juicio de 
expertos y en la cuarta fase, se analizaron estadística-
mente los resultados obtenidos por medio de cálculos 
de correlación y confiabilidad.

Desarrollo de la HA
En esta parte se desarrolló un prototipo de HA con base 

en un trabajo previo realizado por el grupo de investiga-
ción[8]. Mediante la valoración de un grupo de expertos 
inicial, se identificaron las fortalezas y oportunidades 
de mejora del primer prototipo, las cuales se abordaron 
considerando todos los requerimientos que exige la 
norma de habilitación para instituciones prestadoras de 
servicios de salud (IPS)[10], luego se incorporaron los 
estándares de gestión de tecnología de acreditación en 
salud dispuestos en el Manual de Acreditación en Salud.

Implementación de la HA en
instituciones de salud

Las pruebas de la HA se realizaron mediante audito-
rías en tres hospitales seleccionados, esto permitió 
evaluar la funcionalidad y definir otros lineamientos y 
requisitos a considerar en el diseño. Para la selección 
de los hospitales se tuvo en cuenta el grado de interés 
y compromiso de estos, así como el grado de experien-
cias en la ejecución de auditorías en habilitación y en 
acreditación en salud. 
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Para las auditorías de cada hospital, se seleccionaron 
dos servicios asistenciales a evaluar y luego aleatoria-
mente tres equipos biomédicos que hacen parte de 
estos servicios, considerando aquellos de mayor 
impacto y riesgo para los pacientes[11]. Posteriormente 
se generó un informe de auditoría de la gestión de 
equipos médicos, lo que permitió identificar fortalezas 
y debilidades específicas medidas desde el estándar de 
habilitación y acreditación en salud respectivamente. 
Esto les permitió a las IS construir acciones de mejora 
adecuadas para cerrar las brechas identificadas.

Evaluación de la HA a través de panel
de juicio de expertos

Con el objetivo de validar la herramienta diseñada y 
conocer la percepción de los futuros usuarios, se uti-
lizó en este estudio la metodología de juicio de exper-
tos. La actividad se realizó en tres fases: diseño del 
instrumento de medición, identificación-selección de 
los profesionales expertos y por último se efectuó una 
jornada de evaluación.

Para la ejecución de la fase uno, se diseñó un formato 
que permite evaluar siete criterios de la HA con cuatro 
opciones: excelente, bueno, regular y deficiente. Se 
consideró que la herramienta tiene un enfoque ade-
cuado si los resultados de la valoración son superiores 
en un 70% en la escala de excelente. 

La fase dos consistió en la selección de los jueces 
expertos teniendo como consideración los criterios 
que sugieren Skjong y Wenworth[12]. Para el caso de 
este estudio se definieron seis criterios, esto son: 
experiencia en auditoría de IPS, experiencia en la nor-
matividad de equipos médicos, experiencia en inge-
niería clínica, alta reputación en la comunidad, dispo-
nibilidad para participar e imparcialidad.

Conforme a lo planteado por Hyrkas[13], en esta inves-
tigación se han seleccionado más de diez expertos, 
estimando así una validez del contenido de la herra-

mienta de auditoría propuesta, además, se consideró 
que, si el 80% de los expertos estaban de acuerdo con 
la validez de un criterio, este sería incorporado a la HA. 
Con esta premisa, se escogió de un listado de posibles 
jueces expertos, aquellos que cumplieran con los crite-
rios establecidos, seleccionando finalmente doce, los 
cuales se contactaron a través de correos electrónicos 
institucionales.

La fase tres consistió en la realización de las evalua-
ciones, a través de jornadas de socialización y demos-
tración del funcionamiento de la HA con los jueces 
para posteriormente aplicar la evaluación empleando 
el instrumento de medición previamente diseñado.

Análisis estadístico de los resultados
La validación se evaluó calculando en principio la 

confiabilidad de la HA, luego el grado de asociación de 
las respuestas de los jueces y por último el análisis 
estadístico de estas. El grado de confiabilidad se mide 
calculando el coeficiente alfa de Cronbach α utilizando 
la Ecuación 1.

Dónde;

 K es el número de ítems (preguntas) del cuestio-
nario

 Si2 Corresponde a la varianza de cada ítem

 St2 Indica la varianza total del cuestionario (Suma 
de varianza de los evaluadores).

Cuando α=0 no existe correlación en las respuestas, 
entre tanto que α=1 indicará que la correlación es per-
fecta[6], en este estudio se pretendió obtener un valor 
superior a 0.70.

(1)
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Se calculó el grado de asociación del juicio que dieron 
los expertos por medio de la medición del coeficiente 
de correlación de Spearman (CCS). Se decide realizar 
Spearman debido a que este coeficiente permite eval-
uar la relación de las variables ordinales[14, 15] (Yang, 
Fu, Ling Xu , & Lin Yang , 2016) (Hauke & Kossowsk, 
2011), y de esta forma medir el grado de consenso de 
los jueces expertos ( von der Gracht, 2012).[16]

Para el cálculo del CCS se organizó la información en 
dos grupos de acuerdo a la actividad en la que ellos se 
desempeñan. El primero hace referencia a las respues-
tas que entregan los jueces que ejercen como auditores 
en el medio (X), entre tanto que el segundo grupo lo 
conforman los jueces que son ingenieros clínicos en 
las IS (Y). Por lo tanto, se aplica la Ecuación 2 para hal-
lar el CCS.

(2)

Dónde;

 di es la diferencia promedios de X y Y,

 n es el número de criterios

RESULTADOS

Desarrollo de la HA
Se desarrolló el prototipo de la HA ajustado a los tres 

niveles de complejidad de las IS, esto con el objetivo de 
vincular los servicios asistenciales que pertenecen a 
cada uno y evitar confusiones.

Para la construcción del prototipo final de la HA se 
utilizó el programa de Microsoft Office Excel 2013. 
Esto permitió diseñar la HA en las hojas de cálculo, 
utilizando ecuaciones y macros que permiten evaluar 
la gestión de los equipos médicos de forma cuantita-

tiva de acuerdo al nivel de complejidad, seleccionando 
dos opciones: dotación de tecnología según la norma 
de habilitación en salud, resolución 2003 de 2014; o 
estándar de gestión de tecnología según Acreditación 
en Salud y lo definido en el Manual de Acreditación en 
Salud, ambas normas que rigen en Colombia. 

El funcionamiento de la HA se ilustra en la Figura 1, 
allí se observa que la opción de habilitación permite 
escoger el tipo de institución de salud de acuerdo al 
nivel de complejidad y con base en esto se define el 
servicio asistencial a auditar. Posteriormente la herra-
mienta despliega los diferentes servicios que pueden 
ser auditados y la dotación de equipos médicos debe 
tener en su inventario, de esta forma le brinda la posib-
ilidad al usuario de evaluar el cumplimiento de este 
ítem sin olvidar ningún equipo.

La evaluación de equipos médicos tiene en cuenta 
cuatro variables: hoja de vida, programa de manten-
imiento, programa de calibración y guías de uso de los 
equipos. Cada una de estas variables, se califica en una 
escala de uno a cinco de acuerdo a diferentes criterios 
que la HA despliega durante la actividad de evalu-
ación. Cuando se ha terminado de evaluar un servicio 
con la HA, una tabla dinámica de la herramienta 
despliega los resultados cuantitativos y además una 
normativa utilizada en la HA. Cuando un equipo 
médico no cumple algún parámetro, la HA lo resalta en 
el listado, indicando una alarma visual para el auditor 
(color rojo). La Figura 2 ilustra un ejemplo de auditoria 
del servicio de cuidado intensivo pediátrico, allí se 
observan los valores para cada ítem y se resalta el ven-
tilador mecánico como equipo que incumple la norma.

La evaluación de acreditación en salud se realiza valo-
rando cada estándar y sus criterios en una escala de 
uno a cinco. Los resultados de la evaluación se mues-
tran en una columna frente a cada estándar y final-
mente después de la evaluación, el auditor puede ver 
una gráfica radial general de los resultados, ver Figura 
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FIGURA 1. Funcionamiento general de la herramienta de auditoría.

3. El informe final de la auditoría se realiza con la inte-
gración de toda la información recopilada, el auditor 
dispone de un cuadro de mando en donde puede tener 
una visualización integral de toda la auditoría y la ten-
dencia de los resultados de esta, ver Figura 4. 

El diseño permitió a los auditores ingresar, entre 
otros datos, información de las instituciones de salud a 
evaluar, fechas de inicio y finalización del proceso de 
auditoría, además contaron con una interfaz de bot-
ones que le facilitaron el acceso a la evaluación de los 
diferentes servicios asistenciales, así mismo, se dis-
puso de gráficas e hipervínculos para la construcción 
de   matrices de debilidades y fortalezas (DOFA). La HA 
contiene una biblioteca de consulta que le permitió a 
los usuarios encontrar una descripción resumida sobre 
aquellos equipos médicos más comunes, además de 

que vincula diferentes criterios para calificar cuantita-
tivamente los estándares tanto en acreditación como 
en habilitación, atribuyendo así un resultado más obje-
tivo para el usuario. Las diferentes gráficas que se 
generan brindaron a los usuarios la posibilidad de 
realizar un análisis y encontrar rápidamente brechas 
en las instituciones y construir así las acciones de 
mejora que le permitirán alcanzar un óptimo cum-
plimiento de la norma evaluada.

Implementación de la HA en
instituciones de salud

De acuerdo a los criterios establecidos se selecciona-
ron dos hospitales de alta complejidad y un hospital de 
baja complejidad. Los hospitales 1 y 2 tienen capacidad 
de atención para 100 y 400 camas respectivamente, 
entre tanto que el hospital 3 cuenta con 23 camas. 
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FIGURA 2. Evaluación de gestión de equipos médicos en el marco de la resolución 2003 de 2014. 

 
Figura  2. Evaluación de gestión de equipos médicos en el marco de la resolución 2003 de 2014. 

FIGURA 3. Resultados dinámicos de la evaluación de estándares de gestión de la tecnología 
en el marco de acreditación en salud.
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La auditoría se realizó de acuerdo a la distribución de 
los servicios asistenciales y de los equipos biomédicos 
seleccionados como se muestra en la Tabla 1.

En todos los hospitales se auditó el cumplimiento de 
la dotación, sin embargo, para cada uno se evaluó un 
parámetro diferente de acreditación con el objetivo de 
tener un panorama amplio del funcionamiento de la 
HA. En el hospital 1 se auditó el cumplimiento general 
los estándares de acreditación, para el hospital 2 se 
auditaron los criterios que comprenden el estándar 
130, y para el hospital 3 no se tuvo en cuenta el compo-
nente de acreditación debido a que el hospital no tiene 
avances significativos en esta área. Posteriormente se 
generó un informe de auditoría de la gestión de equipos 
médicos, allí se identificaron fortalezas y debilidades 
respecto a la suficiencia en dotación y gestión, de acu-
erdo a lo planteado por acreditación en salud. Esto les 
permitió a las instituciones construir acciones de 
mejora adecuadas para cerrar las brechas identificadas.

Los resultados de las auditorías se muestran gráfica-
mente a través de diagramas radiales. Las Tablas 2, 3 y 
4 muestran los resultados de auditorías realizadas a los 
hospitales 1, 2 y 3 respectivamente. 

Para el hospital 1, los resultados muestran que la 
brecha más significativa es de un 37% para el ítem del 
programa de mantenimiento y de un 30% para el pro-

grama de calibración de equipos médicos. Por su parte, 
los resultados frente al grupo de estándares de acred-
itación no fueron tan positivos, debido a que el prome-
dio se ubicó en dos en la escala de uno a cinco.

El hospital 2 tuvo la brecha más significativa en el ítem 
de hoja de vida y registro de actividades de manten-
imiento, por lo tanto, requiere mejorar un 42% este pro-
ceso para alcanzar niveles óptimos de cumplimiento de 
la normatividad. En cuanto a la evaluación de la calidad, 
se realizó una medición puntual en el cumplimiento del 
estándar 130 [6]. Este entregó un resultado de cuatro, lo 
que contrasta con la amplia experiencia de esta insti-
tución en actividades de acreditación en salud. Por 
último, en el hospital 3 se identificó la brecha más impor-
tante en el ítem de hoja de vida y registro de actividades 
de mantenimiento preventivo, siendo esta del 18%.

Evaluación de la HA a través
de panel de juicio de expertos

Para la evaluación de la HA se utilizó un formato con 
siete criterios los cuales se muestran en la Tabla 5. La 
selección de los jueces expertos se realizó con base en 
los criterios planteados en la metodología de este estu-
dio, finalmente se escogieron 12 jueces distribuidos 
así: siete ingenieros clínicos y cinco auditores con 
experiencia. La HA se sometió a juicio por parte de los 
jueces, quienes la valoraron de acuerdo a los siete cri-
terios definidos. 

FIGURA 4. Cuadro de mando integral de gestión de tecnología de la HA.

 

 

Figura 4. Cuadro de mando integral de gestión de tecnología de la HA. 

CUMPLIMIENTO EN DOTACIÓN EN HABILITACIÓN CUMPLIMIENTO EN ESTANDARES DE ACREDITACIÓN

0% 100%

50%

89%

25% 75%
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50%
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TABLA 1. Distribución de los servicios asistenciales y de los equipos biomédicos seleccionados para ser auditados.

	 Hospital Servicio asistencial Equipo biomédico 

 

 

1 

 

 

Urgencias 

Desfibrilador 

Monitor de signos vitales 

Electrocardiógrafo 

 

UCI Pediátrica 

 

 

Carro de paro 

Bomba de infusión 

Ventilador de transporte 

Desfibrilador 

 

 

2 

Cuidado Intermedio neonatal 
(CIN) 

Incubadora 

Monitor de signos vitales 

Bomba de infusión 

 

UCI Adultos 

Desfibrilador 

Ventilador 

Electrocardiógrafo 

 

 

3 

 

Consulta externa 

Tensiómetro 

Equipo de órganos 

Báscula 

Hospitalización de baja 
complejidad 

Electrocardiógrafo 

Desfibrilador 

Monitor de signos vitales 
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TABLA 2. Resultados de la auditoría Hospital 1.

Hospital 
Servicio 

asistencial 
Resolución 2003 de 2014 

Acreditación: Medición de todos los 

estándares 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Urgencias 

 
 
 

 

UCI Pediátrica 

 

TABLA 3. Resultados de la auditoría Hospital 2.

Hospital 
Servicio 

asistencial 
Resolución 2003 de 2014 Acreditación: Medición de estándar 130 

2 

Cuidado 

Intermedio 

neonatal 

(CIN) 

 
 

 
 

UCI Adultos 
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TABLA 4. Resultados de la auditoría Hospital 3.Tabla 4. Resultados de la auditoria Hospital 3. 

Hospital 
Servicio 

asistencial 
Resolución 2003 de 2014 

3 

Hospitalización 

de baja 

complejidad 

 
 

Consulta externa 
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TABLA 5. Criterios de evaluación de la HA como parte del juicio de expertos.Tabla 5. Criterios de evaluación de la HA como parte del juicio de expertos. 

 

Criterio Descripción de la evaluación 

1 Presentación del instrumento por parte de los investigadores 

2 Claridad en la formulación del contenido de la herramienta 

3 La herramienta guarda relación con el objetivo principal, en 

cuanto a aplicación de normativa vigente 
4 Relevancia de la documentación que da soporte a la 

herramienta (Norma de habilitación y acreditación nacional, 

dotación) 
5 La herramienta entrega resultados pertinentes (gráficas) para la 

toma de decisiones 
6 La herramienta tiene suficientes criterios para evaluar  la 

gestión de tecnología biomédica  
7 Factibilidad de aplicación 

  

TABLA 6. Tabla estadística con juicio de los 12 evaluadoresTabla 6. Tabla estadística con juicio de los 12 evaluadores. 

 
Expertos 

Criterios 

n1 n2 n3 n4 n5 n6 n7 
1 5 5 5 5 5 5 5 

2 5 5 5 5 5 5 5 

3 5 5 4 5 5 5 4 

4 5 5 5 5 5 5 5 

5 5 5 5 5 5 5 5 

6 5 4 5 5 5 5 5 

7 4 5 4 5 4 4 4 

8 4 3 3 4 3 3 4 

9 5 5 5 5 5 5 4 

10 5 5 5 5 5 5 5 

11 4 4 5 5 5 5 5 

12 5 4 5 5 5 4 5 

 0,19 0,41 0,39 0,08 0,35 0,39 0,22 

∑
=

 
       

2,03 

       9,33 
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TABLA 7. Tabla estadística con juicio de evaluadores ingenieros clínicos.
Tabla 7. Tabla estadística con juicio de evaluadores ingenieros clínicos. 

Criterios de evaluación de la HA 

 Jueces Ing. 

Clínicos 
n1 n2 n3 n4 n5 n6 n7 

X1  5 5 5 5 5 5 5 

X2  5 5 5 5 5 5 5 

X3 5 5 4 5 5 5 4 

X4 5 5 5 5 5 5 5 

X5 5 5 5 5 5 5 5 

X6 5 4 5 5 5 5 5 

X7 4 5 4 5 4 4 4 

  

 

34 34 33 35 34 34 33 

Promedio 4,9 4,9 4,7 5,0 4,9 4,9 4,7 

 

∑
7

1

 

TABLA 8. Tabla estadística con juicio de evaluadores auditores.
Tabla 8. Tabla estadística con juicio de evaluadores auditores. 

Criterios de evaluación de la HA 
Jueces 

auditores 
n1 n2 n3 n4 n5 n6 n7 

Y1 4 3 3 4 3 3 4 

Y2 5 5 5 5 5 5 4 

Y3 5 5 5 5 5 5 5 

Y4 4 4 5 5 5 5 5 

Y5 5 4 5 5 5 4 5 

 

  

 

23 21 23 24 23 22 23 

Promedio 4,6 4,2 4,6 4,8 4,6 4,4 4,6 

 

∑

5

1

 

TABLA 9. Tabla con resultados estadísticos de todos los evaluadores.

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 9. Tabla con resultados estadísticos de todos los evaluadores. 

 Recuento Promedio Desviación 

Estándar 

Coeficiente de 

Variación 

n1 12 4,75 0,452267 9,52141% 

n2 12 4,58333 0,668558 14,5867% 

n3 12 4,66667 0,651339 13,9573% 

n4 12 4,91667 0,288675 5,87136% 

n5 12 4,75 0,621582 13,0859% 

n6 12 4,66667 0,651339 13,9573% 

n7 12 4,66667 0,492366 10,5507% 

Total 84 4,71429 0,550387 11,6749% 
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Análisis estadístico de los resultados
La confiabilidad de la HA se midió a través del cálculo 

del coeficiente alfa de Cronbach α, por lo tanto, se orga-
nizaron los valores como se muestran en la Tabla 6 y se 
reemplazaron en la Ecuación 1. Se obtuvo un α=0.90, lo 
cual indica que el instrumento tiene una consistencia 
interna adecuada y por lo tanto una buena correlación 
en las respuestas entregadas por los jueces. El grado de 
asociación del juicio de expertos se midió a través del 
CCS, para lo cual se aplicó la Ecuación 2 con base en las 
Tablas 7 y 8. Reemplazando los valores se obtiene un 
CCS de 0,88; para este caso se interpreta que un alto 
valor del coeficiente calculado indica un alto grado de 
consenso entre los jueces consultados y por lo tanto un 
acuerdo en sus respuestas.

Se realizó un análisis estadístico de los datos obteni-
dos utilizando la herramienta estadística Stagraphics. 
Se calcularon los promedios, desviaciones estándar y 
coeficientes de variación para cada ítem, encontrando 
valores altos para los criterios n2, n5 y n6. En la Tabla 
9 se observa que el criterio n2 genera una desviación 
estándar de 0,66 y por lo tanto un coeficiente de varia-

ción de 14.58%, lo que indica que este criterio posee 
un grado de dispersión mayor comparado con los 
demás. Por su parte n5 y n6 presentan valores de 
13.085 y 13.95 % en su coeficiente de variación, en 
consecuencia, los criterios n2, n5 y n6 por tener coefi-
cientes de variación altos requieren de mejoras y 
ajustes significativos en su planteamiento para que 
sean más aceptados por los futuros usuarios de la her-
ramienta. Se evaluó también la hipótesis nula de las 
desviaciones estándar dentro de cada una de las siete 
columnas y se concluye que estas son iguales.  Hallando 
el valor-P se encuentra que este es mayor o igual que 
0,05, por lo tanto, no existe una diferencia estadística-
mente significativa entre las desviaciones estándar al 
ser calculadas con un nivel del 95.0% de confianza.  
Por último, se analizaron las medias con un nivel de 
confianza de 95%, en la Figura 5 se observa que el cri-
terio n4 presenta un valor más alto, lo que indica que 
este tuvo mayor aceptación por parte de los jueces, 
convirtiéndose así en un criterio referente para los 
demás. Entre tanto se observa que los criterios n2 y n6 
poseen valores más bajos lo que permite interpretar 
que son los que requieren un mayor ajuste.

FIGURA 5. Análisis de medias con 95% de confianza.

 
Figura 5. Análisis de medias con 95% de confianza. 
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DISCUSIÓN
Actualmente los procesos de atención a pacientes son 

complejos y de alto riesgo, aún más si involucran equi-
pos médicos sofisticados y excesivamente elaborados. 
Bajo este panorama, garantizar calidad y seguridad en 
la salud a la población es un principio que han empren-
dido muchos países y la correcta gestión del equi-
pamiento médico contribuye enormemente a este 
objetivo. En este sentido, se construyen diferentes 
políticas y reglamentaciones que disponen de direc-
trices para mantener la tecnología sanitaria segura, 
durante todo su ciclo de vida. 

En las IS, la auditoría se ha convertido en una herra-
mienta fundamental para saber cómo se hacen los pro-
cesos realmente dentro de ellas y así detectar oportuni-
dades, problemas y brechas por mejorar. Este sector está 
experimentando una etapa de cambio y requiere de pro-
cesos que estructuren los datos con rigor y transparencia 
para que la toma de decisiones se base en datos confi-
ables. Sin embargo, la subjetividad de los resultados está 
presente debido a la falta de estandarización del método, 
es por ello que implementar una herramienta de auditoría 
propicia las buenas prácticas en este sector y proporciona 
información confiable y de calidad.

La HA propuesta contiene características que se 
diseñaron y estructuraron pensando en ofrecer un 
instrumento que genere resultados estandarizados, 
procurando así, minimizar la subjetividad del auditor, 
pero también se incorporaron condiciones de calidad, 
trasparencia y usabilidad. Los resultados de las valida-
ciones en los tres hospitales permitieron obtener 
brechas puntuales tanto para el cumplimiento con base 
en la norma de habilitación como para los parámetros 
de calidad que plantea la acreditación en salud.

Los resultados y gráficas que presenta la HA ofrecen al 
usuario un entendimiento amplio, claro y robusto, 
siendo esto un beneficio para la toma de decisiones 
acertada y oportuna en gestión de los equipos médicos.

En la Tabla 2, La Tabla 3 y la Tabla 4 se observan los 
resultados de las auditorías realizadas a los hospitales 
seleccionados. La información que entrega la herra-
mienta permite cuantificar la gestión de los equipos 
biomédicos por criterios específicos, y así brindar la 
oportunidad a las instituciones de identificar específi-
camente sus fortalezas y debilidades. De esta forma los 
hospitales pueden construir sus acciones de mejora 
con unas bases claras y cuantificadas.

Doce expertos sometieron la HA a juicio con base en 
siete criterios, allí se evaluó la confiabilidad y el grado 
de consenso de los jueces. El coeficiente alfa de 
Cronbach α fue de 0.90 demostrando que la consisten-
cia interna del instrumento es apropiada, entre tanto 
que el CCS fue de 0.88 indicando un alto grado de con-
senso entre los jueces consultados.

El análisis estadístico permitió identificar que los 
puntos débiles de la HA son los criterios n2, n5 y n6, 
siendo la claridad del contenido de la herramienta el 
factor que más debe mejorarse.

Se pueden entonces mencionar los siguientes benefi-
cios a la hora de aplicar esta herramienta:

1.  Integración del ingeniero biomédico en 
actividades de auditoría de la calidad de la 
atención en salud.

2.  Implementar nuevas metodologías para 
estandarizar las mediciones de la gestión de 
los equipos biomédicos con base en variables 
confiables.

3.  Generar mayor transparencia y calidad en la 
identificación de las debilidades de la gestión 
de la tecnología en salud con base en una 
estructura basada en la normatividad vigente 
del país.
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Propuestas futuras deben trascender a la imple-
mentación de esta herramienta en un software, donde 
se involucre la sistematización de las mediciones de las 
variables, avanzando en la posibilidad de ofrecer: infor-

mación completa, confiable, entendible, útil, transpar-
ente, profunda, integrar múltiples variables asistencia-
les y trascender la medición de la normatividad.
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RESUMEN
La inestabilidad de la postura y alteración del balance corporal son signos comúnmente observados en sujetos con 

afecciones que comprometen el sistema músculo-esquelético, visual, vestibular y propioceptivo, siendo la estabi-
lometría la principal herramienta de valoración clínica. Sin embargo, no se ha podido establecer un gold standard 
o patrones cuantitativos que permitan clasificar sujetos sanos y patológicos basados en el grado de alteración del 
equilibrio. Objetivo: El objetivo principal de este estudio fue realizar un análisis estabilométrico preliminar con 38 
sujetos sanos (19 mujeres y 19 hombres), con el fin de identificar un patrón de desplazamiento característico de la 
postura. Metodología: Este estudio se basó en la aplicación del test de Romberg. Se realizaron tres mediciones en 
cada paciente con ojos abiertos (OA) y ojos cerrados (OC), ubicados sobre una plataforma de fuerza en posición 
vertical. Resultado: se identificó un patrón característico de desplazamiento en los ejes medio-lateral X y ante-
ro-posterior Y, así como una estabilidad notable sobre el eje vertical Z, alrededor del centro de presión. Limitaciones: 
Sin embargo, debido al tamaño de la muestra, no se encontraron resultados concluyentes sobre las diferencias de 
índice de masa corporal, sexo o edad en el grupo de estudio. Originalidad: A pesar de ello, se encontraron paráme-
tros prometedores para la evaluación de la estabilometría en personas jóvenes sanas, fortalenciendo con ellos las 
herramientas objetivas de valoración clínica. Conclusión: Esta investigación permitió identificar características de 
movimiento comunes para pacientes normales, que pueden ser consideradas como un patrón objetivo para el 
seguimiento y evaluación de tratamientos en pacientes con trastornos del equilibrio de origen patológico.

PALABRAS CLAVE: Estabilometría, equilibrio, biomecánica, patrones.
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ABSTRACT
The postur instability and body balance alteration, are signs commonly observed in patients with diseases asso-

ciated with the musculoskeletal, visual, vestibular and proprioceptive systems, being the stabilometry the main 
clinical assessment study. However, it has not been established a standard or a quantitative pattern to classify 
healthy and pathological subjects based on the impaired balance level. Objective: The main objective of this study 
was to conduct a preliminary stabilometric analysis in 38 healthy subjects (19 women and 19 men) in order to 
identify a characteristic pattern of the position displacement. Methodology: This study was based on the Rombergś 
test. Three measurements was performed to each patient with open eyes (OA) and eyes closed (OC) stand over a 
force platform. Results: A characteristic pattern of the medio-lateral X and anteroposterior Y movement was iden-
tified, and remarkable stability on the vertical axis Z around the center of pressure. Limitations: However, because 
of the small sample size there was not found conclusive results related to Body-Mass-Index, sex or age. Originality: 
Despite, promising parameters were found for the evaluation of stabilometry in healthy young people, strengthe-
ning the objective tools of clinical assessment. Conclusion: This research identified common patient characteris-
tics of normal movement, that could be considered as an objective standard for patient monitoring and treatment 
evaluation in patients with pathological balance disorders.

KEYWORDS: Stabilometry, balance, biomechanics, patterns.
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INTRODUCCIÓN
La identificación de patrones que caracterizan el 

estado normal o patológico resulta fundamental para 
el diagnóstico temprano de enfermedades en todas las 
áreas clínicas[1]. Una de las áreas dedicadas a la bús-
queda de estos patrones es la biomecánica. Sus esfuer-
zos se enfocan fundamentalmente en el estableci-
miento de patrones de movimiento característicos de 
personas sanas y en la comparación de estas con las 
variaciones generadas por trastornos patológicos que 
comprometen el sistema osteo-muscular[1, 2, 3]. En ese 
sentido, es posible evaluar de forma más objetiva el 
estado y evolución de las patologías que afectan el sis-
tema neuro-motor, siendo la alteración del equilibrio 
uno de los signos más comunes en la actualidad[4], 
evaluado tradicionalmente mediante un estudio de 
estabilometría[5, 6, 7].

La estabilometría es el estudio del equilibrio que per-
mite analizar el control postural y su relación con la 
estabilidad en una posición bípeda[8]. Este control 
involucra la integración de la información sensorial de 
la periferia corporal (sistemas visual, vestibular y pro-
pioceptivo)[9, 10], en particular de los mecano-recepto-
res de las plantas de los pies[11, 12] y los receptores que 
informan sobre la posición corporal y orientación[3]. 
Esta información sensorial es coordinada con modula-
ciones precisas en el torque del tobillo, a través de 
ajustes finos en la longitud de los flexores plantares, 
los cuales permiten compensar el balance del cuerpo 
de manera continua y espontánea mientras se man-
tiene una posición erguida[2]. Esta técnica permite la 
cuantificación de las oscilaciones antero-posterior y 
lateral del cuerpo mientras el individuo permanece de 
pie sobre una plataforma de fuerza, mediante la aso-
ciación del desplazamiento del centro de presión (CP) 
con las asociaciones posturales. El registro es reali-
zado mediante el cálculo de su posición en las coorde-
nadas X y Y, que corresponden a la localización resul-
tante de las fuerzas aplicadas en la superficie en con-
tacto con los pies.

Algunos investigadores han reportado diferentes 
parámetros y metodologías para evaluar la estabili-
dad[13, 5, 7, 14]. Entre ellos se destaca el estudio de Yasuhiro 
et al.[15], en el cual analizaron pacientes con Parkinson 
mediante un estudio de estabilometria en dimensión 
fractal, obteniendo factores importantes para caracte-
rizar la enfermedad. Por otro lado, el estudio de Sá 
Ferreira[16], consideró el seguimiento del CP y su rela-
ción con los estato-kinesiogramas. Finalmente, en un 
estudio previo al presentado en este artículo, Rodriguez-
Rubio et al.[17] muestra el estudio de estabilometria en 
pacientes sanos de 18 a 65 años, sin embargo no pre-
senta una caracterización del desplazamiento normal, 
que pueda ser considerado en la valoración clínica de 
los pacientes. Por lo tanto, aún no existe un consenso 
general relacionado con parámetros concluyentes que 
permitan diferenciar condiciones normales o patológi-
cas relacionadas con el equilibrio.

Considerando lo anterior, en este artículo se mues-
tran los resultados de un estudio piloto en el cual se 
evaluaron 38 pacientes sanos, con el objetivo de iden-
tificar un patrón estabilométrico que permita cuantifi-
car el desplazamiento esperado de pacientes normales 
y pueda ser utilizado como parámetro de clasificación 
frente a casos patológicos. Para ello, se realizó el análi-
sis del desplazamiento del CP en un laboratorio de 
análisis de movimiento tradicional, con base en la guía 
del test de Romberg.

La estructura del artículo consta de la sección 
Metodología, en la cual se explica el tipo de estudio 
realizado, presentando el diseño experimental y los 
parámetros analizados, seguido de la sección 
Resultados, en la cual se presentan los parámetros y 
datos más relevantes del estudio. La sección Discusión, 
en la cual se muestra la importancia del análisis de 
movimiento en la identificación de variaciones 
inter-sujeto que determinen un patrón característico 
normal y/o patológico y el uso actual de la estabilome-
tría para el tratamiento y seguimiento de pacientes 
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con afecciones que alteran el equilibrio. Finalmente, la 
sección Conclusiones, en las cual se destacan los hallaz-
gos más relevantes de este estudio piloto y las posibles 
aplicaciones de los resultados obtenidos en la evalua-
ción y seguimiento de pacientes bajo análisis.

METODOLOGÍA
La finalidad del estudio piloto presentado, fue la 

identificación de parámetros o patrones de normali-
dad asociados al desplazamiento del CP en un grupo 
de personas (independientes del género) que puedan 
ser usados como factor en la identificación de trastor-
nos del equilibrio en estadíos tempranos o asintomáti-
cos, basados en la aplicación del test de Romberg. El test 
de Romberg es un estudio tradicionalmente usado en 
neurología clínica, que permite valorar la propiocep-
ción consciente en nervios periféricos. Para ello, el 
paciente debe permanecer en posición erguida, con 
ambos pies muy cercanos, con los ojos abiertos inicial-

mente, y luego con los ojos cerrados (ver Figura 1). Si el 
paciente sufre de una alteración del equilibrio muy 
pronunciada al cerrar los ojos, se considera como un 
claro indicio de anormalidad[13]. Para llevar a cabo este 
estudio, se siguió el siguiente diseño experimental:

Diseño experimental
Se realizó un estudio de tipo transversal en el cual 

participaron 38 estudiantes sanos universitarios de 
Bogotá, Colombia (19 hombres y 19 mujeres) que no 
sufrían alteraciones del sistema vestibular neurológico 
o del sistema músculo-esqueléticos, puesto que cual-
quier alteración afectaría la caracterización de norma-
lidad buscada. Además, no se tuvieron en cuenta estu-
diantes con lesiones de tejidos blandos, estudiantes 
que realicen ejercicio físico tres veces a la semana y 
deportistas, ya que se ha reportado que las personas 
con estas características presentan un comporta-
miento atípico en el patrón de estabilometría[18, 19, 10]. 

FIGURA 1: Esquema general de la prueba realizada siguiendo el test de Romberg. El vector sobre la imagen de la persona 
muestra la posición del centro de presión, cuyo desplazamiento sobre los ejes X y Y es presentado mediante un diagrama 

dispersión, tradicionalmente utilizado en los estudios clínicos de estabilometría.
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Cada uno de los participantes firmó un consenti-
miento informado, mediante el cual aceptaron su par-
ticipación en las pruebas realizadas y la investigación 
en curso, así como las condiciones de la misma.

El protocolo experimental fue implementado en un 
laboratorio de biomecánica digital. Fueron utilizadas 2 
plataformas de fuerza (plataforma de fuerza digital 
BTS modelo P6000), con 4 transductores que miden 
tanto la fuerza vertical como medio-lateral y ante-
ro-posterior cuando el sujeto se para sobre ella.

Como se mencionó previamente, el estudio tiene 
como base fundamental el análisis de estabilometría 
aplicando el test de Romberg. Este test permite evaluar 
la propiocepción conciente en nervios periféricos 
basado en la premisa que afirma que una persona 
requiere al menos 2 de los siguientes sentidos, para 
mantener el equilibrio: Propiocepción, función vesti-

bular y la visión. Cada uno de los participantes fue 
ubicado sobre la plataforma, manteniendo una posi-
ción estable y erguida durante 30 segundos[18].

Se realizaron dos pruebas con cada paciente:

a) Sobre una superficie estable se le pide los sujetos 
mirar un punto fijo designado previamente man-
teniendo la mirada al frente (estudio etiquetado 
como OA). Para esta condición el sistema vestibu-
lar y somato-sensorial interactúa con el balance 
corporal ayudando a mantener su postura[12].

b) Sobre la misma superficie, pero esta vez con ojos 
cerrados (OC), se le pide al paciente mantener la 
posición estable. En esta condición, se inhibe al 
sujeto la percepción visual[12], con lo cual se 
evalúan los demás sistemas sensoriales que par-
ticipan en el equilibrio.

Se realizaron tres mediciones, considerando para el 
análisis el promedio de las tres señales medidas, para 
reducir el error durante la captura.

Durante cada medición realizada, intencionalmente 
fue dejado un lapso de aproximadamente 30 segun-
dos, para el procesamiento de los datos, donde el 
sujeto realizaba un marcha por fuera de la plataforma 
de medición. De esta manera, se evitó la alteración de 
las mediciones por reforzamiento y adaptación del 
paciente a la prueba. 

La medición del ajuste postural permanente y la dis-
tribución de fuerzas necesarias para mantener la posi-
ción erguida, fue posible mediante el uso de platafor-
mas de fuerza que miden el vector de reacción del piso. 
Su origen se obtuvo agrupado toda la presión plantar 
alrededor del centro de presión (CoP por sus siglas en 
inglés)[20, 21], como puede observarse en la Figura 2.

Parámetros analizados

FIGURA 2: [Superior] Fuerzas de reacción del piso durante el 
apoyo normal en posición vertical estable; [Inferior] 

Posición de los sensores de fuerza en la plataforma y 
posición del centro de presión (CoP).
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El vector de reacción del piso y el CP permitieron esti-
mar el proceso de control del balance, directamente 
relacionado con el movimiento del centro de masa cor-
poral[9, 20, 21]. Su medición se realizó sobre la base de 
soporte y a lo largo de la dirección antero-posterior y 
medio lateral[22]. De esta manera, las variaciones del CP 
fueron registradas y comparadas bajo distintos entor-
nos[13]. La medición de las variaciones en el eje antero-
posterior  -X- ó movimiento adelante-atrás y medio-late-
ral -Y-  ó desplazamiento izquierda-derecha, así como la 
velocidad de estos desplazamientos y los desplazamien-
tos del baricentro o centroide del cuerpo fueron conside-
rados para medir la alteración postural y de balance.

RESULTADOS
Los participantes fueron estudiantes universitarios, 

cuyas características se resumen en la Tabla 1:

El promedio de desplazamiento del CP tanto en los ejes 
X como Y en el grupo estudiado, se resume en la Tabla 2. 
No fue considerado el desplazamiento sobre el eje Z (ver-
tical), debido a que no se encontró una variación conside-
rable (menores a 5 %), a pesar de variaciones forzadas.

TABLA 1: Resumen de las caracteristicas generales de los 38 
estudiantes (19 mujeres y 19 hombres) que participaron en 

el estudio piloto.

ARTÍCULO DE INVESTIGACIÓN

Variable Promedio
Peso (Kg) 74 ± 10,89
Estatura (m 1.69 ± 10,09
Edad (años) 20 ± 1,20
Indice de masa corporal – IMC (Kg/m2) 26.015 ± 3,92

Tabla 1: Resumen de las caracteristicas generales de los 38 estudiantes (19 mujeres y 19 hombres) que
participaron en el estudio piloto.TABLA 2: Resultado promedio en el desplazamiento sobre 

los ejes X y Y tanto para las pruebas de ojos abiertos (OA) 
como ojos cerrados (OC).

ARTÍCULO DE INVESTIGACIÓN

Variable Promedio
Rx OA 7,153 ± 3,4
Ry OA 7,853 ± 3,1
Rx OC 10,151 ± 4,2
Ry OC 9,499 ± 4,4

Tabla 2: Resultado promedio en el desplazamiento sobre los ejes X y Y tanto para las pruebas de ojos
abiertos (OA) como ojos cerrados (OC).

Como se puede observar, el desplazamiento tanto 
para los ejes X y Y presenta un comportamiento nota-
ble, que puede caracerizarse como óvalo al sobrepo-
nerse sobre los datos en un diagrama de dispersión, 
como puede observarse en la Figura 3.

FIGURA 3: [Superior] Diagrama de los desplazamientos en 
el eje X y eje Y obtenidos del estudio. [Inferior] Diagrama 

de dispersión obtenido y patrón generado.

Posteriormente, para identificar la estabilidad y per-
tenencia de los datos al conjunto de normalidad obte-
nido, se realizó un análisis de medias marginales, 
considerando las siguientes métricas sobre los datos 
de desplazamiento del CP: RMS - Valor cuadrático 
medio, RSSQ - Sumatoria de los valores cuadrático 
medio, PEAK2PEAK – Valor pico a pico y PEAK2RMS – 
Valor pico a rms, con el fin de detectar variaciones en 
los estudiantes bajo estudio.

Los datos fueron obtenidos en las mediciones con 
ojos abiertos (OA) y ojos cerrados (OC) siguiendo la 
directriz del test de Romberg, buscando identificar 
valores que resulten estadísticamente significativos. 
Los resultados obtenidos en este estudio piloto se 
muestran mediante un análisis de medias marginales 
(Tabla 3), así como los límites inferior y superior del 
rango de datos.
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TABLA 3: Análisis de medias marginales efectuado sobre el conjunto de datos, agrupando el análisis (OA) y (OC).

Cifuentes et al. Patrones biomecánicos de referencia para el diagnóstico temprano de trastornos del equilibrio: Estudio piloto. 3

Variable Media Error tip. Intervalo de Confianza 95 %
Limite inferior Límite superior

RMS 227,68 5,08 217,69 237,68
RSS 2166,85 51,12 2066,27 2267,44
PICO-A-PIC 2,98 0,10 2,78 3,19
PICO-A-RMS 1,49 0,03 1,43 1,55

Tabla 3: Análsis de medias marginales efectuado sobre el conjunto de datos, agrupando el análisis (OA)
y (OC)

De la Tabla 2 se destacan los errores mínimos en los 
parámetros pico-a-pico y pico-a-rms. Lo anterior sugiere 
que estos parámetros presentan una media y desviación 
estándar acotada y con una baja varianza, por lo tanto 
podrían ser útiles en la clasificación grupos de personas 
normales o anormales, con base en las diferencias obteni-
das caracterizadas por un rango claramente definido.

El valor pico-a-pico obtenido de la variación en los 3 
ejes de referencia de la plataforma de fuerza, se mues-
tra en la Figura 4 (superior). Adicionalmente, en la 
Figura 4 (inferior) se muestra la variación de las 
medias marginales para el valor pico-a-pico en los 3 
ejes de la plataforma, encontrando diferencias estadís-
ticamente significativas en cada uno de ellos.

FIGURA 4: Medias marginales del parámetro PICO-A-PICO calculado sobre en los 3 ejes de referencia (Izq.) y las modalidades 
de estudio OA = Ojos abiertos, OC = Ojos cerrados (Der.).

Considerando los resultados anteriores, se evaluaron 
los dos procesos (OA y OC), con el fin de corroborar la 
versatilidad del parámetro y poder determinar si su 
uso es adecuado para el seguimiento, evaluación y 
clasificación de pacientes normales o con trastornos 
del equilibrio. Se identificaron diferencias en las 2 
modalidades, reportando una media más alta con los 
ojos cerrados, lo cual es un resultado esperado de 
acuerdo a la revisión de la literatura. De acuerdo a lo 
anterior, se identificó que la variación en el eje Z no 

resulta ser estadísticamente significativa, por lo tanto, 
no puede ser considerado como un factor que sea dife-
renciador.

Finalmente, se realizó un análisis de distribución de 
frecuencias, cuyos resultados se resumen en la Figura 
5. Esto nos permite obtener el grado de pertenencia del 
grupo evaluado a un rango definido sobre los cuartiles 
1 y 3 de la distribución, así como los datos atípicos en 
cada caso.
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FIGURA 5: [Superior] Medias +/- SD del parámetro PICO-A-
PICO de los ejes Rx, Ry y Rz de la plataforma; [Inferior] 

Medias +/- SD del parámetro PICO-A-PICO de los ejes Rx y 
Ry de la plataforma.

Usando un análisis de discriminación con la variable 
de agrupación (Rx y Ry), se obtuvo un 94.7 % dentro de 
los limites (promedio +/- ds). 5.3 % estuvieron fuera de 
estos límites, presentando un error bajo pero conside-
rable de nuestro parámetro. En cuanto a Rx con ojos 
abiertos y Ry con ojos cerrados presentan un 78.95 % 
de pertenencia y 21.05 % de valores atípicos respecti-
vamente. Adicionalmente se puede observar la varia-
ción del parámetro pico-a-pico en los 3 ejes de la plata-
forma, en las dos modalidades evaluadas de acuerdo al 
test de Romberg.

DISCUSIÓN 
La estabilometría es una herramienta fundamental 

en la evaluación motora tanto en personas sanas[12, 19, 

14, 6] como en deportistas[22] y en personas con trastor-
nos del sistema neuro-musculo-esquelético[5, 7, 23]. A 
pesar ser un método cuantitativo de valoración clínica, 
el diagnóstico y seguimiento de alteraciones del equi-
librio continua siendo dependiente de la experiencia 
del especialista[16, 17]. Esto muestra la necesidad de de 
identificar parámetros objetivos, que permitan clasifi-
car o valorar adecuadamente a pacientes con alteracio-
nes del sistema propioceptivo en fases tempranas o 
asintomáticas.

En este artículo se muestran los resultados de un 
estudio piloto en sujetos sanos, orientado a identificar 
parámetros de normalidad que favorezcan el diagnós-
tico adecuado, así como el tratamiento y seguimiento 
adecuado de algunas enfermedades relacionadas con 
el equilibrio[5, 7, 23]. Estudios recientes han proporcio-
nado excelentes resultados en la evaluación de la esta-
bilometría en pacientes con algún grado de afección 
del sistema propioceptivo y vestibular[4, 24, 25, 26], sin 
embargo no se han reportado estudios que identifi-
quen patrones normales y/o patológicos del equilibrio.

El estudio encontró una relación importante entre la 
media de las variaciones pico-a-pico presentado princi-
palmente sobre el eje Y de referencia de las plataformas 
de fuerzas empleadas, lo cual es una respuesta esperada 
de acuerdo a la literatura[14, 6], como se evidencia en la 
Figura 5 [superior], considerando la variación del pará-
metro pico-a-pico, en las dos modalidades evaluadas de 
acuerdo al test de Romberg. Adicionalmente, se identi-
ficó que la variación en el eje Z no resulta ser estadísti-
camente significativa, por lo tanto, no es posible consi-
derar la estabilidad de este parámetro como un patrón 
de normalidad en la evaluación del equilibrio, debido a 
que ante la presencia de alteraciones forzadas, su varia-
ción fue baja. En este sentido, estos resultados permiten 
afirmar que variaciones altas (fuera del rango definido 
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por la media identificada en este estudio) en el eje Y o en 
menor medida sobre el eje X, pueden interpretarse 
como un posible indicador de la presencia de un tras-
torno del equilibrio. Los resultados del análisis de 
medias marginales mostraron una estabilidad o perte-
nencia del 94.73 % del total de sujetos estudiados. Es 
decir, tan sólo el 5.27 % de las personas que fueron 
consideradas como “normales” mostraron valores en 
alguno de estos ejes fuera del rango identificado.

Posteriormente analizando detalladamente los ejes X y 
Y de la Figura 5 [inferior], a pesar de que son identifica-
das variaciones en las 2 modalidades, se observó como 
la variación sobre el eje Y muestra una mejor sensibili-
dad denotada por una media más alejada y con una 
varianza considerable, lo cual abre la posibilidad de 
considerar este rango de valores como un patrón orien-
tado hacia la caracterización de personas jóvenes nor-
males. Sin embargo, la confirmación de esta segunda 
caracterización del comportamiento observado en la 
variación de los ejes del CP, requiere de un análisis sobre 
con una muestra más grande, que incluya participantes 
con algunos trastornos del equilibrio conocidos.

CONCLUSIONES
Parámetros prometedores para la evaluación de la 

estabilometría en personas jóvenes sanas fueron 
encontrados mediante el estudio piloto de 38 sujetos 
universitarios. Los resultados de este estudio piloto 
permiten resaltar que variaciones sobre el eje Z - verti-
cal, no pueden ser utilizados como un parámetro de 
clasificación, debido a la poca variación identificada, 
incluso bajo perturbaciones forzadas. La estabilidad 
evaluada en medias marginales y discriminación por 
variables de alrededor del 95 % sobre el eje Y y del 79 
% sobre el eje X sobre el rango de normalidad definido, 
muestran la pertenencia de esta estrategia en la identi-
ficación de patrones característicos del estado de nor-
malidad. Con esto, es posible fortalecer tanto la eva-
luación y como la clasificación de patologías. Sin 
embargo, debido al tamaño de la muestra, no se encon-
traron resultados concluyentes sobre las diferencias de 
índice de masa corporal, sexo o edad en el grupo de 
estudio. Por lo tanto, estudios con un mayor número 
de sujetos y con alteraciones en el balance del cuerpo 
son requeridos, para validar la hipótesis propuesta en 
este artículo.
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RESUMEN
Las colágenas son cada día más atractivas en la fabricación de andamios para Ingeniería de Tejidos, por su biocom-
patibilidad, manejo y capacidad de producirlas industrialmente. El objetivo del presente artículo fue presentar un 
análisis sobre el avance en la investigación, el desarrollo y producción de  colágenas recombinantes de humano, los 
sistemas de producción y sus usos en Ingeniería de Tejidos. Se realizó una revisión de la literatura científica interna-
cional arbitrada en bases de datos como Scopus, PubMed y Google Académico y se empleó aquella relevante a nues-
tro objetivo. Se encontró que el desarrollo de colágenas recombinantes de humano muestra un avance significativo 
y en la actualidad los sistemas de expresión, como bacterias y plantas, presentan ventajas sobre la calidad de la 
estructura y la biocompatibilidad, aunque con rendimientos todavía bajos. Mientras que existe escasa información 
sobre sus aplicaciones en Ingeniería de Tejidos, principalmente cartílago y hueso, en modelos animales y estudios 
clínicos. En las fuentes de información no se incluyeron patentes, por lo que nuestros hallazgos están limitados a 
publicaciones científicas. El presente trabajo, presenta los avances más recientes sobre la ingeniería de colágenas 
recombinantes y sus aplicaciones biomédicas en fabricación de tejidos con potencial uso clínico. Por lo que su fac-
tibilidad en la medicina regenerativa es prometedor y se requiere mayor investigación que permita su aplicación en 
un futuro cercano.

PALABRAS CLAVE: Colágeno, Andamios, Ingeniería de Tejidos.
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ABSTRACT
Due to its biocompatibility, handling and industrial production capacity, collagens have been increasingly attrac-
tive in the manufacture of scaffolds for Tissue Engineering. The aim of the present work was to present an analysis 
on the progress in research, development and production of human recombinant collagens, expression systems 
and their uses in Tissue Engineering. A review of the international scientific peer-reviewed literature in databases 
such as Scopus, PubMed and Google Scholar was done and that relevant to our objective was employed. The devel-
opment of human recombinant collagens was found to be significant, and currently the expression systems, like 
bacteria and plants, show advantages over structure quality and biocompatibility, albeit with still restricted yields. 
However, there is narrow information about its applications in Tissue Engineering, mostly studied for cartilage and 
bone, in animal models and clinical studies. We did not include patents in the study, thus our findings are limited 
to scholar data. The present work presents the most recent advances in the engineering of recombinant collagens 
and their biomedical applications in the manufacture of tissues with potential clinical applications. The potential of 
recombinant collagens in regenerative medicine is promising and more research is needed that might allow a broad 
application in the near future.

KEYWORDS: Collagen, Scaffolds, Tissue Engineering.
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INTRODUCCIÓN
En esencia, la Ingeniería de Tejidos se fundamenta en 

utilizar una combinación de células, señales molecula-
res y andamios porosos para cultivar tejidos in vitro[1]. 
La Ingeniería de Tejidos y la Medicina Regenerativa 
buscan desarrollar biomateriales que permitan, no solo 
el restablecimiento estructural, sino también que 
fomenten la regeneración funcional para evitar reem-
plazar órganos o tejidos[2]. Los andamios porosos para 
Ingeniería de Tejidos juegan un papel central al imitar la 
porosidad, el tamaño de poro y la interconectividad de 
los tejidos, para proporcionar un ambiente adecuado 
para la adhesión, proliferación, diferenciación celular y 
para mimetizar la función de los tejidos humanos nati-
vos[3]. Incluso, éstos pueden ser fabricados de tal manera 
que provean guías bioquímicas y/o biomecánicas que 
mimeticen la matriz extracelular de tejidos humanos[3].

Algunos de los esfuerzos iniciales de la Ingeniería de 
Tejidos, estuvieron enfocados al uso de polímeros sinté-
ticos como redes químicamente entrecruzadas (hidro-
geles)[2], poliuretanos[4], poli(ácido láctico)[5], poli(ácido 
glicólico)[5], poli(glicerol sebacato)[6], entre otros. Este 
tipo de materiales, permiten formar andamios con 
características mecánicas de formas muy bien controla-
das. Sin embargo, éstos materiales carecen de las seña-
les químicas, mecánicas y biológicas que posee la 
matriz extracelular natural. Aunque éstas señales pue-
den ser añadidas de manera externa para mejorar las 
características del andamio obtenido, parecen ser insu-
ficientes para producir tejidos similares a los nativos[7].

Una de las estrategias que se ha empleado con éxito, 
incluye producir por medio de la tecnología recombi-
nante diversas proteínas fibrilares de la matriz extra-
celular (ECM), tales como colágena tipo I y II, quera-
tina, elastina y fibrina. De estas proteínas fibrilares, 
específicamente los diversos tipos de colágena obteni-
dos por la tecnología recombinante, se han usado en la 
fabricación de andamios, debido a su capacidad de ser 
producidas y modificadas con técnicas moleculares y 

por su biocompatibilidad[8, 9, 10]. Por lo anterior, se están 
convirtiendo en buenos candidatos base de materiales 
avanzados de gran demanda en el área biomédica[10]. 
Fueron los resultados reportados en el año 2000 por 
Ruggiero et al. usando plantas transgénicas de tabaco, 
donde se logró la  producción exitosa de colágena 
recombinante, los que abrieron las puertas para la 
explotación de esta tecnología[11]. Sin embargo, fue 
hasta 2007 que Neubauer et al. presentaron un sistema 
que permitía su producción en cantidades aprovecha-
bles a nivel comercial de colágeno recombinante, 
siendo ésta investigación la que abrió las puertas a los 
laboratorios de materiales enfocados a la ingeniería de 
tejidos[12]. Por ejemplo en 2004, la compañía Fibrogen®, 
comenzó a distribuir comercialmente colágena recom-
binante potencialmente menos inmunogénica pues es 
idéntica a la nativa de humano, pero con característi-
cas estables entre lotes de producción[13].

Debido a que este campo promete mejoras en la bio-
compatibilidad, biodegradabilidad y simulación de las 
condiciones normales de los tejidos generados al usar 
andamios basados en colágenas recombinantes, el pre-
sente artículo se enfoca en los recientes avances en la 
expresión recombinante y el uso de colágenas recom-
binantes humanas en Ingeniería de Tejidos.

Colágena
Se han descrito hasta el momento, 28 tipos de colágena 

y todas están formadas por tres cadenas de aminoáci-
dos [14]. Cada una de éstas cadenas está formada por una 
hélice de poliprolina tipo II, que gira hacia la izquierda y 
que forman una superestructura de triple hélice orien-
tada en la dirección de giro hacia la derecha. A un nivel 
molecular, cada cadena está formada de tres aminoáci-
dos (GXY) en los cuales, la glicina siempre ocupa la pri-
mera posición. Las otras dos posiciones se encuentran 
ocupadas por el aminoácido prolina. En la posición Y, la 
prolina es transformada en 4-hidroxiprolina, lo cual 
repercute en la estabilidad de la molécula y es necesaria 
para soportar las temperaturas corporales sin degra-
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darse[15]. Partiendo de este principio para obtener la 
expresión del colágena, se realizaron algunas modifica-
ciones de la estructura secundaria que permitieron el 
entrecruzamiento y la estabilidad de la triple hélice para 
obtener la colágena recombinante. Por lo tanto, para 
este procedimiento fue necesario mimetizar la ruta bio-
sintética que confiere la estabilidad a la molécula. En la 
mayoría de los sistemas esto incluye la coexpresión de 
4-hidroxilasa prolina (P4H). En la Figura 1, se ilustra de 
manera esquemática este proceso.

La colágena ha sido utilizada en múltiples aplicaciones 
médicas, farmacéuticas y productos de consumo 
humano por más de 100 años[16]. Uno de los mayores 
retos de un biomaterial es su biocompatibilidad. En el 
caso de las proteínas recombinantes ésta biocompatibi-
lidad ha sido explorada en muchas ocasiones en estu-
dios de toxicidad, inmunogenicidad y biodegradación. 
Por ejemplo, la biocompatibilidad de la colágena ha 
sido ampliamente comprobada y es muy conocida[17].

La inmunogenicidad de la colágena ha sido revisada 
en estudios diversos como el publicado por Ramshaw 
et al.[16]. En general, se puede afirmar que las colágenas 
obtenidas por métodos recombinantes presentan 
buena biocompatibilidad, permiten la proliferación 
celular y no interfieren con el comportamiento celular. 
Aun así, hay puntos a favor y en contra de las colágenas 
de fuentes tradicionales y las colágenas recombinantes 
humanas, los cuales se resumen en la Tabla 1.

TABLA 1. Comparación entre el colágeno obtenido de fuentes tradicionales y el colágeno 
obtenido por métodos recombinantes.

Tabla	1.	Comparación	entre	el	colágeno	obtenido	de	fuentes	tradicionales	y	
el	colágeno	obtenido	por	métodos	recombinantes.	

Colágeno	obtenido	de	fuentes	tradicionales	 Colágeno	obtenido	por	métodos	recombinantes	

Ventajas	 Desventajas	 Ventajas	 Desventajas	

Baja	toxicidad	(relativa	a	
otros	materiales)	

Posible	transmisión	de	
enfermedades	animales	

Baja	toxicidad	(relativa	a	
otros	materiales)	

Altos	costos	

Degradación	natural	por	
metaloproteinasas	

Reacciones	alérgicas	 Degradación	natural	por	
metaloproteinasas	

Bajos	rendimientos	

Fácil	de	entrecruzar	 Contaminación	con	
patógenos	

Fácil	de	entrecruzar	 Sistemas	de	expresión	
complejos	

	

Reacción	Inmune	

Su	estructura	es	la	
misma	que	la	del	
colágeno	humano	

nativo	

	

 Variación	lote	a	lote	 	  
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Sistemas de expresión para obtener
colágena recombinante

La colágena utilizada en aplicaciones biomédicas y de 
Ingeniería de Tejidos, es principalmente colágena tipo 
I que se extrae de forma abundante de huesos de 
bovino. Sin embargo, la colágena que se obtiene por 
métodos recombinantes, ofrece una serie de ventajas 
como la disponibilidad y la calidad controlada del pro-
ducto, la ausencia de contaminantes de animales, la 
potencialidad de producir los tres tipos de colágena 
principales y la posibilidad de seleccionar dominios 
específicos de expresión o la producción de moléculas 
quiméricas.

Los sistemas que se utilizan para la expresión de colá-
gena recombinante incluye células procariotas y célu-
las eucariotas. A continuación, se describen algunas 
características y retos del uso de estos dos sistemas.

Sistemas de expresión de colágena 
recombinante en procariotas

La bacteria Escherichia coli es la más utilizada para la 
expresión de proteínas, incluyendo las de la matriz 
extracelular como la colágena. No obstante, hay algu-
nos problemas para este sistema de expresión, en par-
ticular para colágenas provenientes de mamíferos. En 
principio, se requiere la coexpresión de la enzima P4H 
la cual es muy problemática en bacterias. Esto ha sido 
resuelto al usar una cepa con un citosol particular-
mente oxidante[18]. Sin embargo, la producción de éstas 
proteínas generalmente lleva a la formación de cuer-
pos de inclusión no deseados en las bacterias o la pro-
ducción de su versión desnaturalizada[19].

Se han publicado algunos trabajos en donde se mejora 
esta tecnología, sobre todo para producir colágeno 
humano. Entre las estrategias empleadas podemos 
mencionar el aumento del crecimiento y expresión por 
medio de variaciones del CO2

[20], aumentando la presión 
para mejorar la transferencia de oxígeno y la optimiza-
ción de la relación carbono/nitrógeno en el cultivo[21]. 

Sin embargo, en ninguno de estos casos se analizó si la 
cantidad de proteína obtenida correspondió a colágena 
o a su versión desnaturalizada.

Con base en resultados obtenidos en Pichia pastoris 
se ha demostrado que el ensamblaje de colágenas de 
humano tipo I y III depende de la eficiencia de trimeri-
zación y que, por medio de la coexpresión de una 
secuencia de 29 aminoácidos que se localiza normal-
mente en el C- terminal de la secuencia de trimeriza-
ción de la fibritina del bacteriófago T4, se pueden 
generar entre 2 y media a tres veces más colágeno[22]. 

Estos estudios coinciden en que la hidroxiprolina 
endógena en la cadena de colágena es necesaria para la 
estabilidad de la triple hélice. Estos materiales han 
sido analizados de manera extensiva por medio de téc-
nicas de espectroscopía de dicroísmo circular (DC), 
dispersión dinámica de luz (DLS) y calorimetría dife-
rencial de barrido (DSC) para estudiar su estructura y 
estabilidad. En todos los casos, se ha encontrado que 
estas colágenas presentan una transición térmica alre-
dedor de los 36 – 37 ºC[23, 24, 25]. Estas características 
hacen que las proteínas sean excelentes candidatos 
para su uso como biomateriales en andamios para 
Ingeniería de Tejidos.

Sistemas de expresión de colágena 
recombinante en eucariotas

La falta de los sistemas de procesamiento post-tra-
duccional en procariotas ha favorecido el desarrollo de 
los sistemas en células eucariotas que expresen colá-
gena de forma recombinante. Sin embargo, como en 
todos los casos, cada uno de los sistemas tiene sus 
ventajas y desventajas. En el caso de algunas líneas 
celulares eucariotas como CHO (células de ovario de 
hámster chino), COS (células tipo fibroblasto derivadas 
de riñón de mono), HEK 293 (células de riñón de 
embrión humano) y HT1080 (células de fibrosarcoma 
de tejido conectivo humano), se tiene la ventaja de 
contar con toda la maquinaria post-transduccional de 
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producción de colágena. Sin embargo, la desventaja 
suele ser el bajo rendimiento de producción, que puede 
ir de 0.1 a 0.5 mgL-1 [26]. Por otro lado, en el caso de las 
células HEK 293, se pueden alcanzar rendimientos de 
80 mgL-1. Por lo que, aun cuando estos sistemas ofre-
cen una forma sencilla de producir colágena estable, 
los rendimientos no permiten su viabilidad comercial.

Debido a la limitación de la coexpresión de P4H en 
células de insectos y los bajos rendimientos de las célu-
las de mamífero, los sistemas basados en levaduras han 
sido explorados como una opción. Estos sistemas han 
sido optimizados para expresar cuando menos tres 
genes, uno para colágena y dos para P4H. Varios siste-
mas han sido diseñados basándose en Saccharomyces 
spp. integrando los tres genes[24, 27]. La producción de 
colágena tipo I de humano en la levadura Saccharomyces 
cerevisiae, reveló que los extremo N- o C- del propép-
tido de colágeno (procolágeno) así como la ausencia de 
hidroxilación en prolina, no son necesarios para la for-
mación de la triple hélice [28]£. Otros sistemas se han 
basado en P. pastoris para obtener mejores rendimien-
tos de colágenas no modificadas en sistemas recombi-
nantes. Baez et al. en 2005, lograron mejorar los rendi-
mientos de éstos sistemas basados en P. pastoris hasta 
1.5 gL-1 para cadenas completas de colágena y 14 gL-1 
para fragmentos definidos[22, 29]. 

La adición de P4H en microorganismos genética-
mente modificados como levaduras P. pastoris, S. cere-
visiae, Hansenula polymorpha y bacterias E. coli, 
Bacillus brevis y en células de insectos como en plantas 
de tabaco, para la producción de colágena recombi-
nante de humano probó ser una tecnología escalable y 
rentable en la síntesis de colágena hidroxilada, con 
estabilidad térmica similar a colágenas nativas para su 
uso en muchas aplicaciones médicas como la Ingeniería 
de Tejidos[29-34]. Adicionalmente, se han empleado ani-
males o plantas transgénicas en los cuales se introduce 
el DNA foráneo utilizando técnicas convencionales 
como microinyección del DNA deseado directamente 

en un óvulo[35]. Asimismo, un número de proteínas 
bacterianas similares a la colágena con Gly como cada 
tercer residuo y un alto contenido de Pro, como los 
péptidos V-CL-CL de Streptococcus pyogenes, se han 
observado capaces de formar estructuras de triple 
hélice estables a pesar de la ausencia de hidroxipro-
lina, y tienen el potencial de formar estructuras fibri-
lares, útiles para biomateriales y aplicaciones de inge-
niería de tejidos[36]. 

Varias especies de animales transgénicos son capaces 
de producir proteínas recombinantes en leche, sangre, 
clara de huevo, semen, orina y glándulas de seda [37]. 
Un gran número de especies de mamífero han sido 
utilizadas para este fin incluyendo cerdos, cabras, 
vacas, conejos y ratones. Cada uno de ellos tiene ven-
tajas y desventajas. Sin embargo, existen pocas publi-
caciones sobre la producción de colágenas expresadas 
en animales transgénicos. La expresión de colágena de 
humano en leche de ratón tuvo como resultado la pro-
ducción de pro-colágeno sin hidroxilar, el cual era tér-
micamente inestable. Este resultado se atribuyó a la 
baja disponibilidad de P4H endógeno[38]. Con la intro-
ducción de genes que expresan el P4H, se logró obtener 
rendimientos de 0.2 gL-1. Sin embargo, Toman et al. 
lograron mejorar ésta producción hasta rendimientos 
de 8 gL-1 pero con un peso molecular menor a 37 kDa lo 
cual indica una menor longitud y estabilidad[39].

En el caso de las plantas transgénicas, se tiene un 
largo historial de su uso como biorreactores para pro-
ductos farmacéuticos (p. ej. insulina, lactoferrina y 
anticuerpos), vacunas y enzimas de procesamiento 
(tripsina), dado que estos sistemas ofrecen una opción 
económica y práctica.

El primer modelo reportado para la producción de 
colágena en plantas fue publicado por Ruggiero et al. 
en el año 2000. Estas plantas fueron capaces de produ-
cir colágena humana tipo III, de triple hélice y colá-
gena tipo I en forma de homotrímero[16].
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Cabe mencionar que aun cuando éstos sistemas fue-
ron de importancia al demostrar el concepto, la 
hidroxilación de la prolina en la posición Y estuvo 
ausente. Esto demostró que la expresión de P4H tam-
bién es necesaria en plantas para obtener colágena 
funcional. Sin embargo, la falta de hidroxilación en 
moléculas de colágena recombinantes expresadas en 
plantas de tabaco, mostraron una mayor flexibilidad, 
así como una temperatura de fusión reducida en com-
paración con homotrímeros y heterotrímeros nativos, 
mientras que la distribución de aminoácidos cargados 
se mantuvo sin cambios. Asimismo, se demostró que 
la ausencia de residuos de hidroxiprolina no impide el 
plegamiento correcto de colágena recombinante[40]. La 
cebada ha sido utilizada como sistema de expresión de 
colágena tipo I de cadena completa utilizando tres pro-
motores (ubiquitina de maíz, glutenina específica y 
alfa-amilasa). Sin embargo, los mejores rendimientos 
obtenidos usando el promotor de glutenina fueron de 
120 mgkg-1 por semilla, lo cual es relativamente bajo. 
Stein et al., retomaron el trabajo con plantas de tabaco 
agregando la expresión de P4H y de procolágeno-lisina 
4-dioxigenasa, lo cual produjo rendimientos de aproxi-
madamente 20 gL-1 [31]. La colágena recombinante 
carente de hidroxiprolina expresada en plantas trans-
génicas, tiene una adherencia más débil a plaquetas 
que en el colágeno completamente hidroxilado, ofre-
ciendo nuevas aplicaciones selectivas para aplicacio-
nes biomédicas en Ingeniería de Tejidos[41].

Uso de la colágena recombinante en  
Ingeniería de Tejidos

Como hemos mencionado, la colágena se puede pro-
ducir en una gran variedad de sistemas que difieren en 
facilidad, reproducibilidad, relación costo-eficiencia y 
rendimiento. Hemos descrito una gama de sistemas de 
expresión de colágenas de origen humano en bacte-
rias, levaduras y células de mamífero, insecto y vege-
tales como el tabaco y el maíz (recombinantes) y colá-
genas de origen bacteriano (colágena no animal), como 
materiales de uso potencial en biomedicina[29-32, 42].

Las últimos tienen las ventajas que se pueden producir 
fácilmente con buenos rendimientos a través de E. coli, 
y no existe ningún requisito para la hidroxilación de 
prolina y pueden formar estructuras estables de triple 
hélice[23, 43]. Sin embargo, las colágenas no hidroxiladas 
en prolina estudiadas hasta la fecha, no se empaquetan 
en grandes agregados fibrilares como los que se forman 
por las principales colágenas intersticiales de animales, 
particularmente colágena de tipo I, que es la principal 
colágena utilizada en materiales biomédicos[23, 40]. Como 
consecuencia, las matrices tridimensionales fabricadas, 
como las esponjas de colágena recombinante, no son 
mecánica y estructuralmente tan estables como las de 
las colágenas de origen animal [44]. Empero, la introduc-
ción de tirosina y cisteína en la secuencia de colágenas 
bacterianas, permite formar entrecruzamientos selecti-
vos a través de la oxidación y la formación de agregados 
más grandes de las cuales se pueden obtener geles y 
agregados solubles y pueden conformar esponjas más 
estables para Ingeniería de Tejidos[45].

Las colágenas recombinantes de humano son una 
base eficiente para la formación de andamios útiles en 
la reparación ósea, en especial cuando se combina con 
una proteína morfogenética ósea recombinante en un 
tamaño y modo de presentación poroso, similar a una 
esponja. Cuando se presentan como una membrana, 
película o gel, pueden servir como base para la inge-
niería de epitelios como piel, cartílago y ligamento 
periodontal, de acuerdo a los requisitos específicos de 
la aplicación elegida.

Durante la última década, en conjunto con el desarro-
llo de tecnologías para la producción a gran escala de 
colágenas recombinantes de humano, se ha hecho un 
progreso significativo en la evaluación de estas coláge-
nas en la Ingeniería de Tejidos. Lo que ha traído como 
resultado, el diseño racional y a medida de proteínas 
similares a la colágena de humano para desarrollar 
biomateriales inteligentes, que mejoren la calidad de 
los tejidos producidos en el laboratorio. 
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Estudios como los realizados por Ito et al.[9] y Hu et 
al.[8], aportaron conocimiento sobre los dominios rele-
vantes de la estructura de la colágena recombinante de 
humano, para favorecer la formación de cartílago y 
piel, respectivamente. La generación de proteínas 
similares a la colágena, como el dominio D4 de colá-
gena de humano II, ha permitido fabricar andamios 
con cualidades superiores para ingeniería de cartí-
lago[9].  Simultáneamente, Dravida et al.[46], crearon 
una lámina de 2 mm de colágena recombinante de 
humano entrecruzada para el desarrollo de tejido lim-
bal/corneal de utilidad clínica en enfermedades de 
córnea. Mientras que Liu et al. y Griffith et al., han 
fabricado con éxito hidrogeles transparentes y sólidos 
como sustitutos de la córnea a partir de colágenas 
recombinantes de humano tipo III y tipo I, con diferen-
tes procesos de reticulación, los cuales mostraron 
retención de claridad óptica, junto con la regeneración 
de las células de la córnea, los nervios y la película 
lagrimal, con potencial uso clínico[47, 48]. Por otra parte, 
Wang et al.[49] emplearon colágena recombinante de 
humano sintetizado en E. coli y combinado con 
hidroxiapatita/poli-ácido láctico para el desarrollo de 
hueso, el cual mostró algunas de las características del 
hueso natural tanto en el componente principal como 
en microestructura, resultando prometedor para inge-
niería de tejido óseo. Pruebas in vitro con células 
pre-osteoblastos, demuestran una buena interacción 
célula-material sobre matrices preparadas con proteí-
nas derivadas de colágena recombinante de humano 
de tipo I en presencia de Mg2+, abriendo la posibilidad 
de diseñar, a través de proceso de biomineralización, 
matrices híbridas avanzadas para la regeneración 
ósea[50]. Pulkkinen et al.[51], reportan la funcionalidad y 
la biocompatibilidad de la colágena tipo II recombi-
nante de humano para fabricación de cartílago. 
Asimismo, el grupo de Wu et al.[52], reevaluaron el uso 
del colágena recombinante de humano e hidroxiapa-
tita/poli-ácido láctico cargado con Proteína 
Morfogenética 2 (BMP-2) recombinante de humano, 
consiguiendo la mineralización y formación de hueso, 

que tiempo más tarde sería evaluado con células tron-
cales mesenquimales modificadas genéticamente para 
la expresión de BMP-2 de humano, evidenciando un 
incremento en la formación de hueso[53]. Posteriormente, 
Zhu et al.[54], incursionaron en la ingeniería de tejido 
vascular empleando colágena recombinante de 
humano en E. coli combinada con quitosano en anda-
mios tubulares, consiguiendo demostrar su biocompa-
tibilidad y potencial uso en regeneración vascular.

Recientemente, Zhang et al. fabricaron andamios de 
péptidos de colágena recombinante de humano por 
medio de liofilización y estudiaron el efecto del tamaño 
de poro en el cultivo de células endoteliales de cordón 
umbilical de humano. Este estudio demostró lo impor-
tante de la porosidad de los materiales en la viabilidad 
celular[55].

La colágena tipo I obtenida de Pichia ha sido utilizada 
para obtener membranas para regeneración de tejidos. 
Asimismo, la colágena tipo II se utilizó para recubrir 
telas de Dacron® (DuPont, Unión Europea) para redu-
cir la trombogénesis[56]. En otro estudio, se produjeron 
andamios porosos que liberaban Factor de Crecimiento 
Endotelial Vascular (VEGF), para generar sustitutos de 
tejido gingival[57].

Estas colágenas han sido utilizadas también en estu-
dios de generación de cartílago y hueso in vitro e in 
vivo, como andamios cargados de condrocitos en 
conejos e incluso en porcinos[49, 51, 52]. En todos los estu-
dios, se obtuvieron resultados favorables de formación 
de tejido, pero sólo en la última publicación mencio-
nada, se observaron propiedades mecánicas similares 
al tejido natural. Muhonen et al., obtuvieron hidroge-
les de ésta colágena tipo II y los utilizaron como nichos 
para la condrogénesis de células madre mesenquima-
les. Este estudio sirvió para demostrar que el proceso 
de formación de cartílago, se presenta de manera 
retardada y reafirma la necesidad de seguir explo-
rando el uso de estos materiales[58].
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La colágena recombinante tipo VII, ha sido investigada 
como una alternativa de terapia para úlceras de la epider-
mis, pero también ha presentado efectividad en el trata-
miento de la Epidermólisis Bullosa Distrófica (EBS), por 
medio de la aplicación de geles tópicos o por inyección 
intravenosa. En el caso de las úlceras diabéticas, se 
observó una recuperación más rápida que la obtenida al 
utilizar geles de colágena de origen bovino o cadavérico. 
Incluso, hubo angiogénesis en etapas tempranas de la 
aplicación y menor inflamación[54, 55]. Woodley et al., 
demostraron que al administrar colágena por medio 
intravenoso, éste era atraído e incorporado a la interfaz 
epidermis-dermis logrando su restauración[59].

Uno de los mayores éxitos reportados de la colágena 
tipo VII, es su uso en el remplazo y regeneración de 
córneas. El grupo conformado por laboratorios de 
Canadá, Suecia, EUA, Japón e India, demostraron que 
la colágena tipo I tiene un índice de refracción de 1.35 
y una transparencia similar a la de la córnea humana 
[60]. Asimismo, al utilizar colágena tipo III, encontra-
ron que posee las mismas propiedades ópticas y mejo-
res propiedades mecánicas que la colágena tipo I, lo 
cual atribuyeron al menor diámetro de las fibrillas[47]. 
En un estudio paralelo, encontraron que éstos hidro-
geles eran capaces de mantener una proliferación de 
células endoteliales y neurales in vitro[61]. También, se 
comparó su desempeño in vivo en donde obtuvieron 
una mejor regeneración que la obtenida con un aloin-
jerto de cerdo y una incidencia de infecciones diez 
veces menor[62]. Recientemente, en un seguimiento los 
autores observaron que las corneas implantadas no 
presentaron rechazo y los pacientes no habían necesi-
tado terapia de inmunosupresión. Por lo que estos 
hidrogeles de colágena presentan una excelente opción 
al trasplante de corneas[63]. En resumen, el avance 
científico y tecnológico en la obtención de colágenas 
recombinantes de humano, así como en su aplicación 
para Ingeniería de Tejidos, ha permitido explotar su 
potencial terapéutico clínico y ofrece grandes retos y 
oportunidades para este sector en amplio crecimiento.

DISCUSIONES Y CONCLUSIONES
En los últimos 20 años se han desarrollado sistemas bacte-

rianos y eucariotas para la producción de colágenas recom-
binantes de humano a nivel industrial. Sin embargo, debido 
a los bajos rendimientos de producción, todavía son escasas 
las empresas que ofrecen estos materiales en condiciones 
adecuadas, de costo y cantidad, para potenciar su uso en 
investigación y medicina. Por lo tanto, uno de los retos con-
siste en lograr obtener rendimientos más altos y el desarro-
llo de nuevas tecnologías que permitan su procesamiento. 

Por otro lado, estas colágenas recombinantes representan 
una opción muy atractiva al ser comparadas con las de ori-
gen animal, ya que presentan una mejor biocompatibilidad 
y menor rechazo al ser idénticos al de origen humano y 
ponen fin a los riesgos latentes por el uso de colágenas de 
origen animal. Adicionalmente, estas colágenas recombi-
nantes eliminan la necesidad de utilizar modificaciones 
químicas para unir de manera covalente señales bioactivas 
o entrecruzamientos químicos, las cuales, pueden ocasio-
nar la desnaturalización de la proteína o introducir residuos 
tóxicos. En este contexto, el desafío consiste en obtener 
materiales que permitan desarrollar andamios con una 
estructura jerárquica que mimetice la complejidad de la 
matriz extracelular natural. Es posible que la generación de 
estas micro y nanoestructuras pueda ser lograda por medio 
del uso de una combinación de técnicas como electrohi-
lado, micro o nanomoldeo, microlitografía o autoensam-
blado. Por lo tanto, conforme la Ingeniería de Tejidos vaya 
avanzando y empleando andamios más complejos, las 
colágenas recombinantes prometen ser una buena opción 
para satisfacer los requerimientos biológicos, médicos y 
comerciales.

En conclusión, debido al avance significativo en el 
desarrollo y uso de colágenas recombinantes de 
humano en uso de Ingeniería de Tejidos y Medicina 
Regenerativa, es necesario continuar la investigación 
de laboratorio y clínica, para poder aprovechar al 
máximo su potencial como una herramienta en la bio-
medicina.
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RESUMEN
El análisis de motilidad espermática es muy importante para la evaluación de fertilidad humana. A menudo este 
análisis se lleva a cabo de forma manual, pero puede ser susceptible a errores inherentes a la naturaleza del proce-
dimiento. Además de conllevar largos periodos de tiempo, los resultados son subjetivos y carentes de repetitividad. 
Con el fin de mejorar esto, presentamos un algoritmo semi-automático que rastree de manera precisa el despla-
zamiento de los espermatozoides. La metodología implementada se basó en la aplicación de modelos gaussianos 
adaptativos para detectar los espermatozoides en movimiento y segmentarlos a lo largo de los fotogramas de un 
video, posteriormente  fueron aplicadas operaciones morfológicas y análisis de componentes conectados para re-
ducir ruido en la imagen y calcular los centroides respectivamente. Luego, el algoritmo de Munkres y el filtro de 
Kalman fueron utilizados con el propósito de asignar centroides a las trayectorias. Finalmente, las trayectorias son 
visualizadas en pantalla. Los resultados evidencian un 90.91% de precision con respecto al análisis manual por 
parte de un experto. La herramienta tiene como único objetivo detectar el movimiento y trazar el desplazamiento 
de los espermatozoides en vídeo para muestras espermáticas humanas. Por otra parte, permite a los expertos en 
andrología llevar a cabo un análisis más exacto de las características individuales de los espermaozoides, teniendo 
así un soporte tecnológico a bajo costo, preciso y con repetitividad en los resultados que les permita emitir un diag-
nóstico más acertado. Por lo tanto, este método puede ayudar a especialistas a reducir periodos de tiempo y realizar 
un análisis más objetivo de motilidad espermática. De esta manera, el diagnóstico de fertilidad será más confiable.

PALABRAS CLAVE: Motilidad espermática, detección de trayectorias, modelos gaussianos, filtro de Kalman.
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ABSTRACT
Sperm motility analysis is very important for human fertility assessment. It is often carried on manually, but this 
could be susceptible to mistakes due to the nature of procedure. In addition to being time-consuming, results are 
merely subjective and non-repeatable. In order to overcome this, we present a semi-automated algorithm that 
tracks accurately the sperm movements. Adaptive Gaussian models are implemented for detecting moving sper-
matozoa and segment them throughout video frames. Morphological operators and connected-components label-
ing are applied to reduce noise and calculate centroids, respectively. Then, the Munkres algorithm along with the 
Kalman filter are used for the purpose of assigning centroids to tracks. Finally, tracks are displayed on screen. Out-
comes show a 90.91 % of accuracy regarding to manual analysis. This algorithm aims only to detect spermatozoa 
movement and trace its displacement in video for human sperm samples. Moreover, it allows  andrology experts to 
perform a more exact analysis of the individual characteristics of spermatozoa, having so a low cost, accurate and 
repetitive technological support that will allow them to emit more precise diagnosis. Thus, this method will help 
specialists to reduce time periods and make more objective analysis of sperm motility. In this way, fertility diagnosis 
will be more reliable.

KEYWORDS: Sperm motility, tracks detection, gaussian models, Kalman filter.
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Actualmente en Colombia, el espermograma es el 
único examen clínico que brinda un diagnóstico apro-
ximado de la fertilidad masculina a través de la evalua-
ción de la calidad seminal[1]. El examen, el cual se lleva 
a cabo de manera manual no siempre es certero, debido 
a que se pueden presentar errores en el diagnóstico 
inherentes a la naturaleza del procedimiento[2].  

Aunque el espermograma se realiza por parte de un 
especialista, depende solamente de la inspección visual y 
la experiencia de éste. Estas condiciones pueden propi-
ciar errores en el diagnostico debido a la alta subjetividad 
al momento de observar y evaluar la muestra . Además, 
las largas jornadas de evaluación enfocando la muestra 
en el lente de un microscopio pueden provocar en el espe-
cialista fatiga visual, lo que dificulta aún más su trabajo y 
por consiguiente la confiabilidad de los resultados[4]. 

En los últimos años se han desarrollado sistemas 
comerciales de análisis seminal asistido por computa-
dor (CASA) que automatizan el proceso y solucionan 
dichos inconvenientes[5]. Sin embargo, su costo de 
adquisición es muy elevado y carecen de un estándar 
adecuado, lo que limita su incursión en el mercado. 
Aunque en Colombia no hay presencia de estos siste-
mas comerciales, ya existen investigaciones que pre-
sentan avances importantes en el análisis automático 
de los parámetros de viabilidad y concentración[6].

El propósito de esta investigación fue desarrollar una 
herramienta computacional semiautomática para 
identificación de trayectorias en espermatozoides 
humanos, como soporte tecnológico al análisis de 
motilidad espermática, con el fin de minimizar los 
errores humanos en el diagnóstico, dando asistencia al 
experto en la detección del movimiento de las células 
espermáticas y permitiéndole visualizar las trayecto-
rias reales a través de la pantalla de un computador, 
dando lugar a un diagnóstico más objetivo.

La metodología propuesta consiste en la aplicación de 
técnicas de visión artificial, que se componen de dife-
rentes métodos de procesamiento de imágenes y video, 
tales como: detección de movimiento en secuencia de 
fotogramas[7], operaciones morfológicas, análisis de 
componentes conectados y de un filtro de Kalman para 
determinar trayectorias individuales de múltiples obje-
tivos en movimiento[8].

Finalmente, la herramienta traza dichas trayectorias 
sobre el video procesado.

En el presente artículo se reportan los resultados del 
desarrollo y validación experimental de una herra-
mienta computacional para la identificación de trayec-
torias de los espermatozoides vivos sobre videos de 
muestras seminales obtenidas a partir de 5 individuos.

INTRODUCCIÓN

En primera instancia, fue necesario contar con un 
equipo de microscopía con cámara integrada (Eclipse-
Nikon) con objetivo de 40x y ocular de 10x. Se contó 
con un conjunto de 5 muestras seminales humanas 
previamente preparadas según los protocolos del 
manual de evaluación de la OMS[9]. Posteriormente, se 

MATERIALES Y MÉTODOS

capturaron los videos con resolución espacial de 
1280x960 pixeles a 10 Hz.

La metodología propuesta para la detección de las 
trayectorias descritas por los espermatozoides se 
divide en 5 etapas, como se evidencia en la Figura 1.
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FIGURA 1. Metodología propuesta.

és de modelos gaussianos adaptativos. En la segunda 
etapa se aplican operadores morfológicos para elimi-
nar ruido. Luego, en la tercera etapa se analizan los 
componentes conectados en la imagen binaria. 
Posteriormente, en la cuarta etapa se aplica un algo-
ritmo de Munkres y un filtro de Kalman con el objetivo 
de reconstruir las trayectorias de los espermatozoides. 
Finalmente, se trazan las trayectorias de los esperma-
tozoides sobre el video procesado. A continuación, se 
describen cada uno de los métodos implementados en 
las etapas diseñadas y cómo se aplicaron a la herra-
mienta computacional propuesta.

Modelos gaussianos adaptativos
Esta técnica diseñada en[10] utiliza distribuciones nor-

males para analizar los pixeles de las imágenes conse-
cutivas. Cada pixel es analizado con respecto a múlti-
ples modelos gaussianos creados de manera adaptativa. 
Estas distribuciones gaussianas se modelan mediante 

el análisis de varianzas en los pixeles. Por lo tanto, 
cuando un pixel presenta un relativo valor bajo de 
variabilidad en su magnitud a lo largo de una secuencia 
de fotogramas, se afirma que pertenece al fondo de 
imagen, y no a un objeto en movimiento y es determi-
nado a través de la Ecuación 1, y mediante la Ecuación 
2 se determina la densidad de probabilidad gaussiana:
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En la primera etapa se realiza la segmentación a 
través de modelos gaussianos adaptativos. En la 
segunda etapa se aplican operadores morfológicos 
para eliminar ruido. Luego, en la tercera etapa se 
analizan los componentes conectados en la imagen 
binaria. Posteriormente, en la cuarta etapa se aplica 
un algoritmo de Munkres y un filtro de Kalman con 
el objetivo de reconstruir las trayectorias de los 

espermatozoides. Finalmente, se trazan las 
trayectorias de los espermatozoides sobre el video 
procesado. A continuación, se describen cada uno de 
los métodos implementados en las etapas diseñadas 
y cómo se aplicaron a la herramienta computacional 
propuesta. 

Modelos gaussianos adaptativos 

Esta técnica diseñada en [10] utiliza distribuciones 
normales para analizar los pixeles de las imágenes 
consecutivas. Cada pixel es analizado con respecto 
a múltiples modelos gaussianos creados de manera 
adaptativa. Estas distribuciones gaussianas se 
modelan mediante el análisis de varianzas en los 
pixeles. Por lo tanto, cuando un pixel presenta un 
relativo valor bajo de variabilidad en su magnitud a 
lo largo de una secuencia de fotogramas, se afirma 
que pertenece al fondo de imagen, y no a un objeto 
en movimiento y es determinado a través de la 
Ecuación 1, y mediante la Ecuación 2 se determina 
la densidad de probabilidad gaussiana: 
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Donde 𝐾𝐾 es el número de distribuciones, en este 
caso fueron utilizadas 3 para representar los pixeles 
pertenecientes a los espermatozoides, al fondo y a 
las impurezas, X es el valor del píxel, � es un peso 
estimado para el modelo � por unidad de tiempo �, � 
es la densidad de probabilidad gaussiana, � es el 
valor medio, � la covarianza en la combinación de 
modelos, � es el tamaño del dominio de la 
distribución normal, que depende de las 3 
componentes de color del valor del pixel y T 
representa la traspuesta de la diferencia entre el valor 
del píxel y la media del módelo gaussiano. 
Los pesos que modelan de manera adaptativa el 
fondo fueron calculados a partir de la Ecuación 3. 
Donde � es la tasa de aprendizaje y G es un valor 
binario determinado por la substracción correcta de 
un pixel por el modelo. La media y la covarianza 
para cada modelo actualizado se calculan a partir de 
las Ecuaciones 4 y 5 respectivamente. Donde � es 

Donde K es el número de distribuciones, en este caso 
fueron utilizadas 3 para representar los pixeles perte-
necientes a los espermatozoides, al fondo y a las impu-
rezas, X es el valor del píxel,  es un peso estimado para 
el modelo  por unidad de tiempo ,  es la densidad de 
probabilidad gaussiana,  es el valor medio,  la cova-
rianza en la combinación de modelos,  es el tamaño del 
dominio de la distribución normal, que depende de las 
3 componentes de color del valor del pixel y T repre-
senta la traspuesta de la diferencia entre el valor del 
píxel y la media del módelo gaussiano.

Los pesos que modelan de manera adaptativa el 
fondo fueron calculados a partir de la Ecuación 3. 
Donde  es la tasa de aprendizaje y  es un valor binario 
determinado por la substracción correcta de un pixel 
por el modelo. La media y la covarianza para cada 
modelo actualizado se calculan a partir de las 
Ecuaciones 4 y 5 respectivamente. Donde  es una pro-
babilidad condicional descrita por la Ecuación 6.

una probabilidad condicional descrita por la 
Ecuación 6. 
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Las condiciones iniciales de �, �, � y � se ajustan 
experimentalmente con el fin de optimizar el 
proceso para el caso en particular. De esta manera, a 
lo largo de los fotogramas el algoritmo se entrena 
para la detección de objetos que se encuentran en el 
primer plano de la imagen, ya que éstos quedan fuera 
del modelo gaussiano de extracción de fondo. A 
medida que se procesan más fotogramas, el 
algoritmo genera información relevante para la 
detección del movimiento y finalmente se obtiene 
una mejor segmentación de los objetos de interés. 

Operadores morfológicos 

La segmentación por los modelos gaussianos es 
efectiva para objetos en movimiento, pero 
normalmente se presentan pequeños objetos en la 
imagen binaria provocados por ruido o detecciones 
falsas. Por lo tanto, antes de llevar a cabo un análisis 
de componentes conectados es necesario optimizar 
la imagen segmentada mediante una serie de 
operaciones morfológicas.  
Las operaciones morfológicas son técnicas que 
permiten además de eliminar pequeñas partículas de 
ruido, estructurar las regiones de interés en la 
imagen binaria [11] con el fin de ajustarla 
previamente para el análisis de componentes 
conectados. En este caso, se aplicó un operador de 
erosión seguido de uno de dilatación, con un objeto 
estructurante tipo circular con un radio de 2 pixeles. 

Análisis de componentes conectados 

Una vez el fotograma se encuentre umbralizado, se 
lleva a cabo un análisis de componentes conectados. 
Los componentes conectados o n-conectados hacen 

referencia a los pixeles con valor 1 que conforman 
una región en la imagen binaria [12]. En este caso, 
cada conjunto o agrupación de pixeles conectados 
representan la cabeza de un espermatozoide en 
movimiento. 
El propósito de este análisis es el cálculo de los 
parámetros geométricos de los objetos de interés. De 
esta manera se obtiene el centroide del objeto, que 
es el centro de masa del espermatozoide y 
corresponde a las coordenadas de éste sobre la 
imagen, lo que permitirá llevar a cabo su rastreo. 
Además, se calcula la excentricidad o redondez con 
el objetivo de discriminar y descartar aquellas 
detecciones, que no presentan una forma similar a la 
de un espermatozoide. 

Algoritmo de Munkres y filtro de Kalman 

El algoritmo de Munkres [13] tiene como fin realizar 
una asignación directa de m elementos a n destinos 
por medio de una matriz m x n denominada matriz 
de costes cuya suma sea mínima. Desde el punto de 
vista de la herramienta propuesta, en cada fotograma 
se presentan múltiples detecciones de 
espermatozoides que deben ser asignadas a un 
conjunto de trayectorias determinadas. La matriz de 
costos n x m que se plantea en este caso, corresponde 
a n trayectorias y m detecciones. Cada elemento de 
la matriz representa la distancia entre el punto de 
referencia de una trayectoria establecida con el 
punto de detección para un fotograma determinado. 
El método de Munkres permite desarrollar un 
criterio para asignar una detección a una trayectoria 
según su posición de manera muy precisa. 
Por otra parte, el filtro de Kalman [14] es un 
algoritmo matemático que funciona mediante un 
mecanismo de predicción y corrección en la forma 
de un sistema de retroalimentación. Básicamente 
actúa como un estimador de un nuevo estado a partir 
de estimaciones previas agregando un valor de 
corrección, minimizando así errores de predicción.  
La etapa de predicción funciona como una 
proyección de las variables de estado mediante las 
Ecuaciones 7 y 8 del filtro de Kalman en tiempo 
discreto: 
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Las condiciones iniciales de , ,  y  se ajustan experimen-
talmente con el fin de optimizar el proceso para el caso 
en particular. De esta manera, a lo largo de los fotogra-
mas el algoritmo se entrena para la detección de objetos 
que se encuentran en el primer plano de la imagen, ya 
que éstos quedan fuera del modelo gaussiano de extrac-
ción de fondo. A medida que se procesan más fotogra-
mas, el algoritmo genera información relevante para la 
detección del movimiento y finalmente se obtiene una 
mejor segmentación de los objetos de interés.

Operadores morfológicos
La segmentación por los modelos gaussianos es efectiva 
para objetos en movimiento, pero normalmente se 
presentan pequeños objetos en la imagen binaria 
provocados por ruido o detecciones falsas. Por lo tanto, 
antes de llevar a cabo un análisis de componentes 
conectados es necesario optimizar la imagen segmentada 
mediante una serie de operaciones morfológicas. 

Las operaciones morfológicas son técnicas que per-
miten además de eliminar pequeñas partículas de 
ruido, estructurar las regiones de interés en la imagen 
binaria [11] con el fin de ajustarla previamente para el 
análisis de componentes conectados. En este caso, se 
aplicó un operador de erosión seguido de uno de dila-
tación, con un objeto estructurante tipo circular con 
un radio de 2 pixeles.

Análisis de componentes conectados
Una vez el fotograma se encuentre umbralizado, se 

lleva a cabo un análisis de componentes conectados. 
Los componentes conectados o n-conectados hacen 
referencia a los pixeles con valor 1 que conforman una 
región en la imagen binaria [12]. En este caso, cada con-
junto o agrupación de pixeles conectados representan 
la cabeza de un espermatozoide en movimiento.

El propósito de este análisis es el cálculo de los pará-
metros geométricos de los objetos de interés. De esta 
manera se obtiene el centroide del objeto, que es el 
centro de masa del espermatozoide y corresponde a las 

coordenadas de éste sobre la imagen, lo que permitirá 
llevar a cabo su rastreo. Además, se calcula la excentri-
cidad o redondez con el objetivo de discriminar y des-
cartar aquellas detecciones, que no presentan una 
forma similar a la de un espermatozoide.

Algoritmo de Munkres y filtro de Kalman
El algoritmo de Munkres (Munkres, 1957) tiene como 
fin realizar una asignación directa de m elementos a n 
destinos por medio de una matriz m x n denominada 
matriz de costes cuya suma sea mínima. Desde el 
punto de vista de la herramienta propuesta, en cada 
fotograma se presentan múltiples detecciones de 
espermatozoides que deben ser asignadas a un con-
junto de trayectorias determinadas.

La matriz de costos n x m que se plantea en este caso, 
corresponde a n trayectorias y m detecciones. Cada 
elemento de la matriz representa la distancia entre el 
punto de referencia de una trayectoria establecida con 
el punto de detección para un fotograma determinado. 
El método de Munkres permite desarrollar un criterio 
para asignar una detección a una trayectoria según su 
posición de manera muy precisa.

Por otra parte, el filtro de Kalman (Kalman, 1960) es 
un algoritmo matemático que funciona mediante un 
mecanismo de predicción y corrección en la forma de 
un sistema de retroalimentación. Básicamente actúa 
como un estimador de un nuevo estado a partir de esti-
maciones previas agregando un valor de corrección, 
minimizando así errores de predicción.

La etapa de predicción funciona como una proyección 
de las variables de estado mediante las Ecuaciones 7 y 
8 del filtro de Kalman en tiempo discreto:

𝑥𝑥G< = 𝐴𝐴𝑥𝑥G<0 + 𝐵𝐵𝐵𝐵G  (7) 

𝑃𝑃G< = 𝐴𝐴𝑃𝑃G<0𝐴𝐴M + 𝑄𝑄     (8) 

Donde 𝑥𝑥G< es el vector de estado actual que en 
espacio de estados determina el comportamiento 
dinámico del sistema y desde el punto de vista de la 
presente aplicación representa la posición actual del 
espermatozoide sobre el video teniendo en cuenta 
estados anteriores. El subíndice 𝑘𝑘 − 1 representa el 
estado previo, 𝐴𝐴 y 𝐵𝐵 son matrices de transferencia 
de estados, 𝐵𝐵G representa la entrada del sistema y se 
obtiene mediante la medición de la posición, 𝑃𝑃G< es 
la covarianza de error a priori y 𝑄𝑄 es la covarianza 
de ruido del proceso. 
La etapa de corrección es el resultado de la 
retroalimentación al actualizar las mediciones 
introduciéndolas a la estimación a priori, por medio 
de las Ecuaciones 9, 10 y 11: 

𝐾𝐾G = 𝑃𝑃G<𝐻𝐻M 𝐻𝐻𝑃𝑃G<𝐻𝐻M + 𝑅𝑅 <0  (9) 

𝑥𝑥G = 𝑥𝑥G< + 𝐾𝐾G 𝑧𝑧G − 𝐻𝐻𝑥𝑥G<      (10) 

𝑃𝑃G = (𝐼𝐼 − 𝐾𝐾G𝐻𝐻)𝑃𝑃G<       (11) 

Donde 𝐾𝐾G es la ganancia de Kalman que disminuye 
la covarianza de error a posteriori, 𝐻𝐻 es una matriz 
relacionada al estado de la medición, 𝑅𝑅 es la 
covarianza de error de la medición y 𝑧𝑧G es la 
medición actual del sistema.  
Esta técnica aritmética contribuye en la construcción 
de las trayectorias espermáticas llevando a cabo 
predicciones basadas en las posiciones previas de la 
cabeza del espermatozoide. Mientras, el algoritmo 
de Munkres asigna la detección que más 
probabilidades tenga de pertenecer a determinada 
trayectoria basado en la configuración del filtro de 
Kalman. Esta asignación pasa a ser la posición 
actual del espermatozoide y así se actualiza 
mediante la corrección de su coordenada en el 
fotograma. Cuando un espermatozoide se desenfoca 
o de alguna manera no es detectado en la imagen, el 
filtro de Kalman realiza la predicción de su posición 
hasta que éste vuelva a aparecer y ser detectado.  
Aquellas detecciones que no son asignadas a 
ninguna trayectoria se toman como las posiciones 
iniciales de nuevas trayectorias. Las trayectorias 

inestables, es decir, aquellas que contienen pocas 
detecciones iniciales o presentan una carencia de 
detecciones consecutivas muy grande son 
descartadas del proceso, debido a que 
probablemente se traten de errores de detección. 

ANÁLISIS DE RESULTADOS 

Detección de movimiento y segmentación 

Se estudiaron los resultados de la etapa de 
segmentación llevada a cabo por el método 
adaptativo de modelos gaussianos y se encontró que 
el método sigue con alta precisión la trayectoria del 
espermatozoide. A continuación, en la figura 2, se 
muestran mediante círculos rojos los 
espermatozoides en movimiento que fueron 
detectados y segmentados a través de los fotogramas 
analizados. En las Figuras 2-B1 a 2-B3 se observa 
una serie de fotogramas consecutivos representando 
la segmentación de dos espermatozoides. 
Evidenciando que el método detecta eficientemente 
los espermatozoides en movimiento y permitió 
obtener altos índices de correlación con respecto a 
lo observado por un técnico experto. 

 

Figura 2. Secuencia de fotogramas mostrando la segmentación 
por movimiento de espermatozoides. 
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Donde  es el vector de estado actual que en espacio de 
estados determina el comportamiento dinámico del 
sistema y desde el punto de vista de la presente aplica-
ción representa la posición actual del espermatozoide 
sobre el video teniendo en cuenta estados anteriores. 
El subíndice  representa el estado previo,  y  son matri-
ces de transferencia de estados,  representa la entrada 
del sistema y se obtiene mediante la medición de la 
posición,  es la covarianza de error a priori y  es la cova-
rianza de ruido del proceso. La etapa de corrección es 
el resultado de la retroalimentación al actualizar las 
mediciones introduciéndolas a la estimación a priori, 
por medio de las Ecuaciones 9, 10 y 11:

𝑥𝑥G< = 𝐴𝐴𝑥𝑥G<0 + 𝐵𝐵𝐵𝐵G  (7) 

𝑃𝑃G< = 𝐴𝐴𝑃𝑃G<0𝐴𝐴M + 𝑄𝑄     (8) 

Donde 𝑥𝑥G< es el vector de estado actual que en 
espacio de estados determina el comportamiento 
dinámico del sistema y desde el punto de vista de la 
presente aplicación representa la posición actual del 
espermatozoide sobre el video teniendo en cuenta 
estados anteriores. El subíndice 𝑘𝑘 − 1 representa el 
estado previo, 𝐴𝐴 y 𝐵𝐵 son matrices de transferencia 
de estados, 𝐵𝐵G representa la entrada del sistema y se 
obtiene mediante la medición de la posición, 𝑃𝑃G< es 
la covarianza de error a priori y 𝑄𝑄 es la covarianza 
de ruido del proceso. 
La etapa de corrección es el resultado de la 
retroalimentación al actualizar las mediciones 
introduciéndolas a la estimación a priori, por medio 
de las Ecuaciones 9, 10 y 11: 

𝐾𝐾G = 𝑃𝑃G<𝐻𝐻M 𝐻𝐻𝑃𝑃G<𝐻𝐻M + 𝑅𝑅 <0  (9) 

𝑥𝑥G = 𝑥𝑥G< + 𝐾𝐾G 𝑧𝑧G − 𝐻𝐻𝑥𝑥G<      (10) 

𝑃𝑃G = (𝐼𝐼 − 𝐾𝐾G𝐻𝐻)𝑃𝑃G<       (11) 

Donde 𝐾𝐾G es la ganancia de Kalman que disminuye 
la covarianza de error a posteriori, 𝐻𝐻 es una matriz 
relacionada al estado de la medición, 𝑅𝑅 es la 
covarianza de error de la medición y 𝑧𝑧G es la 
medición actual del sistema.  
Esta técnica aritmética contribuye en la construcción 
de las trayectorias espermáticas llevando a cabo 
predicciones basadas en las posiciones previas de la 
cabeza del espermatozoide. Mientras, el algoritmo 
de Munkres asigna la detección que más 
probabilidades tenga de pertenecer a determinada 
trayectoria basado en la configuración del filtro de 
Kalman. Esta asignación pasa a ser la posición 
actual del espermatozoide y así se actualiza 
mediante la corrección de su coordenada en el 
fotograma. Cuando un espermatozoide se desenfoca 
o de alguna manera no es detectado en la imagen, el 
filtro de Kalman realiza la predicción de su posición 
hasta que éste vuelva a aparecer y ser detectado.  
Aquellas detecciones que no son asignadas a 
ninguna trayectoria se toman como las posiciones 
iniciales de nuevas trayectorias. Las trayectorias 

inestables, es decir, aquellas que contienen pocas 
detecciones iniciales o presentan una carencia de 
detecciones consecutivas muy grande son 
descartadas del proceso, debido a que 
probablemente se traten de errores de detección. 

ANÁLISIS DE RESULTADOS 

Detección de movimiento y segmentación 

Se estudiaron los resultados de la etapa de 
segmentación llevada a cabo por el método 
adaptativo de modelos gaussianos y se encontró que 
el método sigue con alta precisión la trayectoria del 
espermatozoide. A continuación, en la figura 2, se 
muestran mediante círculos rojos los 
espermatozoides en movimiento que fueron 
detectados y segmentados a través de los fotogramas 
analizados. En las Figuras 2-B1 a 2-B3 se observa 
una serie de fotogramas consecutivos representando 
la segmentación de dos espermatozoides. 
Evidenciando que el método detecta eficientemente 
los espermatozoides en movimiento y permitió 
obtener altos índices de correlación con respecto a 
lo observado por un técnico experto. 

 

Figura 2. Secuencia de fotogramas mostrando la segmentación 
por movimiento de espermatozoides. 

Donde es la ganancia de Kalman que disminuye la 
covarianza de error a posteriori,  es una matriz relacio-
nada al estado de la medición,  es la covarianza de error 
de la medición y  es la medición actual del sistema. 

Esta técnica aritmética contribuye en la construcción 
de las trayectorias espermáticas llevando a cabo pre-
dicciones basadas en las posiciones previas de la cabeza 
del espermatozoide. Mientras, el algoritmo de Munkres 
asigna la detección que más probabilidades tenga de 
pertenecer a determinada trayectoria basado en la con-
figuración del filtro de Kalman.Esta asignación pasa a 
ser la posición actual del espermatozoide y así se actua-
liza mediante la corrección de su coordenada en el 
fotograma. Cuando un espermatozoide se desenfoca o 
no es detectado en la imagen, el filtro de Kalman rea-
liza la predicción de su posición hasta que éste vuelva a 
aparecer y ser detectado. 

Aquellas detecciones que no son asignadas a ninguna 
trayectoria se toman como las posiciones iniciales de 
nuevas trayectorias. Las trayectorias inestables, es 

decir, aquellas que contienen pocas detecciones inicia-
les o presentan una carencia de detecciones consecuti-
vas muy grande son descartadas del proceso, debido a 
que probablemente se traten de errores de detección.

ANÁLISIS DE RESULTADOS

Detección de movimiento y segmentación
Se estudiaron los resultados de la etapa de seg-

mentación llevada a cabo por el método adaptativo de 
modelos gaussianos y se encontró que el método sigue 
con alta precisión la trayectoria del espermatozoide. A 
continuación, en la Figura 2, se muestran mediante 
círculos rojos los espermatozoides en movimiento que 
fueron detectados y segmentados a través de los foto-
gramas analizados. En las Figuras 2-B1 a 2-B3 se 
observa una serie de fotogramas consecutivos repre-
sentando la segmentación de dos espermatozoides. 
Evidenciando que el método detecta eficientemente 
los espermatozoides en movimiento y permitió obtener 
altos índices de correlación con respecto a lo obser-
vado por un técnico experto.

FIGURA 2. Secuencia de fotogramas mostrando la seg-
mentación por movimiento de espermatozoides.
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Eliminación de ruido
Mediante la aplicación de un operador de apertura, se 

logró reducir notablemente el tamaño de las partículas 
generadas por detecciones erróneas de movimiento. 
Mientras la erosión elimina las partículas más peque-
ñas, la dilatación restaura el tamaño de las regiones 
que representan las cabezas de los espermatozoides en 
movimiento. En la Figura 3 se muestra el efecto del 
operador de apertura, en la cual se logra eliminar 
pequeñas áreas que representan células muertas o 
artefactos que se mueven tras el paso del espermato-
zoide en el líquido seminal.

FIGURA 3. A. Segmentación por modelos gaussianos. B. 
Eliminación de ruido a través de operadores morfológicos.

Obtención de centroides

FIGURA 4. A. Imagen sin ruido. B. Objetos considerados 
espermatozoides.

En esta etapa se calcularon los centroides de las cabe-
zas de espermatozoides. En la Figura 4 se evidencia 
que existen ciertas regiones que se encuentran marca-
das por un círculo amarillo. Estos objetos son conside-
rados como cabezas de espermatozoides. Esta técnica 
pudo discriminar de manera efectiva al analizar el 

área y la excentricidad, aquellos objetos cuyas áreas 
estén fuera del rango de 90-110 pixeles y excentricida-
des mayores a 0.85 fueron excluidos. Luego, se calcu-
laron sus coordenadas y aquellos objetos que no son 
considerados como espermatozoides simplemente son 
descartados.

Construcción de trayectorias
Se encontró que las trayectorias espermáticas fueron 

detectadas y asignadas de manera satisfactoria. En la 
Figura 5-A se observan los centroides detectados a lo 
largo de una serie de 30 fotogramas. Las asignaciones 
de éstas detecciones dan como resultado la obtención 
de las trayectorias reales mostradas en la Figura 5-B. 

FIGURA 5. A. En rojo: detecciones para cada fotograma. B. En 
azul: asignaciones a trayectorias.

Se obtuvo entonces que cada trayectoria fue diferen-
ciada de las demás, incluso cuando existe una superpo-
sición de centroides pertenecientes a dos trayectorias 
espermáticas diferentes, el algoritmo de Munkres 
puede asignar cada centroide de forma correcta. Por su 
parte, el filtro de Kalman para cada espermatozoide se 
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configuró de manera experimental con una varianza 
de posición de 100 pixeles, una varianza de velocidad 
de 10 pixeles por segundo y un ruido de medición de 
magnitud 50, hallando así el mejor desempeño posible.

Validación
Con el objetivo de validar la metodología propuesta, 

se realizó un experimento en el cual se analizaron 
videos correspondientes a 5 muestras de individuos 
con diferente comportamiento espermático. Para ello, 
se compararon los resultados hallados mediante la 
herramienta computacional con respecto a la cantidad 
de trayectorias espermáticas detectadas por el técnico 
experto en andrología, el cual observó cada video y 
basándose en su criterio determinó la cantidad de tra-
yectorias descritas por espermatozoides en movi-
miento. Posteriormente, se calculó una correlación 
simple con los datos obtenidos en el experimento. En la 
Tabla 1 se evidencia una precisión mínima del 83,33% 
y una máxima del 96,00% para videos con diferentes 
características. En general, el algoritmo conserva un 
promedio de error del 10% con respecto a la observa-
ción del especialista. Evaluando el total de trayectorias 
espermáticas detectadas se encuentra que la precisión 
del algoritmo propuesto fue superior al 90,91 %.

TABLA 1. Correlación simple de los resultados obtenidos.

Por otra parte, se realizó la validación estadística la 
cual permitió evidenciar para las 5 muestras de semen 
humano, que la herramienta computacional con res-
pecto a los métodos tradicionales bajo microscopio 
presentó un coeficiente de determinación mayor a 
0.9992, indicando que la herramienta determina el 

99.92% de la trayectorias que encuentra el experto, 
con un sesgo de 2.3621 trayectorias de desfase entre 
las dos mediciones; corroborando la precisión de la 
herramienta para determinar trayectorias de esperma-
tozoides sobre un vídeo a partir de una muestra semi-
nal. A continuación, en la Figura 6 se muestran los 
resultados del análisis en cuanto a la correlación del 
número de espermatozoides en movimiento detecta-
dos tanto por el algoritmo como por un técnico experto.

FIGURA 6. Validación estadística de la herramienta frente al 
análisis manual.

Finalmente, se realizó la correlación estadística de los 
resultados obtenidos y no se encontró variabilidad sig-
nificativa entre la medida manual y la herramienta 
computacional. 

FIGURA 7. Tendencia de los resultados del algoritmo pro-
puesto con respecto al análisis por parte del técnico 

experto.
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En la Figura 7, se muestra la tendencia de los resulta-
dos obtenidos con la herramienta frente a los resultados 
obtenidos por el técnico experto en cuanto al número 
de espermatozoides rastreados correctamente para las 

5 muestras observadas, en ella se evidencia que la can-
tidad de trayectorias correctas halladas por la herra-
mienta computacional, concuerda con las del técnico en 
cada uno de los individuos involucrados en el proyecto.

El procedimiento de preparación de la muestra semi-
nal para la adquisición del video objeto de análisis, es 
muy importante ya que se debe garantizar que en las 
imágenes se minimice la presencia de objetos indesea-
dos, impurezas o residuos de otros materiales. Además, 
se debe controlar la concentración de espermatozoides 
con el fin de evitar aglomeraciones que perjudiquen el 
correcto análisis y desempeño del algoritmo propuesto.

Lo anterior facilita la segmentación, ya que el movi-
miento de estas partículas genera detecciones erró-
neas en la imagen binaria, provocando así muchas 
distracciones que el algoritmo propuesto debe enfren-
tar. Por lo tanto, una buena calidad de videos repercute 
positivamente en el desempeño de la segmentación 
por modelos gaussianos adaptativos.

Se evidenció que algunos espermatozoides no fueron 
segmentados mediante la metodología propuesta. Esto 
se debe a que no presentaron movimiento alguno, por 
lo que el método de modelos gaussianos adaptativos 
solo diferencia aquellos espermatozoides que presen-
tan un desplazamiento entre un fotograma y el 
siguiente de manera efectiva.

La cantidad de falsos centroides calculados por medio 
del análisis de regiones fue significativa, por tanto, 
mediante la técnica de apertura morfológica se consi-
guió filtrar las partículas remanentes de la etapa de 
segmentación y mejorar así los resultados del análisis 
de regiones en la imagen binaria. A pesar de esto, fue 
incluso necesario desarrollar una fase de discrimina-
ción a partir de áreas y excentricidades, para minimi-
zar aún más las detecciones erróneas.

DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES

Teniendo en cuenta que las trayectorias recorridas 
por los espermatozoides se consideran como un sis-
tema dinámico no definido, se ajustaron las constan-
tes del filtro de Kalman de manera experimental. Las 
observaciones tanto del desplazamiento como la velo-
cidad de los espermatozoides en pixeles por segundo 
en el video sirvieron como un referente para la confi-
guración del filtro de Kalman.

A causa de que los videos capturados para la prueba 
de la herramienta computacional presentan solamente 
10 fotogramas por segundo, la etapa de construcción 
de trayectorias se ve afectada debido a que no existe la 
cantidad de información suficiente para la descripción 
detallada del comportamiento cinético de los esper-
matozoides. Se recomienda que como mínimo los 
videos deben poseer 30 fotogramas por segundo, y 
para análisis más robustos de 60 fotogramas por 
segundo.

En conclusión, a través de la metodología propuesta, 
se logró implementar un algoritmo modular y configu-
rable que permita la detección y rastreo de las trayecto-
rias espermáticas a través de un conjunto de técnicas 
de procesamiento digital de video con 90.91% de exac-
titud con respecto al análisis manual. Así mismo, pre-
sentó un coeficiente de determinación mayor a 0.9992, 
indicando que la herramienta computacional desarro-
llada detecta el 99.92% de la trayectorias encontradas 
por un experto, además se encontró mediante el 
modelo de regresión un sesgo de 2.3621 lo cual indica 
una diferencia mínima entre las dos metodologías; 
corroborando la precisión de la herramienta para deter-
minar trayectorias de espermatozoides sobre un vídeo.
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De esta forma, se brinda un soporte tecnológico para la 
observación del comportamiento cinético de los esper-
matozoides, lo que le servirá de asistencia a un experto 
para llevar a cabo un análisis más objetivo de motilidad 
espermática en muestras seminales humanas. 

De manera similar a lo establecido en un estudio piloto 
mediante el software ImageJ[15], por medio de la herra-
mienta computacional desarrollada se puede identificar y 
rastrear las trayectorias de espermatozoides en vídeo, para 
la determinación de la motilidad espermática individual.

Finalmente, con la metodología propuesta se llegó a 
una primera aproximación, que permite la identifica-
ción de parámetros espermáticos sin depender de sis-
temas computacionales (CASA). El trabajo futuro se 
centrará en determinar la motilidad espermática indi-
vidual en humanos, mediante una aplicación real que 
permita incorporar la detección del número de esper-
matozoides muertos, vivos con movimiento y sin 
movimiento. Así como también, clasificar las trayecto-
rias a través de los índices de rectitud y velocidad pro-
medio de manera automatizada.
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Dinámica Pulmonar de Estructuras Anatómicas
de Interés en Imágenes 4DCT

Pulmonary Dynamics of Anatomical Structures of Interest in 4DCT Images

S. Hernández-Juárez1, A. R. Mejía-Rodríguez1, E. R. Arce-Santana1

1Facultad de Ciencias, Universidad Autónoma de San Luis Potosí (UASLP), S.L.P., México.

RESUMEN
El presente trabajo muestra una aplicación del algoritmo Chan-Vese para la segmentación semi-automática de es-
tructuras anatómicas de interés (pulmones y tumor pulmonar) en imágenes de 4DCT de tórax, así como su recons-
trucción tridimensional. La segmentación y reconstrucción se realizó en 10 imágenes de TAC, las cuales conforman 
un ciclo inspiración-espiración. Se calculó el desplazamiento máximo para el caso del tumor pulmonar usando 
las reconstrucciones del inicio de la inspiración, el inicio de la espiración, y la información del voxel. El método 
propuesto logra segmentar de manera apropiada las estructuras estudiadas sin importar su tamaño y forma. La 
reconstrucción tridimensional nos permite visualizar la dinámica de las estructuras de interés a lo largo del ciclo 
respiratorio. En un futuro se espera poder contar con mayor evidencia del buen desempeño del método propuesto 
y contar con la retroalimentación del experto clínico, ya que el conocimiento de características de estructuras ana-
tómicas, como su dimensión y posición espacial, ayuda en la planificación de tratamientos de Radioterapia (RT), 
logrando optimizar las dosis de radiación hacia las células cancerosas y minimizarla en órganos sanos. Por lo tanto, 
la información encontrada en este trabajo puede resultar de interés para la planificación de tratamientos de RT.

PALABRAS CLAVE: Segmentación, Chan-Vese, Dinámica pulmonar, Imágenes 4DCT de tórax.
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ABSTRACT
This paper presents an application of the Chan-Vese algorithm for a semi-automatic segmentation of anatomical 
structures of interest (lungs and lung tumor) in thorax 4DCT images, as well as its threedimensional reconstruction. 
Segmentations and reconstructions were performed in 10 CT images, which conform an inspiration-expiration cy-
cle. The maximum displacement of the lung tumor was calculated using the reconstructions of the beginning of 
inspiration, beginning of expiration, and the voxel size information. The proposed method was able to succesfully 
segment the studied structures regardless of their size and shape. The threedimensional reconstruction allow us 
to visualize the dynamics of the structures of interest throughout the respiratory cycle. In the near future, we are 
expecting to be able to have more evidence of the good performance of the proposed segmentation approach, and 
to have feedback from a clinical expert, giving the fact that the knowledge of anatomical structures characteristics, 
such as their size and spatial location, may help in the planning of radiotherapy treatments (RT), optimizing the ra-
diation dose to cancer cells and minimizing it in healthy organs. Therefore, the information found in this work may 
be of interest for the planning of RT treatments.

KEYWORDS: Segmentation, Chan-Vese, Pulmonary Dynamics, 4DCT thorax images.
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La imagenología médica es una de las herramientas más 
poderosas en el ámbito clínico debido a su capacidad de 
mostrar información anatómica y funcional del cuerpo 
humano, la cual puede ser utilizada para el diagnóstico de 
enfermedades y la evaluación o seguimiento de trata-
mientos médicos mediante el análisis de estructuras ana-
tómicas de interés como pueden ser huesos, estructuras 
sanas o afectadas por un tumor (pulmones, cerebro, prós-
tata, etc.), o el mismo tumor[1]. Por ejemplo, en Radioterapia 
(RT) los pacientes sometidos a un tratamiento de radia-
ción para cáncer normalmente presentan pérdida en el 
volumen del tumor y de los órganos sanos a su alrededor 
(órganos en riesgo), lo cual provoca una disminución en la 
funcionalidad de dichos órganos como efecto secundario 
de la terapia. Es por ello que el conocimiento de caracterís-
ticas de dichas estructuras, como su dimensión y posición 
espacial, permite generar la planificación del tratamiento 
logrando optimizar la dosis de radiación hacia el tumor y 
minimizar aquella absorbida por órganos sanos[2].

Uno de estos tratamientos es la Tomoterapia, el cual entrega 
radiación ionizante de alta energía de manera modulada, 
siendo capaz de crear distribuciones de dosis muy fuertes en 
torno a los volúmenes objetivo (tumores). Para SU práctica, 
son necesarias las exploraciones previas; sin embargo, 
durante la radiación, los pacientes pueden sufrir cambios 
anatómicos significativos debidos a procesos fisiológicos, 
como el caso de los pulmones que pueden modificar consi-
derablemente su volumen y forma debido a los movimientos 
causados por la respiración (ciclo inspiración-espiración)[3].

Como consecuencia directa, existen discrepancias entre la 
distribución de la dosis planificada y la dosis real[4], lo cual 
incrementa la importancia de analizar y estudiar los cambios 
anatómicos de los pulmones durante el ciclo respiratorio 
para focalizar la dosis de radiación correspondiente mejo-
rando así la eficiencia del tratamiento.

Para el análisis de estructuras anatómicas de interés en tra-
tamientos de RT uno de los pasos más críticos y complicados 

es la extracción de dichas estructuras mediante un proceso 
de segmentación. Este proceso de segmentación puede ser 
realizado tanto de manera manual por un experto clínico (lo 
cual conlleva una gran cantidad de tiempo y esfuerzo), o por 
algoritmos de segmentación. En la literatura es posible 
encontrar diferentes algoritmos de segmentación de imáge-
nes basados en: intensidad (niveles de gris) de los píxeles o 
voxeles de la imagen, por umbralización, por características 
espaciales, conjuntos difusos, entre otros[5, 6, 7].

Estos métodos buscan obtener un buen balance entre preci-
sión, robustez al ruido y el tiempo de cómputo. En particular 
el factor ruido es de vital importancia para las imágenes 
médicas, ya que siempre está presente y puede ser de dife-
rentes tipos, dependiendo de la tecnología de imagenología 
utilizada para su adquisición, de la patología presente en el 
paciente, de movimientos internos de procesos fisiológicos, 
entre otros factores, por lo que definir un algoritmo estándar 
de segmentación para imágenes médicas sigue siendo un 
problema abierto.

En[8] se presenta una evaluación cuantitativa del desem-
peño de los algoritmos clásicos de segmentación de 
K-means y Otsu (métodos utilizados ampliamente en 
ámbito clínico), y un algoritmo basado en el método de 
Chan-Vese, para la segmentación de estructuras anatómi-
cas de interés con formas complejas (como son pulmones 
y tumores) en imágenes médicas de Tomografía Axial 
Computarizada (TAC); en este trabajo se mostró que los 
tres métodos estudiados tienen un buen desempeño para 
la segmentación de estructuras de gran tamaño (como son 
los pulmones), sin embargo, el algoritmo basado en el 
método de Chan-Vese fue el más robusto y preciso para la 
segmentación del tumor (en comparación con la segmen-
tación realizada de manera manual por un experto clí-
nico). Por esa razón, en este trabajo se plantea el uso de 
este método de contornos activos para la segmentación de 
los pulmones y de un tumor pulmonar en imágenes médi-
cas de TAC en 4D (4DCT)[9], es decir, un conjunto de imá-
genes volumétricas adquiridas en periodos de tiempo 
específicos del ciclo respiratorio.

INTRODUCCIÓN
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Por tal motivo, el objetivo de este trabajo es segmen-
tar el volumen correspondiente a las estructuras de 
interés de los pulmones y un tumor pulmonar para 
poder obtener información que pudiera ser útil para la 
planificación de un tratamiento de RT, relacionada con 
la dinámica de estas estructuras a lo largo del ciclo 

respiratorio. Adicionalmente, como complemento de 
la segmentación de las imágenes en 4DCT, en este tra-
bajo se propone el uso de herramientas de reconstruc-
ción y visualización tridimensional para tener una 
representación más clara de los cambios que suceden 
durante el ciclo respiratorio.

El método de Chan-Vese ha probado ser muy útil para 
lograr la segmentación de diversos objetos o estructuras 
anatómicas en imágenes con gran cantidad de ruido, o 
donde los bordes de los objetos de interés no están bien 
definidos. Existen en la literatura trabajos en los que se 
utiliza el método de Chan-Vese para la segmentación 
de estructuras anatómicas como; intestino delgado y 
vasos sanguíneos, como también en el ámbito indus-
trial para la extracción de carburadores, llantas y entre 

otras piezas automotrices [10, 11, 12]. En general, el algo-
ritmo de Chan-Vese es un método de segmentación en 
donde se busca la minimización de un funcional de 
energía. En este trabajo se utiliza como base la pro-
puesta original del método desarrollada en[13], para rea-
lizar nuestra implementación extendiendo el método 
clásico, que funciona con imágenes en 2D, para trabajar 
con imágenes volumétricas y obtener la segmentación 
de los pulmones y el tumor pulmonar en 3D.

METODOLOGÍA

Para la descripción del método de Chan-Vese, se puede asu-
mir que una imagen I esta conformada por dos regiones de 
intensidades homogéneas diferentes, en este caso Ii e Io, en 
donde el objeto a detectar está representado por la región Ii, 
es decir, el área que pertenece al objeto, la cual esta delimi-

Fundamento Teórico - Algoritmo de Chan-Vese

tada por una curva C; mientras que Io es el área que no perte-
nece al objeto. El funcional de energía se puede definir 
tomando en consideración la región Ii, como el área dentro de 
la curva (Cin) e Io como la región que esta por fuera de la curva 
(Cout), de la forma siguiente:

donde C es una curva variable y las constantes C1 y C2 
corresponden al valor promedio de la intensidad de los 
píxeles de la imagen I dentro y fuera de la curva C. Cuando la 
curva C esta por fuera del área de interés se tiene que F1(C) > 
0 y F2(C) ≈ 0, mientras que si F1(C) ≈ 0 y F2(C) > 0 son los 
casos en donde la curva esta dentro del área. Dicho esto, la 

minimización del funcional de energía ocurre cuando la 
curvatura esté delineando el contorno del objeto a segmen-
tar, es decir, cuando F1(C) ≈ 0 y F2(C) ≈ 0. A este modelo se 
añaden algunos términos de regularización como la longitud 
de la curva C, y el área dentro de C, definiendo ahora el fun-
cional de energía que se muestra a continuación:
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en donde µ ≥ 0, v ≥ 0 son parámetros de regulariza-
ción constantes y λ1, λ2 > 0 parámetros de peso cons-
tantes dependientes de la imagen I. Bajo este principio, 
la curva C se representa por medio de una curva de 
nivel cero de una función Lipschitz (φ) utilizando con-

La derivada de H(φ) es la función delta de Dirac (δ0), la cual se puede aproximar por:

es decir, δ0 es la aproximación a la función delta de Dirac, cuando ε tiende cero. Partiendo de lo anterior, el funcio-
nal de energía puede escribirse como:

Manteniendo φ fijo y minimizando la energía de F (C1, C2, φ) con respecto a las constantes C1 y C2, éstas se pueden 
escribir en términos de φ:

Por otro lado, para poder minimizar el funcional (5) 
en términos de la función φ se define su primera varia-
ción por medio de la ecuación de Euler-Lagrange. 

juntos de nivel, quedando la función de energía en 
términos de φ. Por otra parte, los signos que toma ésta 
función pueden ser representados por medio de la fun-
ción Heaviside, H(φ):

Para la parte práctica e implementación del algo-
ritmo, se utiliza la versión discreta de la ecuación (7) 
logrando así, la delimitación del objeto a segmentar a 

través de la evolución de la curva. Utilizando el des-
censo de gradiente, se introduce una variable artificial 
con respecto al tiempo de la siguiente manera:

Utilizando estas consideraciones, la ecuación de dife-
rencias se puede escribir de la forma siguiente:
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En esta versión del método Chan-Vese se debe tomar en 
cuenta el número de iteraciones (n) y el tiempo entre 

cada una de estas (Δt). La forma discreta de la minimiza-
ción del funcional de energía se muestra a continuación:

En este trabajo se realizaron modificaciones al modelo des-
crito en la sección anterior para poder realizar las segmenta-
ciones de las estructuras de interés de forma volumétrica. Es 
decir, se modificaron las funciones de energía descritas 

Implementación del Algoritmo de Segmentación de Chan-Vese en 3D

anteriormente para trabajar a lo largo de los tres ejes carte-
sianos (x, y, z), es decir, que las funciones son generalizadas 
para trabajar en todo el dominio de las imágenes. La función 
de energía del modelo se describe como sigue:

en donde S es la superficie variable, Sin es el dominio de 
la región interna del objeto, Sout la región externa y Ω 
representa el dominio de la imagen. La primera parte de la 
función hace referencia a los términos de regularización 
considerados, en este caso el área de la superficie y el volu-
men interino de la superficie, los cuales fueron adecuados 
para trabajar con el dominio de la función de energía.

Los otros términos describen el movimiento de expan-
sión por parte de la superficie cuando esta se encuentra 
adentro del área u objeto; y el movimiento de contracción 
cuando se encuentra por fuera del objeto. Siendo φ el nivel 
cero que representa el contorno activo, el funcional pro-
puesto para ser minimizado es el siguiente:

Una vez derivado el funcional anterior con respecto al 
termino φ (para lograr su minimización) por medio de 
la ecuación de Euler-Lagrange, la ecuación de diferen-
cias resultante se puede escribir de igual manera como 
la ecuación (7). Con el fin de lograr la delimitación del 
objeto de interés a través de la evolución de la superfi-
cie, también se utiliza la versión discreta de la ecua-
ción de diferencias considerando el número de itera-

ciones y el tiempo entre cada iteración, tal y como se 
muestra en la ecuación (9). Para facilitar la implemen-
tación del algoritmo propuesto descrito anteriormente, 
en la ecuación (7) se consideró que δ0(φ) = 1 y v = 0 
basándonos en pruebas realizadas en [13], además de 
una actualización con el fin de calcular el signo del 
conjunto de nivel cero de la función, dando lugar a la 
siguiente expresión:
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Los valores de los términos λ1 y λ2 de la expresión 
anterior, se calcularon a partir de las intensidades de 
los voxeles dentro y fuera de la curva. Para lograr este 
objetivo, se calcularon los umbrales de los pulmones y 
el tumor pulmonar a partir de la información de la 
imagen original utilizando el método de Otsu [7], imple-
mentado en MatLab® por medio de la función multi-
thresh, la cual nos regresa el umbral que nos permite 
diferenciar los objetos o áreas de interés, en este caso 
los pulmones o el tumor, respecto del fondo. Una vez 
determinados los umbrales, se obtuvieron las varian-
zas de aquellos valores de la imagen que superarán 
dichos umbrales (fondo), como también del caso con-
trario, en donde los valores corresponden a alguna de 
las estructuras anatómicas deseadas. Así, los valores 
de λ's se obtienen calculando el inverso de las varian-
zas obtenidas.

Adicionalmente, como curva inicial en ambos casos 
se utilizó todo el conjunto de máscaras resultantes de 
una previa segmentación de las imágenes con el 
método de K-means, el cual es un método que se basa 
en el agrupamiento de clusters representados con una 
media ponderada de píxeles denominada centroides. 
El fundamento principal del algoritmo es definir K 
centroides (uno para cada grupo de datos de interés) 
dentro de la imagen a procesar [6]. Para esa inicializa-
ción, se utilizó la función kmeans de MatLab®, en la 
cual se debe especificar el número de clusters que se 
desean obtener. En este caso se definieron 2 clusters, 
lo cual permitió diferenciar la estructura anatómica de 

interés (pulmones o tumor pulmonar) de la demás 
información de la imagen (fondo y otras estructuras).

Para todas las segmentaciones realizadas, los paráme-
tros µ y Δt tuvieron un valor de 0.1. En la segmentación 
de los pulmones, las constantes C1 y C2 fueron calcula-
das con el promedio de los píxeles de todo el volumen 
tomando en cuenta cuándo φ ≥ 0 y φ < 0 respectiva-
mente; mientras que para el caso de la segmentación del 
tumor, el cálculo de las constantes se llevó a cabo con la 
ayuda de un subvolumen, en donde solo era posible 
delimitar los píxeles del objeto, facilitando así la ubica-
ción del área en donde se encontraba la estructura.

Finalmente, el número de iteraciones utilizadas para la 
segmentación de los pulmones y el tumor fueron estable-
cidas en 10 y 5 respectivamente. Estos valores fueron 
definidos mediante una prueba de consistencia de seg-
mentación, en donde se buscó cual era el número mínimo 
de iteraciones necesarias para obtener una segmentación 
que defiriera en menos de 1 % respecto de una segmenta-
ción generada con un número máximo de 100 iteraciones.

Dadas las características del método propuesto, en 
cada iteración del algoritmo se utiliza todo el volumen 
de las imágenes, lo que hace que las operaciones de la 
función discreta del algoritmo se realicen de forma 
tridimensional, obteniendo de esta manera la evolu-
ción de una superficie. En resumen, la evolución del 
algoritmo implementado de segmentación se puede 
plantear utilizando la siguiente estrategia:

GRÁFICO 1: Estrategia para la evolución del algoritmo implementado.
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Para validar la precisión de las segmentaciones volu-
métricas obtenidas con el algoritmo implementado 
basado en el método de Chan-Vese, se analizaron las 
diferencias entre los contornos resultantes de dicho 
algoritmo y los contornos validados por un experto 
clínico. Estos contornos fueron obtenidos siguiendo la 
estrategia propuesta en [14] para el caso de la estructura 
de los pulmones, y de forma manual utilizando el sof-
tware MIPAV [15] para el caso del tumor pulmonar. Las 
diferencias fueron cuantificadas mediante el cálculo 
de índices de precisión utilizados en el ámbito médico 
para el análisis de estructuras de interés [2], entre los 
que se pueden encontrar: el coeficiente de similitud 

Para el análisis del algoritmo de Chan-Vese se selec-
cionó un conjunto de imágenes 4DCT de tórax, obte-
nido de la base de datos de la institución Léon Bérard 
Cancer Center y por el Biomedical Imaging Research 
Laboratory (CREATIS lab) en Lyon, Francia [9], en 
donde es posible observar estructuras pulmonares 
junto con sus características internas (ramificaciones 
bronquiales) y un tumor pulmonar de gran tamaño, 

localizado en el pulmón derecho. Este conjunto de 
datos en 4D está conformado por 10 imágenes de TAC 
que fueron adquiridas a un paciente en diferentes 
fases del ciclo respiratorio, es decir, un ciclo inspira-
ción-espiración es dividido en 10 imágenes de TAC. 
Cada una de las imágenes de TAC tienen un tamaño de 
475 x 335 x 123 voxeles, con una dimensión del voxel 
de 0.98 mm x 0.98 mm x 2.00 mm.

Análisis Cuantitativo del Desempeño del Método de Segmentación

Imágenes 4DCT de Tórax

dice (DICE), la distancia simétrica media entre contor-
nos (DSM), y el porcentaje de distancias mayores a la 
dimensión del voxel ( %DMDV) [16].

El índice DICE es una medida de precisión global, 
específicamente de traslape entre las estructuras a 
comparar, el cual puede tener valores entre 0 (ausencia 
de coincidencia en las máscaras) y 1, que se traduce en 
una superposición perfecta entre las estructuras. 
Dichas estructuras están representadas por máscaras 
binarias generadas a partir de los contornos obtenidos 
en las segmentaciones. El cálculo del índice DICE se 
realiza de la siguiente manera:

En este caso, se calcula la intersección entre las más-
caras binarias A y B (máscaras a comparar), y # repre-
senta la cardinalidad de los conjuntos.

La DSM es el valor medio del cálculo de todas las dis-
tancias Euclidianas existentes entre los puntos de dos 
contornos (CA y CB), y se estima de la siguiente manera:
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donde pA y pB son los voxeles pertenecientes los con-
tornos CA y CB, y d(p, C) es la distancia euclidiana 
mínima entre los voxeles y el contorno contrario a 
donde se encuentran. Este índice brinda una medida 
del error medio (desalineación) presente entre los con-
tornos analizados.

Por último, el índice %DMDV indica el porcentaje de 
distancias existentes entre contornos que superan un 
umbral admisible de error establecido, normalmente, 
se utiliza la dimensión del voxel como umbral, ya que 
de esta manera se establece un porcentaje de las dife-
rencias perceptibles entre las segmentaciones. 
Teniendo en cuenta dos conjuntos definidos de la 
siguiente manera:

donde DimVoxel se refiere al grosor del voxel, el 
índice %DMDV se puede calcular como:

Reconstrucción Tridimensional
La reconstrucción de los resultados de ambas seg-

mentaciones (pulmones y tumor) se realizó a través de 
la graficación de una isosuperficie, por medio de la 
herramienta ya definida en el software de MatLab®.

Lo anterior consiste en calcular los valores de la 
superficie de los datos provenientes de un volumen, 
que en este caso son las máscaras resultantes de las 
segmentaciones, para después conectar y ajustar esos 
puntos en los ejes x, y, z.

En este caso, se reconstruyó cada estructura de forma 
individual, y además se realizó una graficación de las 

dos estructuras en el mismo plano, lo cual permitió 
observar en conjunto los dos resultados. Para lograr 
esto, se tuvo que graficar a modo de transparencia la 
estructura del exterior (pulmones), para poder visuali-
zar el tumor interno.

El término que le da la transparencia a una isosuper-
ficie es alpha, cuando éste término tenga un valor más 
cercano a 0, más traslucido se podrá observar el volu-
men reconstruido, mientras que en valores cercanos a 
1 el volumen tomara una apariencia más opaca.

El valor de alpha utilizado para la reconstrucción de 
los pulmones fue de 0.1, lo que permitió visualizar no 
solamente el tumor pulmonar, si no además visualizar 
a detalle las ramificaciones internas de los pulmones.

Dinámica Pulmonar
El procedimiento de reconstrucción tridimensional 

se realizó en las diez fases (imágenes de TAC) del ciclo 
respiratorio disponibles para poder obtener informa-
ción de la dinámica de las estructuras de interés a lo 
largo del ciclo respiratorio. En particular, para el caso 
del tumor pulmonar, se buscó calcular los desplaza-
mientos máximos (en milímetros) en cada eje carte-
siano.

Esto es posible de obtener utilizando las reconstruc-
ciones del tumor pulmonar en las fases del inicio de la 
inspiración y el inicio de la espiración, en conjunto con 
la información de la dimensión del voxel (0.98 mm x 
0.98 mm x 2.00 mm). Ésta información es de importan-
cia ya que pudiera ser utilizada en la planificación de 
tratamientos de Tomoterapia.
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Para determinar el número de iteraciones para las seg-
mentaciones de los pulmones y el tumor pulmonar se 
realizó un análisis de robustez y consistencia del algo-
ritmo propuesto, en el cual se comparó el resultado de 
una segmentación utilizando un número máximo de 
100 iteraciones, con el resultado de segmentaciones 
usando iteraciones de 5, 10, 20, ..., hasta 100. Tomando 
en cuenta lo anterior, la Figura 1 muestra la diferencia 
de voxeles existente entre el resultado de la segmenta-
ción de los pulmones con 100 iteraciones en compara-
ción con el resultado de las demás segmentaciones 
(desde 5 hasta 100). Adicionalmente, en esta Figura se 
puede observar una linea roja localizada en el valor de 

600 voxeles, lo cual representa que existe una diferen-
cia del 0.01 %. De esta forma, es posible apreciar que 
las segmentaciones son muy similares (consistentes) 
sin importar el número de iteraciones utilizadas en un 
rango entre 5 y 100 iteraciones; sin embargo, se esta-
bleció el número de iteraciones a aquel valor que 
tuviera un error por debajo del 0.01 %, lo cual corres-
ponde con un número de 10 iteraciones para el caso de 
la segmentación de los pulmones. Para la segmenta-
ción del tumor pulmonar se realizó el mismo procedi-
miento para poder determinar que el número mínimo 
de iteraciones necesarias para una segmentación con-
sistente fue establecido en 5.

FIGURA 1: Diferencia de voxeles entre segmentaciones utilizando diferente número de iteraciones.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Análisis de Definición de Iteraciones
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a)

b)

c)

FIGURA 2: Resultados de la segmentación de las estructuras 
de interés, (a) Imagen de TAC de pulmón y tumor (fase de 

referencia); (b) Contorno de los pulmones obtenido por el 
método propuesto; (c) Contorno de tumor pulmonar obte-

nido por el método propuesto.

Es importante mencionar que aunque pareciera que el 
número de iteraciones no parece tener gran impacto en 
la precisión de la segmentación, se busca el número 
mínimo de iteraciones para obtener un buen resultado 
en el menor tiempo posible. Por lo tanto, para el caso de 
la segmentación tridimensional de los pulmones con 10 
iteraciones se tuvo un tiempo de cómputo aproximado 
de 10 minutos, mientras que para el tumor pulmonar la 
segmentación tardó 4 minutos con 5 iteraciones. En 
todos los casos las segmentaciones fueron realizadas en 
una computadora portátil de gama media (procesador 
Intel Core i7 @2.5 GHz con 8 GB de memoria RAM).

Evaluación y Análisis Cuantitativo de las 
Segmentaciones en 3D

Para la presentación visual de los resultados obteni-
dos mediante el método propuesto, se utilizó la ima-
gen de TAC en la fase final de la espiración, la cual fue 
considerada en este trabajo como la imagen de referen-
cia. En la Figura 2 se puede observar un corte central 
de la imagen de TAC de la imagen, donde se muestran 
la imagen original (Figura 2(a)) y los resultados de la 
segmentación de las estructuras utilizando el método 
propuesto; pulmones (Figura 2(b)) y tumor pulmonar 
(Figura 2(c)).
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TABLA 1: Resultados de índices de precisión parael análisis 
cuantitativo de las segmentaciones de las estructuras de 

interés.

En esta Figura es posible apreciar que el método imple-
mentado realiza una buena segmentación de ambas 
estructuras anatómicas de interés, ya que logra definir 
de manera eficiente sus contornos. En el caso de los pul-
mones, el método logra definir el borde externo de los 
pulmones, y además logra segmentar también sus carac-
terísticas internas (ramificaciones bronquiales), que son 
visibles en Figura 2(a). En cuanto al tumor pulmonar, el 
algoritmo propuesto logra segmenta adecuadamente la 
forma compleja de dicha estructura anatómica, pudiendo 
diferenciar pequeños detalles localizados en la periferia 
del tumor. Lo anterior refuerza las conclusiones reporta-
das en [8], es decir, que el método de Chan-Vese es 
robusto y preciso para la segmentación de estructuras 
anatómicas de diferentes tamaños y formas.

Para reforzar los resultados del buen desempeño cua-
litativo mostrado en la Figura 2, la Tabla 1 muestra los 
resultados provenientes del cálculo de los índices de 
precisión como complemento cuantitativo de la evalua-
ción de las segmentaciones obtenidas por el método 
propuesto.

En esta Tabla, se puede verificar el buen desempeño 
por parte del método implementado en la segmenta-
ción de las estructuras de los pulmones y el tumor. Para 
el índice DICE se encontraron valores cercanos a 1 (por 
encima de 0.90 para el caso de los pulmones y por 
arriba de 0.80 para el caso del tumor) lo que demuestra 
una gran similitud del resultado obtenido con los con-
tornos validados por el experto clínico, si importar la 
dimensión y forma de las estructuras.

En cuanto el índice de DSM, este tiene un valor de 
error medio de 2.55 mm para el caso de los pulmones, 
el cual puede deberse a los detalles (ramificaciones 
internas) que el método propuesto es capaz de seg-
mentar y que en la segmentación de referencia no son 
considerados por el experto clínico. Lo anterior sugiere 
que mientras más detalles se encuentren en el interior 
de los pulmones, mayor será el valor de DSM y por lo 

tanto también el valor de %DMDV, el cual refleja el 
porcentaje de distancias mayores a un umbral estable-
cido, que en este caso corresponde a 2 mm (grosor del 
voxel).

Sin embargo, para el caso del tumor, estos dos índices 
muestran valores muy cercanos a 0, lo que habla de 
una gran semejanza de los contornos manuales del 
experto con la segmentación resultante del método 
propuesto, a tal grado que las diferencias son menores 
que la dimensión del voxel.

Reconstrucción Tridimensional
En la Figura 3 se muestran las reconstrucciones tridi-

mensionales de los resultados de las segmentaciones 
en la fase de referencia, en donde se puede observar de 
mejor forma la estructura de los pulmones (Figura 3(a)) 
y del tumor pulmonar (Figura 3(b)). Adicionalmente, 
se muestra la representación de ambas estructuras tri-
dimensionales en el mismo plano (Figura 3(c)), en 
donde es posible identificar el tumor de color rojo y los 
pulmones a modo de transparencia, lo que nos permite 
observar sus ramificaciones internas.

Estas reconstrucciones nos permiten conocer a deta-
lle las características de las estructuras de interés, 
como su forma y tamaño, y en el caso del tumor pul-
monar, nos permite además visualizar y confirmar su 
ubicación dentro de los pulmones por medio de la 
transparencia.
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FIGURA 3: Reconstrucción tridimensional de las estructuras 
de interés, (a) Reconstrucción de los pulmones; (b) 

Reconstrucción en 3D del tumor pulmonar; (c) 
Reconstrucción de las estructuras de los pulmones y tumor 

en el mismo plano.

a)

b)

c)

Dinámica Pulmonar
Finalmente, en la Figura 4 se muestran las recons-

trucciones de ambas estructuras anatómicas de inte-
rés en las diez fases del ciclo respiratorio, en donde se 
puede observar la fase inspiratoria (Figura 4(a-e)), 
siendo 4(a) el inicio de la inspiración, y la fase espira-
toria (Figura 4(f-j)), que inicia en la 4(f).

Esta Figura nos permite apreciar el desplazamiento 
generado tanto en los pulmones como en el tumor a 
causa de la respiración. Para mejorar el detalle en la 
dinámica del tumor, en esta Figura se agregaron unas 
guías (líneas de color azul) que permiten comprobar 
el desplazamiento máximo del tumor sobre el eje z de 
17 cortes transversales, que corresponden a 34.0 mm 
(utilizando la información de la dimensión del voxel), 
entre las fases de inicio de la inspiración e inicio de la 
espiración. Con respecto al eje x y al eje y, el tumor 
tuvo un desplazamiento menor, de 2.9 mm y 3.9 mm 
respectivamente.

Es importante mencionar que el desplazamiento 
máximo a lo largo del eje z era esperado, ya que de 
forma anatómica al movimiento que genera el dia-
fragma en ese eje es mucho mayor que el desplaza-
miento de las paredes torácicas a causa de la inspira-
ción y la espiración. Estos resultados confirman la 
influencia de la respiración en el movimiento de las 
estructuras anatómicas estudiadas, y los desplaza-
mientos máximos obtenidos podrían ser utilizados en 
la planificación de tratamientos de Tomoterapia.
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En este trabajo se presentó la implementación de un 
método de segmentación de contornos activos basado en 
el algoritmo Chan-Vese para extraer estructuras anatómi-
cas de interés en imágenes 4DCT de tórax. El algoritmo 
propuesto logra segmentar de manera apropiada tanto 
pulmones como el tumor pulmonar presente en las imá-
genes, lo que confirma que el método es capaz de seg-
mentar estructuras de diferentes tamaños y formas. 
Características específicas de cada estructura anatómica 
se pueden conocer a detalle por medio de la reconstruc-
ción tridimensional, además de la ubicación de las estruc-
turas de interés (tumor), información que puede ser de 
gran importancia en tratamientos de Radioterapia y 
Tomoterapia, en donde se busca minimizar la radiación 
en los órganos sanos cercanos a las células cancerosas.

CONCLUSIONES

Es importante mencionar que los resultados presen-
tados en este trabajo corresponden únicamente a un 
conjunto de imágenes 4DCT de un sujeto de estudio, 
por lo tanto, se espera en un futuro poder realizar el 
mismo procedimiento a una base de datos que con-
tenga más pacientes. Adicionalmente, se buscará reali-
zar comparaciones entre el algoritmo propuesto y 
otros métodos de segmentación y reconstrucción en el 
estado del arte de aplicaciones de RT, de tal manera 
que se pueda contar con mayor evidencia del buen 
desempeño del algoritmo propuesto. Por último, se 
espera poder contar con la retroalimentación de físicos 
médicos para validar el posible uso de la información 
de los desplazamientos máximos obtenidos en la pla-
nificación de tratamientos de Tomoterapia.
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FIGURA 4: Reconstrucción tridimensional de las estructuras de los pulmones y tumor pulmonar en las fases del ciclo respirato-
rio, (a-e) Fase inspiratoria; (f-j) Fase espiratoria. Los ejes x, y son píxeles y el eje z cortes transversales.
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Parkinson mediante el Análisis de Señales Cardiovasculares
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RESUMEN
En este trabajo se evalúa y compara la respuesta del sistema nervioso autónomo (SNA) en pacientes con enferme-
dad de Parkinson (EP) y sujetos sanos para detectar la posible presencia de disautonomía. Las señales de electro-
cardiograma y fotopletismografía fueron adquiridas durante las maniobras: reposo, cambio de postura (Post-CP), 
respiración controlada (RC) e hiperventilación (Hip.). El análisis de las señales incluyó índices de la variabilidad de 
la frecuencia cardiaca (VFC) lineales y no lineales, índices de la señal de tiempo de tránsito de pulso y la sensibilidad 
del barorreflejo (índice α). Los pacientes con Parkinson mostraron una alteración en la modulación simpática prin-
cipalmente durante Post-CP y una deficiencia en la respuesta cardiovagal en RC. La entropía aproximada disminuyó 
significativamente en sujetos sanos respecto a pacientes con EP durante RC. El índice α fue menor en pacientes con 
EP con respecto a sujetos sanos durante todo el protocolo, lo cual sugiere una alteración en el control del barorrefle-
jo en EP. Sin embargo, es necesario aumentar el número de sujetos con la finalidad de determinar grados de disau-
tonomía. El protocolo diseñado para evaluar la presencia de disautonomía en mexicanos con EP a través de señales 
no invasivas aportó información sobre el comportamiento del SNA.

PALABRAS CLAVE: Enfermedad de Parkinson, Disautonomía, Variabilidad de la Frecuencia Cardiaca, Tiempo de Tránsito de 
Pulso, Entropía Aproximada, Sensibilidad del Barorreflejo.
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ABSTRACT
The goal of this work is to assess and to compare the autonomic nervous system (SNA) response in Parkinson's dis-
ease (EP) patients and healthy subjects in order to evaluate the possible dysautonomia presence. Electrocardiogram 
and photoplethysmography signals were acquired during the following maneuvers: rest, orthostatic change (Post-
CP), controlled breathing (RC) and hyperventilation (Hip.). The signal processing was carried out by means of linear 
and no linear indices of heart rate variability (VFC), indices of pulse transit time (PTT) and baroreflex sensitivity 
(α index). Parkinson disease patients showed an attenuated sympathetic modulation mainly during Post-CP and 
the cardiovagal response resulted blunted during RC. Approximate entropy was significantly decreased in healthy 
subjects with respect to EP subjects during RC. In addition, the index α resulted in lower values in EP patients with 
respect to healthy subjects during the complete protocol, this result suggests that the baroreflex control in EP pa-
tients is blunted. However, is necessary to increase the number of subjects with the objective of determining levels 
of dysautonomia. The protocol designed to evaluate the dysautonomia presence in mexicans with EP through non 
invasive signals provides information about the SNA behavior.

KEYWORDS: Parkinson Disease, Dysautonomia, Heart Rate Variability, Pulse Transit Time, Approximate Entropy, Baroreflex 
Sensitivity.
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INTRODUCCIÓN
El sistema nervioso autónomo (SNA), con sus ramas 

simpática y parasimpática, se encarga de regular los 
procesos fisiológicos del organismo para mantener la 
homeostasis. La disautonomía puede definirse como 
el desbalance o respuesta lenta del SNA [1, 2]. El SNA 
puede resultar dañado debido a alguna enfermedad 
degenerativa como lo es la enfermedad de Parkinson 
(EP). El proceso patológico de la EP se caracteriza por 
una pérdida progresiva de neuronas dopaminérgicas 
de la sustancia negra y el desarrollo de cuerpos de 
Lewy, afectando de esta forma al SNA a nivel central y 
periférico [1-3], lo cual se refleja en una presencia de 
disautonomía mayor al 50 % en pacientes con EP [4-6]. 
Dicha disautonomía en EP incluye síntomas como: dis-
función sexual, disfunción urinaria e intestinal, 
desórdenes del sueño y alteraciones en la regulación 
cardiovascular [7].

Sin embargo, los síntomas de la disautonomía se 
pueden confundir con el cuadro clínico de EP u otra 
enfermedad, por lo que es importante realizar la 
evaluación de la presencia de disautonomía durante la 
evolución de EP contribuyendo a un mejor diagnóstico 
y tratamiento.

Una de las pruebas más utilizadas para la evaluación 
del SNA consiste en cambios ortostáticos, con la finali-
dad de revelar la presencia de hipotensión ortostática, 
definida como una disminución de la presión sistólica 
mayor a 20 mmHg después de un cambio de postura. La 
prueba de la mesa inclinada, conocida como Tilt test, 
consiste en realizar cambios de postura pasivos mien-
tras se monitorean señales cardiovasculares. Sin 
embargo, esta prueba no está completamente 
estandarizada ya que se puede realizar variando los 
ángulos de inclinación y la duración de las posiciones [8].

En este trabajo se propone la implementación de 
maniobras ampliamente utilizadas en la evaluación 
del sistema cardiovascular, como el cambio de postura 

y maniobras respiratorias, que permitan valorar la 
respuesta del SNA y posibiliten detectar la presencia 
de una posible disautonomía de una forma rápida y 
sencilla, a través del análisis de la variabilidad de la 
frecuencia cardiaca (VFC), el cual es una herramienta 
ampliamente utilizada en la evaluación del SNA y 
ofrece la ventaja de ser un método no invasivo. La 
evaluación de la VFC puede abordarse considerando 
métodos lineales y no lineales. En este estudio se con-
sideraron índices lineales de la VFC en el dominio del 
tiempo y la frecuencia, además de evaluar la entropía 
aproximada (EA) como una herramienta de análisis no 
lineal.

Un análisis no lineal ayuda a revelar información 
sobre las fluctuaciones complejas presentes en señales 
fisiológicas, lo cual ha demostrado ser relevante en la 
caracterización de diferentes condiciones patológicas 
[9]. Además el análisis no lineal ofrece la ventaja de 
poder ser aplicado a series de tiempo cortas y ruidosas.

El estudio de la VFC en pacientes con EP ha sido pre-
viamente reportado en diferentes investigaciones [4, 6, 

10]. Sin embargo, en este trabajo se comparan índices 
lineales y no lineales de la VFC durante un protocolo 
de adquisición alternativo orientado a la evaluación de 
disautonomías.

Por otra parte, es importante realizar estudios sobre 
la respuesta del SNA en una población mexicana de 
pacientes con EP, ya que su comportamiento varía 
según la etnia y son pocos los estudios realizados al 
respecto [6].

El objetivo de este trabajo es evaluar la presencia de 
disautonomía en pacientes mexicanos con EP mediante 
el análisis de la VFC, a través de las señales de electro-
cardiograma (ECG) y pletismografía de pulso (PPG) 
durante la realización de un protocolo clínico formado 
por una secuencia de maniobras: reposo, cambio de 
postura, respiración controlada e hiperventilación.
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METODOLOGÍA

Protocolo clínico
En este protocolo se evaluaron 6 sujetos con Parkinson, 4 

hombres y 2 mujeres de 68 ± 10.6 años con un tiempo de 
diagnóstico de EP de 8.75 ± 5.8 años. Todos los pacientes del 
grupo EP reciben tratamiento para su enfermedad, siendo 
5 de ellos tratados con levodopa y uno con pramipexol.

El grupo de sanos estuvo conformado por siete sujetos 
sanos, 2 hombres y 5 mujeres, de 45.9 ± 5.2 años. Para 
este grupo se consideraron como criterios de exclusión 
enfermedades cardiovasculares crónicas. Es importante 
mencionar que todos los participantes del protocolo fir-
maron una carta de consentimiento informado.

Durante la realización del protocolo clínico se adquiri-
eron las señales de ECG y PPG con el sistema BIOPAC 
MP150® configurado a una frecuencia de muestreo de 
500 Hz. Para la señal de PPG se colocó el sensor en el dedo 
índice izquierdo, mientras que para el ECG se utilizó la 
configuración de electrodos CM5, la cual consiste en colo-
car el electrodo positivo en el quinto espacio intercostal 
izquierdo, el negativo en el manubrio del esternón y el 
electrodo de referencia en la apófisis del esternón.

El protocolo de adquisición fue realizado entre las 
10:00 y las 13:00 horas. Al grupo EP se le pidió tomar 
su medicamento con normalidad. El protocolo estuvo 
constituido por las siguientes etapas:

› Reposo: En esta etapa el sujeto permanece en 
posición supina durante 5 minutos.

› Post Cambio de Postura (Post-CP): Consiste en un 
cambio de postura rápido, para el cual se tomó en 
cuenta las habilidades motoras del paciente, final-
izando con el sujeto de pie durante 5 minutos.

› Respiración Controlada (RC): Esta etapa está con-
formada por 4 minutos realizando ciclos respira-
torios a una frecuencia de 6 respiraciones por 
minuto (rpm), seguidos de un minuto de reposo 
(Post-RC).

› Hiperventilación (Hip.): En esta etapa el sujeto 
respira a una frecuencia de 35 rpm durante un 
minuto y posteriormente hay un periodo de reposo 
de cinco minutos, al cual llamaremos Post-Hip.

FIGURA 1: Protocolo clínico diseñado con las maniobras de: reposo, 
cambio de postura, respiración controlada e hiperventilación.



REVISTA MEXICANA DE INGENIERÍA BIOMÉDICA | Vol. 38 | No. 1 | ENERO - ABRIL 2017145

En la Figura 1 se observa la secuencia de las manio-
bras del protocolo clínico diseñado para evaluar la 
presencia de disautonomía.

Para indicar al paciente los tiempos de inhalación y 
exhalación en las etapas de RC e Hip., se utilizó una 
interfaz diseñada en Scratch 2®, la cual consiste en una 
pelota que sube y baja, indicando inhalación y exha-
lación respectivamente, variando la velocidad del 
movimiento según la frecuencia respiratoria.

Procesamiento de las señales

Índices de la Variabilidad de
la Frecuencia Cardiaca

El procesamiento de las señales fue implementado en 
el software MATLAB®. La detección de los picos R en la 
señal de ECG se realizó utilizando el algoritmo de Pan-
Tompkins [11], el cual consiste en una serie de filtros 
(derivativo e integrativo) para resaltar el complejo QRS 
y después se realiza la búsqueda de picos R con ayuda 
de umbrales de tiempo y amplitud. Una vez ubicados 
los picos R se calculó la diferencia en tiempo entre 
ellos, obteniéndose así la señal de intervalos RR, el 
cual posteriormente fue inspeccionado de forma visual 
para eliminar artefactos. A partir de la señal de inter-
valos RR se calculó la raíz cuadrada de la media del 
cuadrado de las diferencias sucesivas de intervalos RR 
(RMSSD), utilizando la ecuación (1), índice que propor-
ciona información a corto plazo de la VFC.

Adicionalmente, se evaluaron las gráficas de Poincaré, 
las cuales son una representación visual de los latidos 
cardiacos y se obtienen al graficar en el eje de las x el 
intervalo RRn y en el eje de las y el intervalo RRn+1. Con 
estas gráficas se obtuvieron los índices SD1, SD2 y su 
relación, (SD1/SD2), calculados a partir de una elipse 
sobrepuesta en la distribución de puntos, cuyo centro 

FIGURA 2: Cálculo de los índices SD1 y SD2 obtenidos como la 
desviación estándar de los ejes en la distribución de puntos 

de las gráficas de Poincaré.

coincide con el centro de puntos y corresponde al pro-
medio de la longitud de la señal de intervalos RR, en 
donde SD1 es igual a la desviación estándar de las dis-
tancias de puntos en el eje transversal de la elipse, 
relacionándose de esta forma con la variabilidad cardi-
aca a corto plazo, mientras que SD2 se calcula como la 
desviación estándar de los puntos en el eje longitudi-
nal de la elipse y se relaciona con la variabilidad cardi-
aca a largo plazo [12]. En la figura 2 se ilustra el proced-
imiento realizado para calcular los índices de las gráfi-
cas de Poincaré.

Con la finalidad de obtener índices en el dominio de 
la frecuencia, el intervalo RR fue remuestreado a 1 Hz 
y se calculó su espectro de densidad de potencia medi-
ante la Transformada Rápida de Fourier (FFT). 
Posteriormente se determinó la potencia total (TP, de 0 
a 0.5 Hz), la potencia en el rango de bajas frecuencias 
(LF, de 0.04 a 0.15 Hz), la potencia en altas frecuencias 
(HF, de 0.15 a 0.4 Hz), LF y HF normalizadas y la rel-
ación entre LF/HF, como índice simpato-vagal.
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Entropía aproximada
La señal de intervalos RR fue analizada por medio de 

la EA, el cálculo de la EA requiere tres parámetros fun-
damentales: N que representa la longitud de la señal, 
m indica la longitud del segmento a comparar y r que 
representa el criterio de similitud.

En la literatura se recomienda utilizar un valor de 
m=2 ya que la VFC presenta una dinámica lenta, mien-
tras que el valor utilizado para r es entre 0.1-0.2 veces 
la desviación estándar (std) de la señal, ya que se ha 
reportado que este rango de valores para el parámetro 
r brinda resultados aceptables en aplicaciones clínicas 
donde la señal puede contener ruido, como en el caso 
de la señal de la VFC [13]. Los valores seleccionados para 
este análisis son m=2 y r=0.2 ∗ std.

Para el cálculo de la EA la señal de intervalos RR es 
dividida en segmentos de tamaño m, estos segmentos 
son comparados muestra a muestra para verificar que 
se cumpla el criterio de similitud, la diferencia entre 
cada uno de los segmentos debe de ser menor al valor 
de r, como se muestra en la ecuación (2), para ser con-
siderados como patrones similares.

Posteriormente, se define a Pm como el conjunto de 
segmentos de tamaño m donde nim(r) corresponde al 
número de segmentos en Pm que son similares al seg-
mento Pm(i), dado el criterio de similitud. Se define a 
Cim(r) como se muestra en la ecuación (3) y Cm(r) se 
define como la media de Cim(r), donde Cm(r) indica la 
prevalencia de segmentos repetidos de tamaño m en la 
señal.

Cim(r) nos dará una proporción de cuántos patrones 
comparten el criterio de similitud. Finalmente, la EA 
se obtiene a través de la siguiente ecuación:

En las etapas del protocolo de adquisición de 4-5 
minutos de duración la EA se evaluó dividiendo la 
señal de intervalos RR en ventanas de 2 minutos 
traslapadas 1 minuto y se calculó el promedio de la EA 
de cada ventana, de forma que este promedio repre-
senta la EA de la maniobra con duración 4-5 minutos.

Sensibilidad del Barorreflejo
La sensibilidad del barorreflejo se evaluó de forma 

indirecta a través del uso de la señal de tiempo de trán-
sito de pulso (PTT), obtenida como la diferencia en 
tiempo entre el pico más alto de la señal de PPG y el 
pico R en la señal de ECG, anterior a éste. Esta señal fue 
utilizada como un subrogado de la presión sanguínea, 
ya que representa el tiempo que tarda la sangre en via-
jar del corazón a cualquier punto de la periferia. El PTT 
fue remuestreado a 1 Hz y se calculó su espectro en 
frecuencia, a través del cual se obtuvieron los índices 
en bajas y altas frecuencias: LFPTT y HFPTT .

Una forma de analizar la relación entre los cambios de 
ritmo cardiaco y presión sanguínea es evaluando la 
sensibilidad del barorreflejo, la cual fue calculada de 
forma subrogada utilizando la información de la señal 
de PTT, a través del índice α, considerando el con-
tenido en frecuencia de la señal de intervalos RR y la 
señal de PTT. El índice α se obtuvo como la relación 
mostrada en la ecuación (5), en LF y HF, αLF y αHF , 
donde LFRR y HFRR es la potencia en bajas y altas fre-
cuencias del intervalo RR, y tomando en cuenta una 
coherencia mayor a 0.5 entre ambas señales [14, 15].
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Análisis Estadístico
La normalidad de los datos se evaluó con la prueba 

Lilliefors, dicha prueba mostró que los datos provi-
enen de una distribución normal. Las diferencias entre 
la etapa de Reposo y las maniobras adicionales fueron 
determinadas a partir de una prueba T de Student 

dependiente. Las diferencias entre las maniobras de 
los sujetos con Parkinson y el grupo de sujetos sanos 
fueron determinadas con una prueba T de Student de 
dos muestras independientes. Se consideraron difer-
encias estadísticamente significativas aquellas con 
valor p<0.05.

La Figura 3 muestra el comportamiento de la frecuen-
cia cardiaca (FC) y PTT a lo largo del protocolo clínico, 
en donde se observa que los pacientes con EP mostraron 
un aumento significativo de FC durante la maniobra 
de Post-CP con respecto al Reposo. Las diferencias en 
FC entre sanos y pacientes con EP fueron significativas 
en las maniobras de Reposo, Post-RC, Hip. y Post-Hip., 
donde siempre la FC de los pacientes de EP fue menor, 
lo cual sugiere un comportamiento cardiovascular dif-
erente entre nuestras poblaciones de estudio.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

En cuanto al PTT, se observó una disminución signif-
icativa en los pacientes con EP durante las maniobras 
de Post-CP, RC y Post-RC con respecto al Reposo. 
Además, los pacientes con Parkinson presentaron 
mayor PTT que los sujetos sanos durante la etapa de 
Reposo, el cual disminuyó significativamente en la 
maniobra Post-CP, caso contrario a los sujetos sanos en 
dónde no se observaron cambios perceptibles, lo que 
sugiere que el SNA de los pacientes con EP tiene una 
respuesta lenta a la maniobra ortostática.

FIGURA 3: Comportamiento de las señales de FC y PTT durante las maniobras de Reposo, Post-CP, RC, Post-RC, Hip. y Post-
Hip. en pacientes con Parkinson y sujetos sanos.
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En la Tabla 1 se muestran los índices obtenidos a par-
tir de la señal de intervalos RR. El índice RMSSD, el 
cual es un indicador de la actividad vagal, mostró un 
aumento significativo en sujetos sanos en la etapa RC 
con respecto al Reposo, lo cual es un resultado esper-
ado debido a la fuerte influencia vagal durante esta 

maniobra. Sin embargo, dicho cambio no se observa 
en los sujetos con EP, lo que sugiere una alteración en 
la vía parasimpática de los pacientes con EP. Por otro 
lado, los pacientes con EP mostraron una disminución 
de RMSSD durante la maniobra de Post-CP.

TABLA 1: Índices de la VFC en el dominio del tiempo y la frecuencia

8 Revista Mexicana de Ingeniería Biomédica

Tabla 1: Índices de la VFC en el dominio del tiempo y la frecuencia
Sanos (n=7) EP (n=6)

RMSSD (1x10−3) (ms)
Reposo 19 ± 11.2 18.8 ± 8.7
Post-CP 15.9 ± 7.1 9.0 ± 3.3∗

RC 33 ± 20.4∗ 17 ± 5.2
Post-RC 15.8 ± 9.9 15.3 ± 5.6
Hip. 14.5 ± 7.3 20.4 ± 15.9
Post-Hip. 16.9 ± 8.5 17.7 ± 6.9
SD1 (1x10−3) (ms)
Reposo 13.4 ± 7.9 13.3 ± 6.1
Post-CP 11.2 ± 5 6.4 ± 2.3∗

RC 23.4 ± 14.4∗ 12 ± 3.7
Post-RC 11.2 ± 7.0 10.8 ± 3.9
Hip. 16.4 ± 18.2 14.4 ± 11.2
Post-Hip. 11.9 ± 6 15.8 ± 6.7
SD2 (1x10−3) (ms)
Reposo 38.8 ± 14.8 34.9 ± 9.9
Post-CP † 57.7 ± 20.1∗ 31.0 ± 8.7
RC † 80.2 ± 33.9∗ 35.6 ± 14.8
Post-RC 55.8 ± 27.5 30.4 ± 12
Hip. 71.6 ± 111.3 29.2 ± 16.6
Post-Hip. 55.3 ± 18.4∗ 41.7 ± 17.6
TP (ms2)
Reposo 40675 ± 16408 36982 ± 10011
Post-CP 44641 ± 24150 22994 ± 5692∗

RC † 48204 ± 22667 22983 ± 6783∗

Post-Hip. 48205 ± 22033 41088 ± 14214
LF (ms2)
Reposo 14043 ± 5831 11662 ± 4870
Post-CP † 18835 ± 12155 7352 ± 2951∗

RC † 24364 ± 11224 ∗ 10984 ± 4158
Post-Hip. 20032 ± 10218 13822 ± 7063
HF (ms2)
Reposo 15588 ± 9256 15193 ± 6592
Post-CP 13934 ± 8664 7312 ± 1955∗

RC 15249 ± 9996 7428 ± 2725∗

Post-Hip. 14364 ± 8722 14321 ± 5273
LF/HF
Reposo 1.0231 ± 0.3146 0.8389 ± 0.3179
Post-CP 1.4293 ± 0.3842 1.0601 ± 0.4946
RC 1.8126 ± 0.5338∗ 1.6166 ± 0.7213∗

Post-Hip. 1.5925 ± 0.7635 1.0071 ± 0.4358
∗ Prueba t-Student pareada, vs maniobra de Reposo, p<0.05.
† Prueba t-Student independiente, sanos vs pacientes con Parkinson, p<0.05.
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Respecto a los índices obtenidos a partir de las gráficas de 
Poincaré, SD1 aumentó durante RC con respecto al Reposo 
en los sujetos sanos, mientras que los pacientes con EP 
mostraron una disminución durante la maniobra Post-CP 
con respecto al Reposo. Estos resultados concuerdan con 
el índice RMSSD, ambos índices han sido reportados como 
indicadores de la actividad parasimpática [12, 16].

El índice SD2 aumentó significativamente en los sujetos 
sanos durante las maniobras Post-CP, RC y Post-Hip. con 
respecto al Reposo; también se observaron diferencias 
entre las poblaciones en las maniobras de Post-CP y RC, en 
donde SD2 fue mayor en los sujetos sanos. SD2 se ha rela-
cionado con la modulación simpática [12], y el comporta-
miento diferente entre sanos y pacientes con EP sugiere 
una respuesta simpática alterada en los sujetos con EP 
principalmente durante las maniobras Post-CP y RC.

FIGURA 4: Gráficas de Poincaré de un sujeto con Parkinson y un sujeto sano durante las maniobras de Reposo (en negro) y 
Post-CP (en rosa).

En cuanto al índice SD1/SD2 los pacientes sanos pre-
sentaron una disminución en las maniobras Post-CP, 
Post-RC y Post-Hip. con respecto al Reposo.

En la comparación entre sujetos sanos y pacientes con 
EP no se encontraron diferencias significativas, sin 
embargo se observó que los pacientes con EP mostraron 
valores mayores durante todo el protocolo.

En la Figura 4 se muestra el comportamiento de dos 
pacientes con edades similares de los grupos EP y 
sanos durante las etapas de Reposo y Post-CP, donde se 
puede observar como la distribución de puntos es 
modificada después del cambio de postura de forma 
importante en el sujeto con EP, mientras que en el 
sujeto sano el cambio es menos abrupto y gradual.
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El análisis de la VFC en el dominio de la frecuencia 
mostró menor TP en los pacientes con EP durante 
Post-CP y RC con respecto al Reposo. En la comparación 
entre las poblaciones, el grupo de sujetos sanos presento 
mayor TP en RC con respecto a los pacientes con EP. El 
índice LF resulto ser mayor durante RC con respecto al 
Reposo en sujetos sanos, este aumento en LF es debido 
en parte a la frecuencia respiratoria establecida (6rpm), 
cuya frecuencia (0.1 Hz) se encuentra dentro de la banda 
LF, sin embargo este aumento en LF no se observó en 
pacientes con EP. LF disminuyó durante Post-CP con 
respecto al Reposo en el grupo EP, lo cual puede sugerir 
una atenuación en la modulación simpática, esta hipóte-
sis coincide con la diferencia entre sanos y sujetos con EP 
durante la misma maniobra, donde los pacientes con EP 
mostraron una disminución significativa. Durante la RC 
los sujetos sanos presentaron valores significativamente 
mayores en LF en comparación con los sujetos con EP.

Los resultados del índice HF mostraron valores signif-
icativamente menores durante las maniobras Post-CP y 
RC con respecto al Reposo en los pacientes con 
Parkinson, lo cual puede indicar deficiencia en el tono 
cardiovagal, el cambio encontrado durante Post-CP 
coincide con los índices RMSSD y SD1, soportando el 
comportamiento alterado del SNA en pacientes con EP.

El índice LF/HF, el cual refleja el balance simpato-va-
gal, presentó diferencias significativas tanto en el 
grupo EP como en el grupo de sujetos sanos durante la 
maniobra RC con respecto a la etapa de Reposo. A 
pesar de no encontrarse diferencias significativas en 
LF/HF entre las poblaciones, el cambio entre etapa de 
Reposo y Post-CP fue menor en los pacientes con EP 
que el cambio presente en sujetos sanos, lo cual puede 
sugerir que el balance entre la rama simpática y vagal 
se encuentra atenuado en los pacientes con EP.

La Figura 5 muestra los resultados de LFPTT y HFPTT , 
donde los sujetos sanos presentaron un aumento tanto 
en LFPTT como en HFPTT durante la maniobra de Post-
Hip. con respecto al Reposo. Particularmente, durante 
Post-CP se encontró un aumento significativo de 
ambos índices, LFPTT y HFPTT , en los pacientes con EP 
con respecto a los sujetos sanos, este resultado soporta 
el comportamiento de los índices obtenidos con la 
señal de intervalos RR y sugiere una alteración en la 
respuesta del SNA por parte de los pacientes con EP, 
coincidiendo con resultados previos [6, 17]. Además, se 
observó una diferencia significativa entre sanos y 
pacientes con EP en Post-Hip. en el caso de LFPTT , y 
HFPTT fue significativamente mayor en RC y Post-Hip. 
en sujetos con EP en comparación con los sanos.

FIGURA 5: Comportamiento de LFPTT y HFPTT durante las maniobras de Reposo, Post-CP, RC y Post-Hip.en pacientes con 
Parkinson y sujetos sanos.
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El comportamiento de la EA, calculada con m=2 y 
r=0.2 ∗ std, se muestra en la Figura 6, los sujetos sanos 
presentaron una disminución significativa en las 
maniobras CP, RC, Post-RC y Post-Hip. con respecto a la 
maniobra de Reposo. A pesar de no encontrar diferen-
cias significativas en la etapa de Reposo, es posible 
apreciar que los enfermos de EP mostraron valores 
menores de EA, lo cual coincide con estudios previos, 
donde debido a procesos patológicos la señal de VFC 
disminuye su complejidad [18]. En la maniobra de RC se 
observó una diferencia significativa entre sanos y suje-
tos con EP, lo cual evidencía la dificultad de adapta-
ción por parte de los pacientes de EP ante la maniobra. 
Durante la maniobra de RC la señal de intervalos RR de 

los sujetos sanos se vuelve más regular debido a la fre-
cuencia respiratoria constante y al efecto del fenómeno 
de arritmia sinusal respiratoria, mientras que los paci-
entes con EP no muestran este comportamiento.

En Post-RC se observó un comportamiento distinto 
para cada grupo, el grupo de sujetos sanos aumentó su 
EA un 22.5 % con respecto a la etapa previa y en los 
pacientes con Parkinson la EA disminuyó un 17.6 % 
con respecto a RC. Esta etapa sólo fue de 1 minuto, lo 
cual puede no ser suficiente tiempo de recuperación 
después de la maniobra de RC, sin embargo se observa 
que los pacientes con Parkinson presentan mayor difi-
cultad para regresar a su estado basal.

FIGURA 6: Comportamiento de la Entropía Aproximada en las maniobras de Reposo, Post-CP, RC, Post-RC, Hip. y Post-Hip. en 
sujetos sanos y pacientes con Parkinson.
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FIGURA 7: Cálculo de la sensibilidad del barorreflejo de forma indirecta utilizando el índice αLF y αHF en las maniobras de 
Reposo, Post-CP, RC y Post-Hip.

La Figura 7 muestra los resultados obtenidos al calcu-
lar la sensibilidad del barorreflejo de forma indirecta, 
utilizando la relación entre la señal de intervalos RR y 
el PTT a través del índice α, donde se encontraron dif-
erencias significativas, tanto en αLF como en αHF , en el 
grupo EP durante las etapas de Post-CP, RC y Post-Hip. 
con respecto a la maniobra de Reposo. Además, el 
índice αLF y αHF mostró valores significativamente 

menores en pacientes de EP con respecto a los sanos en 
las maniobras de Post-CP, RC y Post-Hip., lo cual puede 
indicar una respuesta atenuada del SNA en el control 
del barorreflejo durante las diferentes maniobras. Este 
comportamiento puede observarse incluso desde la 
etapa de Reposo, donde los pacientes de EP presentan 
valores menores del índice α.
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CONCLUSIONES
En este trabajo se evaluaron índices de la VFC, PTT y 

la sensibilidad del baroreflejo, además de considerar 
índices no lineales como la EA, para evaluar la respuesta 
del SNA de sujetos con EP ante ciertas maniobras que 
estimulan el funcionamiento de las ramas simpática y 
vagal del SNA. A partir de los índices evaluados se 
observa que los pacientes con EP presentan alter-
aciones en la respuesta simpática y vagal como resul-
tado a los estímulos propuestos. Los cambios más rel-
evantes ocurrieron en las maniobras de Post-CP y RC 
considerando los índices RMSSD, SD1, SD2, LFRR y 
HFRR, LFPTT , HFPTT , EA y la evaluación del índice α, 
relacionado con la sensibilidad del barorreflejo.

Durante el periodo Post-CP fue posible observar que 
los sujetos con EP presentan una alteración simpática 
en la respuesta a esta maniobra, como lo muestran las 
gráficas de Poincaré y los índices en el dominio de la 
frecuencia. En el caso de la maniobra de RC, la mayoría 
de los índices calculados mostraron una alteración en 
la modulación vagal incluyendo el índice RMSSD y la 

EA. El índice que muestra una alteración durante el 
protocolo completo es el índice α, siendo significativa-
mente menor en el grupo EP con respecto a los sujetos 
sanos, lo cual sugiere un desequilibrio en la respuesta 
del barorreflejo.

Es importante mencionar que para este análisis se 
consideró un grupo control de sujetos sanos de una 
población adulta ya que en algunos estudios relaciona-
dos se compara con un grupo control de sujetos jóvenes 
[6] donde pueden influir los cambios en VFC afectados 
por la edad. Adicionalmente, debe considerarse que 
los sujetos con EP reciben tratamiento, la mayoría de 
ellos con levodopa y ha sido reportado que este fár-
maco puede afectar la modulación simpática [19]. Por lo 
tanto, sería importante que como trabajo futuro se 
estudiaran sujetos que no son tratados con este fár-
maco en particular, además de considerar una 
población mayor tratando de incluir pacientes con dif-
erente grado de la enfermedad con el objetivo de tratar 
de determinar grados de disautonomía.
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RESUMEN
En este trabajo se presenta un método para calcular los niveles de fibrosis pulmonar en imágenes de tomografía 
axial computarizada. Se utilizó un algoritmo de segmentación semiautomática basado en el método de Chan-Vese. 
El método mostró similitudes de forma cualitativa en la región de la fibrosis con respecto al experto clínico. Sin 
embargo es necesario validar los resultados con una base de datos mayor. El método propuesto aproxima un por-
centaje de fibrosis de forma fácil para apoyar su implementación en la práctica clínica minimizando la subjetividad 
del experto médico y generando una estimación cuantitativa de la región de fibrosis.

PALABRAS CLAVE: Cálculo de Fibrosis Pulmonar, Tomografía Axial Computarizada, Chan-Vese, Segmentación de Imágenes 
Médicas.
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ABSTRACT
A method to estimate the pulmonary fibrosis in computed tomography (CT) imaging is presented. A semi-automatic 
segmentation algorithm based on the Chan-Vese method was used. The proposed method shows a similar fibrosis 
region with respect to clinical expert. However, the results need to be validated in a bigger data base. The propo-
sed method approximates a fibrosis percentage that allows to achieve this procedure easily in order to support its 
implementation in the clinical practice minimizing the clinical expert subjectivity and generating a quantitative 
estimation of fibrosis region.

KEYWORDS: Pulmonar Fibrosis Estimation, Computed Tomography, Chan-Vese, Medical Image Segmentation.
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INTRODUCCIÓN
La fibrois pulmonar es una enfermedad intersticial 

pulmonar progresiva caracterizada por la cicatrización 
del tejido pulmonar, que vuelve rígidos a los pulmones 
dificultando el intercambio gaseoso y la respiración. Se 
desconoce la causa exacta de la enfermedad, sin 
embargo factores de riesgo son el tabaquismo, la inha-
lación de agentes fibrogénicos como el asbesto, o enfer-
medades sistémicas autoinmunes [1,2,3].Normalmente el 
desarrollo de la fibrosis idiopática pulmonar consiste 
en un decaimiento gradual con una media de supervi-
vencia de 3 a 5 años después del diagnóstico.

Es importante definir el grado de afectación en pacien-
tes con fibrosis para identificar a aquéllos que pudieran 
verse beneficiados con tratamiento médico. El diag-
nóstico y la evaluación del grado de fibrosis se basa en 
pruebas de función pulmonar, en imagenología médica, 
e incluso en biopsias pulmonares [4]. Las pruebas de 
función pulmonar evalúan principalmente la Capacidad 
Vital Forzada, pero utilizan un amplio rango de valores 
que son considerados normales (8 % a 120 %), por lo 
que puede resultar complicado identificar adecuada-
mente el grado de enfermedad [5]. Dentro de las imáge-
nes médicas utilizadas se encuentran los rayos X y la 
Tomografía Axial Computarizada (TAC), siendo esta 
última la que brinda una mayor precisión para diferen-
ciar el grado de fibrosis pulmonar [4,5].

Médicos neumólogos especialistas se encargan de 
determinar el porcentaje del área total de los pulmones 
que se ve afectada por la fibrosis. Para esto, realizan 
una inspección visual de las imágenes de TAC, delimi-
tan el área correspondiente a tejido fibroso, y determi-
nan empíricamente el porcentaje de fibrosis pulmonar 
(%FP) en cada pulmón de acuerdo a su experiencia y 
conocimiento de la estructura del parénquima pulmo-
nar sano, vías aéreas, vasculatura y patrón imagenoló-
gico de la enfermedad. Las características observadas 
en la TAC son irregularidades intralobulares periféricas 
y quistes subpleurales con forma semejante a un panal 

En la literatura se ha reportado que los médicos pue-
den tardar alrededor de dos minutos en inspeccionar 
una imagen y estimar el ( %F P ) [5], sin embargo la pre-
cisión y repetibilidad del análisis depende de la expe-
riencia del especialista clínico. Por lo tanto, resulta útil 
desarrollar herramientas auxiliares que permitan obte-
ner valores cuantitativos reproducibles de forma auto-
mática o semi-automática, evitando la variabilidad 
inter-observador. Por ejemplo, existen herramientas 
que permiten segmentar el pulmón y clasificar diferen-
tes zonas de fibrosis con base en diferentes medidas de 
textura [6,7], sin embargo en éstos casos no se hace cuan-
tificación del porcentaje de fibrosis.

En este trabajo se presenta una primera evaluación de 
un método propuesto para calcular el ( %F P ) de forma 
cuantitativa con base a la información presente en los 
pixeles de las imágenes de TAC, utilizando un algo-
ritmo de segmentación semi-automático basado en el 
método de Chan-Vese (CV) [8,9]. Adicionalmente, se 

FIGURA 1: Imagen de TAC de un paciente con presencia de 
fibrosis pulmonar donde el área afectada se visualiza de las 
líneas rojas hacía la parte externa. Los % de fibrosis pulmo-
nar dados por el experto clínico son: 20% pulmón derecho, 

40% pulmón izquierdo.

de abejas (Figura 1), lo que significa que las regiones 
anormales del pulmón con huecos semejando un panal 
corresponden a regiones con fibrosis pulmonar [1,2].
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METODOLOGÍA

Conjunto de Imagenes de TAC
de Fibrosis Pulmonar

Para poder evaluar y analizar el desempeño de la 
estrategia propuesta para el cálculo del %F P , se utili-
zaron las imágenes de TAC de dos pacientes diagnosti-
cados con fibrosis pulmonar, las cuales fueron propor-
cionadas por el Instituto Nacional de Enfermedades 
Respiratorias (INER).En cada paciente, el experto clí-
nico seleccionó 5 imágenes bidimensionales a diferen-
tes alturas del pulmón distribuidas de forma equidis-
tante con el objetivo de abarcar toda la región pulmo-
nar (Figura 2). Todas las imágenes en 2D de TAC tienen 
una dimensión de 512x512 pixeles, con una dimensión 
del pixel de 0.6 x 0.6 mm.

Estimación de Porcentaje de Fibrosis 
Pulmonar

La idea principal del método propuesto es emular el 
procedimiento realizado por el experto clínico, el cual 
es un proceso mental que consiste en una comparación 
de la anatomía del pulmón sano (estimado empírica-
mente por el médico) contra la anatomía del pulmón 
enfermo la cual se observa en la imagen de TAC.

Por lo tanto, para poder realizar esta comparación de 
forma cuantitativa es necesario definir las secciones 
correspondientes a la anatomía de un pulmón sano. En 
nuestro caso particular, se utilizó el software MIPAV 
(Medical Image Processing, Analysis and Visualization) 
[10], para que un usuario experto dibujara de forma manual 
la región de interés (ROI) que delimita el pulmón sano. 
Esta acción fue realizada en cada imagen y a partir de 
estas ROI se generaron máscaras binarias para cada pul-
món por separado, esto es derecho e izquierdo, las cuales 
fueron almacenadas como imágenes en formato NIfTI.

FIGURA 2: Ejemplo de ubicación de 5 imágenes bidimensio-
nales a diferentes alturas del pulmón. Las imágenes selec-

cionadas están representadas por las líneas rojas.

Posteriormente, se segmentaron los pulmones de las 
imágenes TAC en 2D con presencia evidente de fibrosis 
utilizando un algoritmo de segmentación de contornos 
activos basado en el método de CV, el cual es adecuado 
para la segmentación de estructuras con bordes no 
bien definidos o en imagenes con presencia considera-
ble de ruido [8]. En general, el algoritmo de CV es un 
método de segmentación en donde se busca la minimi-
zación de un funcional de energía, asumiendo que un 
objeto de interés está delimitado por una curva C den-
tro de una imagen I, la cual esta conformada por dos 
regiones de intensidades diferentes, los valores de 
intensidad dentro de la curva Cin, y los valores fuera 
de la curva Cout. De esta manera el funcional de ener-
gía se puede definir de la siguiente forma:

describe el desarrollo e implementación de una Interfaz 
Gráfica de Usuario (GUI) que permite al experto clínico 
realizar la estimación del %F P de forma sencilla.
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Figura 2: Ejemplo de ubicación de 5 imágenes bidimensionales a diferentes alturas del pulmón. Las
imágenes seleccionadas están representadas por las líneas rojas.

pulmón sano. Esta acción fue realizada en cada imagen y a partir de estas ROI se generaron
máscaras binarias para cada pulmón por separado, esto es derecho e izquierdo, las cuales fueron
almacenadas como imágenes en formato NIfTI.

Posteriormente, se segmentaron los pulmones de las imágenes TAC en 2D con presencia
evidente de fibrosis utilizando un algoritmo de segmentación de contornos activos basado en el
método de CV, el cual es adecuado para la segmentación de estructuras con bordes no bien
definidos o en imagenes con presencia considerable de ruido [8]. En general, el algoritmo de CV
es un método de segmentación en donde se busca la minimización de un funcional de energía,
asumiendo que un objeto de interés está delimitado por una curva C dentro de una imagen I,
la cual esta conformada por dos regiones de intensidades diferentes, los valores de intensidad
dentro de la curva Cin, y los valores fuera de la curva Cout. De esta manera el funcional de
energía se puede definir de la siguiente forma:

F1(C) + F2(C) =
∫

Cin
|I − C1|2dxdy +

∫

Cout
|I − C2|2dxdy (1)

donde C es una curva variable, y las constantes C1 y C2 corresponden al valor promedio de
la intensidad de los pixeles de la imagen I dentro y fuera de la curva C. De la ecuación anterior
es posible apreciar que la minimización del funcional de energía ocurre cuando la curva C este
delineando el contorno del objeto de interés, es decir, cuando F1(C) ≈ 0 y F2(C) ≈ 0.

A este modelo se añaden algunos términos de regularización como la longitud de la curva C,
y el área interior de C, definiendo ahora el funcional de energía que se muestra a continuación:

F (C1, C2, C) = µ·Longitud(C)+v·Area(adentro(C))+λ1

∫

Cin
|I−C1|2dxdy+λ2

∫

Cout
|I−C2|2dxdy

(2)

en donde µ ≥ 0, v ≥ 0, λ1, λ2 > 0 son parámetros de regularización constantes dependientes
de la imagen I.
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asumiendo que un objeto de interés está delimitado por una curva C dentro de una imagen I,
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energía se puede definir de la siguiente forma:

F1(C) + F2(C) =
∫
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∫

Cout
|I − C2|2dxdy (1)

donde C es una curva variable, y las constantes C1 y C2 corresponden al valor promedio de
la intensidad de los pixeles de la imagen I dentro y fuera de la curva C. De la ecuación anterior
es posible apreciar que la minimización del funcional de energía ocurre cuando la curva C este
delineando el contorno del objeto de interés, es decir, cuando F1(C) ≈ 0 y F2(C) ≈ 0.

A este modelo se añaden algunos términos de regularización como la longitud de la curva C,
y el área interior de C, definiendo ahora el funcional de energía que se muestra a continuación:

F (C1, C2, C) = µ·Longitud(C)+v·Area(adentro(C))+λ1

∫

Cin
|I−C1|2dxdy+λ2

∫

Cout
|I−C2|2dxdy

(2)

en donde µ ≥ 0, v ≥ 0, λ1, λ2 > 0 son parámetros de regularización constantes dependientes
de la imagen I.

donde C es una curva variable, y las constantes C1 y 
C2 corresponden al valor promedio de la intensidad de 
los pixeles de la imagen I dentro y fuera de la curva C. 
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en donde µ ≥ 0, v ≥ 0, λ1, λ2 > 0 son parámetros de 
regularización constantes dependientes de la imagen 
I. Bajo este principio, la curva C se representa por 

medio de una curva de nivel cero de una función 
Lipschitz (φ), de tal manera que el funcional de energía 
se reescribe de la siguiente manera:

F (C1, C2, φ) = µ
∫

δ0| ▽ φ|dxdy + v
∫

H(φ)dxdy + λ1

∫
|I − C1|2H(φ)dxdy

+ λ2

∫
|I − C2|2(1 − H(φ))dxdy.

(3)

Por otro lado, para poder minimizar el funcional (3) 
en términos de la función φ se define su primera varia-
ción por medio de la ecuación de Euler-Lagrange. 

Utilizando estas consideraciones, la ecuación de dife-
rencias se puede escribir de la forma siguiente:

dF

dφ
= ▽F = δ0(φ)

[

−µ · ▽
(

▽φ

| ▽ φ|

)

+ v + λ1(I − C1)2 − λ2(I − C2)2
]

(4)

donde C1 y C2 son el promedio de los valores de los pixeles 
dentro y fuera del contorno, I es la imagen a segmentar, λ1 
y λ2 son constantes de regularización que determinan el 
nivel de similitud entre la intensidad de los pixeles dentro 
y fuera del contorno respectivamente, y la función delta 
de Dirac se aproxima mediante δ0(φ)= ε/π(ε2+u2 ) [8,9].

Para la parte práctica e implementación del algo-
ritmo, se utiliza la versión discreta de la ecuación (4) 
logrando así, la delimitación del objeto a segmentar a 
través de la evolución de la curva. Utilizando el des-
censo de gradiente, se introduce una variable artificial 
con respecto al tiempo de la siguiente manera:

De la ecuación anterior es posible apreciar que la mini-
mización del funcional de energía ocurre cuando la 
curva C este delineando el contorno del objeto de inte-
rés, es decir, cuando F1(C) ≈ 0 y F2(C) ≈ 0.

A este modelo se añaden algunos términos de regula-
rización como la longitud de la curva C, y el área inte-
rior de C, definiendo ahora el funcional de energía que 
se muestra a continuación:

dφ

dt
= − ▽ F = φt+1 − φt

∆t
, (5)

En este trabajo el algoritmo fue implementado en 
MATLAB, y sus parámetros fueron ajustados para seg-
mentar la parte interna de los pulmones dejando fuera 
las regiones con fibrosis. Los parámetros utilizados en 
este trabajo para la segmentación automática de los 
pulmones fueron el número de iteraciones (t = 30), el 

valor de los incrementos entre iteraciones ( t = 0.2), y 
los coeficientes λ1 y λ2, ambos con un valor de 0.1. Es 
importante mencionar que se realizaron pruebas 
modificando los valores de los parámetros arriba men-
cionados con rangos t = 0.1, 0.2, ..., 1; λ1 = λ2 = 0.1, 0.2, 
..., 1; y t = 10, 20, ..., 50 y se eligieron los más adecua-
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dos de forma empírica apoyados por la validación cua-
litativa del experto clínico, es decir diferentes segmen-
taciones con distintos parámetros fueron presentadas 
al experto para establecer que parámetros generaban 
las mejores segmentaciones cualitativamente.

Una vez obtenidas las máscaras binarias de la seg-
mentación de los pulmones a través del método CV, se 
creó una imagen de diferencia entre las máscaras de 
los pulmones sanos y las máscaras de la segmentación; 

de ésta forma se obtuvo una imagen que contiene las 
regiones con fibrosis, regiones con inflamación, bron-
quios y elementos vasculares. La Figura 3 muestra un 
ejemplo de este procedimiento.

Posteriormente, se dibujaron manualmente sobre las 
imágenes de diferencia las ROI que delimitan las zonas 
de fibrosis, de tal manera que se pudieron descartar 
todos los elementos obtenidos por la segmentación 
que no corresponden a tejido fibroso.

F IGURA 3: Método propuesto para la determinación de las zonas de fibrosis pulmonar. (a) Imagen TAC original, (b) Máscara 
del pulmón sano, considerando ambos campos pulmonares, (c) Máscara de la segmentación CV, (d) Imagen de diferencia 

entre (b) y (c).
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(a) (b)

(c) (d)

Figura 3: Método propuesto para la determinación de las zonas de fibrosis pulmonar. (a) Imagen TAC
original, (b) Máscara del pulmón sano, considerando ambos campos pulmonares, (c) Máscara de la
segmentación CV, (d) Imagen de diferencia entre (b) y (c).

Finalmente, se calculó el porcentaje de fibrosis para cada pulmón usando el área correspondiente
a los pulmones sanos y las imágenes de diferencia donde aparece el área de tejido fibroso. Se
calculó la relación de la suma de pixeles en la imagen de fibrosis entre la suma de los pixeles de
la imagen del pulmón sano (100 %).

Implementación de Interfaz Gráfica de Usuario

Pensando en facilitar la tarea del médico para usar la estrategia establecida en este trabajo
para estimar el %FP , se creó una GUI que le permita al experto clínico cargar imágenes
médicas en formato NIfTI y realizar de forma directa los pasos descritos anteriormente; una
vista de esta GUI se aprecia en la Figura 4. En esta figura se puede apreciar que la GUI consta
principalmente de cinco espacios de trabajo donde se visualizan las diferentes imágenes de interés;
dichas imágenes corresponden a la imagen TAC original (en 3D), la máscara del pulmón sano,
la segmentación obtenida por el algoritmo CV, la imagen de diferencia, y la segmentación del
área con fibrosis.

La imagen de TAC original se carga de forma volumétrica ya que en la interfaz se cuenta con
un control deslizable que permite posicionar la imagen original en la imagen en 2D a analizar.
En la GUI se incluyó una herramienta de ajuste de contraste para facilitar la visualización de
las imágenes. Además, se cuenta con un menú en el que se pueden ejecutar todas las acciones
necesarias para el cálculo del %FP siguiendo el método propuesto.

Adicionalmente a las opciones localizadas en los menus de la parte superior izquierda de
la interfaz, se optó por colocar una serie de botones numerados que permiten calcular de una
manera más intuitiva el %FP . El primer botón, esta etiquetado como “Cargar Imagen” el cual
permite seleccionar y visualizar el archivo NiFTI de la imagen TAC original. Un segundo botón
permite cargar una máscara del pulmón sano o diseñar la máscara de forma manual; esta máscara
es la que se utiliza como referencia del 100 % del área del pulmón. El tercer botón sirve para
realizar la segmentación de la imagen; en este paso se despliega primero un cuadro de diálogo

Finalmente, se calculó el porcentaje de fibrosis para 
cada pulmón usando el área correspondiente a los pul-
mones sanos y las imágenes de diferencia donde apa-

rece el área de tejido fibroso. Se calculó la relación de la 
suma de pixeles en la imagen de fibrosis entre la suma 
de los pixeles de la imagen del pulmón sano (100%).

Implementación de Interfaz Gráfica de Usuario

Pensando en facilitar la tarea del médico para usar la 
estrategia establecida en este trabajo para estimar el 
%F P , se creó una GUI que le permita al experto clínico 
cargar imágenes médicas en formato NIfTI y realizar 
de forma directa los pasos descritos anteriormente; 

una vista de esta GUI se aprecia en la Figura 4. En esta 
figura se puede apreciar que la GUI consta principal-
mente de cinco espacios de trabajo donde se visualizan 
las diferentes imágenes de interés; dichas imágenes 
corresponden a la imagen TAC original (en 3D), la más-
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cara del pulmón sano, la segmentación obtenida por el 
algoritmo CV, la imagen de diferencia, y la segmenta-
ción del área con fibrosis.

La imagen de TAC original se carga de forma volumé-
trica ya que en la interfaz se cuenta con un control desli-
zable que permite posicionar la imagen original en la 
imagen en 2D a analizar. En la GUI se incluyó una herra-
mienta de ajuste de contraste para facilitar la visualiza-
ción de las imágenes. Además, se cuenta con un menú en 
el que se pueden ejecutar todas las acciones necesarias 
para el cálculo del %F P siguiendo el método propuesto.

Adicionalmente a las opciones localizadas en los 
menus de la parte superior izquierda de la interfaz, se 
optó por colocar una serie de botones numerados que 
permiten calcular de una manera más intuitiva el %F P 
. El primer botón, esta etiquetado como “Cargar Imagen” 
el cual permite seleccionar y visualizar el archivo NiFTI 
de la imagen TAC original. Un segundo botón permite 
cargar una máscara del pulmón sano o diseñar la más-
cara de forma manual; esta máscara es la que se utiliza 
como referencia del 100 % del área del pulmón. El tercer 

botón sirve para realizar la segmentación de la imagen; 
en este paso se despliega primero un cuadro de diálogo 
que permite introducir los valores deseados para cada 
parámetro del algoritmo y después se ejecuta la seg-
mentación sobre la rebanada seleccionada. Al finalizar, 
se muestran en diferentes áreas de trabajo, la imagen 
segmentada y la imagen de diferencia. Después utili-
zando el botón de “dibujar área de fibrosis” es posible 
definir la ROI que delimita la región con fibrosis; éste 
procedimiento es similar a la delimitación usualmente 
realizada por el médico tal y como se ejemplifica en la 
Figura 1 (línea roja). Por último, para completar el cál-
culo se debe utilizar el quinto botón “calcular porcen-
taje de fibrosis”, el cual despliega un cuadro de diálogo 
con el valor del %F P estimado.

Adicionalmente, en el menú se encuentra una opción 
para guardar las imágenes generadas a lo largo de este 
proceso, por lo que se muestra un cuadro de diálogo que 
permite elegir cuales imágenes guardar, la segmenta-
ción, la diferencia o la máscara de fibrosis; así mismo 
permite elegir el directorio y nombre para guardar los 
archivos.

FIGURA 4: Visualización de GUI implementada para el cálculo del %F P.
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Las regiones seleccionadas por el médico como regio-
nes con presencia de fibrosis se compararon en térmi-
nos del %F P con los resultados obtenidos a través del 
método basado en la segmentación con el algoritmo de 
CV. Esta comparación se realizó para cada una de las 5 
rebanadas de TAC seleccionadas por cada paciente. La 
Figura 5 muestra particularmente 3 casos, donde se 
indican las regiones definidas por el médico y las 
regiones obtenidas por el método propuesto. En la 
Figura 5 se presenta en la primer columna, las imáge-

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

nes originales con la región correspondiente a fibrosis, 
delimitada por el médico mediante una línea roja; en la 
segunda columna, las regiones de fibrosis obtenidas a 
partir del método propuesto y la última columna 
muestra las imágenes de diferencia traslapadas con las 
regiones de fibrosis mostradas en la segunda columna, 
indicadas en color naranja. Si se comparan visual-
mente las regiones seleccionadas por el médico y las 
obtenidas por el método semi-automático se puede 
observar que ambas regiones son muy semejantes.
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que ambas regiones son muy semejantes.

(a) (b) (c)

(d) (e) (f)

(g) (h) (i)

Figura 5: Comparación de regiones con presencia de fibrosis obtenidas por el médico y por el método
propuesto. Imagen original de una rebanada con el área de fibrosis delimitada por el médico mediante
una linea roja (a,d,g), regiones de fibrosis utilizadas para el calculo del %FP mediante el método
propuesto (b,e,h), imágenes de diferencia traslapadas con la región de fibrosis obtenida a través del
método semi-automático indicada en color naranja (c,f,i).

La Tabla 1 muestra los porcentajes de fibrosis estimados en cada rebanada y en cada pulmón
obtenidos por el método propuesto basado en el algoritmo CV, y los valores estimados por
el médico experto. Los porcentajes obtenidos entre el método semi-automático y el experto
clínico difieren en gran parte de las rebanadas de ambos pacientes. Sin embargo, es importante
mencionar que en la mayoría de rebanadas coincide la proporción de un área mayor o menor
afectada por fibrosis entre pulmón derecho e izquierdo, entre el experto y el método semi-
automático. En particular, se logró una aproximación muy cercana en el caso de la rebanada
3 del paciente 1, este caso se muestra en la Figura 5 (a,b,c). La diferencia entre porcentajes
estimados puede ser debida principalmente a la estimación subjetiva del %FP por parte del
experto clínico, ya que en la Figura 5 se puede apreciar que las regiones obtenidas por el médico
y por el método propuesto son muy similares, sin embargo los porcentajes asignados por el
experto clínico difieren del área calculada con base a la información presente en la imagen.
Por ejemplo, para la rebanada 22 del paciente 2 mostrada en la Figura 5 (d,e,f), el experto
clínico asignó un %FP de 30 % y 20 % para pulmón derecho e izquierdo respectivamente y
los %FP obtenidos por el método semi-automático fueron 10.9 % y 8 % respectivamente, pero

FIGURA 5: Comparación de regiones con presencia de fibrosis obtenidas por el médico y por el método propuesto. Imagen 
original de una rebanada con el área de fibrosis delimitada por el médico mediante una linea roja (a,d,g), regiones de fibrosis 
utilizadas para el calculo del %F P mediante el método propuesto (b,e,h), imágenes de diferencia traslapadas con la región de 

fibrosis obtenida a través del método semi-automático indicada en color naranja (c,f,i).

La Tabla 1 muestra los porcentajes de fibrosis estima-
dos en cada rebanada y en cada pulmón obtenidos por 
el método propuesto basado en el algoritmo CV, y los 
valores estimados por el médico experto. Los porcen-
tajes obtenidos entre el método semi-automático y el 
experto clínico difieren en gran parte de las rebanadas 

de ambos pacientes. Sin embargo, es importante men-
cionar que en la mayoría de rebanadas coincide la pro-
porción de un área mayor o menor afectada por fibro-
sis entre pulmón derecho e izquierdo, entre el experto 
y el método semi-automático. En particular, se logró 
una aproximación muy cercana en el caso de la reba-
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nada 3 del paciente 1, este caso se muestra en la Figura 
5 (a,b,c). La diferencia entre porcentajes estimados 
puede ser debida principalmente a la estimación subje-
tiva del %F P por parte del experto clínico, ya que en la 
Figura 5 se puede apreciar que las regiones obtenidas 
por el médico y por el método propuesto son muy simi-
lares, sin embargo los porcentajes asignados por el 
experto clínico difieren del área calculada con base a la 
información presente en la imagen. Por ejemplo, para 
la rebanada 22 del paciente 2 mostrada en la Figura 5 
(d,e,f), el experto clínico asignó un %F P de 30 % y 20% 
para pulmón derecho e izquierdo respectivamente y 
los %F P obtenidos por el método semi-automático 
fueron 10.9 % y 8 % respectivamente, pero visual-
mente se puede observar que las regiones selecciona-
das por el experto y por el método propuesto poseen 
una gran coincidencia. En el tercer caso, que corres-
ponde a la rebanada 26 del paciente 2 ,mostrado en la 

Figura 5 (g,h,i), el experto encontró un %F P de 40 % y 
20 % para pulmón derecho e izquierdo respectiva-
mente, mientras que el método semi-automático 
determino un %F P de 9.9 % y 6.4 % respectivamente. 
Estos resultados entre estrategias de aproximación de 
áreas afectadas por fibrosis tienen una diferencia 
mucho mayor, esta gran diferencia podría reducirse si 
para el cálculo del %F P se consideran todos los pixeles 
dentro de la ROI que define la zona afectada por infla-
mación y fibrosis.

Finalmente, la interfaz permite visualizar imágenes y 
calcular los porcentajes para cada una de las regiones 
que se desean analizar, brindando cifras más reprodu-
cibles que pueden ser útiles en las decisiones de trata-
miento y predicciones de esperanza de vida. Además 
disminuye en gran medida la subjetividad en el cál-
culo del área con fibrosis.

TABLA 1: Porcentajes de fibrosis estimados.
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En este trabajo se presentó una estrategia semi-auto-
mática para estimar el %F P a partir de la información 
presente en imágenes de TAC. En particular, el método 
propuesto utiliza una implementación del algoritmo de 
segmentación de CV para la detección de tejido pulmo-
nar sin considerar estructuras internas (vasculatura, 
regiones con fibrosis e inflamación), en conjunto con 
una mascara binaria que representa la zona pulmonar 
total, para generar una imagen de diferencia a partir de 
la cual se extrae la región con fibrosis pulmonar.

El método propuesto fue probado en 10 imágenes en 
2D de TAC provenientes de dos pacientes diagnostica-
dos con fibrosis pulmonar. Los resultados encontrados 
mostraron ser comparables cualitativamente con el 
proceso realizado por el experto clínico para la defini-
ción de las zonas de fibrosis. Sin embargo, cuantitati-
vamente los %F P calculados por la estrategia pro-
puesta tuvieron poca coincidencia con los porcentajes 

estimados por el experto clínico. Lo anterior sugiere 
que el método propuesto es prometedor para el cálculo 
del %F P dado que es calculado utilizando la informa-
ción contenida en la imagen, evitando la subjetividad 
del proceso mental realizado por el médico para defi-
nir los %F P. Adicionalmente, la GUI implementada 
que realiza la metodología propuesta mostró ser una 
herramienta de fácil uso que podría brindar apoyo al 
personal clínico para la cuantificación del %F P.

Como trabajo futuro se pretende analizar una mayor 
cantidad de pacientes para poder obtener más eviden-
cias del desempeño del método propuesto, y realizar 
una validación de la robustez del método con retroali-
mentación por parte del experto clínico. Adicionalmente, 
se pretende desarrollar una GUI que permita definir el 
área del pulmón sano de forma automática y facilitar el 
proceso de cálculo del  , así como poder diferenciar y 
cuantificar los porcentajes de fibrosis e inflamación.

CONCLUSIONES
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RESUMEN
Se desarrolló un sistema basado en árboles de decisión con factores de peso heurísticos orientados al diagnóstico 
mediante termografía mamaria. El sistema de apoyo a la toma de decisiones clínicas propuesto incluye árboles de 
decisión binarios para la clasificación estadística de algunas patologías de la glándula mamaria. Dentro de ellos, 
se incluyen factores de peso constantes encontrados a través de la correlación de las variables involucradas en el 
desarrollo de los padecimientos mamarios de acuerdo al apego estadístico de las características termográficas, así 
como de la información clínica complementaria (historial clínico, parámetros físicos, carga genética y hábitos, entre 
otros), con respecto a su incidencia diagnóstica. La certeza del sistema para los trastornos inflamatorios es de 96 %, 
para mastopatía fibroquística de 78 %, para necrosis grasa de 62 % y para cáncer de seno de 86 %. El 14 % de error se 
asocia a microcalcificaciones mismas que con la técnica termográfica reportada no es posible diferenciar. Por lo tan-
to, es posible catalogar el riesgo de una paciente a padecer alguna afección según los resultados arrojados después 
de llevar a cabo el examen térmico. Con este sistema de apoyo a la decisión se mejora la posibilidad de aplicación de 
pruebas de detección temprana en la población que sufre de contraindicaciones para realizarse los exámenes con 
otros métodos, además permite un diagnóstico integral para las demás pacientes.

PALABRAS CLAVE: Sistemas de apoyo para toma de decisiones clínicas (CDSS), árboles de decisión, factores de peso, cáncer de 
seno, termografía.
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ABSTRACT
A decision tree based system with heuristic weight factors oriented to diagnosis by thermography was developed. 
The proposed clinical decision support system (CDSS) includes binary decision trees for statistical classification 
of some diseases of the mammary gland. These include weight constant factors found by the correlation of the 
variables involved in the development of breast disorders according to the statistical attachment of the thermal fea-
tures, as well as complementary clinical information (medical history, physical parameters, genetic load and habits, 
among others), regarding its diagnostic incidence. The certainty of the system for inflammatory disorders is 96%, 
for fibrocystic mastopathy is 78 %, for fat necrosis is 62% and for breast cancer is 86%. The 14% error is associated 
to microcalcifications that with the reported thermographic technique it is not possible to differentiate. Thus, it is 
possible to catalog the risk of a patient having a condition according to the results obtained after conducting a ther-
mal test. Then, with the CDSS the possibility of applying early detection tests in the population suffering from con-
traindications to perform the others is improved, in addition it allows a comprehensive diagnosis for other patients.

KEYWORDS: Clinical decision support systems (CDSS), decision trees, weight factor, breast cancer, thermography.
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INTRODUCCIÓN
El cáncer de seno es una enfermedad que afecta de 

modo inquietante a la mujer a nivel mundial y es conside-
rada la neoplasia maligna femenina más frecuente en 
países desarrollados y en vías de desarrollo, impactando 
en 2012 al 25.2 % de la población total que pertenece a 
este género[1]. En 2013, a nivel nacional provocó casi el 15 
% de fallecimientos por tumores malignos en mujeres 
mexicanas de 20 años y más[2]. Aunado a ello, la demora 
en la detección y diagnóstico, provocada en gran parte 
por la falta de infraestructura suficiente, genera altos cos-
tos en el control del cáncer, pues en estadios más avanza-
dos la atención médica requerida aumenta su compleji-
dad[3]. En torno a ello, pese a que la probabilidad de sobre-
vida a cinco años es mucho mayor si la paciente diagnos-
ticada recibe el tratamiento médico en estadios I y II de la 
enfermedad, solo del 5 al 10% de los casos detectados se 
encuentra en estas dos primeras etapas[4].

Tan solo el costo promedio del proceso diagnóstico de 
cáncer de seno, en mujeres a partir de los 40 años, 
reportado para las Unidades de Medicina Familiar del 
Instituto Mexicano del Seguro Social (UMF del IMSS) 
se aproxima a los $900 MXN, donde, al analizar los 
diferentes escenarios durante todo el procedimiento se 
aprecian variaciones que van desde $599 MXN a $5160 
MXN, porte calculado en 2012[5].

En adición a esto, las técnicas utilizadas por excelencia en 
el Sector Salud presentan limitantes en cuanto a la movili-
dad de los instrumentos de detección, su exactitud y com-
petencia. Así pues, la mastografía depende de la diferencia 
de densidad de los tejidos involucrados, siendo las mamas 
jóvenes difíciles de examinar dada su alta densidad[6]; ade-
más de la radiación y la compresión de los senos recibidas 
durante dicho procedimiento, lo cual impide que mujeres 
con padecimientos de tiroides, con marcapasos, embaraza-
das o con implantes mamarios se realicen esta prueba.

 Adicionalmente, durante un ultrasonido (US) mama-
rio es necesario poner en contacto con la piel del seno 
un gel conductor y el transductor, provocando moles-
tias y, en ocasiones dolores, para algunas pacientes. Con 
dicha prueba la determinación de microcalcificaciones 
y la examinación en senos lipoideos (de gran volumen) 
se complica debido a la naturaleza mecánica de la téc-
nica, incluso su uso se considera totalmente comple-
mentario para casos en los que la mastografía no es 
capaz de detectar anomalías mamarias o cuando está 
contraindicada[7].

En ambos casos existen unidades móviles a nivel nacio-
nal, sin embargo, su alcance hacia las localidades de difí-
cil acceso aún no es suficiente[8]. Por otro lado, debido a la 
estrecha relación endocrina que manifiesta esta enferme-
dad, los factores que modifican el riesgo de padecerla se 
ven afectados por la edad en que ocurre cada evento hor-
monal y su duración (ya sea endógeno1 o exógeno2)[9]. 
También influyen los factores ambientales tales como la 
exposición a la radiación, la contaminación y la presencia 
o ausencia de hábitos saludables, mismos que intervienen 
indirectamente en las rutas metabólicas[10].

Entonces, como resultado de la necesidad de métodos 
integrales para la detección temprana que impliquen bajos 
costos, sean seguros y cómodos para los operadores y 
pacientes, i.e., no sufrir radiaciones ni contacto físico dolo-
roso durante un proceso de tamizaje; y que además sean 
fáciles de utilizar y transportar para lograr su alcance a 
una comunidad mayor, en los últimos años se han imple-
mentado y mejorado distintas técnicas para complemen-
tar la detección temprana y acercar a la población más 
vulnerable hacia estas nuevas tecnologías. 
Específicamente, el Centro de Física Aplicada y Tecnología 
Avanzada (CFATA) del Campus Juriquilla, Querétaro, de la 
Universidad Nacional Autónoma de México (UNAM) ha 
llevado a cabo un proyecto de investigación donde se han 

1 Primera menstruación, primer embarazo, cantidad de partos y menopausia.

2 Uso de métodos anticonceptivos hormonales o terapia de reemplazo hormonal.
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realizado exámenes termográficos a más de 10 000 volun-
tarias en el transcurso de los últimos 4 años. Durante la 
ejecución de las evaluaciones térmicas se captura infor-
mación respecto de las características físicas (edad, tipo 
somático, tamaño del seno, etc.), hormonales (etapa del 
ciclo menstrual, terapia hormonal presente) y clínicas 
(enfermedades que afecten a la temperatura superficial, 
así como patologías benignas previas en el seno, antece-
dentes de cáncer en familiares de línea materna, consumo 
de medicamentos, tabaco y otros, actividad física sema-
nal, etc.). Además, se analizan los patrones térmicos pre-
sentes en los termogramas, buscando las características 
más importantes para la detección mediante infrarrojo.

Las imágenes termográficas entregan información sobre la 
temperatura superficial, sin embrago, es necesario crear un 
sistema de apoyo a la toma de decisiones que realice una 
clasificación termográfica para auxiliar en el diagnóstico 
médico bajo el criterio termográfico y proporcionar mayor 
información acerca de cada paciente relativa a sus signos y 
síntomas, no solo desde el punto de vista radiológico (propor-
cionado por la mastografía), sino desde una visión integral y 
fisicoquímica, con perspectiva hacia la evolución fisiológica 
de cada persona y de su padecimiento, en caso de tener 
alguno. Asimismo, con los resultados que arroja el sistema se 
busca lograr un seguimiento adecuado al grado de pertinen-
cia que requiere cada circunstancia en particular.

Fundamentos

Termografía
La termografía genera mapas térmicos (termogramas) 

al utilizar una cámara que contiene un sensor de infra-
rrojo. Dicho medidor detecta cambios localizados de la 
distribución térmica superficial de la piel, la cual se aso-
cia a la temperatura de órganos y tejidos sanos o con 
alguna patología. Se piensa que dichos cambios resultan 
del incremento de la vascularización, la vasodilatación y 
la perfusión regional, así como de la generación de un 
hipermetabolismo y la congregación de células inflama-
torias asociadas a la zona del crecimiento tumoral[11].

La anatomía del seno facilita la observación térmica, con 
lo que la detección temprana de anomalías en él mediante 
dicha tecnología es plausible. Por lo tanto, desde 1956 se 
presentó la primera termografía de glándulas mamarias 
para la detección de carcinoma en seno[12]. Las menciona-
das alteraciones fisiológicas normalmente no son detec-
tadas por los métodos de imagenología médica más 
comunes, pues proporcionan información acerca de la 
morfología y estructura anatómica, donde a veces es difí-
cil determinar si en la zona se encuentra una masa tumo-
ral, ya que un tumor agresivo puede albergar casi 500,000 
células contenidas en tan solo 2 mm de diámetro[13]. En 
cambio, la termografía es funcional[14], i.e., dependiendo 
de las características metabólicas de la paciente se apre-
ciarán diferentes patrones de temperatura, para los cua-
les se requiere utilizar una gran cantidad de criterios tér-
micos y hormonales con el fin de analizar correctamente 
los resultados termográficos.

Particularmente, en el análisis de termogramas hay 
una pequeña proporción de especialistas, con lo que se 
requiere el auxilio de otros métodos para divisar un 
diagnóstico térmico correcto. La termografía para uso 
clínico aún no ha sido totalmente aceptada a pesar de su 
carácter inocuo, entre otras razones, debido a la falta de 
modelos de referencia y a la ambigüedad en la interpre-
tación de los resultados al ser analizados de forma ais-
lada, i.e., la determinación de supuestas patologías 
depende de los factores físicos, ambientales, genéticos, 
hormonales y del estado de salud previo y actual de la 
persona en cuestión, en conjunción con la información 
extraída del termograma.

Sistemas expertos
Diferentes definiciones de los sistemas expertos (SE), 

también conocidos como sistemas basados en el cono-
cimiento, han sido propuestas hasta la fecha en la lite-
ratura de la Inteligencia Artificial, sin embargo, a pesar 
de los diferentes enfoques y caracterizaciones utiliza-
dos, una base o fundamento común puede ser extraído 
de todas ellas: un sistema experto es un sistema con 
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3 Por problema formal se entiende aquel que posee un algoritmo explícito para hallar la solución, por lo tanto, un problema no formales el cualsu algoritmo de solución contiene 

parámetros o funciones implícitas dadas, por ejemplo, en forma de alguna señal de entrada o descripción[15].

pericia en la solución de problemas. Esto es, que posee 
conocimientos acerca de un dominio particular, com-
prensión de problemas del dominio y métodos de infe-
rencia o razonamiento para manipular este conoci-
miento y resolver los problemas en la misma forma en 
que lo haría un experto humano.

Puede apreciarse a un SE como un sistema de procesa-
miento de datos el cual hace uso de elementos compu-
tacionales, conocimientos, reglas y hechos disponibles 
para resolver algún problema no formal3. Asimismo, 
contiene las integrantes que se requieren para la repre-
sentación del saber y la adquisición de nueva informa-
ción, la manifestación de los resultados y el análisis de 
los mismos. Con ello, un SE es capaz de imitar el pro-
ceso de razonamiento de un humano con experiencia 
en cierto tema, con lo que proporciona un apoyo para la 
toma de decisión en un dominio específico y justifica 
su resolución tanto en problemas triviales como en 
multiparamétricos[16], siendo así considerados como 
sistemas inteligentes que toman decisiones de forma 
automática. Además, en un sistema experto puede 
incluirse representación simbólica y búsqueda heurís-
tica para lograr la solución, lo cual implica una aproxi-
mación mayor a la que puede lograrse con los progra-
mas de procesamiento de datos comunes. Estos últi-
mos se encuentran constituidos por lenguajes de pro-
gramación algorítmicos destinados a la solución de una 
cuestión en particular, propiedades o parámetros con-
cretos. En contraste, los sistemas expertos, prioritaria-
mente, utilizan lenguajes de programación declarativa, 
donde los mecanismos lógicos poseen carácter general 
y pueden ser aplicados a cualquier propiedad, paráme-
tro, situación y dominio. Por consiguiente, las tareas de 
diagnóstico y apoyo para toma de decisiones han sido 
las más utilizadas entre las diferentes topologías de los 
SE[17], ofreciendo así aplicaciones para una gran varie-
dad de dominios, entre ellos, la medicina.

El objetivo principal de los sistemas expertos de diag-
nóstico es capturar el estado de una entidad con base en 
una serie de datos (variables observables) y producir una 
diagnosis[17]. De este modo, los sistemas de apoyo para 
toma de decisiones clínicas (del inglés Clinical Decision 
Support Systems, CDSS) ayudan a los terapeutas en el aná-
lisis de las variables médicas de cada paciente con lo que 
mejoran la calidad de los diagnósticos y tratamientos al 
no verse afectados por el estado físico o emocional del 
experto o especialista y, debido a su complementariedad 
para lograr el mejor consenso, contribuyen en la preven-
ción de los errores humanos[18]; igualmente reducen los 
costos en salud, producto del bajo precio que supone su 
desarrollo y mantenimiento en comparación con los 
honorarios que generan los recursos humanos; aparte de 
la consistencia presente en el proceso de razonamiento, 
permitiendo la reproducibilidad de los resultados. De la 
misma manera facilitan la transferencia o reproducción 
del conocimiento existente por medios electrónicos[19].

Un SE se conforma de distintos componentes (unida-
des independientes y separadas), algunos de ellos son 
esenciales ya que están siempre presentes, como la 
memoria temporal de trabajo o base de hechos, el 
motor de razonamiento o motor de inferencia, la base 
de conocimientos y la interfaz de usuario, pero existen 
otros componentes que pueden formar parte de los 
sistemas expertos como el módulo de explicaciones y 
el módulo de aprendizaje, entre otros.

Los datos son extraídos de una memoria temporal de la 
información dinámica, la denominada base de hechos, 
abastecida por la información fáctica (datos de entrada) 
independientemente del algoritmo utilizado para resol-
ver el problema. Dicho saber se almacena en la base de 
conocimientos conformada por las estructuras y reglas 
que los rigen, con lo que el desempeño del SE depende 
de ella y de la forma en que estas nociones se organizan 
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por medio de un mecanismo de inferencia de datos. Así, 
conjuntando la información de la base de hechos y la 
base de conocimientos, el proceso de razonamiento se 
genera mediante el motor de inferencia. Dicha arquitec-
tura permite la modificación del SE a través de la trans-
formación de la base de conocimientos, sin necesidad 
de reescribir el programa total o parcialmente.

En tanto, los métodos utilizados para la resolución 
de problemas comúnmente no son procedimientos 
matemáticos o procesos de datos, sino técnicas de 
razonamiento, entendiéndose desde el punto de vista 
de la lógica, que enlazan los elementos mediante 
reglas de juicio o heurística, a través de leyes y defini-
ciones teóricas. Por ello, el diseño de un SE es un 
proceso que se consigue con iteraciones de los cono-
cimientos transmitidos por uno o varios expertos. 
Adicionalmente, las operaciones lógico-matemáticas 
que contribuyen a la búsqueda de la solución, o a defi-
nir el estado de la entidad, se adquieren a través de 
una interfaz de usuario[19].

Árboles de decisión
Ya que la interpretación de las imágenes puede ser 

asistida mediante el procesamiento con computado-
ras, en los últimos años se ha buscado el empleo de 
algoritmos de Inteligencia Artificial (haciendo uso de 
redes neuronales o árboles de decisión, entre otros)[20,7] 
para tal fin. Un árbol de decisión es un grafo que utiliza 
el método de ramificación como herramienta para 
determinar el mejor camino dentro de la toma de deci-
siones, sobretodo cuando hay una gran cantidad de 
alternativas que llevan a distintas soluciones. Así, el 
diagrama en forma de árbol exhibe la estructura de 
una decisión particular, además de su correlación con 
otras posibles opciones y decisiones, considerándolos 
entonces como clasificadores. Dichos clasificadores se 
componen de nodos prueba, donde se toman las deci-
siones, y nodos hoja, donde se expresa el valor final 
más acertado alcanzado mediante el flujo de decisión. 
Debido a que dividen el espacio de instancias (casos), 

de manera recursiva, en pequeños conjuntos o clases 
de acuerdo a un criterio de discriminación[21], suponen 
una gran ayuda para la evaluación termográfica e inte-
gral de las patologías mamarias. Por lo tanto, se han 
realizado intentos por mejorar la clasificación térmica 
diagnóstica haciendo uso de ellos, como los trabajos 
realizados en [22,23,24].

Los árboles de decisión poseen ventajas sobre las 
redes neuronales en cuanto a requerimientos en la 
capacidad de cómputo y al tiempo de generación de 
resultados. Específicamente, en las redes neuronales 
el tiempo de aprendizaje es elevado, además, no pue-
den interpretar lo que han aprendido, y se requiere 
una amplia cantidad de datos para el entrenamiento; 
mientras que en los árboles de decisión se identifica 
el orden de verificación de las condiciones y las accio-
nes que se deben llevar a cabo y se plantea el pro-
blema para que todas las opciones sean analizadas, 
con lo que se facilita la interpretación de la decisión 
tomada.

METODOLOGÍA
Para realizar la detección y la clasificación de las pato-

logías que presentan las glándulas mamarias de una 
paciente se desarrolló un sistema integral de apoyo a la 
toma de decisiones clínicas conformado por un sis-
tema experto expresamente realizado “ad hoc” y nues-
tro Modelo estadístico referencial de distribución tér-
mica de las glándulas mamarias para prediagnóstico 
por termogramas (anteriormente creado como parte de 
la investigación). Con base en valores dados por perso-
nal del área médica con conocimientos de la temática 
y experiencia empírica, el sistema realiza la clasifica-
ción térmica y estadística de los riesgos patológicos 
más comunes en las glándulas mamarias femeninas 
según su grado de pertenencia con respecto a un grupo 
de valores definidos mediante el análisis de imágenes 
termográficas y la correlación de los patrones térmicos 
detectados con respecto a agentes fisiológicos. Esto se 
lleva a cabo mediante un algoritmo representado con 
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TV P =
V P

V P + FN
(1)

El sistema de apoyo para
la toma de decisiones en termografía

de glándulas mamarias
La arquitectura de nuestro sistema experto se muestra en 

la Figura 1, a través de 4 componentes independientes 
y separados. En ella, la base de hechos se compone de 
las variables determinadas, a través del conocimiento 
de los expertos en conjunto con el empirismo, para el 
proyecto “Tipificación de las glándulas mamarias por 
medio de termografía” llevado a cabo en CFATA-UNAM 
en los últimos 4 años. En la base de conocimientos las 
reglas del tipo if<condición>-then<conclusión>, i.e., 
cláusulas de Horn con cabeza, se representan mediante 
una estructura de árbol binario, en donde la premisa y 
la conclusión de dichas reglas toman los valores de los 

parámetros de las variables obtenidos y de los factores 
de peso que determinan la solución, respectivamente. 
El motor de razonamiento se conforma por las metarre-
glas que aplican los árboles de decisión, quien al 
emplear la estrategia de razonamiento, recorre los 
árboles, obteniendo como resultado las presuntas pato-
logías. Por último, la entrada y salida de la información 
se realiza dentro de la interfaz de usuario o interfaz 
usuario-máquina, Human-Machine Interface (HMI).

Previamente, como parte de la metodología del desa-
rrollo de un sistema experto, se realizó la ingeniería 
del conocimiento. De esta forma, la información refe-
rente a los parámetros físicos, el estado hormonal, la 
carga genética y los hábitos de la paciente, fue obte-
nida de un oncólogo en funciones, quien basado en su 
experiencia y conocimientos, y haciendo uso de estu-
dios de mamografías, ultrasonidos y resultados de 
biopsias, determinó las variables, sus valores y los 
factores de peso correspondientes.

Para conformar la base de conocimientos se realizó la 
recopilación y análisis de 10,000 patrones termográfi-
cos y su correlación con los factores externos e indivi-
duales de cada paciente que acudió a la prueba de ter-
mografía en el CFATA-UNAM y UNEME-DEDICAM, lo 

árboles de decisión, mismos que incluyen factores de 
peso constantes encontrados a través de la correlación 
de las variables involucradas en el desarrollo de los 
padecimientos mamarios, i.e., las características ter-
mográficas y fisicoquímicas de cada individuo (afecta-
das por la carga genética, nivel hormonal y hábitos 
personales, entre otros).

Con el fin de mostrar los resultados obtenidos a través 
del uso del sistema inteligente, se determinó estadísti-
camente su capacidad de detección de una anomalía 
en el seno de acuerdo a la Tabla 1, donde se utilizó la 
sensibilidad, también llamada tasa de verdaderos posi-
tivos (TVP), calculada a través de la Ecuación (1):

BASE DE HECHOS

MOTOR DE 
RAZONAMIENTO

BASE DE 
CONOCIMIENTOS

INTERFAZ 
HUMANO-
MÁQUINA

FIGURA 1: Arquitectura del sistema inteligente.

TABLA 1: Porcentajes de certeza
del sistema inteligente para n=300.

Patologı́a Porcentaje de certeza
Trastornos inflamatorios (mastitis) 96 %

Mastopatı́a fibroquı́stica (MFQ) 78 %
Necrosis grasa 62 %

Cáncer de seno en etapas III y IV 86 %
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cual permitió obtener los pesos de los valores de las 
variables obtenidas acorde a un modelo base, el cual se 
declara más adelante en este documento, generado y 
desarrollado con anterioridad en el mismo Centro de 
Investigación. Todos los termogramas4 destinados al 
desarrollo y evaluación del sistema inteligente se 
tomaron del banco de imágenes del Grupo de Detección 
Óptica Tumoral (DOT) del CFATA-UNAM. Todo ello 
conforma la base de conocimientos.

Cabe señalar que, en el desarrollo de nuestra investi-
gación se utilizó el razonamiento deductivo. El razona-
miento deductivo o guiado por los datos (también lla-
mado razonamiento con encadenamiento hacia ade-
lante o razonamiento “forward”) consiste en enlazar 
los conocimientos a partir del uso de datos (hechos o 
propiedades de la entidad) con el fin de obtener la solu-
ción de un problema. Particularmente, en este caso, la 
entidad es la paciente, los hechos se conforman del 
historial (clínico y termográfico) y su estado será la 
supuesta patología. Dado que en dicho razonamiento 
se generan nuevos hechos, existen dos formas de tra-
tarlos, que son: en profundidad, cuando un hecho se 
introduce a la base de conocimientos en cuanto es 
generado, o en anchura, cuando no se incorporan los 
hechos a esta base hasta que se ha terminado. Ambos 
tratamientos son posibles en el presente SE. Tal enca-
denamiento está basado en la regla de inferencia del 
modus ponens de la lógica formal que dice que: ‘si cono-
cemos la regla “si A entonces B”, y A es cierto, entonces 
podemos deducir que B también es cierto’. De un hecho 
así deducido se puede asegurar su verdad[25].

Por otro lado, recientemente se ha introducido el con-
cepto de sistemas expertos integrados en donde se 
combinan diversos constituyentes, tales como ingenie-
ría de bases de datos, producción y administración de 
la información, paquetería software con herramientas 

4 Obtenidos bajo protocolos de aislamiento térmico y control de estadio hormonal, posteriores a la firma de un consentimiento informado.

5 Problema con un algoritmo que contiene varias soluciones o que no supone una estimación simple de la calidad de la solución o su accesibilidad [15].

gráficas, de cálculo y de modelado, sistemas educati-
vos, o simuladores para aplicaciones dinámicas, entre 
otros[26]. En este caso, su arquitectura se representa de 
la forma SE + C, donde el SE queda a cargo de los com-
ponentes con estructura formal débil5 del problema 
planteado y C supone un complemento que provee 
apoyo a la toma de decisiones para la parte formal[26]. 
Por lo tanto, el presente sistema consiste en el sistema 
experto (SE) como tal, el cual está conformado por

› los datos identificadores y clínicos (que comprenden 
la base de hechos), mismos que abarcan la informa-
ción proporcionada por la paciente, tal como es la 
edad, el tamaño de seno, sus hábitos, los anteceden-
tes heredo familiares (carga genética) que posee, 
presencia de signos y síntomas, etc. y las observacio-
nes obtenidas mediante la examinación y la prueba 
termográfica, donde se busca la detección de asime-
tría y manchas térmicas significativas, entre otros,

› los árboles de decisión (algoritmo utilizado por el 
motor de razonamiento), que implican las reglas a 
seguir por el SE. Son una técnica utilizada para pre-
decir y explicar la relación entre los datos obtenidos 
durante la entrevista y las mediciones térmicas, así 
como los resultados según su pertenencia estadís-
tica, pues discriminan una fracción de la informa-
ción en cada entrada y dividen los datos de manera 
recursiva en pequeños conjuntos o clases de acuerdo 
a las reglas del tipo if<condición>-then<conclusión>,

› los factores de peso y las reglas de secuencia (lo cual 
se encuentra dentro de la base de conocimientos), 
ambos determinados heurísticamente con base en la 
información suministrada por el oncólogo y el 
experto en termografía. Estas reglas y factores de 
peso se van tomando por el SE según sea el caso de 
estudio, i.e., depende de la base de hechos,
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› la interfaz de usuario, denominada aquí interfaz 
usuario-máquina (HMI), donde el médico o especia-
lista en termografía captura los datos otorgados por 
la paciente en las diferentes pestañas de la HMI. 
Complementariamente incorpora los termogramas 
más significativos, previamente analizados y cap-
tura información perteneciente a estas imágenes. 
Finalmente, se obtiene como resultado un porcen-
taje de correlación de los presuntos hallazgos encon-
trados con respecto a un modelo base (mencionado 
más adelante) que funge como complemento (C),

y, su complemento (C), que está configurado por un 
“Modelo estadístico referencial de distribución térmica de 
las glándulas mamarias para prediagnóstico por termogra-
mas”6 desarrollado a finales de 2012 en CFATA-UNAM; el 
cual llamaremos modelo de referencia (MR). Del MR se 
obtuvieron los parámetros de análisis de manera heurís-
tica considerando los factores de peso extraídos del cono-
cimiento de un experto, y el SE hace un comparativo de los 
termogramas con dicho modelo aunado a los parámetros 
de carga genética y hábitos, entre otros, arrojando como 
resultado un porcentaje de pertenencia con respecto a los 
parámetros estadísticos normales o patológicos, tomando 
en cuenta todos los datos de la base de hechos.

En consiguiente, el sistema desarrollado en nuestra 
investigación, denominado sistema de apoyo (SA) está 
conformado por el sistema experto (SE) y el modelo de 
referencia (MR); es decir:

1
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TV P =
V P

V P + FN
(1)

Ecuaciones (2), (3) y (4) del sistema desarrollado:

SA = SE +MR (2)

tal que:

SE = S < BC,K, P,H > (3)

y

MR = C < PI , PCG, PH , PEH , PF > (4)

y

6 En proceso de patente.

Donde K es el conjunto de contextos Ki u objetos que 
pertenecen a la base de conocimientos (BC) con K = 
{Ki}, i = 1...n, los cuales modifican o implementan las 
reglas, i.e., son los factores de peso que se modifican 
en cuanto a la presencia o ausencia de las variables. P 
es un programa o software específico que administra la 
entrada de datos y el proceso de aprovechamiento del 
conocimiento para el motor de razonamiento. H son 
las herramientas adicionales que se utilizan para la 
generación del sistema experto, con H = {Hi}, i = 1...m, 
como es el uso de imágenes termográficas y el software 
de análisis y discriminación de termogramas. PI corres-
ponde a los parámetros de imagen, PCG a los de carga 
genética, PH a los de hábitos, PEH al estado hormonal y 
PF a los parámetros físicos de cada paciente tomada en 
cuenta para la generación de los modelos de referencia 
de normalidad, patología benigna y carcinoma.

Los árboles de decisión con factores 
de peso heurísticos

Las principales variables que intervienen en el diagnós-
tico del cáncer de seno en nuestra investigación, así como 
sus factores de peso correspondientes, fueron otorgados 
por personal con experticia en la temática. La asignación 
de los pesos por el sistema se realizó mediante la aplicación 
de los algoritmos representados por los diagramas de flujo 
de las Figuras 2, 3, 4 y 5, donde la Figura 2 concierne a las 
características físicas de la paciente: el tipo somático (ecto-
morfo, mesomorfo, endomorfo), la edad (≤13, >13 y ≤24, 
>24 y ≤50, ≥72) y el tamaño del seno (A, B, C, D, X); la Figura 
3 hace referencia a su situación hormonal: la fase hormonal 
en la que se encuentra la paciente al momento del estudio 
(ovulatoria, folicular, menstrual, lútea) y la presencia/
ausencia de terapia hormonal a lo largo de su vida; en la 
Figura 4 se relaciona la carga genética que es susceptible de 
heredar la voluntaria (cáncer de madre, cáncer de abuela 
materna, cáncer de hermana) y se incluyen aquí los antece-
dentes de mastopatías; y la Figura 5 se refiere a sus hábitos 
de salud (tabaquismo, alcohol, actividad física, insomnio).
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FIGURA 2: Diagrama de flujo de los parámetros físicos.
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FIGURA 3: Diagrama de flujo del estado hormonal.
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Los algoritmos representados por dichos diagramas 
de flujo fueron plasmados en grafos etiquetados cone-
xos acíclicos, i.e., en árboles. En consecuencia, se 
modeló un árbol de decisión binario por cada diagrama 
de flujo, dadas las características de los algoritmos que 

involucran alternativas de elección “sí” o “no”. De esta 
manera, los diagramas de flujo de la Figura 2, Figura 3, 
Figura 4 y Figura 5 se corresponden con los árboles de 
decisión de la Figura 6, Figura 7, Figura 8 y Figura 9.
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FIGURA 6: Árboles de decisión que contemplan los parámetros físicos de la paciente.
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FIGURA 7: Árbol de decisión destinado a la situación hormonal de la paciente.
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FIGURA 9: Árbol de decisión para determinar la puntuación de los hábitos de la paciente.

En los diagramas de flujo se muestran las principales 
variables y sus factores de peso correspondientes para 
los árboles de decisión destinados a las características 
físicas de la paciente, a la situación hormonal, a la 
carga genética que hereda incluyendo antecedentes de 
mastopatías, a sus hábitos de salud y a los termogra-
mas analizados, respectivamente. Así, las variables 
presentes en una paciente y sus respectivos valores, 
pueden ser modelados haciendo uso de árboles bina-

rios que actúen como una herramienta para la deci-
sión. Dichos valores son dados por el usuario (e.g. 
médico, analista de laboratorio, técnico especialista) 
al sistema. Estos valores fueron considerados como 
nodos de los árboles, y modelados de forma que al con 
siderar un sí o un no, en cada uno de dichos valores, se 
marca el camino del árbol en cuestión, i.e., cada rama es 
un diferente camino, que inicia en la raíz y termina en 
una hoja. En las hojas de cada uno de los árboles, se 
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indica el valor de la suma resultante de la adición de cada 
peso del nodo seleccionado acorde al camino recorrido 
en el árbol (desde la raíz hasta la hoja en cuestión), 
mismo que se va acumulando a una variable referida 
como Σ. Tal cantidad es tomada en cuenta en una etapa 
preliminar para el análisis de los termogramas de la 
paciente, como lo muestra el algoritmo del diagrama de 

flujo de la Figura 10, mismo que es plasmado mediante 
un último árbol de decisión, exhibido en la Figura 11. De 
esta forma, cada hoja Σ de este árbol es el resultado de la 
suma acumulada de los 4 árboles (i.e., la adición corres-
pondiente a los parámetros físicos, al estado hormonal, a 
la carga genética y a los hábitos) y del camino recorrido 
del propio árbol del termograma.
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FIGURA 10: Diagrama de flujo para las características termográficas.
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FIGURA 11: Árbol de decisión respectivo al termograma de la paciente.

Este algoritmo contempla la suma preliminar (>113, 
≤113) que proviene de la suma de las ponderaciones de 
los grupos de parámetros anteriores, además la sime-
tría, la cima térmica (> 2◦C, ≤ 2◦ C), la forma de la man-
cha (vascular, difusa, ovoide, palomita de maíz), el 
cuadrante (I, II, III, IV, retroareolar) y el gradiente de 
temperatura (≥ 1,4◦C, <1.4◦C). Entonces, al final se 
obtiene la Σ que, dependiendo de los rangos en los que 
se encuentre, el sistema indica la medida a tomar para 
cada caso particular, ya sea repetir el examen en un 

periodo que va desde el mes hasta los 6 meses, o com-
plementar inmediatamente con otra técnica de detec-
ción y, a continuación, proceder a una toma de mues-
tra de tejido, en casos muy especiales y de extrema 
urgencia de diagnóstico patológico.

Nuestros árboles de decisión pueden describirse 
como árboles etiquetados, con raíz, donde cada rama 
realiza un recorrido desde el nodo raíz hasta los nodos 
terminales u hojas, de tal forma que las hojas son la 
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suma de los pesos de cada camino. Asimismo pode-
mos definir a nuestros árboles G como un par orde-
nado G(N, A) donde N es el número de nodos y A es el 
número de aristas o arcos (a, b) que relacionan a un par 
ordenado de nodos, donde a es el nodo inicial y b es el 
nodo terminal de la arista. Las etiquetas de todas las 
aristas son “sí=#” o “no=#”, donde # son los pesos.

De esta forma podemos brevemente comentar que los 
dos árboles de la Figura 6 involucran a los parámetros 
físicos de la paciente: el árbol G(6,5) de la izquierda, tiene 
de altura 4, y el árbol G(54,53) de la derecha, tiene de 
altura 10; en ambos, sus hojas se corresponden con la 
suma de los pesos de cada camino. El árbol G(6, 17) de la 
Figura 7 que representa al estado hormonal de la paciente, 
tiene de altura 6, y en sus nodos hoja se encuentra la 
suma de los pesos de cada camino en el recorrido.

Los árboles binarios G(31, 30) de las Figuras 8 y 9 que 
contemplan a la carga genética y a los hábitos de la 
paciente respectivamente, son estrictamente balancea-
dos, con una altura 5, conteniendo los mismos nodos y 
aristas en cada una de sus ramas; sus hojas se correspon-
den con la suma de los pesos de cada camino del árbol en 
cuestión.El árbol G(26,34) de la Figura 11 que compete 

al termograma de la paciente, tiene de altura 14. Y todas 
sus hojas son Σ (la suma de los pesos de cada camino 
recorrido en (G(26,34)); como previamente se mencionó, 
este árbol contempla la suma acumulada de cada uno de 
los otros árboles (como sumas parciales de los pesos de 
los caminos recorridos en cada árbol, plasmadas en sus 
hojas), la cual denominamos “suma”.

Adicionalmente, se expone en la Figura 12 un grafo 
ponderado para visualizar la correlación entre las varia-
bles pertenecientes a diferentes árboles de decisión. 
Esta correlación implica un factor de peso extra que será 
considerado en el resultado de las sumas individuales; 
e.g., si la paciente fuma, se considera un peso de 12, 
además si su madre tuvo cáncer se considera un peso de 
15, pero el valor final no será la suma de ambos, es decir 
12+15=27, sino que habrá que adicionar un peso extra de 
8 al tener ambas situaciones la paciente; por lo que el 
peso de fumar y de haber tenido cáncer su madre es de 
12+15+8=35. Por ende, según el recorrido llevado a cabo 
en cada uno de los árboles, se obtiene un resultado, pro-
cedente de la suma de las ponderaciones correspon-
dientes. Cada una de ellas se contempla para alcanzar 
un valor final el cual determina en un último árbol de 
decisión el resultado de presunción patológica.

FIGURA 12: Grafo ponderado con los pesos extras (aristas) a considerar entre la presencia de ciertas variables (nodos).
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Modelo estadístico térmico referencial
Los estudios para establecer las patologías en glándulas 

mamarias por termografía requieren del conocimiento de 
múltiples variables que determinan el factor de riesgo. 
Para esto, se analiza la carga genética mediante el historial 
clínico y los hábitos alimenticios y de comportamiento, 
entre otros, aunados a la información termográfica. La 
determinación del modelo térmico de referencia (MR) se 
realizó obteniendo parámetros, tales como el valor 
máximo de temperatura por cuadrante de la glándula 
mamaria, la simetría térmica, la forma de la mancha tér-
mica y los parámetros máximo, mínimo y promedio por 
cuadrante y zona retroareolar, de 2532 personas volunta-
rias. De ellas se obtuvieron grupos de edad, tipo somático, 
estadio hormonal, volumen de seno, forma del seno, etc. 
Dentro de esta población se reportaron como sanas 1911 y 
el resto con alguna patología. Los grupos patológicos son 
a) lesiones benignas (1816 voluntarias), b) trastornos infla-
matorios o infecciosos (63 voluntarias) y c) lesiones malig-
nas (32 voluntarias). Las cuantificaciones se analizaron 
estadísticamente para obtener campos de desviación 
acordes a cada grupo de edad y parámetros identificados. 
Con esto se tienen plantillas donde gráficamente se ilustra 
la pertenencia porcentual a los grupos de normalidad o 
patológicos. Los casos patológicos que forman parte de 
este estudio fueron diagnosticados mediante otras técni-
cas de imagen y corroborados clínicamente con base en 
resultados de patología en la Unidad de Especialidades 
Médicas en Detección y Diagnóstico de Cáncer de Mama 
(UNEME-DEDICAM) del Estado de Querétaro.

7 Se reportan los parámetros más significativos para determinar el resultado de presunción patológica pues, en total, el sistema está conformado por más de 70 variables.

8 Todos los métodos de detección son complementarios ya que dependiendo de la naturaleza de la tecnología utilizada serán los hallazgos logrados.

Implementación del sistema de apoyo a 
la toma de decisiones en termografía de 

glándulas mamarias
El sistema fue implementado en LabVIEW® con 6 

menús diferentes para la interfaz humano-máquina 
(HMI). Así pues, se presentan en las Figuras 13 y 14 las 
diferentes ventanas en las que se capturan los datos de 

la paciente (información de entrada que corresponde a 
cada voluntaria). En el primer menú se incluyen los 
parámetros físicos, la carga genética, las características 
hormonales, los signos y síntomas orientados a las pato-
logías mamarias y los hábitos.Comple mentariamente, 
se anotan los estudios de seno y sus diagnósticos pre-
vios, así como la fecha de realización y otras observacio-
nes, en caso de requerirse así. El segundo menú permite 
al especialista en termografía añadir los valores identi-
ficados durante el análisis térmico, tanto en la vista 
general de ambos senos para detectar simetría y la cima 
térmica en manchas significativas, como en una toma 
más cercana para analizar cada seno por separado 
donde se incluye la forma de la mancha y el cuadrante 
en el que se localizan las mismas. El sistema utilizado 
recibe como entrada los datos de la paciente que el 
usuario (médico, analista de laboratorio, técnico espe-
cialista) introduce a través de las interfaces presenta-
das en las Figuras 13 y 147. El sistema realiza una 
sugerencia de la presunta patología que, según los 
hechos especificados durante el examen termográfico 
en su totalidad, se apega estadísticamente mejor a uno 
de los modelos (de normalidad o patología) del MR, 
arrojando entonces como salida la probabilidad clínica 
de padecerla, i.e., el porcentaje de certeza de sufrir ese 
tipo de patología, la cual puede ser, principalmente: 
trastornos inflamatorios (e.g. mastitis) o infecciosos, 
mastopatía fibroquística, necrosis grasa o cáncer de 
seno en las etapas III y IV. De esta forma, los resultados 
que arroja el SE se declaran en un reporte termográfico 
y se asocian a una escala experimental de clasificación 
térmica de factor de riesgo patológico (Tabla 2) dise-
ñada por el grupo DOT. Dicho reporte, puede ser entre-
gado al médico especialista, quien se apoyará del estu-
dio termográfico para complementar el diagnóstico 
mamario con base en otras técnicas de detección adi-
cionales8. La Figura 15 muestra una metáfora de las 
entradas y salidas del sistema experto en cuestión.
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Calificación experimental 

CTG Indicación de referencia 

CTG0 
La técnica no está indicada por procesos de cicatrización o cambios 

hormonales que no permiten diferenciar alteraciones térmicas. 

CTG1 
En esta fase hormonal no es posible  diferenciar alteraciones 

térmicas, sin embargo, debe repetirse el estudio en otra etapa del 
ciclo (fase lútea o folicular). 

CTG2 
La técnica no reporta alteraciones térmicas y los parámetros están 

dentro de la normalidad estadística. 

CTG3 
Los parámetros térmicos están marginalmente dentro de la 

normalidad estadística. 

CTG4 Algunos parámetros se encuentran fuera de la normalidad estadística. 

CTG5 Simetría térmica menor a 50%. 

 

TABLA 2: Clasificación de factor de riesgo térmico.

FIGURA 13: Menú 1 de la HMI donde se capturan los datos de la paciente en cuestión.
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FIGURA 14: Menú 2 de la HMI. Según las características térmicas de la paciente (detectadas a través del análisis previo de los 
termogramas), en conjunción con los datos anteriores, se arroja la probabilidad clínica de padecer alguna patología.

FIGURA 15: Entradas y salidas del sistema experto (SE).

Características 
físicas

Estado 
hormonal

Carga genética

Hábitos 

Características
térmicas

(termogramas)

Trastornos 
inflamatorios

(96% de 
certeza)

Mastopatía
fibroquística

(78% de 
certeza)

Necrosis grasa
(62% de 
certeza)

Cáncer de seno 
en etapas III y IV
(86% de certeza)

SISTEMA EXPERTO

entradas salidas
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN
Con los resultados obtenidos a través del uso del sistema 

inteligente, se determinó estadísticamente su capacidad 
en la detección de anomalías en el seno, i.e., los porcenta-
jes de certeza del sistema, mostrados en la Tabla 1. Se 
consideraron 300 muestras entre las que se incluyen 
casos de 40 mujeres sanas y 260 casos patológicos con 
confirmación diagnóstica de la UNEME-DEDICAM 
Querétaro, entre las cuales se hallaron patologías benig-
nas desde la etapa preclínica en 181 pacientes de 230 
diagnosticadas como tal y casos de cáncer en etapas 
desde IIIA hasta IVB en 26 de las 30 diagnosticadas.

Durante el proceso de análisis de los termogramas 
ocurre la mayor parte del error generalizado, puesto 
que existe la posibilidad de haber factores no tomados 
en cuenta asociados a la paciente o al ambiente por los 
cuales el mismo puede arrojar falsos positivos. La sen-
sibilidad reportada en la Tabla 1 varía del 62 % al 96% 
debido, posiblemente, a la versatilidad del tejido del 
seno y a la profundidad tisular a la que se encuentre 
dicha patología (ubicación), influyendo, entonces, en 
la representación térmica captada durante la adquisi-
ción de imágenes.

Así, en los trastornos inflamatorios o infecciosos se 
tuvo una certeza del 96% lo cual se considera acepta-
ble pues los estadios patológicos estaban en franca 
declaración, lo que implica que las imágenes termo-
gráficas obtenidas reporten valores contrastantes en la 
región de la patología con respecto al tejido circun-
dante. El porcentaje de certeza de la mastopatía fibro-
quística (MFQ) también se considera aceptable, sin 
embargo, el valor de 78% es debido a que esta patolo-
gía benigna termográficamente tiene un gradiente de 
temperatura relativamente bajo con respecto a las 
etapas hormonales. La necrosis grasa tiene un valor de 
62% en certeza ya que, al ser una condición avascular, 
las ponderaciones térmicas desde el punto de vista de 

9 En la mayoría de casos con supuestas patologías benignas.

medición dinámica no permiten identificar lesiones de 
volúmenes inferiores a 1 cm cúbico. El cáncer de seno, 
reporta 86% de confiabilidad debido a que algunos de 
los pacientes se encontraban en etapa IV, donde la 
lesión es palpable (nodular) y los factores de vasculari-
dad son amplios. El 14% de error se debe a que tales 
lesiones se asocian a microcalcificaciones mismas que 
con la técnica termográfica reportada no es posible 
diferenciar. Por lo tanto, a pesar de que los resultados 
obtenidos para la detección de patologías benignas son 
ligeramente menores que los que entrega un equipo de 
US, se aprecian favorables en cuanto a la detección de 
cáncer en etapas III y IV. Asimismo, de los 40 casos de 
mujeres sanas, se diagnosticaron como enfermas a 
939, con lo cual la tasa de falsos positivos es bastante 
alta aún, sin embargo, la técnica es complementaria y 
se requiere de confirmación diagnóstica con los demás 
métodos disponibles.

CONCLUSIONES
Se creó una primera aproximación hacia un sistema 

de apoyo para la toma de decisiones clínicas destinado 
a la detección y clasificación de patologías en las glán-
dulas mamarias. Con él se mejora la posibilidad de 
aplicación de pruebas de detección temprana en la 
población que sufre de contraindicaciones para reali-
zarse los exámenes con otros métodos, además per-
mite un diagnóstico integral para las demás pacientes. 
Asimismo, la realización del análisis termográfico de 
manera periódica (lo cual no conlleva efectos secun-
darios) favorece la atención personalizada y el segui-
miento del progreso metabólico de cada individuo.

El sistema de clasificación respondió apropiadamente, 
clasificando correctamente el 78% de casos benignos y el 
86 % de malignos. No obstante se requiere mejorar el sis-
tema mediante el incremento de las variables o paráme-
tros contemplados, así como el ajuste de los factores de 
peso considerando los nuevos casos de estudio existentes.
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Adicionalmente, se ha observado que los árboles de 
decisión son de fácil implementación debido a la sencillez 
de entendimiento y seguimiento del proceso, así como a 
su accesibilidad para modificar los factores de peso. La 
ventaja desde el punto de vista técnico de utilizar el razo-
namiento deductivo es su sencillez, aunado a que la 
entrada de datos es única y se da al principio del pro-
grama. Ello muestra que el sistema de clasificación de 
patologías basado en árboles de decisión para evaluación 
de termogramas puede ser de gran apoyo en el tamizaje 
de cáncer de seno debido a la inocuidad de la técnica, la 
simplicidad del sistema y su bajo costo de operación.

Aunque la termografía superficial no permite deter-
minar la posición cartesiana de la lesión, sino el cua-
drante en el que se encuentra, bien puede estimarse 
como una técnica complementaria a las convenciona-
les, con resultados que mejoran cada vez más al combi-
narla con sistemas inteligentes para el análisis y clasifi-
cación de imágenes en apoyo de la toma de decisiones.

Por ende, la importancia de este sistema radica en el 
aprovechamiento de los patrones termográficos y su 
correlación con los factores externos e individuales de 
cada paciente que acude a la prueba de termografía. 

Con él, se genera una sugerencia de patologías que 
pudiera padecer la paciente en cuestión, conforme al 
apego estadístico de la ponderación obtenida al final 
del examen térmico en su conjunto. Por último, la 
interfaz de usuario desarrollada permite que el ana-
lista no requiera de mayores conocimientos más que la 
información proporcionada por la paciente y los pará-
metros detectados en sus termogramas para utilizar el 
sistema y lograr obtener un resultado de los presuntos 
padecimientos, con una adquisición fácil y rápida, 
pero sobretodo confiable, basado en comparaciones 
con un modelo referencial.
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Tortuosidad discreta como medida morfométrica en tumores cerebrales

Discrete tortuosity as a morphometric measure in brain tumors
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RESUMEN
Los tumores cerebrales pueden presentar cambios morfológicos dependiendo de su grado de malignidad. El ob-
jetivo de este trabajo es poder detectar y cuantificar estos cambios morfológicos a partir imágenes de resonancia 
magnética, ya que puede representar una ventaja importante para el diagnóstico no invasivo de los pacientes. Una 
forma de identificar dichos cambios morfológicos es a través de la medición de su tortuosidad. La tortuosidad dis-
creta es un descriptor que caracteriza curvas bidimensionales, como el contorno de una región. En este trabajo se 
propone una variante para calcular la tortuosidad de superficies volumétricas. Esta técnica se basa en el uso del có-
digo cadena de cambios de pendientes del contorno superficial de un volumen y la denominamos como tortuosidad 
discreta tridimensional. Este descriptor se utiliza como un índice morfométrico para estudiar la tortuosidad de tu-
mores cerebrales. Para ello se analizan imágenes de resonancia magnética de 20 pacientes con presencia de gliomas 
de bajo y alto grado de malignidad, considerando cuatro regiones de interés: edema, tumor entero, región activa y 
necrosis. Como resultado, se muestran los distintos grados de tortuosidad de las diversas regiones, encontrándose 
solo en algunas de ellas diferencias significativas. Cabe señalar que una desventaja que se tiene presente, es la de-
pendencia de la medición a la utilización de un método robusto de segmentación de las regiones, sin embargo la 
propuesta de la tortuosidad discreta para superficies volumétricas es satisfactoria.

PALABRAS CLAVE: Gliomas, IRM, tortuosidad, morfometría.
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ABSTRACT

Morphological changes in brain tumors may be related to their malignancy. The objective of this work is to be able 
to detect and quantify these changes in a magnetic resonance imaging, since it can represent an important advan-
tage for the noninvasive diagnosis in patients. One way to identify such morphological changes can be through the 
measurement of their tortuosity. The discrete tortuosity is a descriptor that characterizes bi-dimensional curves, as 
the contour of a region. In this work an alternative procedure for calculating the volumetric tortuosity of a surface 
is proposed. This technique is based in the slope chain code of the surface contour of a volume, and here we call it 
tridimensional discrete tortuosity. This descriptor is used as a morphometric index to study the tortuosity of brain 
tumors. For this, magnetic resonance images from 20 patients with low and high malignancy levels were analyzed, 
considering four regions: edema, whole tumor, enhancing region, and necrotic region. As a result, the tortuosities 
of the different regions are presented, with significant differences only in some of them. It should be noted that a 
disadvantage that is present, is the dependence of the measurement to the use of a robust method of segmentation, 
nevertheless the proposal of the discrete tortuosity for volumetric surfaces is satisfactory.

KEYWORDS: Glioma, MRI, tortuosity, morphometry.
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INTRODUCCIÓN

Tumores cerebrales
Los tumores cerebrales se originan a partir de las célu-

las gliales y pueden ser clasificados de acuerdo a su 
origen o grado de agresividad. Los tumores que inician 
en el cerebro se conocen como tumores cerebrales pri-
marios, mientras que los tumores que se originan en 
otras partes del cuerpo se denominan metástasis. Los 
tumores cerebrales pueden dañar otras células de tejido 
cerebral sano debido a la inflamación que producen y 
por la presión que ejercen en otras partes del cerebro. 
Un tumor cerebral benigno se encuentra conformado 
por células anormales de crecimiento lento, que gene-
ralmente tienen bordes definidos y rara vez se propa-
gan. Cuando se observa este tipo de tumor en el micros-
copio, las células tienen un aspecto casi normal. La 
cirugía por sí sola puede ser un tratamiento eficaz, sin 
embargo, si el tumor se encuentra en un área vital se 
clasifica como maligno a pesar de contar con las carac-
terísticas anteriores. Por otra parte, un tumor maligno 
generalmente es de crecimiento rápido, invasivo y 
potencialmente mortal. No obstante, rara vez se pro-
paga fuera del cerebro y la médula espinal [1].

Los gliomas son los tumores cerebrales primarios más 
frecuentes y la Organización Mundial de la Salud (World 
Health Organization) los clasifica en cuatro grados: I, II, 
III y IV [2]. Los tumores de grado I y II, es decir, aquellos 
de bajo grado (BG) y que corresponden a astrocitomas y 
oligodendrogliomas, pueden ser considerados tumores 
semi-malignos por presentar un mejor pronóstico en la 
salud del paciente. Por otro lado, los tumores de grado 
III y IV son gliomas de alto grado (AG), y corresponden 
a astrocitomas anaplásicos y a glioblastomas multifor-
mes (GBM), los cuales son tumores malignos que tienen 
altas probabilidades de ocasionar la muerte del paciente 
[3]. Los gliomas grado IV (GBM) son de los más agresivos 
y permanentes. La forma en la que invaden es muy 
diversa y la mejor manera de atenderlos clínicamente es 
mediante la extracción completa a través de cirugía, sin 

embargo esto suele provocar una recurrencia en tumo-
res y puede conducir a la muerte del pacientes entre 15 
y 21 meses después de la cirugía [4]. A pesar de los recien-
tes avances en Neuro-Oncología, diagnosticar pacientes 
con gliomas de AG sigue siendo complicado. Por lo tanto, 
existe la motivación de utilizar técnicas de procesa-
miento de imágenes médicas y reconocimiento de patro-
nes para mejorar la definición en la segmentación de la 
región afectada, y así poder obtener un diagnóstico y 
plan de tratamiento más adecuado para el paciente [5].

Imágenes de resonancia magnética
La imagenología médica ha sido utilizada como herra-

mienta de diagnóstico por más de 30 años en un amplio 
rango de aplicaciones médicas. Las imágenes de resonan-
cia magnética (IRM) son una técnica no invasiva que per-
mite la visualización de estructuras internas del cuerpo [6].

En particular, las IRM son actualmente una técnica 
estándar en el diagnóstico de tumores cerebrales, 
siendo necesaria la adquisición de diferentes secuen-
cias de IRM para poder segmentar en su totalidad el 
tumor cerebral, incluyendo todas las subregiones del 
mismo. Dentro de estas secuencias se incluyen: a) IRM 
T1-ponderada (T1), la cual nos permite realizar un aná-
lisis estructural y verificar con cierta facilidad tejido 
sano; b) IRM T1-ponderada con realce de contraste (T1c), 
en este tipo de secuencia los bordes del tumor se mues-
tran en la imagen hiperintensos, por lo que pueden 
diferenciarse fácilmente la región de necrosis y la parte 
activa de un tumor; c) IRM T2-ponderada (T2), en esta 
secuencia se puede observar como una región intensa 
la extensión del edema que rodea al tumor; así como d) 
IRM T2 con recuperación de la inversión atenuada de 
fluidos (T2FLAIR), la cual permite separar la región del 
edema del fluido cerebro-espinal debido a que suprime 
la señal producida por presencia de agua libre [2].

Ahora bien, el caracterizar de manera correcta un 
glioma es crucial para poder dar un buen diagnóstico y 
para que el experto clínico pueda decidir sobre el tra-
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tamiento más adecuado, lo cual podría ampliar la 
expectativa de vida de los pacientes. Las IRM nos per-
miten observar la presencia de gliomas, y sus subre-
giones, a partir de las cuales podemos obtener infor-
mación morfológica y volumétrica de cualquier glioma, 
para posteriormente poder correlacionar esta informa-
ción con el grado de agresividad o malignidad de los 
mismos. Así mismo, a partir de las IRM se puede 
detectar y analizar la extensión de regiones de necro-
sis, lo cual es muy característico en gliomas de AG [7].

ANTECEDENTES
El análisis sobre la relación que puede existir entre la 

morfología de un tumor, segmentado a partir de una 
imagen digital, y su posible grado de malignidad ha sido 
un área de gran interés en la investigación científica. 
Este interés de estudiar y analizar la forma de los tumo-
res está ligado a la naturaleza de los mismos. Los tumo-
res benignos, o bien, de BG de malignidad usualmente 
tienen una forma compacta, son poco amorfos y su 
superficie está en general bien definida. Por otra parte, 

los tumores de mayor grado de malignidad presentan 
una forma más irregular, con superficies no tan lisas y 
son menos compactos. De ahí el interés de poder contar 
con descriptores de forma que permitan caracterizar un 
tumor cerebral.

Se encuentran reportados diversos trabajos de investi-
gación donde se proponen distintos descriptores mor-
fométricos, cada uno de ellos enfocado a alguna caracte-
rística morfológica específica del tumor, tanto para el 
caso particular de tumores cerebrales como para otro 
tipo de tumores en general, por ejemplo en el caso de 
tumores de mama, pulmón e hígado, sólo por nombrar 
algunos [8-10]. Cabe mencionar que varios de estos des-
criptores trabajan con mediciones clásicas y no adecua-
das para análisis discretos como sería el caso requerido 
en objetos discretizados obtenidos a partir de imágenes 
digitales [11]. En la Tabla I se muestra una lista de algunos 
descriptores morfométricos que se han reportado en 
general para el análisis y estudio sobre la forma en 
tumores, así como una breve descripción de los mismos.

TABLA 1. Algunos descriptores morfométricos clásicos aplicados en el análisis de tumores.Tabla I 

 
Descriptor Morfométrico Descripción 

Perímetro Longitud de la frontera de un objeto 2D 

Área Extensión de una superficie cerrada 2D 

Volumen Espacio que ocupa un objeto 3D 

Distancia radial Distancia Euclidiana del origen a un punto en la 
frontera del objeto 

Compacidad clásica Mayor área posible contenida por el perímetro de un 
objeto 2D 

Convexidad Similitud con el exterior de una circunferencia o una 
superficie esférica 

Rectangularidad Similitud con el exterior de un rectángulo o un caja 
rectangular 

 
 

 

 

Tabla II 

 
Región Bajo grado Alto grado 

Td TdN Td TdN 
Edema 

3283.0 0.0618 5801.43 0.0613 
Tumor entero 

1492.4 0.0601 2129.55 0.0602 
Región activa 

---- ---- 5718.87 0.0772 
Región necrosis 

---- ---- 3312.03 0.0766 
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En referencia al estudio en tumores cerebrales, se han 
propuestos algunos descriptores morfométricos con el 
interés de lograr establecer una relación entre el grado 
de malignidad de un glioma y algún índice morfomé-
trico. Yang et.al [12] presentan un estudio de morfome-
tría 3D para poder diferenciar entre glioblastomas 
multiformes y metástasis a partir de imágenes por 
tensores de difusión. Nuestro grupo de investigación 
ha realizado un análisis morfométrico 3D en cuanto a 
la compacidad discreta (Cd) como descriptor de forma 
entre gliomas de diversos grados de malignidad, 
teniendo como resultados una primera discriminación 
entre ellos significativa [13].

 Curvatura discreta
La tortuosidad es una propiedad que poseen todas las 

curvas y que nos permite ver la variación de curvaturas 
en las mismas, es decir, los cambios que se puedan 
tener presentes entre curvas cóncavas y convexas. Una 
propuesta para medir la tortuosidad de una curva dis-
cretizada bidimensional es por medio de la tortuosidad 
discreta (Td) descrita por Bribiesca [14]. La medición de 
la Td de una curva 2D se lleva a cabo a través de un 
código cadena de cambios de pendientes (SCC por sus 
siglas en inglés, Slope Chain Code). Una cadena a está 
definida por una secuencia ordenada de n elementos y 
se representa como: a = a1 a2… an = {ai : 1 ≤ i ≤  n} [14]. Una 
característica del código cadena SCC es que permite 
preservar información sobre la curva. Para obtener el 
SCC de una curva, el primer paso es realizar la discreti-
zación de la misma a partir de un número n definido de 
segmentos rectilíneos, los cuáles deben ser del mismo 
tamaño. Una vez que se tiene la curva discretizada, se 
obtiene la diferencia de pendientes de todos los pares 
de segmentos consecutivos que conforman la curva. 
Éstas diferencias de pendientes entre segmentos se 
cuantifican a través del ángulo de contingencia ɷ, 
Figura 1(a), que se encuentra normalizado dentro de 
los rangos [0,-1) y [0,1), de acuerdo a la Figura 1(b). El 
conjunto de ángulos de contingencia normalizados 
conforman el código cadena de dicha curva. 

Tortuosidad discreta 2D
La tortuosidad discreta (Td) se calcula a través de la 

suma de los valores absolutos de todos los ángulos de 
contingencia normalizados de la curva discretizada, 
esto es, del código cadena, Ecuación (1) [14].  

(1)

FIGURA 1. a) Curva continua y curvatura discreta represen-
tada por segmentos de recta, donde ɷ es el ángulo de 

contingencia entre dos segmentos continuos. b) 
Normalización del ángulo de contingencia ɷ en rango de 

[0,-1) y [0,1) [14].

Por ejemplo, se puede observar en la Figura 2 un cír-
culo continuo que ha sido discretizado por seis seg-
mentos. Para cada vértice entre pares de segmentos se 
muestra el valor del ángulo de contingencia normali-
zado (ɷ), donde el cambio de pendientes se ha conside-
rado en un sentido horario por lo que los valores son 
negativos. El código cadena correspondiente que 
caracteriza a la curva discretizada a partir del vértice A 
es: -0.33, -0.33, -0.33, -0.33, -0.33, -0.33, y el valor de la 
Td es igual a 2.
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FIGURA 2. Ejemplo de una curva continua discretizada con 
seis segmentos. En cada vértice se muestran los valores 

correspondientes a los ángulos de contingencia normaliza-
dos entre segmentos y el valor de Td es 2.

Ahora bien, dado que estamos trabajando con imáge-
nes discretas, se ha considerado que las regiones de 
interés ya se encuentran a su vez discretizadas. Por lo 
tanto, la longitud de los segmentos de discretización 
está basada de acuerdo a la resolución del tamaño de 
los voxeles que conforman la imagen, como se puede 
observar en la Figura 3.

FIGURA 3. Detalle de dos secciones de contornos en imá-
genes discretas binarias. a) Sección de un contorno irregu-

lar con varios cambios de pendientes; y b) Sección de un 
contorno suave con pocos cambios de pendientes.

Tortuosidad discreta
aplicada a volúmenes

La aportación en este trabajo es proponer una adecua-
ción de la medición de la Td para dos dimensiones pre-
sentada en la sección anterior y poderla aplicar a volú-
menes para obtener una tortuosidad para 3 dimensio-
nes (Td-3D), dado que en nuestro caso el interés se 
centra en el análisis de forma de los volúmenes que se 
obtienen de los diferentes tumores cerebrales. 

Los volúmenes de interés se obtienen a partir de imá-
genes tridimensionales, las cuales constan de un cierto 
número de cortes o rebanadas. Para este estudio se 
propone obtener los contornos por cada corte axial en 
el que se tenga presente el tumor cerebral. 
Posteriormente se calculan los valores de cada cambio 
de pendiente entre  los voxeles contenidos en el con-
torno, como se muestra en la Figura 3.

Para obtener el valor de la Td-3D se propone primero 
concatenar los códigos cadena de todos los contornos 
pertenecientes al objeto discretizado, los contenidos en 
cada corte y a su vez de todos los cortes, de tal forma 
que el código cadena resultante contiene información 
de curvatura de todo el objeto. Posteriormente se rea-
liza la sumatoria definida en la Ecuación (1), para tener 
una aproximación de la Td-3D.

MATERIALES Y METODOLOGÍA

Base de datos
Se consideró una base de datos de uso libre de IRM de 

20 pacientes que fueron diagnosticados con presencia 
de gliomas, de los cuales 10 pacientes presenta glio-
mas de bajo grado (BG, cuyo diagnóstico clínico fueron 
astrocitomas u oligoastrocitomas) y  los otros 10 
pacientes fueron diagnosticados con presencia de glio-
mas de alto grado (AG, cuyo diagnóstico clínico men-
ciona como astrocitomas anaplásico y glioblastoma 
multiforme). 
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Las imágenes de RM T1, T1c, T2 y T2FLAIR fueron adquiri-
das en cuatro centros clínicos diferentes: Bern 
University, Debrencen University, Heidelberg University 
y Massachusetts General Hospital de acuerdo a Menze 
et. al [15], donde para homogeneizar los datos todas las 
imágenes adquiridas las co-registraron a la T1c y se ajus-
taron para que tuvieran una resolución isotrópica de 1 
mm por voxel en todas las secuencias de RM que se 
adquirieron.

Segmentación de
las regiones de interés

En este trabajo de investigación se busca estudiar y 
analizar la morfología de las diferentes regiones que 
componen a un glioma, así como las regiones cerebra-
les circundantes que puedan ser afectadas. Se conside-
raron cuatro regiones prioritarias de estudio: el edema, 
el tumor entero, la región activa y la región de necrosis. 
La base de datos con la que se realiza el estudio incluye 
el protocolo de la segmentación de la región del edema, 
la cual fue extraída a partir de la secuencia T2; así como 
la segmentación del tumor entero a partir de las secuen-
cias T1 y T1c 

[15]. 

Dado que se tiene interés en realizar el análisis mor-
fométrico también en la región activa y en la región de 
necrosis para el caso de gliomas de AG de malignidad, 
como lo sería en un glioblastoma multiforme, llevamos 
a cabo la segmentación de dichas regiones mediante 
métodos de umbralización utilizando el software 
Brainvisa - Anatomist. 

En la Figura 4, se muestran las segmentaciones de las 
regiones de interés para un glioma de BG  en la parte 
superior de la figura y para un tumor con AG (glioblas-
toma multiforme) de malignidad en la parte inferior.

FIGURA 4. En la parte superior se muestra el caso de un paci-
ente con un glioma de BG, mientras que en la parte inferior 

se muestra el caso para un paciente con glioma de AG. Se 
observan diferentes secuencias de RM así como regiones 

de interés, de acuerdo a las columnas: (a) IRM T1c resalta las 
regiones activas y de necrosis, sobre todo en el caso de un 
glioma de AG; (b) IRM T2  resalta la región del edema para 
ambos casos; y (c) muestra las segmentaciones de las dis-

tintas regiones de interés  (edema en color morado, región 
activa en color amarillo, región de necrosis en color azul y la 

región del tumor entero está conformada por la región 
activa y la región de necrosis).

Detección de contornos
y obtención de curvaturas

Se realizó un proceso de detección de bordes en base 
al algoritmo de Moore (Moore-Neighborhood) [16] a par-
tir de las máscaras binarias obtenidas de las segmenta-
ciones de cada región de interés mencionadas en la 
sección anterior, con el objetivo de tener los contornos 
discretizados. Dado que cada objeto discretizado en 
realidad representa el  volumen del tumor, se obtuvie-
ron contornos por cada corte axial contenido en el 
volumen, como se muestra en la Figura 5. Se puede 
apreciar en la Figura 5 que en ocasiones hay presencia 
de contornos externos y contornos internos en las 
regiones de interés, sobre todo es el caso de la región 
activa y la región de necrosis.
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Una vez que se tienen los contornos que componen el 
volumen del tumor, se procede a obtener los ángulos 
de contingencia normalizados (ɷ) para cada par de 
voxeles.  Debido a que se pueden tener presentes más 
de un contorno en cada corte, el cálculo de la Td de 
hace a partir de la concatenación de estos múltiples 
contornos obteniendo una tortuosidad discreta 2D 
general, por corte.

FIGURA 5. En la parte superior se muestran las máscaras de 
las segmentaciones de las regiones de interés. En la parte 

inferior se muestran los contornos obtenidos: (a) región del 
edema, (b) región del tumor entero, (c) región activa y (d) 

región de necrosis, respectivamente.

Código cadena de cambio de pendiente y 
tortuosidad discreta aplicado a volúmenes
Para determinar la Td-3D, primero se concatenan todos 

los códigos cadena de los ángulos de contingencia obte-
nidos en los diferentes contornos, presentes en todos y 
cada uno de los cortes que representan el volumen del 
tumor. Para ellos se define un punto inicial y punto 
final para cada corte del objeto 3D.  Posteriormente se 
calcula la Td-3D mediante la sumatoria de los valores 
absolutos del código cadena global, de acuerdo a la 
Ecuación (1),  para cada uno de los pacientes. De esta 
forma, la Td-3D caracteriza la tortuosidad discreta glo-

bal de cada objeto volumétrico. Con el fin de poder rea-
lizar comparaciones de tortuosidad entre distintos obje-
tos es necesario normalizar los valores de tortuosidad 
que se han obtenido. En el método de Td (SSC) de 
Bribiesca [14], la normalización propuesta considera que 
todos los objetos (2D) se discretizan con el mismo 
número de segmentos n, por lo que al final se divide la 
tortuosidad entre n para normalizar. En este trabajo, sin 
embargo, se propone una variante para normalizar que 
consiste en dividir la tortuosidad entre el área envol-
vente del objeto, medida como el número de voxeles 
contenidos en la superficie del volumen a analizar.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN
Se calculó la Td-3D para cada uno de los volúmenes de 

los gliomas en los 20 pacientes. Para los 10 pacientes 
con gliomas de AG se obtuvieron las cuatro regiones de 
interés mencionadas (edema, tumor entero, región 
activa y región de necrosis), mientras que para los 10 
pacientes con gliomas de BG solo se tienen las regiones 
de edema y tumor entero. En la Tabla 2 se presentan 
los valores de Td-3D promedio, antes y después de nor-
malizar, obtenidos para cada uno de los volúmenes de 
acuerdo al grado de malignidad correspondiente.

TABLA 2. Valores promedio de tortuosidad discreta para 
gliomas de bajo y alto grado.

Tabla I 

 
Descriptor Morfométrico Descripción 

Perímetro Longitud de la frontera de un objeto 2D 

Área Extensión de una superficie cerrada 2D 

Volumen Espacio que ocupa un objeto 3D 

Distancia radial Distancia Euclidiana del origen a un punto en la 
frontera del objeto 

Compacidad clásica Mayor área posible contenida por el perímetro de un 
objeto 2D 

Convexidad Similitud con el exterior de una circunferencia o una 
superficie esférica 

Rectangularidad Similitud con el exterior de un rectángulo o un caja 
rectangular 

 
 

 

 

Tabla II 

 
Región Bajo grado Alto grado 

Td TdN Td TdN 
Edema 

3283.0 0.0618 5801.43 0.0613 
Tumor entero 

1492.4 0.0601 2129.55 0.0602 
Región activa 

---- ---- 5718.87 0.0772 
Región necrosis 

---- ---- 3312.03 0.0766 
 

Las tortuosidades que permiten comparar los resulta-
dos son las que están normalizadas (TdN). Estos valores 
normalizados muestran que la tortuosidad de las 
regiones de edema son muy similares entre los caso de 
BG y AG. Lo mismo puede decirse de las tortuosidades 
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de las regiones del tumor entero, que son muy pareci-
das. Este resultado llama la atención ya que los tumo-
res de AG, al estar más vascularizados, se esperaría 
que fueran más tortuosos. Sin embargo, no se aprecian 
diferencias significativas en este caso. Una posible 
causa de esto se debe a la etapa de segmentación de las 
regiones de los distintos volúmenes, las cuales se rea-
lizaron de manera manual y es posible que se haya 
suavizado la curvatura real del objeto. Así mismo, está 
el hecho de que las imágenes utilizadas fueron pre-pro-
cesadas para estandarizar la referencia espacial y 
homogeneizar los datos [15], por lo que en algunos casos 
los ajustes pueden provocar cambios en los detalles de 
los contornos de los objetos. A partir de esto, se debe 
reconocer que este método, así como el cálculo de la 
tortuosidad discreta en general, es sensible a la resolu-
ción y a la definición con que se detectan los contor-
nos. Estos factores podrían conducir a errores en la 
medición de la tortuosidad, una forma de disminuirlos 
sería a través de técnicas de segmentación más robus-
tas para detectar los contornos con mayor precisión.

En la Tabla 2 también se muestran las tortuosidades 
de las regiones activas del tumor y de las regiones de 
necrosis para el caso de los gliomas de AG, siendo el 
valor de tortuosidad de la región activa en promedio 
más tortuosa que el resto de las regiones. De manera 
global, la región del tumor es la menos tortuosa, tanto 
para el caso de gliomas de BG como de AG, sin embargo 
cabe remarcar la alta sensibilidad que presenta el valor 
de la tortuosidad normalizada. 

En la Figura 6 se muestra la gráfica de los valores de 
TdN  para el caso de los gliomas de BG correspondiente 
a las regiones del edema y del tumor entero. Para efec-
tos de presentación de los resultados, los datos se han 
ordenado de manera ascendente de acuerdo a los valo-
res de TdN que se obtuvieron en la región del edema. En 
esta gráfica se puede apreciar que los valores que se 
obtuvieron de tortuosidad (TdN) para la región del 
edema son  mayores a los valores de tortuosidad obte-

nidos en la región del tumor entero en la mayoría de 
los casos. Se puede observar además que siguen en 
términos generales un comportamiento parecido 
ambos valores de edema y tumor entero.

FIGURA 6. Valores de tortuosidad discreta normalizada 
obtenidos para cada uno de los pacientes que presentaron 

gliomas de bajo grado.

En la Figura 7 se presentan los valores de TdN para las 
cuatro regiones presentes en el caso de pacientes con 
gliomas de AG (edema, región del tumor entero, la 
región activa y la región de necrosis). 

Como puede observarse en la Figura 7, los valores 
normalizados de tortuosidad en la región del edema 
siguen siendo por lo general mayores que los valores 
normalizados de tortuosidad en la región del tumor, 
siguiendo un comportamiento creciente similar en 
ambas regiones. Sin embargo, se puede observar que 
los valores correspondientes a la región activa y a la 
región de necrosis presentan valores de tortuosidad 
más altos que los valores de tortuosidad de las regio-
nes del edema y tumor, existe a su vez mayor variedad 
entre los mismos valores, tanto de la región activa 
como de necrosis.
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FIGURA 7. Valores de tortuosidad discreta normalizada 
obtenidos para cada uno de los pacientes que  presentaron 

gliomas de alto grado.

Es importante mencionar que los valores de TdN que 
se muestran en las gráficas son relativamente peque-
ños, por lo que se puede pensar que no hay diferencias 
significativas entre ellos. Si bien la TdN es un valor con-
siderado entre un rango de [0,1), el incremento en los 
valores de tortuosidad no llevan un comportamiento 
lineal. Es por ello que el valor promedio obtenido de 
TdN para gliomas de BG aparentemente es muy pare-
cido al valor de TdN obtenido para gliomas de AG, esto 
es debido a la manera en cómo se está llevando a cabo 
la normalización de los valores de tortuosidad; se con-
sideró TdN = Td /n  [14], siendo n la superficie envolvente, 
calculada a partir del número de segmentos con los 
que ha sido discretizado el contorno del objeto. En 
nuestro caso, el tamaño del voxel es isotrópico de 
1mm, por lo que el número de voxeles contenido en el 
perímetro de los contornos del volumen es relativa-
mente mucho mayor que el valor de Td para cada uno 
de los casos y se tiene como resultado valores muy 
pequeños de TdN. La TdN de las regiones activa y de 
necrosis muestran una pequeña diferencia que en pro-
medio no se considera significativa, como se muestra 
en la Tabla 2; sin embargo, en algunos casos puntuales 
hay diferencias importantes que sí son significativas, 
Figura 7.

CONCLUSIÓN
Se propone una variante de tortuosidad discreta apli-

cada a superficies volumétricas. Se obtuvieron y anali-
zaron los valores de tortuosidad en las regiones de 
edema, tumor entero, región activa y región de necro-
sis para el caso de gliomas con bajo y alto grado de 
malignidad. Los valores de tortuosidad en las regiones 
del edema y el tumor entero presentan un comporta-
miento de tortuosidad similar, tanto en bajo como en 
alto grado. Para el caso de tumores de AG se observó 
que los valores de tortuosidad en la región activa son 
de mayor valor, seguidos por la región de necrosis, si 
bien los valores presentan mayor variabilidad entre 
ellos. Se observa que para encontrar una relación entre 
los valores de la tortuosidad discreta normalizada y la 
malignidad de un tumor cerebral primario, tomando 
en cuenta sus características morfológicas, se requiere 
de una segmentación robusta de las regiones del tumor 
donde los contornos no lleguen a ser alterados o suavi-
zados de manera significativa. 
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Characterization of the respiratory pattern in patients 
with chronic heart failure applying joint symbolic dynamics

Caracterización del patrón respiratorio de pacientes con insuficiencia cardíaca crónica 
mediante análisis de dinámica simbólica conjunta
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ABSTRACT
This work proposes a method to characterize the respiratory pattern of patients with chronic heart failure (CHF) 
to determine non-periodic breathing (nPB), periodic breathing (PB) and Cheyne-Stokes respiration (CSR) through 
non-linear, symbolic analysis of biological signals. A total of 43 patients were examined for their cardiorespiratory 
profiles, their ECG and respiratory pattern signals were processed, analyzed and studied for parameters that could 
be of potential use in clinical decision making, specifically in patient classification. Patients in the study were char-
acterized through their cardiorespiratory signals, applying joint symbolic dynamics (JSD) analysis to cardiac beat 
and respiratory interval durations. The most statistically significant parameters across all groups were identified 
through a Kruskal-Wallis two tailed test (α = 0.05) and a linear discriminant analysis (LDA) classification method 
based on such parameters was developed. The best result achieved with this classification method uses 10 features 
to discriminate patients with a 97.67% Accuracy (Acc). The best features to discriminate among groups are related 
to cardiorespiratory interaction rather than just respiration patterns alone. Results further support the idea that 
abnormal breathing patterns derive from physiological abnormalities in chronic heart failure.

KEYWORDS: Cheyne-Stokes respiration, Respiratory pattern, Joint Symbolic Dynamics, LDA.
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RESUMEN
El trabajo propone un método para identificar el patrón respiratorio de pacientes con insuficiencia cardiaca cró-
nica (CHF) con la finalidad de determinar respiración no periódica (NPB), respiración periódica (PB) y respiración 
de Cheyne-Stokes (CSR) a través de análisis simbólico no lineal de señales biológicas. Se examinaron los perfiles 
cardiorrespiratorios de 43 pacientes; sus señales de ECG y patrón respiratorio fueron procesados, analizados y es-
tudiados en busca de parámetros que pudieran ser de utilidad, específicamente en la clasificación de pacientes. 
Estos pacientes se caracterizaron por medio de sus señales cardiorrespiratorias, aplicando un análisis de dinámica 
simbólica de conjuntos al ritmo cardíaco y a la duración de los intervalos respiratorios. Los parámetros de mayor 
significancia estadística entre todos los grupos se identificaron a través de una prueba Kruskal–Wallis de dos colas (α 
= 0,05) y mediante un método de clasificación por análisis discriminante lineal (LDA). El mejor resultado consegui-
do con este método utiliza 10 características para discriminar a los pacientes con una precisión de 97,67% (Acc). Las 
características para discriminar entre grupos estuvieron relacionados con la interacción cardiorrespiratoria más que 
con solo los patrones de respiración, respaldando así la idea de que los patrones de respiración anormales derivan 
de anomalías fisiológicas presentes en la insuficiencia cardíaca crónica.

PALABRAS CLAVE: Respiración de Cheyne-Stokes, Patrón respiratorio, dinámica conjunta de símbolos, LDA.
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INTRODUCTION
 Periodic breathing (PB) is a breathing abnormality 

associated with various oscillatory forms character-
ized by rises and falls in ventilation, and Cheyne-
Stokes respiration (CSR) is a more severe form of a PB 
pattern in which apneas and hypopneas alternate with 
repetitive gradual increases and subsequent gradual 
decreases in ventilation. Cheyne-Stokes respiration is 
one of several types of unusual breathing with recur-
rent apneas (dysrhythmias). This abnormal pattern of 
breathing can be seen in patients with hyponatremia, 
traumatic brain injuries and brain tumors [1]. 

PB has a prevalence as high as 70% in congestive heart 
failure (CHF) patients [2], and is associated with increased 
mortality [3], especially in CSR patients. Clinical studies 
show that elderly patients often have an altered breath-
ing pattern, with PB and CSR, coinciding simultane-
ously with the presence or absence of CHF.

CSR is present in up to 40% of patients with CHF and 
several studies have shown an increased mortality in 
patients with both conditions [4-6]. Based upon small 
case series, patients with congestive heart failure and 
Cheyne-Stokes respiration have a significantly greater 
mortality [6, 7], particularly if present during wakeful-
ness [8] than those without Cheyne-Stokes respiration.

An effective respiratory pattern classification method 
as a clinical decision tool could provide patients under-
going treatment with a benefit in prognostic outcome 
and provide us with better tools to help patient recovery. 

Efforts to characterize breathing patterns and classify 
patients using biological signals, mainly ECG and breath-
ing rate, have already been developed using traditional 
time-domain analysis techniques. Garde et al [9] pro-
posed two highly effective methods for distinguishing 
healthy patients from those with abnormal breathing 
patterns using both linear and non-linear classifiers with 
an accuracy level of 93% and 100% respectively. Another 

method to discern obstructive sleep apnea (OSA) from 
Cheyne-Stokes respiration (CSR) using frequency domain 
analysis from overnight electrocardiography (ECG) was 
described by Suhas, Vijendra, Burk, Lucas and Behbehani 
[10] yielding an 87.5% sensitivity and a specificity of 
75%. Neural networks classifiers have also been applied 
to the detection of irregular breathing patterns [11].

While traditional methods might prove useful in patient 
classification, the characterizations of the cardiorespira-
tory interactions of the patients might help us better 
understand the mechanisms of respiratory regulation and 
the effect of cardiac regulation on abnormal breathing 
patterns. To better examine these interactions and their 
effect on the status of the patients a joint symbolic 
dynamics (JSD) analysis was applied to the cardiac (ECG) 
and respiratory (RESP) signals of the patients in this study.

The main idea behind the concept of JSD is the elimi-
nation of detailed information in order to keep the 
robust properties of the dynamics by a coarse graining 
of the measurement [12, 13].

After patients’ cardiorespiratory profile characteriza-
tion, a classification model based on statistical analysis 
was designed to discriminate between study groups. 

METHODOLOGY
The cardiorespiratory profiles (electrocardiographic 

and respiratory flow signal) of 45 elderly patients (age 
71+) with congestive heart failure were recorded for 15 
minutes under no stress at the Departments of 
Intensive Care Unit at the Santa Creu i Sant Pau 
Hospital, Barcelona, Spain, and the Getafe Hospital, 
Getafe, Spain. The patients of the study (age 71-93) 
gave their informed consent to participate in the study 
and the recording was done according to protocols 
established by local ethics committees. Using clinical 
criteria based on the patients’ respiratory profile and 
medical observation, patients included in this study 
were classified into one of three study groups: 
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› Group 0,  20 patients (9 male, 11 female, aged 81.7 
± 8 years) that presented a non-periodic breathing 
pattern (nPB).

› Group 1, 17 patients (9 male, 8 female, aged 81.5 
± 7 years) that presented a periodic breathing pat-
tern (PB),

› Group 2, 6 patients (2 male, 4 female, aged 81.3 ± 
7 years) with a Cheyne-Stokes breathing pattern 
(CSR).

Patients with PB could or could not exhibit this 
behavior during the recordings.

Of the total 45 patients, two (patients ‘p0027’ and 
‘p0042’) were removed from the study due to high 
noise in the signal recordings. 

Both signals, ECG and respiratory flow signals (ECG 
and RESP respectively), were recorded synchronously 
with a sampling frequency of 250 Hz for 15 min. The 
patients’ ECG and respiratory flow signals were pre-
processed to remove signal recording noise. Some of 
the signals showed some small drift and a simple cor-
rection algorithm based on drift compensation was 
used on the signals to minimize these deviations.

Signal processing and time
series extraction

The cardiorespiratory signals for all 43 patients of the 
study were processed and analyzed using MATLAB® 
(v R2015) signal and data analysis software. Custom 
written computer software developed under MATLAB® 
was used to analyze both signals in order to extract the 
time series using an algorithm based on wavelet trans-
form and analysis [14]. 

The original signals of the study were decomposed 
into a lower frequency signal using a discrete wavelet 
transform in order to remove noise and reduce signal 

details while preserving overall signal pattern to allow 
features to be more easily extracted. A biorthogonal 
Daubechies 4 (db4) wavelet was selected for signal 
decomposition.

The decomposed signals were automatically 
inspected for QRS complexes. By detecting these peaks 
in the down-sampled signal, the location of these 
peaks in the reconstructed signal had to be cross vali-
dated in the original ECG wave. The signal was then 
visually inspected and edited, if necessary. Ectopic 
beats were determined, removed and interpolated 
using an algorithm based on local variance estimation. 

Respiratory flow signal was examined using an algo-
rithm based on the zero-crossing of the respiratory 
flow signal. The respiratory flow signal was visually 
inspected and edited, if necessary. 

After R peak and breathing episode detection on the 
original signals (ECG, RESP), a time series vector was 
then created from the intervals between R peaks and 
breathing episodes, as follows:

 
 
RESP), a time series vector was then created 

from the intervals between R peaks and 
breathing episodes, as follows: 

 

!!	($1) = (()*+,-, − ()*	+,)     (1) 
/010($2) = (!(34+5-, − !(34	+5)	 (2) 

 

Where RR(k1) and Ttot(k2) represent the 
time series of the ECG and respiratory signals, 
respectively; and j1 and j2 represent the location 
of an R peak and a breathing episode in the 
original ECG and RESP signals, respectively.  

Fig. 1. Original ECG and RESP signals after feature detection 
analysis. R peaks are shown in red diamonds above the ECG 
signal and breathing episodes are shown in red squares above 
the RESP signal. 

Since heart rate and breathing rate greatly 
vary in both frequency and variability, most of 
the time series values do not correlate and both 
time series values had to be synchronized in 
order to correctly apply joint symbolic dynamics 
[12]. An interpolation of the original time series 
was made using an estimation method based on 
local values at a 250 Hz frequency (the sampling 
frequency for the original ECG and RESP 
signals).  

Both signals were interpolated using a 
Piecewise Cubic Hermite Interpolating 
Polynomial (PCHIP) method to simulate normal 
wave variations. PCHIP is a local, shape-
preserving interpolation method that preserves 
monotonicity and the shape of the data. 

Once both time series were interpolated, the 
new RR (n) and Ttot(n) time series are obtained 
by 1-Hz synchronized sampling of the 
interpolated original RR(k1) and Ttot(k2) time 
series (Figure 2).  

 
 

 

Fig. 2. RR (n) and Ttot (n) time series calculated from the 
synchronized sampling of the interpolated original time 
series RR (k1) and Ttot (k2). Sampled values are shown in 
blue squares. Sampling frequency 1-Hz. 

This new RR(n) and Ttot(n) time series 
allows us to compare and apply JSD to 
study the interactions between the two 
signals and their effect on the patient’s 
status. 

A new bivariate vector x is obtained 
from the sampling of each value of the 
resampled time series, as follows: 

 

6 = {[69: , 69<]>}9@A,,,…					6 ∈ 	ℜ	      (3) 
  69: = !!9                (4) 
  69< = 	/0109       (5) 

 

From this synchronized sampled time 
series, x, a symbol sequence vector, named 
s, is obtained to look for symbols that 
might help us differentiate study groups.    

2.2. Joint symbolic dynamics: feature 
extraction 
 

After signal processing and analysis, 
the bivariate sampling vector for the time 
series was then transformed into a series of 
discrete symbols in order to extract 
information about the cardiorespiratory 
system and their relation to the patients’ 
respiratory pattern and clinical 
classification. 

From the bivariate vector x (c,r), which 
represents the sample vector of the cardiac 
(c) time series RR (n) and the respiratory 
(r) time series Ttot(n), a bivariate symbol 
vector, s, is obtained, as shown in Eq. (7). 
This vector s  obtained by transforming x  
using a symbol alphabet. When the x time 
series vector showed an increase above 
50% of the local standard deviation 

Where RR(k1) and Ttot(k2) represent the time series 
of the ECG and respiratory signals, respectively; and j1 
and j2 represent the location of an R peak and a breath-
ing episode in the original ECG and RESP signals, 
respectively.

Since heart rate and breathing rate greatly vary in 
both frequency and variability, most of the time series 
values do not correlate and both time series values had 
to be synchronized in order to correctly apply joint 
symbolic dynamics [12]. An interpolation of the original 
time series was made using an estimation method 
based on local values at a 250 Hz frequency (the sam-
pling frequency for the original ECG and RESP signals). 



REVISTA MEXICANA DE INGENIERÍA BIOMÉDICA | Vol. 38 | No. 1 | ENERO - ABRIL 2017203

FIGURE 2. RR (n) and Ttot (n) time series calculated from the synchronized sampling of the interpolated original time series RR 
(k1) and Ttot (k2). Sampled values are shown in blue squares. Sampling frequency 1-Hz.

This new RR(n) and Ttot(n) time series allows us to com-
pare and apply JSD to study the interactions between 
the two signals and their effect on the patient’s status.

A new bivariate vector x is obtained from the sampling 
of each value of the resampled time series, as follows:

 

6 = {[69: , 69<]>}9@A,,,…					6 ∈ 	ℜ	      (3) 
  69: = !!9                (4) 
  69< = 	/0109       (5) 

From this synchronized sampled time series, x, a sym-
bol sequence vector, named s, is obtained to look for 
symbols that might help us differentiate study groups.   

Joint symbolic dynamics: 
feature extraction

After signal processing and analysis, the bivariate 
sampling vector for the time series was then trans-
formed into a series of discrete symbols in order to 
extract information about the cardiorespiratory sys-
tem and their relation to the patients’ respiratory pat-
tern and clinical classification.

From the bivariate vector x (c,r), which represents the 
sample vector of the cardiac (c) time series RR (n) and 

the respiratory (r) time series Ttot(n), a bivariate symbol 
vector, s, is obtained, as shown in Eq. (7). This vector s  
obtained by transforming x  using a symbol alphabet. 
When the x time series vector showed an increase 
above 50% of the local standard deviation (measured 
in a 5 sample window), a 1 symbol was used to charac-
terize an increase in the s time series vector. When the 
x time series vector showed a decrease or an increase 
below the 50% of the local standard deviation, a 0 was 
added to the s time series vector.

 

𝑥𝑥 = {[𝑥𝑥9: , 𝑥𝑥9<]>}9@A,,,…					𝑥𝑥 ∈ 	ℜ            (6) 
𝑠𝑠 = {[𝑠𝑠9:, 𝑠𝑠9<]>}9@A,,,…					𝑠𝑠 ∈ 	0,1            (7) 

This new symbol vector contains information about the 
behavior of the system and its dynamics. Each of the vec-
tor components, cardiac (c) and respiratory (r) vectors, 
contains a total of n symbols, which are divided into 
words (wk) of length 3, with an overlap of τ (0, +1, +2) sym-
bols. A raw 4 dimensional matrix for word occurrence 
was then calculated using the bivariate sampling vector s 
for all patients (third matrix dimension) across groups for 
each value of symbol overlapping (fourth matrix dimen-
sion, τ = 0, +1, +2). The first two dimensions of the matrix 
span an 8x8 matrix Wraw (rows: c-cardiac word types; col-
umns: r-respiratory word types), which ranges from word 
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type [000,000]T to [111,111]T. The method for obtaining 
the occurrence matrix W and the symbol vector s from 
the time series x is illustrated in Figure 2.

FIGURE 3. Process of joint symbolic dynamics (JSD). 
Transformation of the bivariate sample vector x (ECG = RR 

intervals [s]; RESP = respiratory episode interval [s]) into the 
bivariate symbol vector s (0: equal, decreasing or increasing 
values below 50% of the local standard deviation; 1: increas-

ing values above 50% of the local standard deviation). Words 
share 2 symbols (overlapping value τ = +2).

 

To compare word-type distributions between data 
sets of different length, the sum of all counted words 
for each group was normalized to 1. Word probability 
occurrence, p (Wc,r), was calculated separately for each 
symbol overlapping value (τ =0, +1, +2). The sum of 
each row in Wraw is computed as p (Wc) and represents 
the occurrence probability of each word from the car-
diac time series, as follows:

 
𝑝𝑝	 𝑤𝑤: = 	𝑝𝑝	(𝑊𝑊:,<):    (8) 

Where c takes binary values from “000” to “111”.

The sum of each column in Wraw is computed as p (Wr) 
and represents the occurrence probability of each 
word from the respiratory time series.

𝑝𝑝	 𝑤𝑤< = 	𝑝𝑝	(𝑊𝑊:,<)<   (9) 
 

Where r takes binary values from “000” to “111”.

RESULTS
After the word occurrence matrix W was obtained, 

word probability distribution was plotted for each 
group to see if any significant difference across patient 
groups could be observed. A simple statistical analysis 
was then conducted on this matrix to obtain symbols 
with statistical significance across the groups. Single 
word types (cardiorespiratory words), as well as indi-
vidual cardiac and respiratory symbols were examined 
across all groups to look for features that might prove 
valuable in patient classification. Individual words 
were then compared across groups to find those that 
were of statistical significance.

A Kruskal-Wallis test was performed for each individ-
ual parameter for parameter comparison across all 
groups. For parameter comparison between paired 
groups a simple Mann-Whitney U test was performed 
for each of the groups against the others.

Considering the problem of multiple testing, the nec-
essary local significance level of a single parameter 
from an observed 64 dimensional parameter space 
had to fulfill Bonferroni’s inequality to guarantee a 
global significance.

Feature selection
Different discrimination functions were constructed 

using the most significant parameters from the sym-
bolic analysis of the signals. The initial LDA model was 
created using the most prominent features from the 
statistical analysis yielding a 93.02% accuracy in 
patient classification. Word occurrence probability sig-
nificance across groups was used to select words for 
the initial LDA classification model. Each parameter 
was selected only if it was present in at least two of 
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three overlapping value distributions in order to reduce 
the possibility of overlapping dependent symbols.

The best features to discriminate among groups are 
related to cardiorespiratory interactions or cardiac 
words alone (Table 1). While the cardiac word for 
increasing intervals (Wc = ‘111’) shows one of the high-
est probability significance across groups using a 
Kruskal-Wallis test, the most common cardiac words 
among the selected features for the classification mod-
els are those that represent constantly alternating 
intervals and further support the importance that car-
diac variability plays in the poor respiratory regulation 
in patients with periodic breathing.

TABLE I. Words with significant probability occurrence 
across all three groups at an overlapping level τ = +2.
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0.0094 pn(wc111,r 111) 
0.0175 pn(wc101,r 110) 
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  0.0031 pn(wc 111) 

0.0154 pn(wc 110) 
0.0159 pn(wc 011) 

 

Classification models were validated using a leave-
one-out (LOO) cross-validation method. The best dis-
criminant model was constructed using a stepwise 
feature selection to optimize accuracy from the initial 
model based on significant symbols from the Kruskal-
Wallis test (Table 2). This model used 10 features to 
discriminate among groups and yielded a 97.67% 
accuracy in patient classification. 9 of the 10 features 
selected are related to cardiorespiratory interaction, 
while the f85 parameter is the number of cardiac 
words (wc) whose probability of occurrence p(wc) is 
lower than 0.03.

TABLE II. Best feature subset for patient group 
discrimination using LDA

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 Features p   Words 

 f1 0.0052   pn(wc000,r 000) 
 f10 0.0100   pn(wc001,r 001) 
 f12 0.0175   pn(wc011,r 001) 
 f18 0.0384   pn(wc001,r 010) 
 f26 0.0098   pn(wc001,r 011) 
 f51 0.0089   pn(wc010,r 110) 
 f53 0.0061   pn(wc100,r 110) 
 f54 0.0364   pn(wc101,r 110) 
 f55 0.0070   pn(wc110,r 110) 
 f85 0.0177   Σ(Pn(wc)) <0.03 

    

DISCUSSION
JSD analysis revealed significant cardiorespiratory 

coupling patterns across the 3 study groups (non-peri-
odic breathing, periodic breathing and Cheyne-Stokes 
breathing). Of these parameters, only one (pn(wc 111) = 
0.0031) fulfilled a conservative Bonferroni-Holm 
adjustment, which suggests a true significance across 
patient groups. This parameter proved a good discrim-
inant between nPB and the other groups (PB and CSR), 
but showed poor discrimination power between PB 
and CSR. Individual cardiorespiratory coupling words 
including the respiratory word wr110 showed good 
discrimination power between PB and CSR groups, 
particularly wc 100, r110 and wc010 r 110.

The coupling of other physiologically relevant signals 
could potentially improve not only the classification 
model but also provide more information regarding 
the mechanisms involved in the poor respiratory regu-
lation in PB and CSR patients. Patients with congestive 
heart failure and Cheyne-Stokes respiration have 
increased pulmonary vascular pressures and a JSD 
analysis using a blood pressure signal could poten-
tially improve patient characterization. Patient char-
acterization using JSD coupling ECG and blood pres-
sure signals have already been developed providing 
good results [15-17].
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CONCLUSIONS
In conclusion, by applying JSD we were able to provide 

detailed information about short-term regulatory mech-
anisms of respiratory patterns. From the results we can 
observe that the most relevant features selected priori-
tize cardiorespiratory variability rather than cardiac or 
respiratory variability alone, which supports the idea 
that abnormal breathing patterns originate from physi-
ological abnormalities in chronic heart failure [18]. An 
adequate control of the cardiac status of a patient could 
prove a beneficial influence in CSR with improved sleep 
quality and quality of life for patients [19], and might 
help prevent the development of CSR in patients with 
normal breathing patterns.

ACKNOWLEDGEMENTS
The author T. F. Molina-Ramírez would like to thank 

Beatriz Giraldo of the Institute for Bioengineering of 
Catalonia (IBEC) for her support and invaluable guid-
ance during the course of this research, although any 
possible error would be our own.



REVISTA MEXICANA DE INGENIERÍA BIOMÉDICA | Vol. 38 | No. 1 | ENERO - ABRIL 2017207

REFERENCES

[1] S. R., Vijendra, S., Burk, J. R., Lucas, E. A., & Behbehani, K. (2006). 
Classification of Cheyne Stokes Breathing and Obstructive Sleep 
Apnea Using ECG. 2006 International Conference of the IEEE 
Engineering in Medicine and Biology Society. doi:10.1109/
iembs.2006.259983

[2]  Pinna GD, Maestri R, Mortara A, Johnson P, Witkowski T, 
Ponikowski P, Andrews D, Capomolla S, La Rovere M, Sleight P. 
“Nocturnal periodic breathing is an independent predictor of car-
diac death and multiple hospital admissions in heart failure” In 
Proc. Comput. Cardiol. IEEE Press, 837–840, 2006. Retrived from 
http://ieeexplore.ieee.org/document/4511982/

[3]  Schulz, S., Haueisen, J., Bar, K.-J., & Andreas, V. (2014). High-
resolution joint symbolic analysis to enhance classification of the 
cardiorespiratory system in patients with schizophrenia and their 
relatives. Philosophical Transactions of the Royal Society A: 
Mathematical, Physical and Engineering Sciences, 373(2034), 
20140098–20140098. doi:10.1098/rsta.2014.0098

[4]  Wilcox, I., McNamara, S. G., Wessendorf, T., Willson, G. N., Piper, 
A. J., & Sullivan, C. E. (1998). Prognosis and sleep disordered 
breathing in heart failure. Thorax, 53(Supplement 3), S33–S36. 
doi:10.1136/thx.53.2008.s33

[5]  Lanfranchi, P. A., Braghiroli, A., Bosimini, E., Mazzuero, G., 
Colombo, R., Donner, C. F., & Giannuzzi, P. (1999). Prognostic Value 
of Nocturnal Cheyne - Stokes respiration in Chronic Heart Failure. 
Circulation, 99(11), 1435–1440. doi:10.1161/01.cir.99.11.1435

[6]  Hanly, P. J., & Zuberi-Khokhar, N. S. (1996). Increased mortality 
associated with Cheyne-Stokes respiration in patients with conges-
tive heart failure. American Journal of Respiratory and Critical 
Care Medicine, 153(1), 272–276. doi:10.1164/
ajrccm.153.1.8542128

[7]  Findley, L. J., Zwillich, C. W., Ancoli-Israel, S., Kripke, D., Tisi, G., & 
Moser, K. M. (1985). Cheyne-Stokes Breathing During Sleep in 
Patients With Left Ventricular Heart Failure. Southern Medical 
Journal, 78(1), 11–15. doi:10.1097/00007611-198501000-00004

[8]  Andreas, S., Hagenah, G., Möller, C., Werner, G. S., & Kreuzer, H. 
(1996). Cheyne-stokes respiration and prognosis in congestive 
heart failure. The American Journal of Cardiology, 78(11), 1260–
1264. doi:10.1016/s0002-9149(96)00608-x

[9]  Garde, A., Giraldo, B., Jane, R., Diaz, I., Herrera, S., Benito, S., … 
Bayes-Genis, A. (2007). Analysis of Respiratory Flow Signals in 
Chronic Heart Failure Patients with Periodic Breathing. 2007 29th 
Annual International Conference of the IEEE Engineering in 
Medicine and Biology Society. doi:10.1109/iembs.2007.4352285

[10]  Suhas, S. R., Vijendra, S., Burk, J. R., Lucas, E. A., & Behbehani, K. 
(2006). Classification of Cheyne Stokes Breathing and Obstructive 
Sleep Apnea Using ECG. 2006 International Conference of the IEEE 
Engineering in Medicine and Biology Society. doi:10.1109/
iembs.2006.4398216

[11]  Suk Jin Lee, Motai, Y., Weiss, E., & Sun, S. S. (2012). Irregular 
Breathing Classification From Multiple Patient Datasets Using 
Neural Networks. IEEE Transactions on Information Technology in 
Biomedicine, 16(6), 1253–1264. doi:10.1109/titb.2012.2214395

[12]  Kurths, J., Voss, A., Saparin, P., Witt, A., Kleiner, H. J., & Wessel, N. 
(1995). Quantitative analysis of heart rate variability. Chaos: An 
Interdisciplinary Journal of Nonlinear Science, 5(1), 88. 
doi:10.1063/1.166090

[13]  Voss, A., Schulz, S., Schroeder, R., Baumert, M., & Caminal, P. 
(2009). Methods derived from nonlinear dynamics for analysing 
heart rate variability. Philosophical Transactions of the Royal 
Society A: Mathematical, Physical and Engineering Sciences, 
367(1887), 277–296. doi:10.1098/rsta.2008.0232

[14]  Martinez, J. P., Almeida, R., Olmos, S., Rocha, A. P., & Laguna, P. 
(2004). A Wavelet-Based ECG Delineator: Evaluation on Standard 
Databases. IEEE Transactions on Biomedical Engineering, 51(4), 
570–581. doi:10.1109/tbme.2003.821031

[15]  Baumert, M., Baier, V., Truebner, S., Schirdewan, A., & Voss, A. 
(2005). Short- and Long-Term Joint Symbolic Dynamics of Heart 
Rate and Blood Pressure in Dilated Cardiomyopathy. IEEE 
Transactions on Biomedical Engineering, 52(12), 2112–2115. 
doi:10.1109/tbme.2005.857636 

[16]  Baumert, M., Javorka, M., & Kabir, M. (2014). Joint symbolic 
dynamics for the assessment of cardiovascular and cardiorespira-
tory interactions. Philosophical Transactions of the Royal Society 
A: Mathematical, Physical and Engineering Sciences, 373(2034), 
20140097–20140097. doi:10.1098/rsta.2014.0097

[17]  Baumert, M., Walther, T., Hopfe, J., Stepan, H., Faber, R., & Voss, A. 
(2002). Joint symbolic dynamic analysis of beat-to-beat interac-
tions of heart rate and systolic blood pressure in normal pregnancy. 
Medical & Biological Engineering & Computing, 40(2), 241–245. 
doi:10.1007/bf02348131

[18]  Francis, D. P., Willson, K., Davies, L. C., Coats, A. J. S., & Piepoli, M. 
(2000). Quantitative General Theory for Periodic Breathing in 
Chronic Heart Failure and its Clinical Implications. Circulation, 
102(18), 2214–2221. doi:10.1161/01.cir.102.18.2214

[19]  Wilcox, I., McNamara, S. G., Wessendorf, T., Willson, G. N., Piper, 
A. J., & Sullivan, C. E. (1998). Prognosis and sleep disordered 
breathing in heart failure. Thorax, 53(Supplement 3), S33–S36. 
doi:10.1136/thx.53.2008.s33



ARTÍCULO DE INVESTIGACIÓN - EDICIÓN ESPECIAL CNIB 2016 ibVol. 38 | No. 1 | ENERO - ABRIL 2017 | pp 208-216

dx.doi.org/10.17488/RMIB.38.1.15

Prediciendo la Actividad Cardíaca de la Almeja Tivela stultorum
con Digoxina Utilizando Redes Neuronales Artificiales

Predicting the Cardioactivity of Tivela stultorum clam with Digoxin Using
Artificial Neural Networks

D. Flores1, C. Gómez1, D. Cervantes1, A. Abaroa1, C. Castro1, R. Castañeda-Martínez1

1Universidad Autónoma de Baja California.

RESUMEN
Las redes neuronales artificiales (RNA) son un método computacional extensamente utilizado para resolver pro-
blemas complejos y realizar predicciones en sistemas de relación no lineal. En este trabajo se utilizaron RNA para 
predecir la respuesta fisiológica obtenida al adicionar una concentración específica de digoxina a corazones de Ti-
vela stultorum, un organismo modelo para probar fármacos cardíacos que se pretenden utilizar en humanos. Las 
entradas de la RNA fueron el peso, volumen, largo y ancho del corazón, la concentración de digoxina, el volumen 
utilizado para la dilución de digoxina, el máximo y mínimo de contracción, tiempo de llenado, y frecuencia cardíaca 
antes de adicionar la digoxina, las salidas fueron el máximo y mínimo de contracción, tiempo de llenado y frecuen-
cia cardíaca esperados después de agregar digoxina al corazón. Las RNA se entrenaron, validaron y probaron con 
los resultados de experimentos in vivo. Para elegir la red óptima se utilizó el valor más pequeño del error medio 
cuadrado. Se obtuvo una correlación alta entre los valores predichos y calculados, excepto en el caso del tiempo de 
llenado. Se lograron obtener predicciones acertadas de la cardioactividad de la almeja T. stultorum cuando se les 
agrega una concentración específica de digoxina haciendo uso de RNA; esto con el fin de utilizarse como una herra-
mienta para facilitar las pruebas en el laboratorio de los efectos de la digoxina.

PALABRAS CLAVE: Cardioactividad, digitálicos, redes neuronales artificiales, respuesta farmacológica, Tivela stultorum.



REVISTA MEXICANA DE INGENIERÍA BIOMÉDICA | Vol. 38 | No. 1 | ENERO - ABRIL 2017 209

ABSTRACT
Artificial neural networks (ANN) are a computational method that has been widely used to solve complex prob-
lems and carry out predictions on nonlinear systems. Multilayer perceptron artificial neural networks were used to 
predict the physiological response that would be obtained by adding a specific concentration of digoxin to Tivela 
stultorum hearts, this organism is a model for testing cardiac drugs that pretends to be used in humans. The MLP-
ANN inputs were weight, volume, length, and width of the heart, digoxin concentration and volume used for dilut-
ing digoxin, and maximum contraction, minimum contraction, filling time, and heart rate before adding digoxin, 
and the outputs were the maximum contraction, minimum contraction, filling time, and heart rate that would be 
obtained after adding digoxin to the heart. ANNs were trained, validated, and tested with the results obtained from 
the in vivo experiments. To choose the optimal network, the smallest square mean error value was used. Percep-
trons obtained a high performance and correlation between predicted and calculated values, except in the case of 
the filling time output. Accurate predictions of the T. stultorum clams cardioactivity were obtained when a specific 
concentration of digoxin was added using ANNs with one hidden layer; this could be useful as a tool to facilitate 
laboratory experiments to test digoxin effects.

KEYWORDS: Artificial neural networks, cardioactivity, digitalis, pharmacological response, Tivela stultorum.
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INTRODUCCIÓN
La digoxina es un glucósido cardiotónico pertene-

ciente a los digitálicos, compuestos amplia-mente uti-
lizados como fármacos para el tratamiento de insufi-
ciencia cardíaca congestiva y taquiarritmia auricular 
[1]. La digoxina actúa como un inhibidor de la actividad 
enzimática de la Na+/K+-ATFasa en cardiomiocitos [2]. El 
corazón genera una respuesta fisiológica como conse-
cuencia de esta inhibición: se aumenta la fuerza 
máxima de contracción muscular y la velocidad de 
llenado ventricular, efecto conocido como inotrópico 
positivo; y se reduce la frecuencia cardíaca, efecto 
conocido como cronotrópico negativo.

En la actualidad, las enfermedades cardiovasculares 
son la principal causa de defunción en todo el mundo, de 
acuerdo con la Organización Mundial de la Salud. Para 
combatir estos padecimientos, una de las propuestas es 
el desarrollo de nuevos fármacos que deben ser proba-
dos en organismos modelos antes de ser utilizados en 
humanos. La elección del organismo modelo a utilizar 
dependerá del estudio que se hará, en este trabajo se 
utilizó el corazón de T. stultorum debido a que presenta 
un bajo costo de adquisición, es fácil de manipular y 
tiene una respuesta uniforme [3, 4]. Al igual que en cora-
zones humanos, la superficie endocárdica de corazones 
de moluscos es similar a los músculos suaves de mamí-
feros, además de que su frecuencia cardíaca puede llegar 
a valores comparables a los de humanos (60 latidos por 
minuto), este valor puede ser modificado por factores de 
estrés o compuestos químicos como fármacos [5, 6].

Un modelo in silico que prediga la respuesta fisioló-
gica que se obtiene al administrar una cantidad de 
fármaco podría complementar a los modelos in vivo; 
de esta manera se reduciría el sacrificio de animales, 
así como los experimentos en laboratorio. Por esta 
razón, la predicción de la cardioactividad específica 
que se obtiene al administrar una cantidad de digo-
xina puede ser de gran interés en el campo de la farma-
cología, así como en el de biosimulación.

Las redes neuronales artificiales (RNA) son un método 
computacional cuyo diseño y funcionamiento está 
basado en el comportamiento de las neuronas biológi-
cas del cerebro humano. Éstas se han utilizado amplia-
mente en aplicaciones enfocadas a modelado de siste-
mas biológicos complejos, debido a su capacidad de 
reconocer patrones y relaciones de tipo no lineal, pro-
cesar variables complejas y modelar funciones de pre-
dicción [7, 8]. Estas redes están formadas por varias uni-
dades elementales llamadas neuronas, interconectadas 
entre sí, donde cada una tiene un peso.

El perceptrón es un tipo de RNA, aunque también 
puede entenderse como la unidad básica del mismo; 
éste suma todas las señales de entrada y las multiplica 
por los pesos previamente inicializados de manera 
aleatoria. Mediante un proceso de entrenamiento, el 
perceptrón es capaz de distinguir patrones de entrada 
complejos [8].

Las RNA de topología perceptrón multicapa (PMC) 
son un método que ha demostrado un buen funciona-
miento en el área del modelado farmacocinético y far-
macodinámico debido a su capacidad de simular siste-
mas no lineales y procesar variables fisiológicas depen-
dientes e independientes [7, 9]. Éstas redes han sido 
ampliamente utilizadas en sistemas complejos que 
requieren predicción, sistema de soporte de decisio-
nes, pacientes tratados con digoxina, entre otros [10-13].

En el presente trabajo se analizaron los datos de expe-
rimentos in vivo de la respuesta fisiológica de corazo-
nes de T. stultorum. Posteriormente se construyeron 
diversos modelos de RNA que fueron entrenados con 
los datos de los experimentos in vivo para predecir la 
actividad cardíaca de la almeja T. stultorum después de 
agregar una cantidad específica de digoxina. El obje-
tivo de este trabajo es desarrollar un modelo predic-
tivo que describa la relación farmacodinámica entre la 
concentración de digoxina y la respuesta fisiológica del 
ventrículo de T. stultorum.
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METODOLOGÍA

Conjunto de datos
Las lecturas de la actividad cardíaca de 25 ventrículos 

de T. stultorum fueron proporcionadas por el 
Laboratorio de Farmacología Marina, contando con un 
conjunto de datos de 4, 113 × 10, en donde se encon-
traba la fuerza de contracción del músculo cardíaco 
respecto con el tiempo, haciendo una distinción en el 
tiempo antes y después de agregar una cantidad de 
digoxina. Las diez variables utilizadas antes de la adi-
ción de la digoxina fueron: máximo y mínimo de con-
tracción, tiempo de llenado ventricular, frecuencia 
cardíaca antes de la digoxina, peso, volumen, largo y 
ancho del corazón, concentración de digoxina y volu-
men utilizado para la dilución de digoxina; mientras 
que para las cuatro salidas se consideraron el máximo 
y mínimo de contracción, tiempo de llenado y frecuen-
cia cardíaca, después de agregar la digoxina.

Preparación de la información
Las lecturas contenían más de un millón de datos en 

crudo correspondientes a los 25 corazones, obtenidos 
utilizando un transductor de fuerza Thornton tipo 420. 
La configuración del sistema se describe en [4]. Cada 
máximo local se tomó como un máximo de fuerza de 
contracción y cada mínimo local, como un mínimo de 
fuerza de contracción; el tiempo de llenado se tomó 
como el tiempo que tarda la cámara ventricular en lle-
narse de fluido sanguíneo y vaciarse, esto es, el tiempo 
que transcurre entre un latido y otro; y la frecuencia 
cardíaca se tomó como la cantidad de latidos en un 
minuto.

El resto de las variables de entrada fueron proporcio-
nadas de los experimentos in vivo. Las RNA fueron ali-
mentadas con los 4, 113 datos de entrada extraídos de 
las 25 lecturas de la actividad cardíaca, estandarizados 
a valores de z (media = 0, desviación estándar = 1). Los 
datos de salida fueron normalizados de una forma cen-
tralizada en el rango [−1, 1].

Modelo predictivo basado en RNA
Se introdujeron diez variables como entradas de las 

RNA, y cuatro variables de salida. Se utilizó la tan-
gente hiperbólica como función de activación, es decir, 
la función que genera la salida [8]. Esta es una función 
sigmoide que ayuda a que las RNA aprendan más 
rápido en relación con otras funciones [14], se utiliza 
cuando la normalización de los datos va de −1 a 1.

La topología de PMC que se utilizó se describe como 
10 − N − 4, en donde 10 y 4 son el número de entradas 
y salidas, respectivamente, y N es el número de neuro-
nas en la capa oculta del PMC. N es un número par 
desde 2 hasta 30.

Para validar las RNA se utilizó el método de submues-
treo aleatorio, un tipo de validación cruzada que con-
siste en dividir de manera aleatoria los datos en sub-
conjuntos para entrenar y probar las redes; diferentes 
para cada iteración [15]. A su vez se utilizó un método 
conocido como validación hold-out [15] para el cual se 
utilizó el criterio de parada early-stopping, que con-
siste en detener el entrenamiento de la red cuando el 
error del subconjunto de validación deja de disminuir 
y comienza a aumentar [15-17]. Para esta validación, el 
conjunto de datos se dividió en tres subconjuntos: 50 
% para el entrenamiento, 25 % para validación, y el 25 
% restante para probar el desempeño de la red. Cuando 
no se utilizó la validación hold-out, las redes se entre-
naron hasta llegar a 100 épocas utilizando el 75 % de 
los datos, mientras que el 25 % restante se utilizó para 
probar la red. Para entrenar a las RNA-PMC se utiliza-
ron los algoritmos de entrenamiento de Levenberg-
Marquardt (LM), Regulación Bayesiana (RB), 
Propagación Resiliente (PR) y Gradiente Conjugado 
Escalado (GCE), versiones modificadas del algoritmo 
de retropropagación [8]. Cada arquitectura de red dife-
rente se corrió 20 veces con y sin validación hold-out.

Para evaluar el desempeño y la precisión de la predic-
ción del modelo se utilizaron los parámetros de error 
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medio cuadrado (EMC), raíz del error medio cuadrado 
(REMC), y el coeficiente de regresión R2; estos paráme-
tros fueron un promedio de las 20 corridas para cada 
arquitectura, con el fin de reducir cualquier sesgo sobre 
la selección aleatoria de los datos [14]. El entrenamiento se 
optimizó en relación con el criterio donde se asume que 
mientras más bajo sea el EMC, el modelo simula mejor.

Este método consiste en calcular la magnitud de la 
contribución de variable de entrada sobre la salida [14]. 
Para obtener los valores de las contribuciones se usan 
los pesos de las neuronas y se asocian con las variables 
de entrada [10]. Las variables con una importancia rela-
tiva baja pueden ser omitidas del modelo sin tener una 
pérdida significativa del desempeño del mismo, resul-
tando en redes con menor número de variables de 
entrada, reduciendo así el tiempo de procesamiento 
necesario para resolver la red [15].

Evaluación de las contribuciones relativas

RESULTADOS Y DISCUSIÓN
En la Tabla 1 se muestran los valores de EMC, REMC 

y los coeficientes R2 para cada variable de salida de las 
mejores configuraciones de perceptrones. La configu-
ración con el rendimiento más bajo fue la del algoritmo 

PR con 28 neuronas sin validación hold-out, obte-
niendo un EMC de 0.051440; por otro lado, la mejor 
configuración fue obtenida a través del algoritmo RB 
con 24 neuronas y validación hold-out, obteniendo un 
EMC de 0.002143 y coeficientes de R2 por encima de 
0.97 a excepción del tiempo de llenado del corazón, 
donde se obtuvo un valor de 0.5442, el cual muestra 
que la relación del tiempo de llenado con las entradas 
de las redes es baja en comparación con la frecuencia 
cardíaca y el máximo y mínimo de contracción.

El desempeño más alto de las redes sin validación 
hold-out se vio dividida entre los algoritmos RB y LM 
en relación con GCE y PR como se muestra en la Figura 
1, este comportamiento muestra que los algoritmos 
con menor tiempo de procesamiento consiguen valo-
res de EMC altos, mientras que los algoritmos de 
mayor tiempo obtienen EMC bajos. De igual forma se 
presenta un comportamiento similar a las configura-
ciones con validación hold-out (Figura 2), a excepción 
de las últimas configuraciones de LM y RB; ya que, a 
partir de las 20 neuronas en la capa oculta, se tiene un 
aumento del EMC, entendiéndose como un sobre 
entrenamiento de la red, provocando una pobre pre-
dicción de los valores de salida.

TABLA 1: Algoritmos de entrenamiento y parámetros de desempeño para el conjunto de datos evaluados 
en las mejores redes neuronales artificiales.
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Tabla 1: Algoritmos de entrenamiento y parámetros de desempeño para el conjunto de datos evaluados en las mejores redes neuronales
artificiales.

R2

Algoritmo de Validación Número de EMC REMC Maxb Minc TdLd FCe

entrenamientoa hold-out neuronas
RB No 10 0.0113 0.1064 0.9368 0.9733 0.2720 0.9153

Sí 24 0.0021 0.0463 0.9837 0.9983 0.5442 0.9782
LM No 12 0.0094 0.0971 0.9408 0.9785 0.2854 0.9274

Sí 22 0.0024 0.0493 0.9839 0.9978 0.3438 0.9761
GCE No 24 0.0423 0.2055 0.7550 0.8121 0.0179 0.6699

Sí 14 0.0187 0.1368 0.8667 0.9382 0.2053 0.8713
PR No 28 0.0514 0.2268 0.7140 0.7960 0.0826 0.6287

Sí 30 0.0382 0.1956 0.7761 0.8428 0.0972 0.6959
aRegulación Bayesiana (RB), Levenberg-Marquardt (LM), Gradiente Conjugado Escalado (GCE) y Propagación Resiliente (PR); bMáximo nivel de

contracción ventricular; cMínimo nivel de contracción ventricular; dTiempo de llenado del corazón y eFrecuencia cardíaca.

Tabla 2: Importancia relativa ( %) de las variables de entrada∗.
Arquitectura/ Validación Variables de entradab

Algoritmoa hold-out MaFC MiFC TL FC Peso VolC Lar Anc VolD ConcD
10 − 10 − 4/RB No 8.96 12.47 5.66 6.45 14.67 10.15 7.24 13.08 9.21 12.06
10 − 24 − 4/RB Sí 5.00 7.35 3.12 3.86 14.40 17.14 12.68 13.03 8.26 15.10
10 − 12 − 4/LM No 9.36 9.46 4.85 6.93 14.55 12.16 8.17 12.89 9.03 12.56
10 − 22 − 4/LM Sí 6.00 7.31 4.05 4.77 13.65 16.09 12.53 13.08 8.15 14.33
10 − 28 − 4/PR No 10.60 10.36 9.90 9.85 10.03 9.67 10.27 9.36 9.94 9.95
10 − 30 − 4/PR Sí 10.08 11.59 9.12 9.78 9.85 9.41 10.49 10.40 9.53 9.71
10 − 24 − 4/GCE No 10.16 10.07 9.29 10.18 10.36 10.47 9.44 9.80 10.15 10.03
10 − 14 − 4/GCE Sí 10.15 11.83 9.65 9.97 9.76 9.48 9.59 10.31 9.32 9.88
∗Los valores mostrados son los promedios de 20 corridas independientes a las usadas para determinar el desempeño de las redes.
aRegulación Bayesiana (RB), Levenberg-Marquardt (LM), Propagación Resiliente (PR) y Gradiente Conjugado Escalado (GCE).
bMáximo de fuerza de contracción (MaFC), mínimo de fuerza de contracción (MiFC), tiempo de llenado (TL), frecuencia cardíaca (FC), volumen

del corazón (VolC), largo del corazón (Lar), ancho del corazón (Anc), volumen de la dilución de digoxina (VolD) y concentración de digoxina (ConcD).
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FIGURA 1: Valores promedios del error medio cuadrado de las 20 corridas de los 4 algoritmos de entrenamiento sin vali-
dación hold-out de acuerdo con el número de nodos en la capa oculta.

FIGURA 2: Valores promedios del error medio cuadrado de las 20 corridas de los 4 algoritmos de entrenamiento con vali-
dación hold-out de acuerdo con el número de nodos en la capa oculta.

En la Tabla 2 se muestran los resultados del análisis 
de las contribuciones relativas de las mejores seis 
redes determinadas a partir de la Tabla 1; dicho análi-
sis determina la influencia de las variables de entrada 
respecto con las de salida. Los valores mostrados se 
obtuvieron del promedio de 20 iteraciones de cada 
configuración independientes a las usadas para deter-
minar el desempeño de las redes. Estas contribuciones 
muestran una distribución equilibrada en su mayoría, 

lo que determina que las variables de entrada en el 
modelo no pueden ser omitidas del mismo. Al evaluar 
las contribuciones relativas se encontró que todas las 
variables de entrada tienen una contribución similar 
una con otra en relación con las variables de salida; 
esto es de esperarse, ya que la digoxina afecta directa-
mente a la actividad cardíaca, y el perfil farmacociné-
tico del corazón depende en gran medida de sus pará-
metros físicos.
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Tabla 1: Algoritmos de entrenamiento y parámetros de desempeño para el conjunto de datos evaluados en las mejores redes neuronales
artificiales.

R2

Algoritmo de Validación Número de EMC REMC Maxb Minc TdLd FCe

entrenamientoa hold-out neuronas
RB No 10 0.0113 0.1064 0.9368 0.9733 0.2720 0.9153

Sí 24 0.0021 0.0463 0.9837 0.9983 0.5442 0.9782
LM No 12 0.0094 0.0971 0.9408 0.9785 0.2854 0.9274

Sí 22 0.0024 0.0493 0.9839 0.9978 0.3438 0.9761
GCE No 24 0.0423 0.2055 0.7550 0.8121 0.0179 0.6699

Sí 14 0.0187 0.1368 0.8667 0.9382 0.2053 0.8713
PR No 28 0.0514 0.2268 0.7140 0.7960 0.0826 0.6287

Sí 30 0.0382 0.1956 0.7761 0.8428 0.0972 0.6959
aRegulación Bayesiana (RB), Levenberg-Marquardt (LM), Gradiente Conjugado Escalado (GCE) y Propagación Resiliente (PR); bMáximo nivel de

contracción ventricular; cMínimo nivel de contracción ventricular; dTiempo de llenado del corazón y eFrecuencia cardíaca.

Tabla 2: Importancia relativa ( %) de las variables de entrada∗.
Arquitectura/ Validación Variables de entradab

Algoritmoa hold-out MaFC MiFC TL FC Peso VolC Lar Anc VolD ConcD
10 − 10 − 4/RB No 8.96 12.47 5.66 6.45 14.67 10.15 7.24 13.08 9.21 12.06
10 − 24 − 4/RB Sí 5.00 7.35 3.12 3.86 14.40 17.14 12.68 13.03 8.26 15.10
10 − 12 − 4/LM No 9.36 9.46 4.85 6.93 14.55 12.16 8.17 12.89 9.03 12.56
10 − 22 − 4/LM Sí 6.00 7.31 4.05 4.77 13.65 16.09 12.53 13.08 8.15 14.33
10 − 28 − 4/PR No 10.60 10.36 9.90 9.85 10.03 9.67 10.27 9.36 9.94 9.95
10 − 30 − 4/PR Sí 10.08 11.59 9.12 9.78 9.85 9.41 10.49 10.40 9.53 9.71
10 − 24 − 4/GCE No 10.16 10.07 9.29 10.18 10.36 10.47 9.44 9.80 10.15 10.03
10 − 14 − 4/GCE Sí 10.15 11.83 9.65 9.97 9.76 9.48 9.59 10.31 9.32 9.88
∗Los valores mostrados son los promedios de 20 corridas independientes a las usadas para determinar el desempeño de las redes.
aRegulación Bayesiana (RB), Levenberg-Marquardt (LM), Propagación Resiliente (PR) y Gradiente Conjugado Escalado (GCE).
bMáximo de fuerza de contracción (MaFC), mínimo de fuerza de contracción (MiFC), tiempo de llenado (TL), frecuencia cardíaca (FC), volumen

del corazón (VolC), largo del corazón (Lar), ancho del corazón (Anc), volumen de la dilución de digoxina (VolD) y concentración de digoxina (ConcD).

El parámetro del EMC de las 20 corridas de las confi-
guraciones que se obtuvieron se acercaron al cero. Para 
el algoritmo RB se observa un máximo de EMC cuando 
el número de neuronas en la capa oculta aumenta, este 
fenómeno para ese algoritmo concuerda con otros tra-
bajos [14-17], y puede deberse a que una alta cantidad de 
neuronas aumenta la complejidad del modelo innece-
sariamente y reduce su capacidad de generalización. 
Para la variable de tiempo de llenado los valores obte-
nidos fueron menores a 0.54, lo que sugiere que para 
esta variable, las entradas no están altamente relacio-
nadas; esto puede deberse a que en los experimentos in 
vivo, la digoxina no afectó significativamente al tiempo 
de llenado ventricular, por lo que no existe una diferen-
cia significativa entre éste parámetro antes y después 
de la adición del fármaco. La capacidad tan alta de 
generalización obtenida con las RNA se debe en gran 
medida al preprocesado de los datos, la estandariza-
ción de las entradas y la normalización de las salidas.

El algoritmo de entrenamiento PR con y sin valida-
ción hold-out, muestra un rendimiento considerable-
mente menor que los otros tres, tomando en cuenta los 
parámetros EMC y R2, lo cual también es consistente 
con otros trabajos [14-15]. Sin embargo, el tiempo compu-
tacional requerido para el algoritmo PR fue el menor 
de los cuatro utilizados.

Para el modelo con la capacidad de predicción más 
alta (RB con 24 neuronas y validación hold-out), los 
coeficientes R2 cercanos a la unidad indican una corre-
lación muy fuerte entre la cantidad de fármaco aña-
dido y la respuesta farmacodinámica del corazón refle-
jada en las variables fisiológicas de tiempo de llenado 
ventricular, frecuencia cardíaca, y máximo y mínimo 
de contracción ventricular.

CONCLUSIONES
Debido a la relación farmacológica entre las variables 

de entrada estudiadas y los parámetros de la actividad 
cardíaca de salida, las entradas influyeron significati-
vamente en éstas, a excepción del tiempo de llenado 
del corazón, que tuvo una correlación con las entradas 
considerablemente más baja que las otras salidas. Esta 
relación consiste en que la digoxina aumenta la fuerza 
máxima de contracción muscular, mientras que reduce 
la frecuencia cardíaca y el tiempo de llenado. Una de 
las variables de entrada que mostró una importancia 
de interés fue la concentración de digoxina como se 
muestra en la Tabla 2.

Las RNA-PMC son un método computacional efi-
ciente para predicciones en el área de la farmacología 
cuando se entrenan con el algoritmo adecuado. Para 
este trabajo, el mejor algoritmo fue RB, seguido de LM.
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La predicción de la actividad cardíaca de corazones de 
T. stultorum es difícil debido a la cantidad de factores 
que influyen en el fenómeno; sin embargo, esta pre-
dicción fue posible utilizando un modelo de RNA-PMC 
con la configuración adecuada. Se lograron obtener 
varios modelos con una alta capacidad de predicción 
de los parámetros biofísicos de corazones de T. stul-
torum (Tabla 1). Los modelos obtenidos presentaron 

una pobre eficiencia en el tiempo de llenado del cora-
zón, como se describió anteriormente. Dichos modelos 
obtenidos pueden ser de ayuda en el estudio de los 
efectos de fármacos haciendo pruebas antes de sumi-
nistrarse en humanos. Como trabajo futuro, se pueden 
utilizar métodos numéricos para reconstruir la señal 
de la actividad cardíaca a partir de los parámetros pre-
dichos.
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RESUMEN
El presente estudio describe el análisis farmacológico de los efectos de carbacol, un agonista colinérgico, sobre la 
actividad theta del hipocampo. Sabiendo que esta actividad está críticamente relacionada con la función cognitiva 
y alterada en pacientes con neurodegeneración, los esfuerzos farmacológicos destinados a modular directamente la 
actividad theta del hipocampo se vuelven de gran importancia. En una preparación completa que contiene la región 
septal media conectada al hipocampo, desarrollada recientemente, 1 μM de carbacol provocó un incremento signi-
ficativo a nivel de potencia en la actividad theta del hipocampo. Las concentraciones menores de1 μM y mayores a 
2 μM causaron una reducción significativa en la potencia de la actividad theta. Los efectos del carbacol fueron com-
pletamente bloqueados con la escopolamina, antagonista colinérgico. A nivel experimental, es la primera vez que se 
evalúa la acción directa de un agonista colinérgico en la vía septo-hipocámpica completamente aislada. Sin embar-
go, el carbacol como agonista colinérgico es un fármaco que presenta cierto nivel de respuesta inespecífica. Es por 
eso que para corregir esta limitante experimental, se utilizó escopolamina (antagonista colinérgico) lo que nos per-
mitió corroborar los efectos sobre la vía colinérgica. En resumen, nuestros estudios electrofisiológicos demostraron 
un intervalo de concentración eficaz del carbacol que modula específicamente la actividad theta del hipocampo.

PALABRAS CLAVE: Theta, hipocampo, potencia y carbacol.
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ABSTRACT
The present study describes the pharmacological analysis of the effects of carbachol, a cholinergic agonist, on hip-
pocampal theta activity. Knowing that this activity is critically related to cognitive function and altered in patients 
with neurodegeneration, pharmacological efforts aiming to directly modulate hippocampal theta activity becomes 
of central importance. In a recently developed complete septo-hippocampal preparation, carbachol elicited sig-
nificant theta power enhancement with 1 μM. Concentrations under 1 μM and over 2 μM carbachol caused signif-
icant reduction in the power of hippocampal theta activity. Carbachol effects were completely blocked with the 
cholinergic antagonist scopolamine. At the experimental level, it is the first time the direct action of a cholinergic 
agonist is evaluated in the septo-hippocampal pathway completely isolated. However, carbachol as a cholinergic 
agonist is a drug with a certain level of nonspecific response. That is why to correct this experimental limitation, we 
used scopolamine (cholinergic antagonist) which allowed us to corroborate the effects on the cholinergic pathway. 
In summary, electrophysiological assays demonstrated an effective concentration range of carbachol specifically 
modulating hippocampal theta activity.

KEYWORDS: Theta, hippocampus, modulation and carbachol.
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INTRODUCTION
Theta rhythms of the hippocampus are proposed to 

be essential for learning and memory[1]. Until recently, 
theta oscillations between frequencies of 2 and 12 Hz 
were thought to be generated primarily by the entorhi-
nal input, CA3 Schaffer collaterals and voltage depen-
dent Ca2+ currents in pyramidal cells[2]. However, 
recent findings showed that besides the inputs from 
multiple brain areas, intrinsic theta oscillators within 
the hippocampus are critical for theta rhythm genera-
tion[3]. A main contributor for theta generation and 
modulation is the medial septum and diagonal band of 
Broca (MS-DBB), another important input to the hip-
pocampus[4]. The MS-DBB contains cholinergic, 
GABAergic, and glutamatergic neurons directly pro-
jecting the hippocampus[4, 5]. It has been suggested 
that a fine interplay exists between the external inputs 
regulating the modulation of the amplitude (power) 
and frequency in hippocampal theta rhythms[5, 6]. 
Although it remains mechanistically unclear how net-
work activity relates to memory, it has been suggested 
that the changes in theta frequency and power partic-
ipate and promote in the synchronization of hippo-
campal activity, and this phenomena could partially 
explain the mechanism behind memory formation 
and consolidation[7]. In this regard, such changes in 
oscillatory theta activity are primarily dependent 
on cholinergic afferents originating in the MS-DBB[8]. 
For example, in anesthetized and freely moving mice, 
it was found that stimulation of cholinergic neurons 
enhances theta rhythm and suppresses peri-theta fre-
quency bands, therefore increasing both power and 
coherence of theta oscillations[8]. In this vein, the role 
of the pedunculopontine tegmental nucleus (PPN) was 
evaluated due to its cholinergic component. In the 
present study, it was found that the PPN opioid system 
can enhance or suppress the carbachol (a cholinergic 
agonist) induced hippocampal theta activity depend-
ing on the actual level of PPN activation[9]. This data 
suggests that the potential role of cholinergic activa-
tion relays in synchronizing hippocampal activity[9]. 

Aiming to further study this hypothesis, by using the 
technique of intraseptal microinfusion of carbachol, 
total power increase in the theta band was found[4]. 
Overall, it is clear that hippocampal theta activity 
induced by the cholinergic agonist i.e. carbachol, con-
tributes to enhancing power and in less proportion, 
synchronization of the hippocampal theta activity; 
however, all of the previous experiments have been 
performed in utilizing the in-vivo experimental 
approach. This particular brings the issue of keeping 
cholinergic inputs from multiple brain areas and there-
fore making difficult to dissect the specific contribu-
tion of septo-cholinergic neurons projecting directly 
to the hippocampus. Aiming to overcome this problem 
we explored the effect of the cholinergic agonist car-
bachol in the complete septo-hippocampal prepara-
tion[3]. The preparation is capable of self generating 
hippocampal activity in the theta frequency band 
(2–10 Hz) and most importantly, comprises the medial 
septum with all the afferents connected to the hippo-
campus, including all the septo-hippocampal cholin-
ergic circuitry[3]. Here, we demonstrated that car-
bachol in a dose dependent manner influences the 
power of hippocampal theta activity; therefore, sug-
gesting that the main effect of septo-cholinergic neu-
rons relays in theta power modulation.

MATERIALS AND METHODS
All procedures were performed according to proto-

cols and guidelines approved by the UNAM University 
Animal Care Committee. Mice (P30–P35) were decapi-
tated, the brain was rapidly removed, and placed in 
ice-cold high sucrose artificial CSF (ACSF) solution (in 
mM: 252 sucrose, 3 KCl, 2MgSO4, 24 NaHCO3, 1.25 
NaH2PO4, 1.2 CaCl2 and 10 glucose) and bubbled with 
carbogen (95% O2 and 5% CO2). The cerebellum and 
frontal cortex were removed with a razor blade, and 
the hemispheres were separated and allowed to 
recover for 2–3 min in the oxygenated sucrose solution. 
Hippocampal isolate was then removed from the 
remaining hemisection as described previously[3]. 
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After dissection, the hippocampal complex was left at 
room temperature in ACSF and bubbled with carbogen 
for 60 min. For recording, the preparation was transferred 
quickly to a custom-made submerged recording cham-
ber. Recordings were performed at 30 –32 °C after an 
additional 30 min period acclimatization in the chamber. 
The preparation was continuously perfused with ACSF 
(25 ml/min, in mM: 126 NaCl, 24 NaHCO3, 10 glucose, 4.5 
KCl, 2 MgSO4, 1.25 NaH2PO4, and 2 CaCl2, pH 7.4, with 
95% O2/5% CO2) via a gravity-fed perfusion system and 
maintained at 30°C. Local field potentials were recorded 
using glass micropipettes (2 – 6 MΩ) filled with ACSF. 
Signals were recorded through a differential AC amplifier 
(A-M Systems), filtered online (0.1 – 500 Hz), and sampled 
at 10 KHz. All drugs came from aliquots of stock solutions 
(stored at −70 °C) and were added to the perfusing artifi-
cial ACSF at the concentrations indicated. Pairwise com-
parisons between animals were performed with statisti-
cal analysis two sample t-test.

RESULTS

Cholinergic agonist carbachol causes 
increase in the power of hippocampal theta 

activity 
The effects of the cholinergic agonist carbachol in the 

hippocampal theta activity were investigated by adding 1 
µM to our septo-hippocampal preparation with subse-
quent recording of the CA1 hippocampal area (Figure 1a). 
At baseline, the oscillations registered were in the range 
of theta band frequency, between 2 and 6 Hz (Figure 1a, 
1b y 1c). During drug stimulation, the power of theta 
band activity increased as seen in the spectrogram anal-
ysis (Figure 1c). Filtered traces revealed the increment in 
theta power during stimulation (Figure 1b and 1c). The 
increase was further confirmed when the theta peak fre-
quency was analyzed (Figure 1c and 1d). Interestingly, 
this increment in theta power was coupled to a reduction 
in theta frequency (Figure 1d). The behavior in frequency 
can be observed in the spectrogram analysis (Figure 1c) 
and the theta peak frequency analysis (Figure 1d). 

Statistical analysis revealed that cholinergic stimulation 
with carbachol induces a 129.55 +/- 52.88 increase in the 
percentage of theta power (Figure 1e) and no significant 
change in the theta frequency (data not shown).       

FIGURE 1. Effect of cholinergic agonist carbachol on hippo-
campal theta activity. Raw traces of the theta activity 

showing an increase in theta power during carbachol stimu-
lation (a). Filtered traces before (B), during (CCh) and after 
(P) drug stimulation (b). Theta activity was recorded in the 
hippocampal CA1 area (a and b). Theta peak power analysis 
confirmed the power increase during drug treatment (c and 

d). Power spectrum analysis revealed the power increase 
during stimulation period (c and d). Statistical analysis of 

theta power after cholinergic stimulation (e). Relative theta 
power change before (B), during (CCh) and after (P) stimu-

lation (n= 5, p=0.039, t-test).
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Cholinergic agonist carbachol at elevated 
concentrations (2 – 5 µM) elicited a decrease 

in power of hippocampal theta activity
Our data indicated increased power in theta activity 

with carbachol at concentrations of 1 µM (Figure 1). 
However, previous experiments were performed with 
carbachol between 5 and 10 µM[11]. In order to test this 
concentration in our septo-hippocampal preparation, 
we elevated carbachol concentration at higher doses (3 
–5 µM) (Figure 2a). Here, our data indicate a drastic 
decrease in theta power activity, as seen in raw traces 
and spectrogram analysis (Figure 2a and 2c). In order 
to investigate if the effect was mediated by muscarinic 
receptors, we applied scopolamine, an antagonist[10]. 
Changes in theta power were completely blocked by 
scopolamine addition (Figure 2b). The decrease is fur-
ther confirmed when changes in theta peak power 
were analyzed (Figure 2d). Again, no detectable 
changes were observed in the frequency of the hippo-
campal theta activity (Figure 2c and 2d). Assuming, 
carbachol at elevated doses (5 µM) could be in the 
proximity of the saturated response, we decided to 
evaluate it at 3 µM. Here, our data indicate a similar 
effect in which the power of theta activity was 
decreased (data not shown). The statistical analysis 
confirmed our findings; carbachol at concentrations 
over 2 µM elicits a significant decrease in theta power 
activity (Figure 2e).

Carbachol at lower concentrations (0.2 
to 0.5 µM) causes decrease in power of 

hippocampal theta activity 
Our data indicated that carbachol at concentrations 

between 1 and 5 µM has an important effect on the 
power of hippocampal theta activity, increasing theta 
power at 1μM and decreasing it at concentrations over 2 
µM (Figure 1 and 2). With this in mind, we decided to 
test carbachol concentrations under 1 µM (0.2 to 0.5 
µM). It should be noted that carbachol at concentrations 
of 0.5 µM have been tested using in-vitro experimental 
approaches[12, 13]. Surprisingly, our data showed that this 

FIGURE 2. Effect of carbachol (2 – 5 µM) on hippocampal 
theta activity. Raw traces of the theta activity showing a 

decrease in theta power during carbachol stimulation (a). 
Theta power effect was completely blocked by scopol-

amine (b). Power spectrum analysis reveals a power 
decrease during stimulation period (c). Theta peak power 

analysis confirms the decrease in power during drug treat-
ment (c and d). Theta peak frequency analysis before, 

during and, after carbachol stimulation (d). Statistical anal-
ysis of theta power after cholinergic stimulation (e). 

Relative theta power change before (B), during (CCh) and 
after (P) stimulation (n=7, p<0.001, t-test).

particular concentration reduces the power of the hip-
pocampal theta activity, as seen in the raw traces and 
spectrogram analysis (Figure 3a, 3b and 3c). The fil-
tered traces also confirm changes in power of theta 
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activity during drug stimulation (Figure 3b). The reduc-
tion is further confirmed when changes in theta peak 
power were analyzed (Figure 3d). Again, no detectable 
changes were observed in the frequency of the hippo-
campal theta activity (Figure 3c).  The statistical analy-
sis confirms our findings, carbachol at concentrations 
lower than 1 µM causes a significant decrease in theta 
power activity (e).

FIGURE 3. Effect of carbachol (0.2 – 0.5 µM) on hippocampal 
theta activity. Raw traces of the theta activity showing a 

decrease in theta power during carbachol stimulation (a). 
Filtered traces before, during and after drug stimulation 

(b). Power spectrum analysis reveals the power decrease 
during stimulation period (c). Theta peak power analysis 
confirms the decrease in power during drug treatment (c 

and d). Theta peak frequency analysis before, during and, 
after carbachol stimulation (d). Statistical analysis of theta 

power after cholinergic stimulation (e). Relative theta 
power change before, during and after stimulation (n= 6, 

p<0.001, t-test).

DISCUSSION
Is has previously been shown that there are two types 

of hippocampal theta activity, type I (atropine resistant 
or cholinergic independent) commonly associated with 
movement and, type II (atropine sensitive, cholinergic 
dependent) present when an animal is preparing to 
make movement[14,15]. In addition of being critical for 
integration of sensory information with motor output, 

theta activity has been correlated with spatial learning, 
navigation and is suggested to be critical for the induc-
tion of long term potentiation, a cellular mechanism of 
learning and memory[16]. Although theta activity can 
be seen in several brain structures, it is known that 
both types of theta activity can be strongly detected in 
the hippocampal formation[3]. Mechanistically, it was 
found that intraseptal microinfusion of carbachol 
resulted in continuous theta field activity regardless of 
what type of motor behaviour the animal performed or 
whether it was immobile[4]. Importantly, the perfor-
mance of a voluntary movement resulted in an upward 
shift of theta frequency[4]. In contrariety, stimulation of 
cholinergic receptors in our septo-hippocampal prepa-
ration did not result in significant changes in theta 
frequency (Figure 1 and 2). In our case, the main differ-
ence was that we do not have all the inputs from 
another brain region i.e. entorhinal cortex, therefore 

our data contributes to dissecting the specific contribu-
tion of the septo-cholinergic pathway. Another import-
ant finding of intraseptal microinfusion of carbachol 
revealed enhancement of the hippocampal theta 
band[4]. This data has also been recently confirmed by 
Buszaky’s group[7]. In agreement with this data, our 
cholinergic stimulation with carbachol at 1 µM resulted 
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in a significant increase of hippocampal theta power 
(Figure 1). To rule out the possibility of unspecific 
responses, we blocked our effect with the antagonist 
scopolamine, and the observed changes in theta power 
were fully reversed (Figure 2). 

Interestingly, when we used higher concentrations of 
carbachol (2–5 µM) our recorded theta activity was 
drastically reduced (Figure 2). Again, no significant 
change was observed in the frequency of hippocampal 
theta activity (Figure 2). Initially we felt our results 
were due to a potential saturation effect; therefore, we 
decided to lower the carbachol concentration (0.2–0.5 
µM) (Figure 3). Again, we observed a reduction in the 
hippocampal theta power with no detectable change 
in frequency (Figure 3). 

Our data indicate that the concentration of the cholin-
ergic agonist carbachol directly impacts in a dose-de-
pendent manner the power of hippocampal theta activ-
ity. In agreement with published data, direct activation 
of the septo-cholinergic pathway resulted in direct 
modulation of hippocampal theta power. Additionally 
our data indicate positive or negative modulation of 
theta power can be achieved by different concentra-
tions of cholinergic agonists. This data is of particular 
interest if we take into consideration that pharmacolog-
ical activation of acetylcholine receptors with different 
molecules is a current proposed therapeutic strategy 
towards improvement of cognition in schizophrenia 
and Alzheimer’s disease[17]. With this in mind, our data 
showed that proper receptor characterization towards 
hippocampal theta effect is critical when using and 
designing drugs directed to acetylcholine modulation. 

CONCLUSION
In a complete septo-hippocampal preparation, car-

bachol elicited significant theta power enhancement 
with 1 µM. Concentrations under 1 µM and over 2 µM 
carbachol caused significant reduction in the power of 
hippocampal theta activity.
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RESUMEN
Dos de los grandes retos en la biología de las Células Madre (CM) y la Medicina Regenerativa, son el control en la 
diferenciación de estas células y asegurar la pureza de las células diferenciadas, por lo que es necesario contar con 
técnicas rápidas, eficientes y precisas para la caracterización de CM y su diferenciación a diferentes linajes celula-
res. El objetivo de este trabajo fue analizar Células Madre Pluripotentes (CMP) y Células Pancreáticas Diferenciadas 
(CPD) mediante espectroscopía Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR) y Análisis de Componentes Principa-
les (ACP). Para ello se diferenciaron CMP a CPD, caracterizando el proceso de diferenciación a los días 0, 11, 17 y 21 
mediante microscopía óptica y espectroscopia vibracional. Los espectros FTIR se analizaron con el método multi-
variado de ACP, utilizando su segunda derivada en las regiones de proteínas, carbohidratos y ribosas. Los resultados 
indican que el ACP permite caracterizar y discriminar CMP y CPD en sus diferentes etapas de diferenciación en las 
regiones espectrales analizadas. Con lo anterior concluimos que el ACP permite caracterizar química y estructural-
mente CMP y diferentes etapas de su diferenciación en una forma rápida, precisa y no invasiva.

PALABRAS CLAVE: Células Madre pluripotentes, Diferenciación, Espectroscopía FTIR, Componentes Principales.

ibARTÍCULO DE INVESTIGACIÓN - EDICIÓN ESPECIAL CNIB 2016



ABSTRACT
Two of the greatest challenges in Stem Cells (SCs) biology and regenerative medicine, are differentiation control 
of SCs and ensuring the purity of differentiated cells. In this sense, fast, efficient and accurate techniques for SCs 
characterization and their differentiation into different cell lineages are needed. The aim of this study was to anal-
yse Pluripotent Stem Cells (PSCs) and Differentiated Pancreatic Cells (DPCs) by Fourier Transform Infrared (FTIR) 
spectroscopy and Principal Component Analysis (PCA). For this purpose, we differentiated PSCs toward DPCs, char-
acterizing the differentiation process at different stages (0, 11, 17 and 21 days) through light microscopy and vibra-
tional spectroscopy. FTIR spectra were analysed with the multivariate method of PCA, using the second derivatives 
in the protein, carbohydrate and ribose regions. The results indicate that the PCA allows to characterize and dis-
criminate PSCs and DPCs at different stages of differentiation in the analysed spectral regions. From these results, 
we concluded that the PCA allows the chemically and structural characterization of PSCs and the different stages of 
their differentiation in a fast, accurate and non-invasive way.
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INTRODUCCIÓN
Dos de los grandes retos en la biología de las Células 

Madre (CM) y la medicina regenerativa, son el control 
en la diferenciación de CM y asegurar la pureza de las 
células diferenciadas [1]. Una CM, se define como aque-
lla célula que tiene capacidad de autorenovación y 
potencialidad de diferenciación, y puede mantenerse 
en estado indiferenciado por tiempo prolongado. De 
acuerdo a su potencialidad, las CM se clasifican en toti-
potentes, pluripotentes, multipotentes y unipotentes. 
Una propiedad esencial de las Células Madre 
Pluripotentes (CMP), es su capacidad de diferenciarse 
en más de 200 tipos de células especializadas bajo cier-
tas condiciones de cultivo [2]. Diversos estudios experi-
mentales en animales y algunos ensayos clínicos 
empleando CM, han demostrado su potencial terapéu-
tico en enfermedades de impacto mundial y social 
como la Diabetes, en las cuales los tratamientos médi-
cos actuales son insuficientes para el control metabó-
lico y sin opción de regenerar el órgano dañado para 
aumentar su función [3]. Se han propuesto diversos 
protocolos para la obtención de Células Pancreáticas 
Diferenciadas (CPD) a partir de CMP, caracterizándolas 
antes de ser implantadas en modelos diabéticos ani-
males mediante técnicas especializadas como inmu-
nocitoquímica, citometría de flujo y análisis de marca-
dores moleculares, las cuales requieren personal espe-
cializado, tiempo prolongado y en algunas ocasiones 
un gran número de células [4, 5]. Por estas razones, es 
necesario proponer técnicas eficientes, rápidas y no 
invasivas, que faciliten la identificación de células o 
etapas de maduración durante el proceso de diferen-
ciación celular.

La espectroscopía Infrarroja por Transformada de 
Fourier (FTIR) es una técnica empleada para obtener la 
huella dactilar molecular de una muestra biológica que 
absorbe la onda infrarroja de acuerdo con los enlaces 
químicos y estructurales de las moléculas, proporcio-
nando información de la estructura específica de bio-
moléculas como lípidos, proteínas, carbohidratos y 

ácidos nucleicos, a través de una serie de bandas iden-
tificables de grupos funcionales en la región electro-
magnética del infrarrojo medio [6]. Algunos autores 
han reportado el uso de la espectroscopía FTIR para 
aplicaciones potenciales en sistemas biológicos, los 
cuales incluyen estudios citológicos, histológicos y 
microbianos, acercándose al diagnóstico clínico en 
combinación con técnicas computacionales [7]. El 
Análisis de Componentes Principales (ACP) es una téc-
nica estadística que procesa las bandas espectrales 
FTIR y permite discriminar diferentes tipos de linajes 
celulares [8]. Por esta razón, la bioespectroscopía 
comienza a ser una herramienta común en la detec-
ción o diagnóstico de laboratorio. Hasta el momento, 
en la literatura no existen reportes sobre el análisis 
espectroscópico FTIR y sus componentes principales 
en la diferenciación de CM a células pancreáticas. El 
objetivo central de éste proyecto es determinar si el 
ACP a partir de espectros vibracionales FTIR permite 
caracterizar el proceso de diferenciación de CM a CPD.

METODOLOGÍA

Diseño experimental
Se sembraron CMP y se sometieron a un protocolo de 

diferenciación de 21 días. Durante el proceso de dife-
renciación, se caracterizaron morfológica y espectros-
cópicamente las CMP (día 0) y las CPD en diferentes 
etapas de diferenciación (11, 17 y 21 días). Finalmente, 
los espectros FTIR de CMP y CPD se normalizaron y se 
calculó su segunda derivada, la cual se utilizó para 
realizar el ACP. Todos los datos se realizaron por tripli-
cado, y todos los experimentos se repitieron al menos 
tres veces.

Cultivos celulares
Se sembraron CMP (ATCC cat: SCRR-2010) a una den-

sidad de 50,000 células/cm2 sobre una monocapa de 
fibroblastos embrionarios de ratón previamente arres-
tados, para mantener las CMP en un estado indiferen-
ciado, utilizando medio basal de células madre (ATCC 
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cat: SCRR-2010) suplementado con 15% de suero fetal 
bovino (FBS), 2-ß mercaptoetanol al 0,1 mM (Invitrogen 
cat: 21985023) y factor inhibidor de leucemia a razón 
de 1 000 U/ml (Chemicon cat: ESG1107). 

Posteriormente, las CMP se separaron de la monocapa 
de fibroblastos y se sometieron a un protocolo de dife-
renciación pancreática de 21 días, sembrándose a una 
densidad de 50,000 células/cm2, empleando 4 medios 
de diferenciación en tiempos específicos como sigue: 
medios de diferenciación 1 y 2 fueron utilizados en los 
días 0 y 2 de diferenciación respectivamente, mismos 
que contenían medio Iscove modificado por Dulbecco 
(IMDM) (Sigma; 51471C) suplementado con 15% de 
suero fetal de ternera (FCS) (Promocell; C-37350), 50 
μg/ml de ácido ascórbico (AA) (Sigma; A5960) y mono-
tioglicerol (MTG) (Sigma; M4165) a una concentración 
de 6 X103 y 6 X104 M para los medios de diferencia-
ción 1 y 2 respectivamente. El medio de diferenciación 
3 fue utilizado del día 6 al día 13 de diferenciación, y 
consistió de medio Eagle modificado por Dulbecco/
F12 (DMEM/F12) (Invitrogen, 11320-033) suplemen-
tado con 15% FBS y 10 ng/ml de factor de crecimiento 
fibroblástico humano recombinante (FGF2) (Sigma, 
F0291); finalmente, del día 13 hasta el final del proto-
colo de diferenciación (día 21), las CPD se mantuvieron 
en medio de diferenciación 4, el cual contenía medio 
de diferenciación 3 más 10 mM de nicotinamida 
(Sigma, N0636), 0.1 nM de exendina-4 (American 
Peptide Company; 46-3-12) y 10 ng/ml de activina-B 
humana recombinante (Sigma; A1729). Todas las 
líneas celulares se incubaron a 37°C, 95% de humedad 
y 5% de CO2.

Análisis morfológico
Las CMP (día 0) y las CPD a los días 11, 17 y 21 de dife-

renciación, fueron analizadas morfológicamente 
mediante microscopía directa de campo claro y con-
traste de fases, empleando un microscopio invertido 
(Ti-U Eclipse, Nikon) determinando su forma y con-
fluencia celular.

Espectroscopía Infrarroja
por Transformada de Fourier

El análisis por espectroscopía FTIR de las CMP y CPD 
en sus diferentes etapas de diferenciación, fue reali-
zado en el intervalo espectral entre 4000–400 cm-1 
utilizando un espectrómetro FTIR (Vertex 70, Bruker) 
en el modo de Reflectancia Total Atenuada (ATR). El 
instrumento cuenta con una resolución espectral fija 
de 4 cm-1. Se prepararon tres réplicas de cada etapa de 
diferenciación (0, 11, 17 y 21 días) para su análisis 
espectroscópico FTIR. Las muestras de células fueron 
obtenidas y se lavaron dos veces con PBS con el fin de 
eliminar el medio de cultivo; se centrifugaron a 1,200 
rpm durante 3 minutos y se eliminó el sobrenadante. 
Finalmente, la muestra celular (∼105 células resuspen-
didas en 3 μl) fue colocada sobre la superficie del cris-
tal ATR y se dejó secar a temperatura ambiente durante 
15 minutos para eliminar el exceso de agua, midiendo 
los espectros hasta que las bandas de absorción rela-
cionadas con el agua fueran indetectables. La radia-
ción infrarroja se propagó a través del cristal y de la 
muestra para obtener el espectro correspondiente a la 
absorción infrarroja de las células, en un promedio de 
120 adquisiciones por cada medición.

Tratamiento espectral
y análisis multivariado

Una vez que se adquirieron todos los espectros FTIR 
(espectros en crudo), se les aplicó un tratamiento de 
normalización de variable aleatoria normal tipificada 
(SNV) utilizando el programa Unscrambler X versión 
10.3 (CAMO Software AS); posteriormente, se realizó 
el cálculo de la segunda derivada de cada espectro 
empleando el algoritmo Savitzky-Golay, el cual aplica 
un ajuste sucesivo de subconjuntos de datos puntuales 
adyacentes con un bajo grado polinominal por míni-
mos cuadrados a la aproximación lineal. Después de 
que los espectros fueron tratados y calculados en 
segunda derivada, se utilizaron como datos de entrada 
para la aplicación del método multivariado de ACP 
mediante el programa Unscrambler X 10.3. Este 
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método de ACP es una técnica estadística de síntesis 
de la información o reducción de dimensión (número 
de variables), es decir, ante un banco de datos con 
muchas variables (espectros FTIR), el objetivo es redu-
cirlas a un menor número perdiendo la menor canti-
dad de información posible buscando combinaciones 
lineales de las variables originales que representan lo 
mejor posible la variabilidad presente en los datos. De 
este modo, con unas pocas combinaciones lineales, 
que son los componentes principales, sería suficiente 
para entender la información contenida en los datos. 
Al mismo tiempo, la forma en que se construyen los 
componentes (gráficas de puntuación), sirve para 
entender la estructura de correlación (formando agru-
paciones y/o trayectorias) inherente a los datos.

RESULTADOS
Las CMP (día 0) presentaron una morfología esférica 

y simétrica, con características adherentes y tendencia 
a formar colonias celulares, característica morfológica 
de su estado de indiferenciación en cultivo (Figura 1).

FIGURA 1. Colonia de células madre pluripotentes (↑),
característica morfológica delestado de indiferenciación en 

cultivo (100X)

Posteriormente, una vez separadas las CMP de la 
monocapa de fibroblastos, se disgregaron y se some-
tieron al protocolo de diferenciación de 21 días, resul-
tando CPD con morfología esférica y tendencia a for-
mar agregados celulares tridimensionales denomina-
dos Cuerpos Embrionarios (CE), los cuales se observa-
ron claramente a partir del día 6 de diferenciación y 
aumentaron de tamaño conforme al tiempo de cultivo 
hasta presentar una tridimensionalidad al día 21 de 
diferenciación (Figura 2).

Respecto a los espectros FTIR de CMP y CPD en sus 
diferentes etapas de maduración (0, 11, 17 y 21 días), se 
observó en los espectros en crudo normalizados, ban-
das de absorción asociadas con diferentes tipos de bio-
moléculas, encontrando diferencias en la composición 
estructural y bioquímica entre CMP y CPD (Figura 3). 

Bandas de absorción a 1744 cm-1 están relacionadas 
con las vibraciones de extensión del grupo éster C=O de 
lípidos, mientras que dos bandas intensas a 1650 cm-1 y 
1540 cm-1 están relacionadas con los grupos funciona-
les amida I y amida II de proteínas respectivamente.

Las bandas a 1454 cm-1 corresponden a los grupos 
metilo y metileno de lípidos y proteínas, en tanto las 
bandas a 1396 cm-1 se deben a las vibraciones de exten-
sión COO- de las cadenas laterales de aminoácidos. Las 
siguientes bandas a 1238 cm-1 y 1080 cm-1 están relacio-
nadas con las vibraciones de extensión asimétricas y 
simétricas P=O de los grupos fosfodiéster PO2 de molé-
culas fosforiladas respectivamente. Enseguida, las 
bandas a 1030 cm-1 corresponden a la absorción de 
vibraciones C-O de glucógeno.

Por último, las bandas en el intervalo 992-986 cm-1 
están asociadas con la cadena principal de fosfato 
ribosa, mientras que las bandas a 966 cm-1 provienen 
de las vibraciones de extensión del esqueleto de DNA.



Mata-Miranda et al. Componentes Principales mediante Espectroscopia FTIR como Técnica de Caracterización Innovadora durante la Diferenciación de Células Madre Pluripotentes a Células Pancreáticas 230

FIGURA 2. Diferenciación de células madre pluripotentes a cuerpos embrionarios (CE) conformados por células pancreáticas 
diferenciadas, (100X). A. Células en 6 días de diferenciación conformando un CE. B. Aumento del CE conformado por células 
en 11 días de diferenciación. C. CE de 17 días de diferenciación. D. CE denso conformado por células pancreáticas diferencia-

das al día 21 de diferenciación.

FIGURA 3. Espectros FTIR de Células Madre Pluripotentes 
(CMP) y Células Pancreáticas Diferenciadas (CPD) en difer-
entes etapas de maduración (11, 17 y 21 días) representados 
en la región de la huella dactilar biológica (1800-800 cm-1).

Subsecuentemente, se obtuvo la segunda derivada de 
los espectros FTIR normalizados de CMP y CPD en las 
regiones de amida I de proteínas (1700-1600 cm-1) y 
carbohidratos y ácidos nucleicos (1100-850 cm-1) 
(Figura 4). En la Figura 4A correspondiente a la región 
amida I de proteínas, se observan bandas relacionadas 
con los componentes de la estructura secundaria de 
proteínas como giros β (1693 cm-1 y 1682 cm-1), hélices 
α (1650 cm-1) y láminas β (1634 cm-1), los cuales son 
específicos y sensibles a cambios estructurales y con-
formacionales de las proteínas, apreciando un aumento 
en la intensidad de las bandas respectivas a giros-β y 
disminución en la intensidad de las bandas de héli-
ces-α y láminas-β en las CPD respecto a las CMP. 
Respecto a la segunda derivada en la región de carbo-
hidratos y ácidos nucleicos (Figura 4B), se observó un 
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incremento significativo en la intensidad de las bandas 
correspondientes a los grupos fosfato y glucógeno 
entre 1080 y 1030 cm-1 en las CPD y una disminución 
significativa en las bandas correspondientes a la vibra-
ción de la cadena principal de fosfato ribosa (992 cm-1) 
y al anillo de ribosa (914 cm-1) en las CMP al someterlas 
al proceso de diferenciación pancreática. Así mismo, 
también se apreció en las CPD un desplazamiento y 
aumento de la intensidad en las bandas correspon-
dientes a las vibraciones de extensión del esqueleto de 
DNA (986 cm-1) así como la banda espectral a 899 cm-1 
correspondiente a DNA/RNA.

FIGURA 4. Segunda derivada de los espectros FTIR de 
Células Madre Pluripotentes (CMP) y Células Pancreáticas 
Diferenciadas (CPD) en diferentes etapas de maduración 

(11, 17 y 21 días), en dos regiones (N=3). A. Amida I de 
proteínas. B. Carbohidratos y ácidos nucleicos.

Finalmente, con los espectros tratados y calculados 
en segunda derivada, se utilizaron los datos espectra-
les de la región amida I de proteínas (1700-1600 cm-1) 
así como de la región de carbohidratos y ácidos nuclei-
cos (1100-850 cm-1) para realizar el análisis multiva-
riado de ACP (Figura 5). Se obtuvieron gráficas de 
puntuación en las siguientes regiones: región amida I 
de proteínas correspondiente a las hélices α (1658-1643 
cm-1) (Figura 5A), región de grupos fosfato y carbohi-
dratos correspondiente al glucógeno (1068-1022 cm-1) 
(Figura 5B), y región de ácidos nucleicos correspon-
diente a fosfato ribosa (1005-975 cm-1) (Figura 5C). Se 
observa en las gráficas de puntuación de las tres regio-
nes una clara discriminación entre datos asociados a 
CMP con respecto a los de CPD. Además de lo anterior, 
los datos asociados a CPD en las tres regiones espectra-
les analizadas pudieron ser agrupados en trayectorias, 
cuya magnitud del segundo componente principal 
determina la discriminación en las diferentes etapas 
del proceso de diferenciación de CMP a CPD. Esta dis-
criminación resulta muy evidente en la tercera gráfica 
de puntuación correspondiente a la región de fosfato 
ribosa (1005-975 cm-1).

DISCUSIÓN
De acuerdo a la espectroscopía vibracional infrarroja, 

el espectro FTIR obtenido de CMP, fue similar a lo 
reportado por Ami y cols. [8], y posterior a su diferen-
ciación se observaron cambios notorios en las intensi-
dades y frecuencias de las bandas de absorción de las 
CPD con respecto a las CMP, particularmente en las 
regiones espectrales de proteínas, carbohidratos y áci-
dos nucleicos, reflejando diferencias estructurales 
entre estas líneas celulares (Figura 3). Así mismo, Ami 
y cols. también reportaron estos cambios espectrales 
durante la diferenciación de CMP conformando CE, 
confirmando con estos resultados la obtención de CE a 
partir de CMP mediante espectroscopía vibracional.

Similar a otros estudios, como los reportados por Ami 
y cols. y Cao y cols. [8, 9], los espectros FTIR obtenidos 
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en este trabajo de CMP y CPD fueron complejos, pero el 
uso del análisis multivariado nos facilitó el procesa-
miento para identificar y evidenciar los cambios espec-
trales más significativos durante la diferenciación; en 
nuestro caso, la segunda derivada de los espectros de 
CMP y CPD (Figura 4), fue utilizada para proporcionar 
mayor precisión al ACP. 

Con al análisis de la segunda derivada de los espec-
tros FTIR, pudimos observar en la región amida I de 
proteínas cambios en la intensidad relativa de los com-
ponentes asociados con la estructura secundaria de las 
proteínas como giros β, hélices α y láminas β, lo que 
sugiere que proteínas específicas fueron expresadas y 
reorganizadas durante la diferenciación de CMP. 
Además, similar a lo reportado por Oyamada y cols., 
observamos una sobreexpresión de giros β la cual está 
relacionada con un aumento de las uniones gap durante 
la diferenciación de CMP [10]. 

En lo que respecta a la segunda derivada en la región 
de carbohidratos y ácidos nucleicos, apreciamos un 
aumento significativo en la intensidad de las bandas 
asociadas con las vibraciones de los grupos fosfato y 
glucógeno (1080-1030 cm-1) en las CPD, lo cual se atri-
buye a que la autorenovación de las CMP está poten-
ciada por la inhibición parcial de la enzima glucógeno 
sintasa quinasa 3 (Gsk3), y cuando las CMP pierden su 
estado de indiferenciación, ésta enzima se activa e 
incrementan los niveles de glucógeno en las CPD [11].
Asimismo, en esta región observamos un incremento y 
desplazamiento de la banda espectral 966 cm-1 de CMP 
a 986 cm-1 en las CPD, así como la presencia de un nuevo 
componente a 899 cm-1 en las CPD, lo cual puede ser 
asignado a la traslación de mRNA y a un modo vibracio-
nal que indica la presencia de un nuevo DNA/RNA híbri-
dos una vez que ocurre el proceso de diferenciación [12].

Realizando el análisis multivariado de ACP (Figura 5), 
pudimos observar en el primer componente principal 
para las tres regiones exploradas, una clara discrimi-

FIGURA 5. Gráficas de puntuaciones del Análisis de 
Componentes Principales a partir de los espectros FTIR de 
Células Madre Pluripotentes (CMP) y Células Pancreáticas 

Diferenciadas (CPD), en tres regiones (N=3). A. Hélices α de 
proteínas. B. Glucógeno. C. Cadena principal de Fosfato 

Ribosa.
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nación entre CMP y CPD, evidenciando el cambio bio-
químico y estructural que sufren las CM al ser diferen-
ciadas, resultados que han sido reportados por diver-
sos autores y nuestro grupo de investigación mediante 
técnicas moleculares o fenotípicas durante la diferen-
ciación dirigida de CMP [2, 4, 5, 8, 13, 14]. 

Respecto al segundo componente principal en las pri-
mera y segunda regiones (proteínas y carbohidratos), 
este análisis nos posibilitó discriminar la primera fase 
de diferenciación (día 11), en la cual como se mencionó 
anteriormente, se ha reportado la expresión de nuevas 
proteínas relacionado con el aumento en la complejidad 
celular y en el contenido proteico, así como el aumento 
de las moléculas de azúcar por el metabolismo de los 
carbohidratos como el glucógeno durante la diferencia-
ción de CMP [2, 8, 10]. Además, esta segunda región anali-
zada correspondiente al glucógeno, refuerza mediante 
ACP lo reportado por Walsh y cols., quienes mencionan 
que este intervalo espectral, constituye un buen indica-
dor de las alteraciones en la estructura secundaria del 
DNA y lo destacan como una región fundamental para 
el proceso de diferenciación [15]. 

Por último, el segundo componente principal en la ter-
cera región (fosfato ribosa), es el que nos permitió discri-
minar efectivamente todo el proceso de diferenciación 

(días 11, 17 y 21) y está relacionado con cambios en el 
contenido de RNA debido a una sobre o baja regulación 
de los genes y a la activación transcripcional que se lleva 
a cabo durante el proceso de diferenciación de CM [16].

La aplicación de esta metodología puede ser útil para 
caracterizar CM y su proceso de diferenciación a diver-
sos linajes celulares en tiempos cortos, aunque se 
necesitan otros ensayos para caracterizar y discrimi-
nar células diferenciadas altamente especializadas.

CONCLUSIONES
El ACP a partir de la espectroscopía FTIR, permite 

caracterizar química y estructuralmente CMP y su pro-
ceso de diferenciación a células pancreáticas. Tales 
resultados infieren viabilidad técnica para proponer el 
ACP como una técnica no invasiva y rápida para carac-
terizar un proceso de diferenciación celular.
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Coherence analysis of EEG in locomotion using graphs

Análisis de coherencia de señales EEG en locomoción usando grafos
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ABSTRACT
One of the most interesting brain machine interface (BMI) applications, is the control of assistive devices for re-
habilitation of neuromotor pathologies. This means that assistive devices (prostheses, orthoses, or exoskeletons) 
are able to detect user motion intention, by the acquisition and interpretation of electroencephalographic (EEG) 
signals. Such interpretation is based on the time, frequency or space features of the EEG signals. For this reason, 
in this paper a coherence-based EEG study is proposed during locomotion that along with the graph theory allows 
to establish spatio-temporal parameters that are characteristic in this study. The results show that along with the 
temporal features of the signal it is possible to find spatial patterns in order to classify motion tasks of interest. In 
this manner, the connectivity analysis alongside graphs provides reliable information about the spatio-temporal 
characteristics of the neural activity, showing a dynamic pattern in the connectivity during locomotions tasks.

KEYWORDS: Coherence, feature extraction, graphs, EEG processing.
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RESUMEN
Una de las aplicaciones de las interfaces cerebro máquina (BMI, por las siglas en Inglés de brain machine interface) 
que en la actualidad han tenido mucho interés es el control de dispositivos de asistencia en rehabilitación de patolo-
gías neuromotrices. Esto es, que los dispositivos (prótesis, órtesis o exoesqueletos) tengan la capacidad de ejecutar 
la intención de movimiento del usuario, a través de la interpretación de las señales electroencefalográficas (EEG). 
Dicha interpretación se basa en el conocimiento de características en diferentes dominios de la señal EEG i.e., el 
dominio del tiempo, de la frecuencia o del espacio. Por tal motivo, en este trabajo proponemos un estudio sobre la 
coherencia de las señales EEG durante actividades de locomoción que, por medio de la teoría de grafos, nos permita 
establecer parámetros espacio-temporales característicos de las actividades motrices propuestas. Los resultados 
muestran que, además de las características temporales de la señal, es posible encontrar patrones espaciales que 
ayuden a clasificar las tareas motrices de interés. Esto es, el análisis de conectividad complementado con sus grafos 
asociados proporciona información confiable sobre las características espacio-temporales de la actividad neural, 
reflejando la dinámica de sus ajustes en correspondencia con distintos niveles de conectividad durante la marcha.

PALABRAS CLAVE: Coherencia, extracción de características, grafos, procesamiento de EEG.
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INTRODUCTION
The main goal of brain machine interfaces (BMIs) is to 

provide a technological device in order to improve com-
munication between brain and environment. According to 
the pathway of the neural information, BMIs are divided in 
efferent, afferent and bidirectional [1]. The first ones use 
neural information to decode motor intent, the extracted 
data is used afterwards to command an artificial actuator 
[2]. A efferent BMIs sense physical quantities from the envi-
ronment and use such information to induce a stimulation 
in the brain (e.g. electrical microstimulation) [3,4]. 
Bidirectional BMIs are able to decode motor intention and 
encode sensory information to exchange it with the brain 
in a closed loop approach [5]. Nowadays BMIs are used in a 
wide variety of applications, from entertainment [6,7] to 
therapeutics [8,9]. In the field of therapeutic applications, 
BMIs are assistive devices that enable patients with severe 
motor impairments to control external actuators such as 
prostheses, orthoses or exoskeletons [10].

The restoration of locomotion in patients with lower-limb 
impairments using BCIs is a scientific and technological 
challenge. Currently one of the paradigms is to provide 
lower limb wearable robots for physical movement assis-
tance and rehabilitation such as disabled people can 
recover their locomotion capabilities [11,12]. According to 
the efferent BMIs, the main idea is that the assistive device 
could be able to interpret the motion intention of the 
patient and carried it out. The understanding of the neural 
activity during human locomotion is the key for the inter-
pretation of voluntary motion which has been widely 
studied in recent years. Two approaches have been pro-
posed: (i) classification of time and/or frequency features 
from electroencephalographic (EEG) recordings [13,14], and 
(ii) decoding of kinematic variables from the lower limbs 
from time-variant EEG frequency features [15-17]. Both 
schemes have been used to interpret EEG data mainly 
during well-controlled walking protocols [18-21].

Although time and frequency features of EEG have pro-
vided useful information to understand neural activity, 

current advances in Neuroscience have pointed out that 
human locomotion involves a highly complex neural con-
trol in various locations of the central nervous system, 
including the planing and initiation in supraespinal areas 
(cortex, basal ganglia, midbrain and hindbrain) as well as 
timings and patterns of locomotor movements at spinal 
cord [22]. At this point emerges the interest in knowing the 
spatial behavior of the neural activity. This has two main 
purposes, to obtain information about the user motion 
intention and, allowing in this way that assistive devices 
can reproduce more precisely the human movement. In 
order to deal with spatial analysis of the neural activity in 
locomotion, in this work it is proposed a study of the neu-
ral connectivity during locomotion, including speed 
changes, in order to seek spatial patterns and their evolu-
tion that allows us to classify motion tasks.

Here, connectivity is studied through the coherence 
analysis, because is a widely used methodology in differ-
ent fields of Neuroscience [23-25], when functional connec-
tivity between regions of the brain must be evaluated, and 
it can be useful to identify neuroanatomical and neuro-
physiological factors in EEG signals [26]. Also, the connec-
tivity dynamics during locomotion is evaluated via the 
graphs associated to the respective coherence matrices. 
The paper is organized as follows. The experimental pro-
tocol along with the connectivity analysis is described in 
Methodology section. textcolorblueNext, connectivity 
results and their statistical analysis are presented in the 
Results section. Finally, in the last section a brief discus-
sion and the main conclusions of this work are presented.

METHODOLOGY

Experimental Control
 A set of locomotion tasks were performed with three 

healthy research subjects, that did not present neuro-
motor pathologies in their lower limbs. All partici-
pants gave their consent before the experiment. The 
experiment consisted in a controlled walk on a tread-
mill (XTERRA® trail racer 3.0) at two different veloci-
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ties. The treadmill is set at velocity 1 (V1) and the sub-
ject start to walk; at this velocity (3 mph) the subjects 
should feel comfortable. After a minute in V1 the tread-
mill velocity is changed to V2 (5 mph). The transition 
time (T1) where an acceleration occurs is the time 
interval between V1 and V2. After a minute in V2 the 
treadmill velocity changes back to V1. The transition 
time (T2) where a deceleration occurs is the time 
between V2 and V1. Finally, the subject remains walk-
ing in V1 for a minute. After that, the treadmill is 
stopped and the EEG acquisition is turned off after 15 
second in idle state. This procedure was repeated ten 
times for each subject under examination, considering 
comfortable resting periods between trials.

The acquisition of the EEG signals was carried out by 
the B-Alert® X10 from Advanced Brain Monitoring, 
Inc. The system has nine electrodes according to the 
international 10-20 system (Fz, F3, F4, Cz, C3, C4, POz, 
P3 and P4), and its sampling frequency is 256 Hz. The 
signal pre-processing (low and high frequencies noise 
filtering, and artifacts) was carried out by the inner 
filters of the acquisition system.

Figure 1 shows the electrode distribution of the EEG 
equipment, according to the International 10-20 elec-
trode placement system (left), and the research sub-
ject wearing the equipment (right). In order to study 
the neural connectivity, the spectral content of the 
EEG recordings at each electrode are analyzed. 
According to literature, changes in the α (8-13 Hz) and 
β (13-30 Hz) bands of neural activity have been 
observed during motion tasks [27]. Both bands were 
filtered using 5-order Chebyshev band-pass filters that 
were implemented in Matlab®.

Coherence is a frequency function that measures the 
statistical interrelation of two signals through several 
coefficients in the frequency domain. Coherence coef-
ficients are normalized between 0 and 1 [26,28]. In 
order to determine connectivity between electrodes 
the spectral coherence was calculated in frequency 
domain ω, defined by:

FIGURE 1: The neural activity is recorded with the B-Alert® 
X10 from Advanced Brain Monitoring, Inc. The electrode 

distribution is according to the International Standard 
10-20 system.

where SXX and SY Y define the auto-spectra densities of 
the X and Y time series, SXY defines the cross-spectrum 
density of both signals.

The result of Equation (1) is a set of coherence values 
in a frequency interval. When the coherence between 
electrodes is calculated, it is possible to group such 
sets in a symmetric matrix of dimension n×n, where n 
is the number of electrodes. In this case, the average 
coherence value is obtained among the range of the 
Nyquist frequency (fs/2), where fs is the sample fre-
quency:
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In this manner, a symmetric matrix C of dimension n 
× n is obtained, where C coefficients determine the 
electrodes’s interrelations. However, from C the most 
important is know how relevant is the relation of each 
electrode respect to others. This is obtained by the 
average of the columns of C, i.e., c where their ele-
ments are given by:

where ci is a weighted vector that determines the rel-
ative importance of the electrode in the interconnec-
tion, thus it represents the average connectivity degree 
between electrodes and cij are the elements of C.

In order to analyze the statistical data of the connec-
tivity, an intra-subject one-way ANOVA was carried 
out by Minitab R 17. The analysis was organized as fol-
lows: the connectivity coefficient of the n electrodes 
per subject, three velocities (V1, V2 and V1) and two 
transition (T1 and T2 ) stages that were repeated 10 
times by each subject. The null hypothesis considers 

that the five stages means are equal, while in the alter-
native hypothesis considers that at least one mean is 
different from the others. The significance level are set 
at α = 0.05. The same assumptions made for meas are 
considered to analyze the variance of variables among 
the trials.

Graphs
The coherence is analyzed in pairs of electrodes, this 

is, the coherence value represents the connection 
weight between them. Therefore, the matrix C can be 
represented by a connectivity graph. According to the 
Graph Theory, a graph G is an ordered triad (V, E, Ψ) 
which consist of a not empty set V of vertices, an E set 
of edges, and an incidence function Ψ : E −→ V . For 
each edge the following condition holds: Ψ associates 
the edge e to a pair of vertices of V , Ψ(e) = u, v [29]. In 
this work the adjacent matrix of a graph G with a set of 
vertices V (electrodes) is the square matrix C = C(G) of 
dimension n × n. Each element cij of this matrix ranges 
in [0.5, 1] if vi, vj belongs to E, elsewhere zero. Matrix C 
is symmetric with the null diagonal. The grade of ver-
tex vi is d(vi), and it is defined as the number of cij ≥ 0,5 
in each row (or column).

FIGURE 2: Frequency spectrum of a neural signal. The α (8-13 Hz) and β (13-30 Hz) bands provides information 
about the neural activity during motion activities [27].



Quiroz et al. Coherence analysis of EEG in locomotion using graphs 240

The one-way ANOVA results (F and p values) for the three 
research subjects are the following: Subject 1 (F = 11.31, p 
≈ 0.000), Subject 2 (F = 9.84, p ≈ 0.000) and Subject 3 (F = 
16.47, p ≈ 0.000). This implies that significant differences 
(inside the 95 % Confidence Interval) were found among 
the means of velocity (V1, V2 and V1) and transition stages 

(T1 and T2) at each subject. The statistical parameters of 
the coherence in α-band are summarized in Table 1, 
whereas Table 2 shows the statistical parameters of coher-
ence in β-band. In both tables, the number of samples is 
defined as the average connectivity degree computed 
from data of α and β bands for each motion task.

TABLE 1: Results from statistical analysis of c in α-band: mean, standard deviation and confidence 
interval intra-subjects (CI).
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whereas Table 2 shows the statistical parameters of coherence in β-band. In both tables, the
number of samples is defined as the average connectivity degree computed from data of α and
β bands for each motion task.

Motion tasks Number of samples Mean Standard deviation 95 %CI
Subject 1 V1 90 3.8438 0.8514 (3.6721, 4.0154)

T1 90 4.2785 0.7974 (4.1068, 4.4501)
V2 90 3.7690 0.8827 (3.5973, 3.9406)
T2 90 4.4033 0.7636 (4.2317, 4.5750)
V1 90 3.8267 0.8426 (3.6550, 3.9983)

Subject 2 V1 90 4.4834 0.6418 (4.3463, 4.6204)
T1 90 4.0492 0.7346 (3.9121, 4.1862)
V2 90 4.5728 0.6377 (4.4358, 4.7098)
T2 90 4.1694 0.6308 (4.0324, 4.3065)
V1 90 4.3952 0.6572 (4.2582, 4.5323)

Subject 3 V1 90 4.2568 0.7842 (4.0902, 4.4235)
T1 90 4.4280 0.7987 (4.2614, 4.5946)
V2 90 3.5807 0.8662 (3.4141, 3.7473)
T2 90 3.8268 0.7687 (3.6602, 3.9934)
V1 90 4.1831 0.7998 (4.0164, 4.3497)

Table 1: Results from statistical analysis of c in α-band: mean, standard deviation and confidence
interval intra-subjects (CI).

Additional to the results presented in Tables 1 and 2, Figure 3, 4 and 5 show the average
and standard deviation of the filtered signals in the α-band (A) and β-band (B) for each of the
three research subjects. In these figures, the dark-blue boxes include the means and variance of
the average connectivity degree of each of the nine electrodes ci (horizontal axes) in each motion
task described in the experimental protocol. More precisely, the first light-blue box represents
velocity 1 (V1), the second light-blue box is velocity 2 (V2), whereas the third light-blue box is
the V1 again. The transition between V1 and V2 is the first white box (T1) and the transition
between V2 and V1 is the second white box (T2).

Electrodes connectivity

A graph was construct in order to observe the connectivity dynamics between electrodes,
during the motion tasks (both, velocities and transitions). Based on the statistical analysis of
the intra-subject result, an average graph at each of the five motion tasks (V1, T1, V2, T2 V1),
considering the three research subject and the ten performed trials. Figure 6 shows the topological
structure of such graphs considering α-band of the EEG signal of each electrode. On the Figure
7 the graphs of β-band are shown.

DISCUSSION

As it was presented in Figure 3.A, Figure 4.A, Figure 5.A and Tables 1 and 2, the means of
the motion tasks differ among them significantly; most precisely, means of velocity stages differ
from means of transition stages while means of the same-kind stage (velocity/transition) do not
differ in Subject 1 and 2, i.e. means are very close. A particular behavior is presented in Subject

Additional to the results presented in Tables 1 and 2, Figure 
3, 4 and 5 show the average and standard deviation of the 
filtered signals in the α-band (A) and β-band (B) for each of 
the three research subjects. In these figures, the dark-blue 
boxes include the means and variance of the average con-
nectivity degree of each of the nine electrodes ci (horizontal 

axes) in each motion task described in the experimental 
protocol. More precisely, the first light-blue box represents 
velocity 1 (V1), the second light-blue box is velocity 2 (V2), 
whereas the third light-blue box is the V1 again. The transi-
tion between V1 and V2 is the first white box (T1) and the 
transition between V2 and V1 is the second white box (T2).

TABLE 2: Results from statistical analysis of c in β-band: mean, standard deviation and confidence 
interval intra-subjects (CI).
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Motion tasks Number of samples Mean Standard deviation 95 %CI
Subject 1 V1 90 4.7361 0.7839 (4.5777, 4.8945)

T1 90 4.9975 0.7760 (4.8391, 5.1559)
V2 90 4.7691 0.8005 (4.6107, 4.9275)
T2 90 5.1683 0.6629 (5.0099, 5.3267)
V1 90 4.6481 0.7913 (4.4897, 4.8065)

Subject 2 V1 90 4.1777 0.7842 (4.0076, 4.3479)
T1 90 4.0126 0.8694 (3.8424, 4.1827)
V2 90 4.4906 0.8042 (4.3205, 4.6608)
T2 90 4.1439 0.8003 (3.9737, 4.3140)
V1 90 4.0700 0.8455 (3.8999, 4.2402)

Subject 3 V1 90 4.4796 0.8673 (4.3001, 4.6590)
T1 90 4.4056 0.8576 (4.2261, 4.5850)
V2 90 4.3494 0.9073 (4.1700, 4.5289)
T2 90 4.3984 0.8435 (4.2189, 4.5778)
V1 90 4.5531 0.8542 (4.3737, 4.7326)

Table 2: Results from statistical analysis of c in β-band: mean, standard deviation and confidence
interval intra-subjects (CI).

3, where also significant differences between means of the same stage are present i.e. V2 mean
differs from both inicial V1 and final V1 means while T1 mean differs from T2 mean.

In general, an increment in the neural activity is reported (by the suppression of activity in
α and β bands) over the cortical sensorimotor areas, which correspond to the lower limb control
areas during locomotion, in comparison to imagery locomotion. On the other hand, there is a
suppression of the α and β bands in the premotor and sensorimotor areas during locomotion,
contrary to resting state such as it was previously reported in [18,20].

From the statistics of the coherence analysis, it can be shown that the α-band (Figure 3.A,
Figure 4.A and Figure 5.A) provides more information than the β-band (Figure 3.B, Figure 4.B
and Figure 5.B) regarding connectivity dynamics in each of the motion tasks. Figures 3-5 show
that the electrode Cz is the most reliable in all the activities, preserving its behavior between
the three research subjects. To identify a reliable electrode gives the possibility of use its data
as command control in BMIs applications. Regarding the spatial analysis of the connectivity,
Figures 6 and 7 show that during the transitions the connectivity between electrodes tends
to increase, while the connectivity during speed periods decreases. Moreover, the topology of
V1 is preserved independently disregarding which transition occurred. Although during V2 the
connection pattern holds, the connectivity grade increases in both bands (see Figure 6 and 7).
These results are in concordance with the literature regarding EEG features during locomotion,
but the graph dynamics shows the neural connectivity changes.

CONCLUSION

The use of the neural information from EEG signals is useful in BMIs application to interpret
user motion intention. In this work it is shown that, along the frequency features of the signal, it
is possible to find spatial patterns to classify locomotion tasks. In this manner, the connectivity
analysis alongside graphs provides reliable information about the spatio-temporal characteristics
in the neural activity, where dynamical evolution of the pattern during locomotions tasks is shown
(see Figure 6 and 7). For BMIs applications it is important to find patterns that hold between
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FIGURE 3: Analysis of data of Subject 1. Mean and standard deviation of ci during the motion tasks, that is, velocities V1, V2 
(dark-blue boxes) and transitions T1 and T2 (light-blue boxes). The analysis includes α (A) and β (B) bands.
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FIGURE 4: Analysis of data of Subject 2. mean and standard deviation of ci during the motion tasks, that is, velocities V1, V2 
(dark-blue boxes) and transitions T1 and T2 (light-blue boxes). The analysis includes α (A) and β (B) bands.
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FIGURE 5: Analysis of data of Subject 3. mean and standard deviation of ci during the motion tasks, that is, velocities V1, V2 
(dark-blue boxes) and transitions T1 and T2 (light-blue boxes). The analysis includes α (A) and β (B) bands.
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FIGURE 6: Connectivity graphs of the motion tasks for the average date of the three research subjects in α-band.

�� ��

�� ��

Electrodes connectivity
A graph was construct in order to observe the connectiv-

ity dynamics between electrodes, during the motion tasks 
(both, velocities and transitions). Based on the statistical 
analysis of the intra-subject result, an average graph at 

each of the five motion tasks (V1, T1, V2, T2 V1), considering 
the three research subject and the ten performed trials. 
Figure 6 shows the topological structure of such graphs 
considering α-band of the EEG signal of each electrode. On 
the Figure 7 the graphs of β-band are shown.

FIGURE 7: Average connectivity graphs in the β-band during the motion tasks.
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DISCUSSION
As it was presented in Figure 3.A, Figure 4.A, Figure 5.A 

and Tables 1 and 2, the means of the motion tasks differ 
among them significantly; most precisely, means of 
velocity stages differ from means of transition stages 
while means of the same-kind stage (velocity/transition) 
do not differ in Subject 1 and 2, i.e. means are very close. 
A particular behavior is presented in Subject 3, where also 
significant differences between means of the same stage 
are present i.e. V2 mean differs from both inicial V1 and 
final V1 means while T1 mean differs from T2 mean.

In general, an increment in the neural activity is reported 
(by the suppression of activity in α and β bands) over the 
cortical sensorimotor areas, which correspond to the 
lower limb control areas during locomotion, in compari-
son to imagery locomotion. On the other hand, there is a 
suppression of the α and β bands in the premotor and 
sensorimotor areas during locomotion, contrary to rest-
ing state such as it was previously reported in [18,20].

From the statistics of the coherence analysis, it can be 
shown that the α-band (Figure 3.A, Figure 4.A and 
Figure 5.A) provides more information than the β-band 
(Figure 3.B, Figure 4.B and Figure 5.B) regarding con-
nectivity dynamics in each of the motion tasks. Figures 
3-5 show that the electrode Cz is the most reliable in all 
the activities, preserving its behavior between the three 
research subjects. To identify a reliable electrode gives 
the possibility of use its data as command control in 
BMIs applications. Regarding the spatial analysis of the 
connectivity, Figures 6 and 7 show that during the tran-
sitions the connectivity between electrodes tends to 
increase, while the connectivity during speed periods 
decreases. Moreover, the topology of V1 is preserved 
independently disregarding which transition occurred. 
Although during V2 the connection pattern holds, the 
connectivity grade increases in both bands (see Figure 6 
and 7). These results are in concordance with the litera-
ture regarding EEG features during locomotion, but the 
graph dynamics shows the neural connectivity changes.

CONCLUSION
The use of the neural information from EEG signals is 

useful in BMIs application to interpret user motion inten-
tion. In this work it is shown that, along the frequency 
features of the signal, it is possible to find spatial patterns 
to classify locomotion tasks. In this manner, the connec-
tivity analysis alongside graphs provides reliable informa-
tion about the spatio-temporal characteristics in the neural 
activity, where dynamical evolution of the pattern during 
locomotions tasks is shown (see Figure 6 and 7). For BMIs 
applications it is important to find patterns that hold 
between subjects, as it was shown in this work. The role of 
the subject differences, as well as to include more variables 
in the experimental protocol such as treadmill angle and 
more walking speeds would be of interest in future works.

In general we have observed that differences among 
motion tasks can be detected from connectivity coeff-
cients such as coherence. The connectivity patterns in 
V1, V2, T1 and T2 are spatial characteristics of the neural 
activities for these well-defined locomotion tasks, and 
they can be quantified and validated by the statistical 
analysis of the average of the connectivity degree (c) 
along the full-locomotion trail, which includes the five 
motions tasks. Thus, the results also provide the 
time-evolution of the characterized spatial patterns. 
The proposed approach provides a quantitative analysis 
to find differences among motion tasks in order to show 
that is possible to use them as inputs of a BMI system.
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RESUMEN
El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de las microemulsiones de aceite esencial de romero (AER) y ár-
bol de té (AET) sobre el eritrocito humano y microorganismos patógenos. Para ello, se elaboraron microemulsiones 
de AER y AET al 8.0% (v/v), 5.0% (v/v) y 2.5% (v/v). Las microemulsiones fueron probadas sobre el eritrocito huma-
no para determinar el porcentaje de hemólisis, el porcentaje de inhibición de hemólisis y su actividad antibacterial 
contra E. coli O157:H7 y S. aureus. Las microemulsiones con AER no presentaron actividad hemolítica significativa, 
caso contrario con las microemulsiones de AET al 8.0% (≈70%) y 5.0% (33%) que presentaron mayor actividad 
hemolítica. Las microemulsiones de AER protegieron significativamente al eritrocito contra la presencia de radi-
cales libres, en comparación con aquellas de AET (p< 0.05). Además, las emulsiones de AET al 8.0% mostraron efec-
tos antibacterianos contra E. coli O157:H7 y S. aureus mientras que AER al 8.0% solo mostraron efecto contra E. coli 
O157:H7. La limitante del estudio fue que no utilizamos células nucleadas para establecer si los aceites esenciales 
dañan el material nuclear. Sin embargo, observamos que el tipo y la cantidad de aceite utilizado pueden tener im-
plicaciones serias sobre la membrana eritrocitaria. Se concluye que las microemulsiones de AER presentaron mejor 
efecto protector eritrocitario, mientras que las microemulsiones de AET presentaron mejor actividad antibacterial 
contra las bacterias estudiadas, pero con mayor efecto tóxico sobre el eritrocito.

PALABRAS CLAVE: Aceites esenciales, antibacterial, hemólisis, microemulsiones.
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ABSTRACT
The aim of the study was to evaluate the effect of microemulsions of rosemary (AER) and tea tree (AET) essential 
oils on human erythrocyte and pathogen bacteria. Microemulsions of each oil were prepared at 8.0% (v/v), 5.0% 
(v/v) and 2.5% (v/v), and they were tested on human erythrocyte to determine the hemolysis percentage, hemolysis 
inhibition percentage and the antibacterial capacity against E. coli O157:H7 and S. aureus. All AER microemulsions 
showed no significant hemolytic activity. On the contrary, AET microemulsions showed hemolytic effect but tho-
se in concentrations of 8.0% (≈70%) and 5.0% (33%) showed the highest effect. In addition, AER microemulsions 
showed protective effect against free radicals in comparison with the AET microemulsions (p< 0.05). On the other 
hand, the AET microemulsion at 8.0% showed antibacterial effect against E. coli O157:H7 and S. aureus, and the 
AER at 8.0% showed antibacterial effect against E. coli O157:H7. The limitation of this study was that nucleated 
cells were not used to observe the damage of the essential oils on nuclear material. However, the observed damage 
of erythrocyte’s membrane is depending on type and amount of used oil. Therefore, it can be concluded that the 
AER microemulsions showed better protective effect of erythrocytes, while AET microemulsions showed better 
antibacterial effect against the tested bacteria, although with toxic effect on the erythrocytes.
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INTRODUCCIÓN
Los aceites esenciales (AE) son una mezcla de sustancias 

químicas complejas con un perfil fuertemente aromático, 
que son obtenidos a partir de las plantas [1]. Los AE y sus 
extractos, continúan en uso por la medicina popular, 
aunque actualmente la industria farmacéutica y cos-
mética, han aumentado el interés por estos, debido al 
relativo estatus de seguridad y a la amplia aceptación por 
la población [2], debido a las diversas propiedades antimi-
crobianas y antioxidantes [3, 4, 5]. Sin embargo, las lim-
itantes en el uso y aplicación de los AE se atribuyen prin-
cipalmente a la naturaleza fotosensible, volátil e 
hidrofóbica, lo que a su vez ha estimulado la búsqueda de 
nuevos sistemas de conservación [6]. Entre estos sistemas 
se encuentran los procesos de microencapsulación que 
involucra la incorporación de compuestos bioactivos en 
pequeñas cápsulas. Varias técnicas han sido utilizadas 
para encapsular compuestos bioactivos las cuales incluye 
secado por pulverización, enfriamiento por pulveri-
zación, extrusión, cubertura de lecho fluidizado, liposo-
mas, coacervación y emulsión [7]. Uno de los sistemas que 
ha merecido especial atención para la encapsulación de 
AE ha sido el uso de emulsiones [8]. La finalidad de una 
emulsión es lograr que los compuestos de naturaleza 
hidrofílica e hidrofóbica puedan coexistir de manera más 
estable [4]. En particular, se le han atribuido diversas ven-
tajas sobre otros tipos de sistema con respecto a la lib-
eración y el incremento de la biodisponibilidad de los 
componentes bioactivos [9].

Por otro lado, existen diversos AE, pero aquellos del 
árbol de té [AET] (Melaleuca alternifolia) ha ganado buena 
reputación como un material bioactivo seguro. Estudios 
previos han publicado que el AET posee propiedades anti-
bacteriales, antiinflamatorias, anticancerígenas y acarici-
das [10]. Este amplio espectro de actividad biológica ha 
sido atribuido a la presencia de terpineno-4-ol, γ-ter-
pineno y α-terpieno [11]. Otro aceite que se ha utilizado en 
la medicina tradicional como analgésico y antiinflamato-
rio, es el aceite esencial de romero [AER] (Rosmarinus 
officinalis). Algunos estudios han evidenciado que sus 

efectos farmacológicos han sido atribuidos principal-
mente a la presencia de diterpenos, carnosol, ácido car-
nósico y ácido rosmarínico [12]. Sin embargo, se descono-
cen los efectos que pudieran tener al ser aplicados como 
microemulsiones de AER y AET sobre las células humanas 
(modelo eritrocitario) y microorganismos patógenos. Por 
lo anterior, el objetivo de este trabajo fue evaluar el tamaño, 
el efecto antibacterial antibacterial, hemolítico y de protec-
ción al eritrocito de las microemulsiones de AER y AET.

METODOLOGÍA
Preparación de las Emulsiones de AET y AER: Fueron 

elaboradas con base a lo establecido por Rao y McClements 
[9], con algunas ligeras modificaciones. Para ello, se prepa-
raron emulsiones al 8% (v/v), 5% (v/v) y 2.5% (v/v), tanto 
para AET y AER. Para ello los AET (SARC supply solutions, 
USA; densidad relativa 0.898 g/cm3 a 25 °C) y AER (SARC 
supply solutions, USA; densidad relativa 0.903 g/cm3 a 25 
°C), se mezclaron con tween 80 (polioxietilensorbitan-
monooleato 80) (1% v/v) y una solución de buffer fosfato 
(PBS) a un pH de 7.4 y posteriormente se agitaron a una 
velocidad constante 200 RPM por 20 minutos hasta 
adquirir una consistencia lechosa y homogénea. Las emul-
siones fueron conservadas en viales de color ámbar a 5 °C.

Tamaño: Se realizó por el método de Poyato et al. [13], 
haciendo una medición del diámetro de las micelas en un 
microscopio óptico Ziess Primo Star (Carl Zeiss Microscopy 
GmbH), adicionado con una cámara AxioCamERc 5s Ziess 
(Alemania). Después, se caracterizaron por tamaño de 
micelas encontradas en 3 campos (40x). Los rangos de 
distribución de los tamaños de las emulsiones fueron 
reportados en rangos de amplitud de 2-110 µm (AER) y 
4-60 µm (AET). 

Porcentaje de Hemólisis: Se realizó con base a lo estable-
cido por Sundaram et al. [14], con las modificaciones sigui-
entes; se utilizaron muestras de sangre humana recolect-
adas en un tubo con anticoagulante EDTA (ácido etildi-
amino tetraacético). La muestra fue centrifugada a 350 g 
por 5 minutos, se descartó el plasma y se recolectó el 
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paquete eritrocitario. Los eritrocitos fueron lavados en 
tres ocasiones con 3 mL de solución salina al 0.9% (p/v), 
siendo centrifugados después de cada lavado a 350 g por 
5 minutos. Después, se preparó una suspensión de eritroc-
itos al 5% (v/v). Para determinar la hemólisis eritrocitaria 
se adicionaron 1979 µL de PBS y 14 µL de la suspensión de 
eritrocitos al 5% (v/v) con 7 µL de cada una de las emul-
siones de AET o AER, al 8% (v/v), 5% (v/v) y 2.5% (v/v) de 
manera independiente. También se utilizó un tubo con-
trol con las mismas cantidades antes descritas, pero con 
agua (100% hemólisis). Una vez confrontada las emul-
siones con el eritrocito, se colocaron en agitación con-
stante a 37 °C por 2 horas. Una vez transcurrido el tiempo 
se centrifugaron (350 g por 5 min) y los sobrenadantes se 
leyeron a 540 nm en un fotómetro semi-automático 
SPINLAB (Spinreact S.A.). Posteriormente se calculó el 
porcentaje de hemólisis (1):

Donde: AM=Absorbancia de la muestra (eritroci-
tos-emulsión y PBS) y AHT=Absorbancia de la hemóli-
sis total. 

Porcentaje de Inhibición de Hemólisis: Para ello se 
preparó una suspensión de eritrocitos al 5% (v/v) que se 
expuso con los preparados de las emulsiones y peróxido 
de hidrógeno. La cantidad de emulsión utilizada en el 
presente análisis fue de 7 µL de cada una de las emul-
siones y 2.5 µL de peróxido de hidrógeno al 30% (v/v). 
También se utilizó un control de 100% de hemólisis, 
que se preparó con agua y suspensión de eritrocitos. 
Una vez que se expuso el eritrocito a la emulsión y al 
oxidante, se incubaron  a 37 ºC por 2 h. Posterior al 
tiempo de incubación, la muestras se centrifugaron a 
350 g por 5 minutos, se descartó el precipitado y  el 
sobrenadante se introdujo a un analizador semi-au-
tomático SPINLAB y se leyó a 540 nm [15]. Para establecer 
el grado de protección al eritrocito por las emulsiones, 
se calculó el porcentaje de inhibición de hemólisis (2):

Abs muestra: Absorbancia de la mezcla de suspensión de 
eritrocitos, emulsión y oxidante.

Abs total: Absorbancia obtenida de la mezcla de agua, 
más suspensión de eritrocitos y oxidante. 

Actividad Antibacterial: Se utilizó el método descrito por 
Hu et al. [16] modificado, donde se determinó la sensibil-
idad bacteriana en cepas de E. coli O157:H7 (ATCC 43890) 
y S. aureus (ATCC 9144) expuestas a las emulsiones 
preparadas de AET y AER a diferentes concentraciones 
[8.0% (v/v), 5.0% (v/v) y 2.5% (v/v)]. El ensayo para la 
determinación del efecto inhibitorio de las emulsiones, se 
realizó por medio de la adición de 100 µL de caldo nutri-
tivo inoculado con aproximadamente 1 x 106 ufc/mL de 
cada cepa. A cada caldo se le adicionaron emulsiones en 
sus diferentes concentraciones 200 µL y se ajustó hasta 10 
mL con PBS estéril. Posteriormente, el caldo se incubó a 
37 °C por 24 h, con agitación ocasional. Una vez finalizada 
la incubación, el contenido de los caldos (100 µL) fueron 
depositados en placas de agar Muller-Hinton (por tripli-
cado) y se incubaron a 37 °C por 24 h. Después, se pro-
cedió con la cuenta de colonias desarrolladas. Con los 
datos obtenidos se realizó el cálculo para la determi-
nación del efecto antibacteriano (3):

Dónde: A= Número de colonias en control y B= 
Número de colonias desarrolladas.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN
Tamaño: Las micelas fueron clasificadas de acuerdo a los 

diferentes tamaños que presentaron en las distintas con-
centraciones de emulsiones. Para las emulsiones prepara-
das con AER se pudo observar que el diámetro de la 
partícula predominante fue de 2 a 35  µm (Figura 1). 

(2)

(1)

(3)
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En las emulsiones preparadas con AET (Figura 2), los 
diámetros del tamaño de la partícula fueron más varia-
dos, con mayor porcentaje de partículas con diámetros 
de 4-15 µm, seguido por partículas con diámetros de 16 
a 30 µm. Para el caso de las emulsiones con AER, se 
observó una cantidad mínima de partículas con 
diámetros mayores de los rangos ya mencionados.

Según Salager [17], el tamaño de la gota y la distribu-
ción de tamaños son dos tipos de información muy 
importantes, ya que por un lado dan lugar a carac-
terísticas de las emulsiones, y por otro son útiles para 
definir estabilidad.

Porcentaje de Hemólisis: El termino hemólisis hace refer-
encia al proceso de destrucción de los eritrocitos, que 
genera la liberación de los componentes intraeritrocitar-
ios, por lo tanto, la prueba de porcentaje de hemólisis se 
utiliza para conocer el efecto provocado sobre la célula 
eritrocitaria al enfrentarla con emulsiones de AET y AER 
en diversas concentraciones de aceites esenciales.

En la Figura 3 podemos observar que conforme se 
aumenta la concentración de AET, se incrementa sig-
nificativamente el efecto hemolítico sobre la células 
eritrocitarias (p< 0.05).

FIGURA 1: Distribución de los tamaños de gota de las micro-
emulsiones de AER.

FIGURA 2. Distribución de los tamaños de gota de
las microemulsiones de AET.

FIGURA 3. Porcentaje de hemólisis de las
emulsiones de AER y AET. 

El máximo incremento de hemólisis fue hasta de 70% para 
las emulsiones cargadas con 8.0% y de 32% para la concen-
tración del 5.0%. En cambio para las emulsiones con 2.5%, la 
hemólisis presente no fue significativa. No se han encontraron 
reportes previos de los efectos del aceite de AET sobre los 
eritrocitos de animales o humanos. Pero otros estudios han 
evidenciado que AET puede tener la capacidad de desnatu-
ralizar proteínas y alterar la estructura de la membrana celular 
[18]. Otra parte importante que se ha estudiado de AET, ha sido 
su efecto sobre células epiteliales y fibroblastos. Además se ha 
observado que a bajas concentraciones de AET, los efectos 
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FIGURA 4. Porcentaje de inhibición de hemólisis de
emulsiones de aceite de AET y AER. 

De manera específica se pudo observar que las emulsiones de 
AER al 2.5% y 8.0% mostraron  porcentajes de inhibición de 
hemólisis >70%. En cuanto a las emulsiones de AET se observó 
un porcentaje de inhibición de hemólisis <40% para las emul-
siones cargadas al 2.5% y 5.0%, mientras que para una concen-
tración del 8.0%, el porcentaje de inhibición de hemólisis fue 
>40%. También se observó que las emulsiones con AER 
fueron más eficientes en proteger al eritrocito contra el ataque 
oxidativo, que las cargadas con AET. Por el contrario, Yesil-
Celiktas et al. [22] monitorearon la capacidad de extractos de 
romero para inhibir el ataque oxidativo (H2O2) a la membrana 
eritrocitaria, con la consecuente producción de malondialde-
hído, un componente mutagénico y carcinogénico que resulta 
de la inserción de un átomo de oxígeno en el componente 
lipídico de la membrana. Ellos observaron que los extractos de 
romero presentaban una baja protección a la peroxidación de 
la membrana del eritrocito, con respecto a antioxidantes con-
ocidos (BHT), que eran atribuidos a sus componentes 
hidrofóbicos. Es importante mencionar que en nuestro estu-

citotóxicos son bajos, pero se incrementan cuando se aumenta 
la concentración y el tiempo de contacto de AET con las células 
eritrocitarias [19]. En el caso de las emulsiones preparadas con 
AER, se observó que el incremento en la concentración, no se 
asoció con un aumento en la hemólisis. Esto nos indicó que las 
concentraciones estudiadas no tienen efectos citotóxicos para 
la célula eritrocitaria. Estudios previos han evidenciado que 
AER administrado al 4% sobre el área de una herida de un 
ratón modelo, induce infiltración de macrófagos y consecuen-
temente la proliferación de fibroblastos. Esto ha sugerido que 
la AER puede proteger a las células e incluso acortar el tiempo 
de recuperación de las heridas [20]. Al igual que el estudio ante-
rior, en nuestro estudio también observamos un efecto de 
protección importante sobre el eritrocito humano. Por otro 
lado, durante la preparación de las emulsiones con los aceites 
esenciales se utilizó un surfactante no iónico (tween 80) el cual 
tiene la capacidad de incrementar la permeabilidad de la 
membrana de los eritrocitos de sustancias de peso molecular 
bajo causando hemólisis por presión osmótica coloidal [21]. El 
estudio anterior, desafortunadamente usó células obtenidas 
de un banco de sangre con ≈ 21 días después de la ven-
opunción. Igualmente, el tiempo de almacenamiento y la 
conservación de las células pudieron haber sido también una 
causa importante de hemólisis por senescencia y por proceso, 
los cuales fueron factores que no ajustaron en ese estudio. En 
nuestro estudio, podemos considerar que la influencia de 
tween 80 sobre células obtenidas de reciente venopunción (≈ 
5 horas) podría representar una baja hemólisis. Esto se con-
cluyó cuando las emulsiones de AET y AER fueron preparadas 
con las mismas concentraciones de tween 80 y como se 
observa en la Figura 3, el efecto hemolítico observado por las 
emulsiones elaboradas con AER, fué muy bajo, mientras que 
en AET el efecto se elevaba en relación al incremento en la 
concentración de aceite esencial.

Porcentaje de Inhibición de Hemólisis: Contrario a la prueba de 
porcentaje de hemólisis, la determinación del porcentaje de 
inhibición de hemólisis tiene la finalidad de medir la capaci-
dad que tienen ciertas sustancias (antioxidantes) para prote-
ger al eritrocito, bajo condiciones de ataque a la membrana 
celular (oxidante). En el presente estudio se generó un proceso 

de peroxidación para producir radicales libres, que es una de 
las principales causas de daños y destrucción de la membrana 
eritrocitaria. En la Figura 4, se observa que la emulsión car-
gada con AER presentó mayor capacidad de inhibición de 
hemólisis (p< 0.05) en todas sus concentraciones comparadas 
con las de AET.
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dio, se evaluaron las emulsiones de AER y no extractos, los 
cuales pueden contener diversos solventes. Esto nos podría 
indicar que las formas en las que se prueban los antioxidantes 
pueden estar en función de su disponibilidad de sus compo-
nentes bioactivos. Por otro lado, podemos mencionar que AET 
ha sido reconocido por su capacidad antioxidante, particular-
mente por la presencia de α-terpineno [23]. La estimación de la 
capacidad antioxidante de AET ha sido reportada por DPPH o 
ABTS u otros métodos que se fundamentan en reacciones 
químicas in vitro y que puede ser diferente a lo que realmente 
sucede en el cuerpo humano. Esto significa, que aunque la 
estimación de la capacidad antioxidante del AET sea alta, esto 
no necesariamente puede traducirse en un efecto benéfico 
para las células humanas (Figura 3). Previamente, se ha obser-
vado que AET puede exhibir cierta toxicidad sobre células 
humanas (no eritrocitarias) en función de la concentración y 
tiempo de contacto [20]. Estudios recientes han identificado que 
α-terpineno puede oxidarse fácilmente produciendo epóxidos 
alílicos, que pueden ser alérgenos de importancia [24].

Actividad Antibacterial: En la Tabla 1, se puede observar que 
la emulsión de AET y AER al 8.0%, presentaron inhibición alta 
sobre el crecimiento de E. coli O157:H7. Por otro lado, el crec-
imiento de S. aureus fue inhibido en un 100% y 99% por la 
emulsión de AET al 8.0% y 5.0% respectivamente. En cambio, 
ninguna emulsión cargada con AER, presentó efecto inhibito-
rio contra S. aureus.

En el caso de AET, Orozco et al. [25], también observaron activ-
idad antibacteriana significativa durante la exposición de 
microemulsiones con AET contra cepas de E. coli. Otros estu-
dios, también han evidenciado que AET puede ser usada en el 
tratamiento de infecciones por S. aureus [27]. Actualmente se 
atribuye la propiedad antibacterial de AET a los compuestos 
como el terpineno-4-ol, linalol y α-terpineol. Se ha observado 
que estos compuestos (terpineno-4-ol, principalmente) 
pueden afectar la pared celular bacteriana, provocando daño 
en el núcleo celular [11]. Este mecanismo de acción podría expli-
car el efecto de AET sobre las células de E. coli [26]. Por otro lado, 
Ojeda-Sana et al. [28], aseguraron que los componentes de AER 
como el 1-8 cineol, alcanfor, verbenone y borneol pueden ser 

TABLA 1. Actividad antibacteriana de las
emulsiones de AET y AER.

Tabla 1. 

 
Emulsiones (%v/v) 

% de Inhibición 
E. coli O157:H7 
(ATCC43890) 

S. aureus 
 (ATCC9144) 

AET -8.0% 99 100 
AET -5.0% NI 99 
AET -2.5% NI NI 
AER-8.0% 99 NI 
AER-5.0% NI NI 
AER-2.5% NI NI 

NI= no inhibición 
 

capaces de romper la membrana celular de E. coli. Con 
respecto a su selectividad bacteriana, se ha considerado que 
AER suele ser más efectivo contra bacterias Gram negativas 
que contra Gram positivas [29]. Esto podría explicar la ausencia 
de inhibición de crecimiento contra S. aureus. El mecanismo 

de acción de AER contra los Gram negativos aún no está bien 
elucidado pero existe evidencia que indica que los primeros 
efectos ocurren sobre la membrana externa. Sin embargo, 
para que esto suceda, la concentración de AER debe encon-
trarse en cantidades suficientes para permitir que sus compo-
nentes se difundan a través de la cobertura de lipopolisacári-
dos [30]. Previamente también se ha reportado que los daños en 
la membrana externa pueden progresar más rápidamente que 
los ocurridos en la membrana citoplasmática [31].

CONCLUSIONES
El tamaño de gota de las microemulsiones de los AE estudia-

dos fue predominantemente entre 2 a 35 µm. También encon-
tramos que las emulsiones con AER en las concentraciones 
evaluadas inhiben la lisis del eritrocito expuesto a peróxido de 
hidrógeno. En relación al efecto antimicrobiano, solo las emul-
siones con concentración más altas de AER y AET lograron 
inhibir el crecimiento in vitro de E. coli. Por otro lado, las emul-
siones de AET mostraron actividad antimicrobiana significa-
tiva contra E. coli y S. aureus. A pesar de que mostraron buena 
actividad antibacterial, las de AET mostraron efecto hemolítico 
sobre el eritrocito humano, lo cual representan desventaja en 
un posible uso para fines terapéuticos en humanos. Finalmente 
este estudio sugiere que es importante seguir estudiando los 
efectos tóxicos del AET sobre las células humanas.
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RESUMEN
El quitosano (CH) tiene propiedades hemostáticas, cicatrizantes y estimulantes del sistema inmune del hospede-
ro contra infecciones virales y bacterianas. Además es biodegradable, no tóxico, antimicrobiano, biocompatible y 
filmogénico. Estas propiedades han sido utilizadas para acarrear y liberar compuestos bioactivos para sus posibles 
usos en la salud humana. Por otro lado, los compuestos bioactivos como los aceites esenciales de gran volatilidad 
como romero (RMO) [Rosmarinus officinalis] y árbol de té (TTO) [Melaleuca alternifolia], pueden ser alternativa im-
portante de uso como antioxidantes y antimicrobianos que podrían inducir cambios favorables en la membrana de 
CH. Por lo tanto, se incorporaron aceites esenciales de TTO y RMO (0.25, 0.50 y 1.00% v/v) en membranas de CH por 
el método de casting y se evaluaron su solubilidad, PVA, transparencia y capacidad de bloqueo de la luz ultravioleta, 
capacidad antioxidante y de protección del eritrocito humano. RMO y TTO redujeron la solubilidad (28-58%) y PVA 
(entre 28-58%) de las membranas de CH. Todas las membranas fueron amarillas, ligeramente opacas y con capaci-
dad de bloquear la luz ultravioleta. También, las membranas mostraron relativa baja capacidad antioxidante por el 
radical ABTS (≈ 6 at 9 %), pero con excelente efecto protector sobre el eritrocito humano (> 63 %).

PALABRAS CLAVE: Biomateriales, quitosano, aceites esenciales de romero, árbol de té.
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ABSTRACT
Chitosan (CH) has hemostatic properties and accelerated healing ability to stimulate the host immune system 
against viral and bacterial infections. It is also biodegradable, nontoxic, antimicrobial, biocompatible, and capable 
of forming membranes and to carry and to release bioactive compounds. These properties of CH can be useful to 
carry some volatile essential oils having bioactive compounds (antioxidants and antimicrobials) with potential ap-
plication in human health as those as rosemary (RMO) [Rosmarinus officinalis] and tea tree (TTO) [Melaleuca alter-
nifolia]. These essential oils were incorporated into the chitosan by the casting method in this study. The physical 
properties (solubility, PVA, transparency and blocking ultraviolet light) of these membranes with TTO and RMO 
(0.25, 0.50 and 1.00% v/v), antioxidant capacity and protection human erythrocyte were evaluated. TTO and RMO 
reduced solubility (28-58%) and PVA (between 28-58%) of CH membranes. All membranes were yellow, slightly 
opaque and they were able to block the ultraviolet light. Membranes also showed relatively low antioxidant capac-
ity by the radical ABTS (≈ 6 at 9%), but it was accompanied by an excellent protective effect on the human erythro-
cyte (> 63%).

KEYWORDS: Biomaterials, Chitosan, Essential oils of Rosemary and Tea Tree.
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INTRODUCCIÓN
Previos estudios han revelado que el quitosano (CH) 

tiene propiedades hemostáticas, acelerantes de la cica-
trización y estimulantes del sistema inmune del hospe-
dero contra infecciones virales y bacterianas [1]. El CH es 
un carbohidrato conformado por unidades β-(1-4)-D-glu-
cosamina y β-(1-4)-N-acetil-D-glucosamina, que se 
obtiene por la desacetilación termo-alcalina de la qui-
tina y es considerado un biopolímero biodegradable, no 
tóxico, antigénico, antimicrobiano, biocompatible y con 
capacidad de formar membranas [2]. Debido a estas pro-
piedades, el CH fue aprobado para su uso como bioma-
terial por la Administración de Drogas y Alimentos 
(FDA, por sus siglas en inglés) [3]. Actualmente, se han 
usado diferentes tipos de materiales como membranas, 
micro y nanopartículas, andamios y apósitos para heri-
das con potencial uso en el área biomédica. Debemos 
mencionar que una partícularidad importante del CH es 
que puede acarrear y liberar compuestos bioactivos [4] y 
esto tiene gran importancia cuando diversos estudios 
revelan la existencia de aceites esenciales con compues-
tos bioactivos con potenciales aplicaciones en la salud 
humana. Como ejemplos podemos mencionar los acei-
tes esenciales de Rosmarinus officinalis (RMO) y el árbol 
de té (TTO) [Melaleuca alternifolia]. El primero es 
comúnmente conocido como romero y contiene una 
serie de compuestos bioactivos como diterpenos, car-
nosol, ácido carnósico y ácido rosmarínico, a los que se 
le han atribuido propiedades antimicrobianas, antiin-
flamatorias y antioxidantes [5]. El aceite esencial del 
segundo, es usado como material bioactivo seguro y 
parece tener propiedades antibacteriales, antiinflama-
torias, anticancerígenas y acaricidas, atribuidos princi-
palmente a la presencia de terpineno-4-ol, γ-terpineno y 
α-terpieno [6]. Sin embargo, debido a su alta volatilidad y 
reactividad no se les ha reconocido como materiales de 
utilidad en el campo de la salud [7]. Por ello, las propie-
dades de estos aceites de RMO y TTO podrían aprove-
charse de manera óptima si son incorporados a una 
membrana de CH, que a su vez funcionaría como reser-
vorio de RMO y TTO para su uso como apósitos para 

heridas. Considerando lo anterior, este estudio incor-
poró los aceites esenciales de RMO y TTO a membranas 
de CH y evaluó sus propiedades físicas (degradabilidad, 
permeabilidad al vapor de agua, color, transparencia y 
capacidad de bloqueo de la luz ultravioleta), capacidad 
antioxidante y de protección del eritrocito humano.

METODOLOGÍA

Preparación y caracterización del CH
Para la obtención del CH se utilizó el caparazón del 

camarón utilizando el método establecido por 
Khanafari et al., 2008 [8], con algunas modificaciones. 
Para iniciar, los caparazones de los camarones fueron 
lavados y posteriormente secados a 50 °C durante 24 h 
y posteriormente molidas en una licuadora convencio-
nal, hasta obtener las formas de hojuelas. 
Posteriormente, se aplicó un proceso de desproteiniza-
ción a las hojuelas, para ello fueron colocadas en una 
solución de hidróxido de sodio (5% p/v) en una propor-
ción de 1:30 p/v a 90 °C por 2 h. Transcurrido el 
tiempo, se ajustó el pH 7 y se realizó un proceso de 
desmineralización con HCl 2N (proporción 1:10 p/v) 
por 2 h. Por último se realizó un proceso de decolora-
ción con H2O2 al 3% v/v (proporción 1:7 p/v), seguido 
por un ajuste de pH y secado en condiciones similares 
a las iniciales, para obtener la quitina. El CH se obtuvo 
por desacetilación termo-alcalina de la quitina de 
camarón. Un gramo de quitina fue homogenizado con 
15 mL de NaOH (50 % p/v) a 95 °C por 2 h [9] y fue carac-
terizado en base a su peso molecular y el grado de 
acetilación. Para la primera determinación, una mues-
tra de CH fue solubilizada en ácido acético (0.25 M) 
hasta obtener una concentración de 4 g/L. Esta solu-
ción fue inyectada en un HPLC-SEC equipado con una 
columna ultrahydrogelTM 500 (7.8 x 300 mm) y una 
detector de dispersión de luz PL-ELS 1000 (Polymer 
Laboratories, US). La separación se realizó con una 
bomba isocrática (HP serie 1100) ajustada a un flujo de 
0.3 mL/min con la solución de ácido acético arriba des-
crita. El peso molecular promedio del CH fue de 128 kDa. 
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Por otro lado, el grado de N-acetilación (DA) del CH fue 
determinado en un espectrómetro ATR-FTIR Perkin-
Elmer (Connecticus, US) en modo de absorbancia. El 
espectro de la muestra fue medido a 24 °C y 35% de 
humedad relativa, con una resolución de 4 cm-1. El grado 
DA fue estimado utilizando las bandas a 1320 y 1420 
cm-1. El CH medido mostró un grado de acetilación de 34 
%. Los resultados de la caracterización del peso molecu-
lar y el grado de CH fueron previamente reportados por 
nuestro grupo de trabajo [10].

Preparación de la membrana
de CH con RMO y TTO

Se preparó una solución de CH al 2 % (p/v) en ácido 
acético (1 % v/v) y fue homogenizada por 4 min a 
15,500 rpm (Ika Ultra-turrax, Alemania). Una vez 
homogenizada, se adicionó glicerol como plastificante 
(500 µL/g of CH) y se volvió a homogenizar bajo las 
mismas condiciones. Ya obtenida la solución de CH, se 
agregaron los aceites de RMO (SARC USA; densidad 
relativa 0.903 g/cm3) y TTO (SARC USA; densidad rela-
tiva 0.898 g/cm3 a 25 °C) como emulsiones [(1% v/v de 
tween 80, etanol-agua (50 % v/v), RMO y TTO] en con-
centraciones de 0 (control), 0.5, 1.0 y 1.5 % (v/v). 
Posteriormente estas soluciones fueron colocadas en 
cajas Petri y secadas a 37 °C por 24 h hasta la formación 
de las membranas (Figura 1).

FIGURA 1. Imágenes de membranas de CH incorporadas con 
RMO y TTO. (A) control. Parte superior (B) RMO-0.25 %, (C) 

RMO-0.50 % y (D) RMO-1.00 %. Parte inferior; (B) TTO-
0.25 %, (C) TTO-0.50 %, (D) TTO-1.00 %.

Figura 1 

	

Grosor
El grosor de las membranas fue medido con un micró-

metro manual (Mitutoyo, Japón) a una precisión de 
0.025 mm. Posteriormente se realizó aleatoriamente 
una repetición de 5 mediciones para cada una de las 
membranas. El grosor fue utilizado para calcular la 
transparencia y la permeabilidad al vapor de agua. 

Solubilidad en agua (degradabilidad)
La determinación de solubilidad se realizó de acuerdo 

a lo publicado por Casariego el al., 2009 [11]. Las mem-
branas se cortaron en cuadros de 20 x 20 mm y fueron 
colocadas en un horno al vacío (70°C, 35 kPa x 24 h) 
para obtener el peso seco de la membrana. 
Posteriormente, las membranas fueron inmersas en 10 
mL de agua tridestilada en cajas Petri y mantenidas a 
25°C por 24 h con agitación ocasional. Una vez trans-
currido el tiempo, se secaron de nuevo hasta obtener 
un peso constante (mismas condiciones ya descritas), 
para determinar el peso de la materia seca insoluble en 
agua. La solubilidad se calculó de la siguiente manera 
con la Ecuación (1).

(1)

Donde Mi representa a la masa inicial y Mf la masa 
final.

Medición de la permeabilidad 
al vapor de agua (PVA)

La PVA se determinó por gravimetría de acuerdo al 
método ASTM E96-92 [12]. Para ello, las películas a pro-
bar fueron colocadas y selladas en la parte superior de 
una copa de vidrio de 50 mL, la cual contenía 10 mL de 
agua destilada (100 % HR; 3.168 kPa de PVA a 25°C). 
Posteriormente, las películas fueron colocadas en un 
desecador con sulfato de calcio anhidro a 25°C y 0% de 
HR (0 kPa de PVA). Las copas fueron pesadas en inter-
valos de 3 h por 12 h en condiciones ambientales uni-
formes y circulación de aire constante. Para ello, se usó 
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un ventilador miniatura dentro del desecador. El peso 
perdido de la copa se graficó con respecto al tiempo, 
para estimar la pendiente mediante la ecuación de la 
recta (coeficiente de correlación fue de 0.99). Una vez 
calculada la pendiente se determinó la razón de trans-
misión de vapor de agua (RTVA) mediante la siguiente 
Ecuación (2).

(2)

La PVA de las membranas se calculó dividiendo la 
RTVA por la diferencia de las presiones parciales den-
tro (PA1) y fuera de la copa (PA2) y multiplicando por 
el grosor promedio de la membrana (G) como se 
expresa en (3).

(3)

Propiedades ópticas
El color y la transparencia se determinaron con un 

espectrofotómetro UV-vis Marca Cintra 10e (Australia). 
Para la medición de color se seleccionaron tres mem-
branas de cada concentración, de las cuales se registró 
la lectura de cinco puntos de muestreo al azar. El color 
de la membrana se expresó en base al modelo de CIE L* 
(luminosidad) a* (rojo-verde) y b* (amarillo-azul). La 
transparencia se determinó por espectrofotometría 
utilizando el método establecido por Han y Floros, 
1997 [13]. La transmitancia fue leída a 600 nm y la trans-
parencia de la membrana fue calculada (4).

(4)

 Donde T600 es la transmitancia a 600 nm y G repre-
senta el grosor de la membrana (mm).

También se determinó el comportamiento de las pro-
piedades de transmisión de la luz UV (200-400 nm).

Actividad antioxidante (radical ABTS)
Se tomaron 50 mg de cada membrana y se homogeni-

zaron en 5 mL de metanol al 80% (v/v) usando un 
homogeneizador a 5°C por 5 minutos a 11,000 rpm. 
Posteriormente, la muestra fue centrifugada a 16,000 g 
x 10 min a 5°C, y el sobrenadante colectado y fue fil-
trado usando papel filtro Whatman No 1. Los extractos 
de las películas, fueron utilizados para el ensayo de 
ABTS [ácido 2,2´ azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-sul-
fónico)] y para la evaluación del efecto protector sobre 
eritrocitos humanos. La actividad antioxidante fue 
realizada por el ensayo de decoloración del radical 
catiónico ABTS según lo establecido por Re et al., 1999 
[14]. El radical ABTS fue generado por interacción entre 
5 mL de la solución ABTS (7 Mm) y 88 µL de la solución 
de persulfato de potasio (0.139 mM). La prueba se rea-
lizó agregando 245 µL de solución de ABTS+ y 5 µL de 
extracto de película. La absorbancia fue monitoreada a 
734 nm en un iMark Bio-Rad (Japón) El porcentaje de 
inhibición del radical fue calculado de la siguiente 
manera (5).

(5)

Donde Ab es la absorbancia del blanco y Aa la absor-
bancia de la muestra.

Evaluación del efecto protector sobre 
eritrocitos humanos

La hemólisis inducida por AAPH [2,2 -́azobis (2-metil-
propionamidina) dihidro clorhídrico] fue determinada 
por el método establecido por Lu et al., 2010 [15] y modi-
ficado para la utilización con extracto de membrana. 
Primero se colectó una muestra de sangre mediante 
venopunción del área antecubital en un tubo con 
EDTA y posteriormente la muestra fue centrifugada a 
350 g por 5 minutos. Una vez centrifugada, se descartó 
el plasma y se recolectó el paquete eritrocitario. Los 
eritrocitos fueron lavados en tres ocasiones con 3 mL 
de solución salina al 0.9 % (p/v) y centrifugados des-
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pués de cada lavado a 350 g por 5 minutos. Después, se 
preparó una suspensión de eritrocitos al 5% con PBS 
(v/v). Para la prueba de protección al eritrocito se colo-
caron 50 µL de eritrocitos (5%) con 50 µL de extracto 
de membrana y 400 mmol de AAPH en un tubo de 
vidrio. Después se preparó de igual forma, una mezcla 
control pero sin extracto y sin membrana (hemólisis 
completa). Las suspensiones fueron incubadas a 37°C 
con agitación continua a 30 rpm en oscuridad por 3 h. 
Posteriormente se centrifugó a 2000 x g por 5 min y la 
absorbancia del sobrenadante se leyó a 540 nm en 
microplaca iMark Bio-Rad. Los resultados se expresa-
ron en porcentaje de inhibición de hemólisis del eritro-
cito humano usando (6).

(6)

Donde AAPH = absorbancia de la hemólisis completa 
y HM= absorbancia del sobrenadante.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN
Solubilidad (degradabilidad): La solubilidad propor-

ciona información sobre la resistencia de las membra-
nas al contacto con el agua. Los valores de solubilidad 
(Tabla 1) indicaron que la adición de RMO o TTO redu-
cían la solubilidad de CH comparada con el control (p< 
0.05). Las membranas de RMO-0.25% (39 %) y TTO-
1.00% (67%) fueron las que mostraron menor solubili-
dad (p< 0.05) comparada con las membranas con otras 
concentraciones de aceites esenciales. Otros autores 
han reportado una reducción de solubilidad (41 a 55%) 
en películas de CH incorporadas con aceite de canela al 
1.5% y 2.0% [16]. Ojagh et al. [17] también observaron una 
reducción superior al 50% en la solubilidad de pelícu-
las de CH con arcilla de montmorillonita incorporadas 
con RMO (1.0%) y TTO (1.0%). Los resultados también 
mostraron que entre mayor es la concentración de 
aceites esenciales en la membrana CH, menor es su 
solubilidad. Por otro lado, la solubilidad mostrada por 
la membrana control podría ser relativamente normal, 

TABLA 1. Valores obtenidos de grosor, solubilidad y PVA de 
membranas de CH con RMO o TTO.

Membrana Grosor (mm) Solubilidad (%) PVA (g mm/kPa h m
2
) 

Control 0.086 ± 0.003 54.57 ± 0.25
a
 1.44 ± 0.04

a
 

RMO-0.25% 0.103 ± 0.003 33.18 ± 1.35
b
 0.98 ± 0.08

b
 

RMO-0.50% 0.104 ± 0.004 40.96 ± 1.12
c
 0.97 ± 0.10

b
 

RMO-1.00% 0.107 ± 0.005 40.56 ± 1.30
c
 1.03 ± 0.03

b
 

TTO-0.25% 0.088 ± 0.005 35.26 ± 0.66
b
 0.61 ± 0.08

c
 

TTO-0.50% 0.084 ± 0.002 37.05 ± 0.44
d
 1.02 ± 0.01

b
 

TTO-1.00% 0.079 ± 0.003 17.93 ± 1.26
e
 1.01 ± 0.02

b
 

Medias (± DE) en una misma columna con diferentes superíndices indican diferencia (Prueba 

de Duncan; p < 0.05). 

 

porque las membranas de CH generalmente están pro-
tonadas, lo que incrementa su solubilidad al contacto 
con el agua [18].

PVA: Los valores de PVA de las membranas de CH 
incorporadas con RMO y TTO se muestran en la Tabla 
1. Se observa que la membrana de CH con baja concen-
tración de TTO (0.25%) mostró el mejor comporta-
miento como barrera contra el vapor de agua compa-
rado con las membranas con el resto de las concentra-
ciones de aceites y el control. La membrana con TTO-
0.50% y la TTO-0.25% redujeron significativamente la 
PVA de CH (29% y 58% respectivamente) al comparar-
las con la membrana control.

Sánchez-González et al. [18] desarrollaron películas de 
CH incorporadas con TTO (2.0%) y observaron una 
reducción de PVA de hasta 40%. Estos resultados difie-
ren de nuestro estudio, ya que una concentración más 
baja de TTO (0.25%) confirió a la membrana una mayor 
reducción de la PVA. Por otro lado, la incorporación de 
RMO-1.00% confirió una reducción de PVA de 28% y 
RMO-0.25% de 32% aunque significativamente menor 
que las conferidas por TTO. Estos resultados mostra-
ron que las propiedades de barrera contra la humedad 
son significativamente mejores a más bajas concentra-
ciones de RMO y TTO.
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Propiedades ópticas: El color medido indica la aparien-
cia de las membranas. En la Tabla 2 se observan los valo-
res de color mostrados por las membranas (valores de b*).

TABLA 2. Parámetros de color de
membranas de CH con RMO y TTO.

Tabla 2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Medias (± DE) en una misma columna con diferentes superíndices  

indican diferencia (Prueba de Duncan; p < 0.05). 

 

Membranas L* a* b* 

Control 68.15 ± 1.12
a
 -0.12±0.04

a
 6.25±0.10

a
 

RMO-0.25% 66.45 ± 1.02
a
 0.02±0.01

b
 4.65±0.05

b
 

RMO-0.50% 60.04 ± 0.72
b
 0.04±0.00

b
 5.38±0.07

c
 

RMO-1.00% 56.09 ± 0.72
c
 0.27±0.02

c
 5.54±0.04

c
 

TTO-0.25% 69.22 ± 0.62
a
 -0.09±0.04

a
 4.46±0.07

b
 

TTO-0.50% 67.80 ± 0.67
a
 0.11± 0.03

b
 5.30±0.07

c
 

TTO-1.00% 65.82 ± 0.72
a
 0.26± 0.05

c
 5.36±0.17

c
 

La membrana control presentó la mayor intensidad 
del color amarillo, pero con la incorporación de RMO y 
TTO se observó una reducción significativa de la misma 
(p < 0.05). Las membranas de RMO y TTO al 0.25% mos-
traron un amarillo menos intenso. El incremento en la 
concentración de aceites en las membranas de CH no 
redujo la coloración amarilla.

Se ha reportado que el incremento de la cantidad de 
aceite esencial incorporado en películas de CH no nece-
sariamente confiere comportamiento lineal de la colo-
ración, y que incluso, la coloración observada puede 
atribuirse a otras propiedades del CH como el peso 
molecular, grado de desacetilación y presencia de calor 
durante su elaboración [11, 19]. Por otro lado, observamos 
que la incorporación de TTO a las membranas de CH no 
redujo los valores de L* (luminosidad y brillo) en com-
paración con el control. En cambio, la incorporación de 
RMO al 0.50 y al 1.00% redujo significativamente los 

valores de L*. Esta variación en la luminosidad podría 
explicarse a la alteración molecular del CH con RMO. 
En general los valores observados de L* en este estudio 
fueron mayores que los reportados por otros autores 
que han incorporado polifenoles de té (35- 27 valores 
L*) pero menores a los de películas de CH con EDTA y 
aceite de canela (90-89 valores de L*) [20].

TABLA 3. Transmitancia de la luz (%) y valores
de transparencia de membranas de CH

incorporadas con RMO y TTO.
Tabla 3.  

Membranas Longitud de onda (nm) 

 200 280 350 400 Transparencia 

Control 0.19 0.15 20.36 30.46 2.66 ± 0.012a 

RMO-0.25% 0.02 2.63 25.54 31.67 2.57 ± 0.006b 

RMO-0.50% 0.01 0.81 16.25 22.39 2.44 ± 0.020c 

RMO-1.00% 0.01 0.35 14.60 20.47 2.40 ± 0.006c 

TTO-0.25% 0.08 0.17 16.82 28.51 2.69 ± 0.008a 

TTO-0.50% 0.01 0.02 13.75 27.19 2.56 ± 0.010d 

TTO-1.00% 0.00 0.02 5.25 18.40 2.34 ± 0.003c 

Medias (±DE) en una misma columna con diferentes superíndices indican  

diferencia (Prueba de Duncan; p < 0.05). 

 

En la Tabla 3, se muestra el comportamiento de la 
transparencia y la transmitancia de la luz de las mem-
branas. En general, todas las membranas fueron lige-
ramente opacas, pero las membranas control y aquella 
con TTO-0.25% mostraron la mayor transparencia. 

De acuerdo a Sánchez-González et al., 2010 [18] la dife-
rencia en los niveles de transparencia de las membra-
nas podría estar ligada a la estructura interna desarro-
llada durante el proceso de secado debido a la disper-
sión de la fracción del volumen de los aceites esencia-
les y el tamaño de formación de sus gotas. Por otro 
lado, las membranas estudiadas fueron capaces de 
bloquear la transmisión de la luz ultravioleta (200 y 
280 nm). Esto probablemente se deba a la compleja 
mezcla de compuestos de los aceites de RMO y TTO. 
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Comportamientos similares de bloqueos de la luz 
ultravioleta han sido observados con membranas de 
gelatina de pescado y aceite esencial de orégano [21]. 

Actividad antioxidante (radical ABTS): La Figura 2 
muestra que la membrana con RMO-0.25% presentó la 
mayor capacidad antioxidante (9.0%). Por otro lado, las 
membranas con RMO-0.50% (6.4%) y TTO-0.25% 
(6.0%) mostraron la actividad más baja. Las membra-
nas control (7.5%), las incorporadas con RMO (7.2%), 
TTO (7.1 %)-0.50% y TTO (7.0%)- 1.00% no presentaron 
diferencias en su capacidad antioxidante (p > 0.05). 

La capacidad antioxidante mostrada por la membrana 
control ha sido ya reportada y se atribuye a la reacción 
de los residuos del grupo amino del carbono número 2 
(CH) con radicales libres [22]. No observamos cambios 
en la actividad antioxidante al incorporar los aceites 
esenciales en las membranas de CH, con excepción en 
TTO-0.25%. Sin embargo, las capacidades antioxidan-
tes de RMO y TTO son reconocidas, el primero debido 
a la presencia de tres compuestos terpénicos (α- terpi-
neno, α-terpinoleno y γ-terpineno) y el segundo a 
diversos compuestos fenólicos como carnasol, ácido 
carnósico, rosmanol, rosmadial, epirosmanol, rosma-
difenol, ácido rosmarinico [16, 23]. En este estudio obser-
vamos baja actividad antioxidante. Probablemente la 
matriz de CH pudo haber formado encapsulación par-
cial de RMO y TTO inducida por el grupo carboxilato 
(NH3+ -OOCH) o bien haber resultado de la interacción 
química de los compuestos de los aceites esenciales 
con la matriz de CH.

Efecto protector sobre eritrocitos humanos: Esta 
prueba simula el efecto del ataque del radical AAPH 
sobre la membrana eritrocitaria (peroxidación de fos-
folípidos) y es complementaría a la actividad antioxi-
dante medida por el radical ABTS (método químico). 
Esto nos da un mejor perspectiva del comportamiento 
que pudieran tener los extractos de las membranas al 
estar en contacto con radicales y la protección que 

pudiera brindar sobre la célula eritrocitaria (simula-
ción in vivo), bajo el principio de que el daño de la 
membrana eritrocitaria acompaña eventualmente a la 
hemólisis y donde la liberación de hemoglobina es el 
indicador de daño [24]. La Figura 3 muestra que todas 
las membranas brindan un efecto protector al eritro-
cito (mayor a 63 %). El mayor efecto protector fue mos-
trado por la membrana con TTO-0.50% (81 %) y el más 
bajo por la membrana con RMO-0.25% (63 %). Los 
extractos de la membranas con 0.25% y 0.50% de TTO, 
mostraron mejor efecto protector comparadas con 
aquellas incorporadas con RMO y el control (p< 0.05).

Es importante resaltar que el comportamiento de los 
resultados obtenidos por el método del radical ABTS 
fueron diferentes comparados con aquellos del efecto 
protector sobre el eritrocito humano. El método del 
radical ABTS mide la capacidad de las moléculas para 
reducir un radical libre artificial, mientras que el ensayo 
del efecto protector sobre el eritrocito simula las condi-
ciones in vivo a través de un modelo celular. Por otro 
lado, la membrana control presentó buen efecto protec-
tor al eritrocito que aparentemente puede atribuirse a 
los grupos protonados del grupo amino en la matriz de 
CH. Estos grupos pudieran inducir interacciones elec-
trostáticas con las cargas negativas de la membrana de 
los eritrocitos e inducir una forma de agregación celu-
lar que evita el daño de la membrana celular [25]. 
Aunque los componentes de RMO y TTO son conocidos 
como excelentes antioxidantes, en este estudio obser-
vamos que el efecto de protección al eritrocito pudiera 
ser inducido más por el CH que por los aceites esencia-
les incorporados, o bien, a la excesiva liberación de los 
aceites incorporados en la membrana o baja liberación 
de los aceites esenciales encapsulados [18].



Quihui-Cota et al. Membrana de Quitosano con Aceites Esenciales de Romero y Árbol de Té: Potencial como Biomaterial 263

CONCLUSIONES
La membrana de TTO-1.00% mostró la mejor reduc-

ción de solubilidad con 67%. Por otro lado, la mem-
brana con baja concentración de TTO (0.25%) mostró el 
mejor comportamiento como barrera contra el vapor 
de agua, con una reducción de 58% en relación con la 
membrana control. Todas las membranas presentaron 
una coloración amarilla, fueron ligeramente opacas y 
con propiedades de bloqueo de la luz UV. Los extractos 

de las membranas presentaron una baja capacidad 

antioxidante (9%). Por el contrario, las membranas 
mostraron altos porcentajes de inhibición de hemólisis 
eritrocitaria (>63%). Aunque se requieren estudios adi-
cionales sobre las características fisicoquímicas, mecá-
nicas, microestructura y antimicrobianas, considera-
mos que los resultados de este estudio son un punto de 
inicio para que las membranas de CH incorporadas con 
RMO y TTO puedan ser consideradas como biomaterial 
de estudio con gran potencial de uso en el campo de la 
salud.
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RESUMEN
Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son la principal causa de muerte a nivel mundial, donde la terapia con 
Células Troncales Mesenquimales (CTM) representa una alternativa para los pacientes que no logran recuperarse 
con los tratamientos actuales. El lograr que las CTM residentes se movilicen al órgano afectado representaría una 
ventaja para el manejo terapéutico de las ECV. La dehidroepiandrosterona (DHEA) es un precursor hormonal cuyos 
niveles disminuyen a lo largo de la vida, lo que se ha asociado al desarrollo de ECV. Diversos estudios han demos-
trado que el consumo de DHEA previene y mejora la condición cardiaca, aunque no se sabe si esto ocurre porque se 
ejerce un efecto en los cardiomiocitos y estos, a su vez, hacia las CTM. El objetivo del presente estudio fue determi-
nar el efecto del medio condicionado procedente de la línea H9C2 pretratada con DHEA y sometida a daño, sobre la 
motilidad de CTM, llevando a cabo un ensayo de cierre de herida. El pretratamiento con DHEA y el daño en la línea 
H9C2, promueve la motilidad de CTM. El estímulo de la motilidad de CTM por un efecto indirecto de DHEA podría 
ser una estrategia terapéutica para el daño cardiaco.

PALABRAS CLAVE: Dehidroepiandrosterona, motilidad, daño cardiaco, ensayo de cierre de herida, células troncales 
mesenquimales.



REVISTA MEXICANA DE INGENIERÍA BIOMÉDICA | Vol. 38 | No. 1 | ENERO - ABRIL 2017 266

ABSTRACT
Cardiovascular diseases (CVD) are the leading cause of death worldwide. Mesenchymal Stem Cell (MSC) therapy is 
an alternative for patients who cannot recover with current treatments. Ensure movilization of MSC to the affected 
organs would represent an advantage for therapeutic management of CVD. Dehydroepiandrosterone (DHEA) is a 
hormone precursor whose levels decrease throughout life, which has been associated with the onset of CVD. Sev-
eral studies have shown that DHEA consumption, prevents and improves heart condition, although it is not known 
if this is because an effect on cardiomyocytes is exercised on these cells and this, in turn, to CTM. The aim of this 
study was to determine the effect of conditioned medium from H9C2 cell line pretreated with DHEA and subject-
ed to damage, on the motility of CTM, performing a wound healing assay. Pretreatment with DHEA and damage 
to H9C2 cell line, promotes motility of CTM. Stimulation of CTM motility by an indirect effect of DHEA could be a 
therapeutic strategy for heart damage.

KEYWORDS: Dehydroepiandrosterone, Motility, Cardiac Damage, Wound Healing Assay, Mesenchymal Stem Cells.
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INTRODUCCIÓN
Las enfermedades cardiovasculares (ECV) constitu-

yen un grave problema de salud, ya que son una de las 
principales causas de muerte a nivel mundial [1]. Uno 
de los factores implicados en el desarrollo de estas, es 
la progresión de la edad y con ello el descenso en los 
niveles de hormonas sexuales [2,3].

El tratamiento actual para ciertas ECV lo constituyen 
los inhibidores de la enzima convertidora de angioten-
sina y la terapia antiagregante plaquetaria [4], sin 
embargo, en dichos tratamientos, los pacientes no tie-
nen una recuperación satisfactoria [5]. Por otro lado, las 
terapias con células troncales mesenquimales (CTM) 
como estrategia de tratamiento en ECV, han sido utili-
zadas con éxito en modelos experimentales [6,7]. Dichas 
terapias se basan en la administración de células para 
reparar tejidos u órganos afectados [8]; sin embargo el 
efecto que estas ejercen en el corazón es aún discutido 
[9]. Se ha comprobado que las CTM pueden migrar 
hacia órganos blanco dañados, participar en procesos 
de homeostasis y reparación tisular, así como diferen-
ciarse a células cardiacas para contrarrestar la pérdida 
de las mismas [10, 11, 12, 13]. Por ello, una alternativa que 
actualmente ha sido poco explorada para la terapia es 
lograr que las células totipotenciales (capaces de dife-
renciarse hacia varios tejidos) ya existentes en el orga-
nismo se movilicen hacia el órgano blanco a través de 
vías de señalización paracrina para ejercer sus funcio-
nes regenerativas o de reparación [14]. Por otro lado, la 
disminución de hormonas sexuales y de sus precurso-
res que declinan a consecuencia de la edad, es un fac-
tor de riesgo para el desarrollo de las ECV. Sin embargo, 
existen evidencias de que factores de reemplazo hor-
monal, mejoran la condición cardiaca. [15, 16] Uno de 
los más importantes factores con efectos benéficos en 
diferentes padecimientos cardiacos es la dehidroe-
piandrosterona (DHEA) [17]. Se ha demostrado que el 
consumo de 50 mg/día de DHEA reduce la rigidez arte-
rial en los adultos y disminuye o previene el desarrollo 
de padecimientos cardiacos [18,19, 20]. Sin embargo, es 

posible que los efectos cardioprotectores de la DHEA 
se deban además de lo que ha descrito en la literatura, 
a los efectos paracrinos que ésta induzca sobre los car-
diomiocitos dañados y que favorezcan la migración de 
las CTM. Para determinar lo anterior, se utilizó un 
modelo de señalización paracrina, que consistió en el 
cultivo de la línea H9C2 preincubada con DHEA y 
expuesta a peróxido de hidrógeno (H2O2) para inducir 
daño cardiaco y el medio condicionado (conteniendo 
las moléculas de señalización) se utilizó en un ensayo 
de cierre de herida consistente en una monocapa de 
células madre mesenquimales, con lo anterior, fue 
investigada la motilidad inducida por DHEA.

METODOLOGÍA
Para la obtención de las CTM, primero se recuperó en 

PBS la médula ósea de los fémures de ratas Wistar 
macho de 250 g. Se obtuvo un pool de células por cen-
trifugación y se distribuyeron en placas de Petri con 
medio DMEM/F12 suplementado con 10% de suero 
fetal de bovino (SFB) y se mantuvieron en condiciones 
de 37°C y 5% de CO2 en una incubadora para cultivos 
celulares. Posteriormente, las células se monitorearon 
a lo largo de 1 semana con cambio de medio cada tres 
días. Las células adheridas a la placa de cultivo se man-
tuvieron hasta una confluencia mayor de un 80% (ocu-
pación del espacio en la placa), para disgregar con 
tripsina/verseno al 0.025% y centrifugar; finalmente el 
pellet obtenido fue sembrado en medio nuevo (cono-
cido como pase) mientras que las que quedaron sus-
pendidas en el sobrenadante se descartaron.

En los cultivos obtenidos, al pase número 3, se 
observó una población homogénea enriquecida con 
Células Troncales Mesenquimales, como se muestra 
en la Figura 1.



Castro-Santos et al. Efecto del Medio Condicionado de la Línea Celular H9C2 Tratada con Dehidroepiandrosterona y Expuesta a Daño sobre la Motilidad de Células Troncales Mesenquimales 268

FIGURA 1. Cultivo y morfología de las Células Troncales 
Mesenquimales de médula ósea in vitro. Las CTM en pase 

3 muestran una morfología larga, plana, espiculada y 
fibroblastoide. Microscopia de Luz 10X.

Como modelo de daño cardiaco, se utilizaron células 
H9C2 de cardiomioblastos de rata, (ATCC® CRL-
1446™) sembradas en placas de 6 pozos, y se indujo 
daño con H2O2 (1:1000) durante 30 minutos. En otra 
condición, las células fueron preincubadas con DHEA a 
concentraciones de 0.1, 1, 10, 100 µM (micromolar) por 
24 horas y luego fueron expuestas a H2O2 durante 30 
minutos. Todas las células se lavaron con PBS y se les 
añadió medio fresco para dejar incubar nuevamente 
por 24 horas. Transcurrido el tiempo, se colectó el 
medio condicionado (MC) de las células con todos los 
tratamientos para su posterior incubación con las CTM 
previamente obtenidas. Para determinar la motilidad 
de las CTM inducida por los medios condicionados, se 
utilizó un modelo in vitro de cierre de herida. Para ello, 
las CTM en pase 4 se cultivaron en una placa de 48 
pozos con medio DMEM F-12 al 10% de SFB y con 
medio condicionado de la línea H9C2 en una propor-
ción 1:1 para cada condición por triplicado. La herida 
se realizó en cada pozo mediante un rasgado con una 

punta de pipeta de 10 µL, y se dejó incubar durante 48 
horas con el medio de las condiciones mencionadas. 
Para evaluar la morfología y la motilidad, las células se 
fotografiaron (0h y 48h), y por otro lado se realizó el 
análisis del área de herida con el programa ImageJ. 
Posteriormente, las células se tiñeron con cristal vio-
leta al 10%, y para observar si el cierre de herida se 
relacionaba a la proliferación de CTM, se colectó el 
cristal violeta y se transfirió a una placa para su cuan-
tificación en un espectrofotómetro de ELISA a una 
absorbancia de 540 nm. Los valores de densidad óptica 
fueron obtenidos, y una mayor densidad de colorante 
indicó una mayor cantidad de células presentes en 
cada pozo. Como controles de población celular se uti-
lizaron células fijadas al tiempo cero (inicio de incuba-
ción) y las células fijadas a las 48 h sin estímulo. Para 
el análisis estadístico de los datos de cierre de herida y 
proliferación, se utilizó ANOVA y una p <0.01 en el pro-
grama Excel.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN
Las células cultivadas y utilizadas en este estudio 

presentaron adherencia a la placa de cultivo, permane-
ciendo en monocapa con una morfología fibroblas-
toide, característica de las CTM definida por la ISCT 
(International Society for Cellular Therapy), como se 
muestra en la Figura. 1.

Las CTM se cultivaron en presencia de diferentes 
medios condicionados obtenidos previamente como se 
describió en los métodos; a estas monocapas se les 
realizó un rasgado y 48 horas después se observó la 
invasión del espacio por las células.
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FIGURA 2. Análisis de apertura de Herida. Las CTM con una 
apertura de la herida del 100% (control), en presencia de 

MC obtenido de la línea H9C2 (MC), MC de la línea H9C2 
tratadas con H2O2 (como agente de daño) o MC de la línea 
H9C2 pre-tratadas con H2O2 y DHEA a 0.1, 1, 10 y 100 µM. 

MC: Medio Condicionado de células H9C2, H2O2: peróxido 
de hidrógeno.

El espacio llenado por las células se analizó y éste se 
representa en la Figura 2, el eje de las X indica las con-
diciones en que se encontraban las CTM, en el eje de 
las Y, 100% indica la abertura completa de la mono-
capa de CTM por el rasgado, de manera que al dismi-
nuir el porcentaje, esto indica un mayor cierre del 
espacio del rasgado. Se observa que el MC de las célu-
las H9C2 sin tratamiento, así como las que se trataron 
sólo con H2O2 cubrieron un 20% de la apertura total 
con respecto al control. Cuando las células se preincu-
baron con DHEA a 0.1 µM y se indujo el daño con H2O2, 
el comportamiento de las células fue similar a los de 
MC y MC más H2O2. Sin embargo, el medio condicio-
nado de las H9C2 preincubadas con 1, 10 y 100 µM de 
DHEA y sometidas a daño con H2O2, presentaron un 
cierre de apertura de la herida alrededor de un 50% de 
acuerdo al análisis de imagen. Para evaluar si el lle-
nado del espacio de la herida del rasgado se debió a que 
la motilidad de las células se modificó por los medios 

condicionados de las H9C2 preincubados con DHEA, y 
no por la proliferación de las CTM, los mismos pozos 
utilizados para el análisis de la herida fueron cuantifi-
cados en su población celular por la tinción con cristal 
violeta (Figura 3).
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FIGURA 3. Evaluación de la proliferación celular de las CTM 
con cristal violeta. Las CTM con apertura evaluada a las 0 
horas (control 0h), 48 hrs (control 48h), CTM en presen-

cia de MC de H9C2 (control MC) o MC de la línea H9C2 
pre-tratadas con H2O2 y MC de la línea H9C2 pre-tratadas 

con H2O2 mas DHEA a 0.1, 1, 10 y 100 µM. MC: Medio 
Condicionado de células H9C2, H2O2: peróxido de 

hidrógeno.

El eje X representa las condiciones de incubación de 
las CTM y el eje de las Y los valores de absorbancia. Se 
puede observar que la proliferación del control a las 48 
horas, el de MC de H9C2 y el de las células con daño, 
presentaron densidades ópticas más altas que las de 0 
horas. Los MC de células sin daño con DHEA o daño con 
DHEA a 0.1 y 1 µM se comportaron de igual forma que 
la de 48h (proliferación). Sin embargo, la proliferación 
de CTM con el MC de las células H9C2 pretratadas con 
DHEA a 10 y 100 µM y sometidas a daño presentó una 
densidad óptica significativamente menor que las de 
48 horas, comportándose similar a las de 0 horas.

Como se describió anteriormente, las CTM fueron 
obtenidas como se ha indicado en trabajos previos [21,22] 
y éstas presentaron las características de adherencia y 
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morfológicas reportadas por diferentes estudios [23, 24, 

25]. Los resultados indicaron que el cerrado de la herida 
por las CTM, aumenta al usar el MC de H9C2 pretrata-
das con 3 distintas concentraciones de DHEA y some-
terlas a daño. Se ha discutido el efecto paracrino de los 
MC de H9C2 solos en cultivos de CTM [26, 27], pero en el 
presente trabajo se observa como el MC de H9C2 pretra-
tadas con DHEA e inducidas a daño, producen mayor 
cierre de herida que el MC solo, y para descartar que el 
llenado del espacio se debía a una inducción de la pro-
liferación, se cuantificó la población celular en cada 
caso. El análisis de proliferación, de las CTM, arrojó que 
el MC de H9C2 con DHEA más daño, desde 10 µM, es 
menor a la que se observa en las CTM sin tratamiento o 
con MC solo después de 48 horas, aunque los espacios 
de rasgado si se están cerrando; lo anterior significa 
que se presenta un estímulo de la migración inducido 
de forma indirecta por la DHEA como efecto paracrino 
de las H9C2 dañadas. Los análisis de motilidad en las 
CTM incubadas con medio normal no indicaron migra-
ción, sino proliferación celular, la cual ocasionó el lle-
nado del espacio en el rasgado. Este efecto de cerrado 
de la herida se ha relacionado con los beneficios al sis-
tema cardiaco que se obtienen en la terapia con CTM [28, 

29], aunque, en este trabajo se propone que la mejora en 
la condición cardiaca se debe a los mecanismos de 
reparación de las células propias que se ponen en mar-
cha al consumir DHEA, aunado a los efectos descritos 
de la DHEA ante las ECV al activarse diferentes vías 
protectoras [30, 31]. En un trabajo de Liu y colaboradores 
[32], observaron que células troncales de placenta a las 
que se agregó angiotensina II, desencadenaron la seña-
lización de VEGF, un factor que estimula la angiogéne-
sis, al trasplantarlas a un corazón isquémico. Es posible 
que la DHEA al estar presente en un evento de daño, 
estimule en los cardiomiocitos la expresión de VEGF, 
así como vías de la migración que se observa en este 
trabajo. En un análisis proteómico del medio de cultivo 
de H9C2 sometidas a hipoxia y luego a reoxigenación, 
se observó principalmente en éste último que las pro-
teínas secretadas al MC se relacionan tanto a procesos 

de cicatrización, como de remodelación de la matriz 
extracelular [33], procesos que resultan interesantes 
estudiar en nuestro modelo. Por otro lado, en un tra-
bajo realizado por nuestro grupo de investigación, se 
encontró que la DHEA directamente incubada con las 
CTM, promueve procesos de diferenciación osteogé-
nica [34], por lo cual se descarta que los efectos observa-
dos en este trabajo se deban a residuos de DHEA pre-
sentes en las H9C2, ya que éstos fueron eliminados por 
lavados antes de inducir el daño. Por lo tanto, este tra-
bajo es el primero en describir que la DHEA promueve 
la migración de CTM cuando en los cardiomiocitos se 
presenta un proceso de daño, lo que resulta no solo 
atractivo para la terapia celular, sino para describir los 
efectos que la DHEA puede ejercer sobre las CTM para 
disminuir o prevenir los eventos de daño cardiaco.

CONCLUSIONES
La DHEA es considerada como un agente cardioprotec-

tor no solo por su efecto antioxidante/ antiinflamatorio, 
lo cual ya se ha demostrado en diferentes estudios; sin 
embargo, en este trabajo se muestran los primeros 
hallazgos que indican que la DHEA al utilizarla en un 
pretratamiento in vitro, favorece la movilización de CTM 
estimulada por los cardiomioblastos H9C2 cuando éstos 
son sometidos a procesos de daño por adición de H2O2. 
Las evidencias muestran que los espacios que son llena-
dos por las células se deben a un proceso de motilidad y 
no por un aumento de la proliferación. Lo anterior ayuda 
a comprender que la condición cardiaca mejora cuando 
los pacientes con ECV consumen DHEA, y que los bene-
ficios, además de ser directamente por acción de la 
DHEA, también pueden provenir de los efectos parácri-
nos que puedan estar desencadenándose.
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Evaluación de la Permeabilidad en Andamios Macroporosos de Bioglass 
45S5 para Ingeniería de Tejidos

Permeability Evaluation of 45S5 Bioglass Macroporous Scaffolds for Bone Tissue Engineering
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RESUMEN
Andamios macroporos de biovidro 45S5 han sido desarrollados como una alternativa para sustituir injertos de hue-
so tradicionales. Un factor crucial en el diseño de estos andamios es la permeabilidad ya que de esto dependerá su 
capacidad para remover desechos y suministrar nutrientes y oxígeno a las células. En este trabajo se llevó acabo la 
evaluación de la permeabilidad basados en la ley de Darcy de andamios macroporos de biovidrio 45S5 con porosi-
dades en el rango de 69%-74%. Los valores de permeabilidad obtenidos fueron de 4.19 × 10-10, 3.75 × 10-10 y 3.48 × 
10-10 m2 que estuvieron en el rango de los valores de permeabilidad del hueso trabecular.

PALABRAS CLAVE: Permeabilidad, Andamios porosos, Biovidrio 45S5.
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ABSTRACT
Bioactive glass 45S5 foams were produced as an alternative to be used to fill and restore bone defects. A crucial 
design factor of foams is permeability, since it is related to their capability for waste removal and nutrients/oxygen 
supply to cells. In the present work a study was carried out to analyze the bioactive glass 45S5 foams permeability 
by Darcy’s law. The measure average permeability value on foams of 69%-74% porosity was 4.19 × 10-10, 3.75 × 10-10 
y 3.48 × 10-10 m2, which are in the range of permeability values for trabecular bone.

KEYWORDS: Permeability, foams, Bioactive glass 45S5.
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INTRODUCCIÓN
Los biomateriales basados en el sistema SiO2-CaO-

Na2O-P2O5 son comúnmente llamados biovidrios, son 
utilizados en aplicaciones biomédicas como andamios 
en implantes óseos, debido a su capacidad de formar 
una fuerte unión con el tejido vivo tanto óseo como 
tejido conectivo. Esta habilidad es atribuida a la capaci-
dad que tiene de formar una capa de hidroxiapatita[1,2]. 
Por otra parte, se ha demostrado en diferentes estu-
dios que hay un control genético de la respuesta celu-
lar en materiales de biovidrio 45S5. Esto indica que 
este tipo de materiales pueden ser utilizados como 
andamios en la regeneración de tejido y en la inge-
niería de tejidos (IT) [3,4].

De acuerdo con Chen y Boccaccini [5], un andamio 
ideal debe de ser altamente permeable, con porosidad 
interconectada y un tamaño de poro en el rango de 
10-500 µm para crecimiento celular, permitir el crec-
imiento de tejido óseo así como también una buena 
distribución de nutrientes y permitir la remoción de 
desechos. Por otra parte, es importante diseñar anda-
mios con un tipo de porosidad bimodal como el hueso 
trabecular, el cual es un factor importante para la 
buena vascularización y crecimiento del tejido óseo [6].

La permeabilidad de los andamios está relacionada 
directamente con el grado de interconectividad de los 
poros, y es uno de los factores que influyen en la 
capacidad de regeneración del andamio. La permeabi-
lidad controla el flujo de nutrientes a través del anda-
mio hacia las células que migran en su interior. En 
estudios realizados se ha encontrado que el crec-
imiento celular dentro del andamio, depende de que 
los nutrientes puedan permear al interior de la estruc-
tura porosa durante el cultivo celular [7,8].

El objetivo de la presente investigación es el de 
estudiar la permeabilidad de andamios de biovidrio 
45S5 diseñados para ingeniera de tejidos, fabricados 
mediante tecnología de polvos.

METODOLOGÍA
Los reactivos que se utilizaron para la obtención del 

biovidrio 45S5 fueron polvos comerciales de alta pureza 
de carbonato de sodio anhidro, óxido de calcio, dióxido 
de silicio y pentóxido de fósforo (Sigma-Aldrich). La 
mezcla de polvos se realizó de acuerdo a la este-
quiometría para obtener una composición final de 45% 
SiO2, 24.5% Na2O, 24.5%, CaO y 6% P2O5 en peso, los 
cuales se colocaron en un recipiente de polietileno para 
homogeneizarlos mediante un molino de bolas conven-
cional durante 15 minutos. La mezcla fue puesta en un 
crisol de sílice fundida a 900 °C por 90 minutos en una 
mufla Carbolite® HTF17, seguido, se elevó la temperatura 
a 1350 °C por 90 minutos. La fundición obtenida fue 
vertida sobre una placa de acero inoxidable para obtener 
el biovidrio 45S5. Una vez obtenido el biovidrio 45S5, 
fue pulverizado en un molino de mortero de agata 
(Mortar Grinder PULVERISETTE 2, FRITSCH), hasta 
obtener un tamaño de partícula < 63 µm. 

Los andamios macroporosos de biovidrio 45S5 fueron pro-
ducidos mediante tecnología de polvos siguiendo la ruta 
descrita por Aguilar et al [9]. Brevemente, el polvo de biovid-
rio 45S5 obtenido fue mezclado con una resina fenólica y 
tolueno sulfonil hidrazida (TSH) como espumante en una 
proporción de 60:39:1 en % peso. Las mezclas de polvos se 
vertieron en dados de acero inoxidable de 2 cm de diámetro 
x 5 cm de altura para su compactación y posterior trata-
miento térmico que consta de tres pasos: (a) espumado, (b) 
pirólisis y (c) sinterización con tres diferentes tiempos de 
permanencia 1, 2, 3 horas a 975 °C temperatura a la cual aún 
se tiene sinterizacion viscosa en el material y se obtienen 
buenas propiedades mecánicas. Se tomaron 5 muestras por 
tiempo para calcular la porosidad y permeabilidad de los 
andamios. Las muestras con diferentes tiempos de sinteri-
zación fueron identificadas como BG1, BG2 y BG3.

Los andamios fueron maquinados en cilindros (D=1.5 
cm; L=2 cm). La densidad de los andamios, ρandamio fue 
medido usando la masa y dimensión de las muestras 
sinterizadas. La porosidad  fue calculada con la fórmula:
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𝑝𝑝 = 1 − %&'(&)*+
%,*+-*(.*+

*100                      (1) 

𝜌𝜌012314512
donde =2.7 g/cm3 es la densidad teórica del Bioglass® 45S5. 

La estructura de los andamios fue observada en un 
microscopio electrónico de barrido (MEB) JEOL JSM-7600.

La permeabilidad fue determinada por medio de una 
prueba de conductividad con carga de agua variable 
basada en la ley de Darcy. Se construyó un dispositivo 
que consiste principalmente en un tubo vertical que 
proporcionaba la carga de agua, una cámara de perme-
abilidad para posicionar la muestra y un recipiente para 
colectar el agua. Antes de la prueba, las muestras fueron 
sumergidas en agua destilada durante una hora a 
presión negativa para eliminar el aire remanente dentro 
de la estructura. La permeabilidad  y la conductividad 
hidráulica fueron calculados basados en la ley de Darcy:

𝑘𝑘 = 𝐾𝐾 8
%9                             (2) 

𝐾𝐾 = :
;
<
= ln

@A
@B

                          (3) 

𝜌𝜌
𝐴𝐴donde  es la viscosidad dinámica del agua,  es la den-

sidad del agua,  es el área de sección transversal del 
tubo,  es el área de sección transversal de la muestra,  es 
el ancho de la muestra,  y  son la altura inicial y final del 
medio líquido respectivamente. Para el estudio de la 
permeabilidad fueron evaluadas 5 muestras por serie.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN
Se calculó el % de porosidad en las espumas mediante 

la Ecuación (1) los resultados se muestran en la Tabla 1. 
El tiempo de sinterización no tuvo un efecto significa-
tivo en la porosidad de las espumas ya que esta no dis-
minuyó de manera significativa. En la Figura 1 se puede 
observar que en la muestra BG1, la distribución de 
tamaño de poro es más amplia encontrándose poros de 
hasta 1000 µm. A medida que se incrementa el tiempo 

de estancia el tamaño de los poros va disminuyendo. En 
la Figura 1 (c) se observa una distribución de poros más 
uniforme con tamaños de poro máximo de 500 µm. En 
la Figura 2 se puede observar las paredes que forman 
los poros las cuales están formadas por partículas sin-
terizadas de diferentes tamaños con una morfología 
irregular. En las tres muestras se pueden observar poros 
con tamaños menores a 50 µm mismos que se forman 
entre partículas con poco grado de sinterización.

a) b)

c)

FIGURA 1. Imágenes MEB a 15x de espumas sinterizadas a 
975 °C con diferentes tiempos de estancia. (a) BG1, (b) 

BG2 y (c) BG3.

FIGURA 2. Imágenes MEB a 250x de espumas sinterizadas 
a 975 °C con diferentes tiempos de estancia. (a) BG1, (b) 

BG2 y (c) BG3.

a) b)

c)
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TABLA 1. Densidad volumétrica y % de porosidad de 
espumas de biovidrio sinterizadas a diferentes tiempos 

de estancia a 975 °C.

Muestra % Porosidad 

BG-1 74 

BG-2 71 

BG-3 69 

 

Muestra % Porosidad 

BG-1 74 

BG-2 71 

BG-3 69 

 

Muestra % Porosidad 

BG-1 74 

BG-2 71 

BG-3 69 

 
Como se puede observar en los datos de la Tabla 1 la 

porosidad de las muestras BG2 y BG3 varió en 4 y 6% 
respectivamente con respecto a la muestra BG1, lo que 
no es un cambio significativo. Por otro lado, en la Figura 
3 se encontró que la permeabilidad para los tres sistemas 
BG1, BG2 y BG3 fue de 4.19 × 10-10, 3.75 × 10-10 y 3.48 × 
10-10 m2 respectivamente. La permeabilidad disminuyó 
significativamente debido al cierre de microporos for-
mados en la estructura de los andamios por la unión de 
partículas pequeñas al momento de la sinterización lo 
que provocó que hubiera una menor interconexión de 
poros dentro de la estructura. El tratamiento realizado a 
los andamios a diferentes tiempos de permanencia a la 
temperatura de sinterización puede ser utilizado como 
método para controlar la permeabilidad de los andamios 
porosos de biovidrio 45S5. Cabe destacar, que la perme-
abilidad es independiente del fluido ya que sólo depende 
de la estructura porosa del andamio. Ochoa et al.[10] 
encontraron valores de permeabilidad en el rango de 
1.85 × 10-9 – 2.07 × 10-9 m2 para andamios de Bioglass® 
45S5 en andamios con porosidades de 90-95%. Se han 
reportados varios valores de permeabilidad de anda-
mios porosos. Shimko et al.[11] reportó valores de perme-
abilidad entre 5.2 × 10-10 – 6.2 × 10-10 m2 de andamios de 
tantalio. Adicionalmente, Li et al. [7] midieron una per-
meabilidad de 2.13 × 10-10 m2 para biomateriales porosos 
con 70% de porosidad. Estos valores reportados por 
varios investigadores están muy cercanos a la permeab-
ilidad de tejido óseo encontrado por Nauman et al. [12].

En el presente trabajo se utilizó la técnica de metal-
urgia de polvos para la obtención de andamios con 
porosidades bimodales, que nos permita tener un 
material con características optimas en permeabilidad 
y tipo de poro para ayudar en la regeneración ósea. Los 
resultados obtenidos en el presente trabajo están en el 
rango de los reportados en esta investigación. Como se 
muestra, la permeabilidad puede ser diferente en 
materiales con el mismo % de porosidad, esto debido a 
las diferencias en el diseño estructural, estructura de 
poro y morfología. Por otra parte, un andamio con alta 
permeabilidad y alta porosidad no es necesariamente 
óptimo para regeneración de tejido óseo, debido a que 
sus propiedades mecánicas se verán altamente afecta-
das por la elevada porosidad del material.

Aguilar et al. [9] mostraron que los andamios fabrica-
dos mediante la técnica de metalurgia de polvos han 
demostrado tener una porosidad interconectada, con 
una distribución de tamaño de poro entre 335-540 µm 
y resistencia a la compresión en el orden de los 5 MPa. 
Además, los andamios fabricados mediante esta 
técnica poseen microporosidad un factor estructural 
esencial para aplicaciones en IT.

FIGURA 3. Permeabilidad de las muestras BG1, BG2 y BG3.

Muestra % Porosidad 

BG-1 74 

BG-2 71 

BG-3 69 
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CONCLUSIONES
Andamios porosos de biovidrio 45S5 fueron fabrica-

dos mediante la técnica de tecnología de polvos y 
fueron estudiados en términos de su permeabilidad. 
Los valores promedios de permeabilidad de los anda-
mios evaluados fueron de 4.19 × 10-10, 3.75 × 10-10 y 
3.48 × 10-10 m2 los cuales disminuyeron al aumentar el 

tiempo a la temperatura de 975 °C debido a la dis-
minución en el % de porosidad. Por otra parte, los 
valores obtenidos de permeabilidad, están en el rango 
de los valores experimentales, reportados para el 
hueso trabecular, confirmando que estos andamios 
pueden ser utilizados como matrices para el crec-
imiento celular y regeneración ósea.
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Comparación entre Células Troncales Mesenquimales obtenidas
de Médula Ósea, Tejido Adiposo y Gelatina de Wharton en base a
los Criterios de la ISCT

Comparison between Mesenchymal Stem Cells obtained from Bone Marrow,
Adipose Tissue and Wharton Gelatin according to the ISCT Criteria
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RESUMEN
Las células troncales mesenquimales (CTM) representan una población heterogénea con capacidad para auto-reno-
varse y diferenciarse a distintos tipos celulares. Estas fueron descritas en un inicio en médula ósea (MO) a mediados 
del siglo pasado, desde entonces este tejido se ha convertido en el estándar de oro para la obtención y caracteriza-
ción de CTM. Actualmente se sabe que este tipo de células se encuentran alojadas en nichos distribuidos por todo el 
organismo, donde contribuyen a los procesos de regeneración del tejido donde se localizan. No obstante, encontrar 
una fuente alterna de CTM con las mismas características que las de MO, pero que su extracción no suponga riesgo 
para el donador es fundamental para su utilización con fines terapéuticos. En este trabajo se aislaron células tron-
cales de médula ósea, y se compararon con tejido adiposo y gelatina de Wharton y caracterizaron de acuerdo a los 
criterios de la Sociedad Internacional para la Terapia Celular (ISCT). Los resultados mostraron que la morfología, 
diferenciación osteogénica y adipogénica, así como la expresión de los antígenos de superficie CD90, CD73 y CD105 
cumplen con los estándares, señalando a las provenientes de gelatina de Wharton como mejor opción.

PALABRAS CLAVE: Células troncales mesenquimales, médula ósea, tejido adiposo, gelatina de Wharton.
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ABSTRACT
Mesenchymal stem cells (MSC) represent a heterogeneous population with the capacity to self-renew and differen-
tiate into different cell types. At the middle of the last century these cells initially were described in bone marrow 
(BM), thence this tissue has become the gold standard for obtaining and characterization of MSC. It is known that 
these cells are housed in specific areas called niches distributed throughout all body, where they contribute to tis-
sue regeneration processes of self-tissue were they are located. However, finding an alternative source of CTM with 
the same characteristics that have showed in MO, but its obtention no represent a risk since the donor is essential 
to their use for therapeutic purposes. In this study we isolated mesenchymal stem cells from bone marrow, adipose 
tissue and Wharton’s jelly and they were compared in their characteristics in according to the standards of the In-
ternational Society for Cellular Therapy (ISCT). The results showed that the morphology as well as adipogenic and 
osteogenic differentiation and also the expression of surface antigens (CD90, CD73, and CD105) from all tissues 
accomplished the standards, although Wharton’s jelly represented the best option.

KEYWORDS: Mesenchymal stem cell (MSC), bone marrow, adipose tissue Wharton’s jelly.
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INTRODUCCIÓN
La medicina regenerativa (MR) tiene como objetivo 

sustituir o complementar los procesos de regeneración 
tisular mediante el uso de factores de crecimiento, 
biomateriales y células [1, 2, 3]. Por otro lado, las investi-
gaciones realizadas por Fredeinstein y cols., mostraron 
la existencia de un tipo particular de células (células 
troncales mesenquimales, CTM) en médula ósea (MO), 
actualmente se sabe que estás residen en diferentes 
tejidos y comparten características, como: capacidad 
de auto-renovación y de diferenciación [4-7]. Aunque es 
posible obtener CTM de tejidos embrionarios, cuestio-
nes éticas y legales no permiten esta práctica. Aunque 
el principal sitio para la obtención de CTM es la 
médula ósea, otros tejidos como el adiposo y la gela-
tina de Wharton poseen una gran reserva de este tipo 
celular [8]. Independientemente de su origen mesodér-
mico, las CTM pueden adoptar un destino endodermal 
o ectodermal, lo que se conoce como: plasticidad celu-
lar, la cual se atribuye a la influencia que ejerce el 
microambiente donde residen, característica rele-
vante para su uso en MR [9-15].

Para que las CTM puedan ser utilizadas en la clínica 
se debe; a) disponer de un gran número de ellas, b) ser 
aisladas con procedimientos mínimamente invasivos, 
c) tener capacidad de diferenciación, d) de ser posible 
trasplantarlas autóloga o alogénicamente, e) el 
aislamiento y cultivo deben estar basado en guías de 
buenas prácticas de manufactura, y cumplir con los 
postulados de la sociedad internacional para la terapia 
celular (ISCT) [6,17].

Es por ello que en este trabajo aislaron CTM de 
médula ósea (MO), tejido adiposo (TA) y gelatina de 
Wharton (GW) humanos y se caracterizaron en base a 
los criterios de la Sociedad Internacional para la Terapia 
Celular (ISCT): morfología fibroblastoide y adherencia 
al recipiente de cultivo, diferenciación osteogénica, 
adipogénica y condrogénica, y expresión de CD90, 
CD73 y CD105 [18].

METODOLOGÍA
Aislamiento: la medula ósea fue diluida con solución 

de buffer de fosfatos (PBS) y se realizó la separación por 
diferencia de gradiente de densidad con FicollTM 
Hypaque (SIGMA), las células se recuperaron y se culti-
varon con medio MSCBMTM (Mesenchymal Stem Cell 
Basal Medium PIoeticsTM, Lonza) por 7 días y después 
fue reemplazado por D-MEM-F12 más 10% de Suero 
Fetal Bovino (SFB) y 1% de antibiótico-antimicótico 
(anti-anti) (GIBCO). El tejido adiposo se incubó con 
colagenasa tipo 2/PBS (1mg•15mL-1) a 37°C en agitación 
constante, se recuperó el botón celular y se cultivó con 
medio DMEM-F12 más SFB al 10% y 1% de anti-anti. 
Del cordón umbilical se disecaron los vasos y el tejido 
restante fue seccionado e incubado con colagenasa tipo 
2 y tripsina al 0.1% en PBS a 37°C , finalmente el sobre-
nadante se cultivó como se menciona antes. Todos los 
cultivos se mantuvieron a 37°C  en una atmósfera con 
humedad saturada y 5% de CO2. 

Caracterización: a) morfología fibroblastoide y adher-
encia; los cultivos se mantuvieron en observación con 
un microscopio Inverso y se realizó el registro fotográf-
ico. b) pruebas de plasticidad celular; para la diferenci-
ación osteogénica las células se cultivaron con medio 
Stempro® Osteogenesis Differentiation por 21 días y se 
verifico su diferenciación con una tinción con rojo de 
Alizarina S (1,2-dihidroxiantraquinona, Merck), 2) 
para la diferenciación adipogénica, las células se culti-
varon en medio Stempro® Adipogenesis Differentiation 
por 21 días y la diferenciación se corroboró por una 
tinción con rojo oleoso (Sigma-Aldrich).

Citometría de flujo: los cultivos en pase 3 se desprend-
ieron con ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) 2 
mM y fueron incubadas con los anticuerpos anti-hu-
man; CD105, CD73, CD90 (Biolegend), CD34 (Santa 
Cruz Biotechnology) y CD45 (ThermoScientific), se 
fijaron con paraformaldehído (Sigma-Aldrich) y se ley-
eron en un citómetro de flujo FACScalibur 
(BectonDickinson).
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN
La medicina regenerativa tiene por objetivo el desar-

rollo de órganos o tejidos in vitro mediante el empleo 
de andamios en 3D, factores de crecimiento y células 
[19], por lo que, las expectativas sobre esta área para el 
tratamiento de diferentes enfermedades son elevadas. 
El descubrimiento de las CTM durante el siglo pasado 
impulsó enormemente el desarrollo de esta área [4,5,20]. 

En un inicio, las CTM fueron descritas en cultivos 
derivados de médula ósea, sin embargo, posterior-
mente se demostró su presencia en la mayoría de los 
tejidos adultos, embrionarios y extraembrionarios, y 
que además compartían características, esto sirvió 
como base para que en el 2006 la ISCT propusiera los 
criterios básicos que actualmente rigen la caracteri-
zación de todas las CTM [4,5,18,21-24]. 

���

�

���

�

���

�

FIGURA 1: CTM de médula ósea. (a), tejido adiposo (b) y gelatina de Wharton (c) con morfología alargada (flecha) núcleo cén-
trico, semejante a fibroblastos, por la similitud con este tipo de células. (d, e, f), formación de depósitos extracelulares en 

CTM de médula ósea, tejido adiposo y gelatina de Wharton respectivamente, las cuales fueron cultivadas con medio 
osteogénico, donde se puede apreciar la positividad para el colorante rojo de Alizarina (flechas), donde la distribución fue 

mayor en las CTM de médula ósea. En g, h, i, se observan CTM de médula ósea, tejido adiposo y gelatina de Wharton respec-
tivamente, en donde el medio adipogénico indujo la formación de vesículas lipídicas intracelulares positivas para la tinción 
con rojo oleoso (flechas). En este caso, se presenta una mayor formación de vesículas lipídicas en las células derivadas de 

médula ósea.
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Aunque en un principio las CTM de MO han constituido 
el “estándar de oro”, el contar con ellas es limitado 
debido a que: a) la obtención es invasiva y dolorosa, b) no 
todas las muestras son adecuadas, c) la capacidad de 
diferenciación y proliferación es menor, si se comparan 
con otros tejidos menos desarrollados como la gelatina 
de Wharton, d) las probabilidades de que los pacientes 
afecten sus características, principalmente la de autoren-
ovación y diferenciación y e) el tiempo necesario para 
disponer del número adecuado de células para tra-
splante autólogo es elevado (>2 meses). Por otro lado, 
independientemente de la fuente, todas las CTM deben 
ser cultivadas en base a las buenas prácticas de manu-
factura para asegurar un producto inocuo [21,25-37]. En el 
presente trabajo, se aislaron las CTM de MO, TA y GW y 
se caracterizaron de acuerdo a los criterios de la ISCT. 
Las células obtenidas de los tres tejidos adquirieron mor-
fología alargada con citoplasma prominente y núcleo 
céntrico o fibroblastoide, ya que comparten similitud a 
los fibroblastos [27]. Por otro lado, la plasticidad celular es 
un elemento clave para el desarrollo de medicina regen-
erativa e ingeniería de tejidos, por ello, se comprobó 
mediante la inducción osteogénica y adipogénica. Las 
células de los tres tejidos cultivadas con medio 
osteogénico mostraron positividad para la tinción con 
rojo de Alizarina (tinción específica para evidenciar 
acúmulos Ca++ y fosfatos extracelulares), de manera que 
se manifiestan como estructuras extracelulares que se 
observan al microscopio. En cuanto a la diferenciación 
osteogénica, las células presentaron vesículas lipídicas 
intracelulares en presencia de medio adipogénico 
durante 21 días; estas vesículas fueron evidentes cuando 
se tiñeron con rojo Oleoso, por lo tanto, ambos experi-
mentos confirman la capacidad de las CTM para diferen-
ciarse hacia otros tipos celulares, en este caso osteoblas-
tos y adipocitos, respectivamente (Figura 1).

Lo anterior confirma que las CTM utilizadas se apega-
ron al segundo de los criterios de la ISCT [16,22,38-46]. El 
tercer criterio evaluado fue la expresión de CD90, 
CD73 y CD105. El análisis por citometría de flujo 

mostró que las células derivadas de MO, TA y GW eran 
positivas para los antígenos CD73 y CD90 en similares 
proporciones, mientras que CD105 fue variable, con 
mayor expresión en las CTM-GW. Sin embargo, la 
expresión de los tres marcadores fue significativa-
mente mayor en GW. Para el caso de CD34 y CD45, en 
CTM-TA y CTM-GW la presencia de estos marcadores 
fue menor al 20% o ausentes, aunque en las CTM de 
médula ósea, la expresión fue cercana al 0% (Figura 2); 

nosotros creemos que esta variación es originada 
desde el proceso de obtención celular, como se ha 
comentado en diferentes trabajos, donde los resulta-
dos varían de acuerdo al método de obtención [41,47,48]. 
Con los resultados anteriormente mencionados, se 
comprueba que existen fuentes alternativas a la MO, 
que se apegan a los criterios de la ISCT y que cuentan 
con potencial terapéutico donde la Medicina 
Regenerativa puede disponer de ellos para su apli-
cación en diferentes padecimientos. Sin embargo, se 
propone que las CTM-GW pueden ofrecer grandes ven-

FIGURA 2: Expresión de antígenos CD73, CD90 y CD105 en 
las CTM de los diferentes tejidos evaluado mediante 

citometría de flujo. Donde las CTM de médula ósea presen-
taron el menor porcentaje y por otro lado, los valores de los 

antígenos hematopoyéticos CD34 y CD45 permanecieron 
bajos. n = 3. Análisis estadístico mediante ANOVA de una 

vía. *Diferencia significativa con respecto al control. 
**Diferencia significativa con respecto a todas

las condiciones.
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tajas en comparación con las que provienen de médula 
ósea o tejido adiposo, ya que además de que su 
obtención no es riesgosa y el tejido es considerado de 
desecho, el estudio y aplicación de CTM-GW no oca-
siona problemas éticos, médicos o legales [23,32,38,45,49,50].

CONCLUSIONES
Las poblaciones celulares obtenidas de las tres fuen-

tes de CTM a través de los métodos convencionales en 
nuestro laboratorio, mostraron que sus características 
se apegan a los criterios establecidos por la ISCT [18], ya 
que cuentan con la morfología, adherencia, plasticidad 
y por último los marcadores de superficie. Aunque las 

células de médula ósea se han reconocido como una 
alternativa terapéutica, las CTM derivadas de gelatina 
de Wharton representan una mejor opción, ya que 
éstas provienen de una fuente más accesible y pud-
ieran ser de uso potencial en Medicina Regenerativa en 
base a los marcadores de superficie y a la plasticidad. 
Esto significa que, en un futuro no lejano se puedan 
estar utilizando para la ingeniería de tejidos en nuestro 
país, como lo hacen en las naciones de gran desarrollo.
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RESUMEN
Los andamios fibrilares han recibido un enorme interés como futuros biomateriales con potencial aplicación en el 
campo de la biomedicina regenerativa. En este sentido, hemos optimizado los parámetros para la síntesis de dife-
rentes concentraciones (6, 7, y 10 %) de andamios de ácido poli-láctico (PLA) por la técnica de hilado por propulsión 
de gas (AJS). Dichos andamios fueron caracterizados por Microscopía Electrónica de Barrido (SEM) y por espectro-
metría Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR). Nuestros resultados mostraron que los andamios son fibri-
lares con diámetros en escalas nanométricas. Asimismo; se estudió la biocompatibilidad celular in vitro al realizar 
ensayos de adhesión, proliferación y de interacción célula-material al cultivar células troncales mesenquimales de-
rivadas de médula ósea. Nuestros datos indican que las membranas fibrilares de PLA aumentan la respuesta celular, 
no son citotóxicas al compararse con las películas delgadas de PLA. Por lo tanto; el método de síntesis propuesto 
tiene potencial para la fabricación de membranas hiladas con una facilidad de procesamiento y podría ser un pro-
metedor biomaterial económico con futuras aplicaciones en la regeneración de tejidos.

PALABRAS CLAVE: Andamios, Células Troncales Mesenquimales, Hilado por propulsión de gas, Biocompatibilidad.
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ABSTRACT
Fiber scaffolds have received increasing interest as promising biomaterials for potential application in the field of 
tissue regeneration. In this sense, we optimized the parameters for the synthesis of different concentrations (6, 7, 
and 10 %) of poly-lactic acid (PLA) scaffolds by air jet spinning technology (AJS). The PLA scaffolds were charac-
terized by Scanning Electron Microscopy (SEM) and Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) analysis. Our 
results by SEM micrographs showed that scaffolds have a fibrilar morphology with nanoscale diameter of fibers. 
Biocompatibility assay was observed through an in vitro experiment based on cell attachment, MTT and cell-mate-
rial interaction assay when culturing bone marrow-derived mesenchymal stem cells onto the PLA spun membrane 
scaffolds. Our data indicate that fiber membrane of PLA scaffold increase the cellular response, are not cytotoxic 
when compared to thin films of PLA. Thus; the proposed synthesis method has potential for easy processing of spun 
fibrilar scaffolds with good biocompatibility and could be a promising economical biomaterial with future potential 
applications in tissue regeneration.

KEYWORDS: Scaffolds, Mesenchymal Stem Cells, Air Jet Spinning, Biocompatibility.
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INTRODUCCIÓN
Como consecuencia de los procesos de enfermedad o de 

daño traumático, los sistemas  de órganos y tejidos  pierden la 
capacidad de llevar a cabo su función biológica y estructural, 
por lo cual han surgido diferentes estrategias para tratar de 
recuperar la salud de los tejidos. La ingeniería de tejidos  es 
una nueva metodología y tecnología biomédica que busca las 
estrategias necesarias para restaurar, mantener o regenerar la 
función de tejidos enfermos o dañados del cuerpo humano [1]. 

Hay cuatro principios  fundamentales en la ingeniería 
de tejidos: 1) diseño de un andamiaje que favorezca  la 
adhesión, proliferación y diferenciación celular, 2) el 
aislamiento y el cultivo de células trocales mesenqui-
males, 3) un sistema de liberación  de fármacos y/o de 
factores de crecimiento y, 4) el mantenimiento del espa-
cio para inducir o guiar la regeneración del tejido [1]. 

De los anteriores principios el diseño de andamios fibri-
lares ha recibido mucha atención en los últimos años 
debido a que es clave en la regeneración de tejidos, ya que 
con el diseño de estos andamios se pretende imitar la 
parte fibrilar de la matriz extracelular nativa (MEC) de los 
tejidos del cuerpo; la cual cumple con diferentes funcio-
nes tanto un carácter estructural para  soportar a las célu-
las y proveer de un andamiaje específico para la prolifera-
ción y migración celular [2, 3], bioquímica: para secuestrar 
factores de crecimiento y otras señales químicas que 
regula el destino celular, biológica: se presentan secuen-
cias de péptidos bioactivos que puedan unirse directa-
mente a receptores que activen o interfieran en la señali-
zación intracelular de rutas de respuesta celular [4].

Son varias las técnicas que existen para el diseño de 
andamios fibrilares, siendo la técnica de electrohilado 
una de las más utilizadas en la ingeniería de tejidos, el 
cual es considerado como un método sencillo y versátil 
para producir fibras en rangos micro- y nano- métricos, 
ofreciendo ventajas como una alta área superficial y la 
capacidad de incorporar componentes inorgánicos u 
orgánicos [5]. Sin embargo el electrohilado está limitado 

por su lenta tasa de producción y requiere una ade-
cuada conductividad para formar la eyección de la solu-
ción polimérica que dará lugar a la fibra, la necesidad 
de un alto voltaje, añadiéndose el alto costo y la com-
plejidad del proceso debido a que los parámetros aún 
no están bien establecidos [6-8]. Otra alternativa para el 
diseño de andamios fibrilares es el hilado por propul-
sión de gas  (air jet spinning “AJS”, por sus siglas en 
inglés) que al igual que el electrohilado permite la sín-
tesis de membranas fibrilares a escalas micro- y nano- 
métricas [9], teniendo como ventaja su bajo costo (100 
veces más barato que el electrohilado), la rápida tasa de 
producción (10 veces más rápido que el electrohilado) y 
que no requiere de una fuente de alto voltaje [9, 10]. 

Esta técnica de AJS se basa en el uso de un gas a pre-
sión (aire, nitrógeno u argón) que se dispensa a una 
velocidad extrema entre los 10 a 35 psi con el fin de 
estirar la solución polimérica en forma de fibras finas 
en la salida de la boquilla del aerógrafo. Las fibras se 
forman debido a que en el mismo instante que se 
eyecta la solución polimérica de la punta, el disolvente 
comienza a evaporarse debido a que el gas propulsor 
compite por el oxígeno y continúa haciéndolo después 
de que las fibras se han depositado sobre el colector [1, 9]. 
Debido a la rápida y barata tasa de producción de fibras, 
se han probado una gran variedad de polímeros sintéti-
cos y biopolímeros, entre los que encontramos el ácido 
poliláctico (PLA por sus siglas en inglés),  un poliéster 
alifático del ácido láctico. El PLA es una molécula qui-
ral simple en la cual existen dos estero isómeros L-y 
D- ácido láctico, en la cual la forma L difiere de la forma 
D en su efecto sobre la luz polarizada, es decir para el 
L-ácido láctico el plano quiral rota levógiramente, 
mientras que en la forma D rota dextrógiramente [11-13]. 

En la actualidad el PLA es de manufactura económica 
ya que se obtiene de recursos renovables como el almi-
dón y azúcar, es aprobado por la FDA debido a que es 
biodegradable por la hidrólisis del enlace de éster de 
PLA que da como resultado agua y CO2, además de que 
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es un polímero que puede ser disuelto en varias solucio-
nes no tóxicas y fáciles de procesar; características que 
lo convierte en un excelente candidato para su uso en el 
estudio y aplicación de biomateriales en la ingeniería de 
tejidos. Por ello; el objetivo de este estudio fue sintetizar 
y caracterizar un andamio fibrilar de PLA por la técnica 
de AJS y evaluar los procesos de biocompatibilidad 
celular con la finalidad de proponerlo como una mem-
brana que pueda imitar la matriz extracelular (MEC) 
con aplicaciones en el campo de la regeneración tisular. 

METODOLOGÍA

Síntesis y caracterización 
de los andamios de PLA

Las fibras poliméricas se sintetizaron a partir de una 
disolución de ácido poli-láctico (PLA) (C3H6O3 Natural 
Works, con un peso molecular de 192.000) en cloroformo 
(CHCl3, J. T. Baker) y alcohol etílico anhidro absoluto 
(CH3CH2OH, J. T. Baker) a una razón de 3:1. EL aparato de 
hilado por propulsión de gas (AJS) se encuentra dentro de 
una cámara Plexiglás para aislar el sistema de campos 
externos y evitar cambios en las condiciones durante el 
proceso de hilado. La producción del andamio se realizó 
por medio de la técnica de AJS a partir de soluciones poli-
méricas de PLA a diferentes concentraciones  (6, 7, y 10 %) 
utilizándose un aerógrafo (ADIR modelo 684) con un diá-
metro de boquilla de 0.3 mm con una alimentación gravi-
tatoria de la solución para síntesis del andamio. El aeró-
grafo se conectó a un compresor de aire (WorkForceTM) y 
para el depósito de las fibras se mantuvo constante una 
presión de 30 psi con 15 cm de distancia de la boquilla al 
colector recubierto con papel encerado (Reynolds). 
Durante el proceso se determinaron parámetros optimiza-
dos de 8 ml de volumen de la solución polimérica con res-
pecto a 30 min de tiempo para la alta calidad del depósito 
de las fibras. La caracterización de los andamios hilados de 
PLA (6, 7, y 10 %) fue por espectrometría Infrarroja con 
Transformada de Fourier (FTIR) mediante el equipo 
Nicolet Instruments modelo Nexus 407 en el rango de 500 
a 2000 cm-1 a  32 escaneos con una sensibilidad de 2 cm-1 

de longitud de onda y por Microscopía Electrónica de 
Barrido (SEM, JSM-6701F JEOL) para obtener imágenes de 
la morfología de los andamios hilados donde posterior-
mente, el diámetro de las fibras se midió con la ayuda de 
software de imagen Image J.

Cultivo Celular
Las células troncales mesenquimales derivadas de 

médula ósea (BM-MSC) fueron donadas por el Dr. Juan 
José Montesinos del Hospital de Oncología, Centro Médico 
Nacional, Siglo XXI, IMSS. Dicha línea celular se utilizó 
para caracterizar la biocompatibilidad sobre los andamios 
hiladas de PLA. Las células BM-MSC, se mantuvieron en 
medio de cultivo alfa-MEM suplementado con 10 % de 
suero fetal bovino (SFB), una solución de antibióticos 
(penicilina (100 UI/ml), estreptomicina (100 μg/ml) y fun-
gisona (0.3 μg/ml), 2 mM de glutamina y 50 mM de ami-
noácidos no esenciales. Los cultivos se mantuvieron a 
una temperatura de 37 °C y en una atmósfera de 95 % de 
aire y 5 % de CO2 en un ambiente con 100 % de humedad.

Ensayo de Adhesión Celular
Para establecer el efecto de los andamios hilados de PLA 

sobre la adhesión celular, las células BM-MSC fueron cul-
tivadas en contacto directo sobre los andamios hilados y 
películas delgadas de PLA (6, 7, y 10 %) a una densidad 
celular de 5x103 células/ml y se cultivaron durante 2, 4 y 
24 h. Después del tiempo de incubación, los cultivos fue-
ron lavados cuidadosamente con una solución de fosfatos 
(PBS) para retirar las células no adheridas e incubados con 
una solución al 4 % de paraformaldehído (PFA) durante 
30 min. Pasado el tiempo, se lavaron con PBS y se incuba-
ron con una solución de cristal violeta al 0.1 % por 15 min. 
Posteriormente, la solución de cristal violeta fue retirado 
y se realizaron lavados con agua bidestilada por 15 min y 
el colorante fue extraído con 400 μl de una solución de 
dodecilsulfato de sodio (SDS) al 1 %. De la solución obte-
nida se tomaron 200 μl que se colocaron en un pozo de 
una placa de 96 pozos para ensayos de ELISA y fue some-
tido a lectura en un espectrofotómetro (ChroMate, 
AWARNESS) a 545 nm. Los cultivos controles fueron las 
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células sembradas sobre los platos de cultivo considerán-
dose como 100 % de adhesión celular en los tiempos de 
incubación para obtener el porcentaje de adhesión a los 
andamios hilados o películas delgadas de PLA.

Ensayo de Viabilidad/Proliferación Celular
Para establecer el efecto de los andamios de PLA sobre la 

proliferación celular, las células BM-MSC se cultivaron 
sobre los andamios hilados y películas delgadas de PLA a 
una densidad celular de 5x103 células/ml durante 3, 5, 7, 
14, y 21 días de cultivo por medio del ensayo de azul de 
triazol (MTT) basado en la habilidad de la enzima deshi-
drogenada mitocondrial para oxidar una sal de tetrazolio 
(3-[4,5-dimetiltiazol-2-y]-2-5 bromuro difeniltetrazolio) a 
un producto insoluble de color azul. Después de cada 
periodo experimental, las cultivos fueron incubadas con 
MTT (50 mg/ml) a 37 °C por 4 h. Pasado este tiempo, el 
sobrenadante fue removido y se adicionaron 400 μl de 
dimetil sulfóxido (DMSO) para extraer el precipitado 
incubándose durante 30 min a 37 °C en oscuridad. Pasado 
el tiempo, se retiraron 200 μl de la solución que se coloca-
ron en un pozo de una placa de 96 pozos para ensayos de 
ELISA y fue sometido a lectura en un espectrofotómetro 
(ChroMate, AWARNESS) a 570 nm. Debido a que la gene-
ración del producto azul es (directamente) proporcional a 
la actividad oxidativa de la enzima deshidrogenasa, una 
disminución en los valores que se obtengan en la absor-
bancia se puede correlacionar a la actividad metabólica y 
determinar la citotoxidad del material.

Interacción Célula-Material
Las células BM-MSC se sembraron a una concentración de 

5x103 células/ml durante 24 h sobre los andamios hilados 
de PLA. Posteriormente, para visualizar la interacción de 
las células con el material; las células se tiñeron con una 
solución stock de calceína-AM con una concentración final 
de 5 µM (CellTracker) y DAPI a una concentración de 0.5 µg/
ml en medio libre de suero por 30 min. Pasado el tiempo se 
lavaron con PBS y la morfología que adquieren las células 
al interactuar con las membranas fibrilares de PLA se 
observó por medio de microscopía de fluorescencia.

RESULTADOS

Caracterización de los
andamios hilados de PLA

En la Figura 1; se puede observar la morfología de los 
andamios hilados de las diferentes concentraciones poli-
méricas de PLA por medio de SEM. Las micrografías indi-
can que la técnica de AJS logra producir fibras con morfo-
logía homogénea en las diferentes concentraciones de 
PLA (6, 7, y 10 %) con una organización aleatoria y con un 
notable diferencia en el diámetro de las fibras cuando la 
concentración de PLA se incrementa. El andamio hilado 
de PLA con 6 % presenta un diámetro promedio de 261 
nm, seguido del andamio con 7 % con un diámetro pro-
medio de 407 nm y finalmente el andamio de PLA al 10 % 
con un diámetro promedio de 599 nm (Figura 1). Esto 
significa que la técnica depende de la viscosidad de la 
solución y que puede determinar un diámetro específico 
con una morfología superficial por la técnica de AJS.

FIGURA 1. Micrografías de SEM de los andamios hilados de 
PLA por la técnica de AJS. En (a y b) se muestra las fibras 

hiladas al 6% con el histograma del diámetro promedio de 
fibras; en (c y d) el andamio hilado de 7% y en (e y f) el 

andamio hilado de 10% de la solución polimérica de PLA.
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En la Figura 2 se puede apreciar los espectros de 
infrarrojo que nos indica las bandas características del 
espectro PLA (Tabla 1), donde se puede apreciar que 
hay mínimas diferencias entre los espectros de los 
andamios hilados la cual se debe a las diferentes con-
centraciones de PLA utilizadas.

TABLA 1. Bandas características del espectro infrarrojo del PLA.Tabla 1. Bandas características del espectro infrarrojo del PLA. 

 
FIGURA 2. Espectro infrarrojo de los andamios hilados a dif-

erentes concentraciones de PLA (M6 %, N7 % y L10 %).

Caracterización de la
Biocompatibilidad Celular

La caracterización de la biocompatibilidad se realizó 
con el objeto de investigar si el diámetro de los anda-
mios hilados afecta la respuesta celular de las células 
BM-MSC, utilizando el sistema de cultivo celular in 
vitro. En la Figura 3; se muestra la evaluación de la 
adhesión de las células BM-MSC después de un periodo 
de incubación de 2, 4, y 24 h. Los resultados se presen-
tan como porcentajes de células adheridas a la superfi-
cie de los andamios hilados de PLA en relación al cul-
tivo control que son las células BM-MSC adheridas a la 

superficie del plato de cultivo celular. Como se puede 
observar la adhesión de las células mesenquimales se 
ve favorecida en los andamios hilados de PLA en las 
diferentes concentraciones (6, 7, y 10 %) cuando se 
comparan con las películas delgadas de PLA (6, 7, y 10 
%) a los diferentes tiempos de incubación encontrán-
dose diferencias estadísticamente significativas a p < 
0.05.  Al tiempo de 2 h los andamios hilados de 6 y 10 
% de PLA muestran un aumento de ~ 80 % en la adhe-
sión celular con respecto al control y de ~ 30 %  más en 
comparación con las películas delgadas a las mismas 
concentraciones (6 y 10 %) de PLA. En cuanto al anda-
mio hilado de 7 % de PLA se observa una menor res-
puesta de adhesión celular con valores de ~ 40 % con 
respecto al control, sin embargo en comparación con la 
película delgada a la misma concentración de 7 % de 
PLA se observa que existe una mejor respuesta en la 
adhesión celular (~ más del 20 %). A las 4 h podemos 
observar que en el andamio hilado al 6 % de PLA existe 
un aumento de más del 100 % en la adhesión celular 
con respecto al control y de ~ 66 % más en comparación 
con las películas delgadas a la misma concentración (6 
%) de PLA. Sin embargo, los andamios hilados de 7 y 
10 % de PLA muestran un aumento de ~ 60 y 70 % en la 
adhesión celular con respecto al control y de ~ 20 y 40 
%  más en comparación con las películas delgadas a las 
mismas concentraciones (7 y 10 %) de PLA. A las 24 h 
se observa un comportamiento similar donde el anda-
mio hilado al 6 % de PLA excede en ~ 30 % más en la 
respuesta de adhesión celular con respecto al control y 
de ~ 70 % más en comparación con las películas delga-
das a la misma concentración de 6 % de PLA. Sin 
embargo, los andamios hilados de 7 y 10 % muestran 
un aumento de ~ 70 y 90 % en la adhesión celular con 
respecto al control y de ~ 20 %  más en comparación 
con las películas delgadas a las mismas concentracio-
nes (7 y 10 %). Estos resultados nos indican que la 
respuesta de adhesión celular se incrementa en los 
andamios con fibras en rangos nanométricos la cual, 
también es un parámetro de que la superficie no es 
toxica para las células BM-MSC.
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FIGURA 3. Adhesión celular de las células BM-MSC en los 

andamios hilados (AH) y en las películas delgadas (PD) de 
PLA a diferentes concentraciones (6, 7 y 10%) después de 

un periodo de incubación de 2, 4 y 24 h de cultivo.
Los asteriscos denotan la diferencia estadísticamente sig-

nificativa a p < 0.05 entre los andamios hilados
y las películas delgadas de PLA a diferentes

concentraciones (6, 7 y 10%).

Para corroborar lo anterior, nosotros llevamos a cabo 
un ensayo de viabilidad celular para confirmarlo. Los 
resultados son presentados como absorbancia a 570 
nm (Figura 4). Como se puede observar los resultados 
del ensayo de viabilidad por la conversión de la sal de 
MTT por parte  de las células mesenquimales se ve 
favorecida en los andamios hilados de PLA en las dife-
rentes concentraciones (6, 7, y 10 %) cuando se compa-
ran con las películas delgadas de PLA (6, 7, y 10 %) a los 
diferentes tiempos de cultivo celular encontrándose 
diferencias estadísticamente significativas a p < 0.05. 
Sin embargo los andamios hilados de PLA al 6 % mues-
tran un incremento en dicha reacción en comparación 
con las películas delgadas de PLA al 6 % desde el 
tiempo 3 hasta el día 21 de cultivo. Asimismo; en los 
andamios hilados de PLA al 7 y 10 % se observa mayor 
proliferación a partir del día 7 al 21 en comparación 
con las películas delgadas a las mismas concentracio-
nes de PLA (7 y 10 %). Este incremento que se observa 

en los andamios hilados de PLA (6, 7 y 10 %) es direc-
tamente proporcional al incremento de las células 
metabólicamente activas sobre las superficies; lo cual 
nos indica que las células están proliferando, cre-
ciendo y no existe ningún efecto citotóxico del mate-
rial a las células BM-MSC.

 

FIGURA 4. Grafica de viabilidad celular determinada
por MTT de las células BM-MSC en los andamios hilados 
(AD) y en las películas delgadas (PD) de PLA a diferentes 
concentraciones (6, 7 y 10 %) después de un periodo de 

incubación de 3, 5, 7, 14 y 21 días de cultivo. Los asteriscos
denotan la diferencia estadísticamente significativa

a p < 0.05 entre los andamios hilados
y las películas delgadas de PLA a diferentes

concentraciones (6, 7 y 10 %).

En la Figura 5 se puede apreciar la distribución de las 
células BM-MSC sobre los andamios hilados de PLA a 
las diferentes concentraciones (6, 7, y 10 %). En las 
imágenes de microscopía de fluorescencia se observa 
la expansión celular con las prolongaciones citoplás-
micas formando un mayor número de contactos del 
citoesqueleto celular con la superficie fibrilar de los 
andamios. Asimismo; las células se encuentran homo-
géneamente distribuidas, mostrando una interacción 
con la topografía fibrilar adquiriendo una morfología 
aplanada que confirman la mayor tendencia de las 
células para adherirse y extenderse sobre el andamio.
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FIGURA 5. Micrografías de fluorescencia de las células 
BM-MSC en los andamios hilados de PLA a diferentes con-
centraciones (a y d) 6 %, (b y e) 7 % y (c y f) 10 % después 
de un periodo de incubación de 24 h de cultivo. La barra = 

20 µm.

DISCUSIÓN
En este trabajo se llevó a cabo la síntesis de andamios 

hilados por medio de la técnica de hilado por propul-
sión de gas (AJS) y se evaluaron diversos procesos 
celulares involucrados en el proceso de biocompatibili-
dad como: adhesión, proliferación e interacción célu-
la-superficie fibrilar del andamio.

Recientemente, los andamios fibrilares han recibido 
mucha atención debido a que sus rangos superficiales 
logrados con las técnicas de síntesis como electrohilado 
y fuerza centrífuga pueden imitar las fibras nativas que 
se encuentran en la matrices extracelulares de muchos 
tejidos y en los últimos años se han investigado nuevas 
formas de lograrlos [9]. En nuestro estudio propusimos la 
síntesis de andamios fibrilares a partir de distintos por-
centajes de soluciones poliméricas de PLA por medio de 
la técnica de AJS, la cual nos permitió lograr andamios 
fibrilares que se encuentren en los rangos nanométricos 
muy similares a los logrados por la técnica de electrohi-
lado, las cuales por sus diámetros fibrilares en rangos de 
200 a 600 nm pueden mimetizar el diámetro promedio 
de las fibras de la matriz extracelular (MEC) como la 
colágena tipo I, II que se está en el intervalo de 90 a 600 
nm de diámetro [14, 15] que  permitirían su utilización en 
áreas como la ingeniería de tejidos y en la liberación 

controlada de fármacos en la cual permiten la entrega 
oportuna de medicamentos [16, 17].

Los resultados obtenidos de los ensayos de biocompa-
tibilidad celular que involucra los procesos de adhesión, 
proliferación e interacción célula-andamio, muestran 
que la superficie nanofibrilar favorece la respuesta celu-
lar cuando se comparan con las películas delgadas de 
PLA que sirvieron como control. Este incremento en la 
respuesta de biocompatibilidad celular, indica que las 
propiedades de un aumento en el área superficial en 
relación al volumen lograda por la morfología fibrilar de 
carácter aleatorio, una alta interconexión porosa son 
características que influyen directamente en la res-
puesta celular y esto concuerda con resultados de inves-
tigaciones recientes que reportan que el tamaño de 
fibra, su orientación y la interconexión de poros juega 
un papel esencial en mediar la respuesta de adhesión y 
proliferación celular [18-20]. Asimismo, los andamios 
nanofibrilares al imitar a las matrices extracelulares 
estas podrían dar señales a las células, las cuales son 
capaces de sensar al interaccionar con fibras en rangos 
nanométricos y esto puede observarse en la imagen de 
la Figura 5, donde las células se pueden apreciar en con-
tacto directo siguiendo la morfología del andamio fibri-
lar y por consiguiente con un incremento en las prolon-
gaciones citoplasmáticas por área [19, 20].

CONCLUSIONES
De los resultados obtenidos en este estudio, podemos 

concluir que la técnica de AJS nos permite sintetizar 
andamios con topografías nanofibrilares y que los 
andamios producidos no son citotoxicos.

Estas topografías en rangos nanométricos y con mor-
fología fibrilar permiten que las células troncales 
mesenquimales de médula ósea generen un ambiente 
adecuado que aumenta la respuesta de biocompatibili-
dad celular, lo cual es de gran importancia para el 
diseño de biomateriales con futuras aplicaciones en la 
medicina regenerativa. 
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RESUMEN
La piel es el órgano más extenso en el ser humano, su integridad representa protección contra diferentes agentes 
químicos, biológicos y mecánicos. Las lesiones ocasionadas en este tejido se resuelven mediante la formación de 
una cicatriz, sin embargo, diferentes alteraciones moleculares pueden sobre estimular este proceso, lo que conlleva 
a la formación de cicatrices aberrantes (hipertrófica o queloide). El tratamiento más recomendado para este tipo de 
lesiones es la aplicación intralesional del acetónido de triamcinolona (AT) y por otro lado, la dehidroepiandrostero-
na (DHEA) es una pro-hormona que posee una gran variedad de efectos biológicos como: regulación de la síntesis de 
fibras de colágeno, protección celular, propiedades antitumorales, antiinflamatorias y antioxidante. En este trabajo, 
se estudió la combinación de AT-DHEA sobre la proliferación y muerte celular en la línea celular de fibroblastos 3T3-
L1. Los resultados mostraron que la AT a 100 M y la DHEA a 1000 M inhiben la proliferación en un 50 y 40% respec-
tivamente. La combinación de AT-DHEA (10000-10 M) inhibe la proliferación celular e inducen muerte celular pro-
gramada, entonces esta combinación pudiera utilizarse en cicatrices hipertróficas o queloides para su eliminación.

PALABRAS CLAVE: Acetónido de triamcinolona, dehidroepiandroesterona, fibroblastos 3T3-L1, cicatrices queloides.
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ABSTRACT
The skin in the human is the largest organ, his integrity represents protection against various chemical, biological 
and mechanical agents. The injuries in this tissue are solved by forming a scar, however, different molecular alter-
ations may overstimulate this process, leading to the formation of aberrant scars (hypertrophic or keloid). The most 
recommended treatment for such injuries is the intralesional application of triamcinolone acetonide (TA) and on 
the other hand, dehydroepiandrosterone (DHEA) is a pro-hormone that has a wide variety of biological effects such 
as regulation of the synthesis of collagen fibers, cell protection, anti-tumor properties, anti-inflammatory and anti-
oxidant. In this paper, the combination of AT-DHEA on proliferation and cell death in fibroblast cell line 3T3-L1 was 
studied. The results showed that the AT 100 and 1000 M DHEA to inhibit proliferation by 50 and 40% respectively. 
The combination of AT-DHEA (10000-10 M) inhibits cell proliferation and induce programmed cell death, so this 
combination could be used in hypertrophic or keloid scars for disposal.

KEYWORDS: Triamcinolone acetonide, dehydroepiandroesterone, 3T3-L1 fibroblast, Keloids scars.
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INTRODUCCIÓN
La piel es el órgano más extenso en el ser humano, 

dentro de sus funciones principales se encuentra el pro-
teger al organismo contra agentes químicos, radiación 
solar o microorganismos patógenos [1]. Al estar en con-
stante interacción con el medio físico puede sufrir heri-
das, que bajo condiciones normales se resuelven de 
forma favorable, mediante la formación de una cicatriz, 
sin embargo, en un grupo de personas el proceso de 
cicatrización es exacerbado, llegando a generar cicatri-
ces aberrantes poco estéticas, conocidas como cicatri-
ces queloides o hipertróficas, que pueden llegar a cau-
sar dolor, prurito y contracturas, afectando física y psi-
cológicamente la calidad de vida [2,3]. Se cree que este 
tipo de condición es producida por los estímulos pro-in-
flamatorios generados en la zona de daño sobre los 
fibroblastos residentes en la dermis, por lo que, los 
antiinflamatorios esteroideos han sido los fármacos de 
elección para el tratamiento de este tipo de lesiones [4,5]. 
Los corticosteroides, glucocorticosteroides, glucocorti-
coides o esteroides son moléculas sintetizadas a partir 
del colesterol por las glándulas suprarrenales, estas 
moléculas modulan la respuesta inmunológica durante 
los procesos inflamatorios, y participan en una gran 
variedad de funciones fisiológicas como: el metabo-
lismo de glucosa y lípidos [6,7]. Desde hace décadas, los 
corticoides, son muy empleados como anti-inflamato-
rios ya que son altamente eficaces en enfermedades 
caracterizadas por esta condición, incluidas las cicatri-
ces hipertróficas y queloides; sin embargo, aunque el 
uso de los corticoides es realizado a nivel mundial, no se 
sabe con exactitud el mecanismo de acción, la dosis 
eficaz, o su eficacia clínica [8,6]. Una molécula sintética, 
el AT (9α-fluoro-16α-hidroxiprednisolona), posee 
potentes propiedades anti-inflamatorias, y su aplicación 
clínica se ha enfocado a condiciones inflamatorias aber-
rantes como es el caso de las cicatrices queloides [9]. Otra 
molécula, la DHEA posee una gran variedad de efectos 
biológicos como la regulación de la síntesis de fibras de 
colágeno, protección celular, propiedades antitumo-
rales, antiinflamatorias y antioxidante [10,7,11,12]. Es por 

ello que en este trabajo se realizó la aplicación de AT y/o 
DHEA y su combinación, sobre la línea celular de fibro-
blastos (3T3-L1), para saber su efecto sobre la prolif-
eración y muerte celular, con el objetivo de emplear 
dosis menores en cicatrices hipertróficas o queloides a 
las reportadas por otros autores.

METODOLOGÍA
La línea celular fibroblástica de ratón 3T3-L1 fue cul-

tivada en medio de cultivo DMEM-F12 suplementada 
con suero fetal de bovino (SFB) al 10%, antibiótico-an-
timicótico 1X, y fueron mantenidas a 37°C, 5% de CO2 
en un ambiente húmedo.

Ensayo de cristal violeta: Las concentraciones utilizadas 
fueron tomadas de estudios in vitro y clínicos, realizados 
por diferentes autores. Se sembraron 1x103 cél/pozo en 
una placa de 96 pozos y fueron cultivadas en presencia/
ausencia de diferentes concentraciones de AT (0.1, 1, 10, 
100, 1000, 10,000 y 20,000 µM), DHEA (0.1, 1, 10, 100 y 
200 µM) o AT-DHEA (AT 1000 + DHEA 50 µM; AT 10,000 
+ DHEA 10 µM) durante 48 horas. Transcurrido el tiempo, 
las células fueron fijadas con glutaraldehído al 1.1% por 5 
minutos, se lavaron 2 veces con solución amortiguadora 
de fosfatos (SAF) (SIGMA) y dejaron secar al aire. Se 
agregó cristal violeta (50 µL/pozo al 0.1%, pH 6), en 
agitación constante. Posteriormente, se realizaron tres 
lavados con agua bidestilada, para retirar el colorante no 
asimilado. Por último, se adicionó ácido acético al 10% 
(50 µL/pozo), se agitó por 10 minutos a temperatura 
ambiente para desteñir a las células y se tomaron lecturas 
de cada pozo en un lector de placas de ELISA (Elx800; 
Bio-Tek) a una λ de 570 nm. Las densidades ópticas 
fueron graficadas como % de proliferación celular 
respecto al control (sin ningún estímulo).

Microscopía de fluorescencia: Se sembraron 2x103 cél/
pozo en placas Lab-tek y se estimularon con diferentes 
concentraciones de DHEA (10 µM y 100 µM), AT (1000 µM 
y 10,000 µM) y combinadas (AT 1000 µM + DHEA 50 µM 
y AT 10,000 µM +DHEA 10 µM) durante 6 horas. 
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Transcurrido el tiempo, se lavaron con SAF estéril, fijaron 
con paraformaldehído al 4% por 20 minutos y se realizó 
otro lavado con SAF. Las células fueron permeabilizadas 
con una solución de EDTA 0.5 M, ácido cítrico 0.1 M, 
Na2HPO4 0.2 M, glucosa 1% y tritón X-100 1% por 5 minu-
tos, posteriormente fueron teñidas con naranja de acrid-
ina cubriendo toda la superficie por 5 minutos, finalmente 
se realizaron 3 lavados con SAF, se montaron con medio 
de montaje Dako para observarlas en un microscopio de 
fluorescencia NIKON Eclipse-E600 por la emisión de dos 
colores a 530-640 nm bajo el objetivo 20X.

Análisis estadístico: El análisis de los resultados se 
realizó mediante t-student para muestras relacionadas 
con el programa Microsoft Excel, se consideró con dif-
erencia significativa los datos con p<0.05.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN
La AT y DHEA solas o en combinación inhiben la prolif-

eración celular de los fibroblastos 3T3-L1: El AT inhibe 
la proliferación celular de manera significativa (p<0.05) 
en un 50% con respecto al control a concentraciones de 
≥100 µM (ver Figura 1). De igual forma, la DHEA, 
inhibe la proliferación celular de manera significativa 
(p<0.05) en un 40% a concentraciones ≥ 1,000 µM (ver 
Figura 2). Debido a esto, se eligió una concentración de 
ambos compuestos por debajo de 100 y 1000 M para 
AT y DHEA respectivamente. La combinación de 
ambos compuestos disminuye la proliferación celular 
de los fibroblastos 3T3-L1 de manera significativa en 
un 30% con respecto al control (p<0.05) (ver Figura 3).

La DHEA, AT y su combinación inducen muerte celular 
programada en la línea 3T3-L1. Para determinar si la 
DHEA, AT o su combinación inducen muerte celular 
por apoptosis en la línea 3T3-L1 se realizó la tinción 
con naranja de acridina, considerando que las células 
en apoptosis temprana presentan condensación de la 
cromatina observando un color verde más brillante 
mientras que las células apoptóticas tardías generan 
un color anaranjado brillante más intenso.

Las células cultivadas en medio DMEM y 10% SFB 
(control) presentan un núcleo redondo, granular, cén-
trico y homogéneo (ver Figura 4a), mientras que las 
células tratadas con DHEA 10 y 50 µM presentan alter-
aciones en membrana nuclear y se evidencia defor-
mación nuclear (hipercromía moderada) y también se 
evidencian células en apoptosis temprana (ver Figura 
4b y 4c). Sin embargo, a concentraciones de 100 µM de 
DHEA todas las células muestran condensación o frag-
mentación nuclear y del citoplasma evidenciando de 
esta forma un estado de apoptosis tardía (ver Figura 
4d). Todos estos cambios morfológicos indican que las 
células en presencia de DHEA son inducidas a un pro-
ceso de muerte celular por apoptosis. Por otro lado, 
cuando las células 3T3-L1 son cultivadas con AT a 1,000 
µM se observan tanto células que presentan con-
densación de la cromatina (apoptosis) y también células 
con hipercromía moderada (aumento del tamaño del 
núcleo con difusión de la cromatina al citoplasma), (ver 
Figura 4e). De igual forma, las células cultivadas con AT 
a 10,000 µM presentan mostraron disminución del 
espacio citoplasmático y condensación de la cromatina 
encontrándose en un estado de apoptosis temprana (ver 
Figura 4f). Finalmente, las células estimuladas con AT 
1,000 más DHEA 50 µM se observan con cromatina con-
densada y con hipercromía evidente lo cual indica que 
se encuentran en un estado de apoptosis tardía (ver 
Figura 4g), mientras que el tratamiento con AT 10,000 
más DHEA 10 µM se observa homogenidad en la dis-
minución del tamaño celular, se preservan los organe-
los y la membrana celular y condensación de la croma-
tina por lo que es evidente un estado de apoptosis tem-
prana en todas las células (ver Figura 4h). Los resulta-
dos muestran que la combinación de AT/DHEA eviden-
cian una muerte celular más homogénea en la línea 
celular 3T3-L1 a diferencia de las tratadas por separado.

En las lesiones cutáneas, los factores inflamatorios y 
antiinflamatorios juegan un papel muy importante 
para la sanación de las mismas, sin embargo, factores 
endocrinos, genéticos, fisiológicos y/o traumas, 
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pueden alterar este proceso, e incrementan la prolif-
eración de los fibroblastos y la síntesis de moléculas de 
la matriz extracelular, principalmente el colágeno, 
dando lugar a una cicatriz queloide o hipertrófica [13,3]. 
Las cicatrices queloides o hipertróficas son general-
mente tratadas con una inyección intralesional de 
corticoesteroides, principalmente el AT, sin embargo, 
la principal desventaja es que las cicatrices presentan 
una tasa de recurrencia muy significativa [14]. La línea 
celular de fibroblastos 3T3-L1 representa un modelo 
apropiado para el estudio de los efectos sobre la prolif-
eración y muerte celular inducida por los corticoes-
teroides, a diferencia de los cultivos primarios, los 
fibroblastos 3T3-L1 pueden cultivarse y mantenerse in 
vitro fácilmente, por lo que facilita la obtención de 
información para comprender a fondo los procesos 
antes mencionados. En literatura se ha demostrado 
que los esteroides poseen alta actividad de 
glucocorticoides in vivo como el AT, así a una concen-
tración de 0.1 µM estimulan la síntesis de DNA y la 
división celular de las línea celular 3T3-L1 [15]. Por otro 
lado, una concentración superior a 1,000 µM de AT 
inhibe de forma significativa la proliferación de las 
células troncales mesenquimales [16]. Estos anteced-
entes concuerdan con nuestros resultados, ya que de 
forma similar, se observó que bajas concentraciones de 
AT aumenta la proliferación celular y altas concentra-
ciones la inhiben (ver Figura 1). Otro estudio demostró 
que el AT a concentraciones de 0.7-33 nM estimula o 
inhibe la proliferación de las células 3T3-L1 dependi-
endo de la interacción con diferentes factores de crec-
imiento, por ejemplo el FGF que aumenta la prolif-
eración, y el EGF que la inhibe, por lo que el efecto del 
AT es tejido específico y para tratar ciertas patologías, 
como las cicatrices queloides, se debe tener en consid-
eración la etiopatogenia de la misma, así como un 
estudio detallado de la expresión de citocinas y facto-
res de crecimiento involucrados en dicha enfermedad, 
además, se deben estudiar moléculas alternas para 
lograr un tratamiento más efectivo [17]. Al igual que el 
AT, la DHEA, posee propiedades antiinflamatorias y 

también antioxidantes, por ello se le ha considerado 
para el tratamiento de desórdenes inflamatorios; el 
antecedente más reciente reporta que la DHEA (0.1-10 
µM) disminuye la proliferación celular de las células 
3T3-L1 en forma dosis dependiente [18]. En el presente 
trabajo, no se observó este fenómeno por lo que se 
amplió el rango hasta 200 µM. Los resultados demues-
tran una disminución significativa de la proliferación a 
una concentración de 100 µM de DHEA (ver Figura 2), 
nuestros resultados concuerdan con otro trabajo donde 
se reporta una disminución significativa de en la línea 
3T3-L1 con DHEA 100 µM [19]. La acción de la DHEA 
sobre los adipocitos es opuesta a la acción de los gluco-
corticoides, los cuales potencian la adipogénesis, altera 
la síntesis de citocinas pro-inflamatorias y adipocinas, 
como el TNF-α en modelos de ratas obesas. También 
regula la expresión de colágeno y de las metaloprotein-
asas de matriz [7,20,21]. Estas propiedades podrían ser 
aprovechadas para controlar desórdenes inflamatorios 
e hiperproliferativos, como las cicatrices queloides e 
hipertróficas.

Debido a las características que comparten el AT y la 
DHEA y a los diferentes mecanismos moleculares por 
los cuales inhiben la proliferación celular, se probó la 
combinación de ambos compuestos para observar los 
efectos que ocasionan sobre las células 3T3-L1. La 
combinación de ambos disminuye de forma significa-
tiva la proliferación con dos condiciones combinadas 
(DHEA 10 más AT 10,000 µM y DHEA 50 más AT 1,000 
µM) (ver Figura 3), estos resultados mostraron que no 
eran necesarias concentraciones elevadas de ambos 
compuestos para inhibir la proliferación celular. 
También se optó por estudiar los cambios morfológi-
cos inducidos por AT y DHEA solas y en combinación 
(ver Figura 4) mediante la tinción con naranja de acri-
dina. La variabilidad de la fluorescencia nuclear indica 
las anormalidades y alteraciones morfológicas que 
sufren las células sanas [22]. Un hallazgo importante es 
que al combinar ambas moléculas (ver Figura 4g-h) se 
incrementa el número de células en muerte celular al 
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presentar cambios morfológicos característicos de 
muerte celular programada o apoptosis, como com-
pactación del núcleo, hipercromía del citoplasma y 
presencia de cuerpos apoptóticos. La hipercromía 
puede deberse a una gran cantidad de síntesis de RNA 

o incluso un proceso de reciclaje del contenido cito-
plasmático llamado autofagia, que se caracteriza por 
un mecanismo de sobrevivencia celular que también 
puede formar un papel en la muerte celular pro-
gramada [23].

Nuestros resultados indican que posiblemente el trat-
amiento combinado de la DHEA (10 M) y AT (10,000 
M) inducen muerte celular por apoptosis, aunque 
estos hallazgos son relevantes, aún falta por determi-
nar si el efecto sobre la proliferación es similar en cul-

CONCLUSIÓN

tivos de fibroblastos derivados de cicatrices queloides, 
y si estos resultados concuerdan con modelos in vivo, 
podrían darnos un indicio sobre el uso y eficiencia de 
la DHEA-AT en procesos similares.

FIGURAS

FIGURA 1. Efecto del AT sobre la proliferación de células 3T3-L1. Concentraciones ≥1000 μM de AT inhiben la proliferación 
celular en un 50% de manera significativa con respecto al control. El porcentaje de proliferación fue determinado a las 48 

horas de estímulo como se describe en materiales y métodos. Donde el 100% fue tomado con la proliferación de células sin 
estímulo. t-student de una vía, p < 0.05.
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FIGURA 2. Efecto de la DHEA sobre la proliferación de células 3T3-L1. Concentraciones ≥100 μM de DHEA inhiben la prolif-
eración celular en un 40% de manera significativa con respecto al control. El porcentaje de proliferación fue determinado a 

las 48 horas de estímulo como se describe en materiales y métodos. Donde el 100% fue tomado con la proliferación de célu-
las sin estímulo. t-student de una vía, p < 0.05.

FIGURA 3. Efecto de la combinación de AT y DHEA sobre la proliferación de células 3T3-L1. La combinación de AT a 1000-
10000 mM más 50-10 μM de DHEA inhiben la proliferación celular en un 30% con respecto al control de manera significa-
tiva. El porcentaje de proliferación fue determinado a las 48 horas de estímulo como se describe en materiales y métodos. 

Donde el 100% fue tomado con la proliferación de células sin estímulo. t-student de una vía, p < 0.05.
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FIGURA 4. La AT, DHEA y la combinación de ambas inducen muerte celular programada de las células 3T3-L1. a) células control, 
donde hay integridad de la membrana celular y nuclear; b) y c) células tratadas con 10 y 50 μM de DHEA, algunas células pre-

sentan alteraciones en núcleo (flechas), citoplasma y hay condensación del material genético (flechas); d) células tratadas 
con 100 μM de DHEA, todas las células presentan compactación nuclear e hipercromía del citoplasma (flechas); e) y f) células 

tratadas con 1000 y 10000 μM AT, hay condensación nuclear (dispersión de la cromatina en el citoplasma) (flechas); g) la 
combinación de 1000 mM de AT + 50 mM de DHEA, algunas células presentan compactación y fragmentación de los núcleos 
(característicos de células apoptóticas tardías) e hipercromía del citoplasma; h) la combinación de 10,000 mM de AT + 10 mM 
de DHEA, todas las células presentan fragmentos nucleares rodeados por membrana celular intacta, (cuerpos apoptóticos). 

Tinción con naranja de acridina. 40X.
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RESUMEN
El presente trabajo describe la preparación de nanocompositos formulados a partir de quitosano (QS)/nanopartícu-
las de cobre (nCu) con características antibacterianas y aplicación potencial en ingeniería de tejidos. Para ello, se 
prepararon nanocompositos mediante mezclado en solución asistido con ultrasonido con el objetivo de incremen-
tar la dispersión de la carga nanométrica en el biopolímero. El análisis de FTIR demostró que la presencia de nCu en 
la matriz de QS favorece la interacción del nCu con los grupos amino/hidroxilo de la molécula del QS. Se determinó 
mediante UV-Vis que los nanocompositos QS/nCu presentan absorción asociada con la presencia de nanopartículas 
y la posible liberación de iones Cu2+ en medio líquido. Mediante AFM se determinó que el QS hidratado forma una 
malla con microporos, que puede favorecer la penetración de bacterias en el nanocomposito y su interacción con 
las nCu. Finalmente, se determinó el efecto antibacteriano del material al contacto con la bacteria Staphylococcus 
aureus, en donde se presenta una actividad antibacteriana superior al 90% entre los 90 y 180 min de interacción. 
Dichos resultados sugieren que es posible obtener nanomateriales antibacterianos biocompatibles para su posible 
aplicación en ingeniería tisular.
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ABSTRACT
The Present work describes the preparation of nanocomposites based on chitosan (QS)/copper nanoparticles (nCu) 
with antibacterial properties and potential application in tissue engineering. For this purpose, nanocomposites 
were prepared by solution blending with ultrasound assisted, aiming to increase the nanoparticles dispersion in 
the biopolymer. FTIR analyses demonstrates that nCu supported in QS increase their interaction of nanoparticles 
with amine/hydroxyl groups of QS molecule. UV-Vis analyses demonstrates that QS/nCu nanocomposites have an 
absorption signal associated with the presence of nanoparticles and the possible Cu2+ ions release in liquid media. 
AFM analyses shown that hydrated QS form a mesh with micro pores, improving the bacterial penetration and the 
direct contact with nCu. This behavior was corroborated by antibacterial assays, where QS/nCu nanocomposites 
shown an antibacterial activity higher than 90% between 90-180 minutes of interaction. Our results suggest that 
is possible to obtain combined antibacterial/biocompatible nanomaterials with potential application in tissue engi-
neering.

PALABRAS CLAVE: Chitosan, Copper nanoparticles, Antibacterial nanocomposites.
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INTRODUCTION
El desarrollo de biomateriales para regeneración de 

tejidos es una disciplina relativamente nueva que ha 
permitido resolver problemas asociados a la perdida de 
tejidos y deficiencia de órganos. En los últimos años, 
los nanocompuestos de polímeros y nanopartículas 
metálicas han sido ampliamente estudiados, debido a 
que la incorporación de cargas nanométricas repre-
senta un incremento significativo en sus propiedades 
físicoquímicas, que pueden ser aprovechadas en difer-
entes áreas, principalmente en el área biomédica.

Uno de los biopolímeros de mayor interés en el área 
de ingeniería de tejidos es el quitosano (QS), el cual se 
define como un polisacárido lineal formado predomi-
nantemente por unidades de glucosamina, que se 
obtiene a partir del proceso de desacetilación de la 
quitina [1]. El QS posee propiedades de biocompatibili-
dad y biodegradabilidad, no es tóxico [2] e incluso se ha 
demostrado que presenta propiedades antimicrobi-
anas al contacto con patógenos, tales como bacterias y 
hongos [3, 4]. De acuerdo a lo anterior, el QS puede ser 
considerado como un material prometedor para una 
amplia variedad de aplicaciones biomédicas, como 
material para medicina regenerativa e ingeniería de 
tejidos, sustitutos de piel, hueso, cartílago, hígado, 
nervios y vasos sanguíneos, entre otros [5].

A pesar de que se ha reportado que el QS por si solo 
presenta actividad antimicrobiana, esta capacidad 
puede ser potencializada al incorporar cargas nano-
métricas específicas. Se ha reportado que existen 
diversos tipos de nanopartículas metálicas con carac-
terísticas antimicrobianas, dentro de las cuales desta-
can plata [6], oro [7], cobre [8], zinc [9] y dióxido de titanio 
[10] entre otras. Recientemente, se ha despertado el 
interés científico e industrial por el estudio de 
nanopartículas de cobre (nCu), debido a que poseen 
propiedades antimicrobianas y fisicoquímicas simi-
lares a las nanopartículas de plata, con la diferencia de 
que su costo de producción es mucho menor [11].

De acuerdo a lo anterior, es posible que al formular 
nanocompositos quitosano/nanopartículas de cobre 
(QS/nCu) se puedan incrementar sus propiedades físi-
co-químicas y antibacterianas, manteniendo la bio-
compatibilidad del biopolímero. En estudios prelimin-
ares, se han desarrollado diferentes nanocompositos 
con quitosano y nanoparticulas metálicas, que han 
sido aplicados para la regeneración en lesiones térmi-
cas en un modelo animal [12], por lo cual el material 
presentado es un candidato efectivo para aplicaciones 
en ingeniería tisular.

En el presente trabajo se reporta la preparación de 
nanocompositos basados en quitosano-nanopartícu-
las de cobre (QS/nCu) mediante mezclado en solución 
asistido con ultrasonido a diferentes concentraciones, 
con el objetivo de obtener un nanocomposito con alta 
actividad antibacteriana y con aplicación potencial en 
el área biomédica e ingeniería de tejidos.

METODOLOGÍA
Se utilizó QS proveniente de Sigma Aldrich con un 

peso molecular medio y un grado de desacetilación del 
75% – 85%. La solución de QS fue preparada disolvi-
endo 1 gr del biopolímero en 99 mL de solución de 
ácido acético al 1% v/v, dejándose en agitación durante 
4 h a temperatura ambiente. Posteriormente, se retiró 
la fracción no soluble del biopolímero mediante cen-
trifugación. Como carga nanométrica se emplearon 
nanopartículas de cobre (nCu) sintetizadas mediante 
el método de descomposición térmica descrito por 
Betancourt y col. [13], con un diámetro promedio de 
entre 4 y 18 nm y morfología esférica. Para la evalu-
ación antibacteriana, se utilizó como modelo la bacte-
ria Gram positiva Staphylococcus aureus ATCC #6538, 
empleando como medio de cultivo para su crecimiento 
LB (Luria Bertani) proveniente de BD-BIOXON.

Preparación de nanocompositos QS/nCu
Para la preparación de los nanocompositos QS/nCu, se 

preparó una solución madre de nCu al 10% p/v, la cual 
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fue mezclada en 25 mL de la solución de QS y se dis-
persó con un equipo de ultrasonido de frecuencia fija 
marca Branson en un baño de hielo durante 6 minutos, 
con una amplitud del 60%. Se prepararon tres concen-
traciones de nCu: 0.01%, 0.57% y 5.30 % p/v. Las con-
centraciones de nanocompositos Qs/nCu fueron estab-
lecidas a partir de resultados previos obtenidos en 
trabajos anteriores [12]. Cada nanocomposito fue ver-
tido en cajas Petri de 10 cm con un volumen promedio 
de 20 mL colocándose en estufa a 60 °C durante 8 
horas para la obtención de películas, con un espesor 
promedio de 100 µm.

Caracterización de nanocompositos Qs/nCu
Para evaluar las propiedades químicas de las pelícu-

las de QS/nCu, se llevó a cabo el análisis mediante la 
técnica de espectroscopia infrarroja (FTIR) empleando 
un equipo marca Perkin Elmer, a partir de reflectancia 
total atenuada (ATR), con una punta de diamante, 
escaneo de 24 barridos y una resolución de 4 cm-1. Para 
determinar la presencia de nanopartículas/iones Cu2+ 
en las soluciones de Qs/nCu, se llevó a cabo el análisis 
mediante la técnica de espectroscopia UV Visible 
(UV-Vis) con un equipo marca Agilent 8453 empleando 
un barrido de 250 a 800 nm. Con el propósito de deter-
minar las propiedades de superficie de los nanocom-
positos se realizaron mediciones mediante la técnica 
de microscopía de fuerza atómica (AFM) con un equipo 
NT MDT NTEGRA Prima, a partir de una punta de 
nitruro de silicio en modo contacto y no contacto.

Actividad antibacteriana
de nanocompositos QS/nCu

Para determinar la actividad antimicrobiana de los 
nanocompositos QS/nCu, se cortaron películas circu-
lares con un diámetro de 2 cm y se realizó la neutral-
ización-hidratación de las películas con una solución 
de NaOH 0.1 M y agua des-ionizada, mediante tres 
ciclos de lavado. Las películas fueron colocadas al cen-
tro de una caja Petri de 10 cm, colocando papel filtro 
húmedo estéril con el objetivo de simular una cámara 

húmeda. En la superficie de cada película, se colo-
caron 25 µm de una suspensión de bacterias S. aureus 
de 16 horas de crecimiento, a una concentración de 
1x106 UFC/mL. Como control se colocó una película de 
QS sin nanopartículas. Posteriormente, se colocó un 
cubreobjetos sobre la superficie de cada película a fin 
de evitar la evaporación de la suspensión de bacterias. 
Los nanocompositos en sus diferentes concentraciones 
fueron incubados a 37 °C a diferentes tiempos (10, 90, 
180 y 360 min). Posteriormente, cada película fue 
lavada con 10 mL de una solución buffer de fosfatos 
(PBS) estéril, agitando durante un minuto a 100 rpm. 
Finalmente, se tomaron alícuotas de 100 µL de la sus-
pensión de lavado y se colocaron en una caja Petri con 
Agar LB, incubando a 37 °C durante 14 h.

El cálculo de actividad antibacteriana se efectuó a 
partir de la diferencia en el crecimiento de colonias 
que sobrevivieron a la interacción con las películas de 
QS/nCu (C) al ser comparados con las colonias de bac-
terias que crecieron en el control sin carga nano-
métrica (Co). El cálculo se realizó de acuerdo a la sigui-
ente ecuación:

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Análisis mediante FTIR
de nanocompositos QS/nCu

En la Figura 1 se presentan los espectros de FTIR 
obtenidos para el QS y los nanocompositos QS/nCu en 
sus diferentes concentraciones. Se puede observar las 
vibraciones características de la molécula del QS, 
localizadas alrededor de 1000 cm-1, asociadas al enlace 
C-O-C del anillo glucopiranosa, además de la señal 
localizada alrededor de 1300 cm-1, que corresponde a la 
vibración del C-N del grupo acetamido; la señal local-
izada alrededor de 1600 cm-1 que corresponde a la 
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FIGURA 1. Espectros FTIR de QS y de nanocompositos 
QS/nCu a diferentes concentraciones.

vibración del enlace C-N de la amida I, mientras que la 
señal localizada alrededor de 3400 cm-1 corresponde a 
la vibración de los enlaces OH/NH de la cadena princi-
pal del QS. Se puede apreciar que la presencia de nCu 
en la matriz de QS produce una disminución en la 
intensidad de la señal asociada a las vibraciones de los 
grupos hidroxilo y amino (OH/NH) de la cadena 
polimérica, la cual es proporcional a la concentración 
de nanopartículas. Lo anterior sugiere que las nCu y 
los iones Cu2+ liberados durante el mezclado en solu-
ción pueden interactuar con los grupos HO/NH de la 
cadena del QS, favoreciendo la formación de quelatos, 
lo cual coincide con lo reportado por diversos autores 
[12, 14-15], tal como se representa en la Figura 2.

FIGURA 2. Representación esquemática del complejo QS/nCu [14].

Análisis mediante UV-Vis de 
nanocompositos QS/nCu

En la Figura 3 se presentan los espectros UV-Vis de los 
nanocompositos QS/nCu en diferentes concentraciones 
y su comparación con el QS. Se puede observar que el 
QS no presenta absorción en la región de análisis (300-
800 nm). En el caso de los nanocompositos QS/nCu, 
conforme se incrementa la concentración de nCu, se 
incrementa la intensidad de las señales localizadas 

alrededor de 370 nm, asociada a la presencia de iones 
Cu2+, además de la señal localizada entre 600-700 nm, 
la cual corresponde a la oscilación colectiva de elec-
trones (surface plasmon resonance, SPR) característica 
de las nCu. Lo anterior indica que la presencia de nCu y 
su preparación mediante mezclado asistido con ultra-
sonido pueden producir la liberación de iones Cu2+, lo 
que sugiere la presencia combinada de nanopartículas/
iones en el nanocomposito en solución [15].
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FIGURA 3. Espectros UV-Vis de QS y de nanocompositos
QS/nCu a diferentes concentraciones.

Actividad antibacteriana
de nanocompositos QS/nCu

Con el objetivo de elucidar las propiedades de superfi-
cie de la película de QS y el efecto de la hidratación de la 
misma, se llevaron a cabo análisis de AFM sobre el bio-
polímero antes y después de su hidratación. Además, se 
efectuó el análisis de bacterias colocadas en el QS hidrat-
ado y su comportamiento al contacto con el nanocom-
posito QS/nCu, tal como se observa en la Figura 4. En la 
Figura 4a se presenta la imagen 2D de la película de QS 
seco, en donde se aprecia la presencia de una superficie 
con una rugosidad promedio de 46.4952 nm, además de 
algunos agregados, producto de la fracción no soluble 
del QS durante su preparación en película.

Al hidratar la película de QS (Figura 4b) se puede obser-
var la formación de una malla con microporos con mor-
fología irregular, con un diámetro promedio de 10 µm, 
además de un incremento en la rugosidad del bio-
polímero (82.0396 nm). Este comportamiento sugiere 
que la hidratación del biopolímero y de los nanocompos-
itos QS/nCu pueden favorecer la formación de una malla 
que permita la posible penetración de bacterias dentro 
del material. En la Figura 4c se presenta la imagen de 
bacterias S. aureus depositadas en la superficie de una 

película de QS, en donde se aprecia una morfología bac-
teriana característica de S. aureus, con un diámetro pro-
medio de 1.5 µm. El tamaño de las bacterias promueve 
su penetración a través de la malla del nanocomposito 
hidratado, incrementando su interacción con las nCu 
embebidas en el biopolímero. Finalmente, en la Figura 
4d se presenta la imagen 2D del nanocomposito QS/nCu 
en concentración de 5.3% p/v, en donde se observa la 
presencia de diversos aglomerados de nCu localizados 
en los primeros 100 nm de la superficie del biopolímero. 
Los resultados obtenidos sugieren que la hidratación del 
nanocomposito QS/nCu es crucial para la penetración de 
las bacterias y su posible interacción con las nCu sopor-
tadas en el material.

FIGURA 4. Imágenes 2D obtenidas mediante AFM de pelícu-
las de QS y QS/nCu. (a) QS seco. (b) QS hidratado. (c) bacte-

ria S. aureus depositada en superficie de QS y (d) QS/nCu 
5.3% p/v.
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Actividad antibacteriana
de nanocompositos QS/nCu

En la Figura 5 se presenta la actividad antibacteriana de 
los nanocompositos QS/nCu y su comparación con el 
biopolímero sin carga, contra la bacteria S. aureus. Cabe 
señalar que el QS por sí solo no presenta actividad anti-
bacteriana, posiblemente asociada con la neutralización 
previa del material. Se puede observar que a los 10 min 
de interacción de las bacterias con los nanocompositos, 
la actividad antibacteriana es dependiente de la concen-
tración de nCu en el biopolímero. A partir de los 90-180 

min de interacción se inhibe por completo el crecimiento 
de las bacterias en contacto con el material en todas las 
concentraciones de QS/nCu analizadas. De acuerdo con 
los resultados obtenidos, los nanocompositos QS/nCu 
presentan alta eficacia bactericida al contacto con S. 
aureus, uno de los principales patógenos causantes de 
infecciones nosocomiales; por lo que los nanocompos-
itos Qs/nCu pueden ser candidatos efectivos para su uso 
en el área biomédica, enfocados al diseño de dispositi-
vos aplicados en ingeniería de tejidos.

FIGURA 5. Actividad antibacteriana de nanocompositos QS/nCu a diferentes concentraciones, al contacto con la bacteria S. 
Aureus.

CONCLUSIONES
El presente trabajo describe la preparación de nano-

compositos QS/nCu en diferentes concentraciones, en 
donde se evaluaron sus características físico-químicas y 
antibacterianas en comparación con el biopolímero sin 
carga. Se determinó que los nanocompositos presentan 
alta eficacia bactericida al contacto con la bacteria S. 
aureus, en un tiempo promedio entre 90 y 180 min. 
Nuestros resultados sugieren que el material obtenido 
presenta las propiedades biológicas y funcionales del 
QS, así como las propiedades antimicrobianas de las 
nCu, por lo que los nanocompositos QS/nCu presentan 
una excelente alternativa como biomaterial para su 
posible aplicación en ingeniería de tejidos.
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RESUMEN
El objetivo del presente trabajo es determinar la influencia que tiene la posición de los canales colectores en la 
presión intraocular y su contribución en el desarrollo del glaucoma. Para realizar el análisis se llevaron acabo simu-
laciones numéricas utilizando el método de elemento finito para dos casos de estudio. El primer caso es un modelo 
simplificado de sección rectangular que simula el flujo entre dos canales colectores; el segundo modelo describe 
el flujo en todo el canal de Schlemm (CS), considerando que es un aro rígido de espesor constante, con cuatro dis-
tribuciones de los canales colectores. Se obtuvieron los perfiles de presión y velocidad en los dos casos. En el caso 
simplificado se tienen diferencias de 10 Pa entre las presiones medias. El segundo modelo muestra que el arreglo 
simétrico tiene una distribución de presiones constante mientras que los casos asimétricos presentan variaciones 
de 2 Pa. Los resultados confirman que la posición de los canales colectores tiene influencia en la presión intraocular. 
Este estudio da lugar a realizar un análisis en estado transitorio, considerando las propiedades elásticas del CS así 
como las variaciones de diámetro de los canales colectores.

PALABRAS CLAVE: Canales colectores, canal de Schlemm, glaucoma, presión intraocular.
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ABSTRACT
The aim of the present study is to determine the influence of the position of the collecting channels on intraocular 
pressure and its contribution to the development of glaucoma. Numerical simulations were performed using the 
finite element method for two case studies. The first case is a simplified model of rectangular section that simulates 
the flow between two collecting channels. The second model describes flow throughout the Schlemm channel (CS), 
considering that it is a rigid ring of constant thickness, with four distributions of the collector channels. The pres-
sure and velocity profiles are shown for both cases. In the simplified case, there are differences of 10 Pa between the 
average pressures. The second model shows that the symmetric arrangement has a constant pressure distribution 
while the asymmetric cases have variations of 2 Pa. The results confirm that the position of the collecting channels 
influences the intraocular pressure. This study shows that a transient analysis is needed to understand the whole 
process, considering the elastic properties of the CS as well as the variations of diameter of the collecting channels.

KEYWORDS: Channels collectors, Schlemm’s canal, glaucoma, intraocular pressure.
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INTRODUCCIÓN
El glaucoma es una enfermedad degenerativa causada 

por el aumento de la presión intraocular (PIO). En los 
casos cuando no se tiene el diagnóstico ni se cuenta 
con el tratamiento adecuado el glaucoma puede ocasio-
nar ceguera [1]. El incremento de PIO se genera cuando 
existe un desequilibrio entre la entrada y la salida de 
humor acuoso (HA), que en condiciones fisiológicas 
normales tiene un flujo de entrada al ojo de 2 µl a 2.5 µl 
por minuto [2]. Para drenar el HA el ojo cuenta con 2 vías 
de salida: la vía uveoescleral que drena desde el 10% 
hasta el 35% del HA a través del músculo ciliar; y la vía 
trabecular que se encarga de la salida del 75% hasta el 
90% del HA. La vía trabecular consta de la red trabecu-
lar (RT), por donde pasa el HA para llegar al canal de 
Schlemm (CS) y de ahí llevarlo a los canales colectores 
(CCs) que son los responsables de regresar el HA al 
torrente sanguíneo [3]. Los canales colectores están dis-
tribuidos de manera aleatoria, con una mayor concen-
tración en la región inferior-nasal que de la región 
temporal del ojo [4].

Las causas que originan el glaucoma aún están en dis-
cusión; una de las teorías más aceptadas es que la resis-
tencia al flujo del HA se encuentra en la vecindad de la 
pared endotelial entre la RT y el CS [5, 6, 7]. Sin embargo, 
existen trabajos recientes que han aportado evidencia 
de que el 50% de la resistencia al flujo se presenta en el 
CS y los CCs [4, 8, 9,10]. Cheryl R. Hann muestra en su tra-
bajo que a bajas presiones de perfusión, alrededor del 
50% de la resistencia al flujo se presenta en el CS, los 
CCs y el sistema episcleral venoso. Esta resistencia 
también se presenta a altas presiones de perfusión pero 
en menor medida. En este mismo sentido, existe evi-
dencia experimental que sugiere que los CCs y los 
vasos intraesclerales sufren cambios ante variaciones 
de la PIO en ojos fisiológicamente sanos así como en 
ojos que padecen alguna patología [8, 10]. Por otra parte 
Haiyan Gong en su trabajo establece al CS y a los CCs 
como objetos de estudio relacionados con la resistencia 
al flujo del HA. Ante un colapso del CS, las hernias den-

tro de la ostia del CC aumentan, lo que provoca una 
disminución del flujo y un incremento en la PIO [4]. 
Estas nuevas evidencias sugieren que el número de CCs 
así como su posición tienen un papel en la regulación 
de la PIO, por lo que es necesario realizar un análisis de 
dichas variables para determinar su influencia.

En este trabajo se presenta un análisis descriptivo del 
flujo del HA en el CS; para analizar la influencia que 
tiene la posición de los CCs en la presión del HA dentro 
del CS así como en la PIO. En la sección II se describen 
los detalles del análisis de elemento finito que se rea-
lizó; en la sección III se presentan los resultados de dos 
modelos: el primero describe el flujo en el CS entre dos 
canales colectores, mientras que el segundo modelo 
describe el flujo dentro del CS con diferentes distribu-
ciones de los canales colectores; la sección IV muestra 
la discusión del trabajo de investigación; y por último, 
la sección V describe las conclusiones del artículo.

METODOLOGÍA
Con el objetivo de determinar la influencia que tiene 

la distribución de los CCs en la PIO se plantean dos 
modelos. En el primer modelo, que se muestra en la 
Figura 1, se analiza la influencia que tiene la posición 
de dos canales de salida en una sección rectangular, 
dicha sección está formada por el CS y la RT. El espesor 
de la RT y del CS, así como la longitud de la sección se 
obtuvieron de [3, 11]. Se analizan diferentes posiciones 
del canal de salida de la extrema derecha. En el primer 
caso de estudio los CCs se encuentran en cada extremo 
de la estructura rectangular de forma simétrica. De 
acuerdo a [11] la distancia promedio entre dos canales 
colectores es de 1.2 ×10−3 m, por lo que se usó está lon-
gitud para definir lo largo del canal rectangular. En el 
caso 2, el CC del extremo derecho se desplaza a una 
distancia de 1.5 ×10−4 m hacia el CC del extremo 
izquierdo. Los casos 3 al 8 siguen el mismo patrón des-
plazándose a la misma distancia de modo que en el 
último caso, caso 8, ambos CCs se encuentran a una 
distancia de 0.15 ×10−3 m.
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FIGURA 1: Modelo de sección rectangular con 2 canales col-
ectores, 4 casos elegidos. En verde la red trabecular, en gris 

el canal de Schlemm, en azul presión de entrada y en rojo 
presión de salida.

El segundo modelo es un anillo que tiene 30 CCs dis-
tribuidos de acuerdo a diferentes arreglos. En el pri-
mer caso los canales se distribuyen simétricamente y 
posteriormente los arreglos subsiguientes se distribu-
yen en formas asimétricas, como la Figura 2.

FIGURA 2: Modelo en anillo. Asimétricos (A), arreglos 1 a 3 
con 30 CCs y arreglo 4 con 29 CCs (ojo normal sano). 

Simétrico (B) con 30 CCs. En gris la estructura formada por 
el canal de Schlemm y la red trabecular, flechas entrantes al 
anillo en presión de entrada y flechas salientes del anillo en 

presión de salida.

Para el modelo simétrico cada CC se encuentra desfa-
sado 12o uno de otro. Para los modelos asimétrico se 
tienen cuatro arreglos, los tres primeros arreglos se 
hacen aplicando una distribución de probabilidad de 
variable discreta con un rango de 0◦ a 48◦ entre cada 
CC. El cuarto arreglo se obtiene a partir de la micro 
cromatografía de [4]; donde muestra una distribución 
de 29 CCs en el CS para un ojo normal sano. En todos 
los modelos se impone una presión de entrada de 1862 
Pa [12] y una presión de salida de 933.254 Pa [13]. Usando 
datos experimentales se define la permeabilidad de 3 
× 10−16 m2 [14] y la porosidad de 0.264 [15] para la RT.

En todos los casos se resuelven las ecuaciones de 
Navier Stokes mediante el método de elemento finito, 
considerando que el número de Reynolds es de 
1.5×10−3, tanto en el primer modelo en coordenadas 
cartesianas como para el segundo modelo en coorde-
nadas cilíndricas. Se considera un régimen estaciona-
rio, con propiedades de la matriz porosa y del fluido 
constantes. La RT se considera que es un medio poroso 
rígido y homogéneo con permeabilidad y porosidad 
constantes. Se establece la condición de no desliza-
miento entre el fluido y el medio poroso así como con 
las paredes del CS. En todos los casos se impone una 
presión a la entrada de 1862 Pa [12] y una presión de 
salida de 933.254 Pa [13].

La Tabla 1 muestra los valores de las propiedades que 
se usaron para el modelo de la sección rectangular así 
como para el modelo del anillo.

La Figura 3 muestra la discretización de malla uti-
lizada en los modelos.
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TABLA 1: Datos utilizados en la simulación numérica.

ARTÍCULO DE INVESTIGACIÓN

Tabla 1: Datos utilizados en la simulación numérica.

Variable Valor Referencia

Permeabilidad de la RT 3 × 10−16 m2

para el modelo de 30 CCs. [14]
Permeabilidad de la RT 9 × 10−15 m2

para el modelo de 2 CCs. [14]
Longitud de la estructura 1.2×10−3 m

formada por el CS y la RT.

Viscocidad de la RT. 0.0903 Pa · s [16]
Porosidad de la RT. 0.264 [15]
Densidad de la RT. 1,200 kg · m−3

Espesor de la RT. 100 × 10−6 m [3]
Radio de la RT. 5.75×10−3 m [17]
Altura de la RT. 300 × 10−6 m [17]
Densidad del HA. 998.7 kg · m−3 [11]

Viscocidad del HA. 7.5×10−4 Pa · s [11]
Altura del CS. 25 × 10−6 m [11]

Diámetro del CC. 25 × 10−6 m [18]
Presión de entrada (PIO). 1862 Pa [12]

Presión de salida (presión venosa). 933.254 Pa [13]

FIGURA 3: Malla y sistema de referencia empleados en el modelo de sección rectangular con 2 canales colectores.

En cada caso se realiza un análisis de sensibilidad de 
malla para determinar la discretización óptima. El 
modelo de 2 CCs cuenta con 63,604 nodos y 59,459 
elementos cuadriláteros. El caso simétrico con 30 CCs 
para el modelo del anillo cuenta con 41,304 nodos y 
40,734 elementos cuadriláteros. Los tres arreglos asi-
métricos con 30 CCs cuentan con 39,557, 39,745 y 
39,027 nodos y 37,437, 37,037 y 36,050 elementos cua-
driláteros, respectivamente. El arreglo asimétrico con 

29 CCs para el modelo del anillo cuenta con 39,403 
nodos y 42,747 elementos cuadriláteros. En cada 
modelo y para cada caso se traza una línea recta en el 
centro del CS que permitirá obtener la distribución de 
presión y velocidad en esa posición. Así también, para 
visualizar la distribución de presión y velocidad en el 
CS y la RT del modelo con 2 CCs, se crea un plano que 
cubre toda la sección rectangular.
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN
Para el caso rectangular se obtuvieron distribuciones 

de presión a lo largo de una línea en el centro, así como 
la distribución de presión en todo el canal de Schlemm. 
También se muestran las dos componentes de la velo-
cidad a lo ancho del CS para diferentes posiciones, lo 
que permite analizar la influencia que tienen las dife-
rentes posiciones de los canales sobre la dinámica del 
humor acuoso. Sólo se muestran las distribuciones de 
presiones de cuatro casos, el primero de ellos es la dis-
tribución simétrica cuando las salidas se encuentran 
en los extremos del canal, los casos siguientes la salida 
derecha se va recorriendo una cierta distancia. La 
Figura 4 con la vista A muestra la distribución de pre-
sión en la estructura conformada por el CS y la RT y en 
la Figura 4 con vista B se hace un acercamiento al CS 
para poder observar cómo se distribuye la presión den-
tro de la sección rectangular.

FIGURA 4: Distribución de presión para el modelo de sección 
rectangular. (A) Vista global de la estructura formada por el 

canal de Schlemm y la red trabecular. (B) Vista local en el 
canal de Schlemm.

La Figura 5 muestra perfiles de presión sobre la línea 
trazada en el centro del CS para los 4 casos en estudio. 
En la gráfica se puede observar que la presión del caso 3 
es menor con respecto a los demás casos, cabe destacar 
que también es menor que la distribución de presión 

obtenida en el caso 1, que es el caso simétrico. En cada 
caso se observan dos cambios abruptos en la presión, 
esto representa la presencia de los CCs. Los 4 casos coin-
ciden en la caída de presión del extremo izquierdo.

FIGURA 5: Presión en el canal de Schlemm de los 4 casos 
elegidos para el modelo de sección rectangular 

con 2 canales colectores.

A partir de las distribuciones en todo el CS se obtienen 
las presiones máximas, mínimas, y promedios para 
cada caso del modelo de sección rectangular, Figura 6.

FIGURA 6: Presión promedio, máximo y mínimo para el mod-
elo de sección rectangular con 2 canales colectores.
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Se puede observar que para la presión media el valor 
mínimo se obtiene cuando las salidas se encuentran 
separadas 9 × 10−4 m de distancia, para las presiones 
máximas de cada caso también se obtiene un valor 
mínimo cuando las salidas estás separadas 9 × 10−4 m. 
Tanto la presión máxima como la presión media alcanza 
un valor máximo cuando los canales colectores están lo 
más cerca posible, 1.5×10−4 m de separación entre las 
salidas.

Cabe destacar que estos valores de presión máxima se 
obtiene en el extremo que no tiene salida. La diferencia 
más grande entre la presión máxima y la presión media 
se da entre los casos que están separados 4.5×10−4 m, 
siendo una diferencia de 5.0 Pa. El incremento de pre-
sión media entre los casos extremos es de 15.5 Pa, lo 
que representa un incremento del 1.56% con respecto a 
la presión del caso simétrico. Los valores de presión 
mínima para todos los casos es prácticamente cons-
tante, con un valor de 1.1 Pa.

Los resultados de presión de la distribución circular a 
lo largo de la línea en el centro del CS se muestran en 
la Figura 7, en la que se pueden ver las presiones para 
el caso simétrico y los casos asimétricos.

FIGURA 7: Presión en el canal de Schlemm para el modelo 
simétrico y los arreglos del modelo asimétrico.

De todos los casos simulados en el modelo asimétrico, 
es el caso 1 en el que se obtiene la presión más alta y el 
caso 4 en el que se tiene la presión mínima del modelo. 
La diferencia más grande de presión entre el modelo 
simétrico y el caso 1 del modelo asimétrico es de 1.996 
Pa lo que representa a un 0.23% de aumento de presión 
teniendo como referencia el caso simétrico. La diferen-
cia de presión entre el modelo simétrico y el arreglo 4 
(ojo sano) es de solo 0.665 Pa; esto representa un 
0.07% de disminución de presión.

Por último se presentan los perfiles de velocidad del 
HA dentro del CS. Los perfiles mostrados corresponden 
a líneas que se colocaron a lo largo del CS, comenzando 
con el extremo izquierdo, perfil 1, y desplazando una 
distancia 6 × 10−5 m hasta llegar al extremo derecho del 
CS. Los perfiles del 1 al 7 corresponden a la mitad 
izquierda, mientras que los restantes describen los per-
files de la mitad derecha del CS. Se muestran los perfiles 
de velocidad de los casos expuestos en la Figura 1. El 
caso a) de la Figura 8 es claro que los perfiles son simé-
tricos, en los siguientes casos - b), c) y d) - se observa 
que los perfiles de velocidad cambian de sentido, en 
función de la posición de las salidas, esto es esperado, 
observándose zonas de recirculación dentro del CS.

FIGURA 8: Perfiles de velocidad en dirección x para los 4 
casos elegidos dentro del canal de Schlemm.
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La Figura 9 muestra los perfiles de la componente de 
velocidad en la dirección y. En todos los casos se obser-
van zonas en que la componente de la velocidad es 
positiva, esto es que el HA se regresa a la red trabecu-
lar. También se observa que en el extremo izquierdo 
todos los casos presentan la misma velocidad, sin 
embargo en las otras salidas el caso 6 muestra una 
magnitud de la componente de la velocidad mayor que 
en todos los demás casos.

FIGURA 9: Perfiles de velocidad en dirección y para los 4 
casos elegidos a la entrada del canal de Schlemm.

La permeabilidad de la red trabecular no es homogé-
nea y es crítico tener un valor para los modelos mate-
máticos. Para definir un valor se realizaron simulacio-
nes numéricas variando la permeabilidad y la porosi-
dad hasta obtener valores de flujo de salida del HA que 
concordaran con los reportes experimentales, conside-
rando que la RT es un medio homogéneo. Es por esta 
razón que se tienen valores de permeabilidad y porosi-
dad diferentes para los dos casos que se estudian. 
Estos valores de propiedades del medio poroso mere-
cen mayor análisis, ya que el fenómeno tiene una gran 
dependencia de ellas.

Para poder llevar a acabo las simulaciones numéricas 
se determinaron las permeabilidades de la RT para los 

dos casos de estudio con el fin de obtener un flujo 
másico reportado como fisiológicamente normal. La 
permeabilidad para el modelo de 2 CCs es de 9 × 10−15 
m2 y para el modelo de 30 CCs es de 3 × 10−16 m2; que 
corresponden al rango reportado por [14].

La distribución de presión en el modelo simétrico se 
encuentra en un rango con bajas perturbaciones en la 
presión manteniendo un promedio de 935.7 Pa. 
Mientras que en los casos asimétricos el caso 3 man-
tiene una presión promedio de 936.15 Pa que es la más 
alta de todos los casos y la presión promedio más 
pequeña lo lleva el caso 4 y, a diferencia de el modelo 
simétrico, presenta perturbaciones mayores en la pre-
sión. El caso 2 del modelo asimétrico se omitió en la 
Figura 7 por que presenta resultados cercanos al caso 
1. Estos resultados sugieren estudios a mayor profun-
didad en el tema, donde se consideren características 
más detalladas de los tejidos como la RT y el CS.

Se esperaba que para el modelo rectangular en el caso 
simétrico, caso 1, se obtuvieran las presiones más 
bajas. Sin embargo, se encontró que al mover el CC 0.3 
mm, caso 3, se encuentra la presión promedio mínima 
de todos los casos. Esto sugiere que la posición del CC 
tiene influencia en la presión interna del CS. Al seguir 
acercando el CC la presión promedio se incrementa.

En el caso simétrico del modelo con 30 CCs se obtiene 
una presión uniforme a lo largo de la línea central; esto 
contrasta con las variaciones mostradas en los arreglos 
asimétricos. Cabe señalar que dichas variaciones tie-
nen una diferencia de presión de 2.792 Pa, lo que no 
contribuye en ningún daño en el ojo.

CONCLUSIONES
A partir de los resultados obtenidos de los diferentes 

modelos y a las representaciones gráficas, se confirma 
que la distribución de los CCs influye directamente con 
la presión dentro del CS aumentando o disminuyendo 
la presión interna de acuerdo a la posición de los cana-
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les. En el caso rectangular se esperaba que el caso simé-
trico tuviera la presión más homogénea y con los valo-
res de presión más pequeños; sin embargo esto no fue 
el caso. El caso en que las salidas están separadas 9 × 
10−4 m es donde se tiene la menor presión media y la 
presión máxima más pequeña. Esto claramente indica 
que la posición de los canales colectores tiene influen-
cia importante en la presión del CS. En los casos circu-
lares se presentan variaciones de presión dentro del CS 
muy pequeñas, sin embargo se puede observar que hay 
cierta influencia de la posición de los CCs.

Los resultados que se presentan son las presiones 
dentro del canal de Schlemm, esto significa que las 
presiones intraoculares son mayores a los valores mos-
trados. En los casos en los que el flujo se invierte, 
podría significar que hay dificultad para que la via 
trabecular cumpla con su función de drenar el HA. 
Además, se conoce que dichos canales abren y cierran 
para regular el flujo; esta distribución de aperturas y 
cierres puede generar distribuciones de presión que 

sean patológicas que alcancen presiones mayores a la 
presión alta normal estándar, que es de 21 mmHg 
(2780 Pa) de acuerdo a [13].

De acuerdo con los resultados descriptivos se deja 
abierta la posibilidad de realizar estudios de simula-
ción considerando estado transitorio, para determinar 
si las variaciones provocadas por la posición son res-
ponsables de dañar tejido de la red trabecular que pro-
muevan la formación de vacuolas gigantes, conside-
rando las propiedades elásticas para la RT y el CS. 
Además dan lugar a realizar estudios in vivo para 
determinar la distribución normal de los canales colec-
tores en una población y determinar si es uno de los 
factores de riesgo para el desarrollo de glaucoma.
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RESUMEN
La falla en la regeneración de las neuronas del sistema nervioso central (SNC) en vertebrados superiores es un pro-
blema que no se ha resuelto completamente, esto limita la rehabilitación de muchas conductas motoras después 
de una lesión en la médula espinal. En la regeneración neuronal intervienen múltiples factores y de estos, los que 
inducen el crecimiento neurítico se han estudiado para intentar favorecer la extensión y la reconexión de las neu-
ronas lesionadas con sus blancos. La regeneración del SNC de sanguijuelas se ha estudiado intensamente porque 
permite abordar el problema a diferentes niveles con distintas técnicas, en este trabajo se obtuvo el espectro de 
absorción óptico, con espectroscopía fotoacústica (EFA), del SNC y de tejido de la sanguijuela Haementeria officina-
lis, con el objetivo de conocer las longitudes de onda óptimas para la irradiación posterior de células del SNC y de 
tejido H. officinalis. Los resultados de este estudio muestran que el SNC de estos organismos absorbe en la region 
comprendida de 300 nm a 500 nm, y las muestras de tejido tienen un máximo de absorción óptico proximo a 300 
nm, además se observaron diferencias evidentes entre los espectros de absorción ópticos del SNC con lesión y el 
control (sin lesión).

PALABRAS CLAVE: Haementeria officinalis, Espectroscopía Fotoacústica, Regeneración Neuronal.
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ABSTRACT
The failure in the neuron regeneration in the central nervous system (CNS) in higher vertebrates, is a not completely 
solved problem, this limits the rehabilitation of many motor conducts after an injury in the spinal cord. In neuronal 
regeneration multiple factors are involved, between them those that induce the neurite outgrowth which has been 
studied to try to encourage the extension and reconnection of the injury neurons with their blanks. The regener-
ation of the CNS of leeches has been intensely studied because allows to approach the problem at different levels 
with different techniques. In this study the optical absorption spectrum of the CNS and the tissue of the leech H. 
officinalis was obtained, by using photoacoustic spectroscopy (PAS), in order to investigate the optimal waveleng-
hts for later irradiation of CNS cells and tissue of H. officinalis. The results of this study show that the CNS of these 
organisms absorbs in the region of 300 nm to 500 nm, and the tissue samples has a maximun of optical absorption 
near to 300 nm, besides were observed evident differences between the optical absorption spectra of CNS with in-
jury and the control (without injury).

KEYWORDS: Haementeria officinalis, Photoacoustic Spectroscopy, Neuronal regeneration.
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INTRODUCCIÓN
Después de una lesión que afecta al sistema nervioso, el 

restablecimiento de las conductas motoras depende de 
que las fibras nerviosas regeneren y se conecten correct-
amente a sus blancos, por tanto en el campo de la reha-
bilitación motora se han realizado grandes esfuerzos y 
creado múltiples terapias tendientes a fortalecer las con-
exiones intactas por la lesión y a promover la reconexión 
de los axones dañados, sin embargo la recuperación de 
conductas motrices sigue siendo dependiente de la 
capacidad de regeneración de células del sistema nervi-
oso central (SNC), es decir, de la conectividad de axones 
periféricos con sus blancos ya que el grado de rehabil-
itación depende del número de conexiones saludables y 
nivel máximo en que pueden fortalecerse.

Para comprender el proceso de regeneración del SNC 
se han estudiado a las sanguijuelas desde hace más de 
40 años [1], pues en ellas se conoce la ubicación, la mor-
fología y la actividad eléctrica de las neuronas mecano-
sensoriales así como sus conexiones en el SNC, además 
ofrecen diversas ventajas, como lo son: la capacidad de 
regenerar in vivo como in vitro, la posibilidad de realizar 
diversos estudios, tanto moleculares, como electrofisi-
ológicos, bioquímicos y conductuales entre otros, por 
tanto permite abordar el problema de regeneración 
neuronal a diferentes niveles con técnicas modernas [2], 
y puesto que este organismo es capaz de recuperarse de 
lesiones en su SNC de forma natural, el estudio de la 
recuperación motriz después de una lesión inducida en 
el SNC da la posibilidad de probar diversas formas de 
estimulación tanto físicas como químicas en un tiempo 
relativamente corto (2 a 4 semanas), además, las propie-
dades eléctricas de la membrana neuronal, los canales 
iónicos y los neurotransmisores, son semejantes o 
idénticos a los del resto de los animales [3].

Por otra parte, estudios realizados en animales, han 
generado resultados alentadores al colocar dispositi-
vos generadores de campos eléctricos en la zona de 
lesión de médula espinal, lo que ha favorecido la reha-

bilitación de conductas motoras en animales adultos 
[4], también se ha probado la estimulación eléctrica en 
la rehabilitación periférica [5,6] y se ha mostrado que 
favorece la regeneración de neuronas cultivadas del 
SNC [7], sin embargo los resultados siguen siendo limit-
ados y aún quedan muchas preguntas por responder. 
Por este motivo la implementación de técnicas físicas, 
como lo es espectroscopía fotoacústica (EFA), en áreas 
biomédicas [8,9] ha permitido comprender como es la 
interacción de la luz visible con muestras biológicas, 
para poder diagnosticar [10,11] o tratar algunas enferme-
dades, como lo son diferentes tipos de cáncer [12,13]. La 
absorción de luz modulada [14] y luz continua en la 
región visible del espectro electromagnético puede 
generar fenómenos físicos y químicos, ejemplo de esto 
es la fotosíntesis, la fluorescencia, absorción de vitam-
ina D, entre otros. Para el problema específico de la 
regeneración del SNC, en este trabajo se propone 
estudiar la absorción óptica de muestras de tejido y de 
SNC de la sanguijuela Haementeria officinalis, y con 
esto determinar cuál es el rango de longitudes de onda 
óptimo en el que las moléculas de estas muestras están 
absorbiendo la radiación, y posteriormente analizar si 
la absorción de luz puede inducir regeneración en 
estas células y bajo qué condiciones lo haría, si bien 
existen otros grupos de investigación que trabajan con 
H. officinalis, hasta donde se sabe no se han reportado 
estudios acerca de sus propiedades ópticas. Los estu-
dios en sanguijuelas buscan los mecanismos básicos 
de funcionamiento y respuesta del SNC, precisamente, 
estos estudios pretenden ayudar a comprender como 
responde el sistema nervioso a un protocolo de estim-
ulación y dar la pauta para aplicarlos en organismos 
más cercanos evolutivamente al humano.

METODOLOGÍA
Para producir la lesión en el SNC del organismo adulto 

completo de H. officinalis, esta se anestesia durante 15 
minutos en 10% de etanol, luego se fija con alfileres 
entomologicos en un plato con cera y se realiza una 
incisión ventral en la piel para descubrir el nervio 
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conectivo, el esquema de las partes del organismo de 
la sanguijuela se muestra en la Figura 1, luego se gen-
era la lesión del cordón nervioso aplicando compresión 
con unas pinzas (Dumont No. 5) en una extensión de 
300 µm, con lo cual los axones se separan inter-
rumpiéndose la continuidad física y eléctrica [15,16], 
como se aprecia en la Figura 2. Después se realiza una 
microdisección para extraer el SNC lesionado, este 
procedimiento es el mismo para extraer el SNC sin 
lesionar. Tambien se tomaron segmentos de tejido de 
la pared corporal del lado ventral de la sanguijuela con 
aproximadamente 500 µm de espesor.

 

FIGURA 1: Diagrama de una sanguijuela y de su SNC, el cual 
está compuesto de 21 ganglios intermedios y ganglios 

fusionados en la cabeza y en la cola del animal. La lesión se 
hace por obturación con pinzas de microdisección sobre el 

nervio conectivo entre los ganglios segmentales 7 y 8.

 

FIGURA 2: Lesión inducida en el SNC de H. officinalis, se 
muestra parte del nervio conectivo que une dos ganglios 

segmentales y el efecto de obturar las fibras nerviosas que 
conectan a los mismos debido a la lesión.

Después las muestras de SNC con lesión, sin lesión y 
de tejido fueron procesadas en un espectrómetro foto-
acústico empleando la configuración de transmisión, 

para cada medición se utilizaron organismos con masa 
de 0.3 gr. Los espectros de absorción ópticos fueron 
obtenidos en un rango de longitudes de onda de 250 
nm a 900 nm, el arreglo experimental se muestra en la 
Figura 3 y consta de una lámpara de Xe con monocro-
mador, y un modulador mecánico con una frecuencia 
fija de 17 Hz. La luz modulada es guiada a través de una 
fibra óptica hasta la celda fotoacústica, donde se 
encuentran las muestras a estudiarse. La señal foto-
acústica, generada por la absorción óptica de la mues-
tra, es detectada por un micrófono que está conectado 
a un amplificador Lock-in que a su vez está acoplado a 
una PC que procesa los datos de amplitud (reportados 
en unidades arbitrarias u.a.) y fase en función de la 
longitud de onda.

 

FIGURA 3: Arreglo experimental usado para realizar espec-
troscopía fotoacústica.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN
La Figura 4 muestra que el SNC de estos organismos 

absorbe en la region comprendida de 300 nm a 500 nm 
con 0.20 u.a. (σ = 0.018 u.a., con n=4) y 0.23 u.a. (σ = 
0.018 u.a., con n=4) respetivamente en estas longi-
tudes de onda, esto cuando el SNC no está lesionado, a 
su vez el SNC con lesión tiene una banda de absorción 
óptica que comienza proxima a 300 nm con 0.25 u.a. (σ 
= 0.065 u.a., con n=4) decayendo paulatinamente a 
mayores longitudes de onda. Para el caso de las mues-
tras de tejido se encontró que la absorción óptica pre-
senta un máximo alrededor de 300 nm (σ = 0.039 u.a., 
con n=2), seguido de un decaimiento lineal hasta 600 
nm (σ = 0.063 u.a., con n=2), como lo muestra la, poste-
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riormente una banda de absorción en el rango de 600 
nm a 800 nm debida a la presencia de algas que viven 
en simbiosis con H. officinalis, entonces es posible 
atribuir está última banda de absorción a que las algas 
contienen clorofilas.
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FIGURA 4: Espectros de absorción ópticos, obtenidos por 
EFA, del SNC de H. officinalis. a) Sin lesión, b) con lesión.
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FIGURA 5: Espectro de absorción óptico, obtenidos por EFA, 
de tejido de H. officinalis.

Los resultados mostraron que la absorción de luz 
modulada, en la región visible del espectro electro-
magnético, es mayor cuando el SNC se ha lesionado, 
esto podría atribuirse a que después de una lesión en el 
nervio conectivo existe una acumulación de células 

microgliales en la zona de lesión [17], por tanto la den-
sidad de la muestra cambia después de la lesión y 
entonces la luz que llega a la muestra puede ser mayor-
mente absorbida y dispersada, lo cual provoca cambios 
en el espectro de absorción óptico. Las diferencias 
obtenidas entre los espectros abren la posibilidad de 
estudiar la evolución en la regeneración del nervio 
lesionado y de distinguir ópticamente un SNC con 
lesión de uno sin lesión.

CONCLUSIONES
El presente trabajo permitió determinar las longi-

tudes de onda en las cuales el SNC y tejido de H. offici-
nalis está absorbiendo más la radiación electromag-
nética, lo cual indica una mayor interacción con las 
moléculas que los componen. Es necesario mencionar 
que este estudio no es posible con técnicas espec-
troscópicas convencionales, por la naturaleza biológica 
de las muestras, siendo así importante la imple-
mentación de espectroscopía fotoacústica en este tipo 
de estudios, pues además, esta técnica no es invasiva 
con la muestra a estudiar. A partir de esto se propone 
el uso de luz modulada o continua, en las regiones de 
absorción obtenidas, para investigar si es posible indu-
cir regeneración en el SNC con un haz de luz LED que 
emita en las longitudes de onda especificas obtenidas 
en el presente estudio.
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RESUMEN
La discapacidad motora es un problema a nivel mundial y según el censo 2010 del INEGI, en México, las personas 
con problemas de movilidad representan el 58.3% de la población con discapacidad. Para afrontar esta problemá-
tica, han surgido dispositivos robóticos para rehabilitación que permiten realizar terapias con precisión, eficiencia, 
reducción de esfuerzos físicos y la oportunidad de realizarlas en grupo. Sin embargo, estos dispositivos no pueden 
igualar la movilidad de los miembros a rehabilitar y su adaptación a la antropometría mexicana es limitada. En este 
artículo se presenta el diseño de un exoesqueleto enfocado a la población adulta mexicana con pérdida parcial de 
movilidad en el hombro. El objetivo es desarrollar un exoesqueleto capaz de generar los 3 movimientos básicos 
del hombro (flexión-extensión, abducción-aducción y rotación interna-externa), considerando las medidas antro-
pométricas de la población objetivo. Para el diseño del prototipo se utiliza una adaptación de la metodología de 
diseño mecatrónico de robots. El diseño propuesto es validado cinemáticamente mediante simulaciones numéricas 
en Matlab® y en ADAMS™, comprobando el rango de movilidad de cada articulación. Además, se realiza el análisis 
de elemento finito para cuantificar los esfuerzos y las deformaciones en el exoesqueleto, verificando la selección de 
materiales para su manufactura.

PALABRAS CLAVE: Robótica de rehabilitación, exoesqueleto, ADAMS™.
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ABSTRACT
The motor disability is a problem at the global level and according to the census 2010 from INEGI, in Mexico, people 
with mobility problems represent 58.3% of the population with disabilities. To face this problem, robotic devices 
for rehabilitation have emerged which allow to perform therapies with accuracy, efficiency, reduction of physical 
efforts and the opportunity to perform them in group. However, these devices may not match the mobility of the 
members to rehabilitate and their adaptation to the mexican anthropometry is limited. In this article, the design of 
an exoskeleton focused on the Mexican adult population with partial loss of mobility in the shoulder is presented. 
The objective is to develop an exoskeleton capable of generating the 3 basic movements of the shoulder (flexion-ex-
tension, abduction-adduction and internal-external rotation) considering the anthropometric measurements of the 
target population. For the design of the prototype, an adaptation of the mechatronic design methodology for robots 
is used. The proposed design is validated kinematically through numerical simulations in Matlab® and ADAMS™, 
the numerical results prove the range of mobility of each exoskeleton joint. Moreover, a finite element analysis is 
carried out to quantify the stress and strain levels in the exoskeleton, verifying the selection of materials for its 
manufacture.

KEYWORDS: Rehabilitation robotics, exoskeleton, ADAMS™.
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INTRODUCCIÓN
De acuerdo con el reporte del Banco Mundial sobre 

discapacidad presentado en 2015 [1], alrededor del 15% 
de la población mundial (cerca de 1000 millones de 
personas) experimenta alguna forma de discapacidad, 
siendo los países en desarrollo los más afectados por 
esta problemática. Según el censo 2010 del Instituto 
Nacional de Estadística y Geografía (INEGI) [2], en 
México más del 5% de la población presenta algún tipo 
de discapacidad, siendo los problemas de movilidad los 
que representan más del 58% de las discapacidades. El 
aumento del número de personas que padecen alguna 
discapacidad motora o debilidad muscular ha moti-
vado el desarrollo de la robótica de rehabilitación. El 
objetivo de esta rama emergente de la robótica de ser-
vicio es la aplicación de la tecnología para el desarrollo 
de dispositivos que asistan y mejoren las terapias de 
rehabilitación para personas con discapacidad [3-4].

En las terapias físicas convencionales se establecen acti-
vidades que son llevadas a cabo por el fisioterapeuta. 
Éstas dependen del grado de discapacidad del paciente y 
de la parte del cuerpo afectada. El objetivo de la rehabili-
tación física es rehabilitar al paciente de alguna deficien-
cia o discapacidad y mejorar su movilidad, habilidad 
funcional y calidad de vida. Sin embargo, se presentan 
algunos problemas en la rehabilitación y están presentes 
tanto para el paciente como para el terapeuta. Para el 
paciente las terapias son costosas y el tiempo de recupe-
ración es largo, en el caso del especialista se presenta 
problemas de eficiencia (debido al desgaste físico), ade-
más no cuenta con medidas fiables del deterioro del 
miembro a rehabilitar, ni tampoco con medidas para 
evaluar el progreso de la rehabilitación implementada [5].

La rehabilitación asistida con robots tiene el potencial de 
superar algunas de las limitaciones de los métodos con-
vencionales y puede favorecer el desarrollo de nuevos 
tipos de tratamientos de rehabilitación. La terapia asistida 
con robots puede proporcionar una rehabilitación inten-
siva de larga duración, sin ser afectada por las habilidades 

y el nivel de fatiga del terapeuta. Además, puede reducir 
los costos de la terapia a largo plazo y proporcionar datos 
cuantitativos para evaluar el progreso de los pacientes [5].

Los exoesqueletos son sistemas robóticos que se aco-
plan al cuerpo humano de forma externa para cumplir 
funciones específicas y forman parte de un grupo 
denominado Wearable Robots (robots usables), estos 
sistemas son usados por una persona, de tal manera 
que la interfaz física conduce a una transferencia 
directa de energía mecánica y al intercambio de infor-
mación. Los exoesqueletos están diseñados para coin-
cidir con la forma y la función del cuerpo humano [3-4]. 
En años recientes, los exoesqueletos se han empleado 
como dispositivos orientados a la rehabilitación física 
[5-13]. En [14-17] se presentan amplias revisiones del estado 
del arte de exoesqueletos desarrollados para la rehabi-
litación del miembro superior. Algunos exoesqueletos 
para rehabilitación de miembro superior ya se encuen-
tran disponibles comercialmente, por ejemplo: Aupa, 
JACE S600, JACE S603, Armeo® Spring, Armeo® Spring 
Pediatric, Armeo® Boom, Armeo® Power. Las principa-
les desventajas de estos dispositivos son: las medidas 
antropométricas en las cuales se basa su diseño, no 
corresponden  a las de la población mexicana y su alto 
costo de adquisición y de mantenimiento los hacen 
inaccesibles para la mayoría de las instituciones de 
salud en México, principalmente para aquellas que 
prestan sus servicios en zonas marginadas.

Los principales problemas que se presentan al desarro-
llar un dispositivo para rehabilitación son: determinar las 
tareas de movimiento que debe realizar el robot y definir 
el diseño mecánico apropiado para las tareas de movi-
miento que realiza el paciente, ya que la prescripción de 
éstas y la entrada mecánica restringen el diseño y el con-
trol mecánico del dispositivo robótico de terapia [9, 16, 18].

El objetivo del presente trabajo, es diseñar y validar un 
prototipo de exoesqueleto para auxiliar en las terapias de 
rehabilitación de pacientes con pérdida parcial de movi-
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miento en el hombro. El exoesqueleto tiene 3 GDL para 
realizar los tres movimientos del hombro (flexión-exten-
sión, aducción-abducción y rotación interna-externa) en 
rangos funcionales y es diseñado con base en las medi-
das antropométricas de la población mexicana adulta. El 
diseño es validado cinemáticamente mediante simula-
ciones numéricas en paquetes computacionales especia-
lizados como Matlab R y ADAMST M (Automatic Dynamic 
Analysis of Multibody Systems) para verificar que los 
rangos de movimiento cubran las necesidades de las 
terapias de rehabilitación.

También, se realiza el análisis de elemento finito para 
cuantificar los esfuerzos y las deformaciones en la 
estructura mecánica del exoesqueleto, validando la 
selección de materiales para su manufactura.

Descripción del problema
En las últimas décadas, la robótica de rehabilitación 

ha tenido un gran desarrollo en países de primer 
mundo. Sin embargo, en países en vías de desarrollo 
como México, es un área emergente en cuanto a inves-
tigación y desarrollo tecnológico.

En los estudios realizados sobre el estado del arte de dis-
positivos de rehabilitación, específicamente para el miem-
bro superior, la presencia de desarrollos hechos en países 
latinoamericanos es prácticamente nula (ver [14-17]). Según 
la revisión presentada por Gopura et al. [16], el desarrollo de 
los exoesqueletos de tercera generación que actualmente 
se comercializan, comenzó a mediados de la primera 
década del siglo XXI, aunque los estudios teóricos y prác-
ticos en los cuales se basan, datan de los años 60 del siglo 
pasado. Algunos de los dispositivos que actualmente se 
encuentran disponibles comercialmente se mencionan en 
la sección anterior. Estos dispositivos son desarrollados en 
España, Estados Unidos de Norteamérica y Suiza.

Se han explorado diversas configuraciones y formas de 
actuación de los exoesqueletos para la rehabilitación del 
miembro superior. En [6] se presenta una revisión de los 

dispositivos robóticos de rehabilitación que usan actua-
dores neumáticos para su movimiento. Además, los 
autores presentan el diseño de un dispositivo basado en 
dos brazos robóticos neumáticos, cada uno con tres gra-
dos de libertad activos. Uno de los brazos robóticos 
controla el movimiento de la mano del paciente y el otro 
brazo controla el movimiento del codo. Con esta confi-
guración se intenta reproducir la forma en la que los 
fisioterapeutas realizan los movimientos de terapia 
neuromuscular. El dispositivo está diseñado para que la 
terapia se realice con el paciente acostado y presenta 
dificultades en el desarrollo de algoritmos de control de 
movimiento debido a la naturaleza neumática de sus 
actuadores. Ganesan et al. [7]  proponen un exoesque-
leto para la rehabilitación del miembro superior con 
retroalimentación de sensores electromiográficos 
(EMG) y de una unidad de medición inercial (IMU, por 
sus siglas en inglés). El dispositivo cuenta con sólo 1 
GDL (flexión/extensión del codo) y es controlado por el 
movimiento del brazo sano del paciente o del fisiotera-
peuta. Mao et al. [8-9]  desarrollan un exoesqueleto 
con control de fuerza en el actuador final. El dispositivo 
tiene 5 GDL y es accionado mediante cables. Las princi-
pales ventajas de esta configuración son: la ligereza de 
sus componentes en comparación con otros dispositi-
vos desarrollados para el mismo fin y el autoalinea-
miento con los ejes de rotación de las articulaciones 
humanas. Sin embargo, dada su naturaleza cinemática 
cerrada, el diseño y análisis cinemático, la obtención del 
modelo dinámico y el desarrollo de algoritmos de con-
trol de movimiento resultan sumamente complejos. 

Una alternativa a los dispositivos robóticos para reha-
bilitación de cadenas cinemáticas cerradas, son los 
exoesqueletos con configuración serial. A nivel de 
diseño mecánico se han propuesto exoesqueletos para 
la rehabilitación de hombro y codo [10] y del miembro 
superior completo, incluyendo los dedos de la mano 
[11]. Este tipo de dispositivos se han complementado 
con interfaces audiovisuales para mejorar la calidad de 
las terapias en adultos [12] y en niños [13].
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Con base en la revisión bibliográfica realizada, se 
aprecia que aún existe mucho trabajo por desarrollar 
para mejorar el desempeño de los dispositivos robóti-
cos empleados para la rehabilitación física. En este 
artículo se plantea el diseño y la validación de un pro-
totipo de exoesqueleto para rehabilitación del hombro, 
basado en las medidas antropométricas de la pobla-
ción mexicana adulta y con la capacidad de ajustarse a 
distintas longitudes y perímetros de brazo para cubrir 
un rango amplio de la población objetivo.

El dispositivo deberá contar con la capacidad de reali-
zar los tres movimientos del hombro (flexión-exten-
sión, aducción-abducción y rotación interna-externa) 
en rangos funcionales y cumplir con los requerimien-
tos obtenidos a partir de encuestas realizadas a espe-
cialistas en rehabilitación física. Esta propuesta busca 
obtener un diseño validado para su posterior manufac-
tura que resuelva algunos de los problemas de los dis-
positivos que actualmente se encuentran disponibles 
comercialmente, como son: el ajuste a la antropome-
tría mexicana, incluyendo diferentes longitudes y 
perímetros de brazo, que los movimientos terapéuti-
cos se puedan realizar con el paciente tanto de pie 
como sentado y que el dispositivo tenga un costo de 
desarrollo económicamente más accesible para las ins-
tituciones de salud mexicanas.

Para el diseño del exoesqueleto se usó una adaptación 
de la metodología de diseño mecatrónico de robots, 
ésta se basa en la ingeniería concurrente (CE por sus 
siglas en inglés), los sistemas de diseño asistido por 
computador (CAD por sus siglas en inglés), y la inge-
niería asistida por computador (CAE por sus siglas en 
inglés). Se identifican y describen las tres tareas fun-
damentales: (1) modelado matemático de la cinemá-
tica del robot, y modelado gráfico computarizado de la 
configuración, (2) simulación gráfica del funciona-
miento y de la acción de control y (3) la integración de 
las tecnologías que constituyen el nuevo dispositivo 
mecatrónico [19].

Antes del modelado en algún sistema CAD y el mode-
lado matemático de la cinemática del robot, deben 
considerarse tres tareas: el reconocimiento de una 
necesidad (requerimientos del cliente), el estableci-
miento de las especificaciones objetivo y el diseño 
conceptual, las cuales permiten realizar una simula-
ción gráfica del comportamiento del dispositivo. El 
diseño se centró en las siguientes actividades.

Obtención de requerimientos del cliente
Los requerimientos para el desarrollo del exoesque-

leto se obtuvieron a partir de encuestas realizadas a 
fisioterapeutas, en donde se pidió calificar cada reque-
rimiento con base en su importancia. Como resultado, 
los requerimientos se dividieron en principales y 
secundarios. Los primeros son: permitir los movi-
mientos de flexión y extensión, así como de aduc-
ción-abducción del hombro, longitud y perímetro 
variables de brazo, ajuste de altura al hombro, aplica-
ble a brazo derecho e izquierdo y ajuste a la localiza-
ción de articulaciones, y como secundarios: permitir el 
movimiento de rotación interna y externa del hombro 
y tiempo de colocación del exoesqueleto en el paciente.

Datos antropométricos
Para los datos antropométricos correspondientes al 

miembro superior así como sus percentiles, se consi-
deran los publicados en [20], en donde se midieron un 
total de 8,228 sujetos con un rango de edad de 2 a 85 
años, el muestreo fue por conveniencia, la definición 
de las dimensiones y el método para medir se basó en 
la “Técnica Antropométrica estandarizada” [21]. Dichos 
estudios muestran medidas antropométricas de habi-
tantes de Guadalajara, Ciudad de México, Guanajuato 
y la zona fronteriza México-EUA. El rango de población 
objetivo en este caso son hombres y mujeres de 18 a 68 
años. Para esta población se consideran los datos que 
abarcan del percentil 5 al 95 (incluyendo al 90% de la 
población). Estos datos se consideran para el diseño 
del exoesqueleto y en la Tabla 1 se muestran los rangos 
de cada parámetro a satisfacer de acuerdo con [20].
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TABLA 1: Medidas antropométricas mexicanas.

Se establecieron métricas dimensionales (Tabla 2, 
correspondiente a la antropometría de la población adulta 
mexicana) y funcionales (Tabla 3, correspondiente a los 
rangos de movimiento de la extremidad superior del ser 
humano según [22]). Para cada tipo de requerimiento se 
establecieron valores objetivo ideales (el mejor resultado 

TABLA 2: Parámetros dimensionales. TABLA 3: Parámetros funcionales.

En la Tabla 4, se muestra una comparativa de las princi-
pales métricas de los dispositivos comerciales que ofre-
cen rehabilitación del miembro superior y el propuesto en 
este trabajo. En este caso el prototipo propuesto cubre el 
70% de los rangos para los parámetros funcionales con 

que se puede esperar) y marginalmente aceptables (valor 
que apenas hace viable el producto desde el punto de 
vista comercial). Los valores ideales comprenden el rango 
completo de los datos dimensionales y funcionales res-
pectivamente, y los marginalmente aceptables conside-
ran el promedio del rango de los valores ideales.

Especificaciones objetivo

excepción del movimiento de aducción y el de rotación 
externa (ver Tabla 4), y presenta mejoras en cuanto a los 
parámetros dimensionales, ya que el diseño se enfoca en 
la población mexicana, además de ofrecer la terapia de 
rehabilitación de pie o sentado.
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TABLA 4: Comparativa de la competencia basada en métricas.

El prototipo cuenta con:

› Base móvil: para el transporte del dispositivo se 
usa una estructura con 4 ruedas tipo castor con 
seguro, así el dispositivo será portátil.

› Ajuste de altura al hombro: se utiliza una columna 
telescópica con adaptación a la base móvil.

› Ajuste de longitud y perímetro del brazo: se usan 
eslabones articulados unidos en sus extremos 

mediante pernos; el ajuste es manual de acuerdo a la 
longitud del segmento del paciente y la unión del 
brazo al exoesqueleto es mediante bandas de velcro.

› Movimientos del hombro: Se implementa una 
configuración serial de movimientos para reducir 
las singularidades al generar rutinas terapéuticas. 
Se implementa un modelo de articulaciones rota-
torias simples, cubriendo los 3 grados de libertad 
del hombro: (1) flexión/extensión, (2) aducción/
abducción y (3) rotación interna y externa.

Características generales del prototipo propuesto

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

En esta sección se presenta el prototipo CAD del 
exoesqueleto desarrollado en SolidWorks® y diseñado 
con base en los requerimientos y características des-
critos en la sección anterior. El análisis del diseño pro-
puesto abarca el espacio de trabajo del exoesqueleto, la 

validación cinemática para los tres movimientos del 
hombro y el estudio de esfuerzos y deformaciones 
mediante el método de elemento finito para la verifi-
cación de los materiales seleccionados.
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Prototipo CAD del exoesqueleto
El prototipo consiste en una serie de eslabones mecá-

nicos en configuración serial. Posee 3 GDL actuados de 
forma directa por motores rotatorios y para proporcio-
nar la variación en la altura necesaria para implemen-
tar movimientos terapéuticos con el paciente sentado 
o de pie, se usa una columna telescópica en la base del 
prototipo. El poste que une la columna telescópica con 
la base del mecanismo del exoesqueleto está hecho de 
acero 1018 y todos los eslabones del mecanismo están 
hechos de aleación de aluminio 6061, a excepción del 
eslabón que se fija al brazo del paciente, que está fabri-
cado de plástico PLA en impresión 3D. En la Figura 1 se 
muestra el dispositivo con la altura mínima de 79 cm 
que corresponde a la posición del paciente sentado.

FIGURA 1: Prototipo virtual del exoesqueleto en SolidWorks® 
con paciente sentado: eje transversal (color rosa), eje ante-

roposterior (color blanco), eje vertical (color negro), (1) 
motor de rotación int-ext, (2) motor de add-abd y (3) motor 

de flex-ext.

En la Figura 2 se muestra el dispositivo con la altura 
máxima de 149 cm que corresponde a la posición del 
paciente de pie y a la columna telescópica en su carrera 
máxima.

FIGURA 2: Prototipo virtual del exoesqueleto en SolidWorks® 
con paciente de pie: eje transversal (color rosa), eje antero-
posterior (color blanco), eje vertical (color negro), (1) motor 

de rotación int-ext, (2) motor de add-abd y (3) motor de 
flex-ext.

Espacio de trabajo
El objetivo de la rehabilitación es restablecer la capa-

cidad de realizar los movimientos de la parte afectada 
en los rangos que tenía el paciente antes de sufrir la 
lesión. Haciendo uso del software Matlab R , se obtuvo 
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el espacio de trabajo alcanzable del exoesqueleto con 
el  diseño propuesto y el rango de movimientos mos-
trado en la Tabla 4. En la Figura 3, se muestra el 
alcance del brazo (24 cm-51 cm) en el espacio cartesiano 
considerando el centro de rotación del hombro en 
(0,0). Los movimientos del hombro mostrados son: 
flexión-extensión (color azul), abducción-aducción 
(color verde) y rotación interna-externa (color 
magenta).

FIGURA 3: Espacio de trabajo del exoesqueleto en Matlab®: 
flexión-extensión del brazo (azul), abducción-aducción del 

brazo (verde) y rotación interna-externa del brazo 
(magenta).

Simulación del prototipo virtual
ADAMS™ es un programa computacional enfocado al 

análisis dinámico de sistemas multicuerpos cuyo prin-
cipal objetivo es resolver problemas no lineales y sus 
capacidades se pueden extender a través del uso de 
co-simulaciones con otros paquetes computacionales 
[23]. Esta herramienta se usa para realizar la validación 
cinemática del diseño propuesto. Se implementan 
movimientos en cada GDL del exoesqueleto a partir de 
velocidades en los motores que accionan cada articula-
ción del mecanismo. Estos movimientos tienen como 
única finalidad mostrar la capacidad de realizar los 
tres movimientos del hombro establecidos en los 

requerimientos y verificar los rangos alcanzables. En 
las Figuras 4 y 5 se muestran los movimientos de fle-
xión y abducción del hombro, respectivamente. Ambos 
movimientos presentan un desplazamiento de 0 a 90 
grados con una velocidad angular constante de 30 gra-
dos/s. En la Figura 6, para ejemplificar el movimiento 
de rotación externa, primero se lleva a cabo una fle-
xión a 90 grados y posteriormente una rotación externa 
a 30 grados, donde la velocidad angular del motor 
correspondiente se propuso de 10 grados/s.

FIGURA 4: Movimiento de flexión (vista frontal).

FIGURA 5: Movimiento de abducción (vista isométrica).

FIGURA 6: Movimiento de rotación externa (vista superior)
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Es importante mencionar que estos movimientos no 
corresponden a trayectorias y velocidades de ejercicios 
terapéuticos, sino que se proponen sólo para la valida-
ción cinemática del diseño propuesto.

Para el dimensionamiento de los motores que acciona-
rán cada GDL, se consideraron los materiales menciona-
dos en la subsección “Prototipo CAD del exoesqueleto”. 
Además, que la masa del miembro superior del paciente 
es de 4.7 kg para una persona de 97.3 kg (parámetro 
dimensional ideal de peso) de acuerdo con [24] y los pesos 
de los motores (flex-ext=2.5 kg, add-abd= 4 kg y rotación 
int-ext=2.5 kg). Mediante un análisis estático conside-
rando el caso más crítico en cada articulación (la posi-
ción en la cuál se tenga un brazo de palanca mayor con 
respecto al motor), los pares de torsión máximos son:

› Flexión-extensión del hombro: 28 Nm.

› Aducción-abducción del hombro: 35 Nm.

› Rotación interna-externa del hombro: 28 Nm.

 Estos pares de torsión fueron verificados mediante 
una simulación dinámica realizada con los parámetros 
geométricos y propiedades de materiales establecidos. 
Como selección preliminar basada en los resultados 
obtenidos, se propone el uso de servomotores Harmonic 
Drive de la serie FHA mini y FHA-C, correspondientes 
a cada uno de los pares de torsión ya mencionados.

Análisis por elemento finito
de la estructura mecánica

El análisis se efectuó en SolidWorks Simulation®. La 
posición de trabajo en la cual se encuentra el dispositivo 
durante la simulación es con una flexión a 90 grados y 
considerando la longitud máxima del brazo (51 cm), 
siendo ésta la posición donde la estructura presenta la 
carga máxima debido a que se presenta el mayor brazo 
de palanca. Se analizaron los esfuerzos considerando la 
teoría de fallas de la energía de distorsión para materia-

les dúctiles [25], así como las deformaciones que sufre la 
estructura. Los esfuerzos encontrados se muestran en 
la Figura 7 y se detallan a continuación:

› El esfuerzo máximo se presenta en el eje de rotación 
interna-externa con un valor de 182.8 MPa. Dado que 
el esfuerzo a la fluencia del acero 1020 es de 390 MPa 
[25], se tiene un factor de seguridad de 2.13 (aceptable).

› El esfuerzo en el eje de abducción-aducción es de 60.4 
MPa, bajo las mismas consideraciones que en el caso ante-
rior, se tiene un factor de seguridad de 6.45 (aceptable).

› El esfuerzo en el eje de flexión-extensión es de 45.6 
MPa, con un factor de seguridad de 8.55 (aceptable).

FIGURA 7: Esfuerzos de Von Mises en la estructura: el color 
rojo indica el esfuerzo máximo y el azul indica el mínimo.

El esfuerzo máximo en las piezas de aluminio es de 
35.9 MPa y considerando una resistencia a la fluencia 
de 169 MPa [25], se tiene un factor de seguridad mínimo 
de 4.7. Estos factores de seguridad hacen al dispositivo 
mecánicamente seguro y factible para realizar las 
tareas para las cuales está diseñado. La deformación 
total sufrida por la estructura es de 21.0 mm, este des-
plazamiento se encuentra a la altura del codo, como se 
observa en la Figura 8. Es importante mencionar que 
esta deformación es absoluta y medida a partir de la 
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condición de empotramiento considerada en la unión 
del mecanismo con la columna telescópica. Para el caso 
de la deformación unitaria máxima presentada en la 
estructura es de 608.6 µm encontrándose a la altura del 
brazo como se observa en la Figura 9.

FIGURA 8: Deformación total sufrida por la estructura: el 
color rojo indica la deformación máxima y el azul indica la 

deformación mínima.

FIGURA 9: Deformación unitaria en la estructura: el color 
rojo indica la deformación máxima y el azul indica la 

deformación mínima.

Debido al rango de variación correspondiente al perí-
metro del brazo obtenido de los datos antropométricos 
de la población adulta mexicana, se puede presentar 
un ligero desalineamiento de los ejes de rotación del 
exoesqueleto con respecto a los correspondientes a los 
del hombro humano. En las simulaciones realizadas en 
SolidWorks® y ADAMS™, coinciden los ejes de rota-
ción del exoesqueleto con los del hombro, por lo cual 
se disminuyen los errores en la ubicación de los ejes de 
rotación (ver Figura 1 y Figura 2).

Al realizar las simulaciones es posible llevar a cabo los 
rangos de movimientos ideales propuestos en el 
diseño, esto debido a que el software considera condi-
ciones ideales de postura del paciente y del exoesque-
leto, es decir, los ejes de rotación del hombro del 
paciente coinciden con los del exoesqueleto, aunque 
en condiciones reales se puede presentar una no coin-
cidencia de estos ejes, debido principalmente al ajuste 
de la antropometría humana con el exoesqueleto.

CONCLUSIONES
En este artículo se presentó una propuesta de diseño 

para un exoesqueleto para auxiliar en tareas de rehabi-
litación física para personas con problemas de movili-
dad en el hombro. El dispositivo propuesto intenta 
solventar algunas de las problemáticas que presentan 
los dispositivos estudiados en el estado del arte, tanto 
a nivel comercial como en lo referente a la investiga-
ción, enfocando el diseño a una población objetivo 
mexicana y haciendo factible su adaptación a diferen-
tes longitudes y perímetros del brazo.Además, el pro-
totipo propuesto, brinda la posibilidad de realizar la 
terapia con el paciente sentado o de pie

El diseño se validó cinemáticamente mediante simu-
laciones numéricas que muestran que el exoesqueleto 
desarrollado cubre el 90% de la población objetivo 
(adultos mexicanos entre 18 y 68 años), además de 
cumplir con los tres movimientos elementales en el 
hombro.
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Respecto a los rangos de movimiento: 140 grados en 
flexión (corresponde al 78% del valor ideal propuesto), 50 
grados en extensión (valor ideal propuesto), 90 grados en 
abducción (corresponde al valor marginalmente acepta-
ble), 0 grados en aducción (no cumple con el valor margi-
nalmente aceptable), 30 grados en rotación interna (valor 
ideal propuesto) y 40 grados en rotación externa (corres-
ponde al valor marginalmente aceptable), la longitud del 
brazo considerada en el diseño varía de 24.0 cm a 51.0 cm, 
lo que corresponde a un 91% del rango ideal propuesto. La 
principal limitante en el cumplimiento de los parámetros 
son las condiciones mecánicas debidas a los elementos y 
a la posición anatómica inicial del paciente.

También se realizó el análisis por elemento finito de 
la estructura mecánica del exoesqueleto, el cual con-
cede un factor de seguridad mínimo de 2.13, lo cual 

hace factible la construcción del dispositivo con los 
parámetros de diseño utilizados y los materiales pro-
puestos. El porcentaje de deformación total sufrido 
por la estructura depende directamente de la longitud 
del brazo y el peso del paciente.

Actualmente el exoesqueleto se encuentra en fase de 
manufactura para contar con el prototipo físico que 
permita validar experimentalmente los resultados 
mostrados en este trabajo.
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RESUMEN
La Parálisis Cerebral (PC) es un grupo de trastornos pre, post y perinatales permanentes del desarrollo, movimiento 
y postura debidos a alteraciones no progresivas ocurridas durante el desarrollo cerebral, producto de lesiones del 
Sistema Nervioso Central. Debido a la importancia del uso del miembro superior en las actividades de la vida diaria, 
es importante considerar formas eficientes de medir el desempeño motor de este miembro en los pacientes con PC. 
Una forma de obtener la evaluación del miembro torácico es grabando movimientos definidos y calculando la suavi-
dad de los mismos, utilizando un tablero seleccionador de figuras instrumentado. Nuestro objetivo es desarrollar un 
protocolo de valoración para el miembro superior, que a su vez sea objetivo, eficiente y que otorgue una medición 
cuantitativa del grado de afectación motora de los niños con PC en un entorno clínico.

PALABRAS CLAVE: Parálisis cerebral, suavidad de movimiento, hemiparesia espástica.
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ABSTRACT
Cerebral Palsy (CP) is a group of permanent pre, post and perinatal disorders of the motor and posture development 
due to non-progressive alterations in brain’s natural development caused by injuries in the Central Nervous System. 
Due to the importance of the daily use of the upper limb members, it’s important to consider more efficient ways to 
evaluate the performance in patients diagnosed with CP. One way to obtain an evaluation of the performance of the 
thoracic member is recording defined movements and calculating the smoothness, using an instrumented sorting 
block box. Our objective is to create a protocol of valuation for the upper member that is objective, efficient and that 
gives a quantitative feedback of the grade of the motor affectation of child with PC in a clinical environment.

KEYWORDS: Cerebral palsy, movement smoothness, spastic hemiparesis.
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INTRODUCCIÓN
En estudios previos realizados sobre la valoración 

funcional del miembro superior de niños con parálisis 
cerebral (PC) con el dispositivo Sorting Block Box 
(SBB), se ha logrado cuantificar significativamente las 
diferencias en el grado de afección y control motor en 
sujetos sanos y con PC [1-4]. Este documento presenta la 
propuesta y resultados obtenidos al implementar un 
método de segmentación automática de tareas (los 
movimientos específicos de dicho experimento) para 
obtener un análisis de resultados más puntual y poder 
determinar con mayor sensibilidad el grado de afecta-
ción de cada individuo.

El SBB [5] consta de un tablero instrumentado con sen-
sores de fuerza y presencia que detecta cuando 4 pie-
zas de madera (cuadrado, triángulo, rectángulo, cír-
culo) son introducidas en sus respectivos huecos, 
como se muestra en la Figura 1.

FIGURA 1. Tablero del Sorting Block Box.

Se utiliza un sensor inercial o IMU, por sus siglas en 
inglés (Shimmer 3®), colocado sobre una muñequera elás-
tica, para obtener simultáneamente la velocidad angular y 
aceleración de la muñeca y mano del sujeto que se encuen-
tra realizando el protocolo experimental. Los sujetos tie-
nen que introducir las piezas al tablero tres veces por cada 
lado y posteriormente regresarlas a su lugar de origen.

Una vez capturados los datos, se procesan en una 
interfaz gráfica para obtener así la suavidad del movi-
miento del miembro superior utilizando 3 diferentes 
métricas [6]. En estudios previos, se ha demostrado su 
funcionamiento y aporte en la determinación de la 
capacidad funcional del miembro torácico [8-9].

También, se ha analizado el desempeño del tablero 
midiendo el tiempo en completar cada actividad de lle-
nado/vaciado de piezas [5, 7-8], así como el control motor que 
tienen los sujetos para realizar los movimientos, utilizando 
diferentes métricas de suavidad de movimiento. Se ha 
observado que el análisis de suavidad de las señales es sufi-
cientemente sensible para distinguir impedimentos moto-
res. Se comprobó que se logra tener diferencias entre niños 
con PC y sin historial clínico de afectaciones neuromotoras.

Se han elegido tres métricas de suavidad de movi-
miento como la base del análisis de los datos captura-
dos en los protocolos experimentales. A continuación, 
se abordan brevemente.

SALM
La métrica de longitud de arco espectral (Spectral Arc 

Length Metric) [6] se define como la longitud de la curva 
del espectro de Fourier del perfil de rapidez de un 
movimiento (Ecuaciones 1 y 2):
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Donde ωc = 20 Hz, es la banda de frecuencias que abarca 
los movimientos humanos normales y anormales [9].

PM 
La métrica de picos (Peaks Metric), cuantifica el 

número (expresado por el símbolo # en la Ecuación 3) 
de máximos locales en el perfil de velocidad de un 
movimiento [9]:

 
𝜂𝜂𝑝𝑝𝑝𝑝 ≜ −#{𝑣𝑣𝑝𝑝𝑠𝑠𝑚𝑚𝑚𝑚𝑝𝑝𝑠𝑠} 

 

𝑣𝑣𝑝𝑝𝑠𝑠𝑚𝑚𝑚𝑚𝑝𝑝𝑠𝑠 ≜ {𝑣𝑣(𝑡𝑡):
𝑑𝑑𝑣𝑣
𝑑𝑑𝑡𝑡 = 0, �𝑦𝑦, �

𝑑𝑑2𝑣𝑣
𝑑𝑑𝑡𝑡2 < 0} 

LDJM 
La métrica Jerk logarítmico adimensional (Log 

Dimensionless Jerk Metric), se define como el logaritmo 
negativo de la tercera derivada de la posición respecto 
al tiempo (Jerk) normalizada [9] (Ecuación 5 y 6):

Eq. (3) 

Eq. (4) 

respecto al tiempo (Jerk) normalizada [9] (Eq. 5
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Eq. (6) 

 

Cada una de estas métricas fue implementada en un 
programa de MATLAB basado en [5]. El programa 
incluye modificaciones en la interfaz gráfica y un 
método de segmentación automático que detecta cada 
fase de los movimientos de llenado y vaciado de piezas.

Previamente [5,7], fueron consideradas 4 actividades 
base denominadas tasks (llenado y vaciado de piezas, 
utilizando cada brazo), para determinar la afectación 
del miembro superior de cada niño. Sin embargo, este 
método pondera las calificaciones (resultado de las 
métricas de suavidad) obtenidas al llenar/vaciar el 
tablero con las 4 piezas. Este método omite informa-
ción del control motor de cada sujeto al intentar colo-
car/regresar las piezas de madera a sus lugares corres-

pondientes, a que no se tiene el análisis individual de 
cada una de ellas.

La Figura 2 nos muestra el proceso utilizado previa-
mente para cuantificar los movimientos. Se prome-
dian los resultados de todas las piezas y se divide en el 
vaciado o llenado del tablero. Para el llenado, se com-
pletan los pasos 1-2-3 (todas las piezas), y para el 
vaciado, se sigue el orden 3-2-1 (todas las piezas).

FIGURA 2. Fases de las tareas experimentales reportadas 
previamente utilizando el SBB.

De esta forma, el vaciado y llenado del tablero se conta-
bilizaban como un intento. Se completaban tres intentos 
por cada lado y se promediaban los resultados, para su 
posterior análisis. La Figura 3 muestra un diagrama a 
bloques del procedimiento de obtención y procesamiento 
de datos, utilizando LabVIEW (National Instruments, 
2014) para la adquisición de datos de los sensores inercia-
les y del SBB, así como MATLAB para su procesamiento.

FIGURA 3. Diagrama de obtención y procesamiento de datos 
experimentales.
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METODOLOGÍA
Para entender la naturaleza del análisis de este estu-

dio es importante delimitar cada movimiento que se 
realizará y se comparará entre los sujetos de estudio, 
para así lograr un resultado más exacto (al no omitir la 
información puntual en el manejo de cada pieza). La 
diferencia entre esta propuesta y el análisis previo, es 
el post-procesamiento de los datos, al incluir más 
sub-fases del movimiento estudiado.

El experimento consta de dos parámetros, que son el 
llenado y vaciado de piezas del tablero, que, a su vez, 
se replican por cada una de las cuatro piezas (Figura 4). 
Como propuesta de análisis, se realizó la segmentación 
automática de cada una de estas tareas primarias. Para 
lograrlo, se utilizaron los datos obtenidos del SBB 
(botones de posición inicial y sensores de posición de 
piezas). Cuando se detecta que la mano de un sujeto se 
ha separado del tablero, comienza una sub-tarea (subs) 
de llenado o vaciado. Para determinar esto, se detecta 
el orden con el que se presionan o liberan los sensores 
de posición de cada pieza. La Figura 4 muestra las dife-
rencias metodológicas entre el método previo (usando 
tasks) y el propuesto (separando con subtasks).

FIGURA 4. Tasks (izquierda) y Subtasks (derecha). El 
método propuesto resulta de la segmentación automá-

tica de movimientos utilizando los sensores del SBB.

Los subtaks obtenidos con el método propuesto fue-
ron agrupados en pares según el color y la geometría 
de la pieza. Dichos sub-movimientos pueden ser de 
dos tipos:

› Colocación de pieza en tablero.

› Regreso de la mano a la posición inicial.

La Figura 5 muestra el procedimiento experimental 
que siguen los sujetos para completar las tareas de lle-
nado o vaciado de piezas. Utilizando los datos obteni-
dos con los botones y sensores del tablero, se determina 
el segmento (izquierdo/derecho, llenado/vaciado) de 
cada uno de los sub-movimientos.

FIGURA 5. Fases del protocolo experimental de valoración 
funcional del miembro superior, usando el SBB.

A continuación, se describe el protocolo mostrado en 
la Figura 5. La figura 5 ilustra el software diseñado.

a) El sujeto tiene sus manos colocados en los botones 
verdes a los costados del SBB. En el momento en que el 
botón cambia de 1 (siendo presionado) a 0 (no siendo 
presionado) inicia la partición de datos para ese 
sub-movimiento.

b) El paciente debe tomar la pieza correspondiente al 
orden de la mano que se está utilizando y colocarla en 
el hueco correspondiente. En el momento en que el 
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sensor cambia de 0 a 1 (0 estado en reposo y 1 la pieza 
presionando el sensor) se registra el final de ese 
sub-movimiento.

c) El sujeto, después de haber colocado la pieza, debe 
regresar a presionar el botón verde para dar como con-
cluido el sub-movimiento de regreso a la posición inicial.

Con esta propuesta, al procesar los datos y segmen-
tarlos de manera automática, se cuenta con 16 sub-mo-
vimientos: 8 de colocación (llenado) de la pieza y 8 de 
regreso (detectado al presionar el botón verde) consi-
derando ambos brazos. Estos sub-movimientos son 
explicados a detalle en la Tabla 1.

TABLA 1. Submovimientos por pieza y tarea.

TABLA	1. SUBMOVIMIENTOS	POR	PIEZA	Y	TAREA

ST	I	 COLOCACIÓN
ST	II BOTÓN
ST	III COLOCACIÓN
ST	IV BOTÓN
ST	V COLOCACIÓN
ST	VI BOTÓN
ST	VII COLOCACIÓN
ST	VIII BOTÓN
ST	IX COLOCACIÓN
ST	X BOTÓN
ST	XI COLOCACIÓN
ST	XII BOTÓN
ST	XIII COLOCACIÓN
ST	XIV BOTÓN
ST	XV COLOCACIÓN
ST	XVI BOTÓN

NARANJA

SUBMOVIMIENTOS

L
L
E
N
A
D
O

V
A
C
I
A
D
O

NARANJA

VERDE

ROJO

AZUL

AZUL

ROJO

VERDE

29 niños, entre 3 y 14 años participaron en el estudio. 
Se incluyó a 16 niños con hemiparesia espástica y 13 
niños sanos, bajo consentimiento informado firmado 
por el padre o tutor. Dicho consentimiento informado 
fue otorgado al padre/tutor, por un médico residente 
del Departamento de Rehabilitación Pediátrica del 
Instituto Nacional de Rehabilitación, bajo previa revi-
sión y autorización del Comité de Ética del Instituto.

La Tabla 2 muestra a los sujetos de prueba con sus 
respectivos años de vida, género, talla, peso, grupo al 
que pertenece y diagnóstico clínico.

TABLA	2.	 LISTA	DE	SUJETOS	DE	PRUEBA

Sujeto Fecha	Nac. Edad Talla Peso Género Grupo
SBB-00-01 07/06/2004 11 145 44 F Control
SBB-00-02 29/05/2008 7 129 20.5 M PC
SBB-00-03 28/02/2010 5 106.5 16 M PC
SBB-00-04 02/01/2008 7 129 25 F Control
SBB-01-05 24/06/2003 10 127 25.1 F Control
SBB-01-06 10/11/2000 14 159 50 F Control
SBB-01-07 24/08/2010 4 107 17 M Control
SBB-01-08 17/01/2003 12 159 45.5 F Control
SBB-01-09 14/08/2007 8 135 32 F Control
SBB-01-10 12/02/2008 7 129 25 F Control
SBB-01-11 10/09/2005 9 149 47.4 M Control
SBB-01-12 23/07/2002 13 164 70 F Control
SBB-01-13 10/05/2005 10 141 48 M Control
SBB-01-14 06/03/2009 6 121 23 M Control
SBB-01-15 23/06/2011 4 103 19 F Control
SBB-01-16 21/06/2005 10 141 34 F Control
SBB-01-17 03/10/2007 7 122.5 24.1 F Control
SBB-01-18 10/07/2007 8 131 31 F Control
SBB-01-19 14/11/2004 10 145 30 F PC
SBB-01-20 29/02/2008 7 120 21 F PC
SBB-01-21 25/09/2010 5 111 17.5 F PC
SBB-01-22 26/08/2008 7 117 20.5 M PC
SBB-01-23 02/02/2008 7 124 21.7 M PC
SBB-01-24 09/02/2002 13 151 32.7 M PC
SBB-01-25 16/08/2009 6 112 18.2 F PC
SBB-01-26 20/08/2011 4 101 14.5 M PC
SBB-01-27 10/12/2007 8 134 33.5 M PC
SBB-01-28 19/09/2006 9 138 28 M PC
SBB-01-29 30/11/2009 6 109 16 F PC

TABLA 2. Lista de sujetos de prueba.

Las variables de interés fueron:

1.- Medición de niños sanos.

› Inerciales: aceleración, fuerza.
› Presencia: sensado de las piezas en el tablero.

2.- Medición de niños con hemiparesia espástica.

› Inerciales: aceleración, fuerza.
› Presencia: sensado de las piezas en el tablero.
› Escalas de valoración clínica: Ashworth    

Modificado, Tardieu, MACS y BFMF.
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FIGURA 6. Interfaz gráfica en MATLAB del programa de segmentación de tareas del SBB.

La segmentación de las tareas se logra mediante un 
programa desarrollado en MATLAB (Mathworks, 
2014), mostrado en la Figura 5. Este software realiza el 
procesamiento de manera automática al introducir los 
archivos de datos en crudo del sensor inercial y del 
SBB (generados por el programa elaborado en 
LabVIEW), dividiéndolo por mano derecha o izquierda.

El programa, además de dar el resultado promediado 
de los intentos de los lados izquierdo y derecho, per-
mite el análisis individual por intento. También se 
puede analizar el resultado de cada uno de los subtasks 
y analizar el tiempo dedicado a cada sub-movimiento, 
como se muestra en las Figuras 6 y 7.

Se puede crear una ficha que permite al médico obser-
var los resultados de los 16 submovimientos promedia-
dos y comparar las diferencias entre lados izquierdo y 
derecho, entre los individuos del grupo de control y los 
individuos con PC, como se muestra en la Figura 8.

Con esta ficha, se pueden comparar los resultados 
obtenido de la segmentación de tareas del movimiento 
de cada sujeto, contra los rangos obtenidos del grupo 
de control (promedio ± desviación estándar), hacer un 
análisis por pieza, lado o métrica de suavidad.

FIGURA 7. Ejemplo de gráfico del tiempo que tardan los suje-
tos en completar los sub-movimientos. Cada color repre-

senta una pieza diferente en el tablero.
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FIGURA 8. Ejemplo de gráfico de tiempos acumulados por pieza. Los tonos oscuros representan los sub-movimientos de 
llenado/vaciado, y los tonos claros, los de regreso.

FIGURA 9. Comparativa gráfica de resultados entre sujetos sanos y con PC. Se muestra una simulación de resultados de 16 
subtasks, para la métrica SALM.
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RESULTADOS
Con las métricas de suavidad (SALM, PM y LDJM) 

obtenidas del grupo control, se calculó un rango de 
normalidad de movimiento por cada sub-movimiento 
realizado en la prueba. Estos rangos se definieron por 
el promedio de cada métrica ± una desviación están-
dar. Para los resultados de los niños con PC, se dividie-
ron en dos: miembro afectado y miembro no afectado.

Las Figuras 9-13 muestran ejemplos de los resultados 
obtenidos, al comparar al grupo de control (rectángulo 
acotado en gris), con diferentes sujetos del grupo expe-
rimental, tanto de su lado no afectado, como de su lado 
afectado (espástico). En estos gráficos, el rectángulo 
gris es el rango de acción normal para cada métrica 
(rango de normalidad) y en cada tarea; por su parte, 
cada punto representa el resultado de un sujeto con PC.

De la Figura 9, se observa que SALM tiene un 42.8% de 
resultados dentro del rango de suavidad normal, lo 
mismo para PM (42.8%) y para LDJM un 14%; esto se debe 
a que las calificaciones de suavidad fueron obtenidas uti-
lizando la metodología previa (sin segmentación de 
tareas). Este resultado es consistente con estudios de 
revisión de métricas de suavidad, como el realizado en [6], 
donde se menciona la necesidad de separar las tareas de 
movimiento dependiendo de su tipo (ejemplo: flexión y 
extensión de brazo) para obtener resultados consistentes. 
En el presente caso, esto se traduce en la mejora de los 
resultados obtenidos por la métrica SALM y en menor 
medida PM. Las Figuras 10-13 muestran este cambio de 
forma gráfica y se aprecia cómo se incluyen más casos en 
la región de normalidad; fenómeno que no ocurre en la 
Figura 9, al no considerar la segmentación de tareas.

Con la información recolectada, resulta poco trivial deter-
minar cuál pieza (de las cuatro) es la que da aporta resultados 
más contundentes en la diferenciación del control motor y/o 
afectación motora del miembro superior; esto, a su vez, 
implica que no se puede prescindir de alguna de ellas para 
reducir el tiempo de duración de las pruebas.

FIGURA 10. ejemplo de comparativa de resultados utilizando 
la metodología antigua (sin segmentación de tareas).

FIGURA 11. Comparativa de resultados al considerar la seg-
mentación de tareas automática: Pieza naranja, al ser colo-

cada por los sujetos con PC.
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FIGURA 12. Comparativa de resultados al considerar la seg-
mentación de tareas automática: Regreso a la posición ini-

cial, después que los sujetos con PC colocan la pieza.

FIGURA 13. Comparativa de resultados al considerar la seg-
mentación de tareas automática: Pieza naranja, al ser 
regresada a su posición inicial por los sujetos con PC.

FIGURA 14. Comparativa de resultados al considerar la seg-
mentación de tareas automática: Regreso a la posición ini-
cial, después de regresar la pieza naranja a su contenedor 

(vaciado de tablero), por los sujetos con PC.

Al obtener las métricas de suavidad, para la pieza 
naranja (ilustrada en las figuras previas), el 50% de los 
valores se encontraron dentro de un rango de resultados 
normales, tanto como para la métrica SALM como para 
la métrica PM (39.62%). En cuanto a la métrica LDJM, se 
aumentó de un 14.28% de datos dentro del rango normal 
hasta un 28.7%. Este análisis se realizó para las demás 
piezas en todos los sujetos del grupo de control y del 
grupo de PC. La Tabla 3 muestra la cantidad de resulta-
dos que se encuentran en el rango de valores considera-
dos como sanos (suavidad normal), para todas las pie-
zas, dividido en tareas del movimiento.

TABLA 3. Porcentajes de calificaciones contenidas en el 
rango de normalidad para cada métrica analizada.

I II III IV
SALM 42% 57% 28% 57%
PM 42% 14% 14% 28%
LDJM 42% 0% 28% 28%

MÉTRICAS	DE	
SUAVIDAD

SUBTASK
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Para el lado no afectado del miembro superior, de 576 
comparaciones individuales de cada subtask, el 47.22% 
se encontró dentro de un rango de suavidad normal. Si 
no se considerara el análisis utilizando la segmenta-
ción automática de tareas, el 38.19% de los movimien-
tos estarían dentro de un rango aceptable.

La métrica SALM obtuvo un 64.76% de sub-movimientos 
en un rango normal, 43.74% para PM y sólo 33.33% para 
LDJM. En promedio, los casos anormales se encuentran a 
0.45 desviaciones estándar alejadas del rango normal. Por 
otro lado, para el miembro afectado, de las 576 comparacio-
nes individuales de cada subtask, el 67.88% aparece fuera 
del rango de normalidad establecido para cada acción.

De igual forma, si no se considerara la segmentación 
automática de tareas, el 78.47% de los sub-movimien-
tos estarían fuera de un rango de suavidad normal. La 
métrica SALM tiene un 40.63% de casos dentro de este 
rango, 31.25% de PM y 24.48% de LDJM.

En promedio, los casos anormales se encuentran fuera de 
rango hasta por 5.31 desviaciones estándar. Los sub-mo-
vimientos III, V, XII, XIII, XIV, y XV presentaron un 33% de 
casos dentro de un rango de normalidad. Para los otros 10 
sub-movimientos el promedio anormal fue de 62.5%

DISCUSIÓN
Los resultados obtenidos fueron consistentes con la 

propuesta mostrada en [6], donde se insiste en segmen-
tar las tareas de un movimiento para poder contrastar 
la suavidad del movimiento; sin embargo, aún falta 
analizar si existen diferencias significativas entre cada 
una de las 16 subtasks del protocolo, para poder encon-
trar si alguna de las piezas o tipo de movimiento (fle-
xión/extensión, pronación/supinación), es un mejor 
indicativo de la función motora del miembro superior, 
al ser valorado con el dispositivo SBB.

Con los resultados analizados, falta descubrir los 
parámetros que se puedan utilizar para relacionar las 

trayectorias o la forma de las piezas y evaluar la difi-
cultad de alguna tarea o pieza. Se propone continuar 
con un análisis multi-variable para poder determinar 
estos factores y obtener con precisión las diferencias 
significativas entre grupos, lateralidades, subtasks y la 
elección de la mejor métrica de suavidad.

Se propone, un incremento en el grupo de control para 
caracterizar puntualmente los rangos aceptables para 
cada movimiento. Dado que el muestreo realizado 
corresponde a la Fase 1/3 del Protocolo de Investigación 
45/15 de la División de Investigación del Instituto 
Nacional de Rehabilitación, es de bajo interés poder 
contar con una muestra significativa de sujetos; sin 
embargo, el trabajo presentado sirve como una ratifica-
ción del método a utilizar en las subsecuentes fases, 
donde se validará estadísticamente la información reco-
pilada, con miras en generar una herramienta de valora-
ción funcional de miembro superior para uso clínico.

La segmentación automática de los sub-movimientos 
muestra una mayor efectividad que el método repor-
tado en análisis previos al definir puntualmente (y de 
manera automática) los movimientos que implican el 
control motor de grupos musculares afines a un movi-
miento en particular (i.e. flexión/extensión, pronación/
supinación). Con los datos procesados, se indica que el 
modelo experimental es óptimo para el desarrollo de 
las siguientes fases de la investigación; sin embargo, 
hace falta generar bases de datos segmentados por ran-
gos de edades, ya que el desarrollo neuromotor es dife-
rente en los sujetos que se incluyen en el estudio.

Por último, se necesita una validación concurrente 
con las herramientas de valoración clínicas que se 
obtuvieron, para poder tener una relación directa 
entre el indicador funcional que resulta del análisis de 
la suavidad del movimiento y los siguientes paráme-
tros: tonicidad muscular, nivel de espasticidad, fun-
ción bi-manual, coordinación espacio-temporal y 
manipulación de objetos de la vida cotidiana.
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La segmentación de sub-movimientos permitió 
aumentar la sensibilidad del dispositivo en el análisis 
(lado no afectado +9%, lado afectado +11%) en la agru-
pación de individuos con PC, al ser clasificados dentro 
o fuera de un rango de movimiento normal definido 
con sujetos sanos.

De nueva cuenta, el uso de métricas de suavidad 
demostró ser un indicador efectivo del movimiento del 
miembro superior al mostrar las diferencias entre un 
miembro afectado y uno no afectado denotando las 
diferencias del control motor y posición espaciotempo-
ral para el miembro y tronco, así como de flexión y 
extensión del hombro.

El procesamiento realizado con los datos que el dis-
positivo (SBB) arroja, es capaz de distinguir entre los 
individuos sanos y entre los afectados por la hemipa-
resia espástica. Sin embargo, con la implementación 
de la segmentación de tareas, se logró dar una mayor 
sensibilidad al análisis para tener rangos de normali-

dad mejor acotados al igual que resultados más preci-
sos para los niños diagnosticados con PC.

Se busca utilizar la metodología de valoración funcio-
nal del miembro superior, utilizando el dispositivo 
SBB en un ambiente clínico, puesto que los resultados 
proporcionados ayudarán a comprender cuantitativa-
mente el grado de espasticidad del miembro, la habili-
dad de manipulación de objetos y la coordinación 
espaciotemporal de los mismos.

Actualmente el proyecto se encuentra:

I) Investigando la suavidad del movimiento en adul-
tos diferentes patologías.

II) Correlacionando los resultados obtenidos con 
escalas clínicas (e.g. Ashworth, Tardieu, MACS).

III) Desarrollando una escala objetiva de valoración 
funcional basada en suavidad (SALM).

CONCLUSIONES



Anaya-Campos et al. Segmentación automática del movimiento en la valoración funcional del miembro superior en niños con parálisis cerebral 355

[1]  M. Sandlund, H. Grip, C. Häger, E. Domellöf, and L. Rönnqvist, 
“Low-cost motion interactive video games in home training for 
children with cerebral palsy : a kinematic evaluation,” Int. Conf. 
Virtual Rehabil. 2011, pp. 1–2, 2011. DOI: 
10.3109/17518423.2013.776124

[2]  F. Calderón-Sepúlveda, “Escalas de medición de la función motora 
y la espasticidad en parálisis cerebral,” Rev. Mex. Neurocienc., vol. 
3, no. 5, 2002. Rev Mex Neuroci 2002; 3(5) : 285-289.

[3]  Murgia; V. Kerkhofs; H. Savelberg; K. Meijer. “A portable device for 
the clinical assessment of upper limb motion and muscle syner-
gies”, Engineering in Medicine and Biology Society (EMBC), 2010 
Annual International Conference of the IEEE, pp.931-934, Aug. 31 
2010-Sept. 4 2010 10.1109/IEMBS.2010.5627522

[4]  M. Duff; S. Attygalle; J. He; T. Rikakis, “A portable, low-cost assess-
ment device for reaching times,” Engineering in Medicine and 
Biology Society, 2008. EMBS 2008. 30th Annual International 
Conference of the IEEE, pp.4150-4153, 20-25 Aug. 2008 10.1109/
IEMBS.2008.4650123

[5]  Quijano-Gonzalez, Y.; Melendez-Calderon, A.; Burdet, E.; Chong-
Quero, J.E.; Villanueva-Ayala, D.; Perez-Moreno, J.C., “Upper limb 
functional assessment of children with cerebral palsy using a sor-
ting box,” Engineering in Medicine and Biology Society (EMBC), 
2014, pp.2330,2333 DOI: 10.1109/EMBC.2014.6944087, ISSN:1557-
170X

[6]  S. Balasubramanian, A. Melendez-Calderon, A. Roby-Brami and E. 
Burdet, “On the analysis of movement smoothness”, Journal of 
NeuroEngineering and Rehabilitation, vol. 12, no. 1, 2015. 
10.1186/s12984-015-0090-9

[7]  Quijano-González, Y., Chong-Quero J.E, Villanueva Ayala, D., Perez 
Moreno, J.C. “Comparison of 4 Different Smoothness Metrics for 
the Quantitative Assessment of Movement’s Quality in the Upper 
Limb of Subjects with Cerebral Palsy.” PM&R, vol. 6, Issue 8, S88 - 
S89, Aug. 2014.. DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.pmrj.2014.08.343

[8]  Quijano González, Y., Quiñones Urióstegui Ivett, Chong-Quero J.E., 
Alessi Montero, A., Ulacia Flores, P., León Garmendia, A.. “IMU pla-
cement in the assessment of the upper limb using smoothness 
metrics” 2016 GCMAS Annual Conference

[9]  S. Balasubramanian, A Melendez-Calderon, and E. Burdet, “A 
robust and sensitive metric for quantifying movement smooth-
ness.,” IEEE transactions on biomedical engineering, vol. 59, no. 8, 
pp. 2126–36, Aug. 2012. 10.1109/TBME.2011.2179545

[10]  E. Jaspers, K. Desloovere, H. Bruyninckx, G. Molenaers, K. 
Klingels, and H. Feys, “Review of quantitative measurements of 
upper limb movements in hemiplegic cerebral palsy,” Gait & pos-
ture, vol. 30, no. 4, pp. 395–404, Nov. 2009. http://dx.doi.
org/10.1016/j.gaitpost.2009.07.110

[11]  J. Klein, A. Chen and E. Burdet, “Instrumented sorting block box 
for Children, a preliminary experiment” 2011 IEEE International 
Conference on Rehabilitation Robotics, June 29 - July 1, 2011. 978-
1-4244-9862-8/11/$26.00 ©2011 IEEE

[12]  J.-D. Lee, W. Kai-Wei, L. Li-Chang, and W. Ching-Yi, “An 
upper-limb-movement classification system of cerebral palsy chil-
dren based on arm motion detection.,” Conf. Proc. Annu. Int. Conf. 
IEEE Eng. Med. Biol. Soc. 27th Annu. Conf. Shangai. IEEE Eng. 
Med. Biol. Soc. Conf., vol. 7, pp. 6878–81, Jan. 2005.

[13]  J.-J Chen; Mi. Lee; Y.Z. Huang, “Validation of portable muscle tone 
measurement device based on a motor-driven system”, 
Engineering in Medicine and Biology Society, 2001. Proceedings of 
the 23rd Annual International Conference of the IEEE, vol.2, pp. 
1213- 1215 vol.2, 2001 https://doi.org/10.1109/
IEMBS.2001.1020411

[14]  G.F. Harris; K.R. Acharya; L.J. Benson; T.R. Light; D.V. Matesi, 
“Biomechanical assessment of active and passive wrist joint con-
trol in children with cerebral palsy,” Engineering in Medicine and 
Biology Society, 1989. Images of the Twenty-First Century. 
Proceedings of the Annual International Conference of the IEEE 
Engineering pp.820-821 vol.3, 9-12 Nov 1989 10.1109/
IEMBS.1989.96000

[15]  A. Bardorfer,; M. Munih; A. Zupan; B. Ceru, “Linear and circular 
tracking exercises in haptic virtual environments for hand control 
assessment”, Rehabilitation Robotics, 2005. ICORR 2005. 9th 
International Conference, pp. 66- 69, 28 June-1 July 2005 10.1109/
ICORR.2005.1501053

[16]  T.M. Sukal; K.J. Krosschell; J.P.A. Dewald. “Use of the ACT3D 
System to Evaluate Synergies in Children with Spastic Hemiparetic 
Cerebral Palsy: A Pilot Study”, ICORR 2007. IEEE 10th International 
Conference on Rehabilitation Robotics, pp.964-967, 13-15 June 
2007 10.1109/ICORR.2007.4428540

[17]  A. Krasner; M. Wininger; N.H. Kim; W. Craelius, “Reaching toward 
quantitative metrics of spasticity”, Bioengineering Conference 
(NEBEC), 2011 IEEE 37th Annual Northeast pp.1-2, 1-3 April 2011 
10.1109/NEBC.2011.5778569

[18]  J. Kowalczewski; E. Ravid; A. Prochazka; “Fully-automated test of 
upper-extremity function”, Engineering in Medicine and Biology 
Society, EMBC, 2011 Annual International Conference of the IEEE, 
pp.7332-7335, Aug. 30 2011-Sept. 3 2011 10.1109/
IEMBS.2011.6091710

[19]  G.F. Harris; L. Benson; S. Riedel; K. Acharaya; D. Matesi, 
“Biomechanical assessment techniques in rehabilitation,” 
Colloquium in South America, 1990, Proceedings of the 1990 IEEE, 
pp. 31-34, 1990 10.1109/COLLOQ.1990.152789

[20]  M.A. Baniasad; F. Farahmand; N.N. Ansari, “Wrist-RoboHab: A 
robot for treatment and evaluation of brain injury patients,” 
Rehabilitation Robotics (ICORR), 2011 IEEE International 
Conference pp.1-5, June 29 2011-July 1 2011 10.1109/
ICORR.2011.5975506

[21]  S. Mazzoleni; M. Coscia; G. Rossi; S. Aliboni, “Effects of an upper 
limb robot-mediated therapy on paretic upper limb in chronic 
hemiparetic subjects: A biomechanical and EEG-based approach 
for functional assessment”, Rehabilitation Robotics, 2009. ICORR 
2009. IEEE International Conference, pp.92-97, 23-26 June 2009 
10.1109/ICORR.2009.5209579

[22]  H.S. Park; Y.N. Wu; Y. Ren; L.Q. Zhang, “A Tele-Assessment System 
for Evaluating Elbow Spasticity in Patients with Neurological 
Impairments”, Rehabilitation Robotics, 2007. ICORR 2007. IEEE 
10th International Conference pp.917-922, 13-15 June 2007 
10.1109/ICORR.2007.4428533

[23]  E. Jaspers, K. Desloovere, H. Bruyninckx, G. Molenaers, K. 
Klingels, and H. Feys, “Review of quantitative measurements of 
upper limb movements in hemiplegic cerebral palsy.,” Gait & pos-
ture, vol. 30, no. 4, pp. 395–404, Nov. 2009. 10.1016/j.
gaitpost.2009.07.110

REFERENCIAS



REVISTA MEXICANA DE INGENIERÍA BIOMÉDICA | Vol. 38 | No. 1 | ENERO - ABRIL 2017356

[24]  E. Hurvitz, G. Conti, S. Brown, “Changes in movement characteris-
tics of the spastic upper extremity after botulinum toxin injec-
tion,” Arch Phys. Med. Rehabil. 2003. 10.1053/apmr.2003.50001

[25]  C. Metcalf, B. A. Hons, J. Adams, and D. Mbaot, “A review of clini-
cal upper limb assessments within the framework of the WHO ICF 
Main article,” Musculoskeletal Care, vol. 5, no. 3, pp. 160–173, 
2007. 10.1002/msc.108

[26]  Catea, Cerebral palsy (CP) [online], Georgia, EUA, Center for 
Assistive Technology and Environmental Access. http://www.
catea.gatech.edu/, 2009. Disponible en http://atwiki.assistivetech.
net/index.php/Cerebral_palsy_%28CP%29

[27]  Secretaría de Salud, SEMAR, and SEDENA, “Resumen de 
Evidenciasy Recomendaciones, evaluación diagnóstica del niño 
con parálisis cerebral en el tercer nivel de atención,” 2009.



ARTÍCULO DE INVESTIGACIÓN - EDICIÓN ESPECIAL CNIB 2016 ibVol. 38 | No. 1 | ENERO - ABRIL 2017 | pp 357-362

dx.doi.org/10.17488/RMIB.38.1.31

Obtención y Análisis del Espectro de Absorción Óptico de Sangre de Rata 
Fisher con Daño Hepático Mediante Espectroscopia Fotoacústica

Obtaining and Analysis of Optical Absorption Spectrum of Fisher Rat Blood with Hepatic 
Damage by Photoacoustic Spectroscopy

M.L. Alvarado-Noguez1, E. Cano-Europa2, M. Franco-Colín2, C. Hernández-Aguilar1, F.A. Domínguez-Pacheco1, A. Cruz-Orea3

1Instituto Politécnico Nacional - SEPI-ESIME, Zacatenco, Edificio 5, 3er. Piso,
Unidad Profesional "Adolfo López Mateos", Col. Lindavista, C.P. 07738, Ciudad de México, CDMX, México.
2Instituto Politécnico Nacional - ENCB, Unidad Profesional "Adolfo López Mateos", Col. Lindavista,
C.P. 07738, Ciudad de México, CDMX, México.
3Departamento de Física, CINVESTAV - IPN, A.P. 14-740, C.P. 07738, Ciudad de México, CDMX, México.

RESUMEN
La Espectroscopia Fotoacústica (EFA), ha destacado de entre las técnicas fototérmicas por su versatilidad para la 
caracterización de diversos tipos de muestras, incluyendo las de tipo biológicas. En este estudio, se compararon y 
analizaron mediante EFA, las diferencias entre los espectros de absorción ópticos de sangre de ratas macho Fisher 
en tres casos, control (ratas sanas), con daño hepático, y con daño hepático tratadas con Curcuma longa. Los resul-
tados experimentales demostraron diferencias en los espectros de absorción ópticos de cada caso analizado, por lo 
que EFA se propondría como una técnica complementaria, no convencional para el estudio del efecto de la Curcuma 
longa en daño hepático inducido en modelo animal.

PALABRAS CLAVE: Curcuma longa, Daño hepático, Espectroscopia fotoacústica, Sangre de rata Fisher.
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ABSTRACT
Photoacoustic Spectroscopy (PAS) stand outs among Photothermal techniques due to its versatility for the charac-
terization of different types of materials, including biological samples. In this study, were compared and analyzed 
by PAS, the differences between the optical absorption spectra of blood of male Fisher rats, in three cases, control 
(healthy rats), liver damage and liver damage treated with Curcuma longa. The experimental results show differenc-
es in the optical absorption spectra of each analysed case, therefore PAS would be proposed as a non conventional 
complementary technique, to study the effect of Curcuma longa in induced liver damage for an animal model.

KEYWORDS: Curcuma longa, liver damage, photoacoustic spectroscopy, Fisher rat blood.
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INTRODUCCIÓN
El cáncer es la principal causa de muerte a escala mun-

dial, de entre los cuales, destaca el cáncer hepático con 
745, 000 defunciones al año, situándose como el quinto 
cáncer más común en hombres y el noveno cáncer más 
común en las mujeres, además es considerado como la 
segunda causa más común de muerte por cáncer en el 
mundo y es en gran medida un problema de las regiones 
menos desarrolladas, en México, el cáncer de hígado se 
encuentra entre los primeros 7 lugares de mayor inciden-
cia [1]. En los últimos años, se han estudiado distintos 
tipos de alimentos con el propósito de conocer sus bonda-
des médicas, como elementos antioxidantes y antiinfla-
matorios, que ayuden a la prevención y disminución de 
distintos tipos de cánceres o enfermedades crónicas, 
como es el caso de la Curcuma longa, la cual es una raíz de 
origen Hindú [2], dicha raíz posee propiedades altamente 
desinflamantes, antioxidantes y antitumorales [3, 4, 5]  
cuyo elemento activo, la curcumina [6],  produce efectos 
anti-inflamatorios, analgésicos, antialérgicos, citotóxi-
cos, hepatoprotectores, etc. [7]. Además debido a sus pro-
piedades nutritivas (fuente de vitaminas B6 y fibra, ade-
más de altas concentraciones de magnesio, potasio y hie-
rro) [8], podría mejorar el estado de la sangre, de esta 
manera se pudiera manifestar en cambios en los espec-
tros de absorción óptico lo cual, fue el objetivo de la pre-
sente investigación empleando un modelo animal. Por 
otro lado, a lo largo de los años, la Espectroscopia 
Fotoacústica (EFA), ha mostrado su potencial en las áreas 
biomédicas [9], debido a que es una técnica no destructiva 
que requiere una pequeña cantidad de la sustancia en 
estudio y que factores ópticos que limitan la espectrosco-
pia en materiales biológicos, tales como la dispersión de la 
luz, no son impedimento en la EFA para la investigación 
óptica de dichas muestras. La validación de la técnica de 
EFA al compararla con otras técnicas convencionales 
como es el caso de espectroscopia UV-Vis se ha realizado 
en otros estudios, de tal manera los datos obtenidos 
serían inversos a los obtenidos en reflectancia para mues-
tras opacas [10]. Dentro de las ventajas que presenta la EFA 
se encuentra que la transmitancia y dispersión de la luz 

incidente a través de la muestra analizada no limita su 
aplicación al estudio de propiedades ópticas en el área 
biológica. Los espectros obtenidos por la EFA, pueden ser 
útiles en investigaciones cualitativas dentro del área bio-
médica. Una aplicación de la EFA ha consistido en compa-
rar información de propiedades de fluidos corporales 
anormales con respecto a fluidos corporales sanos, ya que 
mediante la teoría del efecto fotoacústico desarrollada por 
Rosencwaig y Gersho en 1976 [11], se han caracterizado 
diversos tipos de muestras biológicas [12, 13], como es el caso 
de la sangre, caracterizada por Soret en 1883 [14];  y obser-
vándose cierta relación entre la absorción de las razones 
de los picos característicos de la sangre γ/β y γ/α  y la canti-
dad de hemoglobina en ella [15], también se ha estudiado 
con EFA los espectros de absorción ópticos de la sangre de 
pacientes con anemia y leucemia observándose variacio-
nes entre las intensidades de los picos de absorción debi-
das a las diferencias de concentración de hemoglobina [16]. 

Por otro lado, es posible utilizar la EFA para caracterizar 
alteraciones en el tejido hemático ocasionadas por sus-
tancias tóxicas. Para probar dicha propuesta se empleó el 
modelo del hepatocito resistente modificado (MHRM), el 
cual emplea al N- dietilnitrosamina (DEN) como iniciador 
el primer día (D1), seguido de tres dosis del 2-acetilamin-
ofluoreno (2-AAF) como inhibidor celular los días 7, 8 y 9. 
Finalmente, al día 10 se realiza una hepatectomía al 70% 
(Hx) como estímulo potente de liberación de factores de 
crecimiento para la hipertrofia hepática [17].

METODOLOGÍA
Se utilizaron 18 ratas macho de la cepa Fisher 344, las 

cuales fueron mantenidas en condiciones ambientales 
controladas (temperatura de 21 ± 2 °C, humedad relativa 
del 40%-60%, ciclos de luz:obscuridad de 12:12 h). Los 
animales fueron alimentados con una dieta balanceada 
(Purina Rat Chow 5001) y agua ad libitum, los cuales fue-
ron divididos en 3 grupos de 6 ratas respectivamente:

› Grupo 1): Grupo control, recibió los vehículos y el 
tratamiento quirúrgico sin hepatectomía.
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› Grupo 2): Grupo de daño hepático, empleando el 
MHRM, se induce administrando el DEN 200 mg/Kg 
ip (D1), el 2-AAF 20 mg/Kg/d  ig (D7-9) y la Hx (D10).

› Grupo 3): Grupo de daño hepático, empleado el 
MHRM, con una dosis de cúrcuma de 100 mg/Kg 
30 min antes y 30 min posteriores a la adminis-
tración del DEN. Al administrar el DEN se inicia 
una etapa de estrés oxidativo, por lo tanto, al 
administrar la cúrcuma antes y después del DEN, 
se genera una respuesta en contra de este estrés 
debido al efecto antioxidante de dicha raíz.

La cúrcuma empleada fue de tipo comercial. La Hx se 
realizó previa anestesia con éter etílico.  Al D25 los ani-
males fueron sacrificados por decapitación y se reco-
lectó la sangre en tubos con EDTA como anticoagulante. 
Posteriormente, se analizaron 60 ml de sangre mediante 
EFA, en un rango de longitud de onda de 350-650 nm. 

Montaje experimental del
espectrómetro fotoacústico

La obtención del espectro de absorción óptico de las mues-
tras de sangre se hizo mediante la técnica de espectrosco-
pia fotoacústica. Al tratarse de una muestra ópticamente 
opaca, se utilizó la configuración de celda fotoacústica 
cerrada, de un espectrómetro fotoacústico montado en el 
Departamento de Física del CINVESTAV-IPN, el cual consta 
de: una lámpara de xenón como fuente de haz de luz, un 
monocromador para la selección de diferentes longitudes 
de onda provenientes de la lámpara, un cortador óptico 
mecánico para modular la luz monocromática a frecuencia 
fija de 17 Hz, una fibra óptica la cual guía la luz monocromá-
tica y modulada hacia la celda fotoacústica cerrada. Dentro 
de la celda fotoacústica, se encuentra un micrófono de 
electreto, el cual capta las variaciones de presión en ella 
producidas por el efecto fotoacústico en la muestra [11]. La 
onda sonora captada por el micrófono es convertida en una 
señal eléctrica por este sensor, amplificada y enviada a un 
amplificador Lock-in. Finalmente, la señal fotoacústica 
(SF) es procesada y almacenada por una PC (Ver Figura 1).

 

 

Figura 1 
FIGURA 1. Montaje experimental del espectrómetro foto-

acústico (Figura adaptada de Ref. [18]).

Los 60 ml de sangre fueron colocados dentro de la 
celda fotoacústica, y sellada herméticamente con grasa 
de vacío por una ventana de vidrio en la parte inferior, 
y una ventana de cuarzo en la parte superior donde 
incide la luz. Se llevaron a cabo dos repeticiones de las 
muestras analizadas de sangre de cada grupo (1, 2, 3).

Al tratarse de muestras de sangre, se espera observar 
los picos característicos de absorción de la sangre α, β, γ 
alrededor de 575 nm, 540 nm y 412 nm respectivamente, 
este último pico corresponde a la banda de Soret [14].

RESULTADOS Y DISCUSIÓN
Los picos de absorción α, β y γ se deben a la presencia 

de distintos anillos fenólicos presentes en la muestra 
analizada, particularmente, el pico γ se atribuye a una 
transición permitida π -  desde una región remota del 
átomo de hierro. Los picos α y β, menos intensos que el 
γ, son debidos a transiciones electrónicas asociadas 
con la interacción de transferencia de carga de los orbi-
tales del átomo de hierro con los estados ligados [15]. 

Los espectros de absorción ópticos que se muestran en 
la Figura 2, revelan que para el Grupo 2, los picos α, β y 
γ, tienen una menor absorción comparada con los espec-
tros de los Grupos 1 y 3, además para estos dos grupos 
anteriores, los valores de las razones de los picos de 
absorción γ/β y γ/α, son aproximadamente iguales y de 
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menor magnitud (Ver Tabla 1), lo cual indicaría una 
mayor concentración de hemoglobina en la sangre [14].

350 400 450 500 550 600 650
0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

1.6

 Grupo 1
 Grupo 2
 Grupo 3

SF
 (u

.a
.)

Longitud de Onda (nm)

 

Figura 2 FIGURA 2. Comparación de los espectros de absorción ópticos 
de los diferentes tipos de sangre analizados mediante EFA.

Los espectros obtenidos en este trabajo, muestran 
diferencias entre el grupo de daño hepático empleando 
el MHRM, con los grupos control y el de daño hepático 
al que se le administró cúrcuma. Hasta el momento, 
con la EFA se mostró que el grupo con daño hepático 
tiene un espectro de absorción óptico diferente al con-
trol. No obstante es necesario de diversas pruebas 
químicas para poder identificar los componentes de la 
sangre que modifican dicho patrón.  Sin embargo, se 
muestra que la cúrcuma tiene un efecto protector 
debido a que el espectro de absorción óptico de la san-
gre de los animales con daño hepático, que recibieron 
dicho antioxidante, se asemeja a la absorción del 
espectro correspondiente al grupo control. Se sabe, 
que la cúrcuma contiene compuestos fenólicos como 
flavonoides [3] los cuales poseen capacidad antioxi-
dante al neutralizar las especies de oxígeno y nitró-
geno reactivas ocasionadas por las alteraciones celula-
res inducidas por el DEN y el 2-AAF. Otro tipo de estu-
dio fue el realizado en el año 2014, donde se comparó 

la absorción de glucosa en ratas con ingesta de 
Cúrcuma, con ratas sin ingesta de cúrcuma (control), 
reportando que la Curcuma longa disminuye el nivel de 
absorción de glucosa en el intestino, reduciendo así, el 
nivel de glucosa en la sangre, por lo que se señala en 
este artículo, que existe una variación de componentes 
en la sangre debido a la ingesta de la Cúrcuma [19].

CONCLUSIONES
Los resultados mostrados en este trabajo, revelan que 

mediante EFA, es posible observar el potencial antioxi-
dante de la Curcuma longa a través del cambio en el espec-
tro de absorción óptico en la sangre, debido a un daño 
hepático, colocando a la EFA como una técnica útil y de 
bajo costo para diversos estudios en el área biomédica.  

Al comparar los 3 grupos evaluados, se observa una 
tendencia de comportamiento favorable debido al con-
sumo de Cúrcuma, como se observa en la Tabla I en la 
razón de los picos γ/β y γ/α, sin embargo, en el análisis de 
varianza con la prueba de diferencias mínimas signifi-
cativas, no se encontraron diferencias estadísticamente 
significativas para una probabilidad de error del 5%.

 

 

 

 

 

 

TABLA I 

 

Descripción 
Picos 

característicos 
de la sangre 

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 

 α 579 571 584 

λ (nm) β 546 537 546 

 γ 417 420 418 

Absorción Óptica 

(u. a.) 
α 0.017 0.014 0.024 

 β 0.019 0.015 0.027 

 γ 0.045 0.056 0.050 

γ/β 2.368 3.733 1.852 

γ/α 2.647 4 2.083 

TABLA 1. Picos α, β, γ y razones de los picos γ/β, γ/α.
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RESUMEN
Objetivo: Analizar los espectros de absorción neta de las películas radiocrómicas EBT2 y EBT3 para describir su in-
fluencia en el comportamiento de las curvas de dosis-respuesta. 
Metodología: Las películas se irradiaron en un acelerador lineal de 6 MV. La obtención de los espectros de absorción 
neta se realizó con espectrofotómetro UV/VIS. Las curvas de dosis-respuesta se obtuvieron con un escáner, un láser 
He-Ne y un espectrofotómetro.  
Resultados: El espectro de absorción de las EBT2 muestra tres bandas de absorción centradas que conservan la 
posición y aumentan su intensidad en función de la dosis, sin embargo, este comportamiento no se observa en las 
películas EBT3. La curva dosis-respuesta muestra la máxima sensibilidad utilizando el espectrofotómetro, pero no 
muestra un comportamiento definido.
Implicaciones: Generación de nuevos conocimientos para la creación de nuevos sistemas ópticos capaces de ampli-
ficar la sensibilidad de la respuesta de las películas.
Originalidad: Mostrar la correlación entre los espectros de absorción neta y su influencia en las curvas dosis-res-
puesta en tres diferentes sistemas ópticos.
Conclusiones: El comportamiento de los espectros de absorción aunado al comportamiento de las curvas dosis-res-
puesta nos ayuda a descartar el uso de sistemas ópticos que no garanticen un uso clínico confiable.

PALABRAS CLAVE: Espectro de absorción, espectrofotómetro, película radiocrómica.
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ABSTRACT
Objective: To analyze the net absorption spectra of EBT2 and EBT3 radiochromic films to describe their influence 
on the behavior of dose-response curves. 
Methodology: The films were irradiated in a linear accelerator of 6 MV. The net absorption spectra were obtained 
with a UV / VIS spectrophotometer. Dose-response curves were obtained with a scanner, a He-Ne laser and a spec-
trophotometer. 
Results: The absorption spectrum of the EBT2 shows three focused absorption bands that retain position and in-
crease their intensity as a function of dose, however, this behavior is not observed in EBT3 films. The dose-response 
curve shows maximum sensitivity using the spectrophotometer, but does not show a defined behavior. 
Implications: Generation of new knowledge for the creation of new optical systems capable of amplifying the res-
ponsiveness of the films.
Originality: Show the correlation between net absorption spectra and their influence on dose-response curves in 
three different optical systems.
Conclusions: The behavior of absorption spectra combined with the behavior of the dose-response curves helps to 
discard the use of optical systems that do not guarantee a reliable clinical use.

KEYWORDS: Absorption spectrum, spectrophotometer, radiochromic film.
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INTRODUCCIÓN
La película radiocrómica (PR) ha sido diseñada para 

cubrir las necesidades dosimétricas, tanto en la veri-
ficación de dosis para los tratamientos en radiotera-
pia (RT), como en los procedimientos de control de 
calidad (QA por sus siglas en inglés) [1-3]. La PR EBT3 
es el último modelo de PR lanzado al mercado por 
Ashland Specialty Ingredients (Ashland Inc., NJ, 
USA), la cual es la versión mejorada de la PR EBT2, en 
donde la capa activa conserva la misma composición 
de la PR EBT2. Entre las novedades que presenta la 
película radiocrómica EBT3 están su diseño simétrico 
para eliminar la dependencia con la cara de escaneo 
(formada por una sola capa activa, con un espesor de 
28 µm, que se encuentra entre dos capas idénticas de 
poliéster de 120 µm de espesor cada una) y un 
poliéster mate para evitar la formación de anillos de 
Newton con el fin de tener mayor precisión en la 
respuesta. Finalmente, en la capa activa se incorporó 
un colorante amarillo para disminuir la sensibilidad 
a la luz ultravioleta (UV) con el objetivo de poder ser 
utilizadas en QA en cuartos de radioterapia con luz.

La respuesta de la PR a la radiación ionizante se 
manifiesta por un cambio de color visible. Este cam-
bio de color se caracteriza por la densidad óptica 
neta (DOneta) o la absorbancia neta (Aneta), la cual se 
obtiene de la resta entre la respuesta de la película 
radiocrómica irradiada a cierta dosis y la respuesta 
intrínseca de la película radiocrómica (la respuesta 
de la película radiocrómica no irradiada). Por lo 
tanto, las películas radiocrómicas requieren de un 
sistema óptico (SO) para medir la respuesta (el cam-
bio de color) o la absorbancia neta para así relaciona-
rlo con la dosis de irradiación. 

Un sistema óptico consiste, básicamente, en una 
fuente de luz y un detector capaz de percibir esta luz 
transmitida por un medio, en este caso en particular 
el medio es la película radiocrómica. Por lo tanto, 
con un sistema óptico se puede medir la intensidad 

de luz transmitida (I) a través de la película radi-
ocrómica y calcular la absorbancia neta mediante la 
siguiente Ecuación:

donde Ii y I0 son las intensidades transmitidas por 
las películas radiocrómicas irradiada y no irradiada 
(0 Gy) respectivamente, como una función de la lon-
gitud de onda (λ) de la fuente de luz que utiliza el 
sistema óptico.

Existen varios sistemas ópticos que se pueden uti-
lizar para medir la respuesta de las películas radi-
ocrómicas, sin embargo, los más utilizados son los 
escáneres de cama plana con fuente de luz fluores-
cente o diodo emisor de luz (LED por sus siglas en 
inglés). Además, se pueden utilizar los espectrofo-
tómetros operando a 636 nm para obtener los más 
altos niveles de sensibilidad en la respuesta, debido a 
que trabajan en el pico de absorción de las películas 
EBT-EBT3. También se pueden leer con un LED de 
haz estrecho con anchura total a la mitad del máximo 
(FWHM por sus siglas en inglés) alrededor de 20 nm o 
utilizando un láser de Helio-Neón (He-Ne) con banda 
de emisión en 632.8 nm (rojo). Cada uno de estos 
sistemas tiene asociada una sensibilidad que depende 
de la longitud de onda o banda ancha que utilice la 
fuente de luz [4], la cual influye en la respuesta de la 
película radiocrómica. Debido a esto, el estudio del 
espectro de absorción de las películas radiocrómicas 
es un factor importante dentro de la caracterización 
de ésta como dosímetro de referencia, ya que favorece 
la elección del mejor sistema óptico para su análisis, 
por otro lado, puede ayudar a su vez, a desarrollar 
nuevos sistemas ópticos mejorados para ampliar el 
uso de las películas radiocrómicas [5].

Por ello, este trabajo pretende difundir como área de 
oportunidad, el estudio y análisis de los espectros de 
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absorción de las películas radiocrómicas como una 
fuente de generación de nuevos conocimientos para 
una posible creación de nuevos sistemas ópticos 
capaces de amplificar la sensibilidad de la respuesta de 
las películas con el simple hecho de estudiar y analizar 
el comportamiento de los espectros de absorción de 
estos modelos de películas. Por ejemplo, al saber 
dónde se encuentran los picos de absorción en función 
de la dosis, se pueden generar sistemas ópticos capaces 
de trabajar en esa longitud de onda determinada, 
amplificando con ello la sensibilidad en la respuesta de 
las películas que el sistema óptico es capaz de interp-
retar, favoreciendo el uso clínico de este modelo de 
detectores de radiación. Lo que conlleva a un rango 
dinámico de uso clínico mayor, no solamente en apli-
caciones, si no inclusive en las mismas aplicaciones ya 
conocidas, pero con un intervalo útil de dosis mayor.   

El objetivo de este trabajo es presentar, analizar y 
comparar los espectros de absorción neta de las pelícu-
las radiocrómicas EBT2 y EBT3 irradiadas de 0 a 10 Gy, 
utilizando un espectrofotómetro UV/VIS de doble haz. 
Además, se describirá la influencia del comporta-
miento del espectro de absorción de las películas radi-
ocrómicas EBT2 y EBT3 en la construcción de las cur-
vas de dosis-respuesta, utilizando tres sistemas ópti-
cos con diferente longitud de onda o ancho de banda: 
un escáner, un láser He-Ne y un espectrofotómetro. 
Este análisis en las curvas de dosis-respuesta en 
función del espectro, repercuten directamente en la 
clínica, ya que los rangos dinámicos en dosis están 
directamente relacionados con su sensibilidad y por 
tanto al uso del sistema óptico empleado.

METODOLOGÍA

Irradiación de las películas radiocrómicas
Para el desarrollo de este trabajo se utilizaron piezas 

de película radiocrómica EBT2 (Lot# A12171003B) y 
EBT3 (Lot# A01171301) con un tamaño de 3 cm × 3 cm. 
Las películas radiocrómicas se irradiaron con un acel-

erador lineal (LINAC) Novalis® BrainLab de 6 MV en 
modo de fotones, colocándolas a 5 cm de profundidad 
dentro de un maniquí de agua sólida Plastic Water en 
forma perpendicular al haz de radiación. El LINAC fue 
calibrado para impartir 1 cGy por unidad monitor, uti-
lizando un campo de 10 cm × 10 cm y una distancia 
fuente superficie (SSD por sus siglas en inglés) de 95 
cm. Las películas radiocrómicas EBT2 y EBT3 fueron 
irradiadas en un intervalo de dosis de 0 a 10 Gy, consid-
erando las siguientes dosis: 0, 0.25, 0.5, 1, 1.5, 2, 3, 5, 
7 y 10 Gy. Con la finalidad de reducir la incertidumbre 
se consideraron 3 películas radiocrómicas para cada 
dosis, trabajando finalmente, con el promedio de la 
respuesta de las tres películas radiocrómicas [6].

Espectros de absorción neta
de las películas radiocrómicas 

Los espectros de absorción neta de las películas radi-
ocrómicas EBT2 y EBT3 se obtuvieron utilizando un 
espectrofotómetro UV/VIS de doble haz marca Perkin 
Elmer modelo Lambda 650. Los espectros se midieron 
para un intervalo de longitudes de onda de 400 nm a 800 
nm con pasos de 1 nm y una precisión de ± 0.15 nm [7]. El 
equipo se encendió 30 minutos antes de iniciar la lectura 
con la finalidad de que la fuente de luz se estabilizara. 
Debido a que el espectrofotómetro es un equipo de doble 
haz, proporciona los valores de la absorbancia neta. Por 
lo tanto, se debe colocar la película radiocrómica sin 
irradiar (0 Gy) en el porta muestras de referencia y, en el 
otro porta muestras, se colocan las películas radiocrómi-
cas irradiadas entre 0 y 10 Gy (una por una).

Curvas de dosis-respuesta
de las películas radiocrómicas

Una curva de dosis-respuesta es una representación grá-
fica de la respuesta de la película radiocrómica (Aneta o 
DOneta) en función de la dosis. Para determinar la absor-
bancia neta utilizando la Ecuación anteriormente definida 
es necesario medir la intensidad transmitida a través de la 
película radiocrómica irradiada (Ii) y no irradiada (I0) con 
los dos sistemas ópticos: escáner y láser de He-Ne. Por su 
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parte, el espectrofotómetro proporciona valores de absor-
bancia neta (como se describió en el apartado de espectros 
de absorción neta de las películas radiocrómicas).

Escáner: lectura y
procesamiento de imágenes

En este trabajo se utilizó un escáner de cama plana 
Epson Perfection V750 con su software asociado Epson 
Scan (Epson, Nagano, Japón). El escáner utiliza una 
fuente de luz blanca. Las películas radiocrómicas se 
escanearon en modo de transmisión, en formato rojo, 
verde y azul (RGB por sus siglas en inglés) con 48 bit de 
profundidad de color y todas las opciones de procesa-
miento de imágenes desactivadas. Se utilizó una reso-
lución de 72 puntos por pulgada (ppp). Todas las 
películas radiocrómicas se escanearon en la posición 
central de la cama del escáner y en orientación portrait 
[8]. Alrededor de la película se colocó una máscara 
negra con la finalidad de evitar la contribución de la 
luz dispersa por la lámpara del escáner a la respuesta 
de la película. Antes de iniciar los escaneos, se estabi-
lizó la lámpara del escáner por 15 minutos. Las imá-
genes se guardaron en formato TIFF para su procesa-
miento, el cual se realizó con el software ImageJ 
(v.1.2). El análisis solo se efectuó para la componente 
roja [9], obteniendo la intensidad transmitida tanto de 
las películas radiocrómicas irradiadas (Ii) como de la 
no irradiada (I0) y la desviación estándar asociada a 
estas, DE(Ii) y DE(I0), respectivamente. 

Láser: medición
de la intensidad transmitida

Para medir la intensidad transmitida a través de las 
películas radiocrómicas irradiadas y la no irradiada 
utilizamos un láser He-Ne de emisión continua a una 
longitud de onda de 633 nm. Esta longitud de onda se 
encuentra en el intervalo del rojo (622 nm – 780 nm) 
del espectro visible (390 nm – 780 nm) [10]. La luz emit-
ida por el láser incide en la película radiocrómica y la 
luz trasmitida a través de la película llega a un detec-
tor, fotodiodo de silicio EOT modelo ET-2040. La inten-

sidad trasmitida (Ii e I0) se registra en un voltímetro 
que se encuentra conectado al detector. 

Espectrofotómetro:
obtención de la absorbancia neta

Del espectro de absorción neta de las películas radi-
ocrómicas se extrae la absorbancia neta para cada 
dosis a una longitud de onda de 636 nm, donde se 
encuentra el pico de absorción de las películas radi-
ocrómicas EBT2 [11].

RESULTADOS
Las Figuras 1 y 2 muestran los espectros de absorción 

neta de las películas radiocrómicas EBT2 y EBT3 
respectivamente, para un intervalo de longitudes de 
onda de 400 a 800 nm e irradiadas en un intervalo de 
dosis de 0 a 10 Gy. Como puede observarse, los espec-
tros de absorción neta de las películas radiocrómicas 
EBT2 presenta una banda de absorción principal cen-
trada alrededor de 636 nm y dos bandas de absorción 
secundarias centradas alrededor de 583 y 565 nm. La 
posición de estas bandas se mantiene para todos los 
niveles de dosis estudiados. Además, la absorbancia 
neta aumenta como una función de la dosis. Por otro 
lado, en los espectros de absorción neta de las películas 
radiocrómicas EBT3, también se observan estas tres 
bandas de absorción. Sin embargo, estas bandas de 
absorción no mantienen la posición del máximo al 
variar la dosis. El máximo de la banda de absorción 
principal se encuentra centrado alrededor de un inter-
valo de longitudes de onda entre 635 y 639 nm, mien-
tras que el máximo de las bandas de absorción secund-
arias se localiza alrededor del intervalo de longitudes 
de onda de 581-588 nm y 561-566 nm, respectivamente. 
Además, en los espectros de absorción neta de las 
películas radiocrómicas EBT2 se observan tres bandas 
de absorción más, a longitudes de onda más cortas, 
centradas alrededor de: 509, 455 y 421 nm. Mientras 
que, en los espectros de absorción neta de las películas 
radiocrómicas EBT3 se observa una serie de bandas en 
el intervalo de longitudes de onda de 400 a 550 nm. 
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FIGURA 3. Curvas de dosis-respuesta de la PR EBT2 irradia-
das en un intervalo de dosis de 0 a 10 Gy y analizada con 

diferentes sistemas ópticos.

 
400 450 500 550 600 650 700 750 800

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

0 Gy

 

A
bs

or
ba

nc
ia

 N
et

a

Longitud de onda (nm)

0.25 Gy

0.5 Gy

1 Gy

1.5 Gy

2 Gy

3 Gy

5 Gy
7 Gy

10 Gy

FIGURA 1. Espectros de absorción neta de las PR EBT2 irradi-
adas en un intervalo de dosis de 0 a 10 Gy.
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FIGURA 2. Espectros de absorción neta de la PR EBT3 irradia-
das en un intervalo de dosis de 0 a 10 Gy.

En las Figuras 3 y 4 se presentan las curvas de 
dosis-respuesta de las películas radiocrómicas EBT2 y 
EBR3 irradiadas en un intervalo de dosis de 0 a 10 Gy y 
analizada con tres diferentes sistemas ópticos: escáner, 
láser y espectrofotómetro. Como puede observarse, la 
máxima sensibilidad en la respuesta de las películas 
radiocrómicas EBT2 y EBT3 se obtiene al utilizar un 
espectrofotómetro como sistema de lectura. Esto se 
debe a que, al centrarse en la banda de absorbancia 
neta se toma el valor máximo que puede tener la absor-
bancia para cada dosis. A este le sigue el láser, cuya 
sensibilidad es menor debido a que se considera la 
absorbancia a 633 nm, es decir, a 3 nm del centro de la 

banda de absorbancia, pero sigue teniendo buena sen-
sibilidad. Por otro lado, observamos que al leer las 
películas radiocrómicas con un escáner tenemos la 
mínima sensibilidad en la respuesta, respecto a los 
otros dos sistemas ópticos.

La razón de esta disminución en la sensibilidad de la 
respuesta de las películas radiocrómicas es debido a 
que el escáner utiliza una fuente de luz blanca y al 
analizar la absorbancia en el canal rojo se considera un 
ancho de banda de 100 nm (600 a 700 nm) [12]. Sin 
embargo, es de notarse que las curvas de dosis-re-
spuesta de la película radiocrómica EBT3 obtenidas 
con el láser y el espectrofotómetro no presentan un 
comportamiento tan bien definido como las curvas de 
dosis-respuesta de las películas radiocrómicas EBT2, 
el cual si se observa al utilizar el escáner.
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FIGURA 4. Curvas de dosis-respuesta de la PR EBT3 irradia-
das en un intervalo de dosis de 0 a 10 Gy y analizada con 

diferentes sistemas ópticos.

DISCUSIÓN
Las bandas de absorción que presentan los espectros de 

las películas radiocrómicas EBT2 se muestran bien defin-
idas para cada dosis estudiada, aumentando la absorban-
cia neta como una función de la dosis. Este comporta-
miento de los espectros de absorción neta de las películas 
radiocrómicas EBT2 es consistente con lo reportado para 
los espectros de absorción de las películas radiocrómicas 
EBT2 [12] y EBT [5,11,13]. Por otra parte, se esperaría que los 
espectros de absorción neta de las películas radiocrómi-
cas EBT3 no modificara su comportamiento respecto los 
espectros de absorción neta de las películas radiocrómi-
cas EBT2, debido a que la composición química de la capa 
activa de las películas radiocrómicas EBT3 es similar que 
la de su predecesora, las películas radiocrómicas EBT2. 
Sin embargo, existen dos diferencias notables, una es el 
desplazamiento de las bandas de absorción y la otra es el 
comportamiento del espectro de absorción neta para el 
intervalo de longitudes de onda de 400 a 550 nm aproxi-
madamente. Este comportamiento de los espectros de 
absorción de las películas radiocrómicas se le puede 
atribuir a un fenómeno de interferencia característico de 
una cavidad de Fabry-Perot formado por la estructura 
simétrica de las películas radiocrómicas EBT3 donde las 
capas de poliéster representan los espejos semireflectores 
y la capa activa funge como la cavidad resonante [7].

Como se mencionó anteriormente el resultado de los 
espectros de absorción de las películas radiocrómicas 
EBT2 y EBT3 influye directamente en la elección del 
sistema óptico que se utilizará para el análisis de la 
respuesta (absorbancia neta o densidad óptica neta). 
Por lo cual, analizando las curvas de dosis-respuesta; 
si deseamos tener la máxima sensibilidad, elegimos un 
espectrofotómetro operando a la longitud de onda del 
máximo de la banda de absorción o un láser de He-Ne. 
Esto de acuerdo con la Ecuación anteriormente defin-
ida, la absorbancia neta depende de la longitud de 
onda que tiene la luz que utiliza el sistema óptico. Para 
el caso del espectrofotómetro, la absorbancia se toma a 
636 nm (pico de absorción), mientras que el láser emite 
luz a 633 nm. Sin embargo, para las películas radi-
ocrómicas EBT3, las curvas de dosis-respuesta de 
estos sistemas ópticos no muestran un comporta-
miento definido. Por lo tanto, se dificultaría la con-
strucción de una curva de respuesta y esto aumentaría 
la incertidumbre en el proceso de calibración y su uso 
en QA en radioterapia. Este comportamiento se puede 
deber al desplazamiento que presentan las bandas de 
absorción de las películas radiocrómicas EBT3, ya que 
el máximo valor de la absorbancia no siempre se 
obtiene a los 636 nm. Por el contrario, debido al com-
portamiento de los espectros de absorción neta de las 
películas radiocrómicas EBT2, es posible utilizar estos 
sistemas ópticos para el análisis de la respuesta película 
y su uso en QA en radioterapia.   

Para el caso del escáner, el cual utiliza una fuente de 
luz blanca, con un ancho de banda de 100 nm, aproxi-
madamente, la absorbancia neta es el resultado de la 
convolución del espectro de emisión de la fuente de 
luz [5]. Por esta razón, cuando las películas radiocrómi-
cas se analizan con un escáner, la sensibilidad de la 
respuesta disminuye considerablemente con respecto 
a la sensibilidad que presenta la respuesta de las 
películas radiocrómicas al analizarse con un espectro-
fotómetro o un láser. Pero a diferencia de estos siste-
mas ópticos, las curvas de dosis-respuesta obtenidas 
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con el escáner presentan un comportamiento bien 
definido, tanto para las películas radiocrómicas EBT2 
como para las películas radiocrómicas EBT3. Esto 
facilita que a las curvas de dosis-respuesta se les asocie 
una función de ajuste que describa a la dosis en 
función de la respuesta (absorbancia neta o densidad 
óptica neta) dando como resultado una desviación 
razonable para su uso en QA en radioterapia.

CONCLUSIÓN
Los espectros de absorción neta de las películas radi-

ocrómicas EBT2 presenta tres bandas de absorción 
intensas centradas alrededor de 636 nm, la más intensa 
y las de menor intensidad centradas alrededor de 583 
y 565 nm aproximadamente. La posición de estas ban-
das se mantiene para un intervalo de dosis de 0 a 10 Gy 
aunado a que la absorbancia neta aumenta como una 
función de la dosis. Para los espectros de absorción 
neta de las películas radiocrómicas EBT3, también se 
observan estas tres bandas de absorción, pero, a difer-
encias de las películas radiocrómicas EBT2, no conser-
van su posición. Esto se puede atribuir a un efecto de 

interferencia de Fabry-Perot, producto de la estructura 
simétrica de la película radiocrómica EBT3. Este com-
portamiento de los espectros de las películas radi-
ocrómicas EBT3 influye en la elección del sistema 
óptico con el que se analiza la respuesta de la película 
radiocrómica. Dando lugar a la elección del escáner de 
cama plana para el uso de QA en radioterapia, ya que a 
pesar de poseer en menor rango de sensibilidad mues-
tra el mejor comportamiento en la curva dosis-re-
spuesta por lo señalado en la sección de discusión. 

Reiterando con ello, la importancia de realizar un 
análisis de los espectros de absorción de las películas 
radiocrómicas como lo propone este trabajo, para con 
ello, primero entender el comportamiento del mismo y 
segundo descartar el uso de sistemas ópticos que no 
garanticen un uso clínico confiable. Aunado a que, 
estos resultados dan pauta para el desarrollo de nuevos 
sistemas ópticos capaces de mantener un rango sensib-
ilidad óptimo, pero a su vez mantener el comporta-
miento de la curva dosis-respuesta deseable para ser 
utilizado en control de calidad y aplicaciones médicas. 
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RESUMEN
En la actualidad, el contar con una base de datos que represente fisiológicamente a una región o estado de la re-
pública conlleva un esfuerzo en conjunto entre diversas instituciones. Debido a su inexistencia, los investigadores 
recurren a bases de datos extranjeras organizadas para el desarrollo de estudios. Un ejemplo es el desarrollo de 
algoritmos matemáticos de detección de patologías en relación a individuos con una población y una forma de vida 
diferente a la nuestra. PhysioBC®, tiene como objetivo difundir libremente datos fisiológicos adquiridos en la pobla-
ción de Baja California, a fin de que se desarrollen modelos precisos de detección de patologías acorde a la genética 
y forma de vida de nuestra comunidad. En este trabajo presentamos los pasos de creación de su primera sección de 
datos electrocardiográficos, debido a que los datos reportados por el INEGI en 2012, de las 14,756 muertes, el 19% 
tenían origen cardiovascular. Actualmente se cuenta con 50 registros tomados en la industria maquiladora de Mexi-
cali y 64 tomados en voluntarios. Estos se dividen en estándar de 12 derivaciones y de alta resolución de 3 deriva-
ciones. Todos ellos se encuentran libres para su descarga en diversos formatos en la misma plataforma PhysioBC®.

PALABRAS CLAVE: PhysioBC®, electrocardiografía, Baja California, bases de datos.
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ABSTRACT
Currently, having a database that represents physiologically a region or state of the republic involves a joint effort 
among research and clinical institutions. Due to their non-existence, researchers normally use foreign international 
databases organized for research purposes. One example is the development of mathematical algorithms for detect-
ing pathologies in individuals with a population who have a different way of living than ours. PhysioBC®, aims to 
freely disseminate physiological data acquired in the population of Baja California, in order to develop precise mod-
els of pathology detection according to the genetics and way of living of our community. Because the data reported 
by INEGI in 2012, out of the 14,756 deaths, 19% had cardiovascular origin problems, in this paper, we present the 
steps of creating PhysioBC® first section, called electrocardiographic data. Currently we have 50 records taken in 
the manufacturing industry of Mexicali and 64 taken in volunteers. The records are divided into standard 12-lead 
and high-resolution 3-lead. All of them are free for download in different formats at PhysioBC® website.

KEYWORDS: PhysioBC®, electrocadiography, Baja California, databases. 
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INTRODUCCIÓN
En la actualidad la comunidad científica cuenta con 

bases de datos fisiológicos estándar de países desarrol-
lados, donde tanto la forma de vida como la genética 
de su población es diferente a la de nuestra comuni-
dad. Tal es el caso de la base de datos del portal 
Physionet® que ofrece acceso libre a una gran colección 
de señales fisiológicas y software de código abierto en 
el que la comunidad científica tiene acceso y desarrolla 
sus propuestas de solución [1]. Por tal motivo, en nues-
tra comunidad se ha planteado la construcción de una 
base de datos fisiológicos que abarque una gran varie-
dad de parámetros como lo son, señales de biopoten-
ciales (ECG, EEG, PPG y EMG) e imágenes médicas 
(RMN, PET, TACx, RX y US), que sea propia de la región 
de Baja California, y que permita el desarrollo de diver-
sos modelos predictivos y de diagnóstico temprano de 
patologías, como por ejemplo el Infarto Agudo al 
Miocardio (IAM), que conlleva en muchas ocasiones a 
la muerte súbita cardiaca (MSC). Dichos modelos como 
los empleados en electrocardiografía de alta resolu-
ción ya han sido empleados con éxito con anterioridad, 
solo que con bases de datos extranjeras y registros 
electrocardiográficos de corta duración, pero que al 
menos cuenten con 300 latidos por registro [2,3]. Por tal 
motivo se creó la base de datos fisiológicos Web y de 
acceso libre para la comunidad de Baja California 
PhysioBC®. Dicha base presenta en primera instancia la 
creación de una sección de electrocardiografía consis-
tente de 114 registros de ECG estándar (12 deriva-
ciones) y 114 registros de alta resolución (HRECG por 
sus siglas en inglés High Resolution ECG), divididos en 
57 mujeres y 57 hombres considerados en edad pro-
ductiva (18 a 64 años de edad). Para lograr lo anterior, 
consideramos establecer un protocolo de adquisición 
de señales de ECG, el cual se presentó para su vali-
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METODOLOGÍA
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a latido por parte de un clasificador computacional de 
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sistemas nos permiten adquirir la señal en nuestra 
computadora en formato .xml y.pdf, a fín de poder 
comprobar el diagnóstico por nuestro especialista 
cardiólogo. Atendiendo las recomendaciones del 
comité de ética en investigación, se diseñó una carta 
de consentimiento informado para hacerle saber al 
paciente para qué sirve el estudio, que se le realizara 
un cuestionario, que incluye sus datos personales, los 
cuales serán confidenciales, usando solo los necesa-
rios para la investigación. Enseguida se le hace un 
cuestionario que contempla los factores de riesgo de 
algún problema cardiovascular, así como los datos 
antropométricos y el registro de signos vitales.
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A. Validación de procedimientos
La autorización de registros electrocardiográficos se 

autorizó por parte del Comité de Ética en Investigación 
del Hospital General de la ciudad de Mexicali. Cada 
una de las recomendaciones se atendieron, quedando 
los procedimientos como a continuación se describen.

B. Muestreo representativo
En la región del estado de Baja California para el año 

2015 se cuenta con una población de 3,315, 766 habi-
tantes [7]. Utilizando la Ecuación 1 para la elección del 
tamaño de la muestra se obtuvo una muestra significa-
tiva de 385 pacientes, con una confianza del 95% 
(Ecuación 2) y un margen de error del 5% (Ecuación 3) [8].
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r = Fracción de respuestas de interés. 
Z(C/100) = Valor crítico del nivel de confianza  
x = Resultado esperado. 
 
Si consideramos al estado, dividido en sus cinco 

municipios, la muestra significativa quedaría descrita 
como se muestra en la Tabla 1. Por tal motivo, 
considerando la etapa 1 de registros electrocardiográficos 
para Mexicali, debieron considerarse una muestra de 114 

individuos como se puede ver en la Tabla 1, divididos en 
intervalos de edad y de sexo. 
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SSA3-2012 del Expediente Clínico [9,10], referente a la 
Norma Oficial Mexicana y al respeto a la autonomía de 
las personas en el ámbito de la atención médica.  
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documento anexo que consiste en un cuestionario que se 
hace al paciente. En él, se piden los datos de 
identificación de la persona, preguntas dirigidas de los 
antecedentes personales patológicos y heredofamiliares, 
así como estilo de vida, de acuerdo a los protocolos 
establecidos en The PTB Diagnostic ECG Database, una 
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validada por Physionet® [1]. Como complemento de 
dicho documento, se midieron los signos vitales como 
son: la frecuencia cardiaca (FC), frecuencia respiratoria 
(FR), saturación de oxígeno en la sangre y presión o 
tensión arterial (TA). Las medidas antropométricas que se 
consideraron fueron el peso en kg, la estatura en cm, 
diámetro de cintura y cadera en cm, así como el cálculo 
del índice de masa corporal (IMC) [11]. El procedimiento 
a seguir para la toma de los signos vitales consistió en 
varias etapas, siendo la primera la toma de la FC y la FR 
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adquirir la señal en nuestra computadora en formato .xml 
y.pdf, a fín de poder comprobar el diagnóstico por nuestro 
especialista cardiólogo. Atendiendo las recomendaciones 
del comité de ética en investigación, se diseñó una carta 
de consentimiento informado para hacerle saber al  

paciente para qué sirve el estudio, que se le realizara 
un cuestionario, que incluye sus datos personales, los 
cuales serán confidenciales, usando solo los necesarios 
para la investigación. Enseguida se le hace un 
cuestionario que contempla los factores de riesgo de 
algún problema cardiovascular, así como los datos 
antropométricos y el registro de signos vitales. 

 
 
A. Validación de procedimientos 

 

La autorización de registros electrocardiográficos se 
autorizó por parte del Comité de Ética en Investigación 
del Hospital General de la ciudad de Mexicali. Cada una 
de las recomendaciones se atendieron, quedando los 
procedimientos como a continuación se describen. 

 
B. Muestreo representativo 

 

En la región del estado de Baja California para el año 
2015 se cuenta con una población de 3,315, 766 
habitantes [7]. Utilizando la Ecuación 1 para la elección 
del tamaño de la muestra se obtuvo una muestra 
significativa de 385 pacientes, con una confianza del 95% 
(Ecuación 2) y un margen de error del 5% (Ecuación 3) 
[8]. 
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Donde: 
n= Tamaño de la muestra. 
E = Margen de error deseado N = Tamaño de la 
población. 
r = Fracción de respuestas de interés. 
Z(C/100) = Valor crítico del nivel de confianza  
x = Resultado esperado. 
 
Si consideramos al estado, dividido en sus cinco 

municipios, la muestra significativa quedaría descrita 
como se muestra en la Tabla 1. Por tal motivo, 
considerando la etapa 1 de registros electrocardiográficos 
para Mexicali, debieron considerarse una muestra de 114 

individuos como se puede ver en la Tabla 1, divididos en 
intervalos de edad y de sexo. 

 
Tabla 1.  

Muestras significativas por municipio. 

Proporcional de la muestra significativa por 
municipio. 

 
 
C. Consentimiento informado 

 

En esta investigación se les informó a los pacientes 
que se llevaría a cabo un cuestionario y toma de registros 
electrocardiográficos, así como los objetivos del estudio, 
el procedimiento a seguir, la privacidad de los datos y de 
su derecho a abandonar el estudio en cualquier momento, 
lo anterior avalado por la firma autógrafa del paciente, 
permitiéndonos cumplir con la normatividad NOM-004-
SSA3-2012 del Expediente Clínico [9,10], referente a la 
Norma Oficial Mexicana y al respeto a la autonomía de 
las personas en el ámbito de la atención médica.  
 

D. Identificación y Cuestionario 

 

La ficha de identificación del paciente es un 
documento anexo que consiste en un cuestionario que se 
hace al paciente. En él, se piden los datos de 
identificación de la persona, preguntas dirigidas de los 
antecedentes personales patológicos y heredofamiliares, 
así como estilo de vida, de acuerdo a los protocolos 
establecidos en The PTB Diagnostic ECG Database, una 
de las bases de datos de electrocardiografía estándar 
validada por Physionet® [1]. Como complemento de 
dicho documento, se midieron los signos vitales como 
son: la frecuencia cardiaca (FC), frecuencia respiratoria 
(FR), saturación de oxígeno en la sangre y presión o 
tensión arterial (TA). Las medidas antropométricas que se 
consideraron fueron el peso en kg, la estatura en cm, 
diámetro de cintura y cadera en cm, así como el cálculo 
del índice de masa corporal (IMC) [11]. El procedimiento 
a seguir para la toma de los signos vitales consistió en 
varias etapas, siendo la primera la toma de la FC y la FR 
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Donde:

n= Tamaño de la muestra.

E= Margen de error deseado.

N= Tamaño de la población.

r= Fracción de respuestas de interés.

Z(C/100)= Valor crítico del nivel de confianza.

x= Resultado esperado.

Si consideramos al estado, dividido en sus cinco 
municipios, la muestra significativa quedaría descrita 
como se muestra en la Tabla 1. Por tal motivo, consid-

erando la etapa 1 de registros electrocardiográficos 
para Mexicali, debieron considerarse una muestra de 
114 individuos como se puede ver en la Tabla 1, divid-
idos en intervalos de edad y de sexo.

TABLA 1. Muestras significativas por municipio. Proporcional 
de la muestra significativa por municipio.TABLA 1 
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Proporcional de la muestra significativa por municipio 

Municipio Población Muestra 
Ensenada 486,639 57 

Mexicali 988,417 114 
Tecate 102,406 13 

Tijuana 1,641,570 190 

Rosarito 96,734 11 

Total 3,315,766 385 

C. Consentimiento informado
En esta investigación se les informó a los pacientes 

que se llevaría a cabo un cuestionario y toma de regis-
tros electrocardiográficos, así como los objetivos del 
estudio, el procedimiento a seguir, la privacidad de los 
datos y de su derecho a abandonar el estudio en cual-
quier momento, lo anterior avalado por la firma 
autógrafa del paciente, permitiéndonos cumplir con la 
normatividad NOM-004-SSA3-2012 del Expediente 
Clínico [9,10], referente a la Norma Oficial Mexicana y al 
respeto a la autonomía de las personas en el ámbito de 
la atención médica. 

D. Identificación y Cuestionario
La ficha de identificación del paciente es un docu-

mento anexo que consiste en un cuestionario que se 
hace al paciente. En él, se piden los datos de identifi-
cación de la persona, preguntas dirigidas de los anteced-
entes personales patológicos y heredofamiliares, así 
como estilo de vida, de acuerdo a los protocolos estable-
cidos en The PTB Diagnostic ECG Database, una de las 
bases de datos de electrocardiografía estándar validada 
por Physionet® [1]. Como complemento de dicho docu-
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mento, se midieron los signos vitales como son: la fre-
cuencia cardiaca (FC), frecuencia respiratoria (FR), sat-
uración de oxígeno en la sangre y presión o tensión 
arterial (TA). Las medidas antropométricas que se con-
sideraron fueron el peso en kg, la estatura en cm, 
diámetro de cintura y cadera en cm, así como el cálculo 
del índice de masa corporal (IMC) [11]. El procedimiento 
a seguir para la toma de los signos vitales consistió en 
varias etapas, siendo la primera la toma de la FC y la FR 
de manera conjunta, especificándole al paciente que 
solo se le mediría la FC por 2 minutos, ya que la FR 
puede alterarse a voluntad, generando una medición 
errónea [11]. La FC se midió utilizando el pulso radial del 
paciente, en cualquiera de los dos brazos, y una vez 
detectado, se procedió a tomar el tiempo de las pulsa-
ciones durante 1 minuto, se anotó el valor y se continuó 
con la FR, en la que se contaron los movimientos toráci-
cos durante 1 minuto. Para la TA, utilizamos un bau-
manómetro digital Microlife® modelo BP 3AA1-1. 
Después se le pidió a cada paciente que estuviera rela-
jado, sentado, apoyando el brazo, izquierdo o derecho, 
en una posición cómoda sobre una mesa y se colocó el 
brazalete del baumanómetro, se verificó que el medidor 
se encontrara en cero, y se encendió el dispositivo, el 
cual después de unos segundos proporciona la medición 
de la TA [12]. Con respecto a la medición del peso del 
paciente, utilizamos una báscula digital, marca Health o 
Meter® modelo HDL 155DQ-01, aquí se le indicó al paci-
ente que se colocara de pie y relajado, con la vista fija de 
manera horizontal, con las palmas de las manos exten-
didas y laterales al cuerpo, de preferencia sin hacer 
ningún movimiento. La misma posición se utilizó para 
medir la estatura del paciente [13]. Para las mediciones 
del diámetro de la cintura y la cadera utilizamos una 
cinta métrica de la marca Hergom® modelo R18. Para 
obtener la medición del diámetro de la cintura se 
necesita tener al paciente de pie, de perfil con los brazos 
descansando a ambos lados, de preferencia con el abdo-
men descubierto, para poder palpar el borde costal infe-
rior y el borde superior de la cresta iliaca, colocándose 
entre estos dos puntos la cinta métrica. Por último, se 

midió el diámetro de la cadera, para el cual se palpan los 
trocantes mayores de la cabeza del fémur, donde se 
colocó la cinta métrica y se toma la lectura [13].

E. Fuentes de registros
Para la construcción de nuestra base de datos en elec-

trocardiografía, se necesitaba de una población het-
erogénea de la ciudad de Mexicali. Consideramos 
entonces establecer un convenio de colaboración con la 
empresa Suntek Manufacturing de Mexico S.A. de C.V, 
considerada una empresa con una diversidad de emplea-
dos grande, entre operadores de producción expuestos 
a equipos de maquinado, así como empleados de oficina 
y de ingeniería. Tomamos una muestra significativa de 
50 empleados, 25 de ellos hombres y 25 mujeres, entre 
la edad de 18 a 60 años a los que consideramos en edad 
productiva. Por otro lado, se convocaron 64 voluntarios 
seleccionados en edades desde 18 a 60 años entre hom-
bres y mujeres en la misma proporción.

F. Tomas Electrocardiográficas Etapa 1
Una vez llenado los formularios y hoja de consen-

timiento informado se indicaron a cada uno de los 
pacientes que debían retirarse cualquier tipo de joy-
ería, dispositivos electrónicos, lentes, accesorios para 
el cabello, llaves y cinturón de vestir, evitando de esta 
manera cualquier ruido provocado por los mismos 
durante el registro. Se les proporcionó una bata de hos-
pital, indicándole sustituir sus prendas con dicha bata, 
y en caso de pacientes de sexo femenino, se les pidió 
retirar el sujetador. Cada paciente tomó asiento en la 
camilla, para posteriormente retirarse el calzado y 
después recostarse en decúbito dorsal en la misma. Ya 
con el paciente en la posición adecuada, se limpiaron 
las zonas donde se colocaron los electrodos con una 
torunda de algodón impregnado con alcohol de grado 
hospitalario. Una vez colocados todos los electrodos, el 
paciente permaneció en silencio y sin moverse, a 
menos que le fuese indicado. Todo esto con la finali-
dad de disminuir lo mayormente posible, cualquier 
factor que interfiere con obtener una señal de calidad.
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F1. ECG convencional
El registro de electrocardiografía convencional, se 

basa en la toma de las tres derivaciones bipolares de 
Einthoven, las tres aumentadas de Goldberger y las 
seis precordiales o del plano horizontal, lo cual hace 
un total de 12 derivaciones, distribuidos en la colo-
cación de 10 electrodos. Para ello, utilizamos un 
sistema de electrocardiografía Mortara® de 16 bits, 
con una frecuencia de muestreo de 1000 muestras/
segundo por canal y que nos permitió realizar un diag-
nóstico validado por un cardiólogo de nuestra locali-
dad. Nos entrega la información de los trazos y de las 
fichas clínicas en formatos .pdf y .uni. Éste último 
formato se convirtieron en archivos .xml, .txt y .mat, a 
fin de que puedan descargarse libremente del sitio 
PhysioBC®  y puedan ejecutarse en una plataforma 
computacional para su posterior análisis en la ruta  
http://www.physiobc.org/Conventional_ECG.html [14].

F2. ECG de alta resolución
La electrocardiografía de alta resolución representa 

uno de los registros por excelencia en la detección tem-
prana de MCS, debida a su capacidad de detección de 
potenciales tardíos ventriculares [16]. Para lograr tener 
este tipo de registros, después de someter al paciente 
al estudio convencional de 12 derivaciones, fue nece-
sario conectarle los electrodos tal y como se muestra 
en la Tabla 2, a fin de obtener tres registros denomina-
dos VX, VY y VZ durante un intervalo de 5 minutos. 

TABLA 2. Colocación de electrodos en un estudio de HRECG. TABLA 2 
COLOCACIÓN DE ELECTRODOS EN UN ESTUDIO DE HRECG 

 

Código de colores en relación con la posición de los electrodos 

Color Nombre Sitio Anatómico 

Rojo I Línea axilar derecha 
Amarillo E Centro del esternón 

Verde C Línea media clavicular izquierda 

Café A Línea media axilar izquierda 

Negro M Centro de la columna 

Morado H Región posterior del cuello 

Rojo RA Muñeca derecha 

Amarillo 2 LA Muñeca izquierda 

Verde 2 FL Tobillo izquierdo 

Negro 2 N Tobillo derecho 

El equipo utilizado fue sistema Cardiax PC® de alta 
resolución (12 bits) y una frecuencia de muestreo de 
500 muestras/segundo y seleccionable también a 1000 
muestras/segundo. Gracias a que cuenta con una inter-
faz gráfica que nos permite adquirir en formato .xml, 
solo fue necesario transferirlas a .txt y. mat para que 
estén disponibles para su descarga y posterior análisis. 

Dichos archivos pueden emplearse en estudios de 
electrocardiografía de alta resolución debido a que 
puede importarse y leerse en distintas plataformas 
como hojas de cálculo o software de análisis de datos 
como MatLab® y para su descarga tanto de los trazos 
como de las fichas técnicas puede recurrirse a la ruta 
http://www.physiobc.org/HRE.html.

Así nuestra base de datos estaría completa en nuestra 
etapa de registro 1, donde se considera un muestreo 
representativo de la población de Mexicali, con 114 
registros electrocardiográficos.

RESULTADOS
A través del sitio de Physiobc.org, en la sección señales 

biomédicas es posible acceder a las señales de electro-
cardiografía tanto convencional como de alta resolu-
ción, tal y como se muestra en la Figura. 1.

Como podemos observar en la Figura 1, todos los 
archivos de los registros electrocardiográficos son 
accesibles en formato .xml, .txt y .mat. Pero además es 
posible descargar el archivo .pdf que contiene impreso 
el diagnóstico validado, así como la información de la 
ficha del paciente, a fin de conocer más información 
del paciente como por ejemplo los datos antropométri-
cos y signos vitales. Los registros obtenidos en el 
equipo Mortara ® constaron de las 12 derivaciones (DI, 
DII, DIII, AVR, AVF, AVL, V1-V6), las cuales variaron en 
forma, tamaño e intensidad, pero se mantuvieron den-
tro de los estándares de calidad. 
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FIGURA 1. Sección de descarga del sitio PhysioBC para señales electrocardiográficas.

Un ejemplo de archivo .pdf de diagnóstico del paciente 
se muestra en la Figura 2, donde se marca en la parte 
superior la validación del trazo de ECG. Hasta el 
momento se cuenta con un registro de 114 pacientes, 57 

de sexo femenino y 57 de sexo masculino, todos ellos 
para completar la región Mexicali. Además, se encuen-
tran distribuidos en 5 rangos de edad: 18 a 25 años 26 a 
35 años 36 a 45, 46 a 55 años y de 56 a 62 años.



Avitia et al. Datos Fisiológicos de Baja California: PhysioBC, Resultados en Electrocardiografía 1 379

Para el caso de los registros de alta resolución la dis-
tribución la cantidad de registros es la misma, también 
para intervalos de 5 minutos, pero en estos registros no 
tenemos un algoritmo de diagnóstico aún desarrol-

lado, por tanto, solo se encuentran los archivos organi-
zados en formato .xls y. mat, separados por sus vecto-
res VX, VY y VZ y de libre descarga para su posterior 
análisis, tal y como se indica en la Figura 3.

FIGURA 3. Registro de alta resolución de un paciente adulto.

FIGURA 2. Extracto de archivo .pdf con diagnóstico probable
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DISCUSIÓN
La toma de registros electrocardiográficos en la indu-

stria y con los voluntarios se realizó durante el año 2015 
y parte del 2016, y algunas de las problemáticas que 
representaron un gran reto fue la diferencia de fision-
omía entre hombres y mujeres. En el caso de pacientes 
femeninos, se requirieron medidas especiales, como el 
uso de la bata hospitalaria con la abertura hacia el frente, 
o en su defecto, un sujetador deportivo sin varillas para 
evitar cualquier incomodidad con la colocación de los 
electrodos, así como el hecho de que una mujer enfer-
mera fuera quien le tomara el registro a todas ellas. Al 
realizar los registros para ECG, la toma de los mismos se 
lleva a cabo capturando 20 registros con duración de 10 
segundos cada uno, los cuales se dan en intervalos, para 
permitir al equipo obtener una lectura adecuada y dar 
facilidad si se llega a presentar alguna eventualidad, 
como el que se desconecte alguno de los electrodos, o 
algún movimiento brusco que ocasione ruido a la señal. 
Para la toma de registros en HRECG, el paciente debe de 
mantenerse sentado, debido a la colocación de los elec-
trodos, la ventaja en esta toma, es que ocurre de manera 
ininterrumpida, con una duración de 5 minutos.

CONCLUSIONES
En este trabajo introducimos el concepto PhysioBC®, 

como una herramienta necesaria para el desarrollo de 
investigación en datos fisiológicos que describan de 

forma más precisa a la comunidad Baja Californiana. 
Como primer tipo de datos establecimos los registros 
electrocardiográficos debido a la importancia de las 
enfermedades cardiovasculares como primera causa 
de muerte en nuestra región. Aunque aún falta por 
completar las muestras de las comunidades de Tijuana, 
Ensenada, Rosarito y Tecate, estas deben ser de tipo 
heterogénea y que incluyan un tipo de población 
económicamente activa. Se espera que en un futuro 
próximo estas bases de datos puedan ser utilizadas 
para análisis, implementación de algoritmos o soft-
ware de detección para esta patología relacionadas con 
MCS en una población representativa mexicana. El 
trabajo ya realizado permitirá orientar más el camino 
de la investigación, así como sentar las bases para la 
siguiente etapa 2, que consiste en terminar las 5 etapas 
de electrocardiografía.
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RESUMEN
El Análisis por Componentes Independientes (ICA, Independent Component Analysis) es una herramienta muy 
utilizada para eliminar los artefactos comunes del EEG, sin embargo existe poca bibliografía sobre el impacto que 
tienen etapas de pre-procesamiento de esta señal sobre el desempeño del ICA. En este trabajo se comparó el efecto 
de aplicar dos filtros digitales diferentes, pasabajas y pasabanda, en una etapa de procesamiento previa a ICA, para 
remover específicamente el artefacto de un implante coclear en registros de Potenciales Evocados Auditivos. Se 
analizaron señales de 10 sujetos usuarios de implante coclear y en 5 de estos registros con el pre-filtrado pasabajas 
se obtuvieron los mayores valores del índice de la Relación Señal Interferencia, utilizado para evaluar la calidad de 
la separación. El mayor efecto al remover el artefacto del implante coclear se nota en los electrodos T4 y T6, que 
corresponde a la zona donde los sujetos tienen colocado su implante (área temporal derecha).

PALABRAS CLAVE: Análisis por componentes Independientes, Filtrado digital, Implante Coclear, Potenciales Evocados Auditivos.
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ABSTRACT
Independent Component Analysis (ICA) is an algorithm used to remove artifacts from the EEG. However, there is 
little current literature about the impact of preprocessing stages of this signal on the performance of ICA. In this 
paper the effect of applying two different digital filters - lowpass and bandpass -, in a pre-processing step to ICA, 
was compared. This to remove the cochlear implant artifact from the Auditory Evoked Potentials. Recordings from 
10 cochlear implant users were analyzed. In 5 of these records using the pre-lowpass filtering, the highest Signal 
Interference Ratio (SIR) was obtained; this index was used to assess the quality of ICA separation. The greatest effect 
of removing the cochlear implant artifact is noted in both T4 and T6 electrodes, which correspond to the area where 
the subjects have placed their implants (right temporal area).

KEYWORDS: Independent Component Analysis, Digital filter, Cochlear Implant, Auditory Evoked Potentials.
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INTRODUCCIÓN
Se sabe que el pre-procesamiento de los registros de 

EEG, ayuda a incrementar la relación señal ruido de los 
Potenciales Evocados Auditivos (PEAs), eliminando 
frecuencias que son irrelevantes en el análisis de estas 
señales [1]. Más aún algunos autores han sugerido que 
esto contribuye a la calidad de la separación cuando se 
aplica el Análisis por Componentes Independientes 
(ICA), para eliminar los artefactos inherentes a la 
adquisición de dichas señales. Estos autores mencio-
nan que el éxito de ICA para un cierto tipo de datos 
dependerá de la correcta aplicación de algunos pasos 
de pre-procesamiento, sugieren por ejemplo que un 
filtro pasa-banda podría ser de utilidad [2].

El efecto de la etapa de pre-procesamiento en la cali-
dad de la separación del ICA se ha estudiado utilizando 
filtros pasa-altas con diferentes frecuencias de corte; 
sin embargo, los autores se centran en evaluar el efecto 
de estos filtros en la clasificación de señales de EEG 
para utilizarse en una interfaz cerebro-computadora 
[3]. También se han hecho estudios de la calidad de la 
descomposición de imágenes de Resonancia Magnética 
funcional incluyendo una etapa de pre-filtrado, en este 
caso los autores concluyen que fue necesaria una 
reducción del ruido de la imagen utilizando un filtro 
pasa bajas, para mejorar el desempeño de ICA [4].

Sin embargo, en el caso de PEAs en usuarios de un 
implante coclear no se ha estudiado el efecto de la etapa de 
pre-procesamiento de esta señal, al aplicar ICA para la 
reducción del artefacto generado por el funcionamiento 
normal de este dispositivo electrónico. Considerando lo 
anterior, el objetivo de este trabajo fue comparar el efecto 
de aplicar dos tipos de filtros digitales: 1) filtro pasabajas 
con frecuencia de corte a 30 Hz y 2) filtro pasabanda entre 
1 y 30 Hz, en la calidad de la separación de los Componentes 
Independientes de PEAs contaminados con el artefacto de 
un implante coclear. Se utilizó la Relación señal interferen-
cia (SIR, Signal Interference Ratio) para determinar la cali-
dad de la separación de ICA posterior a la etapa de filtrado.

METODOLOGÍA
La Figura 1 muestra un diagrama del proceso uti-

lizado para analizar el efecto que tiene la etapa de 
pre-procesamiento en registros de EEG en la reducción 
del artefacto relacionado al implante coclear. Constó 
de 4 etapas en donde se incluye la medida de la calidad 
de la separación con el índice SIR.

FIGURA 1: Diagrama de la metodología.

Registros de EEG
Se contó con 10 registros de EEG que fueron obtenidos de 

niños con implante coclear. El estudio consistió en una 
estimulación auditiva mediante tonos ráfagas con una 
duración de 50 ms (10-30-10) a una intensidad de 70 dB 
spl. Se registraron 150 épocas con 900 puntos cada una a 
una frecuencia de muestreo de 2 kHz utilizando 19 elec-
trodos colocados en el cuero cabelludo según el sistema 
10-20; para detalles de la adquisición de la señal revisar [10].

Pre-procesamiento:
Filtrado digital del EEG

Se ha demostrado que si se filtra linealmente una señal 
X para obtener una nueva señal X∗, el modelo de ICA se 
puede seguir aplicando asumiendo que se tiene la misma 
matriz de separación W . Esto se puede demostrar de la 
siguiente manera: como se mencionó antes X es la matriz 
que contiene las señales medidas y S es la matriz con las 
fuentes, entonces ICA se puede expresar de manera 
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matricial como: X = As. El filtrado de X correspondería a 
multiplicar por la derecha esta matriz por otra por ejem-
plo M, de manera que X∗ = XM = AsM = As∗, lo cual dem-
uestra que el modelo ICA sigue siendo válido [2].

Para el pre-procesamiento de los EEGs se propusieron 
dos tipos de filtros digitales FIR de fase cero, un pasa-
bajas de 0 a 30 Hz. y un pasabanda de 1 a 30 Hz. El 
diseño partió de una respuesta al impulso infinita la 
cual es acotada por una ventana Hamming [8] de orden 
1001 para el caso del pasabajas y de orden 2501 para el 
pasabanda. Los filtros se implementaron con la herra-
mienta informática Matlab, donde se usaron las fun-
ciones filter y filtfilt para el filtrado de los EEGs.

FIGURA 2: Respuesta en frecuencia en magnitud de los filtros 
digitales diseñados: pasabajas (arriba) y pasabanda (abajo).

La Figura 2 muestra la respuesta en frecuencia de los 
filtros pasabajas y pasabanda propuestos para este tra-
bajo. En ambos filtros se observa que la banda de tran-
sición es prácticamente nula debido al orden de cada uno. 
El efecto de la ventana Hamming son el rizado en la 
banda de paso, qué en ambos filtros fue prácticamente 
lineal, y los lóbulos que se tienen en la banda de rechazo. 
El filtro pasabajas muestra un lóbulo principal con atenu-
ación de -73 dB y lóbulos secundarios por debajo de -100 
dB. En el filtro pasabanda la principal atenuación es de 
-63 dB y va disminuyendo hasta los -100 dB.

Cada registro fue filtrado con los dos filtros descritos 
teniendo, finalmente, tres registros por cada sujeto: 
uno sin filtrar, uno filtrado con el filtro pasabajas y uno 
con el pasabanda. A todos se les aplicó un análisis por 
componentes independientes.

Análisis por componentes independientes
ICA es un algoritmo cuyo objetivo es representar una 

mezcla de mediciones como una combinación lineal de 
componentes estadísticamente independientes [5]. La 
formulación más simple de este algoritmo modela la 
señal medida matricialmente como X = AS. Donde X es 
la mezcla lineal de las fuentes s, las cuales no se cono-
cen, pero se asume que son estadísticamente independ-
ientes entre sí. La matriz cuadrada A (matriz de mezcla) 
tampoco se conoce, pero es invertible. ICA calcula lo que 
se conoce como matriz de separación W = A−1 a partir de 
X y estima las fuentes originales como ŝ = W X; lo que se 
conoce como los Componentes Independientes (CIs). 
Aunque existen diversos algoritmos del ICA que consid-
eran diferentes criterios de independencia para las fuen-
tes, comparten algunas consideraciones sobre las mis-
mas, por ejemplo: a) X es el resultado de una mezcla 
lineal de diferentes fuentes, b) el número de fuentes que 
estimará el algoritmo es igual o menor a el número de 
mediciones con las que se cuente y c) la distribución de 
probabilidad de las fuentes es no-Gaussiana. En una 
publicación previa, se demostró que el algoritmo TDSEP-
ICA [6] estimaba de una manera más robusta y eficiente 
el artefacto del implante coclear en los PEAs, esto se 
explica por el hecho de que el algoritmo utiliza la infor-
mación en tiempo inherente en la señal [7]; este fue el 
algoritmo ICA utilizado en este trabajo.

Medida de la calidad de la separación
Para evaluar la calidad de la separación de ICA se uti-

lizó el índice SIR [9], este es un índice muy utilizado 
para esto y se define como:Trejo et al. Efecto del pre-procesamiento del EEG en el Análisis por Componentes Independientes: reducción del artefacto del

implante coclear en los Potenciales Evocados Auditivos 5

SIR = |⟨ŝi,si⟩|2
||ŝi||2||si||2−|⟨ŝi,si⟩|2

Donde ŝi son las señales estimadas y si es una señal de referencia que representa a la señal
real. El producto interno ⟨.⟩ es una medida de la distancia entre las dos señales; cuando la señal
estimada es ortogonal a la señal de referencia SIR es cero, mientras que, si la señal estimada
es igual a la señal real escalada en un factor g, es decir ŝi = gsi , SIR será grande; valores
mayores de SIR indican mejor calidad de la separación. La señal de referencia del CI relacionado
al artefacto del implante se generó promediando la señal de EEG de los electrodos alrededor de
los cuales se localiza el implante (zona temporal) de cinco niños con implante.

Finalmente se eliminó el CI con mayor valor de índice SIR obtenido en cada uno de los
registros al ser, teoricamente, el que corresponde al artefacto relacionado al implante coclear.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

El resultado del filtrado con la función filter de Matlab se muestra en la Figura 3 (verde) donde
se observa un desfasamiento, el cual no es deseable ya que para el análisis de los potenciales
evocados es necesario mantener la señal en fase para determinar la latencia de sus picos. Para
contrarrestarlo se usó la función filtfilt que ofrece un filtrado con fase cero como se muestra en
la Figura 3 (morado).

Figura 3: PEA en el electrodo T6 del sujeto 1 con filtro pasabajas donde se observa una señal desfasada
utilizando la función filter (verde) y una señal en fase al aplicar un filtrado con fase cero (morado).

Ya filtrada la señal y después de aplicar el ICA para separar los CIs del EEG, se calculó el
índice SIR entre todos los componentes y la señal de referencia. La Tabla 1 muestra los valores
máximos de SIR en cada registro de EEG. Se comparan los índices obtenidos en las señales sin
procesar y las señales pre-procesadas con los dos tipos de filtros propuestos en el trabajo.

En la misma Tabla 1 se observa que se tiene una mejor separación del artefacto al ser filtrados
antes de aplicar el ICA en nueve de los sujetos. La Figura 4 muestra un gráfico donde se puede
observar la ventaja del pre-procesamiento del EEG; con valores del índice SIR mayores al utilizar
la etapa de filtrado previo a aplicar ICA. El sujeto 10 fue excluido de esta figura (para fines de
visualización) ya que su máximo valor SIR fue de 43.02; muy superior a los valores obtenidos en
el resto de los sujetos.

Ya identificado el CI asociado al artefacto del implante, se procedió a removerlo, y
posteriormente se observó el efecto de la eliminación de este en el PEA en los diferentes electrodos.
En cinco de los registros dicho electrodo fue el T6, en dos fue T4 y en los tres restantes fueron
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Donde  son las señales estimadas y es una señal de 
referencia que representa a la señal real. El producto 
interno  es una medida de la distancia entre las dos 
señales; cuando la señal estimada es ortogonal a la 
señal de referencia SIR es cero, mientras que, si la señal 
estimada es igual a la señal real escalada en un factor g, 
es decir  = g, SIR será grande; valores mayores de SIR 
indican mejor calidad de la separación. La señal de ref-
erencia del CI relacionado al artefacto del implante se 
generó promediando la señal de EEG de los electrodos 
alrededor de los cuales se localiza el implante (zona 
temporal) de cinco niños con implante. Finalmente se 
eliminó el CI con mayor valor de índice SIR obtenido en 
cada uno de los registros al ser, teóricamente, el que 
corresponde al artefacto relacionado al implante coclear.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN
El resultado del filtrado con la función filter de Matlab se 

muestra en la Figura 3 (verde) donde se observa un des-
fasamiento, el cual no es deseable ya que para el análisis de 
los potenciales evocados es necesario mantener la señal en 
fase para determinar la latencia de sus picos. Para contrar-
restarlo se usó la función filtfilt que ofrece un filtrado con 
fase cero como se muestra en la Figura 3 (morado).

FIGURA 3: PEA en el electrodo T6 del sujeto 1 con filtro pasa-
bajas donde se observa una señal desfasada utilizando la 
función filter (verde) y una señal en fase al aplicar un fil-

trado con fase cero (morado).

Ya filtrada la señal y después de aplicar el ICA para 
separar los CIs del EEG, se calculó el índice SIR entre 
todos los componentes y la señal de referencia. La 
Tabla 1 muestra los valores máximos de SIR en cada 
registro de EEG. Se comparan los índices obtenidos en 
las señales sin procesar y las señales pre-procesadas 
con los dos tipos de filtros propuestos en el trabajo.

En la misma Tabla 1 se observa que se tiene una mejor 
separación del artefacto al ser filtrados antes de aplicar 
el ICA en nueve de los sujetos. La Figura 4 muestra un 
gráfico donde se puede observar la ventaja del pre-proc-
esamiento del EEG; con valores del índice SIR mayores al 
utilizar la etapa de filtrado previo a aplicar ICA. El sujeto 
10 fue excluido de esta figura (para fines de visual-
ización) ya que su máximo valor SIR fue de 43.02; muy 
superior a los valores obtenidos en el resto de los sujetos.

Ya identificado el CI asociado al artefacto del implante, 
se procedió a removerlo, y posteriormente se observó el 
efecto de la eliminación de este en el PEA en los difer-
entes electrodos. En cinco de los registros dicho electrodo 
fue el T6, en dos fue T4 y en los tres restantes fueron los 
electrodos P4, C3 y T3. Para esta etapa se utilizó el soft-
ware libre EEGLAB, el cual incluye función especial para 
procesar señales de EEG y potenciales evocados [11].

TABLA 1: Valores máximos del índice SIR (ICs relacionado 
con el artefacto al implante coclear) obtenidas en cada uno 

de los sujetos del componente con mayor contenido del 
artefacto relacionado al implante coclear.

 

 

Sujeto 

Valor del índice SIR 

Sin filtrar Filtrado 
pasabajas 

Filtrado 
pasabanda 

1 6.57 6.93 10.34 

2 7.49 11.95 9.21 

3 1.65 1.85 2.41 

4 3.05 2.22 3.63 

5 4.11 4.13 2.92 

6 2.75 5.06 6.99 

7 0.49 1.08 0.88 

8 1.59 2.16 1.73 

9 2.61 6.69 4.88 

10 43.02 18.20 8.61 
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FIGURA 4: Valores máximos del índice SIR (ICs relacionados 
con el artefacto del implante coclear) obtenidas en cada 

uno de los sujetos aplicando un filtro pasabajas (rojo), uno 
pasabanda (amarillo) y sin filtrar (azul).

La Figura 5 muestra los PEAs resultantes al eliminar 
el componente con mayor valor SIR. El electrodo grafi-
cado en los sujeto 3, 5 y 10 fue T6 mientras que en el 
sujeto 8 se graficó el electrodo T4. En la primera (sujeto 
3) y tercera gráfica (sujeto 8) se observa que al remover 
un solo componente, se elimina gran parte del arte-
facto cuando se realiza el pre-procesamiento del EEG, 
a diferencia del PEA sin pre-procesar.

En la gráfica del sujeto 5, se observa que la señal 
pre-procesada con el filtro pasabanda no se logra dis-
minuir el artefacto en el potencial. Por último, en la 
gráfica del sujeto 10, en el cual se obtuvieron los máx-
imos valores SIR, tanto en los PEAs sin pre-procesar 
como en el registro pre-procesado con el filtro pasaba-
jas y pasabanda el efecto al eliminar el CI con el máx-
imo SIR es nulo. Solo se muestran los potenciales de 
cuatro de los sujetos ya que los demás tienen carac-
terísticas muy similares a alguno de los mostrados en 
la Figura 5.

Para cuantificar lo anterior se midió la amplitud del 
artefacto en la latencia donde tenia el mayor valor 
antes de eliminar el CI con mayor contenido del arte-
facto, se volvió a medir la amplitud en la misma laten-
cia al eliminar el CI correspondiente en cada uno de 
los registros (sin filtrar, filtrado pasabajas y pasa-
banda) y así calcular el porcentaje en que fue reducido 
el artefacto.

FIGURA 5: Potencial final al eliminar el componente que pre-
sentó mayor contenido del artefacto relacionado al 

implante coclear; (sujeto tres, cinco y diez en electrodo T6, 
sujeto ocho en electrodo T4).

En la Tabla 2 se muestra el porcentaje de reducción 
del artefacto en todos los registros de EEG donde se 
observa que en 8 de los 10 registros, el pre-procesa-
miento tuvo una mayor reducción. Al comparar única-
mente los valores de los registros pre-procesados se 
encuentra que en 6 de ellos, el filtrado pasabajas tuvo 
una mayor reducción del artefacto al contrario de los 
filtrados con pasabanda.
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TABLA 2: Amplitud y porcentaje de reducción del artefacto relacionado
al implante coclear en el canal con mayor presencia de este en cada registro.

 

 

Sujeto 
Amplitud del 
artefacto (µV) 

Sin filtrar Filtrado pasabajas Filtrado pasabanda 

Amplitud 
(µV) 

Reducción 
del artefacto 

(%) 

Amplitud 
(µV) 

Reducción 
del artefacto 

(%) 

Amplitud 
(µV) 

Reducción 
del artefacto 

(%) 

1 118.59 37.11 68.71 51.89 56.24 59.99 49.41 

2 109.98 105.43 4.14 40.14 63.50 40.84 62.87 

3 64.10 39.59 38.23 24.38 61.96 45.17 29.53 

4 117.61 112.98 3.94 56.23 52.19 53.54 54.48 

5 209.55 8.66 95.87 28.48 86.41 182.84 12.75 

6 234.22 30.12 87.14 9.13 96.10 157.84 32.61 

7 41.73 40.32 3.38 26.33 36.90 26.10 37.46 

8 71.76 70.10 2.31 39.50 44.96 37.95 47.12 

9 86.93 72.47 16.63 38.39 55.84 36.12 58.45 

10 126.04 40.68 67.72 26.27 79.16 47.49 62.32 

Usando dos tipos de filtros para un pre-procesado de los 
registros de EEG previo a aplicar el ICA se obtuvo una 
mejor separación del componente relacionado al implante 
coclear. A pesar de que el filtro pasabajas y pasabanda 
eliminaron correctamente las altas frecuencias, el pasa-
bajas mostró una pequeña ventaja en todos los EEGs 
analizados. En la Figura 5 se observa que, al eliminar el 
CI con el máximo valor SIR, el artefacto se logra atenuar 
correctamente y que, al contrario, con el filtrado pasa-
banda existen casos donde el artefacto sigue muy pre-
sente en el PEA. Esto podría deberse a que el artefacto se 
distribuyó en varios CIs al ejecutar el ICA y no solo en 
uno como según el criterio utilizado en este trabajo.

Cuando se utiliza el índice SIR es necesario realizar 
además una inspección visual del componente con 
mayor valor, ya que este podría no corresponder al 

artefacto de interés, como se observó con el sujeto 10, 
a pesar de tener un valor grande no correspondía al 
artefacto del implante, de ahí su efecto casi nulo en el 
PEA al removerlo.

CONCLUSIONES
En este trabajo se confirmó que una etapa de pre-pro-

cesamiento (filtrado digital) es necesaria para aumen-
tar la calidad de la separación al utilizar el ICA; ase-
gurándonos que esta etapa de pre-filtrado no introdu-
jera un desfasamiento de la señal. Al comparar dos 
filtros digitales, etapas de pre-filtrado pasabajas y 
pasabanda, en la mayoría de los registros analizados la 
calidad de la separación es superior utilizando la prim-
era etapa. Al remover el artefacto del implante el 
mayor efecto se nota en el área temporal derecha, zona 
donde se encuentra el implante.
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Sistema electrónico para reeducación postural estática en tiempo real

Electronic system for Static Postural Re-education in Real Time

A.G. Estévez-Pedraza, R. Martínez-Méndez, J. Rodríguez-Arce, O. Portillo-Rodríguez
Facultad de Ingeniería de la Universidad Autónoma del Estado de México

RESUMEN
En este trabajo se presenta un sistema electrónico, basado en la medición de la distribución del peso en los pies, 
cuyo objetivo es coadyuvar en la evaluación postural. La evaluación postural utilizada por los fisioterapeutas para 
corregir problemas musculo-esqueléticos derivados por la edad, accidentes, enfermedades, etc. El sistema electró-
nico construido se validó preliminarmente utilizando videocámaras para corroborar la postura en un sujeto. Con 
los datos obtenidos se pudo confirmar que el sistema propuesto es capaz de ayudar en la corrección de la postura en 
tiempo real. La limitación principal de este trabajo es el reducido número de pruebas, por lo que sólo se presentan 
resultados preliminares. La originalidad de este trabajo reside principalmente en la solución propuesta para evaluar 
y corregir la postura por medio de un sistema electrónico, novedoso por el método empleado y su portabilidad. 
Derivado de los resultados presentados se puede concluir que sistema propuesto es capaz de ayudar a corregir la 
postura en tiempo real.

PALABRAS CLAVE: Reeducación postural, evaluación en tiempo real, sistema electrónico.
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ABSTRACT
This paper presents an electronic system aimed to assist on the postural evaluation by measuring the weight dis-
tribution on the feet. Postural evaluation is commonly used by physiotherapists in order to correct muscle-skeletal 
problems such as those derived from ageing, accidents, diseases, etc. The developed electronic system was validat-
ed preliminary using video cameras to confirm the correct postures of the subject under test. With the obtained data 
it is possible to corroborate that the proposed system is capable to assist on the correction of the postural position 
in real time. The main limitation of this work is the reduced number of tests, due to this only preliminary results 
are presented. The main novelty of this work is the proposed solution to evaluate and help to correct the posture by 
using a portable electronic device based on force sensors. Derived from the presented results it can be concluded 
that the proposed system is capable to assist on the evaluation and correction of postural position in real time.

KEYWORDS: Postural reeducation, real-time evaluation, electronic device.
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INTRODUCCIÓN
Es común que con el paso de los años y dependiendo 

del estilo de vida, los músculos pierdan elasticidad, 
sufran deformidades o se atrofien, Causando con esto 
desórdenes posturales que derivan en problemas de 
dolor o malformaciones a corto, mediano y largo 
plazo. Por otro lado, también existen patologías como 
la escoliosis, hipercifosis, hiperlordosis, genu varum, 
genu valgo, genu recurvatum, hallux valgus, acorta-
miento de extremidades, pie plano, pie varo, fascitis 
plantar, problemas en la zona lumbar, etc., que tam-
bién afectan la postura y con ello la calidad de vida de 
las personas [1] [2] [3].

Una de las terapias que más se utiliza, por su éxito en 
el tratamiento de una mala postura, es la reeducación 
postural global (RPG). Se trata de una metodología 
fisioterapéutica basada en la propuesta de Mézières en 
1947 y de Philippe Souchard en la década de los 80 ś y 
que busca corregir desórdenes musculo-esqueléticos 
por medio de ejercicios suaves y evaluaciones postur-
ales constantes. La RPG se fundamenta en un análisis 
minucioso de la anatomía del cuerpo humano [4] obser-
vando inclinaciones corporales hacia algún lado, nivel 
de hombros, escápulas, espinas iliacas, glúteos, rodil-
las, así como la simetría de la masa muscular y alin-
eación de la columna vertebral y tobillos.

La técnica se basa en los siguientes pasos: impresión 
general, interrogatorio del paciente, examen local de 
restricciones y re-equilibrio [5] [6]. El tratamiento con-
siste en posturas de estiramiento activo y global de las 
cadenas musculares por medio de masajes, movimien-
tos rítmicos activos y ejercicios respiratorios con el fin 
de recuperar la flexibilidad muscular y la movilidad 
articular, los cuales favorecen al re-equilibrio de la 
postura y la desaparición de las tensiones y el dolor [7]. 
El primer paso para definir los ejercicios para la terapia 
consiste en una evaluación de las alteraciones postur-
ales a nivel musculo-esquelético. Para ello la técnica 
más precisa es la radiología ya que es capaz de revelar 

la localización de la zona afectada con exactitud [8]. Sin 
embargo, este método es costoso, además de que 
expone al paciente y médico a dosis de radiación. Por 
otro lado, el equipo de radiología no está disponible en 
cualquier consultorio o clínica debido a su costo.

Para evitar los inconvenientes de ésta técnica (radia-
ción y disponibilidad del equipo) se han desarrollado 
otros métodos de evaluación que van, desde el simple 
análisis subjetivo, el cual se basa simplemente en la 
observación del paciente; el uso de espejos para que el 
paciente se observe a sí mismo y trate de corregir su 
postura; básculas en cada pie para medir la distribu-
ción de peso (ver la Figura 1); sistemas de video que 
sustituyen al espejo y que permiten observar los planos 
sagital y frontal simultáneamente, goniómetros y hasta 
sofisticados sistemas integrales que incluyen software 
de análisis postural. Un ejemplo es la spinal analysis 
machine, la cual consta de una estructura metálica con 
dos balanzas para los pies, cintas métricas, hilos hori-
zontales y verticales [9], y es usada para detectar dese-
quilibrios posturales por medio de un software. Otro 
ejemplo es el sistema llamado ADiBAS Posture, el cual 
utiliza cámaras tipo kinect® con las cuales determina 
distancias y ángulos corporales, ángulo de Cobb, y al 
igual que la spinal analysis machine, genera reportes 
médicos. El costo aproximado de este tipo de sistemas 
es de 3,000 euros (sin cámaras).

Las desventajas de los sistemas simples, como la 
observación, los espejos y el video, es que son subjeti-
vos y se requiere de la experiencia y conocimientos del 
evaluador para hacer un buen análisis. Las básculas 
proporcionan información cuantitativa pero su utili-
dad es limitada al evaluar sólo la distribución puntual 
del peso.

Los sistemas integrales son costosos y requieren de 
un espacio importante para su colocación y puesta en 
marcha por lo que suelen usarse sólo en laboratorios o 
clínicas muy especializadas.
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FIGURA 1. Sistema comúnmente usado
para la evaluación de la postura [10].

Con el fin de proporcionar una alternativa a la prob-
lemática de evaluación y reeducación postural; en este 
documento se presenta un sistema electrónico portátil 
para realizar valoraciones posturales basándose en la 
distribución del peso del cuerpo humano, empleando 
sensores de fuerza distribuidos en la planta de los pies. El 

sistema propuesto es capaz de evaluar la postura de pie 
de un sujeto y proporcionar retroalimentación en tiempo 
real. Con este sistema se busca ofrecer una alternativa de 
bajo costo, fácil de usar y que ocupe un espacio mínimo, 
para que se pueda usar en cualquier consultorio médico 
o de terapias. Este trabajo se basa en el principio de 
medición de distribución de peso comúnmente usado en 
el sistema de básculas, pero con la diferencia de que 
ahora se mide la distribución de fuerza en cada pie, a 
diferencia de una báscula común que mide el peso pun-
tual de todo el pie. Se propone y prueba, preliminar-
mente, la hipótesis de que el análisis de la distribución de 
peso puede proporcionar información de la postura en 
posición de pie y estático en tiempo real.

METODOLOGÍA

A. Construcción del Sistema
Cuando los fisioterapeutas utilizan básculas como 

ayuda en la medición de la postura, se basan en la 
suposición de que un cuerpo bien balanceado o con 
una postura correcta, debería distribuir el peso de 
forma simétrica en cada pie. Por lo tanto, una diferen-
cia en el peso medido en cada báscula indica una pos-
tura incorrecta y consecuentemente, el paciente debe 
modificar su postura hasta lograr un peso igual en 
cada báscula. En este trabajo, a diferencia del sistema 
de básculas en cada pie, se propone medir la presión 
plantar en áreas de los pies donde se sabe que se con-
centra la mayor presión. Esto proporciona información 
de la distribución no sólo lateral sino también antero-
posterior del cuerpo. De acuerdo a Cavanagh [11], el 
60% del peso corporal se concentra en los talones, con 
presiones no mayores a 140 kPa, el 28% en el antepie y 
el 8% en la parte media del pie con presiones no may-
ores a 60 kPa.

Considerando lo anterior se utilizaron sensores de 
tipo FSR (Force Sensitive Resistor) de la empresa 
Interlink® los cuales soportan hasta 200 kPa, son lig-
eros, delgados (0.45 mm) y ampliamente disponibles. 
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Se eligieron sensores FSR402 con un diámetro de 
18.28 mm para colocarlos en el área de la primera y 
cuarta cabeza metatarsiana y sensores FSR406, 
cuadrados con un área de 39.6 mm2 para colocarlos en 
el talón (ver la Figura 5). Cabe mencionar que el rango 
de ambos sensores es el mismo (200 kPa).

Dado que son sensores que presentan un cambio de 
resistencia inversamente proporcional a la presión 
aplicada, se conectaron en una configuración de divi-
sor de tensión a las terminales del ADC del Arduino 
Mega 2560TM. Aprovechando la alta impedancia de 
entrada de los canales ADC se pudieron conectar 
directamente las salidas de los divisores de tensión. El 
ADC de la tarjeta Arduino se configuró para funcionar 
en un rango de 0 a 5 V usando 10 bits de resolución. Lo 
anterior proporciona una resolución de 4.8 mV/bit 
aproximadamente. En la Figura 2 se observa el dia-
grama electrónico de conexión de los sensores a la 
tarjeta Arduino.

El voltaje de salida del divisor de tensión está dado 
por la Ecuación (Ecuación 1), donde Rx, en este caso, 
tiene un valor de 820 Ω y Sx es el valor de resistencia 
que tendrá cada sensor dependiendo del peso que 
incida sobre el mismo.

𝑉𝑉𝑜𝑜 =
𝑅𝑅𝑅𝑅(5 𝑉𝑉)

(𝑅𝑅𝑅𝑅 + 𝑆𝑆𝑅𝑅) Ec. 1. 

 

(1)

Con el valor elegido de resistencia y tomando en 
cuenta el rango de valores de resistencia reportados en 
la hoja de datos del sensor (0.2 kΩ a 100 kΩ), se 
obtienen valores de voltaje en el divisor de tensión de 
0.04 V a 4.02 V. Además, aun cuando el fabricante de 
los sensores los recomienda para aplicaciones de 0 a 
200 kPa, se ha comprobado que realmente pueden 
medir más allá, aunque, obviamente esto no está 
garantizado por el fabricante. Sin embargo, con esto en 
consideración se contempla que el rango completo del 
ADC sea de 0 a 5 V.

FIGURA 2. Conexión eléctrica de los
sensores a la tarjeta arduino.

Es importante mencionar que se eligió la plataforma 
Arduino por simplicidad en el desarrollo, gracias a sus 
múltiples librerías para el control de pantallas touch 
LCD, manejo de tarjetas tipo SD. Se utilizó una pantalla 
genérica LCD TFT a color de 320 x 240 pixeles, con con-
trolador SPFD5408A (Orise Tech) la cual incluye una 
membrana táctil de tipo resistivo y un zócalo para 
memoria microSD™. En la Figura 3 se muestra la pan-
talla en funcionamiento del sistema propuesto. Se 
desarrolló un firmware para colocar botones táctiles de 
inicio y final de la medición. En la pantalla se dibujó la 
imagen de unos pies y unos círculos rojos que repre-
sentan la colocación de los sensores y que cambian de 
diámetro de acuerdo a la presión ejercida en ellos de 
manera directamente proporcional. El mismo firm-
ware se encarga de almacenar los datos recolectados de 
los sensores en una memoria microSD™ a una tasa de 
muestreo de 5 Hz. Esta tasa de muestreo fue la máxima 
que se consiguió debido a que la mayoría de los recur-
sos del microcontrolador se ocupan para el manejo de 
la pantalla LCD, incluyendo temporizadores y módulos 
de interrupción. La tasa de muestreo es adecuada para 
la evaluar la postura del pie del sujeto, ya que la tarea 
de mantener una postura es casi estática y su ancho de 
banda está por debajo de 2 Hz [12] [13].
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FIGURA 3. Pantalla touch del sistema donde se muestran los 
botones de inicio y paro de medición, magnitud de la fuerza 

aplicada a cada sensor y el estado de estabilidad o no.

FIGURA 4. Diagrama de flujo simplificado para la determi-
nación de postura correcta.

ura y concluir si es estable o inestable se basó en la 
lectura de cada uno de los sensores y la comparación 
entre ellos. Es decir, el sensor en el talón izquierdo 
debía medir lo mismo que el sensor en el talón derecho 
y la comparación se hace así para cada sensor y su con-
traparte en el otro pie. Heurísticamente se determinó 
una diferencia máxima entre el valor de cada sensor de 
40 unidades del ADC., como la mejor para determinar 
estabilidad de postura o no. El diagrama de flujo de la 
Figura 4 describe en forma simplificada el firmware 
realizado para el sistema.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

A. Protocolo de pruebas
Para realizar las pruebas con el prototipo se colocó un 

sujeto de prueba, descalzo, frente a una pared con la 
pantalla del prototipo justo en frente, a la altura de los 
ojos. Los sensores se colocaron en las zonas de interés 
de los pies y se fijaron por medio de una cinta adhesiva 
con el fin de evitar movimientos que pudieran afectar 
el funcionamiento del sistema (ver la Figura 5).

Se le pidió al sujeto que, utilizando la información 
mostrada por el dispositivo ajustara él mismo su pos-
tura hasta lograr que en la pantalla LCD apareciera la 
leyenda “ESTABLE”, indicando con esto que su pos-
tura era correcta.

FIGURA 5. Puntos de colocación de sensores en los pies.
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Una vez que el usuario encontró su punto de estabilidad, 
se le pidió que se balanceara hacia a delante y atrás, a la 
izquierda y la derecha, con el objetivo de observar la varia-
ción de señales en esas posiciones. Para evaluar su postura 
en todo momento, se colocaron dos cámaras de video, una 
a espaldas del sujeto y la otra a su costado izquierdo.

La Figura 6 muestra la posición y señales obtenidas 
cuando el sujeto estaba estable (6A) y después, cuando 
se mueve hacia atrás (6B), se puede observar como cae 

la presión en los sensores del antepie (S2, S3, S5 y S6) y 
aumenta la de los sensores en el talón (S1 y S4). En las 
imágenes siguientes, la línea verde sobre el sujeto 
indica una posición correcta y la línea roja indica una 
desviación.

Para todas las imágenes siguientes las unidades en el 
eje vertical son una representación en valores deci-
males del voltaje leído en el sensor (no volts), en el eje 
horizontal es el número de muestras.

FIGURA 6. A) postura correcta del sujeto. B) Sujeto desviándose hacia atrás, C) Sujeto totalmente desviado en su postura.
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FIGURA 7. A) Sujeto en una postura correcta, B) Moviéndose hacia adelante, c) Postura totalmente desviada hacia adelante.

En la Figura 7 se observa el movimiento contrario a la 
Figura 6. Ahora el sujeto se balancea hacia adelante, 
causando con ello reducción en la presión en los tal-
ones (S1 y S4) y aumento de presión en los sensores del 
antepie (S2, S3, S5 y S6).

Algo similar ocurre para los movimientos en el plano 
sagital, hacia la izquierda y derecha. En la Figura 8 y 
en la Figura 9 se puede observar el comportamiento de 
las señales en los pies durante estos movimientos 
respectivamente.
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rodilla y cadera, por la articulación del hombro, por el 
meato auditivo externo y detrás del vértice de la sutura 
coronal, lo anterior visto en el plano lateral. Para la 
vista frontal, se traza una línea recta imaginaria que 
divide al cuerpo en dos y se trazan líneas horizontales 
que deben pasar por las clavículas, las crestas iliacas, 
la parte superior del fémur y las rótulas.

Es importante comentar que, siempre que el sujeto 
lograba colocarse de manera que el dispositivo indi-
caba una posición “ESTABLE”, esto se podía corrobo-
rar con imágenes. De acuerdo con la guía de evaluación 
postural [14], una correcta posición se considera cuando 
se puede trazar una línea recta que pase por delante 
del maléolo externo, delante de la articulación de la 

FIGURA 8. A) Postura estable, B) Moviéndose, C) Inestable inclinado hacia la izquierda.
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FIGURA 9. A) Postura estable, B) Moviéndose a la derecha, C) Inclinado totalmente a la derecha.

De acuerdo a lo observado en las imágenes y com-
parando con las señales obtenidas de la posición, se 
observa una clara correspondencia. Esto era de esper-
arse debido a la colocación de sensores y a los movi-
mientos realizados. Lo más importante es que, por 
medio de la medición de estos puntos y con el algo-
ritmo presentado, es posible determinar un punto 
“ESTABLE” que, de acuerdo con las imágenes tomadas 

de los videos concuerda con una postura correcta. En 
las figuras y con ayuda de las líneas grises es posible 
ver que las imágenes del sujeto estable coinciden 
aproximadamente con estas restricciones para una 
postura correcta. Si bien, es cierto que para validar 
completamente a este dispositivo se deben realizar 
más pruebas, además de comparar los resultados con 
los de un método tradicional ayudados por expertos en 

B. Discusión
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el área, portando la vestimenta adecuada para obser-
var los puntos de interés. Esa será la segunda etapa de 
este proyecto. Con los datos obtenidos en dichas prue-

bas futuras se pretende formalizar el algoritmo para 
garantizar que el sistema funcione independiente-
mente del tipo de complexión del sujeto.

En este trabajo se ha presentado un dispositivo capaz 
de determinar el momento en que se ha logrado una 
postura correcta. Se presentan resultados experimen-
tales que validan su funcionamiento. Una de las prin-
cipales ventajas del dispositivo es su capacidad de 
proveer información en tiempo real de la postura. Esta 
herramienta podría ser útil, no solo para evaluar a los 

pacientes en clínicas o consultorios sin la necesidad de 
más equipos, sino también, puede ser útil para que el 
mismo paciente compruebe su postura en su mismo 
hogar, antes y después de realizar la terapia recomen-
dada por los especialistas, con el fin de hacer un segui-
miento más preciso de su avance. El dispositivo pre-
sentado es portátil, ligero y fácil de usar.

CONCLUSIONES
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RESUMEN
Las nanopartículas magnéticas se proponen como mediadores de calor en tratamientos de hipertermia. En este 
trabajo se desarrollaron tres materiales tipo núcleo-coraza de diferente composición y anisotropía magnética para 
determinar evaluar sus propiedades como tamaño de cristal, magnetización de saturación y efectuar su recubri-
miento con moléculas orgánicas. El núcleo magnético de estos materiales se elaboró por medio de la reacción de 
coprecipitación, siguiendo la relación estequiométrica X+2Fe2

+3O4 donde x es Fe, Co o Ni para cada material. A partir 
de los patrones de difracción de rayos x se determinó el tamaño de cristal de cada material, éstos fueron de 10.39 
nm, 7.27 nm y 3.86 nm; además la magnetización fue de 55.84 emu/g, 36.56 emu/g y 16.21 emu/g para la magnetita, 
la ferrita de cobalto y de níquel respectivamente. Cada material se recubrió con aminosilano y mediante FTIR se 
identificaron los modos vibracionales de los enlaces C-N, N-H, C-H y Si-O involucrados en el recubrimiento. 

PALABRAS CLAVE: Magnetita, Nanomateriales, Hipertermia.
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ABSTRACT
Magnetic nanoparticles are proposed as heat mediators in hyperthermia treatments. In this work, three core-shell 
materials of different composition and magnetic anisotropy were developed to determine their properties as crystal 
size, saturation magnetization and their coating with organic molecules. The magnetic core of these materials was 
made by means of the coprecipitation reaction, following the stoichiometric ratio X+2Fe2

+3O4 where X is Fe, Co or Ni 
for each material. From the X-ray diffraction patterns the crystal size of each material was determined, these were 
10.39 nm, 7.27 nm y 3.86 nm. In addition, magnetization was 55.84 emu/g, 36.56 emu/g y 16.21 emu/g for magne-
tite, cobalt ferrite and nickel respectively. Each material was coated with aminosilane and by FTIR the vibrational 
modes of the C-N, N-H, C-H and Si-O bonds involved in the coating were identified.
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INTRODUCCIÓN
Las nanopartículas superparamagnéticas (NPS) de óxi-

dos de hierro están obteniendo gran interés debido a sus 
aplicaciones en biomedicina. Estos se han usado como 
medios de contraste en resonancia magnética, libera-
ción de fármacos, biosensores, marcadores celulares y 
generadores térmicos en hipertermia magnética [1, 2].

La temperatura para el tratamiento de hipertermia 
está relacionada con el fenómeno del superparamag-
netismo. Cuando a las NPS se les aplica un campo mag-
nético externo, obtienen una magnetización muy ele-
vada y cuando el campo es removido pierden su mag-
netización [3]. Las ferritas presentan una estructura 
cristalina llamada espinela, la estructura está com-
puesta de 8 sub celdas con 7 átomos en su interior, 
como resultado la celda unitaria de la estructura 
consta de 56 átomos [4]. La sub celdas FCC de la magne-
tita con su fórmula Fe+2Fe2

+3O4, está compuesto por dos 
iones diferentes de hierro, en esta sub celda existen 
sitios octaédricos y tetraédricos, solo se encuentran 
tres iones ocupando los sitios mencionados, un ion de 
Fe+2 y otro de Fe+3 ocupan un sitio octaédrico y otro ion 
de Fe+3 ocupa un sitio tetraédrico [5].

Cuando se reemplazan los iones Fe+2 por iones divalen-
tes de algún metal de transición con su orbital 3d casi 
completo en la estructura espinela, será posible variar las 
propiedades magnéticas del material; ya que este ion 
tiene la mayor contribución a la magnetización [4].

El recubrimiento de aminosilano brinda la capacidad 
de estabilizar las nanopartículas en un fluido; además 
en la superficie de las NPS se presentan grupo amino 
(-NH2) los cuales sirven para anclar biomoléculas por 
medio de enlaces covalentes y para mejorar su estabi-
lidad coloidal y biocompatibilidad [6, 7].

La hipertermia es un tratamiento térmico alterno uti-
lizado contra el cáncer, el cual consiste en elevar la 
temperatura en la región tumoral para causar daño al 

tumor o destruirlo. Un método para lograrlo es por 
medio de la aplicación de un campo magnético alterno 
a un fluido magnético dentro de un tejido [8, 9]. 

El reto en la hipertermia magnética es el control de la 
generación de calor en un tejido, teniendo en cuenta 
que las células cancerosas son más sensitivas a la tem-
peratura que las células normales, en el rango de 42°C 
a 45°C las células neoplásicas mueren debido a la ines-
tabilidad térmica de las proteínas, la baja disponibili-
dad de oxígeno y nutrientes en la región tumoral [8, 10].

Los parámetros que actualmente se toman en cuenta 
para el desarrollo de fluidos magnéticos en el estudio 
de la hipertermia magnética son: la anisotropía mag-
nética del material, el tamaño de los materiales y la 
distribución del mismo, los agentes estabilizadores del 
material (recubrimiento) [11]. 

Actualmente la hipertermia magnética localizada, ha 
tenido grandes avances gracias al desarrollo de nuevos 
materiales magnéticos a una escala nanométrica. Las 
NPS, cuya fórmula química es X1Fe2O4, son los materiales 
más empleados en este tratamiento gracias a las cualida-
des que presentan, que es la biocompatibilidad, ya que el 
cuerpo humano es tolerable a una administración de hie-
rro por vía oral de 5 mg por kilogramo en masa del sujeto, 
su química superficial que le permite enlazarse con otros 
materiales o moléculas para mejorar sus propiedades 
para que puedan tener un efecto terapéutico y diagnós-
tico a la vez (teragnóstico), finalmente tienen la habilidad 
de escapar del sistema reticuloendotelial [1,12,13].

En la actualidad hay dos tecnologías que se usan para 
el desarrollo de materiales aplicados en la hipertermia 
magnética la más usada es la tecnología núcleo-coraza 
la cual consiste en favorecer las propiedades del núcleo 
magnético por medio de materiales que envuelven a 
dicho núcleo, para mejorar las propiedades químicas y 
biológicas. Por otro lado, la tecnología más reciente es 
sobre materiales magnéticos con temperatura de Curie 
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cerca al rango terapéutico del tratamiento, estos mate-
riales se conocen como materiales autorregulados en 
la hipertermia magnética [12,13].  

En este trabajo se presenta la elaboración de nanopar-
tículas magnéticas con sustitución de iones ferromag-
néticos por el método de coprecipitación con fórmula 
X1Fe2O4 donde X puede ser Fe, Co, o Ni, los cuales se 
recubrieron con un material a partir de organosilanos 
con el objetivo de variar la anisotropía magnética de 
estos materiales recubiertos, al variar este parámetro 
se tendrá una modificación en los mecanismos de disi-
pación de calor de los materiales al aplicarles un 
campo magnético variable, es conveniente modificar 
la anisotropía de los materiales ya que está no tiene 
algún efecto que altere los otros parámetros involucra-
dos en la hipertermia, con esta modificación se podría 
proporcionar un material que tenga un desempeño 
adecuado ante el reto en el control del calor generado 
en la hipertermia magnética.

METODOLOGÍA
La síntesis se llevó a cabo mediante la reacción de 

coprecipitación como se muestra en la ecuación quí-
mica (1) [12, 14], la relación estequiométrica es de 2 a 1 
respecto a los iones Fe+3 y X+2 donde X puede ser Fe, Co, 
o Ni. Primeramente, se prepararon las soluciones pre-
cursoras a partir de cloruro férrico, nitrato de cobalto, 
sulfato ferroso y de níquel. Las cuales contienen los 
iones necesarios para formar la magnetita, ferrita de 
cobalto y de níquel. Para cada material se hicieron dos 
soluciones respetando dicha relación. Las soluciones 
se prepararon por separado; para la magnetita, la pri-
mera solución contiene los iones Fe+3 con una concen-
tración de 0.1 M, esta solución es constante para elabo-
rar las ferritas, la segunda solución involucrada, con-
tiene los iones Fe+2 con una concentración de 0.05 M; 
para la ferrita de cobalto y níquel, se cambia la solución 
de Fe+2 por una de Co+2 y otra de Ni+2 manteniendo la 
misma concentración. Todas las soluciones tienen un 
volumen de 100 ml.

En la síntesis de los materiales, las soluciones se mez-
claron, se les aplicó agitación y calor hasta que la solu-
ción alcanzó 60 °C, luego se agregó hidróxido de amonio 
(100 ml) para que la solución obtuviera un pH de 11, 
luego se mantuvo a 80°C y con agitación por una hora. Al 
final, se centrifugó por 5 minutos a 3000 rpm, se desechó 
el sobrenadante y las partículas precipitadas se enjua-
gan con agua destilada, este procedimiento se repite 
hasta obtener un pH de 7, cuando se obtuvo el pH neu-
tro, se secó el material en el horno a 100°C por 24 horas.

Para recubrir las nanopartículas se pesó 0.1 g del material 
magnético, se suspendieron en 150 ml de etanol, se les 
aplicó agitación ultrasónica por quince minutos, luego se 
agregó una solución de 2 ml de agua destilada y 100 ml de 
3-(2-aminoetilamino) propil-trimetoxisilano, al agregar la 
solución se dejó en agitación ultrasónica por 2 horas, al 
terminar se enjuagó el material recubierto por decanta-
ción, al final se secó el material a 60 °C por 24 horas.

De los tres materiales elaborados se tomó una porción 
para recubrirla y otra no; de las ferritas sin recubri-
miento, se prepararon unas muestras para someterlas a 
difracción de rayos x usando el difractómetro Siemens 
D500 usando una fuente de radiación de cobalto (l= 
1.78897 Å). Con el fin de obtener información acerca de 
su estructura cristalina y conocer si se producen cambios 
en esta misma debido a la sustitución, también se prepa-
raron muestras para obtener sus espectros de energía 
dispersa de rayos x usando el microscopio electrónico de 
barrido JEOL6010 PLUS/LA para demostrar que los ele-
mentos en cuestión están presentes en cada muestra.

Además, se sometieron las muestras con y sin recu-
brimiento a la Espectroscopia Infrarroja por 
Transformada de Fourier usando el equipo Nicolet 
6700 (Thermo Scientific) para obtener los espectros 
que darán información sobre los grupos funcionales 
presentes en los materiales, para así hacer una compa-
rativa entre las ferritas con amino silano y las que no 
contienen. Por último, a cada versión de las ferritas 
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(con y sin amino silano) se le midió sus propiedades 
magnéticas usando un magnetómetro de muestra 
vibrante Versa Lab Free de Quantum design para cono-
cer la contribución de los iones sustituidos en la mag-
netización, además de conocer el efecto que tiene el 
recubrimiento en dicha propiedad.

 
𝑋𝑋"# + 	2𝐹𝐹𝐹𝐹") + 	8𝑂𝑂𝑂𝑂 →				

𝑋𝑋 𝑂𝑂𝑂𝑂 # +	2𝐹𝐹𝐹𝐹 𝑂𝑂𝑂𝑂 )80°𝐶𝐶																						(1)	

𝐹𝐹𝐹𝐹#𝑋𝑋1𝑂𝑂2 + 4𝑂𝑂#𝑂𝑂			

RESULTADOS 

A. Estructura cristalina
de las ferritas elaboradas

Los patrones de DRX obtenidos se presentan en la 
Figura 1, la medición se realizó en el rango de 15° a 80° 
donde en las referencias [14, 15]  se muestran los mismos 
planos de difracción a los obtenidos, además compara-
ron con las cartas cristalográficas del Joint Committe 
in Powder Diffraction Standars, la cartas usadas fue-
ron: JCPDS 82-1533, JCPDS 03-0864 y JCPDS 86-2267 
para la magnetita, ferrita de cobalto y níquel respecti-
vamente. Los picos de difracción obtenidos en cada 
muestra coinciden con los de su respectiva carta cris-
talográfica, cada pico de difracción es un plano crista-
lográfico que corresponde a la estructura espinela.

FIGURA 1. Patrones de difracción de rayos x obtenidos 
usando cobalto como fuente de radiación. Los índices de 
Miller en cada pico están en las JCPDS empleadas, siendo 

los mismos para cada material.
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B. Presencia de los elementos
(Fe, Co y Ni) en los materiales elaborados

Los espectros EDS se muestran en las Figuras 2, 3 y 4 
corresponde a la magnetita, ferrita de cobalto y níquel 
respectivamente, donde se indica la presencia de los 
elementos que constituyen la muestra en cuestión.

FIGURA 2. Espectro EDS de la magnetita, los picos de 
mayor intensidad son los elementos O y Fe, los de mayor 

interés están marcados de gris.

FIGURA 3. Espectro EDS de la ferrita de cobalto, los picos de 
mayor intensidad son los elementos O, Fe y Co, los de 

mayor interés están marcados de gris.
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FIGURA 4. Espectro EDS de la ferrita de níquel, los picos de 
mayor intensidad son los elementos O, Fe y Ni, los de 

mayor interés están marcados de gris.

C. Presencia de los grupos
funcionales del

recubrimiento amino silano
Los espectros FTIR se muestran en la Figura 5 el 

rango de medición seleccionado fue de 600 cm-1 a 4500 
cm-1 para poder tener información de las vibraciones 
de compuestos orgánicos presentes en los materiales, 
las bandas de los grupos funcionales están identifica-
das de la siguiente manera; el símbolo Z representa los 
modos vibracionales de estiramiento y aleteo del 
enlace N-H respectivamente; este símbolo U repre-
senta la vibración de estiramiento y tijereteo del enlace 
C-H respectivamente; la vibración de estiramiento del 
enlace O-H está indicado por Y; la vibración de estira-
miento del enlace C-N está indicado con el símbolo X; 
la vibración de estiramiento del enlace Si-O está indi-
cado con V; por último la vibración de estiramiento del 
enlace Fe-O se encentra indicado con el símbolo W 
estos grupos funcionales identificados en los espec-
tros indican que los materiales están recubiertos con 
amino silano.
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FIGURA 5. Espectro FTIR de la magnetita, ferrita de cobalto y 
níquel, donde (a) es el material sin recubrir y (b) es el mate-

rial recubierto con amino silano.

D. Propiedades
magnéticas de los materiales

En la Figura 6 se muestran las curvas de histéresis 
obtenidas del VSM, la medición se realizó a una tempe-
ratura de 300 K y el campo aplicado fue de hasta 30000 
Gauss, en dicha figura se muestra una comparativa 
entre los materiales elaborados los cuales muestran un 
comportamiento superparamagnético.
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FIGURA 6. Curvas de magnetización de los materiales elabo-
rados, donde (a) es el material sin recubrir y (b) es el mate-
rial recubierto con amino silano; aquí se aprecia una ligera 
atenuación en las propiedades magnéticas de los materia-

les con recubrimiento.
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DISCUSIÓN
Con base en los resultados de los patrones de DRX, los 

picos coinciden entre los materiales, esto indica que se 
formó la misma estructura cristalina entre las ferritas 
elaboradas, además en las referencias [14, 15] los patro-
nes de difracción en sus materiales elaborados tienen 
una similitud a comparación con la Figura 1, en cuanto 
al tamaño, se utilizó la ecuación de Scherrer, Ecuación 
(2), para medir el tamaño de cristalito, este parámetro 
indica el tamaño del grano, si estas partículas son 
monocristales (presentan superparamagnetismo), 
entonces el tamaño de la partícula será similar al 
tamaño de grano. Los tamaños obtenidos fueron 10.39 
nm, 7.27 nm y 3.86 nm para la magnetita, la ferrita de 
cobalto y de níquel respectivamente. Para comprobar 
que el cobalto y el níquel forman parte del material se 
realizó el estudio EDS para identificar qué elementos 
están presentes en los materiales, como se muestra en 
la Figura 2 a la 4, en el espectro de la magnetita; solo 
se muestra la presencia de oxígeno y hierro, lo cual es 
correcto, ya que la magnetita es un óxido de hierro; 
para el caso de la ferrita de cobalto, este óxido de hie-
rro expresa un incremento en la intensidad en el rango 
de 6.9 keV el cual corresponde al cobalto, lo cual quiere 
decir que está presente el cobalto en el material, tam-
bién se observa un decremento en la intensidad de la 
energía Ka del hierro (6.4 keV), esto se debe a la susti-
tución de iones (Fe por Co) realizada para elaborar el 
material; por último en la ferrita de níquel, se muestra 
el mismo comportamiento que se explicó anterior-
mente, como también se sustituyó el hierro por níquel, 
la intensidad de la Ka del hierro baja y aparece un pico 
con cierta intensidad que se debe a la Ka del níquel (7.4 
keV), por lo que también se demuestra que si hay 
níquel presente en la ferrita.

En los espectros FTIR obtenidos en la Figura 5, pri-
mero se midieron los espectros de los materiales sin 
recubrir, donde solo se obtuvo una banda cercana a los 
600 cm-1, el cual corresponde al enlace Fe-O, el rango 
de medición que se selecciono fue de 600 cm-1 a 4500 

cm-1, con el fin de identificar los grupos funcionales del 
recubrimiento. En esa misma figura se muestra el 
espectro de cada material recubierto en comparación 
con el material sin recubrimiento, todas las bandas 
que aparecieron en el espectro de los materiales recu-
biertos se debe al propio recubrimiento, donde en esa 
figura se indica el número de onda de cada banda, por 
otro lado se compararon los resultados obtenidos con 
la referencia [15] en el cual los autores usan 3-aminopro-
pil-trietoxisilano, el espectro infrarrojo que presentan 
tiene una similitud al que se reporta en este estudio ya 
que ambas moléculas tiene grupos funcionales pareci-
dos, ya que el aminopropil trietoxisilano es un com-
puesto de menor complejidad al que se empleó en este 
estudio.

Las propiedades magnéticas de estos materiales están 
mostradas en la Figura 6, en primer lugar se observa 
un cambio notorio en la magnetización de saturación 
de cada material, esto se debe a que el Fe+2 tiene 4 elec-
trones desapareados en su orbital ‘d’, así otorgándole 4 
magnetones de Bohr; en cambio el Co+2 tiene un elec-
trón más que el hierro en la capa 3d por lo que tiene 3 
magnetones de Bohr; finalmente el Ni+2 tiene un elec-
trón más en la capa electrónica por lo que solamente 
tendrá 2 magnetones de Bohr. Cuando se intercambian 
esos iones, la magnetización de saturación se atenúa 
ya que se aminora la cantidad de magnetones de Bohr 
en el material. Este mismo comportamiento lo mues-
tran en la referencia [16] ya que los autores hacen una 
sustitución de iones de cobalto por níquel en la ferrita 
de cobalto, en las curvas de histéresis de sus materia-
les muestran una atenuación al agregar níquel. En la 
misma figura de las curvas de histéresis, se muestra 
que el recubrimiento tiene un efecto en las propieda-
des magnéticas del material, como el recubrimiento 
forma una capa de sílice alrededor de partícula, esta 
capa atenúa ligeramente la magnetización de satura-
ción, ya que este contiene silicio y se sabe que el silicio 
es un material diamagnético, así entre más sílice se 
tenga de recubrimiento, mayor será la atenuación, tal 



Flores-Urquizo et al. Desarrollo de nanopartículas magnéticas Fe+32 X+21O4 (X= Fe, Co y Ni) recubiertas con amino silano 409

como se reporta en la referencia [16] donde muestran 
que la formación de sílice en la magnetita afecta en sus 
propiedades magnéticas atenuando su magnetización 
de saturación. Los valores de magnetización de satura-
ción se desglosan en la Tabla 1 para comparar los valo-
res obtenidos entre los materiales sin recubrir y con 
recubrimiento.

Este material elaborado como un sistema núcleo-co-
raza, con núcleo magnético y recubrimiento no poli-
mérico, provee una enorme versatilidad en cuanto a 
las diferentes aplicaciones biomédicas que se le atribu-
yen a este tipo de materiales, ya que este sistema pre-
senta una coraza de sílice, el cual proporciona un aisla-
miento de la ferrita para que este no sufra alguna 
degradación al interactuar con el medio fisiológico, y 
así no resulte ser tóxico. Además este recubrimiento 
consta con grupos funcionales amino al final de la 
cadena carbonatada del amino silano, los cuales sirven 
para anclar otras moléculas, pueden ser péptidos, polí-
meros o anticuerpos, estos se pueden enlazar covalen-
temente o por atracción electrostática [1, 6, 11, 13].

Lo favorable de este material elaborado es que se 
puede adaptar según la aplicación que se desea dar, 
solo modificando la superficie de estos con otras molé-
culas, por ejemplo: si se desea aplicar este material 
como marcadores tumorales, bioreceptores para algún 
tipo de biosensor es recomendable usar péptidos, pro-
teínas o anticuerpos que ayuden a que estos materiales 
se anclen a la superficie de un tumor[17]; por otro lado si 
se desean aplicar estas partículas como sistemas de 
liberación de fármacos, es conveniente usar moléculas 
que presenten un comportamiento anfipático, que ayu-
dan a albergar fármacos insolubles en agua[11, 17, 18]; por 
último si se va a aplicar este material como medio de 
contraste en resonancia magnética o en la hipertermia 
como es el caso, es recomendable que se usen políme-
ros o moléculas (PEG, quitosano, etc.) que favorezcan 
la estabilidad coloidal en un fluido por medio del incre-
mento en la carga electrostática superficial [11-13, 18].

Es importante describir cómo los distintos sistemas 
núcleo-coraza elaborados podrían favorecer la eficien-
cia térmica de la hipertermia de acuerdo a los distintos 
iones divalentes involucrados en los materiales. El 
fenómeno de disipación de calor en la hipertermia 
magnética está descrito por dos mecanismos de relaja-
ción de las partículas, la relajación de Néel y Brown [9, 

10, 12]. La relajación Browniana, ecuación 3, describe el 
movimiento de la partícula suspendida en un fluido 
producido por el torque generado por la relajación del 
momento magnético, donde: h es la viscosidad de 
fluido, VH es el volumen hidrodinámico del sistema, K 
es la constante de Boltzmann y T es la temperatura en 
Kelvin.  La relajación de Néel, Ecuación 4, describe la 
relajación del momento magnético del material produ-
cido por un campo magnético externo, donde: k es la 
contante de anisotropía, VM es el volumen de la nano-
partícula. Dentro de esta ecuación, se encuentra el 
parámetro ‘k’ el cual es la constante de anisotropía 
magnética del material. Cuando modificamos las pro-
piedades magnéticas de las ferritas, modificamos la 
anisotropía de estos, por consecuente esas modifica-
ciones tendrán un efecto en la disipación de calor en el 
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TABLA 1. Valores de magnetización de las muestras 
elaboradas.

Ecuaciones 

 

Tablas 

Tabla 1 

 

 

 

Sin recubrimiento Con recubrimiento

Fe
+3

2Fe
+2

1O4 55.84 emu/g 52.78 emu/g

Fe
+3

2Co
+2

1O4 36.56 emu/g 35.87 emu/g

Fe
+3

2Ni
+2

1O4 16.21 emu/g 14.59 emu/g

Muestra elaborada
Magnetización máxima 

	

	

resulte ser tóxico. Además este recubrimiento 
consta con grupos funcionales amino al final de 
la cadena carbonatada del amino silano, los 
cuales sirven para anclar otras moléculas, 
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Se logró sintetizar la magnetita, ferrita de 
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coprecipitación, esto se demostró por medio de 
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que el cobalto y el níquel están presentes en las 
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también se presenta una banda alrededor de los 
1050 cm-1 el cual corresponde al enlace Si-O de 
la sílice del recubrimiento, estas bandas 
demostraron que las nanopartículas están 
recubiertas con amino silano utilizando la 
técnica FTIR. Se determinó que hay una 
atenuación en las propiedades magnéticas de las 
ferritas elaboradas comparando las curvas de un 
material con y sin recubrimiento, ya que el 
silicio está presente en el recubrimiento y este 
es diamagnético. 
Estas nanopartículas magnéticas son candidatos 
potenciales para su estudio en el control de la 
temperatura en hipertermia magnética, ya que 
estos materiales presentan un comportamiento 
superparamagnético ideal para ser utilizadas en 
dicho tratamiento; sin embargo, es de gran 
importancia hacer estudios in vitro para saber la 
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CONCLUSIÓN 
Se logró sintetizar la magnetita, ferrita de cobalto y de 

níquel por el método de coprecipitación, esto se demos-
tró por medio de los patrones de difracción de rayos x, 
además que el cobalto y el níquel están presentes en las 
ferritas elaboradas con la técnica de EDS. Las bandas 
características de las vibraciones en los enlaces C-N y 
N-H indican la presencia de grupos funcionales propios 
del recubrimiento, también se presenta una banda alre-
dedor de los 1050 cm-1 el cual corresponde al enlace 
Si-O de la sílice del recubrimiento, estas bandas demos-
traron que las nanopartículas están recubiertas con 
amino silano utilizando la técnica FTIR. Se determinó 
que hay una atenuación en las propiedades magnéticas 
de las ferritas elaboradas comparando las curvas de un 
material con y sin recubrimiento, ya que el silicio está 
presente en el recubrimiento y este es diamagnético.

Estas nanopartículas magnéticas son candidatos 
potenciales para su estudio en el control de la tempe-
ratura en hipertermia magnética, ya que estos mate-
riales presentan un comportamiento superparamag-
nético ideal para ser utilizadas en dicho tratamiento; 
sin embargo, es de gran importancia hacer estudios in 
vitro para saber la dosis ideal en las células sin que 
cause alguna toxicidad.
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