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Resumen

MCSP. Guillermo Cano Verdugo Fecha de Graduacion: Agosto, 2022
Universidad Autonoma de Nuevo Ledn
Facultad de Enfermeria

Titulo del Estudio: EVALUACION DE BIOMARCADOR NATURAL
FLUORESCENTE PARA TAMIZAJE DE LESIONES ORALES
POTENCIALMENTE MALIGNAS EN POBLACION ABIERTA

NUmero de péginas: 114 Candidato para Obtener el Grado de
Doctor en Ciencias de Enfermeria

LGAC: Sexualidad responsable y prevencion de ITS-VIH/SIDA

Propésito y Método del Estudio: El proposito del estudio fue determinar la capacidad
de un biomarcador natural fluorescente en el tamizaje de lesiones orales potencialmente
malignas, y probarlo en poblacion general. Para ello, se emplearon extractos de metanol
de C. officinalis que fueron obtenidos por el método Soxhlet continuo, tras lo cual se
liofilizaron y se suspendieron en solucién de Hank's. Se evaluo la citotoxicidad de los
extractos frente a HGF (ATTC® PCS-201-018™) fibroblastos gingivales humano
mediante el ensayo de reduccion con bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,
5-difeniltetrazolio. Se ensayaron concentraciones no citotoxicas contra el HGF, frente a
HeLa (ATTC® CCL-2™) células de cancer cervical, y frente a HT-29 (ATCC® HTB-
38™) células de cancer de colon, solas y en co-cultivo con el HGF para identificar su
selectividad frente a las células tumorales mediante fluorescencia y fueron evaluadas con
el software ImageJ. Se observé que 250 g/mL (mayor concentracion no citotoxica para
el HGF) del extracto mostr6 una selectividad significativa (p < .05) para las celulas HT-
29 sobre el HGF. También se observo selectividad hacia las células tumorales en co
cultivos de células HT-29 o HeLa con HGF. Posteriormente, fue probado en poblacién
general aplicandose a 305 participantes, y se les tomd muestra con citobrush a aquellos
participantes que presentaran fluorescencia a la aplicacion para su posterior analisis
molecular por PCR.

Contribucion y Conclusiones: Los resultados demostraron la viabilidad del uso de
extractos de C. officinalis para la identificacion temprana de lesiones orales
potencialmente malignas, dada su selectividad para las células cancerosas y la ausencia
de toxicidad para las células normales (HGF) a 250 pg/mL, tras un minuto de
exposicion. En la aplicacion en poblacion abierta del biomarcador natural fluorescente y
luz UV, el 20.62% presentaron fluorescencia, de los cuales 68.25% dieron positivo a
VPH oral ante las pruebas de PCR. También se encontré que factores de riesgo como
fumar tabaco, beber alcohol y presencia de comorbilidades fueron factores significativos
(p < .05) para la presencia de lesiones orales a través del empleo del biomarcador natural
fluorescente y luz UV, sin embargo el contar con antecedentes heredofamiliares de
cancer no (p = .314). También, se identifico que el sitio de fluorescencia influye
significativamente en la presencia de VPH oral (p < .05), siendo la mucosa y vestibulo
bucal el sitio mas prevalente. Se demuestra que biomarcadores naturales como los
extractos de metanol de C. officinalis pueden ser utilizados en la practica clinica habitual
para la identificacion temprana de lesiones orales potencialmente malignas, dada su
compatibilidad con las células tumorales en estudios in vitro. Pueden representar una



alternativa para una deteccion rapida y sencilla, especialmente por parte del personal
sanitario en regiones donde los servicios médicos carecen de equipos de alta tecnologia,
constituyendo una pauta importante para reducir sus posibles neoplasias derivadas,
incluyendo el cancer oral, y por consiguiente su tasa de mortalidad. Los hallazgos de
este estudio son de gran importancia, ya que dan una vision holistica del fendbmeno de la
prevencion, evidenciando un aporte a la comunidad cientifica para la promocion de la
salud enfocada a prevenir lesiones orales potencialmente malignas. Se constata el
potencial que puede tener el presente proyecto en una colaboracion inter y
multidisciplinaria donde personal de enfermeria pueda contribuir en el cuidado del
usuario hacia una conducta promotora de salud y sexualidad responsable, odontologia en
la inspeccion de tejidos orales, ciencias bioldgicas en el mejoramiento biotecnoldgico de
los futuros biomarcadores fluorescentes orales, ciencias sociales para identificacion ,
canalizacién y acompafiamiento de casos y demas ciencias. Esto, dejando de lado la idea
que salud compete solo a las ciencias médicas y se confirma el hecho que todos los
profesionales pueden contribuir en beneficio de la poblacion y en la disminucién de los
indices de lesiones orales potencialmente malignas.

FIRMA DEL DIRECTOR DE TESIS:




Capitulo 1
Introduccion

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud ([OMS], 2005) el téermino
de lesiones potencialmente malignas describe todas aquellas alteraciones en la mucosa
oral que anteceden a lesiones malignas, pueden presentarse en cualquier momento de la
vida, constituyendo el Unico indicio de alguna enfermedad. Las lesiones potencialmente
malignas tienden a ser difusas y confundirse con la coloracién normal de la mucosa
bucal, pudiendo pasar inadvertidas ante la inspeccion clinica del personal de salud (Kala
et al., 2018; Warnakulasuriya, 2018). Si éstas no se detectan a tiempo pueden
evolucionar a cancer oral y metastatizar a ganglios linfaticos, mama, pulmon y rifion,
por mencionar algunos (Chaitanya et al., 2016; Winer et al., 2019).

Las lesiones orales potencialmente malignas cuentan con una incidencia
creciente del 4.47% a nivel mundial (Mello et al., 2018), motivo por el cual no se
encuentran dentro de los programas preventivos de salud, sin embargo, el 70% de los
pacientes llega a las instituciones de salud con lesiones en etapas avanzadas, de ahi la
importancia de su deteccidn precoz (Chaitanya et al., 2016; Smith et al., 2017; Liuzzi et
al., 2009). Existe un gran numero de factores de riesgo que son relevantes para el
desarrollo de lesiones orales potencialmente malignas, como el consumo de tabaco y
alcohol, cuyas prevalencias de consumo en poblacién general en México, son de 94.3 y
17.9% anual respectivamente ([ENSANUT], 2018).

Aunado a lo anterior, antecedentes familiares de cancer, ser mayor de 50 afios y
heridas en boca con méas de dos semanas de evolucidn, han sido descritos como factores
de riesgo en su desarrollo (Chaitanya et al., 2016). Otro factor de riesgo es la presencia
de virus en cavidad oral. Entre estos se, encuentra el Virus del Epstein-Barr (VEB),
Polyoma BK, Citomegalovirus (CMV), Herpes Simple (VHS-1) y principalmente el
Virus del Papiloma Humano (VPH) (Young et al., 2015).



El VEB es un virus proveniente de la familia de los herpesvirus y se ha
relacionado al desarrollo de cancer al poder infectar células epiteliales y de la linea
linfoide, con especial tropismo por células B. Se transmite por saliva, durante el beso,
por sangre, contacto sexual, trasplantes y por via perinatal (Vranic et al., 2018). El virus
BK es un miembro de la familia Polyomaviridae, aislado por primera vez en 1971y se
ha relacionado en coinfeccion con otros virus en el cancer de laringe, orofaringe y de
cavidad oral (Drop et al., 2017).

El CMV es un género de herpesvirus, cuyas vias de transmision son infeccion
congeénita, perinatal, y posnatal, trasfusiones sanguineas, y trasplante de érganos. El
hacinamiento y la falta de higiene favorecen su transmision, se ha relacionado a varios
tipos de cancer como el oral, de mama y cervicouterino (Geisler et al., 2019). El VHS-1
es considerado una infeccidn contagiosa, frecuente y endémica en todo el mundo. Se
adquiere durante la infancia y dura toda la vida. La mayoria de las infecciones por
VHS-1 son herpes labiales, suele ser asintomatica, pero en algunos casos causan
molestias mayores. Su presencia se ha relacionado con cancer de mama, colorrectal, y
oral (Louvanto et al., 2017; Tiwari et al., 2017).

Con respecto al virus del papiloma humano (VPH), estudios epidemiol6gicos
indican que la infeccidn oral por este virus aumenta de forma significativa respecto a la
edad, se evidencid que es mayor en hombres (43%) que en mujeres (17.5%) (Bologna-
Molina et al., 2006; ; Chaturvedi et al., 2015; D'Souza et al., 2016), causando el 5.2% de
las neoplasias en seres humanos, se estima que cerca del 80% de las personas con vida
sexual activa han estado expuestas al virus en el transcurso de su vida (Kennedy, 2016;
Louie et al., 2015; Louvanto et al., 2017; Pacheco-Dominguez, 2019; Young et al.,
2015).

La infeccion por VPH en cavidad oral esta asociada a comportamientos sexuales
de riesgo, principalmente sexo orogenital sin proteccion. Sin embargo, el contacto boca

a boca y la transmisién vertical son también mecanismos de transmision de este virus a



la cavidad oral (Slama et al., 2015; Venegas-Reyes et al., 2011). Los VPH se clasifican
de alto, intermedio y bajo riesgo, dependiendo de su asociacion con neoplasias. Los
tipos virales 16 y 18 son considerados de alto riesgo y se relacionan con cancer de
cavidad oral y orofaringe, mientras que los tipos virales 6 y 11 son considerados de bajo
riesgo y se relacionan con lesiones benignas (Mineta et al., 1998). La infeccion oral por
VPH de alto riesgo se asocia con el 35% de los canceres de la cavidad oral y orofaringe,
el cual ha incrementado su prevalencia 225% en los ultimos 25 afios, cifra que demanda
una puesta en marcha de acciones para su diagnostico oportuno (Chairez Atienzo et al.,
2015; Gipson et al., 2018).

Por otro lado, varios autores declaran la viabilidad de realizar pruebas de
deteccidn de lesiones orales potencialmente malignas como predictor de infeccion del
VPH oral-genital (Winer et al, 2019), al haber concordancia entre ambas (Peixoto et al,
2011), misma que se ha reportado hasta en un 91% (Sanchez-Vargas et al., 2010).
Visalli et al. (2016), indican que, si se realiza una prueba de deteccion de lesiones orales
potencialmente malignas, se podria evitar en primera instancia las pruebas de deteccion
del VPH genital convencionales y, por consiguiente, las experiencias desagradables
como el temor, miedo y/o vergiienza en el caso del Papanicolaou; y estrés y angustia, en
el caso de los hombres en la deteccion clinica de lesiones verrugosas.

Lo anterior muestra las bondades de la deteccion de lesiones orales
potencialmente malignas a través de métodos de deteccion que cuenten con aceptacion
en la poblacién, fiabilidad, e inocuidad (Bustamante-Ramos et al., 2015; Duanes, 2018;
Maguifia et al., 2018; Obiri-Yeboah, 2017; Olaza, 2018; Roca Brito, 2018; Smith et al.,
2017; Soto, 2011). Con respecto a las pruebas de deteccidn de lesiones orales
potencialmente malignas, en Rumania, existe un visualizador de autofluorescencia del
tejido de lesiones orales potencialmente malignas. Cuenta con sensibilidad del 94.44% y

una especificidad del 100% para discriminar las lesiones en mucosa. Permite una



determinacion de margen simple, sin embargo, argumentan la necesidad de mejorar
costos en herramientas de luz UV (Canjau et al., 2018).

En México, existe una patente de métodos de deteccion de lesiones orales, la cual
emplea clasificadores de células activadas fluorescentes, sondas de acido nucleico y
micro granulos. Los estudios los realizan personal experto en laboratorio, por lo que
toman largo periodo de tiempo en su analisis y son de alto costo. Respecto a la fuente de
luz fluorescente empleada, los autores declaran que es una lampara de tipo comercial,
discutiendo la necesidad de innovar en nuevos emisores de luz con caracteristicas
especificas dirigidas a las condiciones de la cavidad oral (Barraza & Ozbun, 2012).

Los métodos de deteccion de lesiones orales potencialmente malignas arriba
mencionados han demostrado contar con la misma efectividad y veracidad que los
métodos de deteccion de VPH genital (Tsao et al., 2016), no ser invasivos y mas
aceptables en la poblacion (Chai et al., 2015), y pueden ser confirmadas con pruebas de
PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa) para detectar la presencia del material
genético (ADN) de un virus a través de la obtencion de una muestra por un cepillado, sin
embargo, de acuerdo con lo expuesto por The Oral Cancer Foundation (2019), los
métodos de deteccion actuales no han tenido el impacto deseado debido a la falta de
difusion, conocimiento, usabilidad y alto costo; por ello afirman, que es imprescindible
la necesidad de crear métodos de deteccidn aceptables, practicos y de costo accesible.

De acuerdo con lo anterior, varios autores indican que, realizar métodos de
deteccidn de lesiones orales potencialmente malignas pueden permitir el tamizaje de una
poblacién completa (Javaid et al., 2016); que deben estandarizarse y validarse, por lo
que deben efectuarse mas estudios para demostrar su precision, eficacia, facilidad de uso
y rentabilidad (Dobri et al., 2019; Dona et al., 2017; Mikkonen et al., 2016); otros
argumentan que los métodos de deteccidn posean alta sensibilidad, especificidad y

precision para detectar la mayoria de las lesiones de alto riesgo, que tengan estabilidad,



alto impacto, y ayude a la deteccidn rapida y oportuna (Rindal et al., 2019; Sacco et al.,
2017; Tiwari et al., 2017; Wood et al., 2017).

Otros autores destacan la imperiosa necesidad de crear métodos de deteccion de
lesiones potencialmente malignas que sean econdémicos, que empleen elementos de facil
acceso, procesos Yy lugares de fabricacion asequibles, que cuenten con amplia vigencia
de uso, y con capacidad de almacenamiento a temperatura ambiente, esto para disminuir
costos y elevar rendimiento del producto. Estas caracteristicas generarian el interés para
ser empleadas por el personal de salud, convirtiéndolas en atractivas para ser usadas
como métodos de deteccidon (Demopoulos, 2018; Dona et al., 2019, Kepka et al., 2019;
Pampena et al., 2019).

Por lo tanto, el prondstico del potencial de malignizacion depende del grado de
displasia a nivel histoldgico, de ahi la importancia de realizar la deteccion de lesiones
orales potencialmente malignas con ayuda de biomarcadores que reaccionen con el
epitelio bucal y la saliva (Kepka et al., 2019). De esta manera, permitiria identificar de
forma temprana la presencia de una lesion tanto potencialmente maligna como maligna,
colaborando a la deteccidn precoz y la oportuna derivacion. Esto es de suma importancia
para mejorar la supervivencia y reducir el retraso en el diagnostico, ya que,
desafortunadamente, casi la mitad de los canceres orales se detectan en estadios
avanzados (Demopoulos, 2018; Dona et al., 2019).

Ademas, es de vital importancia que los profesionales de la salud (enfermeria,
odontologia, medicina y profesionales de la salud publica en general) en una
colaboracion de caréacter inter y multi disciplinario, asi como la poblacion en general,
estén entrenados en la deteccion temprana de cualquier lesion de la cavidad oral, mas
aun cuando se trata de lesiones con potencial maligno que pudieran ser originadas por
practicas sexuales orales, las cuales han sido reportadas en méas del 85% de los adultos
sexualmente activos de acuerdo con datos del Centro para el Control y Prevencion de

Enfermedades ([CDC], 2018). De ahi que es altamente recomendable la consejeria al



momento de la realizacion de dicho procedimiento, donde la disciplina de enfermeria
fungiria un rol clave en la promocién de la sexualidad responsable y prevencion de ITS.

Por lo que el propdsito del presente estudio fue desarrollar un biomarcador
natural fluorescente en forma de solucidn, y utilizar luz UV para su revelado, con
caracteristicas no intrusivas y de menor costo que los disponibles hasta hoy, y probarlo
en poblacion general.

Marco de Referencia

El método de fluorescencia, tecnologia médica y declaracion Standards for the
Reporting of Diagnostic Accuracy Studies STARD, sirvieron como sustento en el
presente estudio, ya que ofrecen un marco referencial para el desarrollo de un
biomarcador natural fluorescente, asi como los lineamientos para justificar su
implementacién. A continuacion, se describe el método de fluorescencia, posteriormente
se presenta la tecnologia médica y finalmente se muestra la declaracion STARD.
Método de Fluorescencia

Proviene de la rama de la fisica, y aborda como sustancias al ser expuestas a la
accion de ciertos rayos comprendidos entre las longitudes de onda de los 400 a los 700
nm, transforman estas radiaciones emitiendo ondas luminosas de longitud de onda
mayor que la de los rayos incidentes. Ha sido ampliamente empleada en el estudio de la
estructura y conformacion del ADN, asi como de proteinas con técnicas como la
transferencia de energia de resonancia (Johnson & Joannopoulos, 2018).

La espectrometria de fluorescencia también llamada fluorometria o
espectrofluorimetria, es el estudio del proceso de absorcidn de una muestra al ser
excitada con energia electromagnética y su proceso de emision de fluorescencia. Esta
técnica consiste en hacer incidir un haz de luz a la muestra bajo estudio, y captar el
espectro de luz emitido con el objetivo de determinar la presencia del o los fluor6foros
de interés. Se le llama fluoréforos a aquellas moléculas o parte de las moléculas que

tiene la capacidad de fluorescer o brillar (Johnson & Joannopoulos, 2018).



Algunos dispositivos comerciales empleados en este tipo de estudio son
espectrofluorémetros, microscopios de fluorescencia, escaneres de fluorescencia,
citometros de flujo. El uso de la espectroscopia de fluorescencia ha sido sugerido en
diversas aplicaciones médicas como son el monitoreo de cancer en cuello uterino,
sistema de fotografia de excitacion de autofluorescencia para demarcar lesiones en piel
de rapida proliferacion celular (Gutierrez-Herrera et al., 2016).

La espectroscopia de fluorescencia, como técnica de diagndstico de alteraciones
patoldgicas en organismos, mide la radiacion electromagnética que emana de la materia
0 que interactta con ella. Su aplicacion en areas de la medicina se encuentra en la regién
del espectro ultravioleta. Se emplea para el analisis de los cambios bioquimicos y
morfologicos de los tejidos in vivo y ex vivo. Se ha propuesto como herramienta auxiliar
en el diagndstico médico de enfermedades como diabetes, fibrosis hepatica, cancer,
entre otras. En diferentes investigaciones cientificas la espectroscopia de fluorescencia
ha presentado una alta sensibilidad y especificidad cuando es comparada con la
histopatologia de los tejidos (Gramotnev & Bozhevolnyi, 2014).

Los principios de la espectroscopia de fluorescencia se basan en investigar la
localizacion celular de una proteina en células o tejido, que pueden estar unidos
directamente a fluorocromos, los cuales son componentes de una molécula que hacen
que éstas sean fluorescentes, y pueden ser utilizados conjuntamente con anticuerpos
secundarios unidos a fluorocromos para detectar diversas patologias (Josephson, 2018;
Park et al., 2017; Li et al., 2018).

El éxito de su empleo como método diagndstico, se basa en la capacidad de los
anticuerpos para reaccionar con alta especificidad a determinadas moléculas con las
cuales reaccionan emitiendo una coloracion especifica, conocidas como moléculas
blanco. En este proceso, el anticuerpo reacciona contra un preparado biolégico, el cual
expone la muestra tratada a una fuente de luz de onda corta (UV o azul), esta ultima

seleccionada por medio de un monocromador. Este es un dispositivo Optico que tiene



como funcion medir la composicién de la luz segun su distribucion de longitud de onda,
ya sean electromagnéticas o no a partir de una fuente emisora que produzca una amplia
gama de longitudes de onda (Garcia & Martinez, 2018).

En las Gltimas décadas el estudio de longitud de onda ha cobrado especial
importancia en el andlisis de fendmenos como bandas de energia, y vibraciones de redes.
(Henry et al., 2019; Smith et al., 2019). Se mide en nanémetros (banda de 400 a 700 nm)
(Figura 1), considerada como corta. Esto se conoce como espectro dptico de luz, y en
medios no uniformes, puede variar con la posicion componiendo la luz visible. Cuando
se ve un objeto, es porque esta iluminado por la luz visible. Es decir, el ser humano
puede ver el cielo azul, pasto verde o una manzana porque estan siendo observados en

una longitud de onda de 400 a 700 nm (Smith et al., 2019; Strieth-Kalthoff et al., 2018).
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Figura 1. Espectro Electromagnético (Maxwell, 1865).

Cuando se emplea la longitud de onda para fines diagnésticos, genera un
fendmeno de fluorescencia en la molécula marcadora, que a su vez emite luz a una
longitud de onda mas larga (verde, amarillo o naranja), la cual puede ser cuantificada
con facilidad por fotometria, o en el caso de tratarse de preparados histologicos, puede
ser observada a través de un microscopio de fluorescencia. En el caso de la utilizacion
de inmunofluorescencia como método de tincion para microscopia Optica, un anticuerpo

acoplado a un fluorocromo, la fluorescencia revela la localizacion a nivel celular o



subcelular de la molécula diana (Sahl et al., 2017). Respecto a los requerimientos para el
desarrollo de nuevas herramientass de deteccion, la literatura refiere la necesidad de
regular la intensidad para detectar las moléculas que se desean observar, ademas de
calibrar el elemento que emite la luz (Demchenko et al., 2009).

La inmunofluorescencia se basa en el empleo de la fluorescencia; fendmeno de la
emisién de una cantidad de luz por una molécula o material (fluor6foro) después de la
excitacion electrénica inicial en un proceso de absorcion de luz. Después de la
excitacion, una molécula reside durante algin tiempo en el Ilamado estado excitado y su
emisién de fluorescencia se puede observar para detectar la molécula que se desea
(Delves et al., 2017).

La longitud de onda es un fenémeno fisico que comprende la distancia que
recorre una perturbacion periddica que se propaga por un medio en un ciclo, y también
se conoce como un periodo espacial a la inversa de la frecuencia representandose con la
letra griega A. Mediante la longitud de onda se puede identificar la distancia recorrida
del sonido y de la luz; dtiles en los procesos donde se empleen estos dos elementos para
estudiar su transcurso y recorrido. En las ultimas décadas el estudio de la longitud de
onda ha cobrado especial importancia en el analisis de fendmenos como las bandas de
energia, y las vibraciones de redes. En inglés se conoce como “wavelenght” y se mide en
maultiplos o submultiplos del metro en unidades del Sistema Internacional de Unidades
(Henry et al., 2019; Smith et al., 2019).

Cuando se emplea la fluorescencia con fines diagndéstico, la molécula marcadora
que a su vez emite luz a una longitud de onda (verde, amarillo 0 naranja) de los 400 a
700 nm que puede ser cuantificada con facilidad por fotometria o en el caso de tratarse
de preparados histoldgicos, puede ser observada por medio de un microscopio de
fluorescencia. En el caso de la utilizacion de la inmunofluorescencia como método de
tincién para microscopia dptica, el fluorescente revela la localizacion a nivel celular o

subcelular de la molécula diana (Sahl et al., 2017).
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La inmunofluorescencia como técnica de tincion, puede ser utilizada en cortes de
tejidos, lineas celulares cultivadas, células individuales y secreciones que contengan
células en suspension como esputo o saliva con la finalidad de analizar la presencia y
distribucion de proteinas, glacidos y moléculas pequefias tanto de origen bioldgico como
no (Henry et al., 2019; Zhou et al., 2019). Existen varios disefios de microscopios que
pueden ser utilizados para el analisis de preparados histologicos marcados por
inmunofluorescencia. El mas simple de todos es el microscopio de epifluorescencia,
aunque también es ampliamente utilizado el microscopio confocal. También es posible
utilizar varios tipos de técnicas microscopicas de alta resolucién (Garcia & Martinez,
2018).

Actualmente se cuentan con dos técnicas para emplear la inmunofluorescencia;
primaria o directa y secundaria o indirecta. En la técnica primaria o directa (IFD por sus
siglas en inglés) se utiliza un unico anticuerpo unido quimicamente unido a un
fluorocromo. El anticuerpo reconoce la molécula diana y se une a ella directamente
pudiendo ser identificada al microscopio de fluorescencia como una zona brillante. Esta
técnica presenta algunas ventajas respecto a la técnica indirecta; reduciendo el tiempo en
su manejo, ademas de ser menos susceptible a falsos negativos por reacciones adversas
que se pudieran presentar en la ejecucion de dicha técnica en laboratorio (Zhou et al.,
2019).

Por otro lado, se encuentra la técnica de inmunofluorescencia secundaria o
indirecta (IFI por sus siglas en inglés), la cual es ampliamente utilizada en estudios de
autoinmunidad debido a su facil manejo y estandarizacién. Se basa en el reconocimiento
de los anticuerpos gque reconocen estructuras antigénicas celulares nativas. Hace uso de
dos anticuerpos; el anticuerpo primario es el que reconoce y se une a la molécula diana,
mientras que el secundario que es el que se encuentra marcado con el fluoréforo,
reconoce al primario y se une a €l. Esta técnica es un poco mas compleja que la primaria,

se requieren mas pasos, pero presenta otras bondades que la hacen usable para ciertos
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tipos de estudios. Basicamente en esta técnica la fluorescencia proviene de un agente
externo (Zhou et al., 2019). Respecto a los requerimientos para nuevas herramientas de
deteccidn, la literatura refiere la necesidad de regular la intensidad para detectar las
moléculas que se desean observar, ademas de calibrar el elemento que emite la luz
(Demchenko, 2009).

Respecto a la deteccion de lesiones orales potencialmente malignas, actualmente
existen dos métodos para su realizacion, el raspado con citobrush y por enjuague oral
que puede ser apoyado con fluorescencia. En el caso del raspado por citobrush, se toma
una muestra de las capas basales de la boca junto con saliva por medio de un cepillo
especial para toma de muestras en boca. En el caso de las muestras por enjuague oral, se
obtienen con un liquido adicionado con fluor6foros, que puede ser enjuague bucal, agua
simple o cualquier otro liquido que puede ser adicionado con algun saborizante para que
sea mas atractivo en la poblacidon, y que después de haber sido mezclado en la boca con
la saliva se deposita en un tubo especial para su posterior analisis o directamente en la
boca con las propiedades que desprendio el liquido en la boca (Gutierrez-Herrera et al.,
2016).

La deteccion de lesiones orales mediante enjuague presenta diversas bondades,
entre las cuales destacan mayor aceptacion por parte del paciente al preferir emplear un
enjuague saborizado y evitar la incomodidad que el raspado por citobrush pudiera
ocasionar, considerandolo como una técnica viable para la deteccion del VPH oral y
lesiones relacionadas (Abbas et al., 2019).

Método de Fluorescencia en Biomarcadores Naturales Fluorescentes. Los
biomarcadores naturales fluorescentes aplicadas con fines médicos son preparados
liquidos que pueden contener componentes organicos en diferentes proporciones, y que
tiene como principal funcion hacer reaccion frente a lesiones con potencial maligno
cuando son refractadas ante la exposicion de luz UV (Smith et al., 2017; Soto, 2011).

Deben comprender elementos de tipo organico mismos que sean extractos naturales, con
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alta pureza y en su estado mas virgen. Se debera tener estricto control de los
componentes y asegurar la inocuidad de estos. Las cantidades exactas que llevara solo
podran ser obtenidas mediante ensayos de prueba y error donde se obtengan las
proporciones ideales (Lin et al., 2020).

Se debera considerar el aspecto visual al momento de la realizacion, ya que las
tonalidades opacas a turbias seran consideradas no atractivas. El sabor debera ser
agradable, encontrando un balance entre el sabor dulce, amargo y &cido. Por otro lado,
un olor como de cascara de limon, menta o algun aroma suave sera recomendado
(Saccomano et al., 2021; Wang et al., 2020). Respecto a su desinfeccion, deberéa ser
esterilizada por filtracion a 22 um para asegurar la seguridad de su composicion, y
posteriormente guardada en envases de vidrio de tapa hermética. Se recomendara un
maximo de seis meses para almacenar los biomarcadores naturales fluorescentes
propuestos (Saccomano et al., 2021).

Los futuros biomarcadores naturales fluorescentes deberan ser probadas in vitro
previo a su uso in vivo bajo condiciones controladas, con ayuda de luz UV de caracter
comercial empleada como estandar de oro o gold standard, término utilizado para definir
aquellas pruebas realizadas para verificar el correcto funcionamiento de un aparato (Lin
etal., 2020; Zou et al., 2018). Debera compararse el biomarcador propuesto contra
alguna formulacion comercial y registrar los resultados obtenidos para su posterior
comparacion (Wang et al., 2020), ademas, deberan ser evaluadas a través de cultivos
celulares en células comercializadas que tienen como finalidad promover su crecimiento
bajo condiciones controladas en el laboratorio, para posteriormente analizar los efectos
del biomarcador natural fluorescente bajo microscopia 6ptica apoyado con fluorescencia
que cuenta con los suficientes aditamentos para observar los cultivos celulares y
documentarlos fotograficamente. Las células propuestas para su analisis in vitro son

HeLa (ATTC® CCL-2™): células de cancer cervical, HT-29 (ATCC® HTB-38"™): células
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de cancer de colon y HGF (ATTC® PCS-201-018™): fibroblastos gingivales humanos
como control (Lin et al., 2020).

Para medir el grado en que la férmula fluorescente indica su efectividad
predictiva se debera medir la especificidad, la cual es la idoneidad que presenta la
formula fluorescente para estimar los casos negativos en individuos sanos, de tal manera
que determina efectivamente la ausencia de lesiones orales potencialmente malignas en
sujetos sanos. Los biomarcadores naturales fluorescentes realizados podran ser
combinadas con solucion Hank’s para su empleo, la cual es una solucion salina
balanceada que es utilizada en el cultivo de las células ayudando a mantener un pH
fisiolégico (Saccomano et al., 2021).

Tecnologia Médica

Tecnologia médica, sanitaria o de la salud, comprenden una extensa variedad de
productos y servicios que tienen como finalidad el cuidado a la salud, pueden ser
herramientas o aparatos que diagnostican, vigilan, detectan o tratan enfermedades y
condiciones especificas en las personas. Estas formas de tecnologia tienen como
principal reto, mejorar la calidad de la atencion meédica por parte del personal de salud
desde una vision multidisciplinaria y hacer mas eficientes los resultados a los pacientes a
través de un diagndstico precoz, ademas de centrarse en la reduccion de costos (Gipson
etal., 2018).

En este sentido, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), ante su constante
busqueda por el bien sanitario de la poblacién en todo el mundo, colabora con instancias
afiliadas que, en conjunto, se enfocan en el acceso e innovacion a medicinas y otras
tecnologias médicas, fortaleciendo la labor cientifica al colaborar con diversas ramas del
area de la salud. Lo anterior, se encamina en un programa de cooperacion trilateral, que
promueva y fortalezca los dispositivos de deteccion de enfermedades que puedan
emplearse en regiones sin la infraestructura apropiada, protegiendo la propiedad

intelectual y los derechos que de las mismas emanan. Dichas instituciones son la World
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Intelectual Property Organization (WIPO por sus siglas en inglés) y la World Trade
Organization (WTO por sus siglas en inglés) (WHO, 2016).

Respecto a las tecnologias empleadas como técnicas de diagndstico y deteccion,
se ha hecho énfasis en el uso de ciertos fluidos corporales, como orina, heces y saliva
para la deteccion de enfermedades en el cuerpo. Especificamente la saliva, ha sido
catalogada como gran aliada tecnolégica en la deteccion de enfermedades, demostrando
ser un fiel indicador para determinar el estado de salud de las personas mediante el
diagnostico de enfermedades infecciosas y de una forma minimamente invasiva (Gipson
etal., 2018).

Especificamente en luces UV con fines médicos, la tecnologia médica cobra vital
importancia puesto que se establecen consideraciones en cuanto a materiales, calibre de
cables, voltajes de luz, nimero de focos LED, peso sugerido, fin deseado, y estética. A
partir de este marco, se realizara la luz UV siguiendo los lineamientos antes
mencionados (Gipson et al., 2018).

Tecnologia Médica en Luz UV. La luz UV empleada en biomarcadores
naturales fluorescentes con fines médicos es considerada una herramienta que tiene
como finalidad irradiar una fuente de luz de onda corta. Las luces UV con fines de
deteccidn a nivel oral debe comprender una onda electromagnética entre los 400 a 700
nm para considerarse un método de examen no invasivo y no destructivo. Ademas, ser
construidas mediante un material ligero como el plastico para tener una mejor
ergonomia, y a la vez resistente para soportar el proceso de limpieza con elementos
desinfectantes. Es recomendable luces UV inalambricas por su facil manejo. En cuanto
al tamafio, la literatura recomienda que, si va a ser empleada a nivel oral, se recomienda
sea delgado y largo, que permita ser introducida a la cavidad oral sin tocar la superficie
bucal. Por otro lado, los sistemas de energia recargables son menos costosos en
comparacion con la reposicién de baterias de un solo uso (Aziz et al., 2019; Zou et al.,

2018).
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Respecto a la fuente de luz, se utilizo la de tipo LED (Light Emitting Diode), que
en espanol significa “Diodo Emisor de Luz”, el cual es un elemento capaz de recibir una
corriente eléctrica moderada y emitir una radiacion electromagnética transformada en
luz de consumo reducido y altamente eficiente, para lo cual se utilizard LED UV (luz
ultravioleta) de 5 mm. y 12 V, en su interior cuenta con tubos absorbentes de radiacion
convirtiéndola en luz visible, formandose de un tono puarpura o lila sensible al ojo
humano (Park et al., 2017; Li et al., 2018). La estética debera tomarse en cuenta al
considerar ocultar los cables de la vista del usuario, dejando por fuera solo la parte
activa (Zou et al., 2018).

En cuanto a las pruebas para determinar la funcionalidad de la luz UV, se
deberan realizar pruebas in vitro previas al uso in vivo, con la finalidad de demostrar su
funcionalidad. Dichas pruebas deberan ser conducidas bajo condiciones controladas, en
un test de referencia o estandar de oro (Lin et al., 2020; Zou et al., 2018). Por altimo,
deberé ser considerada la finalidad de la luz UV, en este sentido, una luz que sera
empleado para fines de deteccion sera diferente a una con fines de desinfeccién, o con
fines terapéuticos (Aziz et al., 2019).

Actualmente, existen fuentes de luz UV validadas como lo son VELscope®, el
cual es un dispositivo de mano de onda corta que integra un sistema de examen de la
mucosa oral para la deteccion temprana de una amplia variedad de enfermedades orales,
incluyendo el pre-cancer y el cancer oral. Cuenta con amplia sensibilidad y
especificidad, sin embargo, es de elevado costo, y dirigido Unicamente al gremio
odontoldgico (Canjau et al., 2018). Por otro lado, Lane et al. (2006), cuentan con un
dispositivo manual que facilita la visualizacion directa de la fluorescencia de la cavidad
bucal para la deteccidn de lesiones precancerosas y cancerosas tempranas de alto riesgo
empleando luz de onda de 400 a 460 nm, sin embargo, consideran la necesidad de un

entrenamiento profundo al momento de utilizar la herramienta.
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También se han empleado sondas de fibras dpticas fluorescentes con espectros de
emisién de 350 nm para medir fluorescencia en tejidos orales como es el caso de
Pavlova et al. (2009), quienes emplearon un dispositivo alojado en un carro moévil de
tamafo mediano, como fuente de luz una lampara de xenon de 75 W y dos filtros que
permiten seleccionar doce longitudes de onda. Conto con alta sensibilidad y
especificidad, sin embargo, no era de caracter portatil, dificultando su desplazamiento.
Simonato et al. (2019), emplearon el dispositivo de visualizacion por fluorescencia de
tejidos orales EVINCE®, que emite luz en longitud de onda de 400 nm a través de un
sistema de LEDs, y permite la observacion de la autofluorescencia a través de un filtro
optico vinculado. En su empleo encontraron zonas bien delimitadas, sin embargo,
declaran la necesidad de ser utilizado solamente por personal especializado.

Cabe resaltar, que los dispositivos antes mencionados proporcionan por si solos
fluorescencia a los tejidos permitiendo la discriminacion de areas neoplasicas sin la
necesidad de herramientas adicionales. Por otro lado, los biomarcadores naturales
fluorescentes requieren la activacion de luz UV de onda corta al ser la fuente principal
de discriminacion patdgena en conjunto con el biomarcador natural fluorescente, misma
que debido a su espectro electromagnético, y la duracion de uso, es no dafiina al cuerpo
(Canjau et al., 2018; Lane et al., 2006; Pavlova et al., 2009; Simonato et al., 2019).
Declaracion STARD

Standards for the Reporting of Diagnostic Accuracy Studies (STARD), es una
declaracion que surge en 2005, bajo la justificacion que las nuevas pruebas de
diagnostico no suelen evaluarse tan rigurosamente como los medicamentos nuevos. Ante
tal problematica, se han establecido una serie de lineamientos con la finalidad de
comprender completamente los peligros y beneficios de la nueva prueba a ser
introducida (Gludd & Gludd, 2015).

La declaracién STARD divide la investigacidn de pruebas diagnosticas en cuatro

fases también llamada arquitectura de la investigacion diagnostica (Figura 2). Asi
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mismo, se propone una lista de verificacion y un diagrama de flujo de reclutamiento de
pacientes. La lista de verificacion activa STARD incluye especificamente la prueba
indice o las especificaciones y procedimientos en estudio (pruebas de referencia y
estandares de oro, tecnologia y procedimientos, métodos y tiempo de prueba,
experiencia del operador, diagndstico de umbral, enmascaramiento), introduccion,
métodos, resultados y seccion de discusion (Gludd & Gludd, 2015).

Los lineamientos de STARD recomiendan que la presentacion de la informacion
se introduzca a través de diagramas de flujo del nimero de participantes que cumplan
con los criterios de seleccion y que aceptan o no las pruebas y estandar de referencia. En
la investigacion de pruebas diagndsticas, gran parte de su validez y calidad internas
depende de los métodos y objetos de aplicacion de las pruebas y patrones de referencia
estudiados. Por lo tanto, estos son elementos que tanto los revisores como los lectores
reconoceran al tomar una decision o evaluar la calidad del original
(Gludd & Gludd, 2015). Aunque es mas tipico en diagnostico por imagen, laboratorio y
otros campos de investigacion, la declaracion STARD es ampliamente aplicable a toda
la variedad de instrumentos diagndsticos nuevos. Los ensayos aleatorios son la mejor
forma de comparar intervenciones y evaluar los efectos potenciales de la introduccién de
pruebas de diagnostico.

Gludd y Gludd (2015), proponen una arquitectura para la investigacion de
pruebas diagnosticas paralela a las fases establecidas en la investigacion de farmacos.
Dicha propuesta consta de cuatro etapas:

e Primera fase: Experimentar el uso del método propuesto a través de estudios
observacionales.

e Segunda fase: Validar la precision del diagnéstico a través de ensayos clinicos.

e Tercera fase: Determinar las consecuencias clinicas de la introduccion de pruebas de

diagnostico mediante ensayos aleatorizados.
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e Cuarta fase: Determinar el efecto de utilizar la vigilancia en estudios de cohortes
grandes para introducir nuevas pruebas de diagndstico en la practica clinica.

En la construccién de su arquitectura de pruebas diagndsticas, Gludd y Gludd
(2015), resaltan que los peligros y beneficios de las pruebas de diagnostico deben
evaluarse completamente antes de su uso en la practica clinica, ademas, recomiendan
que la evaluacion se realice en cuatro etapas para reflejar el proceso de evaluacion de
nuevos tratamientos.

Declaracién STARD en Biomarcadores Naturales Fluorescentes y Luz UV.
De acuerdo con las fases propuestas por Gludd y Gludd (2015), la fase | corresponderia
a experimentar el biomarcador natural fluorescente y luz UV en ensayos observacionales
in vitro. La fase 11, en validar discriminatoriamente el biomarcador natural fluorescente
y luz UV a través de estudios clinicos in vivo. La fase 11, en determinar las posibles
consecuencias o efectos no deseados del método propuesto, y la fase IV en mantener la
vigilancia del método para mejoras, cambios, etc. Cabe resaltar que para el presente
estudio solo se llego hasta la fase dos, y previo a las dos fases hay una fase preliminar en

donde se desarrollo el disefio y elaboracion de estos, y evalu6 la viabilidad (Figura 2).

F_asg Fase Il
Preliminar Fase | Fase 111 Fase IV
L Validacion
Disefio, Experimenta- Discriminato- Rendimiento Efecto
Elaboracién y cion del ria del Diagnostico longitudinal
Viabilidad del | Biomarcador > Biomarcador > del — del
Biomarcador Natural Natural Biomarcador Biomarcador
Natural Fluorescente y Fluorescente y Natural Natural
Fluorescente y Luz UV Luz UV Fluorescente Fluorescente
Luz UV (in vitro) (in vivo) y Luz UV y luz UV

Figura 2. Arquitectura para la Investigacion de Pruebas Diagndsticas en
Biomarcadores Naturales Fluorescentes y Luz UV

Estudios Relacionados

A continuacion, se presentan los estudios de investigacion de los conceptos
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relacionados con el fendmeno de interés. Seran presentados por apartados iniciando por
método de fluorescencia donde se exponen las investigaciones que emplearon
biomarcadores apoyados con fluorescencia para justificar su relevancia, necesidad de
establecer su biocompatibilidad a través de pruebas de citotoxicidad y rendimiento
diagnostico, y sensibilidad y especificidad mediante la determinacion de la intensidad de
fluorescencia en cultivos celulares.

Posteriormente se muestran los estudios relacionados con tecnologia médica
donde se exponen investigaciones que emplearon luz UV de onda corta para
fundamentar su viabilidad, necesidad de empleo e innovacion, equipos tecnolégicos
capaces de medir su intensidad, y determinar el sitio mas frecuente de presencia de
lesiones orales a través de su uso.

Por ultimo, se muestran los estudios relacionados con el método STARD, donde
se dan a conocer aquellas investigaciones donde emplearon la metodologia de
investigacion de pruebas diagnosticas, para sustentar la importancia del establecimiento
de Fases delimitadas, la relevancia de implementar un orden estricto en la investigacién
de nuevos métodos de deteccion, y determinar los factores de riesgo asociados a VPH en
una Fase | inicial. Al final de cada seccion, se expone una sintesis de cada uno de los de
los estudios relacionados. Se incluyeron algunos estudios de areas relacionadas debido a
la escasez de literatura en el tema y al constituir las Unicas investigaciones disponibles al
momento.

Método de Fluorescencia

Daly et al. (2020), investigaron el uso de un sistema de tomografia de
fluorescencia guiada por imagenes (igFT) para estimar la profundidad de la invasion
tumoral en modelos de cancer oral que simulan tejidos. La implementacion de la
tomografia dptica difusa se llevd a cabo mediante el software de elementos finitos
(NIRFAST), y se habilité con datos geométricos de la exploracion quirdrgica 'y de

imagenes de CT de haz cénico intraoperatorio (CBCT). Las simulaciones y los
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experimentos caracterizaron el rendimiento de la tomografia de fluorescencia en una
variedad de profundidades de invasion tumoral. Para ayudar a la visualizacion
quirdrgica, el volumen de fluorescencia se convierte en una superficie coloreada que
indica la profundidad del tumor y se superpone al video endoscopico navegado,
convirtiéndose en una opcion confiable, economica y aceptable en la medicina.

Dang et al. (2015), realizaron un ensayo clinico en EE.UU. donde estudiaron la
deteccion del VPH oral en muestras de enjuague bucal, utilizando la recoleccion de
muestras de enjuague oral junto con PCR en tiempo real para detectar los tipos de VPH
16 y 18, y muestras de PCR de reaccidn en cadena fluorescente de la polimerasa cebada
arbitrariamente y amplificadas preferentemente para detectar una amplia gama de VPH,
en pacientes con Carcinoma Oral de Células Escamosas, y pacientes sanos. Como
principales resultados obtuvieron que 33% de 100 pacientes con cancer fueron positivos
para cualquier tipo del VPH oral; indicando que la deteccion del VPH a través de PCR
de reaccion en cadena fluorescente en muestras de enjuague bucal puede ser Gtil como
herramienta de deteccion para detectar canceres orales asociados al VPH oral, teniendo
método para la deteccion del VPH tenia una sensibilidad del 33% y una especificidad
del 99% (p < .001).

Canjau et al. (2018), evaluaron lesiones orales potencialmente malignas a través
de autofluorescencia tisular, estableciendo la precision diagnostica, sensibilidad y
especificidad del método. Para lo anterior, reclutaron 18 pacientes y fueron evaluados
mediante examen oral convencional seguido de evaluacion de fluorescencia visual
directa. Las areas clinicamente sospechosas detectadas se investigaron mas a fondo
mediante PCR. Como resultados se detectaron ocho muestras positivas para lesiones
malignas. Una lesion identificada como maligna fue confirmada por PCR. Se confirmé
la sensibilidad del 94.44% y una especificidad del 100% para discriminar la mucosa
normal in situ del carcinoma o del carcinoma invasivo, en comparacion con la

histologia. El valor predictivo positivo fue del 100% y el valor predictivo negativo fue
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del 50%, con un intervalo de confianza (IC) del 95%. Se concluy6 que el proceso
realizado permite una determinacion de margenes simple y rentable, con el fin de
realizar la deteccion y cribado de los trastornos precancerosos y cancerosos tempranos
orales, sin embargo, no podria reemplazar completamente el procedimiento de
histopatologia.

Cicciu et al. (2019), evaluaron la eficacia clinica a través de una revision
sistematica de VELscope®, herramienta de diagnostico aplicada a la cavidad oral
empleando fluorescencia. Se incluyeron 25 publicaciones y se evaluaron manualmente.
Los datos sobre la sensibilidad y la especificidad se reflejaron en un 70.19% y 65.95%,
respectivamente, pero a pesar de ello algunos estudios no concuerdan sobre su eficacia
clinica, y este método de diagnostico sigue siendo muy debatido en la literatura médica
cientifica y clinica. Los autores concluyen en seguir innovando en métodos presuntivos
eficientes y eficaces desde este punto de vista que ayuden al clinico en el diagnostico, y
asegurar su sensibilidad y especificidad al obtener resultados significativos en los
estudios in vitro.

Tomo et al. (2019), realizaron una revision de los retos dentro de la prevencion y
diagnostico precoz del carcinoma oral de células escamosas y de lesiones orales
potencialmente malignas a traves del uso de la visualizacién por fluorescencia.
Identificaron que dicho método se ha perfeccionado como auxiliar para detectar
precozmente alteraciones en la mucosa oral sugestivas de malignidad o premalignidad.
Sin embargo, quizas debido a alguna interpretacion erronea respecto a la finalidad
clinica de este método, su aplicabilidad puede haber sido subestimada.

Baush et al. (2009), indagaron la deteccién de la malignidad mediante nuevos
biomarcadores de Plectina-1 (Plec-1), proteina de unién de alto peso molecular. Para
ello, se analizé la expresion de Plec-1 en células benignas, asi como malignas y
detectaron la sensibilidad y especificidad a través de cultivos celulares. Los resultados

mostraron una afinidad significativa de Plec-1 para distinguir células malignas de
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benignas del 83% y su sensibilidad del 84%. Estos datos apoyan a Plec-1 como un
excelente biomarcador para la deteccioén temprana del carcinoma y la necesidad de
corroborar la sensibilidad y especificidad de los biomarcadores en estudios in vitro.

Jalali et al. (2021), investigaron el poder de P. harmala, planta autoctona en las
regiones del Mediterraneo e India, en el tratamiento del cancer, a traves de una revision
sistematica. Localizaron 42 articulos relacionados con el tratamiento del cancer y 22
articulos sobre componentes bioactivos de alcaloides. Dentro de sus resultados
encontraron una citotoxicidad del 5% en estudios in vitro, y en sus hallazgos, pudieron
constatar que los ensayos de citotoxicidad predicen las respuestas clinicas con una alta
sensibilidad y especificidad. Esto quiere decir, evaluar el poder maximo curativo previo
al empleo in vivo de cualquier sustancia.

Hema et al. (2019), realizaron una revision sistematica donde compararon los
biomarcadores orales en saliva. Se analizaron nueve articulos en los que se compararon
308 individuos sanos con 340 pacientes con carcinoma oral de células escamosas. Los
resultados mostraron que los biomarcadores salivales pueden utilizarse como
herramienta de diagndstico altamente sensibles y especificos, para la deteccidén temprana
de lesiones orales potencialmente malignas. Por otro lado, se argumenta el poder de
rendimiento de estos biomarcadores en un 20% para establecer un uso no citotéxico.

En sintesis, los estudios revelan que las pruebas de deteccion de lesiones orales
potencialmente malignas apoyadas con fluorescencia cumplen los requisitos que
demandan las pruebas de deteccidn rapidas establecidos por The Oral Cancer
Foundation, y pueden ser realizadas mediante enjuague y raspado oral, pudiendo ser
confirmadas con un estandar de oro como lo son las pruebas moleculares por PCR. Las
bondades que presentan este tipo de procedimientos son mayor eficacia, confiabilidad,
economia y aceptacion en la comunidad cientifica y usuarios. Ademas, la deteccién
enfermedades y lesiones orales relacionadas mediante fluorescencia resultan buen

predictor inicial para la deteccion de las patologias como cancer oral sin suplir los
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métodos de deteccion convencionales, constatando que este tipo de método de deteccion
revela lesiones orales sin aparente presencia, sin embargo, no suple los métodos
tradicionales y requiere una confirmacion posterior.

Por otro lado, se hace hincapié en el empleo de biomarcadores en base a
extractos naturales, que sean probados en estudios in vitro previos al uso in vivo, donde
se constate su biocompatibilidad a través de cultivos celulares permitiendo establecer su
rendimiento en un 20% minimo, y citotoxicidad en un 5% maximo, y su sensibilidad y
especificidad en un 70% minimo corroborada en cultivos celulares con diferencias
significativas entre células malignas y no malignas.

Tecnologia Médica

MacGregor et al. (2021), emplearon una luz UV de onda corta como alternativa a
la cistoscopia. Para ello, realizaron una revision de literatura donde se determind los
elementos a emplear. Los procesos para su realizacion fueron realizados mediante
consenso y fue probado con lineas celulares modelo. Como resultados obtuvieron que la
herramienta fue no invasiva, logrando tasas de captura altamente especificas de células
cancerosas de vejiga basadas en su expresion de moléculas de adhesion de células
epiteliales (> 90%) y deteccidn por los niveles de intensidad de fluorescencia. Luego,
realizaron un estudio piloto para probar la herramienta con pacientes de cancer
diagnosticados histopatolégicamente (n = 10) y sin cancer (n = 25), demostrando su
discriminacion selectiva. Como conclusiones declaran el haber empleado una luz UV
como diagnostico no invasivo para la vigilancia posterior al tratamiento en pacientes con
cancer de vejiga y la deteccion de cancer en pacientes con sospecha de cancer de vejiga.

Venkataramana y Shankapal (2020), desarrollaron y validaron en India una mano
bidnica para la deteccion temprana del cancer y trastornos orales potencialmente
malignos a través de un aditamento adaptable a cualquier teléfono mévil, aprovechando
las propiedades de la autofluorescencia tisular para la deteccidén temprana de estas

lesiones con luz UV. Se validd a través de PCR, donde se tomaron muestras de un total
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de 80 lesiones incluyendo las normales. Dos tercios de los pacientes incluidos eran
hombres y la edad media global fue de 60 afos. De las 80 muestras, 35 muestras
mostraron pérdida de autofluorescencia, mientras que 45 las muestras mostraron
retencion de autofluorescencia. De las 45 muestras que mostraron autofluorescencia
verde palido, 40 eran de muestras de tejido normal y 5 de tejido las muestras procedian
de pacientes con fibrosis submucosa oral. Utilizando la histologia como estandar de oro,
la herramienta alcanzé una sensibilidad del 100% y especificidad del 100% en la
deteccion de leucoplasia oral. En el caso de controles normales, se encontrd que tanto la
sensibilidad como la especificidad eran del 100%. Se constata el empleo de
fluorescencia y luz UV en la identificacion de lesiones con potencial maligno con alta
sensibilidad y especificidad.

Tipirneni et al. (2018), analizaron imagenes de fluorescencia para la deteccion de
células cancerosas en el campo de la oncologia, por medio de una luz UV de onda corta
(400 a 700 nm) que apoyara en la deteccion y la vigilancia del cancer. Como
conclusiones declaran que esta tecnologia tiene la promesa de resaltar las células que no
se detectan facilmente mediante imagenes convencionales o examen fisico, lo que
permite la deteccion de enfermedades en una etapa mas temprana de desarrollo.
Ademas, existe una necesidad persistente de modalidades de imagenes innovadoras y
rentables para mejorar las disparidades en la atencién médica y la carga global del
cancer en todo el mundo.

Wang et al. (2018), analizaron el papel de las ondas fluorescentes UV para la
visualizacion de células vivas y los retos existentes a través de una revision de literatura.
Examinaron las tendencias junto con las propiedades quimicas y espectroscépicas
requeridas de las ondas fluorescentes. Como resultados, encontraron que el empleo de la
fluorescencia en la visualizacion celular ha abierto la posibilidad de estudiar procesos
dindmicos con una resolucion espacial y temporal sin precedentes. Para lo anterior,

resaltan la necesidad de contar con equipo tecnoldgico para ello como lo son



25

microscopios de fluorescencia capaces de visualizar longitudes de onda entre los 400 a
700 nm, tener alta fidelidad y calidad en imagenes.

Tatehara et al. (2020), realizaron una revision de literatura acerca de los métodos
de diagnostico empleando luz UV. Dentro de sus datos, se encuentra el dato de un
estudio de deteccion de lesiones orales potencialmente malignas a traves del diagndstico
fotodinamico con acido 5-aminolevulinico (ALA-PDD), fotosensibilizador en la
deteccion con fluorescencia. Dentro de sus resultados, encontraron la mucosa bucal
como el sitio mas prevalente en la presencia de dichas lesiones. Constataron la necesidad
de realizar mas estudios para comprobar dicha informacion en mas grupos poblacionales
y comprobar el poder discriminatorio de las herramientas apoyadas con fluorescencia.

En sintesis, la tecnologia médica guia el empleo de la luz UV para la deteccion
de padecimientos de cualquier indole, estableciendo pautas, consideraciones y
recomendaciones generales para su empleo. Como principal encomienda se declara el
poder utilizar luz UV de onda corta, comprendida entre los 400 a los 700 nm, debido a
su relacién con la deteccion de microorganismos sensibles a fluor6foros presentes en
ellos. Respecto a las presentaciones de luz UV, se aconseja las de tipo portatil debido a
su tamafio y practicidad de uso, consideradas buenos aliados como instrumentos en la
deteccidn del VPH oral y lesiones orales relacionadas. Por otro lado, se corrobora la
necesidad de realizar ensayos clinicos comparados con estandar de oro en ensayos in
vitro. Es vital la utilizacién de microscopios de fluorescencia capaces de medir la
intensidad de fluorescencia en cultivos celulares, y en ensayos in vivo, se sefiala la
mucosa bucal como el sitio mas frecuente de presencia de lesiones orales detectadas con
estos aditamentos.

Declaracion STARD

Giguere et al. (2020), desarrollaron en Canada la Digit Triplet Test (DTT), una

prueba de deteccidn de voz en ruido que utiliza combinaciones de tres digitos como

material de voz, también llamados tripletes de digitos la cual se desarrolld en inglés y
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frances, los idiomas oficiales de Canada, para ello emplearon las fases propuestas para la
elaboracion de instrumentos diagnosticos. En la Fase | se abordo el desarrollo de la
prueba de investigacion sobre la homogeneizacion de la identificacion de numeros en las
fichas y posiciones de los jovenes dentro de los trillizos adultos con audicion normal

(n = 48). En la Fase I, se recopilaron datos normativos sobre jovenes adultos con
audicion normal (n = 64). Finalmente, se encontrd que las caracteristicas estadisticas son
consistentes durante todo el proceso. La version de prueba es comparable a las pruebas
de tripletes digitales en otros idiomas.

Negin et al. (2020), realizaron un estudio en Iran donde desarrollaron la version
persa de la prueba de Sintesis Fonémica (TSF), para evaluar sus propiedades
psicométricas y generar datos normativos. Dicho estudio consistio en tres fases; Fase | el
desarrollo del TSF, Fase Il determinar la validez y confiabilidad de la prueba, y Fase IlI
generar datos normativos. Para lo anterior se desarrollaron pruebas, incluida la
optimizacion de materiales, determinacion de contenido y validez facial y evaluacién de
propiedades psicométricas. Participaron 425 sujetos donde diez expertos participaron en
la etapa de evaluacion de la validez de contenido. La validez aparente se determind
tomando las opiniones de 17 sujetos, incluidos nifios diagnosticados con APD, nifios
normales y expertos. Todos los participantes fueron reexaminados después de cuatro
semanas para evaluar la fiabilidad test-retest. Como resultados se revel6 el fuerte
contenido y la validez aparente de la prueba, sin diferencias significativas se observaron
entre los géneros. Se observaron diferencias significativas en las puntuaciones
cuantitativas y cualitativas entre los grupos de edad. El coeficiente de correlacion de
Spearman mostrd que las puntuaciones del prueba y reprueba se correlacionaron fuerte y
positivamente (r = .9).

Chiu et al. (2020), desarrollaron un ensayo Fase | in vitro de cribado de alto
rendimiento para la actividad anti-SARS-CoV-2, donde evaluaron células epiteliales de

rifidn de mono VeroE6 y su respuesta frente a ciertos medicamentos. Se identificaron
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ocho farmacos (nelfinavir, RG-12915, itraconazol, cloroquina, hidroxicloroquina,
sematilida, remdesivir y doxorrubicina) como inhibidores de la actividad anti-SARS-
CoV-2 in vitro en las lineas celulares, sin embargo, los autores concluyen que estos
datos no son definitivos y deben seguir a una Fase Il donde se evalle el potencial de los
medicamentos analizados en estudios in vivo.

Kaur et al. (2018), realizaron una revision sistematica de la literatura evaluando
el potencial de los biomarcadores naturales frente a lesiones orales potencialmente
malignas y cancer oral. Para lo anterior, analizaron 48 articulos de las bases de datos de
Medline, PubMed y EMBASE, y como principales resultados obtuvieron que la
combinacion de biomarcadores naturales podria utilizarse como herramienta de cribado
para mejorar la deteccion precoz y la precision diagnostica. También, resaltan
imprescindible el probarlos siguiendo una metodologia estricta como lo es STARD, y
comenzar con una Fase | de pruebas in vitro, para su posterior implementacion in vivo.
Aunado a lo anterior, destacan la gran importancia que presentan para que los clinicos e
investigadores mitiguen los desafios en la deteccion de lesiones orales potencialmente
malignas y cancer oral.

Saksg et al. (2020), realizaron un ensayo clinico Fase I, en mujeres voluntarias
iranies sanas, para evaluar la seguridad, tolerabilidad y la inmunogenicidad de la vacuna
anti VPH-NZ8123-HPV16-optiE7. En el estudio se incluyeron 55 sujetos divididos en
seis cohortes en funcion de las dosis. Como principales resultados resaltan que el estudio
anima a realizar mas ensayos de Fase Il con la vacuna de dosis de 5 x 109 UFC/mL, y
como hallazgos encontraron que aquellas mujeres expuestas a factores de riesgo como
fumar tabaco, beber alcohol y presencia de ciertas comorbilidades pudieran estar mas
expuestas a presentar VPH.

En sintesis, la investigacion de futuras pruebas diagnosticas debe seguir un
protocolo estricto para asegurar su precision, empleando métodos que permitan la

determinacion del poder curativo de dichas pruebas. STARD es una metodologia que
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resulta de gran utilidad para guiar el desarrollo, implementacion y seguimiento de
invenciones medicas, y pueden aplicarse a cualquier campo de las ciencias de la salud.
También sirve como régimen en la comprobacion de utilidad que tienen las nuevas
invenciones en materia de deteccion de enfermedades, sin embargo, esta se enfoca
solamente a métodos ya elaborados previamente, por lo cual, si no ha sido elaborado,
debe ser previamente desarrollado para ser posteriormente probado empleando esta
metodologia.

Por otro lado, se corrobora que STARD es una metodologia flexible, lo cual
implica poder modificar y adaptar sus fases de acuerdo con la conveniencia de la
situacion. Sobresale el analisis de factores de riesgo que pueden obtenerse de la Fase |
de STARD, que en el caso de VPH oral comprenden el consumo de tabaco y alcohol,
presencia de comorbilidades y lesiones orales preexistentes.

Objetivo General
Determinar la capacidad del biomarcador natural fluorescente en el tamizaje de
lesiones orales potencialmente malignas.
Obijetivos Especificos
1. Determinar la biocompatibilidad del biomarcador natural fluorescente en un
modelo in vitro de células sanas.
2. Evaluar la sensibilidad y especificidad del biomarcador natural fluorescente
validando los datos en un modelo in vitro de células malignas.
3. Obtener criterios objetivos de discriminacion por el biomarcador natural
fluorescente en cavidad oral de participantes en poblacion abierta.
4. Analizar las caracteristicas que determinan padecer lesiones orales
potencialmente malignas de participantes en poblacidn abierta.
Hipotesis
H.. El biomarcador natural fluorescente muestra un rendimiento minimo del 20%

del extracto de metanol de Cinchona officinalis.



29

H>. El biomarcador natural fluorescente presenta diferencias significativas en la
intensidad de fluorescencia en células malignas y no malignas en las pruebas
in vitro realizadas.

Hz. Fumar tabaco, beber alcohol, presencia de comorbilidades y contar con
antecedentes heredofamiliares de cancer son factores de riesgo significativos
para la presencia de lesiones orales potencialmente malignas a través del
empleo del biomarcador natural fluorescente y luz UV.

Ha. El sitio de fluorescencia es una caracteristica que determina padecer VPH oral.
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Capitulo 11
Metodologia

En este apartado se describe la metodologia adaptando el modelo de Arquitectura
para la Investigacion de Pruebas Diagnosticas de Gludd y Gludd (2015). Se presentan la
Fase Preliminar, la Fase I y 11 en las cuales se incluye el disefio del estudio, poblacion,
muestra y muestreo, criterios de inclusion, exclusion y eliminacion, instrumentos de
medicion, procedimiento de recoleccidn de datos, consideraciones éticas, de
bioseguridad y el plan de analisis.
Fase Preliminar: Disefio, Elaboracion y Viabilidad del Biomarcador Natural
Fluorescente y Luz UV

En esta fase se describe la metodologia empleada para la determinacion de los
elementos y descripcion de los pasos para la realizacion del biomarcador natural
fluorescente y luz UV. También se describe el proceso de analisis de viabilidad a través
de pruebas in vitro.
Disefio del Estudio

Observacional, ya que se compararon los efectos del biomarcador natural
fluorescente y luz UV atribuidos al cultivo celular (Gray et al., 2016).
Poblacion, Muestra y Muestreo

La unidad de anélisis estuvo conformada por los ingredientes para el
biomarcador natural fluorescente, los elementos la luz UV, células de cancer cervical
HeLa (ATTC® CCL-2™), células de cancer de colon HT-29 (ATCC® HTB-38"™) y
fibroblastos gingivales humanos HGF (ATTC® PCS-201-018™).
Criterios de Inclusion

Fueron ingredientes de origen natural, con nula toxicidad, y de facil acceso. Los
elementos de la luz UV fueron de bajo voltaje y cables de doble cubierta. Las células
fueron de cancer cervical HeLa (ATTC® CCL-2™, células de cancer de colon HT-29

(ATCC® HTB-38™) y fibroblastos gingivales humanos HGF (ATTC® PCS-201-018™).
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Criterios de Eliminacion

Ingredientes fermentados y células que hayan muerto en el proceso.
Instrumentos de Medicion

Se utilizo el estandar de oro de la luz UV y el biomarcador natural fluorescente
para realizar una comparacion ciega y controlada, y el cultivo celular para la
comprobacion preliminar de la selectividad por células de cancer.

Procedimiento de Recoleccion de Datos

Disefio y Elaboracion. En este apartado se describen los pasos para determinar
los componentes y conformar el biomarcador natural fluorescente y luz UV.

Biomarcador Natural Fluorescente. Para determinar los componentes que
integraron el biomarcador, se realiz6 una revision sistematica, donde se tuvo como
objetivo comparar los diferentes elementos con propiedades fluorescentes que absorben
energia en forma de radiacion electromagnética de onda corta. Los resultados indicaron
que las sustancias ideales para realizar pruebas en seres humanos deben provenir de
productos organicos, inocuos, de facil acceso en la region donde se emplee, econémico,
contar con acceso legal y baja o nula toxicidad.

Para la realizacion del biomarcador propuesto se concretaron reuniones entre el
equipo multidisciplinario, para discutir lo encontrado en la revision sistematica y definir
los elementos fluorescentes a emplear. Posteriormente, se realizaron pruebas in vitro
donde se determinaron cuales sustancias y qué cantidad llevara el biomarcador natural
fluorescente. Cabe sefialar que a medida que se realizo el biomarcador natural
fluorescente, se realizaron pruebas de ensayo y error probando con diferentes
proporciones de los elementos, donde se compar6 la fluorescencia del biomarcador
natural fluorescente con el estandar de oro (Schweppes®) en el cuarto oscuro de

laboratorio. Para cumplir con lo anterior, se siguieron los siguientes pasos:
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Se trituraron las cortezas de la raiz de Cinchona officinalis de forma manual para
tener un menor tamafo, luego con mortero y finalmente en licuadora hasta obtener
un polvo fino.
Posteriormente, con apoyo de una bascula de laboratorio y una espatula, se pesaron
la cantidad de gramos a emplear del polvo de la raiz electa. Se procedid a hervir agua
bidestilada en un vaso de precipitado grande con ayuda de un agitador magnetico y
se agrego el polvo.
. Se dejo reposar la solucion obtenida por un espacio de tiempo determinado. Una vez
que la solucion se encontr6 a temperatura ambiente se realizé una doble filtracion con
apoyo de un cernidor y posteriormente con papel filtro de 22 p.
. Una vez obtenido el concentrado, se procedié a la formulacion final agregando
elementos adicionales:
0.001 —1.000 gr. de sacarosa
0.001 — 1.000 gr. de acido citrico
0.001 — 1.000 mL de extracto de citrus x aurantifolia
0.001 — 1.500 mL de extracto de quina
0.001 — 100.000 mL de agua purificada
0.001 — 300.000 mL de agua mineral
Se procedio a mezclar todos los anteriores ingredientes en un vaso de precipitado
grande nuevo.
. Finalmente, se agreg6 0.001 — 20.000 mL de C-H4O- a la anterior mezcla.
. Una vez obtenida la misma fluorescencia entre biomarcador natural fluorescente
propuesto y el estandar de oro (formulacion fluorescente comercial Schweppes®) ante
la presencia de luz UV, y ser comparada fotograficamente se procedio a aplicar en un
cultivo de células de cancer cervical HeLa (ATTC® CCL-2™)y células de cancer de

colon HT-29 (ATCC® HTB-38™) para observar su reaccion con ayuda de luz UV, el
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cual fue comparado antes y después de agregar el biomarcador natural fluorescente y
luz UV.

Luz UV. Para determinar la fuente de luz UV ideal, se realizé una revision de
literatura donde se compararon las diferentes fuentes de radiacion electromagnética de
onda corta, sus aplicaciones, usos, contraindicaciones y rango nanométrico a cubrir;
también se consideraron elementos como costo, accesibilidad, e inocuidad. Una segunda
revision de literatura fue realizada para determinar los elementos y caracteristicas de la
luz UV en cavidad oral; ventajas y cualidades (Figura 3).

Una vez obtenida la informacion, los resultados obtenidos fueron vaciados en
una tabla para facilitar su comparacion, donde se expusieron las propiedades de cada una
de las fuentes de emisidn del espectro electromagnético, y los elementos y caracteristicas
de la luz UV. Lo anterior se realiz6 mediante consenso entre el equipo de expertos,
permitiendo elegir la fuente de luz, longitud de onda, frecuencia y energia ideales
correspondientes a la misma.

Se determino que el tipo de cable debe ser de 5 mm de grosor, color UV de 395-400 nm,

y un voltaje de 9 a 12V. Posteriormente, se procedio a la elaboracién de la luz UV:

e Se descortezaron los Gltimos 1-5 mms. del cable “a” y “b” para exponer su punta al
exterior.

e El cable se sujetd a un filamento firme de 1-50 mms. de largo para obtener firmeza,
sujecion y facil manejo.

e El cable y el filamento fueron envueltos con apoyo del elemento “c” dejando las
puntas expuestas al exterior.

e Las puntas de ambos cables “a” y “b”, fueron conectadas a una fuente de emision de
energia de 1- 20V y a un tablero tipo “d” con interruptor.

¢ La fuente de energia junto con el tablero fue colocada dentro de otra caja pequefia de

material seleccionado para mayor estética.
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e Los cables con ¢l filamento firme fueron envueltos en el material “d” seleccionado
dejando 1-5 mms. libres de la punta emisora de luz.

e Posteriormente el cable con el filamento envuelto en el material selecto fue
nuevamente cubierto por un ultimo material “f” seleccionado para su empleo.

Evaluacion de la Viabilidad. En este apartado se describen los pasos para
determinar la posibilidad de emplear el biomarcador natural fluorescente y luz UV en las
futuras pruebas de caracter in vitro e in vivo.

Comparacién con el Estandar de Oro. Para evaluar la probabilidad que existe de
poder llevar a cabo un proyecto con éxito empleando un biomarcador natural
fluorescente y luz UV, primeramente se evalud la viabilidad a través de pruebas in vitro
donde se compararon con el estandar de oro. Esto significa, elegir una luz UV comercial
de libre acceso en tiendas de conveniencia con caracteristicas similares a la luz UV aqui
propuesta. El estandar de oro elegido en el caso de la luz UV fue ldmpara de 12 VV
(lampara UV marca FULL, modelo XML-T6+COB LED, material aluminio,
especificaciones switch boton de encendido en la base ON/OFF, bateria recargable por
micro USB, tamafio 9.3cm*4,2cm*2.4cm, peso 57 grs.), se corrobor6 que ambos
emitieran una fuente de luz igual o parecida a simple vista.

En el caso del biomarcador natural fluorescente, se eligié Schweppes® (agua
tonica, presentacion botella de vidrio de 296 ml. marca Pefiafiel®) como estandar de oro,
ya que es una bebida apta para consumo humano con las mismas propiedades que el
biomarcador natural fluorescente aqui propuesto. Se corroboré que ambas sustancias
tuvieran la misma intensidad de fluorescencia al ser expuestas ante la luz UV al ser
colocadas en dos frascos independientes. Fueron comparados fotograficamente y se
logré que tanto biomarcador natural fluorescente como estandar de oro tuvieran el
mismo grado de fluorescencia.

Cultivo Celular Preliminar. Posterior a la comparacion del biomarcador natural

fluorescente y luz UV con el estandar de oro, se procedié a una evaluacion de la
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selectividad con células de cancer cervical HeLa (ATTC® CCL-2™), células de cancer

de colon HT-29 (ATCC® HTB-38™) y de fibroblastos gingivales humanos HGF

(ATTC® PCS-201-018™) como control a través de un cultivo celular preliminar a baja

escala. Esto significa comprobar si verdaderamente el biomarcador natural fluorescente

y luz UV tienen afinidad por células cancerigenas. Las areas por emplear dentro del

laboratorio fueron area de cultivo celular, esterilizacion y de microscopia optica. Los

pasos fueron los siguientes:

1. Se cultivaron células de fibroblastos gingivales humanos HGF (ATTC® PCS-201-
018™ como control sano y células de cancer cervical HeLa (ATTC® CCL-2™)y
células de cancer de colon HT-29 (ATCC® HTB-38™) solas y en co cultivo durante
24 hrs a 37°C, en una atmdsfera de 5% de CO? y colocadas en placas de 6 pozos.

2. Pasado el tiempo pactado se retiré el medio de cultivo.

3. Se agregd 1 mL de C2H4O: al 99.99%, presentacion 500 ml., marca Honeywell de
CTR Scientific, clave producto 7499. Se retir6 después de un lavado.

4. Se agregd 1 mL del biomarcador natural fluorescente y fue llevado al microscopio.

5. El cultivo celular fue evaluado mediante microscopia optica y luz UV a 4, 10 y 40X,
donde se capturaron fotografias con equipo digital Carl Zeiss® y fueron comparadas
para su analisis.

Consideraciones de Bioseguridad

Este estudio se apeg6 al Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de

Investigacion para la Salud (Secretaria de Salud, 1987; enmienda 2014) que establece

los lineamientos y principios generales a los que se debe someter la investigacion

cientifica. De acuerdo con el Articulo 3, Fraccion 1V, la presente investigacion se
encontrd en aquellas que comprenden el desarrollo de acciones que contribuyan al
desarrollo de insumos para la salud ya que se plante6 desarrollar un biomarcador natural

fluorescente y utilizar luz UV para tamizaje de lesiones orales potencialmente malignas.
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Con atencion al Titulo Tercero esta investigacion fue considerada como
Investigacion de Nuevos Recursos Profilacticos, Diagndsticos, Terapéuticos y de
Rehabilitacion, ya que se planted desarrollar un biomarcador natural fluorescente y
utilizar luz UV para tamizaje de lesiones orales potencialmente malignas. Se solicito
autorizacion del Comité de Bioseguridad de la Facultad de Enfermeria de la Universidad
Auténoma de Nuevo Leon (Articulo 62), y se trabajé en el laboratorio Unidad de
Odontologia Integral y Especialidades (UOIE) del Centro de Investigacion y Desarrollo
en Ciencias de la Salud (CIDICS), y el Laboratorio de Inmunologia y Virologia, Unidad
de Inmunobiologia y Acarreadores de Drogas, Facultad de Ciencias Bioldgicas, UANL,
los cuales cuentan con las debidas acreditaciones para su funcionamiento
(Articulo 75, Fraccion ).

Adicionalmente, los anteriores laboratorios contaron con un protocolo de
procedimientos a disposicion de los usuarios, y en ambos lugares el personal establecid
los procedimientos de manejo, transporte y control de las muestras y de los residuos
peligrosos biologico-infecciosos (RPBI), se establecid un programa de vigilancia
continua y se cont6 con bibliografia actualizada referente a temas de contingencia
(Articulo 75, Fraccion 11 a VII). De acuerdo al Articulo 76, estos laboratorios fueron
considerados como Laboratorios basicos de Microbiologia, puesto que se realizaron
cultivos y reactivos controlados.

Por otro lado, el trabajo realizado en laboratorio fue cultivo celular, preparacion
de reactivos y analisis (Articulo 77, Fraccion 1), se utilizaron barreras de proteccién
personal como bata clinica, guantes desechables, cubrebocas, lentes de proteccion y
gorro (Articulo 77, Fraccién I1), el personal del laboratorio se encarg6 del
mantenimiento de los equipos a emplear (Articulo 77, Fraccion I11), se siguio el
protocolo establecido en cada laboratorio en caso de una eventualidad (Articulo 77,
Fraccion 1V), y los materiales bioldgicos a emplear fueron transportados Unicamente por

la empresa certificada (Articulo 77, Fraccion V1). El desecho de los reactivos bioldgicos
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fue siguiendo el protocolo establecido y depositado en el contenedor correspondiente de
RPBI (Articulo 77, Fraccion VII), y la descontaminacion estuvo a cargo del personal de
los laboratorios (Articulo 77, Fraccion VIII).

Se utiliz6 una campana de flujo laminar clase I1A para la manipulacion de las
células de céancer cervical HeLa (ATTC® CCL-2™), células de cancer de colon HT-29
(ATCC® HTB-38™) y de fibroblastos gingivales humanos HGF (ATTC® PCS-201-
018™), ya que en este tipo de cabinas la superficie de trabajo se encuentra bafiada por
aire limpio atravesado un filtro HEPA (Articulo 77, Fraccion IX).

El investigador principal junto con su comité de tesis decidid las locaciones
idoneas para la realizacion de sus experimentos (Articulo 78), y de acuerdo con el grado
de riesgo de infeccion, la presente investigacion se consideré como Grupo de Riesgo I,
ya que las células cancerigenas a emplear presentaron un riesgo moderado para el
individuo y limitado para la comunidad al trabajar con todas las medidas de
bioseguridad, ademas los procedimientos fueron realizados en el area designada de
cultivo celular, la cual contd con campana de flujo laminar, incubadora de CO?,
refrigerador, e insumos necesarios para realizar el cultivo celular (Articulo 79).

De acuerdo a la American Type Culture Collection (ATCC®), los experimentos
fueron llevados a cabo en un laboratorio pertinente para el presente estudio nivel BSL-2,
ya que los laboratorios antes mencionados cuentan con la capacidad para trabajar con
organismos infecciosos y medidas mejoradas de seguridad como lo son la capacitacion
frente a cortes, roturas, ingestas accidentales y exposicién de membranas 0 mucosas.
Para prevenir futuros incidentes, el investigador principal llevo una capacitacion de
bioseguridad por parte del CIDICS, y cuando se llevaron a cabo los experimentos, se
procurd trabajar con el menor nimero posible de asistentes para mitigar el riesgo de
contagio por COVID-19, esto se logrd entregando una calendarizacion de actividades al

encargado del laboratorio. El investigador principal llevo consigo alcohol al 80% de
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pureza y Lysol® para desinfectar la campana de flujo laminar, incubadora de CO? y
demas superficies a emplear (Articulo 80).

Respecto al Articulo 83, el investigador principal tuvo la capacitacion profesional
necesaria para determinar los riesgos existentes (Fraccion 1), determinar los
procedimientos a realizar (Fraccion I1), informar a la comision de Bioseguridad
cualquier ocurrencia de enfermedad (Fraccion V), y reportar las fallas y dificultades que
hayan sucedido (Fraccién V). De conformidad con el Articulo 84, la comisién de
Bioética de la Facultad de Enfermeria de la UANL pudo realizar visitas aleatorias para
supervisar la correcta ejecucion de los procedimientos.

Plan de Analisis de Datos

Comparacién fotogréafica de la luz UV con el estandar de oro, comparacién
fotografica del biomarcador natural fluorescente con el estandar de oro, y comparacion
fotografica de las células fibroblastos gingivales humanos HGF (ATTC® PCS-201-
018™), células de cancer cervical HeLa (ATTC® CCL-2™) y células de cancer de colon

HT-29 (ATCC® HTB-38™) con y sin el biomarcador natural fluorescente y luz UV.
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Fase I: Experimentacion del Biomarcador Natural Fluorescente y Luz UV (in vitro)

En esta fase se describe la metodologia disefiada para la comprobacion de
utilidad de la luz UV y comprobar la sensibilidad y especificidad del biomarcador
natural fluorescente por medio de un cultivo celular.
Disefio del Estudio

Experimento observacional in vitro ya que no existe intervencion y solo se
limitara a medir las variables que intervienen en el estudio (Gray et al., 2016).
Poblacion, Muestra y Muestreo

HelLa (ATTC® CCL-2™): células de cancer cervical, HT-29 (ATCC® HTB-
38™): células de cancer de colon y HGF (ATTC® PCS-201-018™): fibroblastos
gingivales humanos, las cuales fueron adquiridas por una distribuidora autorizada en el
ramo. El tamafio de muestra aproximado fue de 4,105,000 células por ml. de cada una, y
fue realizado mediante el conteo de células con cdAmara de Neubauer bajo la siguiente

férmula;

[M] (Factor de dilucion) (10,000) = Niamero de células por ml.
4

(205.25) (2) (10,000) = 4,105,000 células por ml.

Se emple6 un muestreo por conveniencia, ya que el investigador principal
selecciono las células a emplear (Etikan et al., 2016).
Criterios de Inclusion

Células que permanezcan vivas después del proceso de incubacion.
Criterios de Exclusion

Células apoptadticas, o que hayan resultado dafiadas en el proceso.
Criterios de Eliminacion

Células contaminadas.
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Instrumentos de Medicion

Se empleo la evaluacion de la actividad citotdxica para determinar la
concentracion del biomarcador natural fluorescente que no present6 un efecto citotoxico
en células sanas y cual concentracidn no citotoxica es la que mantiene la selectividad
hacia células potencialmente malignas. También se empled el cultivo celular para la
comprobacion de la selectividad por células de cancer.

Procedimientos de Recoleccion de Datos

Biomarcador Natural Fluorescente. En este apartado se describen los pasos
para establecer la biocompatibilidad a través de pruebas de citotoxicidad y rendimiento
diagnostico, y sensibilidad y especificidad mediante la determinacion de la intensidad de
fluorescencia en cultivos celulares.

Evaluacion de la Actividad Citotoxica. Las células HGF (ATTC® PCS-201-
018™) fibroblastos gingivales humano, células de cancer de colon HT-29 (ATCC® HTB-
38™) y células de cancer cervical HeLa (ATTC® CCL-2™), se incubaron hasta obtener la
concentracion de 5 x 10* células/mL y se colocaron 190 pL en placas de 96 pozos,
posteriormente se colocaron los tratamientos. Las placas se incubaron a 37°C por 48
horas a 5.0% de CO? y 55% de humedad relativa. Pasado el tiempo de incubacion se
adicionaron 15 pL de MTT a los pozos (concentracion final 0.5 mg/mL) y se incubaron
4 horas. Al término de la incubacion se decant6 la solucion, se adicion6 100 pL de
DMSO a cada pozo y se midi6 la densidad optica a 570 nm en un lector de microplacas.
El porcentaje de citotoxicidad fue calculado con la siguiente férmula
(Quintanilla et al., 2016):

[% citotoxicidad = 100 - [(A570 células tratadas/A570 células no tratadas) (100)]

Cultivo Celular. Se realizé una evaluacion in vitro de la selectividad por las
células HGF (ATTC® PCS-201-018™) fibroblastos gingivales humanos, células de
cancer de colon HT-29 (ATCC® HTB-38™) y células de cancer cervical HeLa (ATTC®

CCL-2™) cancer cervical, a través del biomarcador natural fluorescente y la dosis



elegida en la evaluacion de la actividad citotoxica. Este procedimiento consto de los

siguientes pasos:

e Se descubrieron los Gltimos 1-5 mms. del cable “a” y “b” para exponer Sus
componentes internos al exterior.

e Posteriormente, la mezcla resultante fue esterilizada por filtracion con filtros de .22
pum y almacenada a 4°C hasta su uso.

e Se prepararon las células de cancer cervical HeLa (ATTC® CCL-2™, células de
cancer de colon HT-29 (ATCC® HTB-38™) vy fibroblastos gingivales humanos HG
(ATTC® PCS-201-018™) en 3 placas para cultivo celular de 96 pozos. Lo anterior,

correspondiendo al maximo grado de concentracion no téxico de la formula
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F

propuesta y las repeticiones a realizar. Las células se cultivaron solas y en co cultivo

en un medio de RPMI con SFB al 10%, y atmosfera de 5% de CO2 a 37°C durante
una fraccion de tiempo pactado.

¢ Transcurrido el tiempo pactado, las células fueron retiradas de la incubadora,

rotuladas, y extraido el medio de cultivo “a” excedente. Esta parte fue repetida varias

0casiones.

e Se aplicd el biomarcador natural fluorescente en solucién de Hank’s en la
concentracion no citotoxica elegida.

e Se agreg6 1 mL de acido acético comercial y se retiré después de un lavado.

¢ Se analizaron las cajas de cultivo en el cuarto oscuro de laboratorio bajo el
microscopio electronico y luz UV.

e Se tomaron una fotografia a 4, 10 y 40X para su posterior andlisis estadistico.

Luz UV. Para la comprobacién de la luz UV, se llevaron a cabo pruebas in vitro

con el estandar de oro y adicionalmente se seleccionaran luces UV comerciales emisores

de luz UV en diferentes presentaciones que contaron con caracteristicas similares a la
luz UV (Figura 4). Las presentaciones empleadas fueron las siguientes:

e Luz UV presentacion lampara de bolsillo de 5-10 LED.
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e Luz UV presentacion lampara de bolsillo de 10-15 LED.
e Luz UV precableado presentacion de 1-10 mm. con voltaje de 5-10V sencilla.
e Luz UV precableado presentacion de 11-20 mm. con voltaje de 10-15V doble.
e Luz UV precableado presentacion de 1-10 mm. con voltaje de 5-10V sencilla.
e Luz UV precableado presentacion de 11-20 mm. con voltaje de 10-15V doble.
Posteriormente, se llevaron a cabo las pruebas in vitro, que correspondieron a la
experimentacion de las diferentes presentaciones de luz UV frente al biomarcador
natural fluorescente, lo anterior se realizo en el cuarto oscuro del laboratorio. Se logré
que la luz UV, estandar de oro y dispositivos seleccionados mostraran un
comportamiento uniforme. La informacion obtenida se documento para su posterior
discusion con el equipo de expertos.
Consideraciones de Bioseguridad

Las consideraciones de bioseguridad de la Fase | fueron las mismas que la Fase
Preliminar.
Plan de Anélisis de Datos

Para dar respuesta al objetivo uno, determinar la biocompatibilidad del
biomarcador natural fluorescente a partir de un cultivo de células sanas, el biomarcador
natural fluorescente se coloco en un cultivo de células fibroblastos gingivales humanos
HGF (ATTC® PCS-201-018") a diferentes concentraciones, comparando el efecto que
tengan estas en la viabilidad durante 24 horas de incubacion comparado con células que
no tengan este tratamiento. Obtenidos los resultados de las células tratadas y no tratadas
los porcentajes de viabilidad fueron determinados dividiendo los promedios de los datos
obtenidos de cada concentracion entre los promedios de los datos de las células no
tratadas multiplicado por 100, seleccionando la concentracion con el porcentaje de
viabilidad mayor o igual al 99%.

Para responder al objetivo dos en el cual se evalla la sensibilidad y especificidad

del biomarcador natural fluorescente validando los datos en un modelo in vitro de
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células malignas, se procedid a tratar células cancerigenas con la concentracion no
toxica de la solucion fluorescente, posteriormente se cuantificd la emision de
fluorescencia con el software ImageJ; programa de procesamiento de imagen digital de
dominio publico programado por Java y desarrollado en el National Institute of Health,
el cual permitio realizar comparaciones de multiples datos de sistema de imagen. Este
programa genero datos numericos que permitieron realizar un analisis de los datos
generando un grafico de tipo ROC, el cual se utilizd para establecer la especificidad y
sensibilidad. El gréfico tipo ROC se desarroll6 mediante el software MedCalc.

Los resultados de citotoxicidad se expresaron como media £ SD de
determinaciones por triplicado de tres experimentos independientes. El nivel de
significacion se evalué mediante la prueba t de Dunnet. Los valores se indicaron con
intervalos de confianza del 95% (IC 95%). Los analisis estadisticos se realizaron con el
programa Graph Pad Prism 7. Finalmente, se reporta la comparacion descriptiva de los
datos del rendimiento del extracto de metanol de Cinchona officinalis para dar respuesta
a las hipotesis uno y la verificacion del andlisis fotografico fibroblastos gingivales
humanos HGF (ATTC® PCS-201-018™), células de cancer de colon HT-29 (ATCC®
HTB-38"™) y células de cancer cervical HeLa (ATTC® CCL-2™) para responder la

hipétesis dos del estudio.
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Fase I1: Validacion Discriminatoria del Biomarcador Natural Fluorescente y Luz
UV (in vivo)

En esta fase se describe la metodologia disefiada para la obtencion de criterios de
discriminacion por el biomarcador natural fluorescente y luz UV a traves de una
intervencion en poblacidn abierta.

Disefio del Estudio

Fue un ensayo clinico no aleatorizado sin grupo control, ya que son utiles en las
fases tempranas de la investigacion de pruebas de deteccion y/o diagnostico para
determinar propiedades farmacocinéticas o eficiencia de estos (Gray et al., 2016).
Poblacion, Muestra y Muestreo

Personas mayores de 18 afos, residentes en Nuevo Ledn que formaron parte de
la planta docente, estudiantil o administrativa de una institucion publica de estudios
superiores.

De una poblacion de 213,628 profesores y alumnos de la UANL (2019), el
tamafo de muestra se calcul6 con el programa G*Power 3.1 para estudios
correlacionales a poblacion abierta con un nivel de significancia de .05, una potencia de
90% y un tamafio de efecto de mediano a grande de 0.9 (Cohen, 1988), por lo que se
obtuvo una muestra de 221. Ademas, para asegurar la eficacia y eficiencia de la
aplicacion del biomarcador natural fluorescente y luz UV por cada resultado presuntivo
positivo que resulte de la aplicacion de éste, se le realizd una toma de raspado oral con
citobrush para posterior analisis molecular por PCR, y comprobar si es un caso
verdadero positivo a VPH oral.

Se emple6 un muestreo por conveniencia por el hecho de ser accesible y debido a
que el investigador principal reclutara a los participantes (Etikan et al., 2016).

Criterios de Inclusion
Se reclutaron hombres 0 mujeres mayores de 18 afios, y con apertura bucal

adecuada.
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Criterios de Exclusion

Se excluyeron los participantes que reportaron ser alérgico a bebidas
carbonatadas comerciales preguntandoselos directamente (Adams et al., 2020).
Criterios de Eliminacion

Se eliminaron aquellos participantes que presenten nauseas al empleo del
biomarcador natural fluorescente, o aquél participante que realizé las indicaciones
propuestas de forma incorrecta como escupir, o ingerir el biomarcador natural
fluorescente.

Instrumentos de Medicion

A continuacion, se presentan los instrumentos que se utilizaron para recolectar
datos de los participantes. Se utilizé una cédula de datos sociodemograficos (Apéndice
B) y un formato de lista de verificacion de la aplicacion del biomarcador natural
fluorescente y luz UV (Apéndice C), el cual const6 de nimero de folio del participante,
resultado, hallazgos, necesidad de confirmacion de diagndstico, y necesidad de remision
para posterior atencion.

Procedimiento de Recoleccion de Datos

Para la realizacion del presente estudio se solicitd autorizacion de los Comités de
Investigacion, Etica en Investigacion y Bioseguridad de la Facultad de Enfermeria de la
Universidad Autonoma de Nuevo Ledn (Figura 5).

Capacitacion del Personal de Apoyo. Una vez que se obtuvo la aprobacion, se
procedio a la capacitacion del personal de apoyo (se denomind personal de apoyo Ay B)
que participd. El investigador principal entrend a dos personas del area de la salud que
fungieron como personal de apoyo a través de un ejercicio de simulacién entre ellos,
instruyéndoles acerca del procedimiento de aplicacion del biomarcador natural
fluorescente y luz UV. Se les mostro la forma de identificar resultados presuntivo
positivo (&reas que tienen brillo diferente al contacto con la luz UV) o presuntivo

negativo (areas sin brillo diferente al aplicar la luz UV) para que puedan interpretarlos a
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partir de las tonalidades fluorescentes en la boca. Lo anterior, se mostro al personal de
apoyo a través de una presentacion en PowerPoint obtenidas de la exploracion
documentada previa en la prueba in vitro.

Como parte final del entrenamiento, el investigador principal y el personal de
apoyo Ay B coincidieron en la observacion de los resultados obtenidos, con la ayuda de
las fotografias previamente documentadas. No hubo manual para la capacitacion del
personal de apoyo.

Seleccion de los Participantes y Procedimientos. Los participantes
pertenecieron a diez facultades de una institucién pablica de estudios superiores ubicada
en el campus principal de San Nicolas de los Garza, Nuevo Ledn. Se solicité una semana
antes la autorizacién por escrito al director de cada facultad dénde se especifico dia,
hora, lugar y propdsito del estudio. Se cont6 con aproximadamente siete profesores, siete
alumnos y siete personales administrativos por facultad para completar el tamafio de
muestra minimo requerido, y fueron reclutados por medio de invitacion el mismo dia de
la aplicacidn del biomarcador natural fluorescente y luz UV. En el caso de profesores, la
invitacion fue directamente en el Departamento Escolar abordandolos al momento de
firmar su asistencia, en el caso de alumnos, directamente a su llegada en el frontispicio
de la facultad, y en el caso de personal administrativo en su area de trabajo.

En cualquiera de los casos anteriores, el personal de apoyo B abordo al
participante y le pregunto si es alérgico a alguna bebida carbonatada comercial, si la
respuesta fue no, se le invit6 a participar en el estudio, se le explico que el objetivo de
este fue conocer su estado de salud oral de forma facil, eficaz y no invasiva. Si aceptd la
invitacion, se llevé al participante afuera del area designada por la facultad para la
realizacion del procedimiento, la cual pudo ser saldn de clases o salon de usos multiples,
contd con las medidas de bioseguridad y sana distancia, y donde solo estuvieron el
participante, personal de apoyo e investigador principal, respetando asi la privacidad y

confidencialidad del estudio.
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Una vez que se encontro el participante en el exterior del area asignada, el
personal de apoyo B le solicito leer y firmar el consentimiento informado (Apéndice A),
y llenar la cédula de datos sociodemograficos (Apéndice B). Posterior a esto, el personal
de apoyo B tocd la puerta para indicar al personal de apoyo A e investigador principal
que el participante se encontraba afuera de las instalaciones y que su papeleria habia
sido llenada correctamente. El participante ingresoé al interior del area designada para el
procedimiento, entrego su papeleria al personal de apoyo Ay se le invitd a tomar
asiento. El personal de apoyo B recluté al siguiente participante.

Para llevar a cabo la aplicacién del biomarcador natural fluorescente con apoyo
de la luz UV, el investigador principal dio nuevamente informacion general del
procedimiento, y solicitd al participante retirar por espacio de 15 segundos su
cubrebocas, aplicd dos atomizaciones del biomarcador natural fluorescente en forma de
spray al interior de la boca del participante. Se solicito al participante no cerrar su boca
por espacio de 15 segundos. El investigador principal dirigio la punta de la luz UV hacia
el interior de la boca del participante sin tocar la superficie bucal, si es necesario, se
pudo apoyar de abatelenguas o un espejo bucal para retraer los carrillos, y el personal de
apoyo B tom6 una fotografia intraoral. EI material desechable empleado fue depositado
en el bote de Residuos Peligrosos Bioldgico-Infecciosos (RPBI). El personal de apoyo B
desinfecto la luz UV antes y después de cada procedimiento, para lo cual utilizé una
sustancia desinfectante y posteriormente envolvié en plastico transparente (Kleen Pack®)
luz UV. El investigador principal inspecciond todas las estructuras bucales y emitié un
diagnostico presuntivo. El personal de apoyo B llend la lista de verificacion de la
aplicacion del biomarcador natural fluorescente y luz UV (Apéndice C) y completo la
documentacién del participante.

El investigador principal notificé al participante su resultado, comentando que si
se obtuvo un resultado presuntivo positivo existe sospecha de una lesién, lo cual no es

un dato definitivo, pero que se tomaria una muestra con un citobrush para ser analizada
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por PCR y confirmar su diagndstico. En caso de una deteccidn presunto negativo, se
invitd a seguir manteniendo su salud oral. Finalmente, el personal de apoyo B agradecio
al participante por su colaboracion en el estudio. El participante salio del area designada
para el procedimiento donde investigador principal y personal de apoyo B sanitizaron el
area y esperaron al siguiente participante.

En el caso de la obtencidn de un resultado presuntivo positivo o presuntivo
negativo se entregd un paquete de higiene bucal que consto de cepillo, pasta, enjuague e
hilo dental, y se ofrecid una breve consejeria relativa a temas de salud general, salud
oral, medidas preventivas frente a lesiones orales potencialmente malignas, los riesgos
de las ITS y las relaciones sexuales orales de acuerdo con informacion del Centro para el
Control y Prevencion de Enfermedades ([CDC], 2018), momento en que el personal de
enfermeria y odontologia desempefiaron un rol activo en el asesoramiento de los
participantes y esclarecimiento de dudas. Dicha consejeria tuvo una duracion de 5
minutos por participante, fue realizada de manera individual y en estricta privacidad.

Confirmacion Diagnostica. Para corroborar la eficacia y eficiencia de la
aplicacion del biomarcador natural fluorescente y luz UV, se realiz6 una prueba de PCR
a cada resultado presuntivo positivo obtenido para determinar la presencia de VPH oral
siguiendo los pasos siguientes:

El ADN obtenido fue amplificado usando oligonucle6tidos ITS1 e ITS4
siguiendo la metodologia descrita por Chen et al. (2010). Se incluy6 un control negativo
con agua en lugar del ADN en el proceso de amplificacién. El producto de PCR fue
separado en un gel de agarosa al 1% y visualizado en un trasiluminador de luz UV. Para
la identificacion, los productos de PCR fueron purificados usando un kit de purificacion
de fragmentos de ADN. El producto purificado fue secuenciado en la Unidad de
Formulacion de Bioldgicos, Unidad de Inmunobiologia y Acarreadores de Drogas,
Laboratorio de Inmunobiologia y Virologia, Departamento de Microbiologia e

Inmunologia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas, UANL, mediante el método basado
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en fluorescencia Tag FS Dve Terminador, utilizando el secuenciador PCR-164S/ Ruby
Tag Master (2x). 4 x 1,25 ml (2x conc.) Ready-to-Use Mixes for PCR. Adicionalmente
se emplearon PCR-269S/ LE Agarose, y M-214S/ 100 bp DNA Ladder. 100 bp to 1 kb
log scale. 500 pl (105 ng/ul) ready-to-use.

Consideraciones Eticas

Este estudio se apeg6 al Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de
Investigacion para la Salud (Secretaria de Salud, 1987; enmienda 2014) que establecio
los lineamientos y principios generales a los que se debe someter la investigacion
cientifica. Se considerd el titulo segundo, los aspectos éticos de la investigacion en seres
humanos, haciendo énfasis en los siguientes articulos.

Se solicit6 autorizacion de la Comision de Etica en Investigacion de la Facultad
de Enfermeria de la Universidad Autdnoma de Nuevo Ledn y se pidi6 autorizacion de la
Institucion Publica participante (Articulo 14, Fraccion VII; Fraccion VIII). De acuerdo
con el Articulo 16, se mantuvo en todo momento el anonimato de los participantes,
omitiendo su identidad ya que fueron identificados solamente por un nimero de codigo
asignado por el investigador al cual sélo tuvo acceso él y el director de tesis.

En todo momento prevalecio el criterio de respeto a la dignidad y a la proteccion
de los derechos y bienestar (Articulo 13). Se protegi6 la privacidad de los participantes
al designar un area exclusiva sin ruido y libre de distracciones para el procedimiento
propuesto, en donde se encontrd solo el participante, personal de apoyo Ay B e
investigador principal. Se le dio el derecho de negarse a participar o contestar la cédula
de datos sociodemograficos y a que sus preguntas sean resueltas.

De acuerdo con el Articulo 20 se acordo la participacion de los sujetos por medio
de un consentimiento informado (Apéndice A) por escrito en donde se especificé toda la
informacidn necesaria para que el participante pudiera decidir con pleno conocimiento
sobre los procedimientos y riesgo de su participacion sin omision alguna, el sujeto

acordo su participacion al firmarlo (Articulo 14, Fraccién V).
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Respecto al articulo 21, los participantes del estudio recibieron una explicacion
clara 'y completa de la investigacion y pudieron realizar preguntas si existieran dudas
(Fraccion 1); los procedimientos que surgieran y su proposito (Fraccion 11); que su
contribucion fue importante para la generacion de un método de deteccion de lesiones
orales potencialmente malignas, pudo confirmar su estado de salud oral, y que recibid
como compensacion a su participacion un paquete de higiene bucal (Fraccion 1V); la
garantia de recibir respuesta a cualquier pregunta y aclaracion a dudas (Fraccion V1), la
libertad de retirar su consentimiento en cualquier momento y dejar de participar en el
estudio sin afectar sus labores dentro de la institucion publica de estudios superiores
(Fraccion VII); y la seguridad de que no se identificara y se mantendra la
confidencialidad de la informacion relacionada con su privacidad (Fraccion VIII). Todo
lo anterior quedo plasmado en el consentimiento informado (Apéndice A).

Conforme al Articulo 17, Fraccion |1, donde se considerd el riesgo de la
investigacion a la probabilidad de que el sujeto de investigacion sufra algin dafio como
consecuencia inmediata o tardia del estudio, esta investigacion se clasifica como
categoria Il investigacion con riesgo minimo, ya que no se ha reportado ningln efecto
adverso por realizar pruebas con bebidas preparadas con los elementos de la presente
invencion.

Consideraciones de Bioseguridad
Las consideraciones de bioseguridad de la Fase 11 fueron las mismas que la Fase
Preliminar y Fase | agregando las siguientes consideraciones.

De conformidad con el Articulo 62 se solicito autorizacion del Comité de
Bioseguridad de la Facultad de Enfermeria de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn
presentando protocolo de investigacidn con analisis objetivo, y completo de los riesgos
del estudio (Fraccion 1), se solicito una carta de aceptacion de la institucién pablica de
estudios superiores donde se reclutaron a los participantes (Fraccién Il), se procedio a la

fase in vivo hasta contar con las debidas autorizaciones de los Comités correspondientes
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(Fraccion I11), fue utilizada una mesa, una silla con respaldo y descansa brazos,
materiales para asepsia y antisepsia, contenedor de RPBI, bolsa plastica para recolectar
basura, abatelenguas, citobrush y barreras de proteccion personal para el investigador
principal y personal de apoyo (Fracciones IV a VII).

Para respetar el Articulo 64, el investigador principal estuvo obligado a informar
todo efecto adverso que se presentara relacionado con la investigacion (Fraccion 1), la
institucion publica de estudios superiores reporto los incidentes ante Secretaria de Salud
(Fraccion I1), el comité de ética pudo cancelar el procedimiento si asi lo determinara
(Fraccion I11), y se emitiera un informe correspondiente en caso de cancelacién
(Fraccion 1V).

Conforme al Articulo 75, se contd con las instalaciones y equipo de laboratorio
necesario para procesar las muestras de PCR (Fraccion 1), el investigador conté con un
manual elaborado por la UOIE-CIDICS, donde se especificaron los procedimientos de
laboratorio (Fraccién 11), el investigador principal y personal de apoyo cotaron con
adiestramiento sobre la manipulacion, manejo, transporte, descontaminacion, y
eliminacién de desechos (Fraccion I11), se determind la necesidad de vigilancia médica
entre el personal involucrado (Fraccion 1V), se establecié un programa de supervision de
laboratorio estipulado por la UOIE-CIDIS (Fraccion V), se conto con bibliografia
actualizada referente a seguridad en equipos de laboratorio, disponibilidad de sistemas
de contencidn, normas y reglamentos (Fraccion V1), y se cumplieron con las
determinaciones que el comité dispusiera en materia de bioseguridad (Fraccion VII).

De acuerdo con el Articulo 83, Fraccion I, se determind como riesgo real de la
investigacion la necesidad de realizar un maximo de dos enjuagues del biomarcador
natural fluorescente. El riesgo potencial de la investigacién en materia de bioseguridad
fue la posibilidad de ingerir accidentalmente el biomarcador, en cuyo caso no habria
complicacién debido a la naturaleza de los componentes de la misma. En cuanto a la

exposicion a la luz UV, esta fue considerada como riesgo nulo debido a la baja
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intensidad de la luz y el corto tiempo requerido para visualizar las lesiones orales
potencialmente malignas y toma de fotografia intraoral si fuese el caso. Ademas, debido
a la anatomia de la boca, el paciente no visualizé el haz de luz, y el participante como el
personal encargado de realizar la prueba de deteccion utilizo lentes con proteccion UV.
Estos riesgos fueron dados a conocer a los participantes antes de firmar el
consentimiento informado.

Respecto al Articulo 83, Fraccion |1, en caso de presentar algin sintoma como
enrojecimiento, calor o alergia en cavidad oral, el participante estuvo obligado a
comunicarlo con el investigador principal, mismo que se encargo de referirlo a su clinica
asignada para recibir atencion médica.

El procedimiento de deteccion de lesiones orales potencialmente malignas a
través del biomarcador natural fluorescente y utilizacion de luz UV fue realizado en las
instalaciones de la institucion publica de salud asignada para ello, cuidando que tenga un
flujo escaso de personas, con iluminacion, ventilacion e higiene adecuada para el
procedimiento. Fue utilizada una mesa, una silla con respaldo y descansa brazos,
materiales para asepsia y antisepsia, contenedor de RPBI, bolsa plastica para recolectar
basura, abatelenguas, citobrush y barreras de proteccidn personal para el investigador
(Articulo 83, Fracciones Il a V).

Para respetar el Articulo 83, Fraccion IV, el manejo del RPBI se realiz6 de
acuerdo con la NOM 087-ECOL-SSA1-2002, al adquirir una bolsa de color rojo para
depositar los abatelenguas, citobrush y envases después de haber sido utilizados para la
realizacion del enjuague y hayan estado en contacto con el paciente. Para el traslado del
biomarcador natural fluorescente fueron empleados envases de vidrio color ambar con
atomizador, colocados en hielera para conservar las propiedades del producto. Respecto
con el Articulo 84 se anexo0 la calendarizacion del procedimiento para su verificacion

por parte del comité de bioseguridad.
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Plan de Analisis de Datos

Para responder al objetivo tres que es obtener criterios de discriminacion por el
biomarcador natural fluorescente en cavidad oral en poblacion general, se evaluo el
perfil sociodemogréafico de los participantes con y sin fluorescencia ante la aplicacion
del biomarcador natural fluorescente y luz UV. Respecto al objetivo cuatro que es
determinar las caracteristicas que determinan padecer lesiones orales potencialmente
malignas de participantes en poblacion abierta, se procedi6 a evaluar las diferencias en
la poblacion con VPH mediante tablas de contingencia, y se realizaron las pruebas de
chi-cuadrado y exacta de Fisher para las variables nominales; para las variables
numéricas se utilizo la prueba t de Student. Los analisis estadisticos se realizaron con el
programa SPSS v22.

Finalmente, se reporta la comparacion descriptiva de los datos acerca si fumar
tabaco, beber alcohol, presencia de comorbilidades y contar con antecedentes
heredofamiliares de cancer son factores de riesgo significativos para la presencia de
lesiones orales potencialmente malignas a través del empleo del biomarcador natural
fluorescente y luz UV, y si el sitio de fluorescencia es una caracteristica que determina

padecer VPH oral para dar respuesta a las hipotesis tres y cuatro del estudio.
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Capitulo 111
Resultados

En este capitulo se reportan los resultados obtenidos del estudio de acuerdo a los
objetivos planteados. Los resultados de la Fase Preliminar se encuentran en apéndices.
Primero, se muestran los resultados de pruebas de biocompatibilidad del biomarcador
natural fluorescente en un modelo in vitro de células sanas, y luego los resultados acerca
de la sensibilidad y especificidad del biomarcador natural fluorescente validado en un
modelo in vitro de células malignas. Posteriormente, los resultados obtenidos de la
aplicacion del biomarcador natural fluorescente y luz UV en cavidad oral de personas en
poblacién abierta. Al finalizar cada apartado, se exponen los resultados para dar
respuesta a las hipotesis del estudio.

Biocompatibilidad del Biomarcador Natural Fluorescente

En respuesta al primer objetivo especifico que fue determinar la
biocompatibilidad del biomarcador natural fluorescente en un modelo in vitro de células
sanas, se obtuvo el nivel de significancia mediante la prueba t de Student utilizando el
programa Graph Pad Prism. Los resultados mostraron un rendimiento del 23% (13.8 g)
del extracto de metanol de Cinchona officinalis. Este extracto causé una citotoxicidad
significativa (p < 0.01) de hasta el 5% contra células fibroblastos gingivales humanos
HGF (ATTC®PCS-201-018™), en comparacién con la inducida por el control de
NaOCI al 5%* (Figura 6). Lo anterior, se traduce en la posibilidad de emplear la solucion
en una concentracion de hasta 250 pg/mL sin causar efectos no deseados.

Respecto a la hipotesis uno que indica el biomarcador natural fluorescente
muestra un rendimiento minimo del 20% del extracto de metanol de Cinchona

officinalis, se realiz6 una comparacion descriptiva de los datos. En el presente estudio se

1 NaOCl al 5%: hipoclorito al 5%. Liquido ampliamente utilizado en tratamientos
odontoldgicos, elegido como control debido a la naturaleza de su uso.
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obtuvo un rendimiento mayor del 23% superando el valor hipotético por tres puntos, por
lo cual se acepta la hipotesis.

Sensibilidad y Especificidad del Biomarcador Natural Fluorescente

De acuerdo al segundo objetivo especifico, evaluar la sensibilidad y especificidad
del biomarcador natural fluorescente validando los datos en un modelo in vitro de
células malignas. Se seleccioné la concentracion no toxica de 250 ug/mL para realizar
experimentos sobre la intensidad de fluorescencia en las células de cancer cervical HeLa
(ATTC® CCL-2™), células de cancer de colon HT-29 (ATCC® HTB-38™) y células
fibroblastos gingivales humanos HGF (ATTC® PCS-201-018™). Se observo
disminucion significativa (p < .05) de la fluorescencia en células fibroblastos gingivales
humanos HGF (ATTC® PCS-201-018™), en comparacion con la de las cancer cervical
HeLa (ATTC® CCL-2™) y células de cancer de colon HT-29 (ATCC® HTB-38™). El
co-cultivo de ambas células mostré afinidad selectiva por las células de cancer cervical
HeLa (ATTC® CCL-2™) y células de cancer de colon HT-29 (ATCC® HTB-38™),
mostrandose un aumento de la fluorescencia. Dichos resultados fueron documentados a
4,10y 40x (figura 7 y 8). Lo anterior, se traduce en la afinidad del biomarcador natural
fluorescente por células cancerigenas.

En cuanto a la hipotesis dos que indica el biomarcador natural fluorescente
presenta diferencias significativas en la intensidad de fluorescencia en células malignas
y no malignas en las pruebas in vitro realizadas, se verificé el analisis fotografico de la
aplicacion del biomarcador natural fluorescente y luz UV en fibroblastos gingivales
humanos HGF (ATTC® PCS-201-018™) y células de cancer cervical HeLa (ATTC®
CCL-2™). Los resultados mostraron disminucion significativa (p < .05) de la

fluorescencia en células control, ante lo anterior se acepta la hipotesis.



59

. * %

i * %

% de citotoxicidad
§
S
1

7 * % * % * % *%* * % * % * %

39 78 156 312 625 125 250 500 5%
NaClO

3
Ll

concentracion (pg/mL)

Figura 6. Citotoxicidad del extracto metandlico de C. officinalis contra células
fibroblastos gingivales humanos HGF (ATTC® PCS-201-018™). Los datos representan
la media = SD de triplicados de tres experimentos independientes. ** p < 0.01, en
comparacion con el control de NaClO al 5%. La DO del control no tratado fue de 1.29 +
0.15.

40X

HT-29 (ATCC® HTB-
38™): células de
cancer de colon.

HeLa(ATTC® CCL-
2™): células de cancer
cervical.

HGF (ATTC® PCS-
201-018™):
Fibroblastos
gingivales humanos.

Figura 7. Fotografias de la evaluacion mediante microscopia optica del
biomarcador natural fluorescente y luz UV a 4, 10 y 40X. Observese el aumento de
fluorescencia en células cancerigenas mostrando la afinidad del biomarcador natural
fluorescente por este tipo de células.
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Figura 8. Analisis del densitograma del extracto metandlico de C. officinalis en
células tumorales y normales. Los datos representan la media £ SD de triplicados de
tres experimentos independientes. *p < .05.

Criterios de Discriminacion por el Biomarcador Natural Fluorescente

Para dar respuesta al objetivo tres obtener criterios de discriminacion por el
biomarcador natural fluorescente en cavidad oral de participantes en poblacién abierta,
se obtuvo lo siguiente: caracteristicas sociodemogréaficas como edad, sexo, estado civil,
ocupacion, asi como factores de riesgo como fumar, beber alcohol, presencia de lesiones
orales, diagndstico de enfermedades, antecedentes heredofamiliares de cancer, ademas
sitio de fluorescencia.

Un total de 305 participantes fueron incluidos en este estudio. Entre ellos, el
77.8% (210/305) eran mujeres y el 22.2% (95/305) eran hombres. La media de edad de
los participantes era de 38 £ 13.6 afios. EI 49.2% (150/305) declaré ser soltero y la
ocupacion con mayor porcentaje fue personal administrativo con el 73.4% (224/305) de

los casos.
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La informacion pertinente a factores de riesgo (consumo de alcohol y tabaco,
presencia de comorbilidades y antecedentes heredofamiliares de cancer) de cada
participante fue recogida por el personal de apoyo mediante un cuestionario y se

presenta en la Tabla 1.

Tabla 1
Distribucion de Participantes por Factores de Riesgo
Factor de Riesgo Frecuencia Porcentaje (%) x? gl pt
Fumar tabaco 64 21.0 200.65 1 .001
Beber alcohol 143 46.9 74.54 1 .001
Presencia de Comorbilidad
Hipertension 25 8.2 9.05 1 .033
Diabetes 20 6.6 20.21 1 .001
Endometriosis 8 2.6 22.39 1 .001

Presencia de antecedentes
100 32.8 1.05 1 314
heredofamiliares de cancer

Nota. N = 305, se aplico prueba de y? de Pearson

Todas las muestras, incluido el ADN de las células HeLa, mostraron el esperado
~203 bp amplicon del gen de la B-actina. Ademas, en la PCR anidada para VVPH, el
amplicén esperado de ~150 pb no se observo en agua libre de nucleasas, sino en el ADN
de las células HeLa. Los individuos positivos al VPH presentaron el fragmento de ADN
de ~150 pb en la PCR anidada.

En relacion a la hipotesis tres que indica fumar tabaco, beber alcohol, presencia
de comorbilidades y contar con antecedentes heredofamiliares de cancer son factores de
riesgo significativos para la presencia de lesiones orales potencialmente malignas a
través del empleo del biomarcador natural fluorescente y luz UV, se realiz6 una
comparacion descriptiva de los datos donde se obtuvo que fumar tabaco, beber alcohol y

presencia de comorbilidades son factores significativos (p < .05), sin embargo, el contar
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con antecedentes heredofamiliares de cancer no (p < .314), motivo por el que se rechaza
la hipotesis.

Caracteristicas que determinan padecer lesiones orales potencialmente
malignas

Para dar respuesta al objetivo cuatro analizar las caracteristicas que determinan
padecer lesiones orales potencialmente malignas de participantes en poblacion abierta,
se obtuvo lo siguiente: en la aplicacion del biomarcador, el 20.62% (63/305) presento
fluorescencia. De estos, el 84.13% (53/63) eran mujeres y el 15.87% (10/63) eran
hombres, mientras que la media de edad era de 37 + 13.83 afios. El 55.6% (35/63) eran
solteros y la ocupacion con mayor porcentaje fue personal administrativo con un 69.8%
(44/63). Existid asociacion estadistica entre la presencia de fluorescencia a la aplicacién
del biomarcador y el consumo de alcohol (p < .001) y el habito de fumar tabaco
(p <.001), pero no con la presencia de comorbilidades (p = .458). La informacién
pertinente a sitio de presencia de fluorescencia se presenta en la Tabla 2.

Tabla 2

Distribucién de Participantes con Presencia Fluorescencia a la Aplicacion del

Biomarcador Natural por Sitio de Fluorescencia

Evaluados mediante PCR

Caracteristica p
Positivos (%) Negativos (%)
Sitio de Fluorescencia .004
Lengua 5 (11.63) 4 (20.00)
Piso de boca 3( 6.98) 1 ( 5.00)
Paladar 4 ( 9.30) 0 ( 0.00)
Encia 9 (20.93) 3 (15.00)
Mucosa bucal y vestibulo 22 (51.16) 12 (60.00)

Nota. n = 63, se aplico prueba de y? de Pearson
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Ante las pruebas confirmatorias de PCR (figura 10), se observé una prevalencia
de infeccidn por VPH oral del 68.25% (43/63) en los participantes con presencia de
fluorescencia (Figura 9 y 10). El porcentaje de infeccion por VPH oral para mujeres y

hombres fue del 82.9% (34/41) y del 40.9% (9/22), respectivamente.

Figura 9. Amplificacion del gen de VPH mediante PCR. Obsérvese el marcador
de pares de bases (superior) y resultado (inferior). La presencia de lineas fluorescentes
en inferior marca la positividad a VPH

Participantes con VPH+
presencia de 68.25%
fluorescencia

20.62 %

VPH -
68.25%

Participantes sin
presencia de
fluorescencia

79.38%

Figura 10. Distribucién de participantes positivos y negativos ante pruebas
confirmatorias de PCR
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La media de edad de los individuos con VVPH oral fue de 36.81 + 14.2 afios.
Referente al sexo, estado civil y ocupacion, el 86.05% (37/43) eran mujeres y el 13.95%
(6/43) eran hombres. El 51.81% (24/43) eran solteros y la ocupacidén con mayor
porcentaje fue personal administrativo con 62.77% (33/43).

Se observé asociacion estadistica entre la infeccion por VPH oral y el consumo
de alcohol (p =.001) y el habito de fumar tabaco (p < .001) (Figura 11y 12). Respecto a
la presencia de comorbilidades, se encontraron en un 88.37% (38/43) de los
participantes, mostrandose como un dato estadisticamente significativo (p = .001). Las
enfermedades mas prevalentes fueron diabetes con 16.28% (7/43), e hipertension y
endometriosis con 11.63% (5/43) cada una.

La relacién de la infeccidn oral por VPH oral y los antecedentes heredofamiliares
de cancer fueron evaluados; el 37.21% (16/43) declaro tener estos antecedentes
(p =.212). La distribucidn por tipo de cancer se presenta en la Tabla 3. Las lesiones de
la cavidad oral se identificaron clinicamente en 4 individuos infectados por VPH oral.
No se mostro diferencia significativa (p = .876). Respecto al sitio de fluorescencia, el
51.16% (26/43) presentd fluorescencia en mucosa y vestibulo bucal. Se encontr6 una
diferencia significativa en la presencia y sitio de fluorescencia (p = .004) (Tabla 2).

Para dar respuesta a la hipétesis cuatro que indica el sitio de fluorescencia es una
caracteristica que determina padecer VPH oral, se realizdé una comparacion descriptiva
de los datos, encontrando que el sitio de fluorescencia influye significativamente en los
participantes positivos a VPH oral mediante pruebas moleculares de PCR (p < .05), por

lo que se acepta la hipétesis.
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Figura 11. Participantes con presencia de fluorescencia que declaran fumar y
beber alcohol

Tabla 3

Distribucion de Participantes Evaluados mediante PCR por Tipo de Antecedente

Heredofamiliar de Cancer

Evaluados mediante PCR

Caracteristica Positivos (n = 43) Negativos (n = 20) P
Frecuencia  Porcentaje (%) Frecuencia Porcentaje (%)

Mama 9 14.28 3 4.76 .001
Vejiga 1 1.59 0 0.00

Rifién 2 3.17 0 0.00

Cerebral 0 0.00 1 1.59

Estébmago 4 6.35 1 1.59

Prostata 4 6.35 0 0.00

Colon 2 3.17 0 0.00

Cervical 22 34.92 6 9.52 .001
Pulmoén 2 3.17 0 0.00

Leucemia 1 1.59 0 0.00

Colon 2 3.17 0 0.00

Pancreas 2 3.17 0 0.00

Utero 0 0.00 1 1.59 .001

Nota. n = 63, se aplico prueba de y? de Pearson
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= Fumar tabaco
= Beber alcohol

Figura 12. Participantes con presencia de fluorescencia que declaran fumar y

beber alcohol al menos una ocasion por semana

Se encontro que el 87.3% de los participantes contaban con diagnostico médico

de alguna enfermedad (figura 13). La distribucion por tipo de enfermedad se muestra en

la Tabla 4.

® Participantes con diagnostico médico de enfermedad

¥ Participantes sin diagnostico médico de enfermedad

Figura 13. Participantes con presencia de fluorescencia que cuentan con

diagndéstico médico de alguna enfermedad
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Tabla 4

Distribucion de Participantes Evaluados mediante PCR por Tipo de Enfermedad

Preexistente

o Evaluados mediante PCR
Caracteristica

Positivos (n = 43) Negativos (n = 20) p

Frecuencia Porcentaje (%) Frecuencia Porcentaje (%)
Hipertension 7 11.11 2 3.18 .033
Diabetes 4 6.35 0 0.00
Hipotiroidismo 2 3.18 0 0.00
Rinitis Alérgica 0 0.00 1 1.59
Endometriosis 5 7.94 2 3.18 .001
Epilepsia 1 1.59 0 0.00
Diabetes 9 14.28 3 4.76 .001
Hipotensidn 1 1.59 0 0.00
Diabetes/
Hipertension 0 000 ' 159
Hipertiroidismo 4 6.35 2 3.18
Artritis
Reumatoide 3 4.76 0 0.00
Hipotiroidismo 1 1.59 2 3.18
Asma 4 6.35 0 0.00
Ninguna 3 4.76 6 9.52

Nota. n = 63, se aplico prueba de y? de Pearson
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Capitulo IV
Discusion

El proposito del estudio fue desarrollar y probar una biomarcador natural
fluorescente en forma de solucion y una luz UV para su revelado, con caracteristicas no
intrusivas y de menor costo que los disponibles hasta hoy. A continuacion, se discuten
los resultados obtenidos de cada uno de los objetivos planteados. Posteriormente se
presentan las limitaciones del estudio, conclusiones, y recomendaciones.

Respecto a la biocompatibilidad del biomarcador natural fluorescente en un
modelo in vitro de células sanas, se documento un rendimiento alto del extracto de
metanol de Cinchona officinalis. Dicho dato, supera lo reportado por autores como
Gurung y De (2017) y Arsene et al. (2021), quienes reportaron rendimientos similares.
Lo anterior, podria atribuirse en gran medida a la calidad del material e insumos, su
propdsito de uso, las condiciones de laboratorio y/o la experiencia del personal, que trae
consigo repercusiones directas al momento del procesamiento de los materiales (Liao, Li
& Tjong, 2018; Jalali et al., 2021).

En relacion a la evaluacién de la sensibilidad y especificidad del biomarcador
natural fluorescente validando los datos en un modelo in vitro de células malignas, se
reporté una disminucion significativa de la fluorescencia en células fibroblastos
gingivales humanos HGF (ATTC® PCS-201-018™), en comparacion con la de las cancer
cervical HeLa (ATTC® CCL-2™) y células de cancer de colon HT-29 (ATCC® HTB-
38™). Esto es consistente con los datos reportados por Hasibuan et al. (2021), quienes
argumentan que el extracto de Cinchona Officinalis es viable para visualizar células en
cultivos celulares. Cabe resaltar, que no existen estudios similares donde se empleen el
mismo tipo de células que las aqui empleadas, sin embargo, se constata el uso in vitro
gue comprende este extracto en la deteccion de microorganismos (Arsene et al., 2021;

Gurung & De., 2017; Hema et al., 2019; Liao et al., 2018).
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En cuanto a la obtencion de criterios objetivos de discriminacion por el
biomarcador natural fluorescente en cavidad oral de pacientes en poblacion abierta, se
encontré que aproximadamente una quinta parte del total de la muestra presento
fluorescencia a la aplicacion del biomarcador natural fluorescente y luz UV. Lo anterior,
discrepa con los datos reportados por Sanchez-Santillan (2020), quienes encontraron
datos superiores al evaluar la influencia de los sustratos y las concentraciones de acido
indol butirico (AIB) en la propagacion vegetativa de Cinchona officinalis. Cabe resaltar
que no existen estudios similares donde se apliquen extractos procesados de la raiz
propuesta en poblacidn general, sin embargo, la diferencia en los anteriores datos podria
verse influenciado por la calidad del material e insumos, su propdsito de uso y/o las
condiciones del estudio planteado (Liao et al., 2018).

Abordando las caracteristicas que determinan padecer lesiones orales
potencialmente malignas de participantes en poblacidn abierta, en nuestro estudio, no
hubo diferencias significativas en la media de edad de los individuos infectados y no
infectados por el VPH oral. Lo anterior, coincide con datos reportados por Gipson et al.,
2018, quienes investigaron la infeccion por VPH oral entre las mujeres remitidas a
colposcopia. Sin embargo, si se encontrd diferencia significativa entre el consumo de
alcohol y tabaco, lo cual coincide con algunos autores, quienes indagaron en el consumo
de estas sustancias y la presencia del VPH oral (Auguste & Deloumeaux, 2020).

Por otro lado, en este estudio se demostrd que la historia familiar de cancer y el
padecer comorbilidades tiene un valor significativo en la infeccion por VPH oral, dicho
dato concuerda por lo estipulado por (Antonsson et al., 2021), quienes indagaron en la
historia natural de esta infeccion. Respecto al sitio de fluorescencia, en el presente
estudio se reportd que cerca de la mitad de los casos se localizaron en mucosa y
vestibulo bucal, lo cual coincide con lo reportado por un estudio realizado en

Macedonia, quienes documentaron el caso de una mujer de 45 afios a quien se le realiz6
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una deteccion neoplésica con un aditamento tecnoldgico en ese mismo sitio
(Nikolovski et al., 2021).

Aunado a lo anterior, diversos autores coinciden al declarar la mucosa bucal
como el principal sitio de presencia en cambio de tonalidad al aplicar un instrumento
infrarrojo y fluorescente respectivamente (Tatehara & Satomura, 2020; Wang & Wang,
2021). Mas aun, un estudio realizado en Canada expone la mucosa bucal como el sitio
mas prevalente a ser irradiado en el uso de la visualizacién por fluorescencia en cirugias
guiadas (Durham et al., 2020). Sin embargo, nuestros datos contrastan con los resultados
obtenidos por algunos autores quienes documentaron lengua como el sitio mas afectado
y mucosa bucal en segundo lugar (Morikawa et al., 2020).

Asimismo, en el presente estudio se obtuvo el hallazgo de contar con presencia
de fluorescencia en participantes con abundante placa dentobacteriana (PDB), la cual es
restos de alimentos en proceso de descomposicion en cavidad oral. Esto se documentd
en un numero bajo de participantes, y todos contaban con la peculiaridad de haber
consumido alimentos previamente y no haber realizado rutina de cepillado oral previo a
la aplicacién del biomarcador natural fluorescente y luz UV, lo cual, contrasta con los
autores que han trabajado con proyectos similares en el tema, puesto que no ha sido
documentado (Morikawa et al., 2020; Nikolovski et al., 2021; Tatehara & Satomura,
2020; Wang & Wang, 2021).

Continuando con la idea anterior, en este proyecto también se encontr6 que la
aplicacion del biomarcador natural fluorescente y luz UV revel0 el sarro dental de
algunos participantes. Esto fue algo sobresaliente, ya que las tonalidades fluorescentes
en este tejido eran diferentes a las encontradas en epitelio bucal. A su vez, se destaca los
curiosos casos de un limitado nimero de participantes quienes contaban con presencia
de sarro dental y PDB simultaneamente, y presentaron fluorescencia en diferentes

tonalidades en las antes mencionadas estructuras. Lo anterior, no ha sido reportado por
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autores previamente (Morikawa et al., 2020; Nikolovski et al., 2021; Tatehara &
Satomura, 2020; Wang & Wang, 2021).
Limitaciones del Estudio

La principal limitacion de este estudio es que, al momento de la propuesta de
investigacion, existié muy poca literatura cientifica relacionada con los temas aqui
estudiados, es decir, con las lineas celulares y condiciones propuestas, lo que dificultd
determinar la documentacion completa. Por esta razon, se decidio ampliar el estudio de
la literatura abordando areas relacionadas que pudieran ayudar a enriquecer este estudio.

En segundo lugar y continuando con la propuesta de métodos innovadores para
detectar lesiones orales potencialmente malignas, se sugiere a los investigadores
interesados en el area acercarse a esta area de conocimiento y probar otras variantes de
la raiz utilizada para estudiar su relacién costo-efectividad, capacidad de deteccion,
sensibilidad y especificidad a largo plazo. Es importante continuar implementando
biomarcadores como el aqui empleado en muestras mas grandes, teniendo en cuenta
contar con todo el equipo necesario y calibracion de personal.

El método utilizado es apropiado para el tipo de estudio y las variables a medir,
ayudando a llegar a la poblacion estimada y lograr las metas. Asi mismo, mediante
herramientas de aplicacion de entrevistas se pueden evaluar adecuadamente variables de
interés, pero al analizar los resultados surgen nuevas variables, por lo que se propone
reformar los instrumentos empleados para obtener la mayor informacién posible para
contribuir al beneficio de la ciencia.

En la Fase | se observé una considerable demora en el procedimiento de
cultivacion de células, ya que tanto la preparacion del medio de cultivo como la
esterilizacion de las puntas de micropipeta fueron realizadas el mismo dia que iniciaria
el estudio. Por otro lado, el proceso también se vio ralentizado debido al agotamiento de

algunos materiales como el alcohol empleado para desinfectar, y pipetas de 25 ml. Lo
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anterior, debido a una demora en los procesos globales de entrega de mercancias a causa
de la pandemia por COVID-19.

Durante la Fase 11, se encontrd una mayor participacion de personal
administrativo en comparacion con personal docente y estudiantes, motivo por el cual
deberia tomarse con cautela la generalizacion de los resultados que pudiera emanar. Por
otro lado, el proceso de aplicacion del biomarcador natural fluorescente y luz UV
demord mas de lo planeado debido a falta de personal de apoyo, ademas, en algunos
lugares donde fue llevado a cabo el procedimiento no se pudo obscurecer por completo
el area al momento de la utilizacién de la luz UV, motivo por el cual podria no haberse
visto de manera adecuada el contraste esperado en cavidad oral.

Conclusiones

Estos resultados demostraron la viabilidad del uso de extractos de C. officinalis
para la identificacién temprana de lesiones orales potencialmente malignas, dada su
selectividad para las células cancerosas y la ausencia de toxicidad para las células
control. Los biomarcadores representan una oportunidad no s6lo para el diagnostico,
sino también para el potencial de identificar o explorar complejos mecanismos
fisiopatoldgicos de una manera simple y minimamente invasiva, sin arriesgar al
paciente. El extracto de metanol de C. officinalis no es toxico, lo que permitio su uso en
poblacién abierta evitando efectos secundarios.

Se demuestra que biomarcadores naturales como los extractos de metanol de C.
officinalis pueden ser utilizados en la practica clinica habitual para la identificacién
temprana de lesiones orales potencialmente malignas, dada su selectividad y
compatibilidad con las células tumorales en estudios in vitro. Pueden representar una
alternativa para una deteccion rapida y sencilla, especialmente por parte del personal
sanitario en regiones donde los servicios médicos carecen de equipos de alta tecnologia.

Los alcaloides de la quina han sido hasta ahora una de las clases de productos

naturales mas extraidas, exploradas, utilizadas e investigadas, siendo la quinina la
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molécula estrella de esta clase. Sus numerosas aplicaciones en diversos campos como la
medicina, la sintesis, la catalisis y las bebidas son un testimonio de su potencial. Han
sido de suma importancia para la humanidad, con su aparicion como catalizadores
supremos en el area de las transformaciones asimétricas en la tltima década, junto con el
continuo interés de los bidlogos por sus propiedades medicinales, los alcaloides de la
quina tienen un futuro glorioso en los proximos dias.

Indagar en mecanismos naturales para la deteccidn de lesiones orales
potencialmente malignas marcé una pauta para el desarrollo del biosensor natural
fluorescente, inclusive empleando elementos no nativos de México. Esto requirié tiempo
y un gasto economico considerable principalmente debido a la pandemia por COVID-19
y el ralentizamiento en la demora de entrega de insumos del exterior. Algunas demoras
en este proyecto se debieron a esta causa las cuales estuvieron fuera de las manos del
investigador principal.

El marco de referencia que respalda este proyecto fue el adecuado, al poder
utilizar una luz UV de una longitud de onda pertinente, desarrollar un biomarcador
natural fluorescente en base a los requerimientos de The Oral Cancer Foundation y la
implementacién de los mismos a través de ensayos clinicos controlados. Se deben
considerar las recomendaciones establecidas por la Organizacion Mundial de la Salud, y
los organismos estatales y nacionales de salud publica, enfatizando sobre todo en
regiones vulnerables, con escasez de servicios médicos, baja asistencia a la consulta
médica rutinaria, nula participacién en brigadas asistenciales y de salud, y con altos
indices de enfermedades no transmisibles, considerados asi como los principales factores
de riesgo en el desarrollo de lesiones orales potencialmente malignas.

El empleo de fuentes de luz UV de onda corta, tipo portatil como la aqui
empleada, resulta una buena opcion en la activacion de biomarcadores naturales
fluorescentes, haciendo hincapié en el aspecto estético que tengan, ya que es un

aditamento que es visualizado directamente por el participante al momento de la
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aplicacion, por lo que debe seguir innovandose su presentacion. Por otra parte, procurar
el menor tamafo posible puesto que el participante relaciona aditamentos luminosos de
menores dimensiones como menos dafiinos, y previo a su aplicacion mencionar su
finalidad e inexistentes efectos dafinos al cuerpo.

Es imprescindible el correcto estudio de la anatomia de las estructuras bucales a
examinar previo a la aplicacion del biomarcador natural fluorescente en los
participantes, mediante ejercicios de simulacién o calibracion, ya que una falta de
asesoramiento en este tema podria conducir a resultados sesgados, puesto que las
tonalidades de fluorescencia tienden a ser poco diferenciadas de las demas areas de la
boca en algunos casos. También, debe asegurarse una correcto oscurecimiento del area
ddnde se aplique el biomarcador natural fluorescente, ya que en gran medida marcaria el
éxito o fracaso del mismo.

Establecer Fases delimitadas de estudio siguiendo una metodologia precisa
aseguro un correcto funcionamiento del biomarcador natural fluorescente. Es
indispensable contar con protocolos estrictos validados por Comités de Investigacion
que proporcionen las observaciones pertinentes previo a la ejecucion de los métodos. En
este estudio, las aportaciones multi disciplinarias desempefiaron un papel decisivo en la
preparacion del protocolo de investigacion, ejecucion de los procedimientos y analisis de
resultados.

Se deduce el potencial que puede tener el presente proyecto en una colaboracién
inter y multidisciplinaria donde el personal de enfermeria pueda contribuir en el cuidado
del usuario hacia una conducta promotora de salud y sexualidad responsable,
odontologia en la inspeccion de tejidos orales, ciencias bioldgicas en el mejoramiento
biotecnoldgico de los futuros biomarcadores fluorescentes orales, ciencias sociales para
identificacion , canalizacion y acompafiamiento de casos y demas ciencias. Esto,

dejando de lado la idea que salud compete solo a las ciencias médicas y se confirma el
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hecho que todos los profesionales pueden contribuir en beneficio de la poblacion y en la
disminucion de los indices de lesiones orales potencialmente malignas
Recomendaciones

De manera general, se sugiere seguir realizando estudios enfocados en los
métodos de deteccion de lesiones orales potencialmente malignas mediante instrumentos
que puedan proporcionar una deteccion rapida, facil, no invasiva y predictiva del cancer
oral. En este sentido, y ante la evidencia de resultados prometedores, se recomienda el
seguir implementando del biomarcador natural fluorescente y luz UV aqui propuesta
para continuar con las Fases I11'y IV en la investigacion de pruebas diagndsticas.

Por otro lado, continuando con la propuesta de innovacion en métodos de
deteccidn de lesiones orales potencialmente malignas, se sugiere a los investigadores en
esta area del conocimiento, probar con las demas variantes de la raiz aqui empleada,
indagar en su costo beneficio, poder de deteccion, sensibilidad y especificidad. Resulta
imprescindible seguir realizando proyectos de caracter inter y multi disciplinario, de tal
manera que diversas areas de la ciencia puedan converger y apoyar. En este sentido, es
recomendable reunir expertos de otras areas para tener un mayor panorama de lo que se
investiga.

Seria importante seguir implementando la aplicacién del biomarcador natural
fluorescente y luz UV en muestras mas grandes, considerando contar con todo el
material requerido y un excedente previo, instruir y calibrar mas personas de apoyo,
documentar los casos con camara digital profesional, y si es posible, camara intraoral.
Con los resultados aqui obtenidos, se podria fomentar la educacién para la salud
enfocada en promover la alfabetizacion frente a las lesiones orales potencialmente
malignas, con especial atencién en las variables que demostraron tener mayor influencia
sobre ésta, y con esto apoyar a la reduccion neoplasias derivadas en poblacidn abierta.

La metodologia utilizada fue la apropiada para el tipo de estudio y variables que

se midieron, permitiendo alcanzar a la poblacion estimada y logar los objetivos.
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Asimismo, la aplicacion de los instrumentos por entrevista permitio evaluar de forma
adecuada las variables de interés, sin embargo, en el andlisis de resultados surgieron
nuevas variables de interes, por lo que se propone reformular los instrumentos para
poder obtener la mayor informacion posible que aporte en beneficio de la ciencia.

En la aplicacién del biomarcador natural fluorescente y luz UV, resulta altamente
recomendable el promocionar el procedimiento como un proceso indoloro, breve y que
contara con insumos de higiene oral como obsequios para aumentar la participacién. La
consejeria debe ser lo mas breve posible y apoyada de ilustraciones si es posible. Dentro
del area designada para la realizacion del procedimiento debe estar el menor nimero de
personas posibles.

Por otra parte, se recomienda realizar un estudio de investigacion de pruebas
diagnosticas de Fase Ilb, donde se contraste los participantes de sexo femenino que haya
resultado positivo a la aplicacion del biomarcador natural fluorescente y luz UV 'y
posterior confirmacion por PCR en una prueba de papanicolaou, ya que como se ha
documentado, existe alta concordancia de VPH oral-genital, y de esa manera seguir
comprobando la sensibilidad y especificidad del método propuesto.

Aunado a lo anterior, se recomienda realizar raspado oral y posterior
confirmacion por PCR en participantes sin presencia de fluorescencia a la aplicacion del
biomarcador natural fluorescente y luz UV, esto para confirmar los casos verdaderos
negativos e identificar el sesgo existente, asi como aplicar el biomarcador natural
fluorescente y luz UV a participantes con lesiones orales potencialmente malignas

previamente diagnosticadas y cancer, para identificar casos verdaderos positivos.
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Apéndice A

Consentimiento Informado

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON
FACULTAD DE ENFERMERIA

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

L&)

[ g
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4 H

Titulo de proyecto: Evaluacién de Biomarcador Natural Fluorescente para Tamizaje de
Lesiones Orales Potencialmente Malignas en Poblacion Abierta

Autores/Estudiantes: MCSP. Guillermo Cano Verdugo

Director de Tesis/Asesor: Dra. Dora Julia Onofre Rodriguez

Introduccion/Objetivo del Estudio:

Estamos interesados en probar una solucién con propiedades fluorescentes activada con
una lampara con luz UV para facilitar la identificacion de lesiones malignas en cavidad
oral, las cuales son laceraciones que pueden encontrarse en boca por habitos como
fumar, beber alcohol o causas desconocidas y pueden derivar en formaciones tumorales
si no son detectadas a tiempo, por lo cual te invitamos a participar en este estudio. Tu
participacion consistirad en aplicarte una breve encuesta, y posteriormente la solucion en
forma de spray en el interior de la boca, posteriormente se utilizard una lampara con luz
UV para iluminar la boca y se tomara una fotografia del interior de tu boca. Podras
realizar el procedimiento sin interferir tu trabajo en la Facultad. EI propoésito de este
proyecto es probar un biomarcador natural fluorescente que al tener contacto con una luz
UV, pueda detectar presuntivamente lesiones orales potencialmente malignas. Lo
anterior es con el objetivo de obtener informacion cientifica para un proyecto de Tesis y
obtener el grado de Doctor en Ciencias de Enfermeria. A continuacion, se te explicara el
procedimiento que te ayudara a decidir si deseas participar.

Descripcion del Estudio/Procedimientos:

Se les informa que ustedes han sido elegidos al azar para participar en este estudio, sera
un grupo de aproximadamente 250 participantes los cuales necesitamos para cumplir con
el objetivo. Tu participacion en la realizacion del procedimiento sera en un solo
momento y demorard un maximo de 10 minutos.

La Facultad en la cual laboras autorizé la aplicacién de este estudio, si deseas participar
te pido de la manera mas atenta que firmes este consentimiento informado. El
procedimiento se realizard tomando en cuenta los siguientes puntos:

e Se contara con un area asignada por la Facultad donde se asegure la
confidencialidad y tranquilidad para realizar el procedimiento.

e Se te daréd una breve orientacion respecto al procedimiento que se llevara a
cabo.

e Posteriormente, se te aplicara una encuesta que constara de preguntas acerca
de tu edad, estado civil y ocupacion. Pueden tomarse notas adicionales
durante la encuesta. Aunque se cuenta con unas preguntas previamente
establecidas te puedes sentir con la libertad de preguntar lo que gustes.
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e Posteriormente, el personal profesional de salud te pedira abras tu boca y te
aplicara dos atomizaciones del biomarcador natural fluorescente en forma de
spray en el interior de tu boca, dirigira una luz UV al interior de tu boca sin
tocar la superficie por espacio de 3 segundos, y te comunicara el resultado
que obtuviste. Cabe resaltar que este resultado es de caracter presuntivo, lo
cual nos habla de posibles lesiones que en caso de ser positivas, requeriran
confirmacion diagnostica. Por altimo, podrian tomarte una fotografia del
interior de tu boca donde no saldria tu cara, te darén orientacion posterior al
procedimiento y agradeceremos tu participacion.

e Probablemente seras seleccionado aleatoriamente para realizarte un hisopado
(toma de saliva con un hisopo), para corroborar la deteccién ante la
aplicacion del biomarcador natural fluorescente. Dicho procedimiento seria
realizado por expertos en patologia oral, y no tendria costo para ti.

e En caso de obtener un resultado presuntivo positivo, se te dara orientacion al
respecto y se te referira con el especialista en patologia oral, cuyos costos
correran por tu cuenta.

e Por ultimo, el investigador principal podria contactarte via telefonica
posterior a la realizacion del procedimiento para preguntarte en qué estado se
encuentra el sitio donde fue aplicada del biomarcador natural fluorescente.

La informacion que proporciones sera anonima, los resultados pueden ser publicados en
revistas cientificas, pero se realizara de manera grupal. Ni tu nombre, ni datos de
identificacion apareceran en estos. Aun firmando este consentimiento, podras retirarte en
el momento que lo desees.

Riesgos 0 molestias y aspectos experimentales del estudio:

Los riesgos potenciales que implican tu participacion en este estudio son nulos ya que
del biomarcador natural fluorescente es elaborado a partir de productos naturales (raiz de
quina), se encuentra esterilizada y previamente probada en experimentos in vitro de
laboratorio con resultados favorecedores, sin embargo, si te sientes incomodo con alguna
pregunta o en algin momento del procedimiento puedes retirar tu participacion de este
estudio y esto no tendré repercusiones de ningun tipo.

Beneficios esperados:

Como principal resultado podras confirmar tu estado de salud oral, y en un futuro con
los resultados que arroje esta investigacion, se podria tener un método de deteccion de
lesiones orales potencialmente malignas y con ello poder disminuir las consecuencias
relacionadas a las mismas, principalmente cancer oral.

Compromisos del Investigador:

Cualquier duda que surja al leer este consentimiento o durante tu participacion sera
aclarada en el momento que la hagas saber. Tienes la garantia de recibir respuesta a
cualquier pregunta y aclaracion a cualquier duda acerca de los riesgos y beneficios, y
otros asuntos relacionados con el estudio. Por lo anteriormente mencionado, cualquier
duda que surja puede contactar al presidente del Comité de Etica en Investigacion, de la
Facultad de Enfermeria de la UANL, comunicandote al tel. 81 8348 1010 en Av.
Gonzalitos 1500 Nte. Col. Mitras Centro, Monterrey, N. L. En un horario de 9:00 a



16:00 horas, o si lo prefiere puede escribirle a la siguiente direccion de correo

electronico: investigacion.faen@gmail.com
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Nombre: Fecha:
Firma: Dia/ Mes / Afio
Testigo 1: Fecha:
Direccion: Dia/ Mes / Afio
Fecha:
Testigo 2:
Dia/ Mes / Afio
Direccion:
Nombre de la persona que obtiene el consentimiento: Fecha:

Dia / Mes / Afio
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Apéndice B
Encuesta Perfil Sociodemografico y de Salud
A continuacion, encontraras una serie de preguntas en las cuales deberas
especificar la respuesta con la que mas te identifiques escribiendola o encerrandola en un
circulo segun sea el caso. Las respuestas seran confidenciales y usadas solamente con

fines académicos. Celular:

1) Edad en afios cumplidos:

a.

2) Sexo:

a.

3) Ocupacion:

a.

4) Estado civil:

a.

5) ¢Fuma? Si la respuesta es Sl, pasar a la siguiente pregunta, de lo contrario pasar a
la pregunta No. 7:

a

6) ¢Fuma al menos un cigarro por semana (electrénico o de tabaco)?

a

7) ¢Bebe alcohol? Si la respuesta es Sl, pasar a la siguiente pregunta, de lo contrario
pasar a la pregunta No. 9:

a

8) ¢Toma al menos una bebida alcohdlica por semana?

a.

9) ¢Ha sido diagnosticado de alguna enfermedad por un médico? Si la respuesta es
SI, pasar a la siguiente pregunta, de lo contrario pasar a la pregunta No. 11:

a.




10) En caso afirmativo: ;Cudl seria?

b.

4) ¢Existen casos confirmados de cancer en su familia?
a. Si
b. No

11) ¢Cdmo consideras tu salud oral?

c. Buena
d. Regular
e. Mala

12) ¢Cuentas con heridas en la boca de mas de dos semanas de duracion que no
hayan sanado?

a.
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Apéndice C
Lista de Verificacion del Biomarcador Natural Fluorescente y Luz UV

Folio del participante:

1. Resultado:
i.  Presuntivo positivo para lesiones malignas en cavidad oral
ii. Presuntivo negativo para lesiones malignas en cavidad oral

2. Hallazgos:

3. Existe necesidad de confirmar el diagndstico:
i. Si
ii. No
4. Existe necesidad de remitir para su posterior atencion a patologia oral:
i. Si
i. No
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Apéndice D
Oficios para Solicitud de Realizacion de la Fase 11: Validacion Discriminatoria del

Biomarcador Natural Fluorescente y Luz UV (in vivo)

UANL

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON O FACULTAD DE ENFERMERIA / Direccién

DFE-0580/2021

DRA. MARIA TERESA LEDEZMA ELIZONDO
Directora de la Facultad de Arquitectura
Universidad Auténoma de Nuevo Ledn
Presente.

Por este conducte me es grate enviarle un cordial saludo, asi mismo, solicitar a usted su
autorizacion para llevar a cabo la Fase Il del proyecto titulado “Formulacion Reveladora
Fluorescente y Dispositivo de Emision Luminiscente para Tamizaje de Lesiones
Potencialmente Malignas en Cavidad Oral”, el cual plantea la creacion de un enjuague oral que
detecta lesiones en boca con potencial maligno, y que es elaborado con raices de plantas
naturales con propiedades fluorescentes al ser expuestas a una lampara de luz UV de baja
intensidad

Dicho proyecto cuenta con las aprobaciones de los Comités de Investigacién, Etica en
Investigacion y Bioseguridad de la Facultad de Enfermeria, y ha sido experimentado in vitro en
laboratorio mostrando resultados prometedores, y es parte del producto final de Tesis del joven
Guillermo Cano Verdugo, alumno de 5° semestre del programa de Doctorado en Ciencias de
Enfermeria, quien se encuentra dirigido por la Dra. Dora Julia Onofre Rodriguez.

La realizacion de dicha fase consiste en aplicar un breve cuestionario de datos sociodemograficos,
llevar a cabo la aplicacién del enjuague oral a una muestra de 25 voluntarios que pueden ser
docentes, alumnos y empleados, y darles una pequefia informacitn relativa a temas de salud oral,
lo cual demoraria alrededor de 5 minutos por participante. Al término del procedimiento, se daria
un resultado presuntivo, que en caso de ser positivo, se dara consejeria para su atencion posterior.
Se resguardara el anonimato de los participantes en todo momento.

Asimismo, le solicito de la manera mas atenta las facilidades de un espacio pequefio para llevar a
cabo el procedimiento que seria realizado por el investigador principal y dos personas de apoyo
capacitados, quienes acudirian a las instalaciones de la institucion en una unica ocasién el dia y
hora disponible, llevando consigo todo el material necesario, acatando las disposiciones
establecidas por la Facultad y respetando en todo momente el Protocolo de prevencion sanitaria y
seguridad laboral de la Universidad Autdnoma de Nuevo Ledn

Los datos de contactc del investigador principal son: correo  electronico
guillermocano_verdugo@hotmail.com y teléfono celular mismo que Se encuentra en
total disposicién de resolver las dudas gue pudieran surgir. Sin mas por el momento, aprovecho la
oportunidad para reiterarle mi mas alta y distinguida consideracién y respeto.

FACULTAD DE ARQU'TECTURA Atentamente,

AN L “Alere Flammam Veritatis”
TSR Monterrey, N.L. a 30 de Agosto de 2021
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UANL

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON O FACULTAD DE ENFERMERIA | Direccidn

DFE-0585/2021

MTRO. OSCAR P. LUGO SERRATO

Director de la Facultad de Derecho y Criminologia
Universidad Autonoma de Nuevo Ledn
Presente.

Por este conducto me es grato enviarle un cordial saludo, asi misme, solicitar a usted su
autorizacion para llevar a cabc la Fase Il del proyecto titulado “Formufacién Reveladora
Fluorescente y Dispositivo de Emisién Luminiscente para Tamizaje de Lesiones
Potencialmente Malignas en Cavidad Oral”, el cual plantea la creacion de un enjuague oral que
detecta lesiones en boca con potencial maligno, y que es elaborado con raices de plantas
naturales con propiedades fluorescentes al ser expuestas a una lampara de luz UV de baja
intensidad.

Dicho proyecto cuenta con las aprobaciones de los Comités de Investigacion, Etica en
Investigacion y Bioseguridad de la Facultad de Enfermeria, y ha sido experimentado in vitro en
laboratorio mostrando resultados prometedores, y es parte del producto final de Tesis del joven
Guillermo Cano Verdugo, alumno de 5° semestre del programa de Doctorado en Ciencias de
Enfermeria, quien se encuentra dirigido por la Dra. Dora Julia Onofre Rodriguez.

La realizacion de dicha fase consiste en aplicar un breve cuestionario de datos sociodemogréficos,
llevar a cabo la aplicacién del enjuague oral a una muestra de 25 voluntarios que pueden ser
docentes, alumnos y empleados, y darles una pequena informacion relativa a temas de salud oral,
lo cual demoraria alrededor de 5 minutos por participante. Al término del procedimiento, se daria
un resultado presuntivo, que en caso de ser positivo, se dara consejeria para su atencién posterior.
Se resguardara el anonimato de los participantes en todo momento.

Asimismo, le solicito de la manera mas atenta las facilidades de un espacio pequefio para llevar a
cabo el procedimiento que seria realizado por el investigador principal y dos personas de apoyo
capacitados, quienes acudirian a las instalaciones de la instituciéon en una Gnica ocasion el dia y
hora disponible, llevando consigo todo el material necesario, acatando las disposiciones
establecidas por la Facultad y respetando en todo momento el Protocolo de prevencion sanitaria y
seguridad laboral de la Universidad Autdnoma de Nuevo Leén.

Los datos de contacto del investigador principal son: correo  electronico
guillermocano_verdugo@hotmail.com y teléfono celular mismo gue se encuentra en
total disposicion de resolver las dudas que pudieran surgir. Sin mas por el momento, aprovecho la
oportunidad para reiterarle mi mas alta y distinguida consideracion y respeto.

FACULTAD DE DERECHO
Y CRIMINOLOG!A Atentamente,
“Alere Flammam Veritatis”
Monterrey, N.L. a 30 de Agosto de 2021

DRA. MARIA GUADALUPE MORENO MONSIVAIS
Directora

Ave Gonzaltos No. 1500 nte.  C.P., 64460 }' 8
Monterrey, Nuevo Ledn. México

Tel. 83481010 8333 41 90 exts. 104 y 107
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UANL

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON O FACULTAD DE ENFERMERIA | Direccion

DFE-0586/2021

DRA. ARGELIA VARGAS MORENO
Directora de |a Facultad de Ciencias Quimicas
Universidad Autdonoma de Nuevo Ledn
Presente.

Por este conducto me es grato enviarle un cordial saludo, asi mismo. solicitar a usted su
autorizacion para llevar a cabo la Fase Il del proyecto titulado “Formulacién Reveladora
Fluorescente y Dispositivo de Emision Luminiscente para Tamizaje de Lesiones
Potencialmente Malignas en Cavidad Oral”, el cual plantea la creacion de un enjuague oral que
detecta lesiones en boca con potencial maligno, y que es elaborado con raices de plantas
naturales con propiedades fluorescentes al ser expuestas a una lampara de luz UV de baja
intensidad.

Dicho proyecto cuenta con las aprobaciones de los Comités de Investigacion, Etica en
Investigacion y Bioseguridad de la Facultad de Enfermeria, y ha sido experimentado in vitro en
laboratorio mostrando resultados prometedores, y es parte del producto final de Tesis del joven
Guillermo Cano Verdugo, alumno de 5° semestre del programa de Doctorado en Ciencias de
Enfermeria, quien se encuentra dirigido por la Dra. Dora Julia Onofre Rodriguez.

La realizacion de dicha fase consiste en aplicar un breve cuestionario de datos sociodemograficos,
llevar a cabo la aplicacién del enjuague oral a una muestra de 25 voluntarios que pueden ser
docentes, alumnos y empleados, y darles una pequefa informacion relativa a temas de salud oral,
lo cual demoraria alrededor de 5 minutos por participante. Al término del procedimiento, se daria
un resultado presuntivo, que en caso de ser positivo, se dara consejeria para su atencion posterior.
Se resguardara el ancnimato de los participantes en todo momento.

Asimismo, le solicito de la manera mas atenta las facilidades de un espacio pequefo para llevar a
cabo el procedimiento que seria realizado por el investigador principal y dos personas de apoyo
capacitados, quienes acudirian a las instalaciones de la institucién en una unica ocasion el dia y
hora disponible, llevando consigo todo el material necesario, acatando las disposiciones
establecidas por la Facultad y respetando en todo momento el Protocolo de prevencién sanitaria y
seguridad laboral de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn.

Los datos de contacto del investigador principal  son: correo  electronico |
guillermocano_verdugo@hotmail.com y teléfono celular , mismo que se encuentra en
total disposicién de resolver las dudas que pudieran surgir. Sin mas por el momento, aprovecho la
oportunidad para reiterarle mi mas alta y distinguida consideracion y respeto.

Atentamente,
“Alere Flammam Veritatis"
Monterrey, N.L. a 30 de Agosto de 2021
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DRA. MARIA GUADALUPE MORENO MONSIVA
Directora
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DFE-0579/2021

DR. JOSE IGNACIO GONZALEZ ROJAS
Director de la Facultad de Ciencias Biclogicas
Universidad Autdnoma de Nuevo Ledn
Presente

Por este conducto me es grato enviarle un cordial saludo, asi mismo, solicitar a usted su
autorizacion para llevar a cabo la Fase |l del proyecto titulado “Formulacién Reveladora
Fluorescente y Dispositivo de Emisién Luminiscente para Tamizaje de Lesiones
Potencialmente Malignas en Cavidad Oral”, el cual plantea la creacion de un enjuague oral que
detecta lesiones en boca con potencial maligno, y que es elaborado con raices de plantas
naturales con propiedades fluorescentes al ser expuestas a una lampara de luz UV de baja
intensidad.

Dicho proyecto cuenta con las aprobaciones de los Comités de Investigacion, Etica en
Investigacion y Bioseguridad de la Facultad de Enfermeria, y ha sido experimentado in vitro en
laboratorio mostrando resultados prometedores, y es parte del producto final de Tesis del joven
Guillermo Cano Verdugo, alumno de 5° semestre del programa de Doctorado en Ciencias de
Enfermeria, quien se encuentra dirigido por la Dra. Dora Julia Onofre Rodriguez.

La realizacion de dicha fase consiste en aplicar un breve cuestionario de datos sociodemograficos,
llevar a cabo la aplicacién del enjuague oral a una muestra de 25 voluntarios que pueden ser
docentes, alumnos y empleadas, y darles una pequefia informacion relativa a temas de salud oral,
lo cual demoraria alrededor de 5 minutos por participante. Al término del procedimiento, se daria
un resultado presuntivo, que en caso de ser positivo, se dard consejeria para su atencion posterior
Se resguardara el anonimato de los participantes en todo momento.

Asimismo, le solicito de la manera mas atenta las facilidades de un espacio pequefio para llevar a
cabo el procedimiento que seria realizado por el investigador principal y dos personas de apoyo
capacitados, quienes acudirian a las instalaciones de la instilucion en una unica ocasion el dia y
hora disponible, llevando consigo todo el material necesario, acatando las disposiciones
establecidas por la Facultad y respetando en todo momento el Protocolo de prevencion sanitaria y
seguridad laboral de la Universidad Auténoma de Nuevo Leon.

Los dates de contacto del investigador principal son: correo electrénico
guillermocano_verdugo@hotmail com y teléfono celular , mismo que se encuentra en
total disposicién de resolver las dudas que pudieran surgir. Sin mas por el momento, aprovecho la
oportunidad para reiterarle mi mas alta y distinguida consideracion y respeto.

Atentamente,
“Alere Flammam Veritatis”
Monterrey, N.L. a 30 de Agosto de 2021
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DFE-0587/2021

DR. ATILANO MARTINEZ HUERTA

Director de la Facultad de Fisico Matematicas
Universidad Auténoma de Nuevo Ledn
Presente.

Por este conducto me es grato enviarle un cordial saludo, asi mismo, solicitar a usted su
autorizacion para llevar a cabo la Fase Il del proyecto titulado “Formulacién Reveladora
Fluorescente y Dispositivo de Emisién Luminiscente para Tamizaje de Lesiones
Potencialmente Malignas en Cavidad Oral”, el cual plantea la creacién de un enjuague oral que
detecta lesiones en boca con potencial maligno, y que es elaborado con raices de plantas
naturales con propiedades fluorescentes al ser expuestas a una lampara de luz UV de baja
intensidad.

Dicho proyecto cuenta con las aprobaciones de los Comités de Investigacion, Etica en
Investigacion y Bioseguridad de la Facultad de Enfermeria, y ha sido experimentado in vitro en
laboratorio mostrando resultados prometedores, y es parte del producto final de Tesis del joven
Guillermo Cano Verdugo, alumno de 5° semestre del programa de Doctorado en Ciencias de
Enfermeria, quien se encuentra dirigido por la Dra. Dora Julia Onofre Rodriguez.

La realizacién de dicha fase consiste en aplicar un breve cuestionario de datos sociodemograficos,
llevar a cabo la aplicacién del enjuague oral a una muestra de 25 voluntarios que pueden ser
docentes, alumnos y empleados, y darles una pequefa informacién relativa a temas de salud oral,
lo cual demoraria alrededor de 5 minutos por participante. Al término del procedimiento, se daria
un resultado presuntivo, que en caso de ser positivo, se dara consejeria para su atencién posterior.
Se resguardara el anonimato de los participantes en todo momento

Asimismo, le solicito de la manera mas atenta las facilidades de un espacio pequefio para llevar a
cabo el procedimiento que seria realizado por el investigador principal y dos personas de apoyo
capacitados, quienes acudirian a las instalaciones de la institucidn en una Gnica ocasién el dia y
hora disponible, llevando consigo todo el material necesariv, acatando las disposiciones
establecidas por la Facultad y respetando en tedo momento el Protocolo de prevencion sanitaria y
seguridad laboral de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn.

Los datos de contacto del investigador principal  son:  correo  electrdnico
guillermocanao_verdugo@hatmail.com y teléfono celular mismo gue se encuentra en
total disposicion de resolver las dudas que pudieran surgir. Sin mas por el momento, aprovecho la
oportunidad para reiteraa-mi-as alta y distinguida consideracion y respeto.

®, FACULTAD DE CIENCIAS

FISICO - MAT“EMATICAS

Atentamente,
%, “Alere Flammam Veritatis”
bnterrey, N.L. a 30 de Agosto de 2021
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DFE-D588/2021

DR. RICARDO GONZALEZ ALCORTA
Director de la Facultad de Ingenieria Civil
Universidad Auténoma de Nuevo Leén
Presente.

Por este conductos me es grato enviarle un cordial saludo, asi mismo, solicitar a usted su
autorizacion para llevar a cabo la Fase Il del proyecto titulado “Formulacién Reveladora
Fluorescente y Dispositivo de Emisién Luminiscente para Tamizaje de Lesiones
Potencialmente Malignas en Cavidad Oral”, el cual plantea la creacion de un enjuague oral que
detecta lesiones en boca con potencial maligno, y que es elaborado con raices de plantas
naturales con propiedades fluorescentes al ser expuestas a una lampara de luz UV de baja
intensidad.

Dicho proyecto cuenta con las aprobaciones de los Comités de Investigacién, Etica en
Investigacion y Bioseguridad de la Facultad de Enfermeria, y ha sido experimentado in vitro en
laboratoric mostrando resultados prometedores, y es parte del producto final de Tesis del joven
Guillermo Cano Verdugo, alumno de 5° semestre del programa de Doctorado en Ciencias de
Enfermeria, quien se encuentra dirigido por la Dra. Dora Julia Onofre Rodriguez.

La realizacion de dicha fase consiste en aplicar un breve cuestionario de datos sociodemograficos,
llevar a cabo la aplicacion del enjuague oral a una muestra de 25 voluntarios que pueden ser
docentes, alumnos y empleados, y darles una pequefia informacion relativa a temas de salud oral,
lo cual demoraria alrededor de 5 minutos por participante. Al término del procedimiento, se daria
un resultado presuntivo, que en caso de ser positivo, se dara consejeria para su atencion posterior.
Se resguardara el anonimato de los participantes en todo momento.

Asimismo, e solicito de la manera mas atenta las facilidades de un espacio pequefic para llevar a
cabo el procedimiento que seria realizado por el investigador principal y dos personas de apoyo
capacitados, quienes acudirian a las instalaciones de la institucién en una Gnica ocasién el dia y
hora disponible, llevando consigo todo el material necesario, acatando las disposiciones
establecidas por la Facultad y respetando en todo momento el Protocolo de prevencién sanitaria y
seguridad laboral de la Universidad Auténoma de Nuevo Leén.

Los datos de contacto del investigador principal son: correo  electrénico
guillermocano_verdugo@hotmail.com y teléfono celular mismo gue se encuentra en
total disposicién de resolver las dudas que pudieran surgir. Sin mas por el momento, aprovecho la
oportunidad para reiterarle mi mas alta y distinguida consideracién y respeto.

Atentamente,
“Alere Flammam Veritatis”
Monterrey, N.L. a 30 de Agosto de 2021
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DFE-0583/2021

DR. ARNULFO TREVINO CUBERO

Director de la Facultad de Ingenieria Mecanica y Eléctrica
Universidad Auténoma de Nueve Ledn

Presente.

Por este conducto me es grato enviarle un cordial saludo, asi mismo, solicitar a usted su
autorizacion para llevar a cabo la Fase Il del proyecto titulado “Formulacion Reveladora
Fluorescente y Dispositivo de Emisién Luminiscente para Tamizaje de Lesiones
Potencialmente Malignas en Cavidad Oral”, el cual plantea la creacion de un enjuague oral que
detecta lesiones en boca con potencial maligno, y que es elaborado con raices de plantas
naturales con propiedades fluorescentes al ser expuestas a una lampara de luz UV de baja
intensidad

Dicho proyecto cuenta con las aprobaciones de los Comités de Investigacién, Etica en
Investigacion y Bioseguridad de la Facultad de Enfermeria, y ha sido experimentado in vitro en
laboratorio mostrando resultados prometedores, y es parte del producto final de Tesis del joven
Guillermo Cano Verdugo, alumno de 5° semestre del programa de Doctorado en Ciencias de
Enfermeria, quien se encuentra dirigido por la Dra. Dora Julia Cnofre Rodriguez.

La realizacion de dicha fase consiste en aplicar un breve cuestionario de datos sociodemogréficos,
llevar a cabo la aplicacién del enjuague oral a una muestra de 25 voluntarios que pueden ser
docentes, alumnos y empleados, y darles una pequefia infarmacién relativa a temas de salud oral,
lo cual demoraria alrededor de 5 minutos por participante. Al término del procedimiento, se daria
un resultado presuntivo, que en caso de ser positivo, se dara consejeria para su atencién posterior.
Se resguardara el anonimato de los participantes en todo momento.

Asimismo, le solicito de la manera mas atenta las facilidades de un espacio pequefio para llevar a
cabo el procedimiento que seria realizado por el investigador principal y dos personas de apoyo
capacitados, quienes acudirian a las instalaciones de la institucion en una Unica ocasién el dia y
hora disponible, llevando consigo tcdo el material necesario, acatando las disposiciones
establecidas por la Facultad y respetando en tode momento el Protocolo de prevencién sanitaria y
seguridad laboral de la Universidad Autdnoma de Nuevo Leon.

Los datos de contacto del investigador principal son: correo  electronico
guillermocano_verdugo@hotmail.com y teléfono celular mismo gue se encuentra en
total disposicion de resolver las dudas que pudieran surgir. Sin mas por el momento, aprovecho la
oportunidad para reiterarle mi mas alta y distinguida consideracion y respeto.

Atentamente,
“Alere Flammam Veritatis”
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DFE-0584/2021

M.C. LUDIVINA CANTU ORTIZ

Directora de la Facultad de Filosofia y Letras
Universidad Autdnoma de Nuevo Leén
Presente.

Por este conductoc me es grato enviarle un cordial saludo, asi mismo, solicitar a usted su
auterizacion para llevar a cabo la Fase Il del proyecto titulado “Formulacién Reveladora
Fluorescente y Dispositivo de Emision Luminiscente para Tamizaje de Lesiones
Potencialmente Malignas en Cavidad Oral”, el cual plantea la creacion de un enjuague oral que
detecta lesiones en boca con potencial maligno, y que es elaborado con raices de plantas
naturales con propiedades fluorescentes al ser expuestas a una lampara de luz UV de baja
intensidad.

Dicho proyecto cuenta con las aprobaciones de los Comités de Investigacion, Etica en
Investigacion y Bioseguridad de la Facultad de Enfermeria, y ha sido experimentado in vitro en
laboratorio mostrando resultados prometedores, y es parte del producto final de Tesis del joven
Guillermo Cano Verdugo, alumno de 5° semestre del programa de Doctorado en Ciencias de
Enfermeria, quien se encuentra dirigido por la Dra. Dora Julia Onofre Rodriguez.

La realizacién de dicha fase consiste en aplicar un breve cuestionario de datos sociodemograficos,
llevar a cabo la aplicacién del enjuague oral a una muestra de 25 voluntarios que pueden ser
docentes, alumnos y empleados, y darles una pequefa informacion relativa a temas de salud oral,
lo cual demoraria alrededor de 5 minutos por participante. Al término del procedimiento, se daria
un resultado presuntivo, que en caso de ser positivo, se dara consejeria para su atencion posterior,
Se resguardaré el anonimato de los participantes en todo momento.

Asimismo, le solicito de la manera mas atenta las facilidades de un espacio pequefio para llevar a
cabo el procedimiento gue seria realizado por el investigador principal y dos personas de apoyo
capacitados, quienes acudirian a las instalaciones de la institucién en una Unica ocasion el dia ¥
hora disponible, llevando consigo todo el material necesario, acatando las disposiciones
establecidas por la Facultad y respetando en todo momento el Protocolo de prevencisn sanitaria y
seguridad laboral de la Universidad Auténoma de Nuevo Leén.

Los datos de contacto del investigador principal son:  correo  electrdnico
guillermocano_verdugo@hotmail.com y teléfono celular mismo gue se encuentra en
total disposicién de resolver las dudas que pudieran surgir. Sin mas por el momento, aprovecho la
oportunidad para reiterarle mi mas alta y distinguida consideracion y respeto.

Atentamente,
“Alere Flammam Veritatis"
Monterrey, N.L. a 30 de Agosto de 2021

DRA. MARIA GUADALUPE MORENO MONSIV.JI\IS .
Directora 0 3 SEI 2021
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DFE-0581/2021

MTS. LAURA GONZALEZ GARCIA

Directora de la Facultad de Trabajo Social y Desarrollo Humano
Universidad Auténoma de Nuevo Leon

Presente.

Por este conducto me es grato enviarle un cordial saludo, asi mismo, solicitar a usted su
autorizacion para llevar a cabo la Fase Il del proyecto titulado “Formulacién Reveladora
Fluorescente y Dispositivo de Emisién Luminiscente para Tamizaje de Lesiones
Potencialmente Malignas en Cavidad Oral”, el cual plantea la creacion de un enjuague oral que
detecta lesiones en boca con potencial maligno, y que es elaborado con raices de plantas
naturales con propiedades fluorescentes al ser expuestas a una lampara de luz UV de baja
intensidad.

Dicho proyecto cuenta con las aprobaciones de los Comités de Investigacién, Etica en
Investigacién y Bioseguridad de la Facultad de Enfermeria, y ha sido experimentado in vitro en
laboratorio mostrando resultados prometedores, y es parte del producte final de Tesis del joven
Guillermo Cano Verdugo, alumno de 5° semestre del programa de Doctorado en Ciencias de
Enfermerfa, quien se encuentra dirigido por la Dra. Dora Julia Onofre Rodriguez.

La realizacion de dicha fase consiste en aplicar un breve cuestionario de datos sociodemograficos,
llevar a cabo la aplicacion del enjuague oral a una muestra de 25 voluntarios que pueden ser
docentes, alumnos y empleados, y darles una pequefa informacién relativa a temas de salud oral,
lo cual demoraria alrededor de 5 minutos por participante. Al término del procedimiento, se daria
un resultado presuntivo, que en caso de ser positivo, se dara consejeria para su atencién posterior
Se resguardara el anonimato de los participantes en tode momento.

Asimismo, le solicito de la manera mas atenta las facilidades de un espacio pequefio para llevar a
cabo el procedimiento que seria realizado por el investigador principal y dos personas de apoyo
capacitados. quienes acudirian a las instalaciones de |a institucion en una unica ocasion el dia y
hora disponible, llevando consigo todo el material necesario, acatando las disposiciones
establecidas por la Facultad y respetando en todo momento el Protocolo de prevencion sanitaria ¥
seguridad laboral de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn.

Los datos de contacto del investigador principal son.  correo  electrénico
guillermocano_verdugo@hotmail.com y teléfono celular mismo que se encuentra en
total disposicion de resolver las dudas que pudieran surgir. Sin méas por el momento, aprovecho la
oportunidad para reiterarle mi mas alta y distinguida consideracién y respeto
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Atentamente,
“Alere Flammam Veritatis”
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DFE-0582/2021

DR. JOSE LEANDRO TRISTAN RODRIGUEZ
Director de la Facultad de Organizacion Deportiva
Universidad Auténoma de Nuevo Ledn
Presente.

Por este conducto me es grato enviarle un cordial saludo, asi mismo, solicitar a usted su
autorizacion para llevar a cabo la Fase |l del proyecto titulado “Formulacién Reveladora
Fluorescente y Dispositivo de Emision Luminiscente para Tamizaje de Lesiones
Potencialmente Malignas en Cavidad Oral”, el cual plantea la creacion de un enjuague oral que
detecta lesiones en boca con potencial maligno, y que es elaborado con raices de plantas
naturales con propiedades fluorescentes al ser expuestas a una lampara de luz UV de baja
intensidad.

Dicho proyecto cuenta con las aprobaciones de los Comités de Investigacion, Etica en
Investigacion y Bioseguridad de la Facultad de Enfermeria, y ha sido experimentado in vitro en
laboratorio mostrando resultados prometedores, y es parte del producto final de Tesis del joven
Guillermo Cano Verdugo, alumno de 5° semestre del programa de Doctorado en Ciencias de
Enfermeria, quien se encuentra dirigido por la Dra. Dora Julia Onofre Rodriguez

La realizacion de dicha fase consiste en aplicar un breve cuestionario de datos sociodemograficos,
llevar a cabo la aplicacion del enjuague oral a una muestra de 25 voluntarios que pueden ser
docentes, alumnos y empleados, y darles una pequefia informacién relativa a temas de salud oral,
lo cual demoraria alrededor de 5 minutos peor participante. Al término del procedimiento, se daria
un resultado presuntivo, que en caso de ser positivo, se dara consejeria para su atencion posterior.
Se resguardara el anonimato de los participantes en todo momento.

Asimismo, le solicito de la manera mas atenta las facilidades de un espacio pequefio para llevar a
cabo el procedimiento que seria realizado por el investigador principal y dos personas de apoyo
capacitados, quienes acudirian a las instalaciones de Ia institucién en una Gnica ocasién el dia y
hora disponible, llevando consigo todo el material necesario, acatando las disposiciones
establecidas por la Facultad y respetando en todo momento el Protocolo de prevencién sanitaria y
seguridad laboral de la Universidad Auténoma de Nuevo Leoén.

Los datos de contacto del  investigador principal son: correo  electrénico
guillermocanc_verdugo@hotmail.com y teléfono celular , Mismo que se encuentra en
total disposicién de resolver las dudas que pudieran surgir. Sin mas por el momento, aprovecho la
oportunidad para rejterarle mi mas alta y distinguida consideracién y respeto.
UNIVERSIDAD AU TONUNMA
DE NUEYO LEON
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DFE-0578/2021

DR. LUIS ALBERTO VILLARREAL VILLARREAL

Director de la Facultad de Contaduria Publica y Administracién
Universidad Auténoma de Nuevo Leén

Presente.

Por este conducto me es grato enviarle un cordial saludo, asi mismo, solicitar a usted su
autorizacion para llevar a cabo la Fase Il del proyecto titulado “Formulacién Reveladora
Fluorescente y Dispositivo de Emisién Luminiscente para Tamizaje de Lesiones
Potencialmente Malignas en Cavidad Oral”, el cual plantea la creacién de un enjuague oral que
detecta lesiones en boca con potencial maligno, y que es elaborado con raices de plantas
naturales con propiedades fluorescentes al ser expuestas a una lampara de luz UV de baja
intensidad.

Dicho proyecto cuenta con las aprobaciones de los Comités de Investigacion, Etica en
Investigacion y Bioseguridad de la Facultad de Enfermeria, y ha sido experimentado in vitro en
laboratorio mostrando resultados prometedores, y es parte del producto final de Tesis del joven
Guillermo Cano Verdugo, alumno de 5° semestre del programa de Doctorado en Ciencias de
Enfermeria, quien se encuentra dirigido por la Dra. Dora Julia Onofre Rodriguez.

La realizacion de dicha fase consiste en aplicar un breve cuestionario de datos sociodemograficos,
llevar a cabo la aplicacion del enjuague oral a una muestra de 25 voluntarios que pueden ser
docentes, alumnos y empleados, y darles una pequefa informacion relativa a temas de salud oral,
lo cual demoraria alrededor de 5 minutos por participante. Al término del procedimiento, se daria
un resultado presuntivo, que en caso de ser positivo, se dara consejeria para su atencién posterior.
Se resguardara el anonimato de los participantes en todo momento.

Asimismo, le solicito de la manera mas atenta las facilidades de un espacio pequefio para llevar a
cabo el procedimiento que seria realizado por el investigador principal y dos personas de apoyo
capacitados, quienes acudirian a las instalaciones de la institucion en una anica ocasion el dia y
hora dispenible, llevando consige todo el material necesario, acatando las disposiciones
establecidas por la Facultad y respetando en todo momento el Protocolo de prevencién sanitaria y
seguridad laboral de la Universidad Autonoma de Nuevo Leén.

Los datos de contacto del investigador principal son: correo  electronico
guillermocano_verdugo@hotmail.com y teléfono celular mismo que se encuentra en
total disposicion de resolver las dudas que pudieran surgir. Sin mas por el momento, aprovecho la
oportunidad para reiterarle mi mas alta y distinguida consideracion y respeto

Atentamente,
“Alere Flammam Veritatis”
Monterrey, N.L. a 30 de Agosto de 2021

041 . DIRECC!IAN
“DRA. MARIA GUADALUPE MORENO MONSIVAIS
B Directora

' NL
Ave Gonzalitos No. 1500 nte.  C.P., 64450 e A
Monterrey, Nuevo Leén, México
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Apéndice E
Resultados Fase Preliminar

En este anexo se reportan los resultados obtenidos de la fase preliminar. Primero,
se muestra la elaboracion del biomarcador natural fluorescente y luz UV, posteriormente
los resultados de la evaluacién de la viabilidad comparando con el estandar de oro y
finalmente el cultivo celular preliminar en un modelo in vitro de células sanas y
malignas.

A continuacion, se muestran los resultados obtenidos en la Fase Preliminar:

Disefio y Elaboracion del Biomarcador Natural Fluorescente y Luz UV (figura 14).

Figura 14. Biomarcador Natural Fluorescente (izquierda) y Luz UV (derecha).

Respecto a la evaluacién de la viabilidad, se compar6 el biomarcador natural
fluorescente y luz UV contra el estdndar de oro elegido: formulacion fluorescente
comercial y luz UV comercial como (figura 15y 16). Los resultados fueron
satisfactorios mostrando una fluorescencia exacta en ambas sustancias al ser iluminadas
ante la luz UV en el caso del biomarcador natural fluorescente, y un brillo equivalente

en el caso de la luz UV (figura 17).
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Figura No. 15. Luz UV de 12V marca FULL, modelo XML-T6+COB LED
(izquierda) y formulacion fluorescente agua tdnica, presentacion botella de vidrio de 296
ml. marca Pefiafiel® (derecha) empleadas como estandar de oro en las pruebas de
viabilidad de la Fase Preliminar.

Figura No. 16. Evaluacion de la viabilidad comparando contra el estandar de oro.
Luz UV y Luz UV comercial (izquierda) y biomarcador natural fluorescente y
formulacién fluorescente comercial (derecha).

En relacion a la viabilidad del estudio donde se evalud la selectividad por células
de céncer, los resultados mostraron la selectividad de fluorescencia en células de cancer
cervical HeLa (ATTC® CCL-2™) mostrandose un tono lilaceo claro en estas células, por
el contrario, las células de fibroblastos gingivales humanos HGF (ATTC® PCS-201-
018™), las cuales fueron tomadas como control no brillaron ante el biomarcador natural
fluorescente y luz UV, los cuales mostraron buenos resultados en la afinidad sobre

células malignas, lo cual indica que la estrategia elegida es correcta y se continué con la

Fase | (figura 17 y 18).
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Figura No. 17. Células Observadas al Microscopio en Pruebas de Viabilidad. De
Izquierda a Derecha: Células Control sin Biomarcador Natural Fluorescente Ni Luz UV,
Células Control Expuestas al Biomarcador Natural Fluorescente y de Luz UV, Células
de Céncer Cervical sin Biomarcador Natural Fluorescente ni Luz UV, y Células de
Cancer con Biomarcador Natural Fluorescente y Luz UV. Obsérvese la Tonalidad
Fluorescente de Tono Violaceo en las Células de Lado Derecho, Indicando la Afinidad a
Células Tumorales, por el Contrario, Células de Lado Izquierdo No Muestran Esa
Afinidad.

Figura No. 18. Placas de cultivo de 6 pozos empleadas en el experimento. de
izquierda a derecha: células de cancer cervical HeLa (ATTC® CCL-2™); células
fibroblastos gingivales humanos HGF (ATTC® PCS-201-018™), células en co-cultivo
HeLa (ATTC® CCL-2™) y fibroblastos gingivales humanos HGF (ATTC® PCS-201-
018™),



Apéndice F

Glosario
pL: Microlitros
CMV: Citomegalovirus
CO2: Dioxido de carbono
COCE: Carcinoma de Células Escamosas
COVID-19: Coronavirus
DMSO: Dimetil sulfoxido
ENSANUT: Encuesta Nacional de Salud y Nutricion
HeLa (ATTC® CCL-2™): Células de cancer cervical
HGF (ATTC® PCS-201-018™): Fibroblastos gingivales humanos
HT-29 (ATCC® HTB-38™): Células de cancer de colon
ml: Mililitros
MTT: Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio
OMS: Organizacion Mundial de la Salud
PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa
PDB: Placa Dentobacteriana
RPMI: Medio de cultivo celular "Roswell Park Memorial Institute”
SFB: Suero Fetal Bovino
STARD: Standards for Reporting of Diagnostic Accuracy Studies
TFD: Terapia Fotodinamica
UV: Ultravioleta
V: Volts
VEB: Virus del Epstein Barr
VHS: Virus del Herpes Simple

VPH: Virus del Papiloma Humano
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