Palabras clave:
Labio y paladar
hendido, factor

de crecimiento
epidérmico, factor
de crecimiento
transformante 33,
determinacion
inmunohistoquimica.

Key words:

Cleft lip and palate,
epidermal growth
Jfactor,

3 transforming
growth factor,
immune-histochemical
determination.

* Ganador en el
Concurso de Trabajos
Libres. Congreso de la
Asociacion Mexicana

de Labio y Paladar
Hendido y Anomalias
Craneofaciales, A.C.

** Hospital General
«Doctor Manuel Gea
Gonzalez». Division de
Estomatologia-Ortodoncia.
Meéxico, D.F. Facultad de
Odontologia, UNAM.

*** Division de

Estudios de Postgrado

e Investigacion de la
Facultad de Odontologia,
UNAM. Departamento
de Patologia Bucal.
Meéxico, D.F.

**#% Hospital para

el Nifio. DIF Toluca.
Departamento de Cirugia
Oral y Maxilofacial.
Toluca, Estado de México.

TRABAJO DE INVESTIGACION

CIRUGIA PLASTICA

Determinacion inmunohistoquimica
del factor de crecimiento epidérmico

y factor de crecimiento transformante beta-3

en pacientes con labio y paladar hendido*

Immunohistochemical determination of epidermal growth factor
and transforming growth factor Beta-3 in cleft lip and palate patients*

CD Carolina Lopez Gonzilez,** Dra. Santa Ponce Bravo,***

CDCOMF Maria Luisa Lépez Salgado****

RESUMEN

En este estudio transversal identificamos la presencia y tipo
de expresion de los factores de crecimiento epidérmico
(EGF) y transformante 3 (TGF-f3) en la mucosa de pa-
cientes de ambos sexos con labio y paladar hendido, de un
mes a 14 afios de edad, sometidos a cirugia para el cierre de
estos defectos. Establecimos como variable independiente
el tipo de expresion de los factores de crecimiento y la
variable dependiente del tipo de hendidura. Los tejidos se
procesaron para su tincion con hematoxilina-eosina e inmu-
no-histoquimica por técnica de Avidin-Biotin-Streptavidina
con factores de crecimiento epidémico y transformante 33
para su observacion al microscopio Optico. Obtuvimos 49
muestras de tejidos blandos de la zona de la hendidura to-
madas durante la cirugia de 24 pacientes con labio y paladar
hendido completo, 16 con labio hendido y 9 con hendiduras
de paladar. Las mayores reacciones con inmunohistoquimi-
ca se observaron en las hendiduras mas pequenas y las de
menor grado en las hendiduras més grandes, concluyendo
que los factores de crecimiento epidérmico y de crecimiento
transformante B3 son esenciales durante la formacion del
epitelio labial y del paladar.

INTRODUCCION

| labio y paladar hendido son defectos
del desarrollo embrionario producidos

por herencia poligénica o multifactorial." 2
Segln Sapp,® es un trastorno del desarrollo
que habitualmente afecta al labio superior
y se caracteriza por un defecto en forma de
cuna como resultado o consecuencia de la
ausencia de fusion de las dos partes del labio

ABSTRACT

In this cross sectional study we identified the type of mani-
festations and presence of epidermal growth factor and
transforming growth factor beta-3 in the mucous membrane
of male and female patients ranging in age from 1 month
to 14 years who received corrective surgery for cleft lip
and palate. We established as an independent variable,
growth factor type manifestations and the cleft type as
a dependent variable. Tissue samples were tinted with
hematoxylin-eosin and immune-histochemical dyes, use
of the Avidin-Biotin-Streptavidin method with epidermal
growth factors and transforming growth factor beta-3 for
visual analysis with an optical microscope. We obtained 49
samples of soft tissue in the area of the cleft during surgery
on 24 patients with full cleft lip and palate, 16 with cleft
lip and 9 with cleft palate. The greatest reactions with
immunohistochemical were observed in small clefts and
the lesser in the larger fissures, concluding that epidermal
growth and B3 transforming growth factors are essential
during the formation of the lip and palate epithelium.

en una sola estructura. Desde el punto de vista
embrionario, el labio hendido superior deriva
de la ausencia de fusién entre el proceso nasal
medio y los dos procesos maxilares, y en los
raros casos de labio hendido inferior se debe a
la falta de fusion de los procesos mandibulares
en la linea media.**

El paladar hendido es un defecto en su de-
sarrollo que se caracteriza por la falta de fusién
total de las dos crestas palatinas, que se podria
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deber al pequeiio tamafio de éstas, a su falta
de ascenso, a la inhibicion del propio proceso
de fusién, o a la presencia de micrognatia que
hace que la lengua no descienda entre las
crestas, produciendo una comunicaciéon con
la cavidad nasal.®

Estos defectos del desarrollo estan influen-
ciados por la disminucién en la expresion de
factores de crecimiento, que son pequefos
fragmentos proteicos biolégicamente activos
que pertenecen al grupo de las citoquinas, y
en unién con las hormonas y neurotransmiso-
res desempenan una importante funcion en la
comunicacion intercelular.®”

Entre los factores de crecimiento que
intervienen en la fusién del labio y paladar
se encuentran el factor de crecimiento epi-
dérmico (EGF)” y el factor de crecimiento
transformante B3 (TGF-B3), y se ha observado
que ambos intervienen directamente en la
fusion de las crestas palatales.® El EGF actta
sobre la proliferacién de tejidos epiteliales y
el TGF-B3, actda sobre el epitelio de fusion
del paladar. Esta disminucion de factores de
crecimiento se descubrié por medio de es-
tudios de inmunohistoquimica, ya que estas
técnicas han ayudado a observar y determinar
con gran precision estructuras celulares y
antigenos en tejidos que manifiestan distintas
patologias.”?

Machida, en 1999, aseguré que durante
mucho tiempo el labio y el paladar hendidos
han sido objeto de innumerables estudios a
nivel mundial, poniendo atenci6n en la identi-
ficacion de los posibles factores etiol6gicos. 012
Sin embargo, en sus estudios Alappat,’? y Du-
das,' detectaron la presencia inhibitoria de
la sefalizacién para la activacion de algunos
factores de crecimiento, entre los que destaca
el factor de crecimiento epidérmico (EGF) y
el factor de crecimiento transformante beta
(TGF-B3), importantes para la formacién del
paladar,'3-1>y Nawshad, '° refirié que el TGF-B3
regula la transformacion del epitelio del borde
medio a mesénquima para producir la con-
fluencia palatal.

El objetivo de este trabajo fue identificar
la presencia cualitativa de los factores de cre-
cimiento EGF y TGF-B3 en la mucosa de las
hendiduras labiales y palatinas y correlacionarla
con el tipo de hendidura.

Lopez GC y cols. Determinacion inmunohistoquimica del factor de crecimiento epidérmico y factor de crecimiento transformante beta-3

MATERIALY METODO

Se realiz6 un estudio en 49 muestras de tejido
blando labio-palatino obtenidas todas ellas del
tejido sobrante de la zona quirdrgica de unién
que los cirujanos desecharon sin implicar riesgo
adicional para los pacientes: 16 de pacientes
con labio hendido, 9 con paladar hendido, y 24
con labio y paladar hendido completo.

El tipo de expresion de los factores de
crecimiento (segln la escala ordinal)? se con-
sider6 como variable independiente y el tipo
de hendidura como variable dependiente,
como labio hendido, paladar hendido, y labio
y paladar hendido combinados, de acuerdo
con la clasificacion de Kernahan y Stark,!”
que utiliza bases embriolégicas para describir
la hendidura.

Incluy6é a pacientes de cualquier sexo
y edad, con diagnéstico de labio hendido,
paladar hendido, o labio y paladar hendido
completo o incompleto, que no se hubieran
sometido a cirugfas previas, con hemoglobina
de 10 g/dL o superior. Se excluyé a pacientes
con labio fisurado y paladar hendido sindré-
micos, con enfermedades sistémicas o desnu-
tricion infantil.

El tejido de las hendiduras se proceso para
tefirse con hematoxilina-eosina e inmuno-
histoquimica con técnica de avidin-biotin-
streptavidina con EGF y TGF3, para su obser-
vacién al microscopio 6ptico.

Se utilizaron reactivos y anticuerpos:

Reactivos. Paraformaldehido, agua bides-
tilada, tincién hematoxilina—eosina (H-E) y
Hematoxilina de Gill, xilol, alcohol absoluto,
alcohol 96°, buffer de fosfatos, buffer de
citratos, fosfato de sodio dibésico, fosfato de
sodio basico, solucién de albimina, solucion
proteina bloqueadora (BSA) 2%, PBS, y resina
(Entelan).

Anticuerpos. Anticuerpos primarios contra:
Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF) Santa
Cruz, factor de crecimiento transformante 83
(FCT-B3) Santa Cruz, Anticuerpo secundario
LSAB+ SYS HRP Lg (Marca DAKO), Suero
libre de proteina bloqueadora (Marca DAKO)
y Cromégeno DBA+Lg (Marca DAKO).

En este estudio no hubo ningln conflicto
de interés con ninguna empresa, directivo o
institucion.
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RESULTADOS

Los pacientes con labio y paladar hendido
completo fueron 24 (49%), con labio hendi-
do 16 (33%) y con hendidura de paladar 9
(18%). El rango de edad fue de 1 mes a 14
afos (Figuras 1y 2): 31 hombres (63%) y 18
mujeres (37%).

Resultados histologicos

Labio hendido unilateral completo

Los hallazgos histopatolégicos con H-E demos-
traron recubrimiento epitelial estratificado,
escamoso, paraqueratinizado, en la mayoria
de los casos; los clavos epiteliales fueron
profundos, anchos y proliferativos. También

Figura 1. Labio hendido unilateral completo. Corte his-
tologico tefiido con H-E de nifio de 1 mes de edad. En
el tejido conjuntivo se observa una zona de fibrosis con
haces gruesos de fibras colagenas e infiltrado linfocitario.

Figura 2. Labio hendido unilateral completo. La inmuno-
histoquimica fue positiva con reaccion leve con el FCE.
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se observaron cuerpos de inclusién, edema
intracelular y espongiosis en otros cortes. El
estroma fue fibroso denso en unos casos, en
otros laxo y en otros hialino. Los haces de
fibras de colagena anchas, infiltrado inflama-
torio de leve a moderado, de tipo linfocitario y
plasmocitario; abundantes glandulas sebaceas,
asi como foliculos pilosos y haces musculares
densos. La reaccién inmuno-histoquimica con
ECF fue negativa en la mayoria de las muestras,
con TGF 33 moderada (Figuras 1 a 3y Cuadro I).

Labio hendido unilateral incompleto

Con H-E se observé epitelio estratificado esca-
moso paraqueratinizado; zonas hiperpldsicas
en el estrato basal, de tipo poliédricas en la
zona del estrato espinoso en las capas méas
profundas; hacia la superficie de forma ovalada
con edema intracelular y vacuolas y estrato
granuloso escaso, con pocos clavos epitelia-
les. El estroma adyacente laxo, el epitelio se
encontr atréfico con estroma fibroso denso
asi como abundantes vasos sanguineos en los
sitios cercanos a la hendidura. La reaccién
inmuno-histoquimica con el EGF fue de leve a
moderado y con TGF-B3 fue de moderada a in-
tensa en la mayoria de las muestras (Cuadro I).

Labio hendido bilateral completo

Con H-E se observé en su mayoria epitelio
estratificado escamoso paraqueratinizado, con
espongiosis y edema intracelular que abarcaba
estrato espinoso y granuloso, con cuerpos de
inclusion en los queratinocitos cercanos a la
hendidura y los clavos epiteliales eran anchos.
El estroma fibroso laxo en algunas zonas y en
otras denso. La inmunohistoquimica realizada
con EGF fue leve en la mayorfa de los casos y
moderada con el FCT-B3 (Cuadro I).

Paladar hendido completo

Con H-E se observo atrofia epitelial, con epitelio
estratificado escamoso paraqueratinizado, con
hiperplasia en la capa basal e hipercromatismo
nuclear; cuerpos de inclusion en los queratino-
citos del estrato espinoso y ausencia de clavos
epiteliales. Estroma fibroso con abundante
infiltrado inflamatorio linfoplasmocitario en la
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mayorfa de los casos, con abundantes vasos
sanguineos. La respuesta inmuno-histoquimica
con el factor EGF fue negativa en la mayoria de
los casos y con TGF-B3 intensa, mostrandose
en el citoplasma celular de los queratinocitos
(Cuadro I).

Figura 3. Labio hendido unilateral completo. La inmu-
nohistoquimica fue moderada con FCTf33.
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Paladar hendido secundario incompleto

Con H-E se observé atrofia epitelial cerca de la
zona de la hendidura, con epitelio estratificado
escamoso paraqueratinizado, dreas de hiperpla-
sia en la capa basal y ausencia de clavos epitelia-
les. El estroma fibroso tenta infiltrado inflamatorio
linfoplasmocitario con abundantes vasos sangui-
neos, yemas capilares y zonas de hemorragia
antigua. La reaccién inmuno-histoquimica con
EGF en la mayoria de los casos fue moderada;
la respuesta inmunolégica con el TGF-B3 fue
intensa en forma homogénea en el citoplasma
celular de los queratinocitos, desde la capa basal
hasta el estrato granular (Cuadro I'y Figuras 4 a 6).

Paladar hendido completo
Con H-E se observé que el revestimiento

epitelial estaba constituido por epitelio esca-
moso estratificado queratinizado, sin clavos

Cuadro 1. Corte histoldgico tefiido con H-E de nifio de tres meses de edad con paladar hendido
secundario incompleto. Histoldgicamente se observa que el epitelio cercano a la hendidura

es atrofico; hacia la zona de tejido sano el epitelio es hipertrofico con edema intracelular, el estroma
es hialino con areas de tejido laxo poco celular, conductos glandulares y vasos sanguineos abundantes.

Grado de tincion

Tipo de hendidura Negativo Leve Moderado Intenso
Labio hendido 0 3 8 5
Paladar hendido 0 0 3 6
Labio y paladar hendido 0 6 5 13
0(0%) 9 (18%) 16 (33%) 24 (49%)

Cuadro II. Paladar hendido secundario incompleto. La inmunohistoquimica con FCE

fue moderada con distribucion homogénea.

Grado de tincion
Tipo de hendidura Negativo Leve Moderado Intenso
Labio hendido 9 6 1 0
Paladar hendido 3 1 5 0
Labio y paladar hendido 6 8 7 3
18 (37%) 15 (31%) 13 (26%) 3(6%)
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Figura 4. Paladar hendido secundario incompleto. La
inmunorreaccion con FCE fue intensa con el FCT[33
principalmente en la capa basal y las capas suprabasales
del estrato espinoso.

T

Figura 5. Corte histologico tefiido con H y E, de nifia de
tres aflos de edad con labio y paladar hendido bilateral
completo. Histologicamente se observa epitelio quera-
tinizado, estroma fibroso denso, fibroblastos activos y
abundantes vasos sanguineos.

Figura 6. Labio y paladar hendido bilateral completo.
La respuesta al factor FCE inmunohistoquimicamente
fue leve con distribucion homogénea.
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epiteliales. Estroma fibroso laxo y denso poco
celular en diferentes zonas, con haces gruesos
de coldgena y vasos sanguineos abundantes,
infiltrado inflamatorio en la mayoria de los ca-
sos y lisis celular. La respuesta inmunoldgica a
ECF fue moderada en la mayoria de los casos,
con distribucién uniforme en todas las capas
epiteliales, con una reaccién mas intensa en la
capa basal y cérnea. La reaccion con TGF-B3
fue intensa (Cuadros Iy 1I).

Labio y paladar hendido unilateral completo

Con H-E se revel6 la presencia de epitelio es-
tratificado escamoso paraqueratinizado hacia la
zona de la mucosa bucal y queratinizado hacia
la zona del bermellén, con queratinizacion in-
dividual, clavos epiteliales profundos, anchos
y zonas de espongiosis. El estroma fue fibroso
denso, con abundantes vasos sanguineos y yemas
capilares. Hacia la cavidad bucal, el epitelio era
hiperparaqueratinizado hiperplasico y presencia
de glandulas accesorias de secrecion mixta. La
inmuno-histoquimica con EGF tuvo respuesta
leve de forma homogénea e intensa en algunos
casos con distribucion heterogénea (Cuadros 'y Il).

Labio y paladar hendido bilateral completo

Con H-E el epitelio se encontré formado por
estratos: el corneo paraqueratinizado hacia la
zona de la mucosa bucal y queratinizado hacia
la zona del bermellén, con queratinizacion in-
dividual y clavos epiteliales anchos y profundos.
En algunos casos presentaban hacia la cavidad
bucal epitelio estratificado escamoso hiperpa-
raqueratinizado, con zonas hipertréficas, y el
epitelio del bermellén se encontré atréfico y en
las zonas de transicion hiperplasico. El estroma
en general fue fibroso denso con abundantes
vasos sanguineos y capilares, con zonas foca-
les de respuesta inflamatoria crénica. Algunas
muestras tenfan colonias bacterianas adyacentes
alazona de hendidura. La reaccién de inmuno-
histoquimica con el factor EGF fue leve y con
TGF-B3 moderada (Cuadros Iy Il y Figuras 7 a 9).

DISCUSION

Existe una profusion de estudios clinicos que
reportan la prevalencia de defectos en el cierre
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de los procesos labiales y palatinos, y el mas
frecuente es del labio y paladar combinado uni-
lateral completo izquierdo,'® lo que coincide
con los hallazgos encontrados en este trabajo.

A diferencia de otros estudios fundamenta-
dos en el analisis sanguineo para la deteccién
de genes, el nuestro lo hace realizando la detec-
cién de factores de crecimiento directamente
en la zona tisular afectada.”®12-1416.18

Dentro de la poblacién estudiada, la mayor
cantidad de nifios sometidos a procedimientos
quirdrgicos para el cierre de los defectos de
hendidura es a temprana edad, esto debido a la
campana de concientizacién hacia la poblacién
afectada. Se registré un mayor porcentaje entre
la poblacion de un mes a 14 anos de edad, en
pacientes sometidos a cirugia para el cierre del
defecto. Las edades con mayor predominio
fueron de un mes a 11 meses de edad (67%),
con la mayor incidencia en nifos con labio
y paladar hendido de tres meses de edad.
Como se mencioné previamente, en edades
tempranas se pueden reducir en gran medida
los problemas como la desnutricién del nifo
afectado con hendiduras de labio y paladar e
inadecuada fonaciéon, ademas de contribuir en
su tratamiento ortopédico.!”

Es importante sefalar que las muestras
obtenidas dentro del universo de trabajo no
resultaron iguales en nlimero en cada uno de
los tipos de hendidura, esto debido a que la
mayor cantidad de la poblacion que sufre este
tipo de defecto corresponde a los de labio y
paladar hendido completo, como lo sefala la
literatura, enfocandose en pacientes del sexo
femenino,” a diferencia de este estudio, donde

Figura 7. Labio y paladar hendido bilateral completo. La
inmunohistoquimica fue leve a moderada con el FCTf33.
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la mayor cantidad de nifios atendidos fueron
varones. Esto no se puede inferir dado que en
las brigadas de atencién que se realizan en los
estados, la mayor cantidad son varones, por la
ideologia que prevalece dentro de las zonas
de atencién. Un alto ndimero de pacientes
pertenecen a las instituciones dedicadas a la
atencion infantil, como es el caso del Hos-
pital para el Nifo DIF de Toluca, Estado de
México, seguido por brigadas encaminadas al
cierre de la hendidura labial y palatal, que son
del conocimiento publico en estados como
Chiapas, Estado de México y Quintana Roo,
principalmente, estados que cuentan con un
alto nimero de pacientes con defectos de hen-
didura.’29 Se sabe bien que este problema de

Figura 8. Resultados de la inmunohistoquimica con
EGF. Por tipo de hendidura y numero de casos. Mues-
tra el mayor numero de tincion de tipo negativo en fisu-
ras labiales, lo que se traduce en fisura labial de menor
grado.

Figura 9. Resultados de la inmunohistoquimica con
TGF B3. Por tipo de hendidura y namero de casos.
Muestra el mayor numero de tincion de tipo intenso en
hendiduras de labio y paladar, seguido por paladar.
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salud es multifactorial, en la mayoria de origen
genético y en otras adquirido.?

También la posibilidad de encontrar una
menor cantidad de factores de crecimiento,
aunado a la cirugia realizada puede marcar la
diferencia entre el éxito y el fracaso o el desa-
rrollo de una fistula en el proceso de cicatriza-
cién, con recidivas constantes. En este estudio
encontramos que la presencia y tipo de expre-
sién (segln la escala ordinal) de los factores de
crecimiento EGF y TGF-B3 en la mucosa de las
hendiduras labiales y del paladar hendido de
pacientes de ambos sexos, de cualquier edad,
que fueron sometidos a cirugfa para el cierre
de estos defectos, mostraron desde el punto de
vista inmuno-histoquimico diferentes valores.
Los factores de crecimiento EGF y TGF-B3 en
la mucosa de las hendiduras labiales fue de
menor intensidad con el ECF, que el otro fac-
tor, el cual present6 una mayor intensidad en
la respuesta. A diferencia de la presencia de
los factores de crecimiento EGF y TGF-B3 en
la mucosa de las hendiduras palatinas, se en-
contré una mayor reaccién con ambos factores.
El TGF-B3 en estudios realizados en modelos
experimentales se encontré en menor expre-
sién; esto no concuerda con lo encontrado en
este estudio, porque se encontrd una respuesta
inmune intensa en las muestras de mucosa
palatina, debido a que las estructuras maxilares
adn presentan potencial de crecimiento incluso
después del nacimiento.'®® Los resultados en
relacion con EGF concuerdan con lo expresado
por Alappat,'* y Dudas,'* quienes refirieron la
inhibicion de la sefalizacién para la activacion
de algunos factores. En este estudio se encontr
inhibicion del factor EGF, no asi el del TGF-B3.
La presencia de diversos factores estimulantes
(EGF y TGF-B3) en los distintos tipos de ex-
presion (leve, moderado, intenso y negativo)
estd directamente relacionada con la falta de
fusion de la hendidura labial y el tamano de la
misma, ademas de los pliegues palatales; a me-
nor hendidura mayor reaccién e inversamente
con las otras hendiduras. En lo referente a la
reaccion inmuno-histoquimica, es importante
sefalar que el EGF tuvo un mayor nGmero
de casos con reacciones de tipo negativo,
encontrando 19 muestras sin reaccion (37%),
2 con respuesta inmunoldgica intensa (6%),
13 con respuesta moderada (26%) y 15 leve
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(31%), mientras que el TGF-B3 presenté una
respuesta inmunohistoquimica mas intensa en
23 casos (47%), 17 de tipo moderado (35%)
y 9 con reaccién leve (18%). Es posible que la
accion de uno de los factores, en este caso el
TGF-B3, no se encontrd inhibido, no asi EGF,
que mostr6 poca respuesta del EGF en la mayor
parte de las muestras.??:23

Un hallazgo histolégicamente importante
fue la presencia de coilocitos, que se en-
contraron distribuidos en todas las capas del
epitelio, asi como la presencia de respuesta
inflamatoria en cinco casos con presencia de
colonias bacterianas adyacentes a la zona de la
hendidura. Otro hecho fue la caracteristica del
epitelio atréfico cercano a la hendiduray en la
parte distal al mismo la reaccién hiperplasica
en algunos casos y en la mayoria el epitelio se
observé hipertréfico, asi como la espongiosis y
el edema intracelular que abarcaban las capas
espinosa, granulosa y cornea.

CONCLUSIONES

En cuanto a los resultados de la inmunohisto-
quimica del EGF, las mayores reacciones leves
se observan en las hendiduras mas pequenas,
mientras que las hendiduras mas grandes se
observaron con un menor grado de tincion.
En la inmunohistoquimica del TGF-B3 se ob-
servé una gran reaccion en todas las muestras.
Detectamos una tincién intensa en el paladar
hendido, y la reaccién menos marcada en el
labio, ya que se detectaron grados, de leve a
moderado, encontrando mayor reaccién en el
labio hendido bilateral completo. Analizando
ambos resultados concluimos que se detecta un
mayor grado de tincién mientras mas pequena
es la hendidura del labio.

Observamos que en el labio el factor que
menos presenta tincién (reaccién leve) es el
ECF y el paladar tiene una mayor reaccién.

En cuanto a la reaccién que se presenta con
el TGF-B3, la tincién que mas predomina en el
labio hendido es la moderada, manejandose una
reaccion bastante intensa en el paladar hendido.

Estos hallazgos tienen un valor pronéstico
en el tipo y tamano de hendidura labial que se
presente, ya que mientras mayor sea la expre-
sién del ECF, las hendiduras presentaran menor
grado de severidad. En relacién al TGF-B3, en
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donde se observa una reaccién disimil a la an-
terior, se continuaran realizando més estudios
para observar su grado de expresion.
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