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Resumen

La obtencion de cortes delgados de restos dseos correspondiente tanto a materiales fosiles como arqueoldgicos suele
ser una tarea poco sencilla, lo cual conlleva generalmente un elevado costo y tiempos prolongados. Por otra parte,
la formacidn de un laboratorio con las caracteristicas necesarias para la realizacion de protocolos ya establecidos
es sumamente costosa. En este trabajo se presenta un protocolo alternativo para la obtencion de cortes delgados
de muestras 6seas humanas de sitios arqueoldgicos con el objetivo de aplicarlo al andlisis microestructural. Los
procedimientos de obtencion de cortes delgados que aqui se detallan estdn al alcance de laboratorios de reciente
formacion. En primer lugar, se midio y se registré con imdgenes digitales un fémur, una tibia y una primera costilla
de un individuo adulto procedente de un cementerio contempordneo. Luego se extrajeron fragmentos de 1 cm de
hueso. Con el material se confeccionaron réplicas y por ultimo se obtuvieron los cortes delgados. Los resultados
obtenidos fueron optimos para la observacion de las caracteristicas microestructurales del hueso. Con los ajustes
adecuados (tiempo de fraguado, granulometria del abrasivo de acuerdo a la dureza del material, impregnacion,
etc.) este protocolo podria ser utilizado para diversos tipos de muestras actuales, arqueoldgicas e incluso fdsiles.

Palabras claves: Protocolo; Corte delgado; Restos 6seos humanos; Histologia.

Abstract

Making thin sections from fossil and archaeological materials is usually a highly time consuming and expensive task.
Also, the creation of a laboratory with necessary characteristics for the development of established protocols is
also expensive. This paper presents an alternative protocol for obtaining thin sections of human bone samples from
archaeological sites with the aim of applying it to microstructural analysis. The procedures for obtaining thin cuts
that are detailed here are within the reach of newly formed laboratories. In the first place a femur, a tibia and a first
rib n adult individual from a contemporary cemetery was measured and recorded with digital images. Fragments
of 1 cm of bone were them extracted. Molds and casts of the extracted samples were prepared before thin section
preparation. The obtained results were optimal for the observation of the microstructural bone features. With the
appropriate modifications (set time, abrasive grading according to the hardness of the material, impregnation, etc.)
this protocol could be useful for several kinds of samples (extant, archaeological and even fossil ones).

Keywords: Protocol; Thin section; Human bone remains; Histology.

El estudio de la microestructura ésea de vertebrados ha
cobrado una notoria importancia en las Ultimas décadas,
fundamentalmente en el campo de la paleontologia
(Chinsamy Turan 2005). Este interés también se ha
visto reflejado en los estudios arqueoldgicos (Assis et
al. 2016; Desantolo y Bernal 2016). En estos ultimos,

se ha profundizado el estudio microestructural tanto de
restos humanos como no humanos. En el caso particular
de restos humanos, los estudios osteohistolégicos han
permitido explorar y complementar lineas de evidencia
vinculadas a patologias (Ubelaker 1998), estimacion de
edad de muerte de los individuos (Desantolo 2012; Robling
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y Stout 2008; Rosing et al. 2007; Singh y Gunberg 1970),
procesos diagenéticos y tafondmicos sobre la estructura
microscopica del hueso (Hollund et al. 2012; Jans et al.
2002; Lander et al. 2014; Schultz 2001).

Si bien existen protocolos ya establecidos tanto para la
obtencion de secciones delgadas en formas actuales como
fésiles (e.g. Chinsamy y Raath 1992; Maat et al. 2001; Tiesler
et al. 2006; Boer 2013; Padiam y Lamm 2015), la mayor
parte de ellos consideran el empleo de equipamientos de
alta precision, los cuales presentan un elevado costo y son
dificiles de obtener en grupos de investigacion de reciente
formacion. En el caso particular de nuestro pais, la obtencion
de cortes delgados de tejidos duros no suele llevarse a cabo
por los investigadores, sino que son obtenidos a partir de la
contratacién de servicios especializados. La alta demanda
y relativa escasa oferta de para efectuar dichos servicios
se traduce en que los mismos suelen implicar altos costos
monetarios y prolongados tiempos de espera para la
obtencion final de los resultados. Por otro lado, en general
los protocolos establecidos para la obtencién de muestras
no incluyen los pasos a seguir para la restauracion de las
piezas a estudiar. Por estas razones, se considera de suma
importancia la confeccién de un protocolo de trabajo que
garantice la obtencion de cortes delgados de maxima
calidad, reduciendo costos, minimizando la alteracion de
las piezas, y a su vez recuperando la morfologia inicial
de las mismas. El objetivo de este trabajo es brindar una
alternativa para la preparacion de cortes delgados en tejido
6seo humano no descalcificado. La aplicacion de dicho
protocolo no sélo se limita a material 6seo contemporaneo,
sino también a restos arqueoldgicos e incluso material fésil.
Por tratarse de equipamientos e insumos de facil adquisicion
en nuestro pais, se pretende que el protocolo aqui detallado
facilite la realizacion de este tipo de estudios, disminuyendo
tanto los tiempos como los costos que actualmente insumen
estos procedimientos.

Materiales

Para el desarrollo de este protocolo se emplearon un fémur,
una tibia y una primera costilla humanos correspondientes
a individuos adultos procedentes del cementerio de la
Chacarita (Ciudad Autonoma de Buenos Aires), cedidos
oportunamente para fines de investigacién (afio 2011,
asentados en el folio N°63/11 bajo el registro N° 836/11).
Los materiales empleados durante todo el procedimiento se
detallan en la tabla 1. La seleccion de esos tres elementos
se basa en la comparabilidad de los resultados. La mayor
parte de los estudios histoldgicos sobre material éseo
humano arqueoldgico se ha realizado utilizando secciones
del fémur (Maggiano et al. 2016; Hollund et al. 2012; Maat
etal. 2001; Singh y Gunberg 1970) y en menor medida de
la tibia (Nacarino Meneses et al. 2012; Gosman y Ketcham
2009). Recientemente se ha comenzado a explorar la
microestructura ésea de la primera costilla, un elemento
asociado la morfologia toraxica que suele presentar buena
preservacion en contextos arqueoldgicos, comparada con
otros elementos (Garcia Martinez et al. 2017).
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Procedimiento Insumos

Registro y documentacion Calibre (precision 0,01 mm)

Tabla osteométrica

Camara fotografica

Sierra de precision (Taller metaltrgico
Martinez Hnos.)

Plastilina

Caucho de Silicona

Catalizador

Vaselina solida

Resina acrilica con base acuosa (Ecocryl)
Resina epoxi de dos componentes
Endurecedor

Desbastadora automatica (Taller metalurgico
Martinez Hnos.)

Polvo abrasivo (6xido de Zinc)

Alcohol etilico

Porta objetos

Sierra de precision (Taller metalUrgico
Martinez Hnos.)

Obtencion de muestras

Restauracion

Obtencion de secciones delgadas

Tabla 1: Insumos utilizados, en cada una de las etapas, para la
obtencion de cortes delgados.

Table 1: Inputs used, in each of the stages, for obtain the
thin section.

En cuanto al equipamiento, las muestras fueron procesadas
con una sierra de precision y una desbastadora automatica,
desarrolladas exclusivamente para nuestro laboratorio
en una metallrgica de la Ciudad Autonoma de Buenos
Aires (Figura 1). Ambas maquinas estan fabricadas sobre
cuerpos de aluminio fundido. Dicho material permite
absorber vibraciones, lo que genera alineaciones éptimas.
Esta caracteristica presenta una importante ventaja con
respecto a las maquinas fabricadas a partir de chapa
plegada, las cuales generan un mayor grado de vibracion,
disminuyendo rapidamente la alineacién del equipamiento.

La sierra de precisién posee un tope que permite regular
el ancho de la muestra a cortar y mantener su paralelismo.
La transmision es a correa y el eje de la sierra gira a 2400
RPM. Tiene un motor normalizado y blindado de 0.75
HP y 2800 RPM. El disco de corte empleado corresponde
a un disco diamantado MK-303 (Figura 1 a). En cuanto
a las medidas de seguridad personal, la maquinaria se
operd utilizando tapones para oidos, guantes de vinilo,
guardapolvo y gafas protectoras.

La desbastadora automatica consta de un plato de
fundicion de hierro gris, de 27,5 cm de diametro y se fija
al eje central de la maquina por un acople rapido conico,
para facil limpieza e intercambio. Sobre este plato se
fij6, mediante sellador de vidrio de uso doméstico, un
vidrio circular del mismo diametro. El eje porta plato esta
montado sobre rodamientos conicos blindados por retenes
de doble efecto (para evitar el ingreso de agua y la pérdida
de la grasa que los lubrica). El resto de la maquina esta
construida con una aleacion de aluminio fundido y acero
inoxidable. Las piezas que son de acero no inoxidable
tienen un bafio para protegerlas de la oxidacion. Ademas,
cuenta con un motor de 1 HP por 1500 revoluciones por
minuto. Debido a todas estas caracteristicas el plato gira
sin producir ningun desbalanceo ni vibracion (Figura 1 b).
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Métodos

Registro y Documentacion

Como en numerosas practicas arqueolégicas y
paleontoldgicas (e.g. extraccion de muestras para datacion,
analisis isotdpico, excavacion, etc.), este procedimiento
altera de manera permanente al elemento 6seo, o su
disposicion en el sitio. En este sentido, se elabord un
registro previo de la morfologia original de la pieza.
Ello involucré la medicion de sus dimensiones segun los
parametros estandar (perimetros, diametros y longitudes
-Buikstra y Ubelaker 1994-) y la obtencion de imagenes
digitales 2D".

Considerando que el objetivo Ultimo es la aplicacion del
protocolo a material arqueoldgico, se recomienda la
confeccion de una base de datos que incluya parametros
como: procedencia, lateralidad, edad, sexo y antigiiedad.
Se sugiere incluir una columna de “observaciones”,
destinada a registrar otros datos relevantes como valores
isotopicos y estado de preservacion, entre otras. A cada
muestra debe asignarsele un numero identificatorio, el
cual permita seguir al espécimen durante todas las etapas
del proceso. Este nimero deberia estar constituido por la
fecha, nimero de proyecto, cédigo de pieza y cddigo del
sitio de procedencia.

Se registraron imagenes digitales 2D de todas las normas de
la pieza (Figura 2a, 2b). A partir de este tipo de imagenes es
posible realizar analisis métricos. A su vez, pueden utilizarse
para reconstruir un modelo 3D del elemento original
mediante técnicas de la fotogrametria (ensamblaje digital
a partir de imagenes 2D para la construccion de modelos
3D, basado en las relaciones matematicas de la geometria
proyectiva (Hassett y Lewis-Bale 2017; Katz y Friess 2014).

Obtencion de la muestra

Siguiendo las recomendaciones establecidos en los
protocolos propuestos por Buikstra y Ubelaker (1994) y
Cambra Moo et al. (2012), tanto para el fémur como la
tibia, se seleccion6 el centro de la diafisis como sitio de
muestreo, mas especificamente a la mitad de la longitud
maxima. En el caso de la primera costilla se tomé la region

! Existen numerosas alternativas de registro por imagenes. Por ejemplo
radiografias o tomografias computadas. El acceso a las mismas
depende de varios factores cuya discusién excede los objetivos de
este trabajo. En el caso de materiales arqueoldgicos se recomienda el
registro mas exhaustivo posible.

A ‘ Bl o
Figura 1: Equipo: A Sierra de precision. B Desbastadora
automatica.

Figure 1: Equipment: A Precision saw. B Automatic Picker.
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inmediatamente posterior al tubérculo proximal debido a
que es un landmark facilmente reconocible y de buena
preservacion. Se extrajo, mediante el empleo de la sierra
de precision, un disco completo de aproximadamente
1 cm de ancho (Figura 2c). Para esto se efectuaron dos
cortes transversales al eje longitudinal de la diafisis. Luego
se sefialé con marcador indeleble la cara proximal para
identificar de manera inequivoca el lado proximal y distal
en la seccién de hueso. El disco diamantado utilizado para
cada corte permitié realizar una seccién limpia y perder
una cantidad de material despreciable (aproximadamente
1 mm), lo cual facilitd su restauracion. Los elementos
6seos no fueron tratados con ningun consolidante antes
de efectuar los cortes.

Restauracion de la pieza

Con el objetivo de recuperar la integridad y el aspecto
original de la pieza cortada y evitar la pérdida de
landmarcks valiosos, se realizaron tareas de restauracion
de los elementos 6seos utilizados. Es importante considerar
este aspecto desde el inicio de la planificacion de un
trabajo invasivo, ya que son actividades que generan
cambios irreversibles en el material. El tipo de restauracion
esta sujeto a numerosos factores que involucran las
caracteristicas del material a restaurar, los insumos, el
equipamiento y el tiempo disponible para llevar a cabo
las actividades.

Por ejemplo, un fémur perteneciente a un adulto es una
pieza de gran tamafo que debe ser muestreada sélo en
una porcién, por lo que la restauracion implica solamente
el reemplazo del fragmento muestreado. Por su parte,
el reducido tamafo de una falange hace imposible la
extraccion de una muestra, por lo que debe hacerse una
restauracion completa del elemento. Los materiales 6seos
utilizados en esta parte del trabajo difieren tanto en forma
como en tamano.

Se confeccionaron diferentes tipos de molde, de una'y dos
caras, adecuando su construccion a las caracteristicas del
elemento 6seo calcado (huesos apendiculares y costilla,
respectivamente). En el caso de la costilla, la réplica de dos
caras tiene por objeto reproducir el elemento completo. Tal
como se menciono anteriormente, esto es particularmente
util en el caso de piezas de tamafo reducido. En el caso
del fémur y la tibia, una vez realizada la extraccién, se
confecciond un molde para calcar la forma del fragmento
06seo extraido en cada caso.

Para el molde de dos caras se monto una base de plastilina
donde se incluyd una de las caras del elemento, hasta
lograr una inmersién del 50% de la pieza (Figura 2e). A su
vez, se fabrico con plastilina una contencion periférica para
evitar el derrame de la silicona (Figura 2d). Luego de esto,
se efectuaron una serie de perforaciones sobre la superficie
de la plastilina que queda entre la pieza a muestrear y la
contencion periférica. El diametro de dichas perforaciones
oscilé entre 5y 10 mm con una profundidad similar (nunca
atravesando por completo la base de plastilina). Su funcién
consiste en generar una serie de protuberancias en una
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de las caras del molde, las cuales serviran posteriormente
como encastre para la segunda cara.

El producto utilizado para fabricar los moldes es un caucho
de silicona RTV de dos componentes de consistencia
semiliquida. Se utilizd un catalizador para fraguado y
consolidacion, en una proporcion de 100 partes en peso
de silicona a 4 partes de peso de catalizador. Por ejemplo,
para el molde de una seccién de fémur de 1cm de espesor
se utilizo 50 g de silicona y 2 g de catalizador. Se lo
mezclo lentamente para permitir la homogeneizacion de
los materiales, evitando la generacion de burbujas. Luego
de un reposo de 15 minutos se vertié en el contenedor
desde una altura mayor a 5 cm en una de las esquinas,
para lograr una capa homogénea y sin burbujas, sobre la
muestra. Se fragud 24 horas y se repitio el procedimiento
con la segunda cara. Para ello se utilizd como base la
misma silicona consolidada y se pincel6 sobre la superficie
un desmoldante (en este caso, vaselina sélida), para evitar
gue ambas caras de la silicona queden adheridas entre si.
Debe derretirse previamente la vaselina para distribuirla
correctamente sobre la superficie del molde y la muestra.
Antes de verter el caucho de silicona para confeccionar
la segunda cara del molde, se construy6 una estructura
conica con plastilina, la cual quedd unida a una parte del
elemento (Figura 2e). Dicha pieza cumple la funcion de
generar el molde de un conducto, el cual, una vez finalizada
la construccion del molde de toda la pieza, permite verter
la sustancia que rellenara el molde y constituira la réplica
(e.g. yeso). Luego del fraguado del molde, se extrajo la
pieza calcada (Figura 2f, 2g).

En el caso del fémur y la tibia, se desarrolld el mismo
procedimiento, pero calcando el fragmento de forma
completa (Figura 2i, 2j). Esto se logré apoyando la pieza
en la base de plastilina y cubriendo con el caucho al 100%.

Para la confeccion de la réplica de la muestra obtenida
a partir del fémur y de la tibia se empled resina acrilica
de base acuosa (marca Ecocryl) de dos componentes. Se
mezclaron 2,5 partes de resina (version en polvo) con una
parte del componente liquido. Se removio lentamente hasta
obtener una mezcla cremosa, homogénea y sin estrias.
Luego se vertio la mezcla en el molde y se fragué 24 horas
antes del desmolde. En el caso de la costilla, se utilizo yeso
(aunque es posible utilizar otros productos, como resina
poliéster). El mismo fue vertido en a través de los bebederos
confeccionados durante la fabricacion del molde.

Finalmente, la réplica obtenida para el fragmento de fémur
fue adherida a los dos fragmentos éseos con masilla epoxi
de dos componentes para lograr la restauracion de la pieza
original (Figura 2k). Ademas de garantizar una adhesion
firme y duradera, la masilla epoxi permite completar
facilmente la porcion de la muestra eliminada durante el
corte con la sierra de precision (1 mm en este caso).

Inclusion en resina
Las muestras Oseas se embebieron en resina epoxi de
dos componentes (resina-DICAST LY 554 y endurecedor
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perforaciones molde de silicona 1

protuberancia para
encastre de moldes
—

Aa

conductos vertedores

AL

Figura 2: Pasos de la obtencion de réplicas de los elementos
muestreados. A Fémur. B Costilla 1. C Muestra de diafisis de
fémur. D Base de plastilina con pieza a calcar (costilla en este
caso). E Molde de caucho de silicona obtenido a partir de la
base mostrada en D. F y G Moldes de dos caras con sus dos
parte. H Réplica de costilla realizada en yeso. | Molde de una
cara efectuado a partir de la muestra de fémur. J Réplica en
resina de la muestra de fémur. K Fémur restaurado. Las escalas
representan 3 (A, K) y 1 cm (B-I).

l réplica de
—

muestra obtenida

Figure 2: Steps of obtaining replicas of the sampled elements.
A Femur. BRib 1. C Femur diaphysis sample. D Base of plasticine
with piece to trace (rib in this case). E Mold of silicone rubber
obtained from the base shown in D. F and G Mold two faces
with their two parts. H Replica of rib made in plaster. | One
sided mold made from the femur sample. J Replica in resin
the femur sample. K Restored femur. Scale represent 3 (A,K)
and 1 cm (B-I).

DICURE HY 554) libre de solventes, de viscosidad media.
Se utilizo una proporcion de 20% del peso de la resina en
endurecedor y se prepard en una temperatura no inferior
a 20 °C. Para esto ultimo se emplearon distintas fuentes
de calor (e.g. estufa eléctrica).

Se dispuso cada muestra en un contenedor confeccionado
con papel aluminio y se vertio la resina evitando en todo
momento del procedimiento la formacién de burbujas.
La resina alcanzo su maxima dureza a 25-30°C en un
periodo entre 24 y 36 horas. Para ello se utilizo la misma
fuente de calor que para la preparacién de la resina. El
resultado final de este procedimiento es la obtencion de
una pastilla que contiene la muestra 6sea inmersa en la
resina consolidada (Figura 3)

Pulido y montaje
Mediante el empleo de la desbastadora automatica,
se pulié la cara de la pastilla que quedaria adherida al
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Figura 3: Pastilla obtenidas a partir de la inclusion de la muestra
en resina. Se muestran las caras pulidas.

Figure 3: Tablet obtained from the inclusion of the resin
sample. The faces polished are shown.

portaobjetos. Para ello se empled carburo de silicio de
grano 400. Si el corte presentara muchas rugosidades es
conveniente comenzar con una granulometria de 180.
En el caso de cambiar la granulometria, es necesario
lavar todas las partes, tanto de la desbastadora como el
fragmento de hueso con detergente y cepillo. Esto impide
la contaminacion por diferente granulometria de polvo y
evita de esta forma, microsurcos indeseados. Se utilizd un
vaporizador de agua para humedecer la pasta y evitar que
los materiales se secaran. El movimiento de la pastilla se
realizé desde el centro del plato hacia uno de sus extremos,
para lograr un pulido homogéneo.

El empleo de una maquina desbastadora presenta la
ventaja de reducir sensiblemente la duracion de esta parte
del procedimiento. Sin embargo, el pulido puede ejecutarse
de forma manual sobre un vidrio, con movimientos “en
forma de 8".

Una vez realizado el paso anterior, se utilizé una mezcla
de 40% resina + 10% endurecedor y 50 % alcohol para
impregnar la pastilla. Se pinceld el material con sucesivas
capas de la mezcla hasta saturarlo por completo,
logrando que la resina penetre en todos los poros del
material, confiriéndole mayor resistencia para el resto del
procedimiento. Esta Ultima tarea, asi como el preparado
inicial de la pastilla de resina, puede ser optimizada
mediante el empleo de una bomba de vacio, la cual
garantiza la ausencia de aire (burbujas) en el interior del
preparado y acelera los tiempos de penetracion de la
resina al material.

Una vez impregnada la muestra, se desbasté nuevamente
la superficie que quedaria adherida al portaobjeto
para eliminar los restos de resina derramados en la
impregnacion. Se monto6 esa cara sobre un portaobjeto
confeccionado especialmente para tal fin a partir de
fragmentos de vidrio comun (~3,5mm). Como adhesivo
se colocaron de 3 a 4 gotas de la mezcla de resina epoxi
y endurecedor sobre el vidrio y se aplicd presion a la
pastilla evitando que se formen burbujas entre el vidrio y
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la pastilla. Se prenso6 con broches del tipo aprieta papeles
rebatibles metalicos (binder clips) para asegurar el montaje.
El procedimiento finalizd cuando fragu la resina, entre 24
y 36 horas después.

Obtencion de seccion delgada

Las muestras fueron seccionadas transversalmente
mediante la sierra de precision equipada con un disco
diamantado, buscando obtener un espesor minimo (en
este caso, entre 1,5 y 3mm) para optimizar el tiempo
dedicado al siguiente paso de reduccion de espesor.
Nuevamente se coloco el preparado en la desbastadora con
una granulometria de 180 de polvo de carburo de silicio.
En algunos caso el espesor final de la muestra se logro
utilizando polvo de carburo de silicio de 400.En este punto,
es importante, aplicar presiéon de manera homogénea
sobre toda la superficie del preparado. De esta manera el
acabado del preparado es uniforme.

Aligual que en el desbaste previo al montaje, se vaporiz6
con agua durante el procedimiento. Se desbast6 hasta
alcanzar un espesor apropiado para estudios histologicos,
observando el corte en repetidas oportunidades al
microscopio de luz normal (Figura 4 b) y polarizada (Figura
4 a). El espesor 6ptimo depende de cada muestra y, como
criterio general, es aquel que permite que la muestra sea
atravesada completamente por la luz del microscopio. Por
ultimo se rotuld la muestra siguiendo el criterio explicitado
anteriormente.

Conclusion

Los cortes obtenidos resultaron éptimos para la observacion
de las caracteristicas microestructurales del hueso.
La obtencién de los mismos se efectud sin utilizar
equipamientos ni insumos muy costosos. Las dificultades
encontradas residieron en el tiempo de fraguado de la
resina al momento del embebido y de la impregnacion
de los materiales, extendiéndose mas del esperado. En
el primer caso, el problema fue resuelto aumentando la
temperatura de la resina cuando ésta era mezclada con
el endurecedor. En el segundo caso, la impregnacion
de resina y endurecedor con un 50% de alcohol facilitd
la impregnacion. No obstante, como se menciond
anteriormente, la mejor alternativa es el empleo de una
bomba de vacio.

Este trabajo pone a disposicion un protocolo completo
para la obtencion de cortes delgados de material 6seo y
su restauracién, en un laboratorio de reciente formacién,
utilizando insumos y maquinaria completamente
desarrollados en el pais. Este procedimiento fue aplicado
con éxito en muestras de material 6seo humano
procedentes de un cementerio actual.

El desarrollo de esta serie de pasos en una muestra actual
permitié elaborar un protocolo que se podra aplicar
en muestras arqueoldgicas. No obstante, es necesario
considerar las caracteristicas de cada elemento (estado
de preservacion, fragilidad, etc.) y ajustar las proporciones
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normal.

Figure 4: Thin section: A see with polarized light. B normal
light.

de los insumos y/o la duracion de cada paso.

La aplicacion de este protocolo facilitara el desarrollo de
estudios microestructurales de restos 6seos humanos
debido a su simpleza y bajo costo. Los datos histologicos
ofrecen informacién valiosa para la evaluacion de hipétesis
relacionadas con procesos ontogenéticos, tafonémicos,
demograficos, entre otros. En Argentina son una fuente
de evidencia novedosa en los estudios bioarqueoldgicos
que, en conjunto con otras lineas, permiten fortalecer la
evaluacion de hipotesis complejas.
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