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RESUMEN

CARACTERIZACION DE SANGRE POR ESPECTROSCOPIA DE IMPEDANCIA -
ELECTRICA

Se extrajeron un total de 58 muestras de sangre entera en el centro de transfusiones del
estado de Guanajuato, donde se obtuvieron las biometrias correspondientes y se determind
que pertenecian a personas aptas para donacion, de edades entre 18 y 35 aiios, tomadas
aleatoriamente de la poblacion sana, libre de agentes patogenos y contaminantes. Las
muestras colectadas en el centro de transfusiones fueron colocadas en un contenedor
comercial elite de Bayer con placas de platino de 2 microlitros de volumen y sometidas a un
espectrometro de impedancia (Solartron 1260) en un rango de frecuencia de 1Hz a 10000Hz
a voltaje constante de 10mV, de esta forma se obtuvieron los espectros de impedancia
eléctrica, después se ajustaron a un circuito equivalente mediante un modelo de Cole-Cole
para determinar los parametros eléctricos y su correspondiente desviacion estandar. De la
misma manera se analizaron los componentes basicos de la sangre (eritrocitos, leucocitos y
plasma) encontrando una clara diferencia entre los valores de los parametros eléctricos
representativos de cada fluido biologico. Por ultimo se hace una comparacion del valor
promedio de cada parametro eléctrico de sangre entera y sus componentes entre personas
sanas y una persona con leucemia histolitica aguda y otra con anticuerpos de EDTA,
haciéndose notar la importancia de la caracterizacidon por espectroscopia de impedancia
eléctrica y la rapidez de esta técnica.

MEDICION DE LA DIFUSIVIDAD TERMICA DEL SUERO.

Usando un arreglo experimental de lente térmica en modo desacoplado y un lock-in, se
midi6 la variacién del indice de refraccion de muestras de suero humano, obteniendo una
respuesta de relajacion térmica en un area especifica, conocida como difusividad térmica
que depende del indice de refraccion del fluido asi como de su capacidad para absorber una
determinada cantidad de calor, se reporta un promedio de la difisividad térmica (1.41x10
3+2 5x10*cm?2/s) para muestras de suero de donadores saludables aportadas por el Centro de
Transfusiones del Estado de Guanajuato. Las variaciones en el indice de refraccion reflejan
gradientes de densidad, presion y temperatura que dependen de las concentraciones de
elementos que se encuentran en el svero normal, tales como proteinas sericas o
inmunologicas. Esto es de importancia debido a que numerosos farmacos o grasas saturadas
entre muchas macromoléculas pueden dar una variacion en el valor de la difisividad térmica
y a través de la técnica de lente térmica es posible detectar cambios de concentraciones
molares en un orden de 10™?, lo cual hace que esta técnica sea la mas sensible.
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Introduccion

El interés en el estudio de las propiedades eléctricas de materiales biologicos, desde un
punto de vista moderno, empieza desde hace aproximadamente un siglo con el desarrollo
de instrumentos para la medicion de resistencia eléctrica y, eventualmente, capacitancia.
Durante este lapso de tiempo se ha visto que el comportamiento de las propiedades
eléctricas de tales materiales difieren grandemente de las de electrolitos en soluciones. Los
primeros investigadores que exploraron este campo observaron que la aplicacion de un
pulso escalon de potencial eléctrico en tejido muscular cambiaba su conductividad
eléctrica, que habia una polarizacién celular e incluso se reportaron valores de
conductividad que diferian para la misma muestra cuando la corriente alterna (AC)
cambiaba de frecuencia. Cabe mencionar que en los inicios de la técnica de impedancia, los

aspectos mencionados y algunos otros atribuidos al mismo tipo de muestras no eran
entendidas satisfactoriamente.

Antecedentes''’
Algunos hechos histéricos relevantes y asociados a la espectroscopia de impedancia se
mencionan a continuacion:
¢ Peltier descubrié en 1834 que habia un comportamiento de polarizacién eléctrica en las
células de cuerpos de animales expuestos a corriente directa, (DC).
* Du Bois-Reymond, reconocido neurofisiélogo, introdujo el concepto de polarizacion de
un tejido en 1849,

e Hermann reportd, en 1872, la variacién en la resistencia de los musculos cuando se
aplicaba una corriente directa.

¢ Du Bois encontrd en 1898 que la piel se comporta como un capacitor si es sujeto a DC.

® Bernstein y Hber en 1902 propone la hip6tesis de membrana celular dependiente de la
frecuencia, especulando que la membrana excluia corrientes a baja frecuencia y dejaba
pasar corrientes a alta frecuencia, esta aportaciéon es ahora conocida como dispersién
beta, 10 que conduciria después a medir el potencial de las membranas celulares.

e Galler reporté en 1913 las primeras mediciones eléctricas precisas de un tejido, utilizando
piel de rana encontré que la resistencia a lkHz utilizando AC es apreciablemente mds
pequefia que a DC, lo que hace suponer un comportamiento capacitivo de la piel

¢ Gildemeister en 1919, y mas tarde Einthoven en 1923, examinaron la dependencia de la
frecuencia en AC de la resistencia de materiales bioldgicos. Observaron también la
variacion en la resistencia de piel cuando es expuesta a un pulso muy breve de corriente:
la resistencia aumentaba hasta un valor fijo y luego empezaba un proceso de relajacion
hasta obtener aproximadamente su valor inicial. La constante de tiempo en la relajacion
se podia obtener en forma muy similar a la de un circuito capacitor-resistencia, y la
transicién entre la resistencia verdadera (inicial) a la inducida (final) era del orden de
milisegundos. En efecto, es aqui donde inicia la espectroscopia de impedancia eléctrica,
que originalmente se cono¢ié como espectroscopia en el dominio de respuesta temporal,
teniendo entonces muchos problemas técnicos por efectos de polarizacién de electrodo.

¢ Nikola Tesla trabaj6é en la generacion de corrientes alternas de alta frecuencia, entre
10kHz y 100kHz, y descubrid que las corrientes de alta frecuencia no producen
contracciones musculares y pueden ser transmitidas a través del cuerpo.



o Nernst, famoso fisi6logo, desarrollé una teoria para determinar el umbral de estimulacion
de tejido biologico usando corrientes alternas, segun la cual, en primera aproximacion,
mostraba ¢Oémo la conductividad de un tejido cambiaba con la frecuencia, y en qué
frecuencia el tejido daba el cambio de aislante a conductor.

Los efectos bioldgicos de las corrientes eléctricas aumentaron el interés cientifico y
popular del siglo XIX. La electroterapia vino a ser practicada ampliamente lo mismo por
charlatanes que por respetables investigadores. A la llegada de la primera guerra mundial,
y algun tiempo después de su final, se tuvieron pocos avances en la espectroscopia de
impedancia, sin embargo las bases puestas por los cientificos de afios anteriores
conformaron un sélido pilar en la comprension de los fen6menos eléctricos en materiales
biolégicos. Estos avances se pueden enumerar como sigue:

- Se reconoce que el tejido conduce electricidad.

- La resistencia eléctrica de los tejidos varia con la frecuencia.

- Uno de los principales mecanismos de conduccidn es el movimiento de iones.

- La estructura celular y las membranas celulares determinan en gran medida las
propiedades eléctricas de los tejidos.

- Existe anisotropia en las propiedades eléctricas de musculos y tejidos nerviosos.

- La polarizacion eléctrica del tejido refleja propiedades capacitivas.

Hasta esta etapa los eventos que ocurrian cuando un tejido era eléctricamente excitado
no fueron claramente entendidos, ya que las teorias involucraban procesos lineales pasivos.
En los afios 30’s los estudios dieléctricos incrementaron el rango de frecuencias y la
variedad de materiales, asi que métodos mas sofisticados y precisos se construyeron para
aportar un mejor entendimiento cientifico, obteniéndose algunos avances como los
siguientes:

# Philippson condujo mediciones en muchos tejidos sobre un ancho rango de frecuencias,
demostrando que las propiedades eléctricas de todos los tejidos son dependientes de la
frecuencia.

e Osterhout estudié los cambios en la conductancia de un tejido de erizo marino,
inmediatamente después de que murié el organismo, observando que estos cambios
obedecen a la variacién en la permeabilidad de la membrana celular.

» Fricke, Curtis y Cole estudiaron células en suspensién y aplicaron la extensién compleja
de la teoria de particulas suspendidas de Maxwell para analizar sus datos.

e Dinzen desarrollé una rigurosa teoria para explicar la dispersion beta en las células
suspendidas

A la llegada de la segunda guerra mundial se estimulé el rdpido desarrollo de la
tecnologia de microondas, incluyendo la implementacion de aparatos que generaban
corrientes alternas por arriba de los 10GHz. Para finales de los 40’s se desarrolld la
diatermia, por Herrick, con la aplicacion de microondas a seres vivos. Schwan y
colaboradores extendieron y simplificaron las teorias establecidas por Cole, Fricke y
Dancen para las propiedades dieléctricas de células en suspension. Wachter fue el primero
en medir la absorcion de microondas en agua, sangre, leche, aceite y otros fluidos



biologicos. A principios de los 50°s Rajewsky y Schwan fueron los primeros en reportar
datos de permitividad compleja para sangre a frecuencias arriba de 1GHz.

Con la llegada del transistor y sus ventajas se introdujeron al mercado modernos
analizadores y sistemas de medicién en el dominio de tiempo para la determinacién de las
propiedades dieléctricas de muestras bioldgicas. Mas aGn, ahora es posible medir los
parametros eléctricos de células por observacién de su respuesta mecanica a un campo
eléctrico aplicado. Esto tiene una potencial aplicacion para la fusién celular por campo
eléctrico inducido, lo cual resulta muy importante en la biotecnologia.

Motivacion de la investigacién

El estudio de los fenémenos bioeléctricos constituye la base de los procesos intimos a
nivel atbmico, molecular y celular, Debido a que los medios extracelular e intracelular de
los organismos son en gran parte de naturaleza electrolitica, los fenomenos idnicos
desempeiian un papel fundamental en numerosos procesos biolégicos.

El estudio de biomateriales por excitacidn electromagnética tiene tres aspectos que
motivan esta linea de investigacion®?’

1.- Entendimiento de los procesos eléctricos en el organismo y las propiedades
eléctricas y magnéticas de los medios bioldgicos, por ejemplo, la impedancia eléctrica de
tejidos y liquidos, las bases fisicas de la magneto-biologia, la reografia, la
electrocardiografia, etc.

2.- La comprension del mecanismo de accién de los campos electromagnéticos sobre el
organismo. Esta puede intervenir como factor preventivo, informativo de diagnéstico 6
curativo; por ejemplo, la resonancia magnética nuclear es de diagnéstico y la radioterapia
es curativa.

3.- Este aspecto guarda relacion con los instrumentos y aparatos de la electrénica
médica en particular. Existe una tendencia a transformar en sefial eléctrica muchos
pardmetros no eléctricos de los sistemas biolégicos a través de un transductor (sensor
especializado), por ejemplo la temperatura del cuerpo, la presion arterial, la concentracion
de glucosa en la sangre, etc. Los sensores de parimetros biologicos responden a la
exigencia cada vez mayor de los métodos no invasivos y de minima interferencia sobre el
proceso biolégico en estudio, por lo cual es de gran importancia caracterizar
sisteméticamente los materiales biologicos; tal es el caso en la determinacion de las
presiones parciales de gases en sangre (PO,, PCO,, eic.), midiendo las caracteristicas de
transmisién de impulsos luminosos de determinadas longitudes de onda guiadas a través de
fibras opticas, o la medida de parametros quimicos tipicos, tal como el pH, en el sistema
cardiovascular, haciendo uso de indicadores colorimétricos acoplados directamente a fibras
opticas.



Objetivos de Ia investigacion

1.- Se estudiardin las propiedades eléctricas de la sangre humana, como material
biolégico, ¥ sus principales componentes utilizande espectroscopia de impedancia
eléctrica.

Este estudio se relaciona con el primer punto de los tres mencionados anteriormente, y
por esta razon hay que tomar en cuenta que los tejidos, 6rganos y liquidos biologicos son
formaciones celulares bastante heterogéneas con diferentes resistencias eléctricas que
pueden experimentar cambios por accion de una corriente eléctrica. Por ejemplo, la
conductividad eléctrica de las distintas partes del organismo depende de modo sustancial de
la resistencia de la piel y de las capas subcutdneas. Dentro del organismo la corriente se
propaga principalmente por los vasos sanguineos y linfaticos, por los musculos, tinicas de
los troncos nerviosos y tejido conectivo. A su vez la resistencia de la piel viene
determinada por su estado, espesor, edad, humedad, etc.

En general la conductividad eléctrica de los tejidos y de los 6rganos puede depender de
su estado funcional y, por consiguiente, utilizarse como un indicador diagnéstico. Asi por
ejemplo, durante la inflamacién de tejido, las células se hinchan, disminuyendo la seccion
de las uniones intracelulares y aumentando la resistencia eléctrica; por otra parte, los
fenémenos fisiologicos que provoca la hidrélisis vienen acompafiados con el aumento de
conductividad eléctrica de la piel®’,

2.- Se mediri la difusividad térmica de los fluidos transparentes contenidos en la

sangre tales como plasma y suero, utilizando un arreglo experimental de lentes
térmicas.

A pesar de nuestro marcado interés por los fenémenos eléctricos asociados a las
propiedades de materiales biolégicos como la sangre humana, debido a su potencial
relacion con el desarrollo de sensores y transductores, deseamos incluir un estudio
fototérmico del componente transparente de la sangre. Es importante hacer notar la
dificultad de obtencion de las muestras bajo estudio debido a sus implicaciones legales,
morales y sanitarias, prucba de ello se puede ver en el bajo nimero de estudios publicados
en revistas de investigacion en el area fisica. Asi pues, considerando el alcance que este
trabajo debe tener como elemento cientifico y formativo, y estando en capacidad técnica de
realizar un estudio original y relevante para la linea de caracterizacion fototérmica de
materiales biologicos, se¢ utilizo la técnica de lentes térmicas para realizar una medicion de
la difusividad del suero y plasma sanguineo. Esta vertiente de la investigaciéon aportara un
dato actualizado del mencionado fluido que actualizard la literatura existente.



Metodologia

Se estudiara la respuesta a la frecuencia de una porcién mintscula de sangre humana
sujeta a una estimulacién con CA. Se utilizard un espectrometro de impedancia y se
investigaran las propiedades del mencionado material biolégico. Las muestras serin
provistas por el Centro Estatal de Transfusion Sanguinea del Estado de Guanajuato. Las
muestras serdn seleccionadas de entre un grupo de potenciales donadores clinicamente
sanos. Algunos casos clinicos serdn también estudiados y se investigardn las
particularidades de su respuesta espectroscopica. Los espectros se estudiardn
estadisticamente y los resultados se presentarin como pardmetros promedio con su
respectiva desviacién estandar.

Por otra parte el suero y el plasma sanguineo se obtendran de las muestras de sangre
entera por precipitacion § centrifugado. Las muestras se¢ colocaran entre un par de laseres
alineados y en coincidencia sobre la muestra, de tal manera que uno de ellos actuara como
fuente de calentamiento 6 laser de excitacién, y el otro sera el laser de prueba que percibird
los cambios en el indice de refraccién y en el camino 6ptico del fluido estudiado. Los
cambios inducidos en la muestra seran sensados por el laser de prueba y convertidos a sefial
eléctrica por medio de un fotodetector. La sefial serd analizada mediante software de
minimos cuadrados no lineales y el pardametro fisico a medir con esta técnica sera la
difusividad térmica. Se debe mencionar que ésta no es la nica informacién que pueden
aportar las lentes térmicas, pero si es el aspecto al cual restringiremos nuestra atencion.
Notese que los parametros térmicos son una informacién importante en las propiedades
fisicas de los tejidos bioldgicos y en particular la sangre humana, ya que ésta juega un
papel preponderante en el proceso de intercambio de calor con ¢l medio.

La técnica de espectroscopia de lente térmica cuenta con alta sensibilidad. Ha sido
usada en el drea de la quimica analitica para la determinacién de trazas en especies
quimicas orgdnicas e inorgédnicas, en estudio de vidrios Opticos, etc. A través de esta
técnica es posible detectar absorbancias del orden de 107 cm™. Por ejemplo se pueden
detectar concentraciones de 3x10'! moles del comj?lejo Fe(1l) en solucién de cloroformo,
usando un laser de Argén con 600mW de potencia’.

Las caracteristicas detalladas del arreglo experimental y de los modelos teéricos aplicados
se dardn en posteriores capitulos, asi como diversas informaciones colaterales ¢
importantes que apareceran en los apéndices.

Justificaciéon

Con todo el largo historial de estudios en el 4rea de la espectroscopia de impedancia
desde sus comienzos a finales del siglo XIX, asi como el de la técnica de lentes térmicas
en los ultimos 25 afios, e innumerables trabajos sobre tejido humano, aun existe una gran
variedad de estudios y lineas de investigacion en donde estas técnicas experimentales van
tomando un papel preponderante. En particular, el fluido sanguineo ofrece un campo
propicio dado su papel de monitor sensible a los cambios en la salud del ser humano, y a
pesar de tablas de datos de propiedades eléctricas, térmicas y espectroscOpicas, que la
literatura proporciona para tejidos animales, incluyendo sangre humana, el nimero de
articulos, investigaciones y trabajos que aparecen ¢n la literatura cientifica es muy reducido
ademaés de que el nimero de muestras con el que se han realizado es bajo.
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Capitulo I
Espectroscopia de Impedancia Eléctrica

Introduccién

La espectroscopia de impedancia eléctrica es una técnica experimental muy estudiada y
difundida como medio de caracterizacién de los materiales. Tiene una amplia aplicacion
que va desde el monitoreo de la maduracion de frutos, procesos de corrosion, hasta la
caracterizacion de semiconductores, llegando incluso a formar parte de la técnica utilizada
en los dispositivos médicos para evaluacion de la composicion corporal. Los primeros
trabajos tedricos pueden encontrarse en las investigaciones de Heaviside, alrededor de
1880, siendo aplicados al estudio de circuitos eléctricos estindares y, ya en la primera
mitad del siglo XX, al estudio de diversos sistemas fisicos cuyas propiedades resistivas
eran funcién de la frecuencia cuando se sometian a un potencial de AC. Esta técnica se
conoce como espectroscopia de impedancia eléctrica. Un avance significativo fue la
propuesta del modelo tedrico de Cole y Cole'”, a principios de los 40°s; éste generaliza las
expresiones para la impedancia equivalente en un circuito RC, en el caso en el que las
corrientes de desplazamiento en el medio capacitivo posean toda una distribuciéon de
posibles caminos entre los electrodos. El ajuste de este modelo a los datos experimentales
permite medir la resistencia efectiva de la muestra bajo estudio y otros parametros
asociados con la capacitancia promedio.

Fundamentos tedricos de la espectroscopia de impedancia eléctrica

L.a espectroscopia por impedancia provee de valiosa informacion fisica con
aplicaciones en electroquimica y ciencia de materiales. En general, representa una medida
de la oposicion que encuentra la AC al atravesar un medio (llamaremos impedancia
eléctrica a este concepto), y que ademas es funcién de la frecuencia. Esta propiedad es, en
general, funcion de la frecuencia del potencial aplicado y es una caracteristica de cada
sistema. Si cambia una propiedad fisica en el elemento bajo estudio (grado de
cristalizacion, esfuerzo intemo, composicion, etc? cambia también rdpida y
heterogéneamente la distribucién de carga eléctrica®, reduciendo o aumentando la
conductividad del sistema, se dice entonces que cambia la polarizacidn del mismo. La
razén a la cual una region cambia su polarizacién cuando se aplica un voltaje es
caracteristico del tipo material: por ejemplo el cambio lento se produce en reacciones
quimicas al entrar en contacto con la atmdsfera la interfase del electrodo y la sustancia, y es
rdpido en las fronteras de grano de electrolitos policristalinos'", En materiales biolégicos,
por ejemplo, las bicapas dieléctricas de las células (membrana) y sus inherentes reactancias
capacitivas son caracterizadas por la distribucién de sus tiempos de relajacion'’. La
respuesta eléctrica de una célula heterogénea puede variar sustancialmente dependiendo del
tipo de iones (carga eléctrica) 2?re:scntf:, de la microestructura del electrolito, y de la textura
y naturaleza de los electrodos'”.

La espectroscopia de impedancia eléctrica (EI por sus siglas en inglés) es un método
moderno de caracterizacion de muchas de las propiedades eléctricas de los materiales y sus
interfases con electrodos conductores. Esto es usado para investigar la dindmica de enlaces
moleculares y/o carga en movimiento dentro o en interfases de materiales sélidos y
liquidos, tales como semiconductores, materiales ionicos, mezcla de electronico-ionico,



aisladores eléctricos, emulsiones, electro-platinado, peliculas delgadas, fabricacién de
materiales compuestos, disefio mecénico, corrosion, etc.’’). Cualquier propiedad intrinseca
que influye en la conductividad de un sistema material-electrodo, estimulo externo de
campo eléctrico y magnético es susceptible de ser estudiado por EIL

Basicamente la espectroscopia de impedancia puede ubicarse para su estudio dentro del
esquema mostrado en la figura 1.1:

[ Sistema material - electrodo ]

) \

[cireatta equivatente

Modelo fisico
plausible

Il 1

Modelo
matematico

e

[ caracterizacion del sistemal

Figura 1.1 Basicamente la espectroscopia de impedancia puede
estudiarse en relacion al gsquema mostrado.

Arreglo experimental

—

electrodos <——*
tubo de ensayo

material liquido

N
i

[T [

medidor de impedancia eléctrica
is 1260

Figura 1.2 Arreglo experimental basico de la espectroscopia de
impedancia eléctrica.
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A grandes rasgos, el esquema de la figura 1.1 explica lo siguiente: una vez elegida la
muestra, ésta se coloca entre dos electrodos conectados al espectrometro de impedancia, ¢l
cual a su vez estd controlado por un programa de captura de datos en el puerto paralelp de
una PC (figura 1.2). En el programa se elige el rango de frecuencias para la sefial de
corriente alterna que serd enviada a los electrodos en forma de excitacion externa. La
impedancia de la muestra es almacenada automaticamente en un archivo para su posternor
anilisis estadistico. Para comprobar el buen funcionamiento del aparato de EI es necesario
hacer pruebas de ajuste antes de analizar cualquier muestra (vea Apéndice E).

Sistema Muestra - Electrodo™.

El aparato de El envia un voltaje sinusoidal de amplitud constante a frecuencia variable
a los electrodos, los cambios en frecuencias reflejan variaciones en las propiedades de los
materiales analizados. Asumimos que las propiedades del sistema electrodo-material son
invanantes en el tiempo es decir, no hay efectos de polarizacién del electrodo o procesos de
reactividad quimica en la interfase electrodo-material. Es de gran ayuda elegir electrodos
que cumplan estas caracteristicas para evitar posibles errores en la medicion. Para
determinar las respuestas dicléctricas de estas propiedades en los materiales, son colocados
electrodos en contacto con la muestra y se aplica un voltaje conocido que produce una
polarizacién en la muestra (ver apéndice A). En nuestro caso los electrodos de contacto con
las muestras fueron de plata.

Caracteristicas del estimulo de EI .
En general, hay 3 tipos diferentes de estimulacién eléctrica usados en EI.

a) Estimulo por potencial tipo escalon

Se aplica la funcién escalon de voltaje al sistema (V(t) =0 para t <0, V(t) = Vg para
t > 0) y se mide la variacién de la corriente i(t) con el tiempo. La razén V, / i(t), es
frecuentemente llamada la impedancia inicial o variacion de la resistencia con el
tiempo, resultando la medida de la impedancia de la funcién escalén del voltaje
aplicado a la interfase electroquimica. Tal variacién en el tiempo se estudia
generalmente mediante la transformada de Fourier en ¢l dominio de frecuencia.

b) Estimulo por potencial de ruido blanco

En este tipo de estimulo se aplica una sefial V(t) compuesta de ruido blanco a los
electrodos y se mide la corriente resultante. Una transformada de Fourier lleva el
resultado al dominio de frecuencia asi se obticne el espectro de impedancia. Este
enfoque frecuentemente tiene la ventaja de una rapida coleccién de datos puesto que se
aplica sélo una sefial en la interfase en un tiempo muy corto; no obstante esta técnica
tiene la desventaja de requerir de un verdadero ruido blanco, asi como la necesidad de
realizar un analisis de Fourier, lo que puede ser computacionalmente dificil y requenr
mucho tiempo de trabajo.

¢) Estimulo por potencial de frecuencia variable

El mas comun y estindar de los estimulos de EI es el que mide la impedancia
directamente en el dominio de frecuencia por la aplicacién de un voltaje de frecuencia
variable a la interfase y midiendo el cambio de fase (desfasamiento) y la amplitud, o
bien partes reales e imaginarias, de la corriente al pasar en aquella frecuencia.
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Los tres tipos de estimulo caen, a final de cuentas, en el analisis del dominio de
frecuencia de la sefial. En este trabajo utilizaremos el tercer método para la
determinacion de la impedancia. En seguida se dan las bases teéricas para la respuesta a

este tipo de estimulo, para elementos RC convencionales, y las graficas asociadas a este
analisis.

Teoria de las graficas Z' va. Z" *,
La impedancia es un concepto més general que el de resistencia porque toma en
cuenta la diferencia de fase involucrada. Por ejemplo, se sabe que una sefial de voltaje a
frecuencia unica puede representarse como V(t) = VgSen(ot), donde Vg ¢s la amplitud y

o es la frecuencia angular, la cual se relaciona con la frecuencia natural como v = @ /2,
ver la figura 1.3.

vy Pl'hr
Tm
Y,
+%,
3 A A
= Vit) = \{, senjut)
<
o —
's ]
2
_“_4

Figura 1.3 Sefial de voltaje alterno a frecuencia inica.

Cuando esta sefial se aplica a un circuito se establece una corriente también armonica
pero con un angulo de desfasamiento, I(t) = I, Sen{wt +8). Aqui 0 es la diferencia de fase
entre el voltaje y la corriente, que es cero si el circuito es puramente resistivo (ver fig.. 1.4).

A\ () parinds
Q.

+V.

[—]
Amplitud | Amplitud

I

1§ty = I, sen(wt + @)

Figura 1.4 Desfasamiento entre la sefial de voltaje y la
seflal de corriente alterna en un circuito eléctrico.
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La impedancia se define como Zya=Vw /I ¥ posee un angulo de fase O(w).

En un circuito eléctrico podemos tener resistencias y capacitancias en combinaciones
infinitas, serie y paralelo. Por ejemplo, el caso mas simple es cuando un circuito tiene un
capacitor en serie con una resistencia, en otro caso podemos tener una resistencia en
paralelo con un capacitor. Asi podemos considerar un nimero muy grande de posibles
arreglos, pero cada elemento eléctrico tiene una impedancia definida:

Para una resistencia pura la impedancia es: Zg=R
Para un capacitor la impedancia ¢s imaginaria negativa: Ze= “oc j con j=+-1
@

Para un inductor la impedancia es imaginaria positiva; Z,. = Leoj con j=+v-1

Ademas, si se tiene un circuito con mas de un elemento de los mencionados
anteriormente, es posible analizarlo aplicando las reglas de simplificacion de circuitos
eléctricos, las cuales establecen que:

La impedancia equivalente de elementos en serie se obtiene como la suma de las
impedancias de éstos (ver figura 1.5). Ejemplo:

C -L ZW=ZR+ZC
© !

® 2w =R
-4

Figura 1.5 Circuito eléctrico RC en serie.

La impedancia equivalente de elementos que estén en paralelo es igual a uno sobre la
suma de los reciprocos de las impedancias de los elementos (ver figura 1.6). Ejemplo:

1
Ztml = 1
_—
ZR ZC
Crb C == R
R(1- jor)
zZ =—" con t=RC
= 1+ tlet
— — —
= = = s
. R ot |,
Figura 1.6 Circuito eléctrico RC en paralelo. 2o = 17

1+t 1+t
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En estos dos ejemplos tedricos se observa la forma compleja de la impedancia total del
circuito. Llamaremos Z' a la parte real y Z" a la imaginaria, de tal forma que se liega a
una soluciéon general simplificada para circuilos equivalentes que tienen dos o més
elementos:

Z.,=2-2"j

Esto se representa griaficamente medianie un vector de posicion en el plano complejo.
Donde la parte real de Ziue, €sté en la horizontal, y la parte imaginaria esta a lo largo del
eje de la vertical en la direccidn negativa. Las grificas de los circuitos anteriormente
analizados quedan representadas en el cuarto cuadrante..

+
Imd\
ZI
- € > +
" /}9 Re
Z
b 4

Figura 1.7 Vector de posicién en el plano compleje con
componentes Z' ¥ Z", Por trigonometria se tiene que el
ingulo de fase es: © =tan’’( 2"/ Z') y modulo es
| Zu | = 127 + @1

La Impedancia es por definicién una cantidad compleja, y s6lo es real cuando 8 =0 y
Zwowl = Z', 10 cual ocurre para una resistencia simple e ideal. En este caso la impedancia es
completamente independiente de la frecuencia.

Convencionalmente, la EI consiste en la medida de Zy como funcién de la frecuencia
(v 6 @) sobre un amplio rango de valores, es decir, s¢ varia la frecuencia de la sefial para un
mismo circuito desde cero hasta un valor maximo, esto da como resultado que la grafica
del vector de posicion (figura 1.7) sea un semicirculo en el sistema complejo coordenado
(figura 1.8). Por ejemplo en el sistema resistivo-capacitivo en paralelo simple (figura 1.6)
las ecuaciones, como ya se mostrd, nos darin impedancias totales con una parte real
positiva (Z' > 0) y una parte imaginaria negativa (Z' < 0), y cuando se varie la frecuencia
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para graficar Z' vs. Z" se obtendra un semicirculo en el cuarto cuadrante del sistema
complejo coordenado. Note que de las ecuaciones, si @ = 0 entonces Zgm =R y si® > ©
entonces Zyya — 0 , esto hace que la grafica Z' vs. Z" (figura 1.8) empiece en el lado
derecho mas alejado al origen del sistema de coordenadas y termine en el origen. Lo que
representa un espectro tipico de la impedancia eléctrica del sistema.

Im

A

[ ]
AN
-
+

3

Figura 1.8 Espectro caracteristico de una medicidn por El

Cada sistema analizado presentard un espectro similar en forma, pero de diferentes
caracteristicas eléctricas. Hay otros parametros que condicionan la forma de la curva, como
la temperatura, que modifica el radio del semicirculo en cristales iénicos (ver apéndice A).
Incluso puede haber dos semicirculos acoplados representando a circuitos equivalentes
dobles para sistemas heterogéneos.

Modelo de Cole-Cole
Un caso mis general de un modelo de circuito equivalente presenta un dispositivo
llamado elemento distribuido o elemento de fase constante (CPE por sus siglas en inglés)

como se representa en la figura 1.9 y 1.10. Esto representa un elemento capacitivo con una
reactancia de la forma:

Cp

1
%)—— ZC P
(jo) 7C,
Figura 1.9 Representacion esquemética de Cp.

Donde ® es la frecuencia angular de la corriente alterna que pasa por el elemento y a es
un parametro libre asociado con la distribucién volumétrica de la trayectoria eléctrica que
aparece en una muestra real, este hecho nos lleva a una distribucion de la constante de
tiempo alrededor de un valor promedio. Cr es una propiedad efectiva de la muestra.
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La funcién teénca de la impedancia de un CPE, conectado en paralelo con una
resistencia Rp, y ambos en serie con un resistor Rg resulta como la figura 1.10:

Cp
Rg : R,
ZTohl = Rs + .
— 1+R,C,(jo)"
Rp

Figura 1.10 Representacion del Modelo Cole-Cole.

De la ecuacién se nota que para el caso de p = 1 el elemento Cy es un capacitor ideal vy
presentara solo una constante de tiempo.

La ecuacion anterior generaliza el modelo de un circuito RC en paralelo en un estudio
de EI en el cual las graficas en el plano complejo forman familias de semicirculos. Estas
graficas son representativas del modelo Cole-Cole y son caracteristicas de estudios de EI en
tejidos biolégicos, siendo la sangre un ejemplo tipico de estos materiales. En muchos
articulos se menciona este método para estudio impedancia en hematocrito de animales y
otros estudios de sangre (ver capitulo 3).

El tipo de graficas como la figura 1.8 se obtienen con el software del equipo; el ZPLOT
grafica los datos enviados por una interfase del espectrémetro a la PC, y a partir de la
respuesta del sistema matenal-electrodo son analizadas por el software ZVIEW. Las
graficas se muestran en el primer cuadrante s6lo por cuestion de ficil lectura.

Planteamiento del preblema

Después de dar una revisién sobre el equipo y de los modelos que pueden utilizarse
para ajustar los espectros a una ecuacion tedrica que representa la naturaleza de la muestra
asi como también del recipiente que la contiene y dc la forma y tamaiio de los electrodos
nos enfocamos a un problema particular. El problema consiste en identificar en base al
andalisis experimental de la técnica de El, como ¢s el comportamiento del material
basandonos en los parametros eléctricos del modelo elegido, asi como el grado de
conflabilidad de nuestros resultados. A continuacién se expone un caso hipotético para
explicar como se obtienen los pardmetros eléctricos del modelo de Cole-Cole.

Anilisis de un espectro tipico de EI1 .

En la ventana del programa ZPLOT se despliega la grifica de Z' vs. Z'" en donde se
observan los valores que van capturando mientras se corre el espectro. Es una visualizacion
casi inmediata de los resultados y puede apreciarse si los datos estan siendo tomados
correctamente. También se va graficando el comportamiento del médulo de Ia impedancia
total respecto a la frecuencia y del dngulo de fase con la frecuencia.
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Figura 1.11 Ventana del programa Zplot donde sc grafican los datos obtenidos del medidor
de impedancias.

Caracterizacion del sistema por circuito equivalente

El siguiente paso es determinar los parametros de la muestra, esto es: una muestra
analizada por El que presente este tipo de gréfica se describe en términos de un circuito
equivalente RC ya sea en serie o en paralelo (como los descritos anteriormente) o
combinacion de ellos, en consecuencia el programa tiene 6 opciones bésicas de circuitos
RC (figura 1.13) para que el usuario elija una.

El software automaticamente graficard y ajustard el modelo seleccionado por el usuario.
El error estadistico en el ajuste en los parimetros eléctricos es tipicamente menor al 1%.

Cabe sefialar que en un mismo tipo de muestra homogénea el circuito equivalente que
la representa es basicamente ¢l mismo, aunque sus pardmetros geométricos pueden variar
significativamente, es decir, si el contenedor de la muestra cambia y/o la forma de los
electrodos, los valores de capacitancia y resistencia se ven afectados pero no asi el modelo
del circuito equivalente RC. Otra variante aparece cuando la grafica no guarda una buena
correlacién con un semicirculo, en este caso el error en la medicién puede aumentar,
debido a que la naturaleza del circuito equivalente dado no se ajusta adecuadamente a los
datos experimentales. En estos casos se debe identificar si la medicion fue realizada
correctamente y si el tipo de muestra pertenece al conjunto de interés.
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Figura 1.12 Ventana de un ajuste tipico utilizando el programa Zview.

Se elige la misma region estudio para todos los espectros y se eliminan los extremos

que pudieran contener mezclas con mas de un mecanismo de relajacién“)

. En este ejemplo

la parte a la derecha del segundo punto no se considerd para el ajuste por una deficiente
relacion sefial-ruido. Después se selecciona un circuito entre las 6 opciones basicas para
efectuar el ajuste. En este caso la linea verde en la figura 1.12 es el ajuste y el error en cada
parametro del circuito se presenta en otra ventana (figura 1.13). En este ejemplo se
seleccioné el cuarto circuito que corresponde al modelo Cole-Cole.

:[: Inslant Fit H E!i
| Value I EmoeX
|555.2 asm 065567
CPE T [zo6iE8 16619610 054289
R‘M CPEP 0.95715 000065425  0.0S7647
Ap 176920 43245 026171
— _
|
Hle Ra'Wo Clre Help _

Figura 1.13 Ventana donde se elige ¢l modelo eléctrico que
ajusta los datos obtenidos en el medidor de impedancia y calcula
los pardmetros.
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Se trata de un circuito RCp en paralelo conectado en serie a una resistencia Rs, el
capacitor no €s convencional, s¢ trata de un capacitor que tiene la frecuencia de su
impedancia elevada a una potencia P, que en los capacitores ideales es igual a |, pero agui
vemos que se aleja de este valor. La resistencia en paralelo al capacitor se conoce como Rp.

De esta forma se obtienen los parametros eléctricos de un espectro EI que son
caracteristicos de cada muestra: Rg, Rp, Cp, P. En adelante nos referiremos a Cp como el
elemento de Cole.

Resultados del andlisis de un espectro de EI
Entonces, cualquier propiedad intrinseca que haga vanar la conductividad de un
sistema material-electrodo puede ser estudiada por El.

Los parametros derivados de un espectro de El pueden caracterizar a la muestra en dos
amplias categorias:

a) Aquellos correspondientes solo al material mismo
Conductividad

Constante dieléctrica

Movilidad de carga

Equilibrio de concentraciones de las especies cargadas

Rangos de generacién y recombinacion de compuestos quimicos

b) Aquellos responsables de propiedades en la interfase electrodo-material
Constantes de reaccidn-adsorcién

Capacitancia en la region de interfase

Coeficiente de difusion de especies neutras en el electrodo mismo
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Capitulo 11
La sangre y sus componentes basicos

Importancia de Ia sangre
Una comprension fisiologica y biométrica de la sangre humana puede se obtiene con

bases de la Hematologia, ciencia que estudia la sangre desde su formacién hasta las
enfermedades.

La sangre es un sistema de transporte con el sistema circulatorio (arterias, venas y
capilares) funcionando como camino. En el recorrido de la sangre a través del cuerpo,
transporta oxigeno desde los pulmones 4 todas las células del cuerpo. El intestino absorbe
sangre y distribuye el producto digestivo usado para metabolismo celular, Los drganos
vitales como el cerebro, corazdn, higado y rifiones dependen de un importante
abastecimiento de sangre para su salud, ademas de ser esenciales en el funcionamiento
mismo de todo el sistema sanguineo. Por ejemplo, el corazon bombea enormes cantidades
de sangre por todas las partes del cuerpo, los rifiones filtran las impurezas, la bilis retira las
células de sangre muertas y dafiadas, el higado produce la mayoria de las proteinas
celulares, el pulmén funciona en el intercambio de oxigeno y didxido de carbono a través
de la sangre, y en el cerebro el flujo de sangre es vital para su funcionamiento, pues su
suspension produce la muerte cerebral en pocos minutos.

La sangre que regresa de los drganos y tejidos del cuerpo es desoxigenada, esto es, baja
en O, y alta en CO,, como resultado esta tiene un color parpura profundo en las venas. El
dioxido de carbono, que es un desperdicio de los productos del metabolismo celular
producido en el cuerpo celular y tejidos, se remueve del cuerpo en los pulmones, en la red
alveolar-capilar, realizando el intercambio de CO2 y O,. Cuando la sangre ¢s oxigenada se
hace roja clara debido al incremento de saturaciéon de hemoglobina por Oz y es entonces
distribuida a todos los o6rganos y tejidos del cuerpo a través de las arterias, arteriolas y
capilares.

La sangre tiene en el cuerpo humano las funciones de:

1.- Proveer oxigeno, hormonas, nutrientes y minerales al cuerpo celular.
2.- Regulacion del pH (equilibrio Acido-Base)

3.- Regular la temperatura corporal

4.- Impedir su propia pérdida del organismo.

5.- Actuar como transporte primaric de inmunidad.

6.- Regular el volumen del compartimiento intersticial
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Composicién de la sangre entera

El adulto en promedio tiene de 4 a 6 litros de
sangre, que corresponde aproximadamente al 7 %
del peso total del cuerpo. La cantidad de sangre en
el sistema circulatorio se refiere al volumen total
de la sangre. El 45% de este volumen esta
formado por elementos compuestos, tales como:
células rojas (eritrocitos) y células blancas
(leucocitos), suspendidas en el medio liquido de la
sangre, llamado plasma, el cual constituye el 55%.
Del volumen restante el plasma es un fluido
viscoso de color amarillo claro, compuesto en mas
de un 90% de agua y alrededor del 10% de materia
solida. La materia sélida consiste de plaquetas,
proteinas, carbohidratos, tales como la glucosa,
electrolitos (sales), cationes tales como el sodio,
potasio, calcio, magnesio, y aniones como cloro,
bicarbonato y sulfatos. El componente celular
{(glébulos rojos y glébulos blancos) y el plasma
constituyen lo que se denomina sangre total,
entera o completa.

Figura 2.1 Representacién de los
componentes sanguineos.

Produccion de células sanguineas

La formacion de células de sangre que ocurre en la médula espinal se conoce como
hematopoyesis. Cuando toma lugar en otro tejido distinto a la médula espinal, por ejemplo,
en la yema sacarina, €l corazon o la bilis es llamada hematopoyesis extramedular. Este
género de produccién sanguinea es normal en el embrién. En los adultos esto es anormal y
refleja disfuncion en la médula espinal. Algunas causas que producen hematopoyesis
extramedular son, por ejemplo, tumores, enfermedades, quimioterapias e ionizacion por
radiacion.

Existen dos tipos de médula espinal: roja, preferentemente llamada hematopoiética y
amarilla. Ambas estAn compuestas de una esponja, una matriz fibrosa compuesta de c¢élulas
endoteliales, macréfagos, fibroblastos (precursores del tejido celular conectivo), células
grasas y una extensa red capilar. La médula amarilla es 96% grasa y no estd relacionada
con la hematopoyesis. La médula hematopoiética es donde el desarrollo de células rojas,
células blancas y plaquetas toma lugar. La médula amarilla aparece como una masa
gelatinosa y es 25% materia solida y 75% agua. Dentro de la médula roja hay un infinito
numero de células especializadas precursoras llamadas tallo o raiz celular. El desarrollo de
las células sanguineas a partir de células progenitoras se denomina proceso de
diferenciacién del tallo o raiz celular (figura 2.2} y ocurre cuando de un solo tipo de célula
aparecen los diferentes tipos de células de la sangre (neutrdfilos, eosindfilos, basofilos,
monocitos, linfocitos y eritrocitos) por division celular.
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El tallo o raiz celular son células no diferenciables que tienen dos funciones:

1. Producir més tallo celular (auto renovar su niimero).
2. Generar células de sangre maduras (adultas).

s e @O ®
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Celula madre CFU-E0
pluripotancial e iL-8, GM-CSF ': :1.
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Figura 2.2 Representacion del tallo o rafz celular.

Tipos de células sanguineas

Como se muestra en la figura 2.2 pueden existir un gran niimero de tipos de células en
la médula pero se toma una rama de la diferenciaciéon como un mismo tipo de célula y al
final se tiene la célula madura; el tiempo de desarrollo y vida de cada una varia segiin el
tipo de célula. De esta forma tenemos seis tipos de células que se dividen en dos grupos:
Células rojas y células blancas. Cada tipo de célula de sangre tiene una caracteristica
especial. Algunas células funcionan pocas horas, dias, 0 meses, mientras otras permanecen
en ¢l cuerpo por afios o posiblemente durante toda la vida. Las c¢élulas de sangre maduras
predominan en la circulacién de individuos sanos. En personas con estado de enfermedad,
las células de sangre inmaduras o anormales pueden estar presentes en un gran nimero (ver
apéndice C).

Monocito Neutréfllo Eosindfilo  Basofllo

® @ O o

plaguetas Macrifage Eritrocito o celula roja

= G ®

Figura 2.3 Componentes principales de la sangre.
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Las células rojas

Las células rojas también se conocen como glébulos rojos, hematies o eritrocitos. Son
las células mas numerosas en la sangre y tienen una vida de tres a cuatro meses en el
torrente circulatorio y cuando envejecen son destruidos principalmente en el bazo. Para
poder realizar sus funciones, los globulos rojos poseen, entre otros elementos, la
hemoglobina, sustancia que transporta oxigeno y diéxido de carbono. Las células rojas, una
vez que ellas son liberadas de la médula espinal dentro de la circulacién, no requieren un
nicleo para realizar sus funciones

Cada dia se producen o reemplazan un trillén de células rojas. El nimero de células de
sangre en un individuo sano ¢s constante porque la produccion y destruccion de células es
relativamente balanceada. Ciertas condiciones estimulan un incremento en la produccién de
células de sangre. Por ejemplo, la hipoxia, un bajo nivel de oxigeno en los tejidos, aumenta
la produccién de células rojas, una infecciéon lleva a un aumento en la producciéon de
células blancas y la pérdida de sangre a un incremento de plaquetas. El desarrollo de
células de sangre se basa en el control de hormonas llamadas hematopoiéticas, las cuales
pertenecen a una gran clase de moléculas llamadas glicoproteinas.

La produccion de células rojas es dependiente de la hormona renal eritropoietina. Esta
molécula se libera en los rifiones. Durante la vida fetal la eritropoietina es producida en el
higado, continuando la produccion alrededor del 10% después del nacimiento. Su liberacion
es un agente estimulador del tallo celular para aumentar en numero la produccién de
c€lulas rojas.
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Figura 2.4 Muestra de sangre vista al microscopio en aumento de x1000; detalle de glébulos blancos.
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Células blancas

Se forman en la médula dsea y en algunos ganglios linfiticos y se conocen como
leucocitos, gldbulos blancos o células blancas. En la sangre s6lo las células blancas tignen
niicleo, que les permite reaccionar rapidamente para llevar a cabo funciones de inmunidad,
que protege al cuerpo contra materia externa. En condiciones normales el nimero de
células blancas es muy inferior al nimero de células rojas por un factor de mil, en la figura
2.4 se observa esta gran diferencia, sin embargo la produccién de células blancas aumenta
ante estimulos de infeccion ¢ inflamacion. Los leucocitos o globulos blancos se dividen en
dos grupos: agranulocitos y granulocitos

Agranulocitos
Son células con gran nicleo, no presentan granulos en su membrana citoplasmatica,
tienen funciones fagociticas y producen anticuerpos responsables de la respuesta

inmunitaria, solo dos tipos de célula presentan estas caracteristicas: Monocitos y
Linfocitos.

Los monocitos son células de tamafio grande pero variable. Su micleo tiene un aspecto
reniforme, de cromatina laxa (ver figura 2.5). Se pueden convertir en macréfagos cuando
hay cuerpos extrafios en el cuerpo o en infecciones, su funcién es fagocitar restos celulares
y particulas, lo que los convierte en elementos clave para la respuesta inmunitaria no
especifica.

Figura 2.5 Monocitos: encargados de Figura 2.6 Linfocites: son los principales
fagocitar cuerpos extrafios y células muertas. Responsables de la respuesta inmune especifica.

Los linfocitos son células mononucleadas cuyo tamafio varia entre 6-8 a 10-20 micras
dependiende de su estado de activacion (ver figura 2.6). Son los principales efectores de la
respuesta inmune especifica. Su nicleo es redondo y su citoplasma es en general escaso.
Los linfocitos son las células mas importantes del sistema inmunologico en algunos
aspectos. Hay dos tipos de linfocitos, los linfocitos B y los linfocitos T.

Los linfocitos B reconocen las bacterias y se unen a ellas. Los granulocitos y los
monacitos unicamente pueden reconocer y destruir a las bacterias cuando los linfocitos
estan unidos a éstas. Son también las células responsables de la produccion de unos
componentes del suero de la sangre, denominados inmuncglobulinas. En general, los
leucocitos realizan su funcidon de defensa en el interior de los tejidos y para ello poseen la
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capacidad de, mediante movimientos amecboideos, abandonar el sistema circulatorio y
migrar por los tejidos.

Los linfocitos T reconocen a las células infectadas por los virus y las destruyen con
ayuda de los macrofagos. Estos linfocitos amplifican o suprimen la respuesta inmunolégica
global, regulando a los otros componentes del sistema inmunologico, y segregan gran
variedad de citoquinas. Constituyen ¢l 70% de todos los linfocitos. Tanto los linfocitos T
como los B tienen la capacidad de "recordar" una exposicion previa a un antigeno
especifico, asi cuando haya una nueva exposicion a él, la destruccion por parte del sistema
inmunolagico serd mis eficaz.

Granulocitos

Los granulocitos son las células con nicleo mas abundantes en la sangre, s¢ distinguen
por ¢l tamaiio y por el color de sus grdnulos. Cuando los microorganismos o antigenos
penetran en ¢l cuerpo, los granulocitos los ingieren y los destruyen gracias a las enzimas
que tienen en sus granulos que contrarrestan la accién de los elementos quimicos que
producen los antigenos. Los granulocitos son mas eficaces si los antigenos son recubiertos

previamente en la sangre por inmunoglobulinas o por proteinas del sistema del
complementom.

Existen tres tipos de granulocitos: Neutréfilos, Eosinéfilos y Baséfilos. Son leucocitos
de 10-14 micras de didmetro. Su nicleo presenta diversas lobulaciones, por esa razon
también se conocen como polimorfonucleares, y su citoplasma contiene granulaciéon. En
funci6n del tipo de granulacién se diferencian los tres subtipos de granulocitos: neutréfilos
{(granulacién fina neutréfila ver figura 2.7a), eosinéfilos (granulacién eosinéfila: de color
rosado oscuro figura 2.7b) y baséfilos (granulacion basofila: color azul oscuro ver figura
2.8¢c). Los precursores inmediatos se llaman cayados o bandas y se caracteriza por un
nicleo menos segmentado.

P o 0% ©
0939  ©Co

Figura 2.7a Diferencia entre eosindfilos y neutrdfilos. Figura 2.7b Precursores de leucocitos (bandas).
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En una hoja de biometria hematica se ven las palabras “polys” y “bands” {(que

significa “polis” y “bandas™). Los polis son neutréfilos maduros; las bandas son neutrofilos
jOvenes, las cuales combaten también las infecciones.

Figura 2.8a Neutrdfilos. Figura 2.8b Eosinéfilos. Figura 2.8¢ Basofilos.

Plaquetas

Las plaguetas también se forman en la medula dsea, v son elementos indispensables,
junto a otros factores, para controlar la pérdida de sangre; en una herida forman un tapon
que es uno de los pasos iniciales en la hemostasis de coagulacion.

Plasma

El agua constituye el 90% del volumen plasmatico vy en ¢lla se transportan las
sustancias hidrosolubles como son los electrolitos y las proteinas séricas ¢ inmunologicas.
El suero también contiene lipidos y glucidos.

Constituyentes del suero:
Electrolitos
- Cationes: Sodio, potasio, calcio, magnesio
- Aniones: Cloro, bicarbonato, sulfatos, fosfatos, acidos organicos ionizados

Proteinas séricas (de 62 a 80 g/litro)
- Albimina, fibrinégeno

- Lipidos

- Glicidos

Proteinas inmunologicas

- Inmunoglobulinas G, M, A, Dy E
- Citoquinas

- Proteinas del complemento

Las inmunoglobulinas reciben el nombre de anticuerpos y cada una de ellas (hay miles

en el cuerpo) se combinan de manera exacta con un tipo especifico de antigeno y
contribuyen a su eliminacion.
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Las citoquinas son responsables en gran medida de la regulaciéon de la respuesta
inmunolodgica. Esto es importante pues no siempre es pecesario que esté activado este
sistema y su reaccion debe estar adecuada al tipo de agresién. Las citoquinas que son
secretadas por los linfocitos, se denominan linfoquinas; si son secretadas por los
monocitos, monoquinas.

Las proteinas del complemento'® actian para propiciar una respuesta inmunoldgica
adecuada. Cuando una inmunoglobulina ¢ anticuerpo se une a un antigeno, las proteinas del

complemento pueden unirse a ese complejo y facilitan la fagocitosis de las células
inmunoldgicas.

A excepcidn de las hormonas peptidicas y de las inmunoglobulinas, las proteinas
circulantes son de sintesis preferentemente hepatica. Entre ellas estin los factores de
coagulacién, los factores del sistema complemento, las lipoproteinas, las proteinas
reactantes de fase aguda, etc. La concentracion de las proteinas en suero es de 6.6 a 8.7

g/dl.

Figura 2.9 Grafica comparativa de la composicién
proteica del suero sanguineo.

La alblimina representa el 50-60 % del total de la proteina plasmatica. Se sintetiza en el
higado y permanece en circulacién unos diecinueve dias, hasta que se metaboliza en los
tejidos para los que es fuente de aminoéacidos. Sus funciones mas importantes guardan
relacién con su tamafio, que le mantiene dentro del torrente circulatorio, contribuyendo a
retener liquido en este espacio, y con su carga eléctrica negativa, que le capacita como un
gran transportador de inespecifico de hormonas, iones, fanmacos, etc.

Tabla 2.1 Composicién cuantitativa de los
componentes del plasma sanguineo.

Plasma Sanguineo

Agua 91 g%
Proteinas (total) 7 g%
Albimina 4,5 g%
Globulinas 2,5 9%
Fibrinogéno 0,3 g%
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La biometria de la sangre y ¢l andlisis clinico

Un conteo sanguineo completo o biometria sanguinea, también frecuentemente
conocido como un CBC (cells blood count), por sus iniciales en inglés, es una prueba
comiin de la sangre. Un CBC proporciona informacion detallada acerca de tres tipos de
células de la sangre: globulos rojos, globulos blancos y plaquetas. Cada tipo de células
sanguineas juega un papel importante en la funcién normal del cuerpo. Un conteo
sanguineo completo incluye cinco mediciones principales:

* Conteo de gldbulos blancos (WBC, por sus iniciales en ingles)
Se miden en miles por milimetro cobico (K/mm’) o en miles por microlitro (K/pl) de
sangre.

» Conteo de giobulos rojos (RBC)
Se miden en millones por milimetro cibico (mil/mm®) o en millones por microlitro
(mill/pl) de sangre.

« Valor de la hemoglobina (HGB)

La hemoglobina es la proteina que transporta oxigeno de los pulmones a los tejidos y
remueve dioxido de carbono (los productos de desecho) de los tejidos a los pulmones. La
hemoglobina proporciona a los globulos rojos su color y se mide en gramos por decilitro
(g./dl.) de sangre.

 Valor del hematocrito (HCT)
El hematocrito es el porcentaje de globulos rojos en relacidn a su volumen total de
sangre. E| hematocrito revela la proporcién de células y liquidos en la sangre.

* Conteo de plaquetas.

Las plaquetas son necesarias para la coagulacion sanguinea normal (hemostasis); y ain
mas importante, se agrupan para taponar pequefios ornificios en vasos que presenten daiio.
Asimismo, activan €l factor VIII (un componente de la cascada de la coagulacion) y liberan
fosfolipidos necesarios para el proceso de coagulaciéon. Ellos se miden en miles por
milimetro citbico (K/mm’) o en miles por mictolitro (K/pl ) de sangre.

Rangos normales de las c¢élulas en un conteo

Cada medicion en un conteo sanguineo completo tiene un rango normal de valores cn
cada componente, y puede estar influenciado por la edad, el sexo y el nivel del mar donde
viva la persona. Segin la NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-003-SSA2-1993,
"Para la disposicién de sangre humana y sus componentes con fines terapéuticos™ (ver
apéndice D) los valores normales deben estar de acuerdo con la siguiente tabla.

Altura SNM Sexo
Masculino Femenino
| HEMOGLOBINA | HEMATOCRITO |HEMOGLOBINA | HEMATOCRITO
0al500m 13.5 g/dl 0.41 12.5 g/dl 0.38
1501 m o mas 14.5 g/dl 0.44 14.0 g/dl 0.42

Tabia 2.2 Valores reportados como normales de acuerdo a la altura sobre el nivel del mar.
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En particular para la Cd. de Le6n Guanajuato a 1,800 m sobre el nivel del mar donde
s¢ tomaron todas las muestras de sangre, los rangos de los parimetros en una biometria
hematica de cualquier persona apta a donar son los siguientes:

* WBC:
* LYM

« MID

* GRAN
« RBC:

* HGB:

» HCT:

* MCV

* MCH

* MCHC
* RDW
» Plaquetas
- MVP

4.6 10.2 K/l
0.6 - 3.4 K/pl
0.0 - 1.8 K/pl
2.0 - 6.9 K/l

4.69 — 6.13 M/ul
14.1 - 18.1 g./dl

10.0 — 50.0 %L
0.0-21.5 %M
37.0 - 80.0 %G

" 435-537%

80.0-97.0 1L
270-312pg
31.8-354 g/dl
11.6 - 14.8 %
142 — 424 K/pl
0-0 —99.8 fL

El valor de laboratorio del WBC no es significativo a menos que también se conozca ¢l
“diferencial”. El diferencial mide cada uno de los cinco tipos de glébulos blancos por lo
general basado en 100 células contadas en una muestra de laboratono;

» basofilos

Leucocitos { = epsinofilos
* linfocitos
* monocitos

\

» neutréfilos (polis o polimorfonucleares y bandas)

El analisis diferencial de leucocitos humanos se realiza rutinariamente en laboratorios
clinicos para identificar leucemia y para discriminar entre bacteriano y las infecciones de

virus. Otros parametros que normalmente aparecen en una citometria hematica son:

LYM, MID, GRAN, MCV, MCH, MCHC y MPV que a continuacion se detalla su

significado (véase apéndice B).

LYM: es el porcentaje de linfocitos respecto al total de glébulos blancos que existe en

el torrente sanguineo.

MID: es el porcentaje de células blancas poco frecuentes relacionadas con los

precursores (células jovenes) de los monocitos, eosindfilos, basdfilos, blastos y otros.

GRAN: es el porcentaje de granulocitos respecto al total de células blancas
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MCV: se conoce como la media del volumen corpuscular de los globulos rojos,
también se asocia 8 MCD o media del didmetro corpuscular de las células rojas y es un

indicativo de su tamafo.

MCH: es la media de hemoglobina corpuscular indicando cuanta hemoglobina se

transporta por célula.

MCHC: es la media de la concentracion de hemoglobina corpuscular y es un indicativo
de la densidad de hemoglobina en la sangre.

MPV: se conoce como la media del velumen plaguetario en la sangre.

RDW: anchura de la distribucion de glébulos rojos

La hoja de resultados del centro estatal de transfusiones del estado de Guanajuato es

como se muestra:
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En ¢l apéndice C se da una explicacion mas detallada de lo que sucede si los valores de

los componentes de la sangre no caen en los rangos indicados y de porque es importante
tomar en cuenta cada valor.

Anticoagulantes

Al realizar una citometria la muestra debe contener un anticoagulante para evitar la
aglomeracion de células, de los anticoagulantes utilizados los mas empleados son: EDTA,
Heparina y Citrato sédico.

EDTA

Se comercializa en forma de sal di-sddico, di-potisico o tri-potasico, siendo éstos dos
dltimos los mas comunes.

El EDTA es el anticoagulante de eleccidon para hematologia, se utiliza a una
concentracién 1mg por 1c.c. de sangre o 0.5ml de solucién al 1 % para Sml de sangre, o
0.1ml de solucién al 1% para 1ml de sangre.

El EDTA también es el anticoagulante de eleccién para test de Inmunohematologia:
Test de Coombs y para realizar tinciones citoquimicas.

La coagulacién se evita por eliminacién del calcio de la sangre. Pueden realizarse
recuentos entre 24 horas y 36 horas de la extraccion siempre que se mantengan a una
temperatura de refrigeracion de 4°C, nunca deben congelarse, ni sufrir temperaturas
superiores 4 los 37°C, ya que estos casos la muestra es totalmente inviable.

Una excesiva prolongacién con el anticoagulante hace que se altere las células
sanguineas. Lo primero que se detecta es una vacuolizacion de los monocitos, seguido del
hinchamiento de los linfocitos, presencia de vacuolas en neutréfilos que se confunden con
cambios tdxicos, condensacion del nicleo de los neutréfilos que pueden aparecer como
redondeado y binucleado, aumento de células en carorrexis y crenacién de los hematies.
Por lo tanto se recomienda realizar un frotis sanguineo si el envio se prolonga mas de 24
horas.

Heparina
La coagulacion se evita por neutralizacion de la trombina. Se utiliza a una
concentracion de 0.2¢.c. de heparina saturada por cada 1c.c. de sangre.

Aunque se pueden realizar recuentos entre 12 y 24 horas a la extraccién, produce dafios
muy graves en el frotis sanguineo que lo hacen totalmente inviable.

Las alteraciones que se producen son: degeneracion nuclear de los neutrdfilos,
degeneracion citoplasmatica de los neutrofilos y monocitos, los leucocitos no se tifien de
forma tan clara en comparacién con otros anticoagulantes, sobre todo si hay un exceso de
heparina, formacién de cuerpos de Heinz, alteracion en la tincidn vital para reticulocitos,
formacion de agregados plaquetarios y si la extension se realiza a las 24 36 horas, los
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posibles cuerpos de inclusidn viricos, pardsitos hemiticos o cuerpos de inclusién de
erhlichias en monocitos y neutréfilos seran indistinguibles.

No es APTA par estudios de inmunohematologia: Test de Coombs.
No se utiliza para las tinciones citoquimicas.

Una de las vemajas de la heparina es que es excelente para determinaciones de perfiles
bioguimicos

Citrato sddico

Es el anticoagulante ideal para los estudios de coagulacion. Se utiliza a una
concentracion de un parte de citrato sédico 0.1 M por nueve partes de sangre total. Es
totalmente necesario e imprescindible mantener la relacién anticoagulante / sangre para

realizar las pruebas de coagulacion, los valores obtenidos sin esta relacion no tienen ningin
valor diagndstico.
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Capitulo III
Propiedades eléctricas de la sangre

Introduccién

Los tejidos, 6rganos y liquidos biolégicos son formaciones bastante heterogéneas con
propiedades eléctricas diferentes entre si, y pueden experimentar cambios por la accion de
una corriente. En especial dentro del cuerpo humano la corriente se propaga principalmente
por los vasos sanguineos y linfaticos, por los misculos, las tinicas de los troncos nerviosos
y el tejido conectivo'”’, La resistencia de la piel viene determinada por su estado: el espesor,
la edad, la humedad, el pH del sudor etc. siendo lo que condiciona las mediciones de
cualquier pardmetro fisico (temperatura, absorbancia, resistencia mecanica, conductividad
eléctrica, permitividad, permeabilidad, capacitancia, difusividad térmica, etc.) en sistemas
vivos. Por ejemplo, la conductividad eléctrica de las distintas partes del organismo que se
encuentran entre 2 6 més electrodos aplicados directamente a la superficie del cuerpo
depende de la resistencia del tejido, de la cantidad y hasta de la orientacion de las células
en el campo eléctrico aplicado. El caso mds significativo es el del tejido muscular, donde se
encuentran diferencias significativas para las medidas longitudinales y transversales®,

Un tejido biolégico puede modelarse®®, desde un punto de vista estructural, como la
agrupacién de una serie¢ de elementos denominados c€lulas, que estin inmersas en un
medio iénico denominado medio extracelular. Asi mismo, en el interior de la célula existe
también una concentracion de fluidos e iones (en el medio intracelular es donde tienen
lugar los procesos metabolicos de la célula). La frontera entre ambos es la membrana
celular, encargada del control osmético de los dos medios. Las aiteraciones mas usuales
sobre los medios intra y extracelulares son aquellas en las que uno de los dos experimenta
una variacion en su volumen, ya sea debide a un aumento o disminucién de la cantidad de
fluido, o bien al aumento o disminucién de la concentracién de iones disueltos en él. Mas
adelante se explica porque es de importancia los iones de los medios intra y extracelular
para la técnica de espectroscopia de impedancia eléctrica.

Existen marcadas diferencias entre los estudios de impedancia aplicados a suspensiones
celulares y los aplicados a tejidos. Por un lado, hay una gran heterogeneidad entre los
diferentes tejidos, ya que estin formados por agrupaciones de células de formas y
dimensiones muy diferentes. Estas células no se encuentran aisladas, sino que forman una
estructura tridimensional con enlaces de tejido conectivo'™, Sin embargo las caracteristicas
eléctricas de los tejidos y sus dispersiones vendran determinadas, por tres efectos
diferentes.

1.- Las caracteristicas de las células, ya sean sus propias caracteristicas eléctricas
(capacitancia, resistencia), o la integridad y normalidad de las mismas.

2.- La variacion de los volumenes ionicos de los medios intra y extracelular.

3.- Efectos capacitivos de doble capa que surgen al tratar con agrupaciones de
elementos celulares®’, como es el caso de los tejidos bioldgicos.
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Las dispersiones en los tejidos bioldgicos

Se ha observado que si se inyecta una corriente de alta frecuencia, se produce un efecto
de cortocircuito en la membrana celular, circulando dicha corriente tanto por el medio intra
como por el extracelular’”. Sin embargo, si la frecuencia de la excitacién es baja, solo
atraviesa el medio extracelular, siendo mayor el valor de la impedancia a estas frecuencias
que a las altas, estos efectos se deben en gran parte a la concentraciéon de iones de ambos
medios y de la membrana celular que actila como circuito capacitivo. Es por tanto
necesario que exista algin comportamiento de relajacion, como ¢n los materiales
dieléctricos, que modele este comportamiento en frecuencia de los tejidos.

En los tejidos bioldgicos, como materiales dieléctricos que son, se observa una
disminucién de la permitividad y un aumento de la conductividad al aumentar la
frecuencia. El aumento en la conductividad se puede interpretar como un aumento del
porcentaje de volumen de la suspension que transporta la corriente®. En la figura 3.1 se
pueden observar tres zonas de variacién de conductividad, que se denominan dispersiones.

La primera zona es para frecuencias inferiores a 100 Hz, en ella la célula es poco
conductora comparada con el medio extracelular. Su valor estd modelada por un estudio
realizado por Maxwell 7,

La segunda zona plana se considera para frecuencias entre 10 MHz y 100 MHz. En ella
la membrana de la célula no ofrece una impedancia alta al paso de corriente, siendo el
tejido modelado como una suspensién de proteinas no conductoras en un medio
electrolitico. El valor tipico en esta segunda zona de la conductividad es de 1 Sm™

La fercera zona es para frecuencias superiores a 100 MHz donde existe un incremento
significativo de la conductividad debido a tres factores: la existencia de efectos de
polarizacién interfacial de Maxwell-Wagner”, pérdidas dieléctricas de moléculas polares y

la relajacién dieléetrica del agua. En esta zona, la conductividad puede alcanzar valores de
100 Sm "' o incluso superiores.
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Figura 3.1 Grafica de permitividad (izq.) ¥ conductividad (der.)
v5. Frecuencia donde se observan las regiones de dispersién.
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[a permitividad presenta un efecto contrano al de la conductividad. Desde la baja
frecuencia donde puede alcanzar valores de 10° - 107 se observan tres dispersiones
fundamentales (figura 3.1), aunque en algunos sistemas biolégicos se pueden identificar un
minimo de hasta siete mecanismos diferentes de relajacion®.

La dispersién a mas baja frecuencia de 1 a 100Hz, denominada dispersién alfa (@), es
debida a fenomenos de difusion idnica, correspondiente a los iones que envuelven la
membrana celular. Principalmente ocurre como efecto global que identifica al tejido como
entidad especifica.

La dispersion beta (), llamada también relajacion estructural, es debida al cortocircuito
de la membrana celular. Se produce en el margen de radiofrecuencias, desde decenas de
kilohercios hasta decenas de megahercios. En esta regién se corre el riesgo de alterar las
funciones basicas de concentracién idnica en la célula.

La dispersién gama (Y) se encuentra en el margen de los 10 a los 100 GHz y es debida a
la relajaciéon bipolar de las moléculas libres de agua presentes en el medio. Entre la
dispersion P y la y existe una pequefia dispersién denominada & debida a la relajacion del
agua ligada a las proteinas. Cada tejido se diferenciar4 de los demés mayontariamente por
las caracteristicas de sus relajaciones y en menor medida, por los valores de conductividad

o permitividad que presentan, siendo posible su caracterizacion mediante los modelos de
Cole-Cole.

Espectroscopia de Impedancia Electrica

100 10 102103 10* 10° 10° 10’ 10° 10°10 10" Hz)
z
o ; o
Tegidos ADN Lg;:;; 2
Lipidos
Dispersion -a Dispersion - f§ Dispersion-8 Dispersion-Y
Tejdos Celulas y Proteinas Lipidos, AA Agun

Figura 3.2 Rangos de frecuencias para cada tipo de dispersion y la causa de ésta.

Atendiendo a la similitud de su comportamiento en el dominio de la frecuencia se
realiza una clasificacion de los diferentes tejidos'®. Esta clasificacion los divide en: tejidos
liquidos (sangre y linfa), musculares (estriados, cardiacos,...), blandos (higado, mnfién,
pancreas,...), 6seos, adiposos, la piel y otros tipos donde se pueden englobar por ¢jemplo
los tejidos cancerosos.
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A modo de ejemplo se ha extraido de Physiological Measurement’® una representacion
del comportamiento del médulo de impedancia en el dominio de la frecuencia entre 100 Hz
y 10 MHz para diferentes 6rganos mostrados en la figura 3.3.
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Figura 3.3 Representacion del comportamiento del modulo de impedancia en
¢l dominio de la frecuencia entre 100 Hz y 10 MHz para diferentes 6rganos.

Antecedentes de la espectroscopia de impedancia eléctrica en sangre
La aplicacién de teorias de dieléctricos en muestras sanguineas tienen limitaciones, en
parte porque la teoria de Maxwell falla en suspensiones de células concentradas como

ocurre normalmente en la sangre, y también porque los eritrocitos no son esféricos como lo
demanda la teoria.

El trabajo de Hober'” ayudé a clarificar la fuerte dependencia con la frecuencia que
presentaba la resistencia de la sangre, infinendo la resistencia en suspensiones de
eritrocitos a alta frecuencia con oscilaciones de corriente generadas por un circuito
resonante de descarga de chispa. Sustituyendo en varias soluciones salinas midio la
aparente fuerza ionica de la sangre, y mostré que se incrementaba en proporcién directa.
Midioé la impedancia capacitiva de las células de sangre rojas, y fue el primero en concluir
que tales células consisten esencialmente en un sobre dieléctrico fino (es decir una
membrana) a que rodea agua-como electrolito.

Mucho mas adelante, Stewart!”’ estudié las propiedades de impedancia de la sangre,
midiendo la resistencia de sangre a baja frecuencia mientras desarrollaba medidores de
dilucion en flujo sanguineo. Estos trabajos contribuyeron a reconocer que los eritrocitos se
comportan como particulas no conductoras en un medio conductor ( en bajas frecuencias).

Cole"" concluyd que, ampliando medidas hasta frecuencias microondas, la estructura
interna de células condujo al descubrimiento de canales selectivos de iones.

Wachter"? fue probablemente el primero en medir la absorcién de agua, sangre, leche,

aceites y otros fluidos biclogicos de 1Hz a 10GHz usando oscilaciones amortiguadas,
obteniendo hace 55 afios valores que se aproximan mucho a los reportados actualmente.
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En 1948, Rajewsky y Schwan'"’ fueron los primeros en reportar datos de permitividad
compleja para sangre a frecuencias armiba de 1 GHz.

Las medidas de la constante dieléctrica compleja de suspensiones de las células de la
sangre han sido divulgadas recientemente por Ackmann'?. En las frecuencias debajo de
100 KHz, la parte real de la constante dieléctrica (€') tiene un maximo en una fraccion del
volumen de las células sanguineas.

El efecto de un campe eléctrico AC en células en solucion

Mientras que el campo DC polariza unidireccionalmente las células, cuando se aplica
un campo AC hace cambiar la direccion de la corriente por la separacion de carga. Las
figuras 3.4a y 3.4b demuestran que cuando se invierie la direccion del campo eléctrico
aplicado a una suspensién de células se invierte simplemente la direccion de las
polarizaciones de la membrana sin afectar la magnitud del efecto de la polarizacion. Asi la
capacitancia de la suspensién de la células no se afecta por la direccion del campo
eléctrico.

Membrana

Campo E¥ cirico oacinie

Flectrode
poshivo

Elecujodo

Figura 3.4a Las célules suspendidas en un
medio isoténico sufren polarizacion cn la
membrana y los iones disueltos migran hacia
el electrodo de carga opuesta.

Direccitn del campo eléctnco

Céinla
Membrana
celular
Campo EEcinico oscilmie
Electrodo He;l;udo
hegahvo positivo

Figura 3.4b El cambio en la direccién del
campo eléctrico produce la inversién de la
polaridad sin afectar a la magnitud del efecto
de polarizacion.

Medio

<

Direcciin del campo eléctnco

Céhla
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El efecto de la frecuencia en la capacitancia de una suspension de la célula.

La frecuencia del campo eléctrico aplicado tiene un efecto marcado en la capacitancia
de células en suspension. Mientras que la frecuencia aumenta, la capacitancia baja porque
el grado de la separacion de la carga decae. La razon de esto es que los iones que son
polarizados tienen un tiempo de respuesta al campo eléctrico. Cuando ¢l campo cambia la
direcciéon mas répidamente (aumenta la frecuencia), menos y menos iones tienen tiempo
para alcanzar las membranas y asi que ¢l grado de las separaciones de la carga decae y la

capacitancia baja.

Dirercida dal campe D-m:nh del carpe
Direccitn del campe Dln:nh dal campe

O O

Figura 3.5a En frecuencias bajas,
€l campo esti cambiando Ia
direccién  lentamente.  Muchos
iones tienen tiempo para alcanzar la
membrana y polarizarla antes de
que ¢l campo cambie de direccién
otra vez y haga la membrana se
polarice d¢ manera opuesta. Debido
a que hay una gran cantidad de
carga, la capacitancia de las células
es alta,

Figura 3.5b En frecuencias mas
altas menos iones tienen tiempo
para alcanzar la membrana antes de
que el campo cambie de direccion.
Como la polarizacién es menor, la
capacitancia de las células se
reduce.

Figura 3.4c¢ En frecuencias muy
altas, ¢l campo estd cambiando de
direccién tan rapidamente que
cuando apenas empieza a moverse
un ion en respuesta al campo, el
campo cambia la direccién otra vez
¥ comienza a empujarlo en
direccidn opuesta. Muy pocos iones
tienen tiempo para alcanzar la
membrana y la polarizacién a
través de ella es muy pequefia. Por
lo tanto la capacitancia de la
suspension considerada es debida
compietamente al medio y no a las
céluias. De hecho el agua y
moléculas polares cortas en el
medio son responsables de esta
capacitancia a alta frecuencia.
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Figura 3.6 Capacitancia de una suspension
de la célula en funcién de la frecuencia.

En las frecuencias bajas las membranas de la célula se polarizan al miximo siendo alta
la capacitancia. Mientras que si aumenta la frecuencia la capacitancia de la suspension baja
porque las membranas del plasma de la célula no se polarizan tanto. A C se le conoce
como capacitancia residual, cuando la frecuencia esta a la mitad de AC (ver fig 3.6) se
llama la frecuencia (caracteristica) critica (f;). Para la figura 3.6, AC=20pF,C, =5pF yf
<= 1,5 MHz. A la disminuci6n de capacitancia con el aumento de la frecuencia debido a la
pérdida de la polarizacién inducida en la membrana se llama dispersion-f

El efecto del tipo y de la forma de la célula en sus propiedades eléctricas

Direccitn del commpo a
L J
: - Bactwrias esfimiras
. - (erradears)
+ -
- - Bacturia slipssidal

Burtwrins filomemiveas
¥ boagns

Figura 3.7 La polarizacitm respecto al tipo de célula.

Un campo eléctrico puede polarizar
las membranas de cualquier tipo y forma
de célula. El tamafio de la membrana asi
como Ia concentracion de iones dentro
del citoplasma resulta significativo en la
capacitancia individual celular, Es de
esperarse que los dos grandes grupos de
células en la sangre presenten
diferencias  significativas en la
capacitancia y la conductividad. Como
se ha visto las células rojas tienen forma
de disco, no presentan nicleo y ademas
poseen grupos peptidicos polares en su
membrana, a diferencia de las células
blancas que son relativamente mas
grandes presentan un nicleo muy grande
(casi sin citoplasma) y la mayoria son
esféricas (con excepcion de los
macrofagos).
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El efecto de la hemdlisis en las propiedades eléctricas de la sangre

Si la membrana de las células se rompe, la célula muere, a este fenémeno se le conoce
como hemélisis, y puede originarse por incompatibilidad sanguinea, temperatura
relativamente alta, y cambio en el pH, entre otras causas. Cuando este ocurre los iones del
intenor de la célula escapan al medio, si los fragmentos de 1a membrana estan presentes los
iones se mueven alrededor de estos bajo influencia del campo eléctrico (atracciones
electrostaticas entre los iones con carga opuesta). El resultado de esto es que las células
muertas (rotas) ya no inducen separaciones de carga (polarizaciones) a través de sus
membranas por el campo eléctrico (incluso a las frecuencias bajas). Un barrido de
frecuencia en una suspension de células muertas (totalmente rotas), presentard mayor
conductividad (debido a que aumenté el numero de iones en el medio) y disminuird la
capacitancia (ya no hay membranas) ademads el valor de la capacitancia sera dada por el

medio. fragumentss de
C oo E¥ cinco oscilente | la membrana
Electrodo

ponbivo

Medwo

Dreccitn del campo eléctneo >

Figura 3.8 En el proceso de hemolisis los iones
del interior de la célula escapan al medio.

Cuando existe un estado mds avanzado de hemélisis el medio puede presentar pequeiias
burbujas de gas, su presencia reducira la capacitancia ligeramente sobre el rango de
frecuencias porque se estd substituyendo una fraccién finita del volumen de] material
polarizable (fragmentos de células y agua) por el material no polarizable (burbujas, s6lidos
etc.) asi que no contribuyen perceptiblemente a la capacitancia considerada.

Cappo Bl oo caciharte
Bectrodo Blectrodo
posatryo nEgalvTo
particulay silidas
ptl'lnlbln a igows

252N

porticulas cilides Dncmddrqn
ipermeables a imes

Figurs 3.9 El material no polarizable (burbujas, sdlidos, etc.)
en la solucién, producen una disminucion en la capacitancia.



Propiedades eléctricas de las proteinas

Las proteinas en la sangre juegan un papel fundamental en las interacciones eléctricas
de este tejido. Las interacciones entre grupos polares de largo y corto alcance en el suero
son debidas a las proteinas. Por ejemplo, las catilisis enzimaticas son producidas en un
medio polar organizado dentro de un sitio activo, la interaccidon antigeno-anticuerpo tiene
en parte un e¢nlace polar para la identificacion de los grupos funcionales, y las intcracciones
de grupos proteicos hidrofobicos e hidrofilicos con moléculas de agua también son de
cardcter polar. En témminos unicamente de su caracter polar la comunicacion entre dos
proteinas ocurre cuando tienen una densidad de carga equivalente a 10 puentes de
hidrégeno por cada 600-1000 A’. En general la interaccion proteina-proteina tiene
contribuciones de caracter polar, estérico, y entrépico. Sin embargo la estabilidad
estructural de una proteina no radica en el namero de grupos polares que posea sino donde
se encuentran ubicados. Esto sucede porque la proteina tiene varios tipos de interacciones
directas, tal como puentes de hidrégeno, uniones de Van der Waals, y las interacciones
i6nicas, junto con contribuciones de entropia.

Algunas proteinas por efecto de su carga eléctrica negativa, les capacita como
transportadores de hormonas, iones, firmacos, etc

Si el plasma se expone a una fuerza de un campo eléctrico, las propiedades del medio,
como la fuerza idnica que determina el radio de la nube en tomo a cada molécula, y la
temperatura tendran un aspecto primordial en la respuesta de polarizacién.,

Electrolitos en la sangre

Algunos de los iones més comunes en la sangre que pueden inducir una polarizacién en
el medio se encuentran localizados dentro y fuera de la célula ya que de su concentracién
en el medio dependen sus funciones, por otro lado algunos iones ademis ayudan al
equilibrio del pH y en general a la homeostasis. A continuacién se presentan algunos de los
iones y moléculas que afectan a la polarizacion en el plasma.

Soluto | Intracelular (mM) | Extracelular (mM)
Na' 10 - 20 145
K' 140 4-5
Mg~ 5.5 1,5-2
Ca™ 100 x 10° 1-2
Cr 8 97 -107
S04~ - 1
HCOy 9 25
Glicose 97 mg/dL.
Proteinas Intersticio =0

Plasma = 6 — 8 mg/dL

Tabla 3.1 Concentraciones de iones dentro y fuera de las células.
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Otras técnicas de medicidn de pardmetros eléctricos en los 1ejidos bioldgicos

Los métodos convencionales de la impedancia miden las caracteristicas voltaje-
comriente dependientes de la frecuencia de suspensiones de las particulas (células
biologicas). Después se calculan las caracteristicas de la particula con modelos ¢léctricos
en ¢l plano complejo.

Actualmente el conocimiento de las propiedades eléctricas de las ¢élulas se utiliza en el
control y manipulacién de bioparticulas en suspensidon por medio de campos eléctricos
alternos, mas especificamente s¢ puede hacer:

« Clasificacion y Separacién de células, virus y moléculas.
* Deteccidn de microorganismos.
* Micro bombas electro-hidraulicas

Un método ampliamente utilizado es la dielectroforesis, bajo la accién de un campo
eléctrico, las particulas en suspension (células, virus,...) adquieren un dipole eléctrico
inducido. En un campo no uniforme los dipolos sufren una fuerza que origina el
movimiento de las particulas, conocido como dielectroforesis (DEP). Usando este método
se ha podido manipular bioparticulas tales como los virus ”’ y proteinas.

Utilizando Microeléctrodos diseniados en formas diferentes: en placa, barra, dentados,
hiperbdlicos, etc., una misma particula puede sentir diclectroféresis (DEP) positiva o
negativa dependiendo de la frecuencia del campo aplicado.

Dielectroforesis positiva: Si la polarizacién de la particula es mas grande que la del agua,
el dipolo inducido es paralelo al campo eléctrico y la particula es atraida por regiones de
campo intenso.

Dielectroforesis negativa: Si la polarizacién de la particula es méas pequeifia que la del agua,
el dipolo inducido es antiparalelo al campo eléctrico y la particula es repelida por regiones
de campo intenso.

Las teorias que se han desarrollado para describir las fuerzas de DEP que actuaban en
particulas en campos no uniformes se pueden también remontar de nuevo al trabajo de
Maxwell'!® debido a que los parametros mas importantes de la célula que pueden
influenciar ¢l comportamiento de DEP a frecuencias menores a 1MHz incluyen:

La viabilidad de la célula (en términos de la integridad de su membrana)
El tamarfio y la forma de la célula

La morfologia superficial de la membrana del plasma de la célula
Concentracion del lipido en la membrana de la célula

Resistencia mecanica de la célula asociada a su citoesqueleto
Composicion interna de la célula, tal como volumen del nicleo y forma
Caracteristicas bioquimicas

Polarizabilidad y de la célula

Fase del ciclo vital de la célula
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En frecuencias mas altas, el volumen y la composicién interma de una célula llegan a
ser importantes. Entonces las diferencias en las caracteristicas fisicas de un tipo de la célula
pueden ser explotadas. Por ejemplo, las células en las varias etapas de la diferenciacion
(células de vastago, células fetales) poseen diversos grados del citoesqueleto de la proteina.
Esto reflejard diferencias en la resistencia mecénica de una célula, y el grado a el cual la
morfologia de la superficie de la membrana (y por lo tanto comportamiento del DEP)
cambiard como resultado de cambios en osmolalidad o la exposicion media a las fuerzas
fisicas.

Las ventajas de tales dispositivos incluyen la capacidad de:

Cambiar la morfologia o estructura de células
Cambiar la viabilidad de la célula

Separar células de alta especificidad para la identificacién y la enumeracidon
Separar células extrafias

Separar células sin la necesidad del etiquetado con poco o nada de daiio biolégico

La dielectroforesis se puede explotar como tecnologia de gran alcance de la separacion
aplicAndose a una amplia gama de blancos biolégicos, como células, bacterias, parasitos,
virus, proteinas y DNA. Los aspectos dieléctricos de 1a técnica sirven simultineamente
como herramienta analitica para complementar la separacion, proporcionando una huella
digital electrénica que pueda distinguir o identificar la bioparticula separada. En relacién a
los liquidos bioldgicos, la técnica se puede utilizar para sustituir los métodos
convencionales de deteccion de células patolégicas. La caracterizacion de los pardmetros
dicléctricos naturales de células puede también conducir a una comprensién mejor de la
estructura y de la funcion celulares.
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Capitulo IV
Experimentacion I: (Caracterizacion por EI)

Metodologia
Una vez definido el objetivo, y la hipotesis se procede a realizar la experimentacion:

1.- En el Centro Estatal de Transfusiones de Guanajuato se extrae de cada donante una
muestra de 3ml de sangre entera, promediando 30 donantes diarios entre 8am a 11am.

2.- La biometria de las muestras se obtiene con un equipo Celldyn 1700 marca Abbot
por ¢l personal del Centro Estatal de Transfusiones de Guanajuato.

3.- Si las muestras requeridas son suero 0 componentes basicos, el procedimiento que
se sigue ¢s el indicado en el parrafo obtencidn de las muestras, escrito mas abajo.

4.- Se recogen de 10 a 20 muestras de sangre entera, de suero 0 de componentes basicos
(plasma, leucocitos, eritrocitos) con su biometria a las 1lam, recolectindolas en un
contenedor a 0°C y ftransportindolas cuidadosamente al Instituto de Fisica de Ia
Universidad de Guanajuato en donde se encuentra el equipo de El.

5.- A partir de las 12pm una a una se sacan las muestras del contenedor para analizar
por El las propiedades eléctricas, utilizando un dispositivo comercial de dos electrodos de

platino con un depdsito estdndar de 2 microlitros de capacidad el cual se llena del fluido
por capilaridad.

6.- El equipo de impedancia eléctrica solo tarda medio minuto para barrer las
frecuencias de 10 a 10000Hz a voltaje constante de 10mV. El tiempo total de la toma de la
muestra, instalacion en el EI y la corrida del espectro lleva en promedio 1.5 + 0.2 minutos.

7.~ Cuando se corren todos los espectros se hace el analisis de ajuste de los datos con ¢l
programa Zview y s¢ grafica en forma de histograma con los pardmetros eléctricos
obtenidos y se realiza una correlacién con los pardmetros de la biometria.

1.- Obtencién de las Muestras
Muestras de sangre entera con anticoagulante
Las muestras a analizar serin tomas de 3ml, extraidas y previamente analizadas por el
personal especializado del Centro Estatal de Transfusiones del Estado de Guanajuato. El
fluido forma parte de la prueba clinica obligatoria para todos los candidatos a donantes.

Las muestras de sangre ya sean para su estudio hematologico o bioquimico deben
recogerse en ayunas. El periodo de ayuno debe ser al menos de 8 horas y preferiblemente
de 12 horas y ademas son tratadas con el anticoagulante comercial EDTA (4cido etilen-
diamin-tetra-acético) solo si la sangre a analizar es entera o con sus componentes basicos
separados.
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La primera premisa a respetar para realizar un analisis hemocitoldgico es que la sangre
obtenida y transferida a un tubo con anticoagulante no tenga coagulo.

La segunda premisa €s conservar siempre la proporcion entre sangre y anticoagulante,
esto es critico para realizar un estudio hematologico fiable. En este estudio cada tubo tenia
0.5 ml con anticoagulante para las muestras. Si existe un defecto del anticoagulante va a

producir la coagulacion de la muestra y esto implica que la muestra no sca apta para
realizar el andlisis hematologico.

Si hay un exceso de anticoagulante se producira:

- Falsos valores del hematocrito

- Crenacién total de los hematies: son eritrocitos con proyecciones citoplasmadticas
irregulares muy abundantes.

- Degeneracién citoplasméatica de los neutrdfilos, con presencia de cuerpos
intracitoplasmaéticos, que no se¢ podran reconocer si son bacterianos o de otra etiologia.

- Vacuolizacién de monocitos

- Hemélisis de los hematies con resultados falsos de hemoglobina

Los tubos donde es transferida la sangre son de vidrio, siempre han de ser de un solo
uso y nunca reciclados, ya que por muy bien que se laven siempre quedard restos de
jabones, lejias etc.. Las alteraciones observadas en estos casos dependeran de los productos

utilizados, pero lo mas normal es que exista una hemélisis generalizada de los hematfes y
degeneracion de las formas sanguineas.

Muestras de los componentes bdsicos de una biometria hemdtica

Hay tres componentes béasicos en la sangre entera que representan una parte
fundamental en este trabajo, se trata de los entrocitos, los leucocitos y el plasma. Estos
componentes se obticnen con el siguiente procedimiento:

1.- Se toman muestras de 3ml en un tubo de
ensayo de vidrio, extraidas y previamente
analizadas por el personal especializado del Centro
Estatal de Transfusiones del Estado de Guanajuato.
Plasnm El fluido forma parte de la prueba clinica

559/, obligatoria para todos los candidatos a donantes.

2.- El tubo de ensayo se somete a un proceso de
centrifugacion a 1.500- 2.000r.p.m., en donde los
eritrocitos se depositan al fondo por ser el
componente mas pesado, después en una capa
intermedia de entre Imm y 2mm de espesor quedan
los leucocitos y en la parte superior el plasma que
representa la cantidad mayoritaria, de color amarillo
y de aspecto trasparente, ligeramente turbio.

Figura 4.1 Elementos de la sangre en %. 3.- El tercer paso es sacar cada componente por
medio de una jeringa esterilizada hacia el
contenedor del espectrometro de impedancia
eléctrica.

leucocitos y plaquetas
1%

eritrocitos
44%




Muestras de Plasma

El tubo que contiene sangre mas anticoagulante se debe centrifugar a 1.500-
2.000r.p.m. durante 10~15 minutos. El plasma que ¢s la capa mas externa se puede extraer,
empleandoe un pipeta Pasteur o un cuentagotas y s¢ transfiere a un tubo de almacenamiento

estéril y conservarlo a 4° C. entre 4 y 7 dias segun pruebas, o mantenerlo en congelacién a
menos 20° C.

Muestras de Suero

Se deja que la sangre transferida a un tubo sin anticoagulante, se coagule
completamente en el tubo, permitiendo que el codgulo se retraiga durante el mayor tiempo
posible. Cuanto més tiempo se deje el tubo a temperatura ambiente, alrededor de dos horas,
mayor cantidad de suero se obtendra y mas pruebas diagndsticas se podran realizar.

A temperatura ambiente entre 20-25° C la sangre transferida al tubo se debe dejar un
minimo de media hora; y preferiblemente de 1-2 horas, la coagulacion y la retracion se
pueden producir mucho més rapidamente si se incuba el tubo a 37° C. durante 30 minutos y
después se pone en refrigeracion durante 30-60 minutos. Una vez obtenida la retracion del
coagulo se centrifuga igual que si de plasma se tratase.

Los tubos deben ser siempre de un solo uso y a poder ser estériles, ya que la presencia

de bacterias en el medio, pueden hacer que estas consuman parte de los substratos y dar
resultados totalmente falsos.

Lo que nunca se debe hacer es centrifugar la sangre antes de que se complete la
coagulacién, en estas situaciones se formardn cadenas de fibrina que retendrin en su
arquitectura, enzimas (ALT, AST, lipasa...), substratos (calcio, fésforo, colesterol...), iones
(sodio, potasio, cloro...), protefnas (anticuerpos, globulinas...) y los resultados obtenidos de
estos sueros siempre seran menores y por consiguiente inexactos a los obtenidos de sueros
normalmente procesados. También es importante resaltar que no se deben poner los tubos
con sangre sin anticoagulantes inmediatamente a la temperatura de 4° C ya que tampoco se
obtendri la retracion del coagulo.

Si la extraccion de sangre se realiza a ultima hora de la tarde, es preferible dejarla en

reposo a 20-25° C. durante toda la noche y a la mafiana siguiente ponerla en refrigeracion a
4° C durante 30 minutos y separar el suero.

Si la muestra ha de ser enviada al Laboratorio ésta deberia estar separada del coagulo
ya que los golpes sufridos por las células en el coagulo, durante el viaje, puede originar su
rotura y que se produzca hemoélisis, que afectard negativamente a la mayoria de las pruebas.

Para la correcta realizacion y envio de muestras para realizar pruebas bioquimicas,
hormonales y electroforesis se debe emplear suero o plasma separado en tubos de
poliestireno estériles y refngerados a 4°C.

En la tabla del apéndice C se expone la interferencia de los diferentes anticoagulantes
utilizados, influencia de factores externos en la confiabilidad y estabilidad de las pruebas.
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2.- Especificaciones de los instrumentos utilizados

Biometria

L.a sangre analizada se hace acuerdo a la norma oficial vigente para los centros de
transfusionecs NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-003-SSA2-1993 (apéndice D) ¢
incluye un conteo de hematocrito por medio de citometria de flujo, se utiliza un equipo
Celldyn 1700 marca Abbot, el cual proporciona, entre otros parametros, el nimero de
células sanguineas por tipo (globulos rojos, blancos o plaquetas) y el histograma de
volumen corpuscular. La medicién de volumen y recuentos de particulas se lo debemos a
Wallace H. Coulter quien el afio 1956 inventd el primer contador automatico de células

sanguineas. (ver apéndice B). También se realizan las prucbas obligatorias de sifilis,
brucelosis, VIH, hepatitis (B y C) y Chagas.

Muestreo para E1

Las muestras colectadas en el centro de transfusiones se someteran al espectrometro de
impedancia (Solartron 1260) en un rango de frecuencia de 1Hz a 10000Hz, colocadas en
un contenedor comercial elite dec Bayer de 2 microlitros de volumen (figura 4.2). La
solucion liquida, se confina entre dos electrodos conectados a una fuente de voltaje alterno
senoidal. En estas condiciones, pasa a través del circuito una corriente senoidal desfasada
con respecto al voltaje debido a la contribucién del fluido a la componente reactiva
(reactancia capacitiva), y es precisamente este desfase el que permite, junto con los valores

maximos instantineos de la corriente y del voltaje obtener los valores de impedancia
medidos.

electrodo 1

entra el fluido p
por capilaridad a ¥ .
cavidad receptora  electrodo 2

Figura 4.2 Contenedor comercial elite de Bayer con depdsito de 2 microlitros de volumen.

Después se haran barridos como funcion del voltaje aplicado, de ImV a 200mV, a fin
de estudiar efectos de histéresis y regimenes no lineales, y se ajustaran los modelos
adecuados para circuitos RC o de elementos distribuidos del tipo Cole-Cole.
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Espectroscopia de impedancia eléctrica

El espectroscopio que se ha empleado es un Frequency Response Analyzers (FRA) o
Solartron 1260 Impedance/Gain-Phase Analyzer (figura 4.3) el cual es de los equipos mas
modemos en su categoria. El software es el Zplot para Windows o Electrochemical
Impedance Software versién 2.1; aunque existe una nueva version 2.6, esta sigue siendo
igualmente 1til para la lectura y modelacion de sistemas; se cuenta ademas con Zview, el
cual se encarga en la presentacion tanto grafica como numérica.

Especificaciones

Sensibilidad

Resistencia 10mOhms a 100MOhms
Capacitancia 1pF a 10mF
Inductancia 100nH a 1KH

Rango de temperatura de operacion
De 0 a 50°C (lo cual garantiza un trabajo
Optimo para este tipo de investigacion).

Rango de frecuencias
De 1Hz a 32MHz.

Generacion de corriente y voltaje

Sobre esta generacion, Para 1a corriente
60mA para frecuencias < 10MHz

20mA para frecuencias > 10MHz

Para ¢l voltaje
De 0V a 3V para frecuencias < 10MHz
De 0V a 1V para frecuencias > 10MHz

La sefial alterna de salida tiene un voltaje de BIAS, que es un voltaje de DC constante y
tiene un rango de +40.95V; (es empleado para mantener el offset).

1wy -

L) e

. o THITTYINITILT Y

Figura 43 BsP™°

scopio Solartron 1260.

El GEN OUTPUT (figura
4.4) conduce una corriente a
través de la muestra,
introduciéndose en CURRENT.
Debido a que existe wuna
oposicién al flujo de ésta, se
gencra un voltaje y éste es
aplicado en las terminales HI y
LO de la entrada d¢ VOLTAGE
1. Esta razon entre los valores de
corriente y voltaje llevan al valor

de la impedancia Z.
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Figura 4.4 Controles del Espectroscopio de Impedancia.

El software utilizado para graficar el espectro de impedancia eléctrica es el Zplot y
cuenta con una utileria que permite el control sobre la frecuencia, la amplitud AC, el
potencial DC y el tiempo. El otro software es el ZView que permite el analisis de los datos
en forma grafica que son presentados tres planos: uno complejo (figura 4.5a), médulo de la
impedancia contra frecuencia (figura 4.5b) y 4ngulo de fase contra frecuencia (figura 4.5c¢).
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Figura 4.5a Grafica Z' vs. Z" Figura 4.5¢ Angulo de fase vs. Frecuencia.
Con ZPlot y ZView se puede:

e Ajustar y controlar los valores en rango de trabajo

En los experimentos s¢ pueden emplear uno de los ocho formatos, incluyendo
frecuencia, hias y amplitud del voltaje y/o corriente

* QGrifica datos con opcidn a una variedad de formatos en los ejes

» Simula y modela conjuntos de datos en circuitos equivalentes

» Analiza datos de impedancia
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El software ofrece también la veniaja de simular un circuito fisico equivalente a partir
de datos obtenidos de 1a muestra. Los tres métodos para modelar son:

1.-Simulaciéon de datos: se debe de proveer un modelo con los valores adecuados y
entonces ZView calcula el espectro de impedancia

2.-Fijar datos: a partir del espectro obtenido, se propone un modelo con sus valores; éstos
son ajustados para la mejor aproximacion

3.-Fijar instante: una pequefia porcion de los datos es fijada a un modelo simple, el
resultado es entonces usado como valores iniciales para el modelo del circuito completo

La modelaci6én de circuito equivalente solo es til cuando ZView no puede seleccionar
un modelo apropiado, sin embargo determina los valores que mejor ajustan a la base de
datos. La modelacién de circuito equivalente esta basado en un método de aproximaciones
sucesivas y es por esa razon que deben darse valores iniciales, el programa altera los
valores en la direccion la cual mejor produce una mejor fijacion, repitiendo este proceso
hasta encontrar la mas préxima. La simulacién por circuitos equivalentes estd basada en un
programa LEVM 6.0 escrito por Dr. Ross Macdonald.

Incertidumbres

De la técnica utilizada

Las técnicas de la medida y la instrumentacién asociada usada en este estudio dan
reproducibilidad al azar de el cerca de 1% a través de la gama de frecuencia. Esta
declaracion se basa en las medidas maultiples realizadas en muestras estindar de la

composicion uniforme. Se han eliminado todas las fuentes sabidas de posibles errores
sistemdticos tomando en cuenta que:

Los electrodos son no polarizables
Los electrodos no reaccionan quimicamente con la muestra al aplicar el voltaje

La seflal de los electrodos no es contaminada con ruido eléctrico (interferencias
derivadas de la red eléctrica alterna u otras corrientes parasitas) externo

No hay efecto micréfono (variacién de capacitancia que lleve a la aparicion de
oscilaciones aleatorias).

No hay corrientes de induccién ni efectos calentamiento en la muestra por la frecuencia
en el campo eléctrico.

La sangre presenta isotropia eléctrica.

De las muestras analizadas

En general los tejidos biolégicos tienen caracteristicas de variabilidad dicléctrica, tales
variaciones son naturales y pueden ser debide a los procesos fisiologicos o a otros

requisitos funcionales de cada individuo. Por esta razdn es posible que haya una dispersion
moderada de los datos.

0146699
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Dispositive experimental
Se instalo el arreglo como se muestra en la figura 4.6a y 4.6b, por un lado las muestras
de 3ml en tubo de ensayo (con sangre entera, o de sus componentes) dentro de un

recipiente a menos de 4°C, luego se acercaban los dispositivos colectores elite que toman
solo 2 microlitros del fluido por capilaridad.

Los dos electrodos de platino del colector son conectados al medidor de impedancias y
se corre el espectro mediante el programa Zplot que tiene conexion de puerto paralelo.

Arreglo experimental

electrodos

mmestr ds 1emgpre
ftandar

medidor de impedancia eléctrica
IS 1260

Figura 4.6a Arreglo experimental utilizado. Figura 4.6b Contenedor Bayer
instalado en el medidor de impedancias.

Medicion por espectroscopia de impedancia eléctrica

Los espectros de impedancia caracteristicos de la sangre humana en forma entera y por

componentes basicos (plasma, eritrocito, y leucocitos) se realizaron bajo las mismas
especificaciones:

Barrido de frecuencias
de 10 a2 10000Hz
Voltaje constante

de 10mV

Como ya se vio en el capitulo 1lI, los rangos elegidos corresponden a la respuesta del
tejido en la region de la dispersion alfa, ya que se requiere del efecto global del tejido como
material dieléctrico para su caracterizacion. Hay que remarcar que se realizé un estudio
preliminar para encontrar el rango adecuado de los parimetros eléctricos del espectroscopio
a fin de obtener los mejores resultados para este tipo de muestras, siendo la respuesta
Optima a estas frecuencias y con la magnitud de voltaje elegido.
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Cuidados en el manejo de la sangre

La sangre representa uno de los t¢jidos mas riesgosos en su manejo, conservacion y
tratamiento. Aunque el anilisis infeccioso de las muestras fue realizado por el centro de
transfusiones las condiciones de trabajo con este matenal deben incluir guantes de latex,
tapaboca, lentes proteciores y una bata. Una vez analizadas todas las muestras por EI se

regresan los tubos de ensayo al centro de transfusiones para su desecho en la forma
correcta.

Espectros de EI de sangre entera

A continuacion se presenta una gréfica tipica de Z' vs. Z" que corresponde a una
muestra de sangre entera (figura 4.7a), la grafica empieza a realizarse de derecha a
izquierda. Los valores que estan mas cerca del origen corresponden a las frecuencias mas
altas, donde la impedancia total es baja y los valores mas alejados del onigen corresponden
a frecuencias bajas, donde la impedancia es alta como lo predice la teoria de dispersién
dieléctrica. Lo anterior puede verse claramente cuando se grifica el mddulo de Zy vs.
Frecuencia (figura 4.7b), la curva empieza en meseta (como se expuso en el capitulo 111
para la dispersion @) y luego decae en forma exponencial cuando la frecuencia aumenta.

El angulo de fase que hay entre el voltaje alterno y la corriente alterna también se
grafica para visualizar las variaciones en la potencia total del circuito (figura 4.7¢).
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Figura 4.7b El médulo total de impedancia
tiene un decaimiento exponencial.
i) L 1 1
0 000 00000 1000
Z

Frequency (He)

Figura 4.7a Los valores que estin mas cerca del

Figura 4.7¢ Se aprecia como se desfasa el
origen corresponden a las frecuencias mas altas.

voltaje de la corriente con la frecuencia.
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Justificacion del modelo tedrico para la determinacion de los pardmetros eléctricos de
las muestras

El modelo tedrico que se utilizd para calcular los parametros eléctricos de todas las
muestras es un modelo Cole-Cole, que consta de un elemento capacitivo llamado elemento
distnbuido o elemento de constante de fase (CPE) (ver capitulo I) en paralelo con una

resistencia y este arreglo en serie con otra resistencia como s¢ ve en la figura 4.8 y definido
por la siguicnte formula.

Cp

R,

Z,..=Rg+
o R R,C,(jo)

Figura 4.8 Modelo de Cole-Cole.

Es ¢l caso mas general del analisis de EI, la ecuacion puede representar cualquier tipo
de arco para las graficas de Z' vs. Z". Note que si p =1 se tendrd un semicirculo con el

centro en el eje real (figura 4.9a), si p < 1 el centro queda en el cuadrante positivo y la
grafica visible sera un arco achatado de la parte superior (figura 4.9b).

ﬂ\
ZII zll
Re /\ Re
- € > + - ¢ Y +
z [ z

- '\L

Im 4 Im 4
p=1 p<1
Figura 4.93 si p =1 se tendré un semicirculo Figura 4.9bsi p <1 la prifica visible serd un

arco achatado en la parte superior.

Este modelo ha sido utilizado en numerosas ocasiones para estudios en células y fluidos
biolégicos, aunque no es el (nico para el estudio en biomateriales se considera uno de los
modelos Cole-Cole mas representativos en el estudio de las propiedades eléctricas de
tejidos biologicos, y la sangre forma parte de estos matenales. En muchos articulos se

menciona este método para estudio impedancia en hematocrito de animales y a otros
estudios de sangrem.
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Andlisis de las grificas Z'vs. Z"
Este tipo de grificas son realizadas por el software Zplot para espectrometros de

impedancia eléctrica a partir de la respuesta del sistema matenial-¢lectrodo y analizadas por
el software Zview. Las graficas se muestran por comodidad en el primer cuadrante.

A continuacién se dan los parametros eléctricos de una muestra de sangre entera de la
poblacién, analizada con el programa Zview tomando el modelo de circuito eléctrico.

-200000
-ra0000 |-

Rs =472+ 2717302

CPE - T = 2.8492E - 81 2,0603E - 10

CEP - P = 0.96877 + 0.00082813 fapooco |-

Rp = 155380 + 5550

Figura 4.10 A bajas frecuencias se observan
perturbaciones en la medicion de impedancia.

Observe que ¢l ajuste (marcado con los puntos verdes en la figura 4.10) no siempre
toma los valores de bajas frecuencias debido a perturbaciones del sistema al pasar por este
estado, esta consideracion se hace para todas las muestras en el mismo rango de ajuste.

55



Bibliografia

[1] Polk, Postow, Handbook of Biological Effects of Electromagnetic Fields, Ed. CRC
Press, N.Y., 1998

[2] Ferrero-Saiz-Arnau, Bioelectrénica: Seiiales bioeléctricas, Ed. Universidad Politécnica
de Valencia

[3] Allen-Cleary-Hawkridge, Charge and Field Effects in Biosystems-2, Ed. Plenum press
[4] Remizov, Fisica Médica y Biologia, Ed. MIR, Moscu, 1980

[5] Van Holde, Bioquimica-Fisica, Ed. Alambra,1996

[6] Bergethon, Simons, Biophysical Chemistry: Molecules to Membranas, Ed. Springer-
Verlag

[7] Olguin, Quifiones, Flores, Fundamentos de electroquimica, Ed. IPN, 2000

[8] Nuiicz, Peldcz, Flectroquimica electrodica: Estudio de los electrodos en equilibrio, Ed.
IPN, 2000 -

[9] . Ross MacDonald, Impedance spectroscopy, J. Ed. John Wiley & Sons.

[10] John R. Scaly, David C. Silverman, and Martin W. Kending, Impedance
Electrochemical, Analysis and Interpretation, Ed STP 1188 ASTM.

56



Capitulo V
Obtencion de la difusividad térmica de plasma y suero sanguineo
utilizando una lente térmica

Introduccitén

Las técnicas fototérmicas comprenden un grupo de métodos de caracterizacion de alta
sensibilidad utilizados para la determinacion de propiedades 6pticas y térmicas de los
materiales. El principio fisico basico de esta técnica consiste en que la luz incidente en una
muestra induzca un cambio térmico de la misma. Una parte de la energia absorbida es
convertida en calor y provoca un calentamiento de la muestra. Este calentamiento induce
un ¢cambio de temperatura de acuerdo con los parametros termodinamicos de la muestra. La
base de los métodos que componen las técnicas fototérmicas es una medida en la vanacion
de temperatura, presion, o de la densidad que puede ocurrir debido a la absorcion éptica.

En 1988 Crouch, clasificd las técnicas fototérmicas como un grupo de métodos
indirectos para analizar la absorcion optica. Los métodos indirectos no miden la luz
transmitida usada para excitar la muestra, sin embargo determinan la eficiencia de la
absorcion optica de la misma. Una vez que el calentamiento resultante en la muestra €s una
consecuencia directa de la absorcién dptica, se forma una sombra en una pantalla de forma
circular y su tamafio y forma dependen de la absorcion de luz.

La naturaleza indirecta de la espectroscopia fototérmica resulta en mediciones mds
sensibles que las mediciones por métodos de transmisién convencionales. Dos de las
caracteristicas que hacen mas sensible la espectroscopia fototérmica son la amplificacion
de la sefial y la precision con que pueden medirse los pardmetros térmicos y épticos.

El efecto fototérmico del poder de amplificacién de la sefial Gptica medida se conoce
como factor de incremento (Dovichi y Harris 1979, Mori 1982), es una sefial obtenida
usando espectroscopia fototérmica y comparada con la espectroscopia de transmisién
convencional'’. El otro factor de incremento depende de la temperatura y de las
propiedades Opticas de la muestra, de la potencia y energia de 1a fuente de luz usada para la
excitacién, y de la geometria Optica usada para excitar la muestra. Tanto ¢l valor de la
potencia como la energia optica de excitacion son variables que dependen de la geometria
oOptica y pueden ser por lo tanto controladas por el experimentador. Una segunda raz6n por

la cual para las técnicas fototérmicas son mas sensibles que las mediciones de transmision
es la precision con que pueden ser realizadas.

La magnitud de la sefial obtenida por técnicas fototérmicas depende del método usado o
del tipo de muestra analizada. Es dificil especificar un limite absoluto de deteccion por

fototérmica pero son dos o tres ordenes de magnitud mas sensibles que por espectroscopia
de transmision convencional.
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Principios bisicos de espectroscopia fototérmica

Los procesos basicos responsables de la sefial fototérmica estdn mostrados en el
siguiente esquema:

Exitacion Optica

Variacién en la temperatura <=> Variacion en la densidad ¢> Variacién en la presion

Haz de prueba I:D Variacifm en el indice de refraccion :D Sefial fototérmica

Figura 5.1 El esquema ilustra como se realiza ¢l analisis mediante métodos fototérmicos.

La radiacién dptica utilizada para excitar una muestra generalmente es un laser de baja
potencia. La muestra absorbe parte de la radiacién, resuitando en un incremento de energia
interna. Como consecuencia ocurre un cambio de la temperatura en la muestra. Este cambio
de temperatura ocurre en un intervalo de tiempo menor qgue ¢l minimo exigido para que la
muestra se expanda o en algunos casos contraiga, un cambio en la temperatura resultard en

una variacion en la presion local donde actuen el laser de excitacion. Esta perturbacion sera
disipada en forma de ondas acusticas.

Inicialmente la luz incidente, de la cual una fraccién es absorbida, puede generar
basicamente cuatro efectos con la energia transferida:

1.- Relajacion radiativa: esto es que parte de la radiacion absorbida es reemitida
2.- Relajacion térmica: una fraccion absorbida es transformada en energia de vibracion
3.- Estado metastable

4.- Reaccion quimica: una fraccion absorbida es utilizada para realizar reacciones
quimicas

A consecuencia de estos efectos la muestra sufre un calentamiento y posiblemente una
reaccion quimica. Los efectos térmicos que pueden ocurrir son:

1.- Variacién en la temperatura de la muestra
2.- Variacion de la densidad

3.- Variacién en la presion

4.- Variacién quimica
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La medida de estas tltimas cuatro variaciones es lo que refleja las propiedades dpticas

y térmicas de la muestra estudiada y representa el pilar de los métodos fototérmicos.

Interaccién Optica Energia Transferida Efecto Fototérmico
Relajacion radiativa Variacion en
la tempersatura
.. . Variacién en
Absorciény_ Relgjacion térmica ] ia Presion
. e calentamiento
dispersion inelastica
de la muestra Variaci
Estado Metastable anacién en
la densidad
Reaccion Quimica Variacién
quimica

Figura 5.2 Procesos por los que pasa la muestra en un andlisis fototérmico.

Métodos experimentales de la espectroscopia fototérmica

Los métodos fototérmicos pueden ser divididos en tres grupos principales de acuerdo a

lo que mide cada uno:

Medida de temperatura

Calorimetria: mide la variacion de temperatura de la muestra

Emision infrarroja: mide la emisi6n en la longitud de onda infrarroja
Radiometria Fototérmica: mide la emision en la longitud de onda infrarroja

Medicion de presion
Espectroscopia fotoacistica: mide las ondas acusticas

Medicion de la densidad

Lente térmica: mide la variacion del indice de refraccion
Interferometria fototérmica: mide la variacion del indice de refracciéon
Deflexion fototérmica: mide la variacion del indice de refraccion
Refraccion fototérmica: mide la variacién del indice de refraccion
Difraccion fototérmica: mide la variacion del indice de refraccién
Deflexion superficial: mide la deformacién superficial

Lo que utilizaremos en este trabajo es la medicién de la variacion del indice de

refraccion usando un arreglo de lente térmica.
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Efecto de Lente Térmica

Introduccion historica

Descubrimiento del efecto experimental. JAP,1964

El efecto de lente térmica fue descubierto en 1964 en los laboratorios de la Bell
Telephone. Entre los descubridores estaban los brasileiios R C. C. Leite y S. P. S. Porto.
Este hecho ocurrié de manera accidental cuando al introducir un colorante dentro de la
cavidad de un laser He-Ne, ellos observaron que la intensidad en el centro del laser, en el

detector, tenia una variaciéon en una escala de milisegundos. La siguiente figura es una
representacion del experimento realizado.

- A=) 8

Figura 5.3 Representacion del experimento realizado por Leite ¥ Porto en
1964, para demostrar el efecto de lente térmica en los laboratorios Bell.

F son fotodiodos, A es una abertura, Mp es un espejo de reflexién parcial, M son

espejos, I son iris, S es un obturador, L es un tubo laser, AM es la muestra y MP es un
medidor de potencia.

Montaje de experimentos extracavidad. 1970

El efecto extracavidad fue observado en la década de los 70 por Whinnery y Hu.
Demostraron que el efecto de lente térmica inducido con una muestra fuera de la cavidad
del laser era mas simple desde ¢l punto de vista tedrico, ofreciendo grandes ventajas con

relacién a la intracavidad, por ser més facil de realizar. La configuracion utilizada se
mugstra en la figura 5.4;

52em 4.T8m
p———st—+{

Laser He-Ne G || . ,\‘\
lente

muestra " espejo
Shuiter e
\ - - 450cm

...I’
-
" \

Detector Pinhele

Figura 5.4 Representacidn del experimento realizado por Whinnery y Hu
en 1970, para demostrar el efecto extracavidad de una lente térmica.



Modelo aberrante para un sistema de dos laseres desacoplados. JAP,1994

Las configuraciones experimentales fueron cambiando desde la primera version
experimental que utilizaba un laser, ahora se utilizan dos laseres, siendo mas sensible a la
utilizada en un principio, y se caracteriza por utilizar un liser de prueba con didmetro
mayor que el laser de excitacion conocido como modelo aberrante, trata la lente térmica
como consecuencia de un cambio en la longitud del camino optico del laser de prueba; en
este experimento se muestra que la intensidad del laser de prueba en el detector es una

funcion del tiempo.
Formacién de la lente térmica

Un haz de luz salc del laser de excitacion, llamado haz de excitacion con un perfil de
distribucion de intensidad de tipo gaussiana.

Figura 5.5 haz de excitacién con un perfil de
distribucion de intensidad de tipo gaussiana.

Cuando parte de su radiacién se absorbe por la muesira se convierte en calor y se
induce un cambio radial de temperatura ¢n la muestra, lo que a su vez provocarda una
variacion en el indice de refraccion de la muestra iluminada y tomara una forma espacial de

una lente.
perfil ganssiun<

Figura 5.6 Formacion espacial de la lente
térmica en la muestra al incidir el haz del laser
de excitacién.

muestra

Formaciim de la
lewie Ermica
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Un principio fisico de la lente térmica es que la luz incidente sufre una desviacién en la
region de mayor indice de refraccién. Asi cuando incidimos otro haz laser, llamado haz de

prueba, éste sufrird una convergencia o divergencia, dependiendo de la naturaleza de la
muestra utilizada y del cambio en el indice de refraccion.

lente 1

har de prueba har de excitacién

/-.../

lente térmica

Figura 5.7 El haz de prueba puede sufrir una convergencia o divergencia,
dependiendo del cambio en el indice de refraccién respecto a la temperatura.

Este efecto puede ser observado en sélidos, liquidos y en gases, s6lo cuando estos
materiales scan transparentes. Cuando la variacién del indice de refraccion (dn/dT) es

negativa tendremos una lente divergente, y cuando es positiva la variacién sera una lente
convergente.

Principales aplicaciones de la espectroscopia de lente térmica

Debido a su alta sensibilidad, la espectroscopia de lente térmica ha sido usada en el area
de la quimica analitica para la determinacion de trazas en especies quimicas organicas e
inorganicas, en estudio de virios Opticos, etc. A través de estas técnicas es posible detectar
absorbancias del orden de 107 ¢m™. Por ejemplo se pueden detectar concentraciones de
3x107! moles del complejo Fe(Il) en solucion de cloroformo, usando un laser de Argén con
600mW de potencia. Pero en general esta técnica puede utilizarse para caracterizar
propiedades Opticas y térmicas de:

Sélidos y liquidos transparentes

Medicion de propiedades opticas

Evaluacién de concentraciones de mezclas

Tiempos de relajacion en procesos fototérmicos ultrarripidos

A continuacidn se presentan algunas mediciones de la difusividad térmica en aceites:

aceite Difusividad térmica (10-4 cm2/s
Mauritia Flexuosa  (Buriti) 9.5
Copaifera officinalis (Copaiba) 16.7
Caryocar brasiliense (Piqui) 3.8
Orbignia Martiana (Babacu) 6.7
Oliva 5.4

Tabla 5.1 Difusividad térmica en aceites.
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Por otro lado los parametros térmicos son una part¢ muy relevante en las propiedades
fisicas de los tejidos biologicos, en particular la sangre humana juega un papel importante
en ¢l proceso de intercambio de calor con su medio; en las venas periféricas, y en los
drganos que tienen gradientes de temperatura provocados por agentes externos. Algunos
estudios de las propiedades térmicas de sangre se han reportado'” aunque no la difusividad
térmica de suero ni plasma por la técnica de lente térmica. La aplicacién de lentes térmicas
en cl estudio de materiales organicos y cristales liquidos es reciente. Esta técnica requiere
una muestra que no absorba en el ancho de banda de la longitud de onda del laser de prueba
y tampoco en ¢l ancho de banda de la longitud de onda del laser de excitacién.

Metodologia experimental
La metodologia llevada a cabo para este experimento fue la siguiente:

1.- En el Centro Estatal de Transfusiones de Guanajuato se extrae de cada donante una
muestra de 3ml de sangre entera, promediando 30 donantes diarios entre 8am a 1 lam.

2.- La biometria de las muestras se obtiene con un equipo Celldyn 1700 marca Abbot
por el personal del Centro Estatal de Transfusiones de Guanajuato.

3.- Las muestras requeridas son plasma y suero, asi que su separacion de la sangre,
debe ser el procedimiento ya descrito en el capitulo IV.

4.- Se recogen de 10 a 15 muestras que pueden ser de suero o plasma, con la biometria
correspondiente a las 11am, recolectandolas en un contenedor a 0°C y son transportadas
cuidadosamente al CINVESTAV Unidad Querétaro donde se cuenta con el dispositivo
experimental de lente térmica.

5.- Se calibra ¢l equipo de lente térmica de 2 a 3pm con los parametros estandar (ver
Tabla 5.2} de acuerdo a los laseres que se tienen y al arreglo dptico experimental.

6.- A partir de las 3pm una a una son sacadas las muestras del contenedor para

analizarlas por espectroscopia de¢ lente térmica y son colocadas en un recipiente de cuarzo
de 1cm x 14.5cm x 1 cm (fisher scientific 14-385-910).

7.- La misma muestra es analizada por espectroscopia de IR para verificar la absorcién
Optica y estar en el rango adecuado para aplicar el método de lente térmica.

8.- Se registran nueve mediciones de cada muestra para hacer la estadistica de ajuste. El
experimento para tomar los datos de un espectro solo tarda un minuto.

9.- Cuando se corren los espectros de lente térmica y de IR después se hace el andlisis

de ajuste de los datos con el programa Origin 6.0, se grafica en forma de histograma con
los parametros ¢léctricos obtenidos y se realiza una correlaciéon con los parametros de la
biometria.

El procedimiento 4 se repitié en tres ocasiones para obtener las muestras necesarias
para un buen analisis estadistico.
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Descripcion del experimento de lente térmica

Para realizar los experimentos de espectroscopia de lente térmica utilizamos un arreglo
experimental en modo desacoplado:
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Figura 5.8 Arreglo experimental en modo desacoplado, utilizado para medir la difusividad
térmica de las muestras de suero a partir del principio de formacion de lente térmica.

Donde L1 y 1.2 son lentes convergentes, M son espejos planos, O es un obturador, F
son fotodiodos, Fi ¢s un filtro, P es un pinhole, LE es ¢l laser de excitacion, LP es el laser
de prueba, OD es el osciloscopio digital, A es 1a muestra, S es la sefial de la lente térmica,
T es la sefial del trigger. Esta configuracién es la que se utilizd para realizar los
experimentos que generaron los resultados de este trabajo.

El sistema fue montado en una mesa Optica libre de vibracién, los lentes L1 y L2 son
montados sobre transladores XY para permitir un perfecto alineamiento. La incidencia del
laser de excitacion en la muestra fue controlada por un obturador de luz acoplado al puerto
paralelo de una PC para indicar €l inicio de la adquisiciéon de datos. El laser de¢ prueba
después de pasar por la muestra fue desviado por los espejos M1-M3 para llegar al
fotodiodo conectado al sistema de captura de datos. Un diafragma con apertura de 2mm fue
colocado sobre el fotodiodo posibilitando analizar solamente el centro del haz del laser de
prucba. El angulo de inclinacion del laser de prueba en la muestra fue de aproximadamente
un grado con respecto al laser de excitacion. Un filtro con pasa banda en 632.8nm fue



posicionado en frente del fotodiodo 2, impidiendo que la luz ambiental o del laser de argon
(laser de excitacién) contribuyan a la sefial.

Para colocar la muestra se recomienda colocarla en la cintura del laser de excitacion y
aproximadamente a Z; = 10m de la cintura del laser de prueba.

Figura 5.9 Representacién esquemdtica del laser de
prueba (rojo), laser de excitacién (verde) y el plano
donde se localiza la muestra con algunos pardmetros
importantes del experimento.

A través del espejo M5 realizamos el alineamiento(ajuste del espejo M5 ver gréfica
5.8). de modo que el centro del laser de prueba pase por ¢l diafragma, que se encuentra el
la abertura del fotodiodo 2, con esto s¢ maximiza la sefial en el detector Durante este
proceso el laser de excitacion es interrumpido por el obturador, el siguiente paso es permitir
que el laser de excitacion pase a través de la muestra. Para que se obtenga un perfecto
alineamiento, a través el translador XY, la lente L1 se ajusta de modo que el laser de
excitacion pase por el centro del laser de prueba. En esta fase pueden ocurrir dos
situaciones: que la muestra presente un cambio en ¢l indice de refraccidon respecto a la
variaciéon de la temperatura (ds/dT) negativo, esto hace que el laser de prueba sea
divergente al pasar por la lente térmica formada en la muestra y por tanto la seiial en el
fotodiodo F2 disminuird; en caso contrario para (ds/dT) positivo la sefial del detector
aumentard. Por esta razon es muy impertante ¢l alineamiento del dispositivo optico, para
minimizar la sefial del laser de prueba al pasar por la lente térmica cuando el gradiente es
negativo, o bien para maximizar la sefial si el gradiente es positivo. Una vez obtenido el
alineamiento, el experimento puede llevarse a cabo sin alterar ningin parametro ajustado,
unicamente manipulando el obturador para permitir que el laser de excitacion incida en la
muestra. Es importante remarcar que este haz de excitacion no debe permanecer un tiempo
largo (més de 2 seg.) sobre la muestra ya que puede ocurrir un calentamiento severo de la
misma. Por esta razon se midié la temperatura de las muestras al inicio y al final del
experimento con un termopar de precision. Ademas se obtuvo el anilisis de IR para

descartar cualquier absorcién importante en el rango de la longitud de onda de los laseres
del experimento.
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Muestras de plasma y suero

Las muestras fueron obtenidas mediante el procedimiento descrito en ¢l capitulo
anterior.

Por un lado la separacion del plasma es relativamente facil, sin embargo hay que
considerar el hecho que implica obtener el suero de una muestra de sangre entera. Ademas
si la muestra ha de ser enviada a otro Laboratorio ésta deberia estar separada del codgulo ya
que los golpes sufridos por las células en ¢l coagulo, durante el viaje, puede originar su
rotura y que se produzca hemolisis, que afectar negativamente a la mayoria de las pruebas.
Para la correcta realizacion y envio de muestras para realizar pruebas bioquimicas,

hormonales y electroforesis se debe emplear suero o plasma separado en tubos de
poliestireno estériles y refrigerados a 4°C.

En la tabla del apéndice C se expone la interferencia de los diferentes anticoagulantes
utilizados, influencia de factores externos en la confiabilidad y estabilidad de las pruebas.

Especificaciones de los instrumentos

La muestras se colocaron en una cubeta de cuarzo de lcm x 14.5cm x 1 cm (fisher
scientific 14-385-910) entre dos lentes convergentes, Lel (B1-CX Melles Griot,
01LDX222 distancia, focal de 23.4cm) y Le2 (B1-CX Melles Griat, 01LDX205, distancia
focal de 15cm); a una distancia de 23cm y 25cm. Respecto a cada uno de ellos.

El haz de prueba se hizo pasar a través de un filtro neutro (Melles Griot, 03FNA220)
colocado antes de Le2. Al salir de la muestra se hizo incidir en una serie de espejos para

recorrer una distancia de 3.8m antes de llegar al fotodetector de Silicio-pin, frente al cual se
colocé un diafragma con una apertura de 1mm de diametro.

El haz de excitacion se hizo pasar a través de un filtro neutro (Edmund Industrial Optics
L30-889) colocado antes de la lente Lel. Al salir de la muestra se hizo incidir en un espejo

para dirigirse hacia el disparador y activarlo, permitiendo la captura de los datos en la
pantalla del osciloscopio.

Los laseres utilizados son:
1.- laser de excitacion: Argon de 3mW
2.- laser de prueba: He-Ne de 2.4 mW

Utilizamos para los experimentos fotodiodos que poseen respuesta lineal para la
variacion de intensidad luminosa y corto tiempe de respuesta, en la escala de

nanosegundos. El osciloscopio usado fue el HP54615B, de 500Mhz, equipado con
memoria de almacenamiento de datos.

S¢ estuvo monitoreando la temperatura de la muestra para evitar alteraciones en la
medicion debida a un cambio brusco en las condiciones de temperatura iniciales.

La obtencion de la difusividad térmica se hizo capturando la sefial durante 2 segundos y
ajustandola a un modelo tedrico de difusividad térmica® del cual se deduce la siguiente
ecuacion en base a pardmetros y variables experimentales del arreglo optico:



I(t)=1,|1- g arctan| — 2mV

k1+zm)’+v=]x(;]+1+zm+v=

Figura 5.10 El spot del haz de prueba se proyecta en una
pantalla con un fotodiode en el centro para registrar la
intensidad del haz.

Figura 5,11 El radio del haz de pureba es mayor que ¢l radio
del haz de excitacion para poder dispersar mas en un medio.

I(t) es la intensidad del
centro del haz de prueba en
funcién del tiempo e Ip es la
intensidad del mismo al
tiempo cero, cuando todavia
no se produce el efecto de
lente térmica. La intensidad
registrada es proporcional al
voltaje medido en el
fotodetector, por tanto, se
puede utilizar directamente la
lectura del osciloscopio.

El parametro m depende
del montaje experimental y
representa la proporcion entre
el radio del haz de prueba @,
y el radio del haz de
excitacion ®, medidos
justamente en el plano donde
¢sta la muestra:

El parametro m es adimensional y para este experimento tiene un valor de m = 105.45

El parametro V también depende del montaje experimental y es una proporcion entre
la distancia que existe de la cintura del haz de prueba a la muestra (Z,) y la distancia

confocal’ del haz de prueba (Z,).

N

v="1
ZC

El valor de V en este experimento es V =9.76
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Los pardmetros T y O se obtienen directamente de la regresion no lineal de Levenberg-
Marquardt, corrida mediante el software Origin aplicandose a la ecuacién teérica utilizando
los datos experimentales de cada corrida del experimento para una muestra en particular. El

parametro T es la constante de tiempo caracteristica de la lente térmica v el parametro O es
una diferencia de la fase termalmente inducida®®.

Los parametros reportados fueron obtenidos con ¢l médelo aberrante de lentes térmicas

y usando el modelo desacoplado y las grificas caracteristicas de las muestras de plasma son
como se muestra a continuacion.

Pardmetros Valor
Potencia del laser de excitaciéon = P, 3Imw
Potencia del laser de prueba =P, 2.4 mW
Radio del haz de excitacion = o, 43.4 uym
Longitud de onda del haz de excitacion = A, 632.8nm
Radio del haz de prueba = wy 443.67 pm
Longitud de onda del haz de prucba = 2, 488nm
Proporcion entre el radio del haz de prueba y el de excitacién = m 105.45
Proporci6n entre la distancia Z, y la distancia Z¢ =V 9.76
distancia confocal del haz de prueba = Z¢ 1.024 cm

Tabla 5.2 Par&metros utilizados en €] experimento de lente térmica.

Finalmente la difusividad térmica se obtiene de la siguiente expresién:

®,
=
47
Incertidumbres

De la técnica utilizada

Esta técnica fototérmica es de alta sensibilidad y se pueden detectar absorbancias del
orden de 107 c¢m™, por lo que el error asociado al dispositivo es despreciable para los
efectos practicos de la experimentacién. Entonces la incertidumbre sistematica solo puede
deberse en mayor medida al movimiento de particulas relativamente grandes en el fluido
que se esti analizando, ya que esto ocasiona mayor dispersion en el laser de prueba y
excitacion, obteniéndose una sefial con ruido. Por otro lado en menor medida contribuyen
los movimientos mecanicos que son casi nulos al montar el dispositivo en una mesa optica.

Se han eliminado todas las fuentes sabidas de posibles errores tomando en cuenta que:

- La muestra no presenta movimiento de altas concentraciones de particulas grandes

- No hay vibracion mecénica del dispositivo experimental

- La muestra no tiene un pico de absorcion en la longitud de onda del laser de
excitacion, asi como tampoco lo presenta en la longitud de onda del laser de prueba

- No hay efectos de variacion en la temperatura de la muestra al momento de estarse
corriendo el espectro
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- El rango de temperaturas en las que se realizan todas las mediciones debe ser en el
mismo.

-La incertidumbre referente al ajuste del modelo por la regresion no lineal de

Levenberg-Marquardt, para obtener los pardametros T Yy O representa un error menor al 1%
de acuerdo a la correlacién obtenida.

De las muestras analizadas

En general los tejidos biolégicos tienen caracteristicas de variabilidad en la
transparencia, siendo el suero mas transparente que el plasma por el mismo proceso de
separacion, esto es porque el suero se obtiene después de una depositacién de coagulo (con
fibronogenos) lo cual hace que arrastre a su paso particulas suspendidas (moléculas
grandes). Existen variaciones naturales propias del fluido por el historial clinico puede

presentar mas anticuerpos, grasa, glucosa, etc. Por esta razon es posible que haya una
dispersién moderada de los datos.

Grificas caracteristicas para obtener la difusividad térmica

Las graficas son realizadas por el software Origin 6.0 utilizando los datos calculados
mediante un ajuste de la ecuacién de lente térmica usando el mismo software. La linea roja
representa el ajuste de los puntos experimentales.

Note el tipo de respuesta exponencial decreciente que representa cémo la intensidad del
laser de prueba (proporcional al voltaje medido en el fotodetector) decrece con el tiempo
cuando el ldser de excitacion incide sobre la muestra. Tenemos una variacion en el indice

de refraccion negativa entonces se forma una lente divergente en la muestra en la figura
5.7.

T T T T
0.80 - H i
]
]
-
|}
0.55 = .
a2
o
2 0.50 4 -
o
3
> 048] i
0.40 - 4
T T M L A T v 1
09 05 1.0 15 20
Tiempo (ms)

Figura 5.12 Gréafica caracteristica de la relajacion de una
muestra en e} experimento de lente térmica.
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Capitulo VI
Resultados

Resultados del analisis por espectroscopia de impedancia eléctrica.

El objetivo fundamental de esta tesis ha sido la caracterizacidén de la sangre y sus
componentes basicos mediante la medida de su impedancia eléctrica y la difusividad
térmica de suero. Para realizar esto se han empleado dos técnicas diferentes, como son las
espectroscopias de impedancia eléctrica (método ¢léctrico) y de lente térmica (método
fototérmico) realizindose contribuciones en uno y otro campo.

El estudio busca la aplicacion de la espectroscopia de la impedancia eléctrica y
fototérmica (método de lente térmica) en aplicaciones clinicas preliminares, y en concreto
para la caracterizacion del tejido sanguinco, en sangre entera y componentes principales
(eritrocitos, leucocitos, plasma). Partiendo por un lado del modelo eléctrico establecido y
por otro lado de la difusividad térmica, posteriormente correlacionando estos pardmetros
con las propiedades citométricas establecidas de un analisis riguroso del laboratorio del
centro de transfusiones del estado de Guanajuato.

Resultados del anilisis por EI

Nuestro interés se centra en las propiedades eléctricas de la sangre de acuerdo a la
capacidad de permitir la conduccidén de corriente cuando se le aplicada un voltaje, estos
parametros estan basados en un modelo de circuito eléctrico tipo Cole-Cole propuesto y
justificado para tejidos biologicos, en donde se ticnen los tres elementos basicos:

resistencia en serie (Rs), resistencia en paralelo (Rp), y el elemento de Cole Cp (descrito en
¢l capitulo I).

Figura 6.1 Modelo de circuito eléctrico tipo Cole-Cole propuesto.

La medida del espectro de impedancia de un sistema biolégico nos proporciona
informacién de sus caracteristicas eléctricas pasivas. Sin embargo, para poder extraer
informacion 1til es necesario o bien correlacionar directamente estas medidas con algin
mecanismo fisiologico o bien ajustarlas a un modelo. Por lo anterior las magnitudes de
estos parametros eléctricos, se utilizaran para la caracterizacion del tejido con respecto a un
andlisis clinico estandar de citometria.

Es importante remarcar dos aspectos fundamentales en todos los estudios de EI
realizados:
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1.- El numero de elementos constitutivos de las muestras hematicas es extremadamente
abundante para ser abarcado por un solo estudio cientifico, tomando en cuenta desde
eritrocitos hasta electrolitos, anticuerpos, eic.

2.- En todos los experimentos la muestra se encuentra rodeada de aire, es decir, que la
muestra no esta dentro de un medio donde hay sangre u otro fluido. Hay dos razones por
las cuales ¢l dispositivo contenedor con electrodos no se deja dentro (inmerso en la sangre)
del tubo de ensayo mientras se realiza la toma de datos por EI.

La primera tiene que ver con uno de los objetivos del trabajo; tener una muestra
relativamente pequefia para la caracterizacion del tejido, para posiblemente en un futuro
hacer un diagnostico preliminar por esta téenica (como ocurre con la glucosa en la sangre).

L.a segunda razén se relaciona con algunos trabajos anteriores que se realizaron en el
IFUG, en donde se dejaban las muestras dentro de la sangre y los pardametros eléctricos
determinados asi eran sensiblemente diferentes a los que se reportan en esta tesis. Esta
diferencia pucde ser explicada en términos del flujo idnico, mas que la corriente de
desplazamiento, cuando se tiene una muestra de 2 microlitros el fluido i6nico puede
establecer una corriente dependiente de su concentracion, entonces queda limitada a la
cantidad en cuestidn, cuande el contenedor con electrodos es colocado dentro de un
recipiente con sangre, y permanece ahi mientras s¢ realiza el analisis de EI se tiene en el
medio circundante a los electrodos mayor cantidad de carga que puede ser movida y esto
causa que los parametros eléctricos se vean afectados.

Sangre entera

El espectro caracteristico para la sangre entera no presentaba una dispersion
significativa para las bajas frecuencias, como se aprecia en la figura 6.2.
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Figura 6.2 Grafica Z' vs. Z" para sangre entera normal.
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Se analizaron un total de 58 muestras correspondientes a sangre entera obteniéndose los
siguientes histogramas después de analizar los espectros y determinar los pardmetros
eléctricos (Rp, Rs, Cp, P) de cada muestra utilizando el modelo Cole-Cole.
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Figura 6.3 Histograma de la resistencia en paralelo Rp. Figura 6.4 Histograma de la resistencia en serie Rs.
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Componentes principales de la sangre

Para los componentes de la sangre debido a sus caracteristicas se tuvieron un numero
de muestras reducido, sin embargo debido a su repetibilidad y reproducibilidad los datos
son aceptables. Se analizaron un total de 11 muestras de cada componente,
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Figura 6.7 Histograma de la resistencia en paralelo Rp.
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Leucocitos
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Figura 6.11 Histograma de la resistencia en paralelo Rp.
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Plasma
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Figura 6.11 Histograma de la resistencia en paralelo Rp. Figura 6.12 Histograma de la resistencia en serie Rs.
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Espectros caracteristicos de EI de los componentes de la sangre (glébulos rojos,
globulos blancoes y plasma)

Se tiene que los componentes de la sangre presentan graficas de impedancia
caracteristicas como se observa en la siguiente grafica.
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Figura 6.15 Grafica comparativa de los
componentes sanguineos mas importantes.

En la figura 6.15 se¢ aprecia que la impedancia a bajas frecuencias es mas alta para
leucocitos, que para eritrocitos, quedando el plasma en una impedancia intermedia, esto
representa una caracteristica importante que los identifica (ver los datos reportados para

Rp). Para altas frecuencias la impedancia de cada componente tiende a ser la misma
{convergen a cero).

También se ha observado que a bajas frecuencias se presentan mas perturbaciones para
leucocitos y plasma, como las que aparecen en la figura 6.15. Esto se debe a que el sistema
expuesto en los primeros instantes a un campo eléctrico tiende un reacomodo de carga para
minimizar los caminos de transferencia entre los electrodos.
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Correlacion de los pardametros eléctricos de los componentes de la sangre
Para que se correlacionar los resultados de la caracterizacién utilizamos ahora los

parametros eléctricos obtenidos, para graficar comparativamente los componentes de la
sangre.
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Figura 6.16 Correlacion de los componentes de la
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sangre para el parametro Rs.
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Resultados de la difusividad térmica del suero

La evoluciéon temporal de la sefial de lente térmica en una muestra tipica de suero
presenta una fuerte dispersién, ya que aunque el suero es resultado de un proceso de
sedimentacién a partir de un coagulo y ain tiene un gran numero de macromoléculas
orgénicas y granulocitos. Para reducir el error que puede ser producido por la dispersion se

analizd cada muestra de nueve a diez veces, tomandose un promedio de los valores
obtenidos.
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Figura 6.51 En la grafica se observa la dispersién de la
muestra después de los 0.75ms.

El siguiente histograma de frecuencia fue el resultado de los nueve promedios.
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Figura 6.52 Histograma representativo de los
promedios de difusividad térmica.
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La técnica de lente térmica requiere que la muestra no absorba en el rango de longitud
de onda de los laseres (de prucba y de excitacién). Para evitar que se tenga un
calentamiento excesivo por la absorcién de cualquiera de los laseres en la muestra se
realizaron estudios de absorbancia en el rango de 300 a 800nm, encontrandose un pico de
absorbancia de la muestra en 410nm, siendo una longitud de onda que no es cercana a la
longitud de onda de los laseres, ya que ¢l laser de prueba He-Ne tiene una longitud de onda
de 488nm y ¢l laser de excitacion tiene una longitud de onda de 632.8nm. La literatura
reporta® un valor para la difusividad del plasma humano de a =(1.21 £ 0.05) x10° cm?/s.

‘ Espectro UV-VIS

300 400 500 600 700 800
‘ long. de onda {(nm.)

Absorbancia
O AN Wb

Figura 6.53 En la muestra se encontré un pico de absorbancia a una longitud de onda de 410nm
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Resultados de la citometria para sangre entera
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Figura 6.54 Histograma del conteo de eritrocitos.
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Hemalocrito
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Figura 6.56 Histograma del porcentaje de hematocrito.
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Figura 6.58 Histograma de la cantidad MCH.
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Figura 6.60 Histograma del porcentaje de RDW.
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Figura 6.61 Histograma del conteo de leucocitos.
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Figura 6.65 Histograma del porcentaje de MID.
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Figura 6.66 Histograma del conteo de Granulocitos.
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Conclusiones

Sangre entera

La espectroscopia de impedancia eléctrica y 1a aplicacién del modelo Cole-Cole en el
tejido sanguineo completo (sangre entera) de pacientes aptos para donacién, ha permitido
realizar los histogramas, de los cuales se obtienen los valores de los pardametros eléctricos
que caracterizan en conjunto a la sangre entera estindar. Mas adelante se dard la
explicacidn detallada del uso de la caracterizacion de sangre cuando es aplicada a pacientes
con algun padecimiento que afecta a las células sanguineas.

Componentes de la sangre

Las graficas comparativas de los componentes respecto a los parametros eléctricos del
modelo Cole-Cole nos permiten hacer el andlisis que se requiere para la caracterizacion en
los componentes de la sangre asi tenemos las siguientes conclusiones:

- La resistencia en paralelo del modelo eléctrico resulta un factor importante en la
representacion de la conductividad dentro del fluido. Con este dato podemos
diferenciar claramente los glébulos rojos de cualquiera de los componentes de la
sangre. Con respecto al plasma y a los glébulos blancos tenemos que el error es
relativamente bajo pero se diferencian en un estrecho margen de resistividad, asi que
necesitamos otro parametro que caracterice claramente a estos componentes enire si.

- La resistividad en serie del modelo eléctrico es en parte provocada por la interaccién
en la interfase electrodo-muestra. Con este parimetro es posible diferenciar
claramente el plasma de los gidbulos blancos, y €stos a su vez de los eritrocitos . Las
barras de error de cada uno no se traslapan con el siguiente, lo que indica que es un
buen parametro para hacer la caracterizacion.

- El parametro Cp del modelo eléctrico en principio se supuso como el que pudiera
estar intimamente relacionado con la caracterizacidn, sin embargo no fue asi, la
grafica comparativa muestra que las barras de error estan traslapandose y de esta
forma no es posible tomar la medida de Cp como pardmetro confiable en la
caracterizacion de los componentes de la sangre,

- El valor de la potencia en el modelo eléctrico podria utilizarse en conjunto con la
resistencia en serie, la resistencia en paralelo o bien con ambas para comprobar ¢l
estado del componente analizado. Porque si bien se aprecia definidamente la
variacion en la potencia con relacion a los componentes de la sangre hay un pequeiio
traslape de las barras de error que hace disminuir el intervalo de confianza para hacer
un juicio objetivo del estado de la muestra.

- Con base en lo anterior es posible diferenciar los componentes basicos de la sangre en
pacientes aptos para donacién, Este hecho se fundamenta en los pardmetros expuestos
en tres de las graficas comparativas; Resistencia en paralelo vs. Componentes,
Resistencia en serie vs. Componentes y Potencia vs. Componentes. Se deben utilizar
en conjunto para hacer un estudio mas completo de cada componente.
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- Los leucocitos son las células mas grandes dentro del fluido biol6gico en cuestién,
presentan nicleo grande y con poco citoplasma sin carga neta en su superficie, a
diferencia de los erifrocitos poseen una carga especifica en su membrana que les
confiere un caracter de fluide no newtoniano, es decir, cuando se comprime ¢l fluido,
el trabajo realizado no solo depende de las propiedades mecanicas del sistema sino
también de la contribucion eléctrica de los glébulos rojos. Por otro lado el plasma
formado por moléculas proteicas (cligomeros) y iones en solucién acuosa tiene la
apariencia a un electrolito con particulas en suspension. Por todo lo anterior los
valores de los pardmetros eléctricos encontrados corresponden a las caracteristicas de
cada componente, por ejemplo se esperaba que los leucocitos presentaran mayor
resistencia en paralelo que se demuestra en la primer grafica comparativa, también se
esperaba una mejor respuesta capacitiva, y se observa como sus barras de error son
pequeiias denotando la confiabilidad en el valor de un Cp especifico. Los eritrocitos
tienen mayor conductividad (menor resistencia en paralelo) y tienen mayor dispersién
en el valor de Cp.

Comparacion de los componentes de la sangre con la sangre entera

Cuando se toman en cuenta los valores de la sangre entera y los de cada componente
por separado es posible apreciar una diferencia clara de los datos. En las graficas de
impedancia en el plano complejo (figura 6.20), se observa como resulta la impedancia de
los componentes separados y cuando se encuentran integrados (sangre entera). El modelo
utilizado es lineal y los componentes guardan proporcion directa a la cantidad presente, por
ejemplo el plasma constituye el 55% del total de la sangre, los eritrocitos €l 44% y los
leucocitos solo el 1%. Asi que la contribucién mayor a la impedancia total basicamente la
hacen los eritrocitos y el plasma.
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Figura 6.20 Gréficas caracteristicas de los componentes sanguineos y de la sangre entera



