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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 determiné
que pertenecian a personas aptas para donacién, de edades entre 18 y 35 afios, 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 Jos parametros eléctricos y su correspondiente desviacion estindar. De la
misma manera se analizaren 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 pardmetro 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 caracterizacion 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 vanacién 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 5x10cm2/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 suero normal, tales como proteinas sericas o
inmunolégicas. Esto es de importancia debido a que numerosos fairmacos 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 107", 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 escaléon de potencial eléctrico en tejido muscular cambiaba su conductividad
eléctrica, que habia una polarizacién celular e incluso se reportaron valores de
conductividad que diferfan 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 historicos relevantes y asociados a la espectroscopia de impedancia se
mencionan a continuacion:

e Peltier descubrié en 1834 que habia un comportamiento de polarizaci6n eléctrica en las
células de cuerpos de animales expuestos a corriente directa, (DC).

¢ Du Bois-Reymond, reconocido neurofisiélogo, introdujo €l concepto de polarizacion de
un tejide en 1849.

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

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

e Bernstein y Hber en 1902 propone la hipotesis de membrana celular dependiente de la
frecuencia, especulando que la membrana excluia corrientes a baja frecuencia y dejaba
pasar corrientes a alta frecuencia, esta aportacion es ahora conocida como dispersion
beta, lo que conduciria después a medir el potencial de las membranas celulares.

e Galler report6 en 1913 las primeras mediciones eléctricas precisas de un tejido, utilizando
piel de rana encontrd que la resistencia a 1kHz utilizando AC es apreciablemente mas
pequeiia que a DC, lo que hace suponer un comportamiento capacitivo de la piel

e Gildemeister en 1919, y més tarde Einthoven en 1923, examinaron la dependencia de la
frecuencia en AC de la resistencia de materiales biolégicos. 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
transicion 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 conocié como espectroscopia en el dominio de respuesta temporal,
teniendo entonces muchos problemas técnicos por efectos de polarizacién de electrodo.

e Nikola Tesla trabaj6é en la generacion de corrientes alternas de alta frecuencia, entre
10kHz y 100kHz, y descubri6 que las corrientes de alta frecuencia no producen
contracciones musculares y pueden ser transmitidas a través del cuerpo.



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

Los efectos biologicos 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 ¢l tejido conduce electricidad.

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

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

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

- Existe anisotropia en las propiedades eléctricas de misculos 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 s¢ 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 variacion en la permeabilidad de la membrana celular.

e 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 Diinzen desarrollé una rigurosa teoria para explicar la dispersién beta en las células
suspendidas

A la llegada de la segunda guerra mundial se estimulé ¢l rdpido desarrollo de la
tecnologia de microondas, incluyendo la implementaciéon de aparatos que generaban
corrientes alternas por arriba de los 10GHz. Para finales de los 40’s se desarrcll6 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 suspensién. Wachter fue el primero
en medir la absorcion de microondas en agua, sangre, leche, aceite y otros fluidos



biolégicos. 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 modemos
analizadores y sistemas de medicion en el dominio de tiempo para la determinacién de las
propiedades dieléctricas de muestras biologicas. Mds aun, ahora es posible medir los
parametros ¢léctricos de células por observacién de su respuesta mecdnica a un campo
eléctrico aplicado. Esto tiene una potencial aplicacién para la fusiéon celular por campo
eléctrico inducido, lo cual resulta muy importante en la biotecnologia.

Motivacién de la investigacién

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

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

1.- Entendimiento de los procesos eléctricos en ¢l 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 accion de los campos electromagnéticos sobre el
organismo. Esta puede intervenir como factor preventivo, informativo de diagnéstico 6
curativo; por ejemplo, la resonancia magnética nuclear ¢s de diagndstico 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 seiial eléctrica muchos
pardmetros ne eléctricos de los sistemas bioldgicos 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 pardmetros biolégicos 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
sistemdticamente los materiales biologicos; tal es €l caso en la determinacion de las
presiones parciales de gases en sangre (PO,, PCO,, etc.), midiendo las caracteristicas de
transmision de impulsos luminosos de determinadas longitudes de onda guiadas a través de
fibras Opticas, o la medida de pardmetros quimicos tipicos, tal como el pH, en el sistema
cardiovascular, haciendo uso de indicadores colorimétricos acoplados directamente a fibras
opticas.



Objetivos de la investigacion

1.- Se estudiardn las propiedades eléctricas de la sangre humana, come material
biolégico, y sus principales componentes utilizando 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, érganos y liquidos bioldgicos son
formaciones celulares bastante heterogéneas con diferentes resistencias eléctricas que
pueden expenmentar cambios por acciéon 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 diagnostico. 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 fisiolégicos que provoca la hidrélisis vienen acompaiiados con el aumento de
conductividad eléctrica de la piel®.

2.- Se medird 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 biol6gicos 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 obtencién de las muestras bajo estudio debido a sus implicaciones legales,
morales y sanitarias, prueba de ello se puede ver en el bajo nliimero 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 caracterizacién fototérmica de
materiales biologicos, se utilizd la técnica de lentes térmicas para realizar una medicion de
la difusividad del suero y plasma sanguineo. Esta vertiente de la investigacién aportara un
dato actualizado del mencionado fluido que actualizard la literatura existente.



Metodologia

Se estudiara la respuesta a la frecuencia de una porcién mindscula de sangre humana
sujeta a una estimulacién con CA. Se utilizard un espectrémetro de impedancia y se
investigardn las propiedades del mencionado material biologico. Las muestras serdn
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 seran también estudiados y se investigardn las
particularidades de su respuesta espectroscOpica. Los espectros se estudiaran
estadisticamente y los resultados se presentardn como parametros promedio con su
respectiva desviacion estdndar.

Por otra parte el suero y el plasma sanguineo se obtendrdn de las muestras de sangre
entera por precipitacion 6 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 excitacion, y el otro serd el laser de prueba que percibird
los cambios en el indice de refraccién y en ¢l camino éptico del fluido estudiado. Los
cambios inducidos en la muestra ser4n 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 pardmetro fisico a medir con esta técnica sera la
difusividad térmica. Se debe mencionar que ésta no es la tnica 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 el 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 organicas e inorganicas, 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 coms?lejo Fe(ll) en solucion 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 e
importantes que apareceran en los apéndices.

Justificacién

Con todo el largo historial de estudios en el drea de la espectroscopia de impedancia
desde sus comienzos a finales del siglo XIX, asi como el de la técnica de lentes térmicas
en los altimos 25 afios, e innumerables trabajos sobre tejido humano, aun existe una gran
variedad de estudios y lineas de investigacién 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 dec datos de propiedades eléctricas, térmicas y espectroscdpicas, que la
literatura proporciona para tejidos animales, incluyendo sangre humana, el nimero de
articulos, investigaciones y trabajos que aparecen en la literatura cientifica es muy reducido
ademads de que el numero 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 aplicacién
que va desde el monitoreo de la maduracidon 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 teéricos pueden encontrarse en las investigaciones de Heaviside, alrededor de
1880, siendo aplicados al estudio de circuitos eléctricos estiandares y, ya en la primera
mitad del siglo XX, al estudio de diversos sistemas fisicos cuyas propiedades resistivas
eran funcidn 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 distribucién de
posibles caminos entre los electrodos. El ajuste de este modelo a los datos expenmentales
permite medir la resistencia efectiva de la muestra bajo estudio y otros parametros
asociados con la capacitancia promedio.

Fundamentos teéricos de la espectroscopia de impedancia eléctrica

La espectroscopia por impedancia provee de valiosa informacién 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 funcion 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
cristalizacién, esfuerzo intemno, composicion, etc? cambia también rapida y
heterogéneamente la distribucion de carga eléctrica®, reduciendo o aumentando la
conductividad del sistema, se dice entonces que cambia la polarizacién del mismo. La
razén a la cual una region cambia su polarizacién cuando se aplica un voltaje es
caracteristico del tipo material: por gjemplo el cambio lento se produce en reacciones
quimicas al entrar en contacto con la atmdsfera la interfase del electrodo y la sustancia, y es
répido 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 de]
tipo de iones (carga eléctrica) z?rmente, 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
modemo de caracterizacion de muchas de las propiedades eléctricas de los materiales y sus
interfases con electrodos conductores. Esto es usado para investigar la dindamica de enlaces
moleculares y/o carga en movimiento dentro o en interfases de materiales sélidos y
liquidos, tales como semiconductores, materiales ionicos, mezcla de electrénico-idnico,



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 EL

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

| Sistema material - electrodo |

I T

|_Experlmenw El

/7 B\

Teoria ‘Clrculto equivalente

Modelo fisico
plausible

Modelo
matemstico

EE

[ caracterizacién del sistema ]

Figura 1.1 Bésicamente la espectroscopfa de impedancia puede
estudiarse en relacion al esquema mostrado.

Arreglo experimental

—

electrodos 55—
tubo de easayo

material quido

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, el
cual a su vez esta 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 excitacién externa. La
impedancia de la muestra es almacenada automaticamente en un archivo para su posteror
andlisis 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
invariantes 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 dieléctricas 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 estimulacion eléctrica usados en EI

a) Estimulo por potencial tipo escalén

Se aplica la funcidn escalon de voltaje al sistema (V(t) =0 para t <0, V(t) = V, para
t > 0) y se mide la variacién de la corriente i(t) con el tiempo. La razon V, / i(t), es
frecuentemente llamada la impedancia inicial o variacién de la resistencia con el
tiempo, resultando la medida de la impedancia de la funcién escalén del voltaje
aplicado a la interfase e¢lectroquimica. Tal variacion en el tiempo se estudia
generalmente mediante la transformada de Fourier en el 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 obtiene el espectro de impedancia. Este
enfoque frecuentemente tiene la ventaja de una rapida coleccion de datos puesto que se
aplica s6lo 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 requerir
mucho tiempo de trabajo.

¢) Estimulo por potencial de frecuencia variable

El mas comin y estandar de los estimulos de EI es el que mide la impedancia
directamente en el dominio de frecuencia por la aplicacion 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 seilal. En este trabajo utilizaremos el tercer método para la
determinacion de la impedancia. En seguida se dan las bases tedricas para la respuesta a
este tipo de estimulo, para elementos RC convencionales, y las graficas asociadas a este
analisis.

Teoria de las graficas Z' vs. Z" ¥,

La impedancia es un concepto mas general que el de resistencia porque toma en
cuenta la diferencia de fase involucrada. Por ejemplo, se sabe que una seflal de voltaje a
frecuencia unica puede representarse como V(t) = VgSen(ot), donde Vg es la amplitud y
o es la frecuencia angular, la cual se relaciona con la frecuencia natural como v = ® 7/ 2n,
ver la figura 1.3.

v periodo
T=4
+¥
3 A A
-9 V(1) @ Y, sentat)
L]
o —
3 [
3
2
.‘—i

Figura 1.3 Sefial de voltaje alterno a frecuencia Unica.

Cuando esta seiial se aplica a un circuito se establece una corriente también armonica

pero con un angulo de desfasamiento, I(t) = Ia Sen(wt +8). Aqui 8 es la diferencia de fase
entre el voltaje y la corriente, que es cero si el circuito es puramente resistivo (ver fig.. 1.4).

V(t) pariods
i

+Va

o
Amplitud | Amplitud

.-'<

1§t = ], sen(uwt + G)

Figura 1.4 Desfasamiento entre 1a sefial de voltaje y la
seflal de corriente alterna en un circuito eléctrico.
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La impedancia se define como Zya=VYw 7 Ia Y posee un angulo de fase 6(o).

En un circuito eléctrico podemos tener resistencias y capacitancias en combinaciones
infinitas, serie y paralelo. Por ejemplo, el caso més 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 niimero 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 es imaginaria negativa: Z¢ = _Lc j con j=441
©

Para un inductor la impedancia es imaginaria positiva: Z,= Loj con  j= =1

Ademads, si se tiene un circuito con mids 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 —I— Zw =ZR+ZC
© !

R ZM_.=R—'—C]
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
Z .= i
_
ZR ZC
Cnb C== R
R(1- jot)
Zy=—m—7>- n t=RC
totsl l+'[2(01
e =
= = = 6
o ) R T
Figura 1.6 Circuito eléctrico RC en paralelo. L=

1+t 1+0'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 solucion general simplificada para circuitos equivalentes que tienen dos o mas
elementos:

Z,, =Z-1"]

Esto se representa graficamente mediante un vector de posicion en el plano complejo.
Donde la parte real de Zioea, €5ta en la horizontal, y la parte imaginaria esta a lo largo del
eje de la vertical en la direcciébn negativa. Las graficas de los circuitos anteriormente
analizados quedan representadas en el cuarto cuadrante..

-
ImA\
Zl
- € > +
. /’9 Re
Z
b 4

Figura 1.7 Vector de posicién en el plano complejo con
componentes Z' Y Z", Por trigonometria se tiene que el
dngulo de fase es: © =tan'( 2"/ Z') y modulo es
| Zuoeu | = 12 + 21"

La Impedancia es por definicién una cantidad compleja, y solo es real cuando 8 =0 y
Zwal = 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 Zwm como funcion de la frecuencia
(v 6 ®) sobre un amplio rango de valores, es decir, se 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 posicién (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 mostré, nos daran 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 obtendrd un semicirculo en el cuarto cuadrante del sistema
complejo coordenado. Note que de las ecuaciones, si @ = 0 entonces Zipai =R y si @ >
entonces Zya —» 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

AN

N
4
+

¥

Figura 1.8 Espectro caracteristico de una medicién por EL.

Cada sistema analizado presentard un espectro similar en forma, pero de diferentes
caracteristicas eléctricas. Hay otros pardmetros que condicionan la forma de la curva, como
la temperatura, que modifica el radio del semicirculo en cristales i6nicos (ver apéndice A).
Incluso puede haber dos semicirculos acoplados representando a circuitos equivalentes
dobles para sistemas heterogéneos.

Modelo de Cole-Cole
Un caso mas 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
% > Ze= . .
(jo)' *Cy
Figura 1.9 Representacion esquemética de Cp.

Donde o es la frecuencia angular de la corriente alterna que pasa por el elemento y a es
un parametro libre asociado con la distribucion volumétrica de la trayectoria eléctrica que
aparece en una muestra real, este hecho nos lleva a una distribucién 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 ¢n paralelo con una
resistencia Rp, y ambos en serie ¢con un resistor Rg resulta como la figura 1.10:

Cp

+ R,
1+ R,C,(jo)

ZT.w = Rs

Figura 1.10 Representacién del Modelo Cole-Cole.

De la ecuacién se nota que para el caso de p = | el elemento Ct es un capacitor ideal y
presentara solo una constante de tiempo.

La ecuacién anterior generaliza el modelo de un circuito RC ¢n 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 biologicos, 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 gréficas como la figura 1.8 se obtienen con el software del equipo; el ZPLOT
grafica los datos enviados por una interfase del espectrometro a la PC, y a partir de la
respuesta del sistema matenal-electrodo son analizadas por el software ZVIEW. Las
graficas se muestran en ¢l primer cuadrante s6lo por cuestion de facil lectura.

Planteamiento del problema

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

Anilisis de un espectro tipico de EI1 .

En la ventana del programa ZPLOT se despliega la grafica 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 estin 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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Figurs 1.11 Ventana del programa Zplot donde se grafican los datos obtenidos del medidor
de impedancias.

Caracterizacion del sisterna 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 grifica se describe en términos de un circuito
equivalente RC ya sea en serie o en paralelo (como los descritos anteriormente) o
combinacién 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 graficaré y ajustard el modelo seleccionado por el usuario.
El error estadistico en el ajuste en los parametros eléctricos es tipicamente menor al 1%.

Cabe sefialar que en un mismo tipo de muestra homogénea ¢l circuito equivalente que
la representa es basicamente ¢l mismo, aunque sus pardmetros geoméiricos 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 medicion 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 ¢l tipo de mugestra pertenece al conjunto de interés.
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Figura 1.12 Ventana de un ajuste tipico utilizando ¢l programa Zview.

Se elige la misma regién estudio para todos los espectros y se eliminan los extremos
que pudieran contener mezclas con mas de un mecanismo de relajaci(‘)n“’. En este ejemplo
la parte a la derecha del segundo punto no se considerd para el ajuste por una deficiente
relacién 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
seleccionod el cuarto circuito que corresponde al modelo Cole-Cole.

I8 Instant Fat = .

E} Elamont | Vahe Enor | Enoix
Bt | Re 555.2 36414 0.65587

cPEY  [3061ES 1.6618E10 054289
@ creP  [06715 Q000E5426  0.057647
RaCPE 4 Ap 178920 A2 45 02611

Rs [CHp . |

ﬁs ! %ﬂaﬁp

Figura 1.13 Ventana donde se elige el 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 seric a una resistencia Rg, el
capacitor no es convencional, se trata de un capacitor que tiene la frecuencia de su
impedancia elevada a una potencia P, que en los capacitores ideales es igual a 1, pero aqui
vemos que se aleja de este valor. La resistencia en paralelo al capacitor se conoce como Rp.

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

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

Los pardmetros derivados de un espectro de EI pueden caracterizar a la muestra en dos
amplias categorias:

a) Aquellos correspondienies solo al material mismo
Conductividad

Constante dieléctrica

Movilidad de carga

Equilibrio de concentraciones de las especies cargadas

Rangos de generacion y recombinacién de compuestos quimicos

&) Aquellos responsabies de propiedades en la interfase electrodo-material
Constantes de reacci6n-adsorcion

Capacitancia en la region de interfase

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

Importancia de la 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 a todas las células del cuerpo. El intestino absorbe
sangre y distribuye el producto digestivo usado para metabolismo celular. Los érganos
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 corazén 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 pulmé6n funciona en el intercambio de oxigeno y diéxido de carbono a través
de la sangre, y en el cerebro ¢l flujo de sangre es vital para su funcionamiento, pues su
suspension produce la muerte cerebral en pocos minutos.

La sangre que regresa de los 6rganos y tejidos del cuerpo es desoxigenada, esto es, baja
en O, y alta en CO,, como resultado esta tiene un color purpura profundo en las venas. El
didxido 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 CO; y O,. Cuando la sangre es oxigenada se
hace roja clara debido al incremento de saturacion de hemoglobina por O y es entonces
distribuida a todos los 6rganos 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 primario 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 velumen total
de la sangre. El 45% de este volumen esta
formado por elementos compuestos, tales como:
células rojas (entrocitos) 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 gl6bulos blancos) y el plasma
constituyen lo que se denomina sangre total,
entera ¢ completa.

Figura 2.1 Representacion de los
componentes sanguineos.

Produccidon de células sanguineas

La formacion de cé€lulas de sangre que ocurre en la médula espinal se conoce ¢omo
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 disfuncién en la médula espinal. Algunas causas que producen hematopoyesis
extramedular son, por ejemplo, tumores, enfermedades, quimioterapias e ionizacién por
radiacion.

Existen dos tipos de médula espinal: roja, preferentemente llamada hematopoiética y
amarilla. Ambas estdn compuestas de una esponja, una matriz fibrosa compuesta de células
endoteliales, macréfagos, fibroblastos (precursores del tejido celular conectivo), células
grasas y una extensa red capilar. La médula amarilla es 96% grasa y no esta relacionada
con la hematopoyesis. La médula hematopoiética es donde el desarrollo de células rojas,
c€lulas 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
diferenciacion 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 (neutrffilos, eosindfilos, baséfilos,
monocitos, linfocitos y eritrocitos) por division celular.
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El tallo o raiz celular son ¢élulas no diferenciables que tienen dos funciones:

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

CFRU-MEG ©© = @
cw..../@ °

®_.
R4 \°"“"'_'0‘”

Celula madre CFU-Eo
pluripotancial ° i3, GM-CSF i
Linfolda \
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Figura 2.2 Representacion del talle o raiz 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 diferenciacién como un mismo tipo de célula y al
final se tiene la célula madura; el tiempo de desarrollo y vida de cada una varia segin 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 el cuerpo por aflos o posiblemente durante toda la vida. Las células 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 numero (ver
apéndice C).

Monocito Neutrdfilo  Eosiméfilo Basofilo

plaguetas Macrifage Eritrocito o celula roja

= a ®

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 dioxido de carbono. Las células rojas, una
vez que ellas son liberadas de la médula espinal dentro de la circulacién, no requieren un
nucleo para realizar sus funciones

Cada dia se producen o reemplazan un trillén de células rojas. El mimero de células de
sangre en un individuo sano es constante porque la produccion y destruccion de células es
relativamente balanceada. Ciertas condiciones e¢stimulan 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 infeccién lleva a un aumento en la produccion 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 produccién alrededor del 10% después del nacimiento. Su liberacion
¢s un agente estimulador del tallo celular para aumentar en niamero la produccién de
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Fignn 24 Mu&stra de sangre vista al microscoplo en aumento de x1000; detalle de glébulos blancos.
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Células blancas

Se forman en la médula ¢sea y en algunos ganglios linfaticos y se conocen como
leucocitos, glébulos blancos o células blancas. En la sangre séle las células blancas tignen
nicleo, que les permite reaccionar rapidamente para llevar a cabo funciones de inmunidad,
que protege al cuerpo contra materia externa. En condiciones normales €l numero 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 produccion 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 nicleo 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 funcion es fagocitar restos celulares
y particulas, lo que los convierte en elementos clave para la respuesta inmunitaria no
especifica.

Figura 2.5 Monecitos: encargados de Figura 2.6 Linfocires: 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
dependiendo 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 inmunoldgico 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
monocitos Unicamente pueden reconocer y destruir a las bacterias cuando los linfocitos
estdn unidos a éstas. Son también las células responsables de la produccion de unos
componentes del suero de la sangre, denominados inmunoglobulinas. En general, los
leucocitos realizan su funcién de defensa en el interior de los tejidos y para ello poseen la
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capacidad de, mediante movimientos amcboideos, abandonar ¢l 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 inmunologica
global, regulando a los otros componentes del sistema inmunolégico, y segregan gran
variedad de citoquinas. Constituyen el 70% de todos los linfocitos. Tanto los linfocitos T
como los B tienen la capacidad de "recordar” una exposicién previa a un antigeno
especifico, asi cuando haya una nueva exposicion a él, la destruccion por parte del sistema
inmunoldgico serd mis eficaz.

Granulocitos

Los granulocitos son las células con nicleo mas abundantes en la sangre, se distinguen
por ¢l tamafio y por el color de sus granulos. Cuando los microorganismos o antigenos
penetran en el 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
complemento®®.

Existen tres tipos de granulocitos: Neutréfilos, Eosin6filos y Bas6filos. Son leucocitos
de 10-14 micras de didmetro. Su nucleo presenta diversas lobulaciones, por esa razéon
también se conocen como polimorfonucleares, y su citoplasma contiene granulacién. En
funcién del tipo de granulacién se diferencian los tres subtipos de granulocitos: neutrdéfilos
(granulacién fina neutréfila ver figura 2.7a), eosinéfilos (granulacién eosinéfila: de color
rosado oscuro figura 2.7b) y baséfilos (granulacion baséfila: color azul oscuro ver figura
2.8c). Los precursores inmediatos se llaman cayados o bandas y se caracteriza por un
nicleo menos segmentado.

00
‘,%?o y o0
%30 02,

Figura 2.7a Diferencia entre eosindfilos y neutrdfiles. 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 Neutrofitos. Figura 2.8b Eosin6filos. Figura 2.8¢ Basofilos.

Plaquetas

Las plaquetas también se forman en la medula ésea, y son elementos indispensables,
junto a ofros 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 plasmético y en ella se transportan las
sustancias hidrosolubles como son los electrolitos y las proteinas séricas ¢ inmunologicas.
El suero también contiene lipidos y glicidos.

Constituyentes del suero:
Electrolitos
- Cationes: Sodio, potasio, calcio, magnesio
- Aniones: Cloro, bicarbonato, sulfatos, fosfatos, acidos orgdnicos 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 regulacion de la respuesta
inmunoloégica. Esto es importante pues no siempre es necesario que esté activado este
sistema y su reaccién 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 inmunolégica
adecuada. Cuando una inmunoglobulina o anticuerpo se une a un antigeno, las proteinas del

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

A excepcién 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 concentracién de las proteinas en suero es de 6.6 a 8.7

g/dl.

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

La albumina 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 amino4cidos. Sus funciones mdas importantes guardan
relacion con su tamaiio, 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, farmacos, etc.

Tabla 2.1 Composiciéon cuantitativa de los
componentes del plasma sanguineo.

Plasma Sanguineo

Agua 91 g%
Proteinas (total) 7 g%
Albumina 4,5 g%
Globulinas 2,5 g%
Fibrinogéno 0,3 g%
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La biometria de la sangre y el 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 prucba
comun de la sangre. Un CBC proporciona informacién 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 e¢n la funcién normal del cuerpo. Un conteo
sanguineo completo incluye cinco mediciones principales:

« Conteo de gldbulos blancos (WBC, por sus iniciales en inglés)
Se miden en miles por milimetro cubico (K/mm’) o en miles por microlitro (K/ul) 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 ¢s la proteina que transporta oxigeno de los pulmones a Jos tejidos y
remueve diéxido de carbono (los productos de desecho) de los tejidos a los pulmones. La
hemoglobina proporciona a los glébulos rojos su color y se mide en gramos por decilitro
(g./dl.) de sangre.

« Valor del hematocrito (HCT)

El hematocrito es el porcentaje de glébulos rojos en relacion a su volumen total de
sangre. El hematoerito revela la proporcion de células y liquidos en la sangre.

*» Conteo de plagquetas.

Las plaquetas son necesarias para la coagulacion sanguinea normal (hemostasis); y aun
mas importante, se agrupan para taponar pequeiios orificios en vasos que presenten daifio.
Asimismo, activan el factor VIII (un componente de la cascada de la coagulacion) y liberan
fosfolipidos necesarios para ¢l proceso de coagulacién. Ellos se miden en miles por
milimetro cubico (K/mm’) o en miles por microlitro (K/ul ) de sangre.

Rangos normales de las células 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/dI 0.41 12.5 g/di 0.38
1501 m o mas 14.5 g/dI 0.44 14.0 g/dl 0.42

Tabla 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 Leén Guanajuato a 1,800 m sobre el nivel del mar donde
s¢ tomaron todas las muestras de sangre, los rangos de los parametros 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

46— 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/l
14.1 — 18.1 g./dl

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

- 435-53.7%

80.0-97.0fL
270-31.2pg
31.8 - 35.4 g/d
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 el
*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 laboratonio:

» basofilos

Leucocitos < = eosindfilos
¢ linfocitos
* monocitos

\

+ neutréfilos (polis o polimorfonucleares y bandas)

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

virus. Otros parimetros 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 telacionadas con los

precursores (células jovenes) de los monocitos, eosinéfilos, baséfilos, blastos y otros.

GRAN: es el poreentaje de granulocitos respecto al total de células blancas
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MCV: se conoce como la media del volumen corpuscular de los glébulos rojos,
también se asocia 8 MCD o media del didametro corpuscular de las células rojas y es un
indicativo de su tamafio.

MCH: es la media de hemoglobina corpuscular indicando cuanta hemoglobina se
transporta por célula.

MCHC: es la media de la concentracién 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 distribucién de glébulos rojos

La hoja de resultados del centro estatal de transfusiones del estado de Guanajuato es
COmo Se muestra:

18 Jul 2683 11133 as Version 1.81
CENTRO ESTATAL DE LA TRANBFUSION SANOUINEA
BANCD DE BANGRE LEONM,OTO.

COL780 GPECINEN DATA REPORT

Speciesn IDB 31 38AT7 Rnalyzed: 18/787/83 11111
Patient) Ogperator 1.D.1 33

Bex:1 DOD@ Bequenca #1 633

Physiciang Made) Open

Comnante:x Collecteds

TEST REBULT FLAB LImv REFERENCE RANGE (LIMIT )

MBC 7.1 K/el [N | 4,6 - 10.2 W/ul

LY 3.3 49.3 uL H [ le 8.6 -~ 3.4 10.0 - 30.0 X
*MID ©.4 5.9 =M [« 3 .8 -~ 1.8 2.8 - 21.5 ¥M
ORAN 3.2 44.8 %8 e 3 2.9 - b.9 37.0 - 09.0 %8
REBC 4,88 W/ul . e[ b | 4.69 - 6.13 W/l

HE3 13,8 pg/dL L L44 3 14.1 — 18,1 p/sdl

MCT 33,8 = “ L 1 43.3 - 53.7 %

"y %2.7 L ¢ ] 9.0 - 97.0

MmN 1.3 pe H £ 3= 27.8 - 31.2 pg

®oHC 33.9  p/al [ A | 31.8 - 38.4 pg/dL

RDW 14,8 X € = 1.6 - 15,86 %

AT 328, W/iul [ =3 182, = 424. K/ulL

wv 7.9 fL e 1 8.6 - 99.8 f.

# MID cells may include less frequently occurring and rare cells cerrelating to
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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-sédico, di-potasico o tri-potasico, siendo éstos dos
altimos los més comunes.

El EDTA es el anticoagulante de eleccion para hematologia, se utiliza a una
concentracion Img por lc.c. de sangre o 0.5ml de solucién al 1 % para Sml de sangre, o
0.1ml de solucion al 1% para 1ml de sangre.

El EDTA también es el anticoagulante de eleccidén 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 extraccién siempre que se mantengan a una
temperatura de refrigeracion de 4°C, nunca deben congelarse, ni sufrir temperaturas
superiores a 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 vacuolizacién de los monocitos, seguido del
hinchamiento de los linfocitos, presencia de vacuolas en neutrofilos que se confunden con
cambios téxicos, condensacion del nicleo de los neutrofilos que pueden aparecer como
redondeado y binucleado, aumento de células en cariomexis y crenacion de los hematies.
Por lo tanto se recomienda realizar un frotis sanguineo si el envio se prolonga mas de 24
horas.

Heparina
La coagulacién se¢ evita por neutralizacibn 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 daiios
muy graves en el frotis sanguineo que lo hacen totalmente inviable.

Las alteraciones que se producen son: degeneracion nuclear de los neutréfilos,
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, formacion de cuerpos de Heinz, alteracion en la tincién 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, parasitos hematicos 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
bioquimicos

Citrato sédico

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 ¢ imprescindible mantener la relacion anticoagulante / sangre para

realizar las pruebas de coagulacion, los valores obtenidos sin esta relacién no tienen ningun
valor diagndstico.
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Capitulo 111
Propiedades eléctricas de la sangre

Intreducecién

Los tejidos, organos y liquidos biolégicos son formaciones bastante heterogéncas con
propiedades eléctricas diferentes entre si, y pueden experimentar cambios por la accion de
una corriente. En especial dentro del cuerpo humano la cormente se propaga principalmente
por los vasos sanguineos y linfaticos, por los musculos, las tinicas de 1os 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
eléctnica, 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 mas electrodos aplicados directamente a la superficie del cuerpo
depende de la resistencia del tejido, de la cantidad y hasta de la orientacién de las células
en el campo eléctrico aplicado. El caso més significativo es el del tejido muscular, donde se
encuentran diferencias significativas para las medidas longitudinales y transversales®.

Un tejido bioldgico puede modelarse®, desde un punto de vista estructural, como la
agrupacion de una serie de elementos denominados células, que estan inmersas en un
medio idnico denominado medio extracelular. As{ mismo, en el interior de la célula existe
también una concentracion de¢ fluidos ¢ iones (en €l 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 alteraciones 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 estan 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 volimenes i0nicos 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 biolégicos.
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Las dispersiones en los tejidos bioldgicos

Se ha observado que si se inyecta una cotriente de alta frecuencia, se produce un efecto
de cortocircuito en la membrana celular, circulando dicha comriente tanto por el medio intra
como por el extracelular'”, Sin embargo, si la frecuencia de la excitacién es baja, sélo
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 concentracién de icnes de ambos
medios y de la membrana celular que actia como circuito capacitivo. Es por tanto
necesario que exista algin comportamiento de relajacién, como en los materiales
dieléctricos, que modele este comportamiento en frecuencia de los tejidos.

En los tejidos biolégicos, como materiales dieléctricos que son, se observa una
disminuciéon 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 suspension 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 dieléctrica del agua. En esta zona, la conductividad puede alcanzar valores de
100 Sm ' o incluso superiores.

105

102

l.zn.-_l._.. . 10

1
—
102 195 10" Freemas (1)

Figura 3.1 Grafica de permitividad (izq.) y conductividad (der.)
vs. Frecuencia donde se observan las regiones de dispersion.
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La permitividad presenta un efecto contrario al de la conductividad. Desde la baja
frecuencia donde puede alcanzar valores de 10° - 10’ se observan tres dispersiones
fundamentales (figura 3.1), aunque en algunos sistemas bloléglcos se pueden identificar un
minimo de hasta siete mecanismos diferentes de relajacién®.

La dispersién a mas baja frecuencia de 1 a 100Hz, denominada dispersién alfa (@), es
debida a fenémenos 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 (P), 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 region se corre el riesgo de alterar las
funciones basicas de concentracién 16nica en la célula.

La dispersién gama (Y) se encuentra en el margen de los 10 a los 100 GHz y es debida a
la relajacion bipolar de las moléculas libres de agua presentes en el medio. Entre la
dispersion B y la y existe una pequeiia dispersién denominada 8 debida a la relajacion del
agua ligada a las proteinas. Cada tejido se diferenciard de los demas mayoritariamente 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.

Fspectroscopia de Impedancia Fléctrica

100 10' 102103 10* 10° 10° 10° 10° 10°10'0 10"

Lipidos
Dispersion-a Oispersion - Dispersion-8 Dispersion-Y
Tepdos Celulas y Proteinas Lipidos, AA Agua

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, rifién,
pancreas,...), 6seos, adiposos, la piel y otros tipos donde se pueden englobar por cjemplo
los tejidos cancerosos.
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A modo de ejemplo se ha extraido de Physiological Measurement® una representacién
del comportamiento del médulo de impedancia en €l 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
el dominio de la frecuencia entre 100 Hz y 10 MHz2 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, infiriendo 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 i6nica de la sangre, y mostré que se incrementaba en proporcién directa.
Midié 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 mds adelante, Stewart!” estudi6 las propiedades de impedancia de la sangre,
midiendo la resistencia de sangre a baja frecuencia mientras desarrollaba medidores de
dilucién 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™" concluydé 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 biolégicos 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 ammba 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 méximo en una fraccion del
volumen de las células sanguineas.

El efecto de un campo eléctrico AC en células en solucidn

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

C ampo B cirico cscilane |

Electrodo
postvo

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

Céfula
Membrana
celular
C ampo £ etnico oscilmie
Hectrode Electrodo
nhegatvo 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

il Direccitn del campo eléctnco
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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 suspensién. Mientras que la frecuencia aumenta, la capacitancia baja porque
¢l grado de la scparacion de la carga decac. La razdn de esto es que los iones que son
polarizados tienen un tiempo de respuesta al campo eléctrico. Cuando el campo cambia la
direccién 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 decace y la

capacitancia baja.

Duuccién dal rampe

Figura 3.5a En frecuencias bajas,
el campo estd cambiando la
direcciéon  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 de 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 campe cambie de direccion.
Como la polarizacién es menor, la
capacitancia de las células se
reduce.

Figura 3.4c En frecuencias muy
altas, el campo estd cambiando de
direccion tan rapidamente que
cuando apemas empieza a8 moverse
un jon en respuesta al campo, el
campo cambia la direccibén otra vez
y comienza & empujarlo en
direccién opuesta. Mty pocos iones
tienen tiempe para alcanzar la
membrana y la polarizacién a
través de ella es muy pequefia. Por
lo tanto la capacitancia de la
suspensién considerada es debida
completamente al medio y no a las
células. 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 suspensién
de la célula en funcién de la frecuencia.

En las frecuencias bajas las membranas de la célula se polarizan al maximo sjendo 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 disminucién de capacitancia con el aumento de la frecuencia debido a la
pérdida de la polarizacién inducida en la membrana se llama dispersidn-S

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

Direccitn del cmmpo g
*
: £ Bactevias esflimicas
. a (ovadaa)
4+ -
3% - Bactaria olipseidal

Bectorizs llamemrsas
¥ bongns

Figura 3.7 La polarizacién 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 la 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 micleo y ademas
poseen grupos peptidicos polares en su
membrana, a diferencia de las células
blancas que son relativamente mas
grandes presentan un niicleo 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 hemdlisis, y puede originarse por incompatibilidad sanguinea, temperatura
relativamente alta, y cambio en el pH, entre otras causas. Cuando esto ocurre los iones del
intenor de la célula escapan al medio, si los fragmentos de la membrana estan presentes los
iones s¢ mucven alrededor de estos bajo influencia del campo eléctrico (atracciones
electrostiticas 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 aumentd el nimero de iones en el medio) y disminuira la
capacitancia (ya no hay membranas) ademas el valor de la capacitancia serd dada por el

medio. fragemesios de
C mmpo B cinco ceciente | la membrana
Electrodo

Medin

Drecadn del campo eléctnes )

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

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

Campo B cinco oarfante
Bectrodo Electrodo
posdrvo Degatvo
particulas solidas
n-nbln a ignes

’\»ﬁ

portitulas silidas Dmahhl:-pe
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Figurs 3.9 El material no polarizable (burbujas, sélidos, etc.)
en la sohucién, producen una disminucidn 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 catdlisis enzimaticas son producidas en un
medio polar organizado dentro de un sitio activo, la interaccién antigeno-anticuerpo tiepe
en parte un enlace polar para la identificacion de los grupos funcionales, y las interacciones
de grupos proteicos hidrofébicos e hidrofilicos con moléculas de agua también son de
caracter polar. En términos 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 A2, En general la interaccién proteina-proteina tiene
contribuciones de caracter polar, estérico, y entropico. Sin embargo la estabilidad
estructural de una proteina no radica en el niimero 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 hidrogeno, uniones de Van der Waals, y las interacciones
ibnicas, 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 i6nica que determina el radio de la nube en tomo a cada molécula, y la
temperatura tendran un aspecto primordial en la respuesta de polarizacidn.

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 concentracion
en el medio dependen sus funciones, por otro lado algunos iones ademas 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
_M§Z+ 5.5 1,5-2
Ca” 100 x 10° 1-2
Cr 8 97 - 107
SO~ . 1
HCO; 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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Ortras técnicas de medicidn de pardmetros eléctricos en los tejidos bioldgicos

Los métodos convencionales de la impedancia miden las caracteristicas voltaje-
corriente dependientes de la frecuencia de suspensiones de las particulas (células
biolégicas). Después se calculan las caracteristicas de la particula con modelos eléctricos
en el plano complejo.

Actualmente el conocimiento de las propiedades eléctricas de las células se utiliza en el
control y manipulacion de bioparticulas en suspensiéon por medio de campos eléctricos
alternos, mas especificamente se puede hacer:

« Clasificacién y Separacién de células, virus y moléculas.
* Deteccion 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 dipolo 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 disefiados en formas diferentes: en placa, barra, dentados,
hiperbélicos, etc., una misma particula puede sentir dielectroféresis (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 polarizacion de la particula es méds pequefia 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 tamafio 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 c€lula, tal como volumen del micleo y forma
Caracteristicas bioquimicas

Polarizabilidad y de la célula

Fase del ciclo vital de la célula
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En frecuencias mas aitas, el volumen y la composicién interna 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 véstago, células fetales) poseen diversos grados del citoesqueleto de la proteina.
Esto reflejard diferencias en la resistencia mecanica de una célula, y el grado a el cual la
morfologia de la superficie de la membrana (y por lo tanto comportamiento del DEP)
cambiarda 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 enumeracion
Separar células extrafias

Separar células sin la necesidad del etiquetado con poco o nada de dafio biologico

La dielectroforesis se puede explotar como tecnologia de gran alcance de la separaci6n
aplicandose a una amplia gama de blancos biologicos, como células, bacterias, parasitos,
virus, proteinas y DNA. Los aspectos dieléctricos de la técnica sirven simultineamente
como herramienta analitica para complementar la separacion, proporcionando una huella
digital electronica que pueda distinguir o identificar la bioparticula separada. En relacién a
los liquidos biologicos, la técnica se puede utilizar para sustituir los métodos
convencionales de deteccion de células patologicas. La caracterizacion de los pardmetros
dieléctricos naturales de células puede también conducir a una comprensién mejor de la
estructura y de la funcién celulares.
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Capitulo IV
Experimentacion I: (Caracterizacion por EI)

Metodologia
Una vez definido el objetivo, y la hipotesis s¢ procede a realizar 1a 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 el personal del Centro Estatal de Transfusiones de Guanajuato.

3.- Si las muestras requeridas son suero o componentes basicos, el procedimiento que
se sigue es el indicado en el parrafo obtencion de las muestras, escrito mas abajo.

4.- Se recogen de 10 a 20 muestras de sangre entera, de suero o de componentes basicos
(plasma, leucocitos, eritrocitos) con su biometria a las 1lam, recolectdndolas en un
contenedor a 0°C y transportindolas 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 deposito 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, instalaciéon 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 el
programa Zview y se grafica en forma de histograma con los pardmetros eléctricos
obtenidos y se realiza una correlacion con los parametros de la biometria,

1.- Obtencién de las Muestras
Muestras de sangre entera con anticoagulante
Las muestras a analizar serdn 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 hematoldgico 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 ¢l 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 hemocitologico €s que la sangre
obtenida y transferida a un tubo con anticoagulante no tenga coagulo.

La segunda premisa es 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 coagulacién de la muestra y esto implica que la muestra no sea apta para
realizar el andlisis hematologico.

Si hay un exceso de anticoagulante se producira;

- Falsos valores del hematocrito

- Crenacitn total de los hematies: son eritrocitos con proyecciones citoplasmaticas
irregulares muy abundantes.

- Degeneracién citoplasmatica de los neutréfilos, con presencia de cuerpos
intracitoplasmaéticos, que no se podrdn reconocer si son bacterianos o de otra etiologia.

- Vacuolizacién de monocitos

- Hemblisis 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 dependerdn de los productos

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

Muestras de los componentes bdsicos de una biometria hemdtica

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

1.- Se toman muestras de 3m! en un tubo de
ensayo de vidrio, extraidas y previamente
analizadas por el personal especializado del Centro
Estatal de Transfusiones del Estado de Guanajuato.
Plasma 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
eritrocilos 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.

leucacitos 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 es la capa méas externa se puede extraer,
empleando 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 congelacion 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 €l mayor tiempo
posible. Cuanto mas tiempo se deje el tubo a temperatura ambiente, alrededor de dos horas,
mayor cantidad de suero se obtendra y mas pruebas diagnésticas 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 mas rdpidamente 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 retracién 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
coagulacion, en estas situaciones se formaran cadenas de fibrina que retendrian en su
arquitectura, enzimas (ALT, AST, lipasa...), substratos (calcio, fésforo, colesterol...), iones
(sodio, potasio, cloro...), proteinas (anticuerpos, globulinas...) y los resultados obtenidos de
estos sueros siempre seran menores y por consiguiente inexactos a los obtenidos de sueros
normalmente procesados. También ¢s importante resaltar que no se deben poner los tubos
con sangre sin anticoagulantes inmediatamente a la temperatura de 4° C ya que tampoco se
obtendra la retracion del coagulo.

Si la extraccion de sangre se realiza a tltima 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 e! suero.

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

Para la correcta realizacién 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.
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2.- Especificaciones de los instrumentos utilizados
Biometria

La sangre analizada se hace acuerdo a la norma oficial vigente para los centros de
transfusiones 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, €l nimero de
células sanguineas por tipo (glébulos 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 pruebas obligatorias de sifilis,
brucelosis, VIH, hepatitis (B y C) y Chagas.

Muestreo para ET

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 de Bayer de 2 microlitros de volumen (figura 4.2). La
solucién liguida, 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 contribuciéon 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 .
por capilaridad a ¥ 4
cavidad receptora  electrodo 2

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

Después se hardn barridos como funcién 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
modemnos 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 (til 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 ¢sta generacion, Para la 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).

AP

Figura 43

pscopio Solartron 1260.

El GEN OUTPUT (figura
4.4) conduce una corriente a
través de la muestra,
introduciéndose en CURRENT.
Debido a que existe una
oposicion al flujo de ésta, se
gencra un voltaje y éste es
aplicado en las terminales HI y
LO de la entrada de 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 ¢l 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 dngulo de fase contra frecuencia (figura 4.5c).
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Figura 4.5a Grifica 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

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

¢ Grifica datos con opcidn a una variedad de formatos en los ejes
e Simula y modela conjuntos de datos en circuitos equivalentes
e Analiza datos de impedancia
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El software ofrece también la ventaja de simular un circuito fisico equivalente a partir
de datos obtenidos de la muestra. Los tres métodos para modelar son:

1.-Simulacion 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 modelacién de circuito equivalente solo es Gtil 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 direccién la cual mejor produce una mejor fijacién, repitiendo este proceso
hasta encontrar la mas préxima, La simulacién por circuitos equivalentes esta 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 multiples realizadas en muestras estdndar de la

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

Los electrodos son no polarizables
Los electrodos no reaccionan quimicamente con 1a muestra al aplicar el voltaje

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

No hay efecto micréfono (variacién de capacitancia que lleve a la aparicién de
oscilaciones aleatorias),

No hay corrientes de induccidn 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 dieléctrica, tales
variaciones son naturales y pueden ser debido a los procesos fisiolégicos o a otros

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

0146€39
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Dispositive experimental
Se instalé 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

Emestre de seags
estaadar

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 a 10000Hz
Voltaje constante

de 10mV

Como ya se vio en el capitulo III, 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 caracterizaciéon. Hay que remarcar que se realizd un estudio
preliminar para encontrar el rango adecuado de los parametros eléctricos del espectroscopio
a fin de obtener los mejores resultados para este tipo de muestras, siendo la respuesta
dptima a estas frecuencias y con la magnitud de voltaje elegido.

52



Cuidados en el manejo de la sangre

La sangre representa uno de los tejidos mas riesgosos en su manejo, conservacion y
tratamiento. Aunque el analisis infeccioso de las muestras fue realizado por el centro de
transfusiones las condiciones de trabajo con este material 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 grafica tipica de Z' vs. Z" que comresponde a una
muestra de sangre entera (figura 4.7a), la grafica empieza a realizarse dec derecha a
izquierda. Los valores que estin mas cerca del origen corresponden a las frecuencias mas
altas, donde la impedancia total es baja y los valores mas alejados del origen corresponden
a frecuencias bajas, donde la impedancia es alta como lo predice la teoria de dispersion
dieléctrica. Lo anterior puede verse claramente cuando se grafica el médulo de Zyy vs.
Frecuencia (figura 4.7b), la curva empieza en meseta (come se expuso en el capitulo III
para la dispersion a) y luego decae en forma exponencial cuando la frecuencia aumenta.

El 4ngulo 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.
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Figura 4.7a Los valores que estin mas cerca del

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

voltaje de la corriente con la frecuencia.

53



Justificacion del modelo tedrico para la determinacion de los pardmetros eléctricos de
las muestras

El modelo tedrico que se utiliz6 para calcular los parametros eléctricos de todas las
muestras es un modelo Cole-Cole, que consta de un elemento capacitivo llamado elemento
distribuido o elemento de constante de fase (CPE) (ver capitulo I) en paralelo con una

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

Cp

R,

Z,..=Rg+
T 1RG0

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 grificas 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).

A 1\

Z“ ZUI
/\ o /\ .
- € - > + = € i > +
z FEV
A 4 \L
Im 4 Im 4
p=1 p<1
Figura 4.9a si p =1 s¢ tendré un semicirculo Figera 4.9bsi p<1 la grifica visible serd un

arco achatado en la parte superior.

Este modelo ha sido utilizado en numerosas ocasiones para estudios en c¢élulas y fluidos
biologicos, aunque no es ¢l \nico para el estudio en biomateriales se considera uno de los
modelos Cole-Cole mas representativos en €l estudio de las propiedades eléctricas de
tejidos bioldgicos, y la sangre forma parte de estos materiales. En muchos articulos se

menciona este método para estudio impedancia en hematocrito de animales y a otros
estudios de sangre'"’.
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Andlisis de las grificas Z' vs. Z"

Este tipo de graficas son realizadas por el software Zplot para espectrometros de
impedancia eléctrica a partir de la respuesta de] sistema material-electrodo 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
- 130000 |-
Rs =472+ 2.7173Q2
CPE - T = 2.8492E — 8 £ 2,0603E - 10f
CEP - P =0.96877 £ 0.00082813 fapoooo |-

Rp = 155380 1 §55Q

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

Observe que el 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.
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Capitulo V
Obtencion de la difusividad térmica de plasma y suero sanguineo
utilizando una lente térmica

Introduccion

Las técnicas fototérmicas comprenden un grupo de métodos de caracterizacién de alta
sensibilidad utilizados para la determinacion de propiedades opticas 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 variacion
de temperatura, presion, o de la densidad que puede ocurrir debido a la absorcidn optica.

En 1988 Crouch, clasificé las técnicas fototérmicas como un grupo de métodos
indiréctos 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 es una
consecuencia directa de la absorcion dptica, se forma una sombra en una pantalla de forma
circular y su tamaiio 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 Ja amplificacion
de la sefial y la precision con que pueden medirse los pardmetros térmicos y opticos.

El efecto fototérmico del poder de amplificacion de la sefial dptica medida se conoce
como factor de incremento {Dovichi y Harms 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 dpticas de la muestra, de la potencia y energia de la fuente de luz usada para la
excitacion, 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
Optica y pueden ser por lo tanto controladas por el experimentador. Una segunda razon por

la cual para las técnicas fototérmicas son mds sensibles que las mediciones de transmisién
¢s 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 transmisién convencional.
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Principios basicos de espectroscopia fototérmica

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

Exitacion Optica

14

Abseorcitm

¢

Relajacién del estado excitado

<

Variacion en la temperatara <:> Yariacion en la densidad <:> Variacién en la presion

&

Haz de prueba | =) | Veriacién en el indice de refraccion )| SeBal fototérmica

Figura 5.1 E| esquema ilustra come se realiza el anilisis mediante métodos fototérmicos.

La radiaci6én éptica utilizada para excitar una muestra generalmente es un laser de baja
potencia. La muestra absorbe parte de la radiacion, resultando 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 que ¢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 actien el laser de excitacion. Esta perturbacion sera
disipada en forma de ondas aciisticas.

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 fraccién 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.- Variacion en la presion

4.- Variacidn quimica

58



L.a medida de estas altimas cuatro variaciones es lo que refleja las propiedades opticas
y térmicas de la muestra estudiada y representa el pilar de los métodos fototérmicos.

Interaccion Optica Energia Transferida Efecto Fototérmico
Relajacién radiativa Varizcién en
la temperatura
o : Variacién en
Alsorein ¥ Relgjarién térmica . - e il
dispersion melastica
de la muestra Variacién
Estadu Metastable anasen on
la densidad
. . Variacion
Reaccion Quimica i

Figura 5.2 Procesos por los que pasa la muestra en un analisis 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 variacién de temperatura de la muestra

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

Medicion de presion
Espectroscapia fotoactistica: mide las ondas actsticas

Medicion de la densidad

Lente térmica: mide la variacion del indice de refraccion
[nterferometria fototérmica: mide la vaniacion del indice de refracciéon
Deflexion fototérmica: mide la variacidn del indice de refraccién
Refraccion fototérmica: mide la variacién del indice de refraccion
Difraccion fototérmica: mide la variacion del indice de refraccion
Deflexion superficial: mide la deformacion superficial

Lo que utilizaremos en este trabajo es la medicién de la variacién del indice de
refraccion usando un arreglo de lente témmica.
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Efecto de Lente Térmica

Introduccidn 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 brasilefios 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 variacién en una escala de milisegundos. La siguiente figura es una
representacion del experimento realizado.

A- Mp

e

~— =
[13

1
L

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

F son fotodiodos, A es una abertura, Mp s 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 el punto de vista tedrico, ofreciendo grandes ventajas con

relacion a la intracavidad, por ser mas facil de realizar. La configuracion utilizada se
muestra en la figura 5.4:

52em 4. TBcm

Pt

Laser He-Ne G % : ’\
lente

muestra .-~ €5ped
Shutter el
\ g < 450cm

. '”/
-
o \

Pinhele

Detector

Figura 5.4 Representacion 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 l4ser, ahora se utilizan dos laseres, siendo mas sensible a la
utilizada en un principio, y s¢ caracteriza por utilizar un laser de prueba con didmetro
mayor que el laser de excitacién conocido como modelo aberrante, trata la lente térmica
como consecuencia de un cambio en la longitud del camino éptico del laser de prueba; en
este experimento se muestra que la intensidad del laser de prueba en el detector es una

funcidn del tiempo.
Formacién de la lente térmica

Un haz de luz sale 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 muestra se convierte en calor y s¢
induce un cambio radial de temperatura en la muestra, lo que a su vez provocara una

variacion en el indice de refraccion de la muestra iluminada y tomara una forma espacial de
una lente.

perfil gaussiome

lexie Brmica

Figura 5.6 Formaci6n espacial de la lente

térmica en la muestra al incidir el haz del laser
de excitacion.
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Un principio fisico de la lente térmica es que la luz incidente sufre una desviacién en la
regidn de mayor indice de refracciéon. 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 d¢l cambio en el indice de refraccion.

lente 1

har de prueba har de excitacién

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

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

negativa tendremos una lente divergente, y cuando es positiva la variacion 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 orgdnicas e
inorganicas, en estudio de virios épticos, etc. A través de estas técnicas es posible detectar
absorbancias del orden de 10”7 cm™. Por ejemplo se pueden detectar concentraciones de
3x10™" moles del complejo Fe(l) en solucién 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 épticas

Evaluacién de concentraciones de mezclas

Tiempos de relajacion en procesos fototérmicos ultrarrdpidos

A continuacién 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 54

Tabla 5.1 Difusividad térmica en aceites.
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Por otro lado los pardmetros térmicos son una parte muy relevante en las propiedades
fisicas de los tejidos bioldgicos, 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
érganos 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 aplicacion de lentes térmicas
en ¢l estudio de materiales organicos y cristales liquidos es reciente. Esta técnica requiere
una muestra Gue no absorba en el ancho de banda de la longitud de onda del 1aser de prueba
y tampoco en el 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 Jml 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 separacién 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, recolectdndolas 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 pardmetros estandar (ver
Tabla 5.2) de acuerdo a los laseres que se tienen y al arreglo 6ptico 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 14.5¢cm x 1 cm (fisher scientific 14-385-910).

7.- La misma muestra es analizada por espectroscopia de IR para verificar la absorcién
dptica 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 analisis

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

El procedimiento 4 se repitid 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 panir del principio de formacion de lente térmica.

Donde L1 y L2 son lentes convergentes, M son espejos planos, O es un obturador, F
son fotodiodos, Fi es un filtro, P es un pinhole, LE es el laser de excitacion, LP es el laser
de prueba, OD es el osciloscopio digital, A es la muestra, S es la sefial de la lente térmica,
T es la sefial del trigger. Esta configuracién es la que se utilizé para realizar los
experimentos que generaron los resultados de este trabajo.

El sistema fue montado en una mesa dptica 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 el inicio de la adquisicion de datos. El laser de prueba
después de pasar por la muestra fue desviado por los espejos M1-MS5 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
prueba. El angulo de inclinacién 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 argén
(aser de excitacion) 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 excitacion (verde) y el plano
donde se localiza la muestra con algunos pardmetros
importantes del experimento.

A través del espejo M35 realizamos el alineamiento(ajuste del espejo M5 ver gréafica
5.8). de modo que el centro del laser de prueba pase por el diafragma, que se encuentra el
la abertura del fotodiodo 2, con esto s¢ maximiza la sefial en el detector Durante este
proceso el léser de excitacion es interrumpido por el obturador, el siguiente paso es permitir
que el laser de exeitacion pase a través de la muestra. Para que se obienga un perfecto
alineamiento, a través el translador XY, la lente L1 se ajusta de modo que el laser de
excitacibn pase por el centro del liser de prueba. En esta fase pueden ocurrir dos
situaciones: que la muestra presenie un cambio en el indice de refraccién respecto a la
variacién de la temperatura (ds/dT) negativo, esto hace que el ldser de prueba sea
divergente al pasar por la lente ténmica formada en la muestra y por tanto la seiial en el
fotodiodo F2 disminuird; en caso conirario para (ds/dT) positivo la seiial del detector
aumentard. Por esta razén es muy impertante el alineamiento del dispositivo 6ptico, para
minimizar la sefial del laser de prueba al pasar por la lente térmica cuando el gradiente es
negativo, o bien para maximizar la seilal si €l gradiente es positivo. Una vez obtenido el
alineamiento, el experimento puede llevarse a cabo sin alterar ninglin 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 (mas de 2 seg.) sobre la muestra ya que puede ocurrir un calentamiento severo de la
misma. Por esta raz6n 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 absorcion 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 obterudas 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 coagulo ya
que los golpes sufridos por las células en el coadgulo, durante el viaje, puede originar su
rotura y que se produzca hemolisis, que afectara negativamente a la mayoria de las pruebas.
Para la correcta realizacion y envio de muestras para realizar pruebas bioquimicas,

hormonales y electroforesis s¢ 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 s¢ 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, 01LDX2035, 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: Argén 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 tiempo de respuesta, en la escala de

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

Se estuvo monitoreando la temperatura de la muestra para evitar alteraciones en la
medicién debida a un cambio brusco en las condiciones de temperatura iniciales.

La obtencién de la difusividad térmica se hizo capturando la seifial durante 2 segundos y
ajustandola a un modelo tedrico de difusividad térmica®® del cual se deduce la siguiente
ecuacion en base a parémetros y variables experimentales del arreglo 6ptico:



I(t)y=1,/1- g arctan| —— aei

[(1+zm)‘+v’]x(2‘t]+1+2m+v'

@

Figura 5.10 El spot del haz de prueba se proyecta en una
pantalla con un fotodiodo en el centro para registrar la
intensidad del haz.
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Figura 5.11 El radio del haz de pureba es mayor que ¢l radio
del haz de excitacién para poder dispersar mas en un medio.

I(t) es la intensidad del
centro del haz de prueba en
funcién del tiempo € Iy 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 M,
y el radio del haz de
excitacion  ®,  medidos
justamente en el plano donde
esta la muestra:

2]

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,).

Z,
ZC
El valor de V en este experimento es V =9.76

V=
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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 ecuacion tedrica 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 y el parAmetro 0 es
una diferencia de la fase termalmente inducida'®.

Los parametros reportados fueron obtenidos con el médelo aberrante de lentes térmicas

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

Pardmetros Valor
Potencia de] ldser de excitacién = P, 3 mW
Potencia del laser de prueba =P, 24 mwW
Radio del haz de excitacién = o, 43.4 ym
Longitud de onda del haz de excitacion = A, 632.8nm
Radio del haz de prueba = o, 445.67 pm
Longitud de onda de! haz de prueba = A, 488nm
Proporcion entre el radio del haz de prueba y el de excitacién = m 105.45
Proporcién entre |3 distancia Z, y la distancia Zc =V 9.76
distancia confocal del baz de prueba = Zc 1.024 cm

Tabla §,2 Parfmetros utilizados en el experimento de lente térmica.

Finalmente la difusividad térmica se obtiene de la siguiente expresion:

Incertidumbres

De la técnica utilizada

Esta técnica fototérmica es de alta sensibilidad y se pueden detectar absorbancias del
orden de 10”7 cm™, por lo que el error asociado al dispositivo es despreciable para los
efectos practicos de la experimentacion. Entonces la incertidumbre sistemética solo puede
deberse en mayor medida al movimiento de particulas relativamente grandes en el fluido
que s¢ esta analizando, ya que esto ocasiona mayor dispersion en ¢l 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 éptica.

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 vibracién 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 parametros T y 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 razén es posible que haya una
dispersién moderada de los datos.

Grdficas 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 ecuacion de lente térmica usando el mismo software. La linea roja
representa ¢l 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 laser de excitacion incide sobre la muestra. Tenemos una variacién en el indice

de refraccién negativa entonces s¢ forma una lente divergente en la muestra en la figura
5.7
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Figura 5.12 Grafica caracteristica de la relajacion de una
muestra en ef 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 cléctrica y la difusividad
térmica de suero. Para realizar esto se han empleado dos técnicas diferentes, como son las
espectroscopias de impedancia eléctrica (método eléctrico) y de lente térmica (método
fotatérmico) realizdndose contribuciones en uno y otro campo.

El estudio busca la aplicacién de la ¢spectroscopia de la impedancia eléctrica y
fototérmica (método de lente térmica) en aplicaciones clinicas preliminares, y en concreto
para la caracterizacion del tejido sanguineo, 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 anélisis riguroso del laboratorio del
centro de transfusiones del estado de Guanajuato.

Resultados del andlisis por EI

Nuestro interés se centra en las propiedades eléctricas de la sangre de acuerdo a la
capacidad de permitir la conduccién de corriente cuando se le aplicada un voltaje, estos
parametros estin basados en un modelo de circuito ¢léctrico tipo Cole-Cole propuesto y
justificado para tejidos biolégicos, en donde se tiemen los tres elementos basicos:

resistencia en serie (Rs), resistencia en paralelo (Rp), y €l 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
mformacion de sus caracteristicas eléctricas pasivas. Sin embargo, para poder extraer
informacion util es necesario o bien correlacionar directamente estas medidas con algiun
mecanismo fisiolégico o bien ajustarlas a un modelo. Por lo anterior las magnitudes de
estos parametros eléctricos, se utilizardn para la caracterizacion del tejido con respecto a un
analisis 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 ¢lementos constitutivos de las muestras hematicas es extremadamente
abundante para ser abarcado por un solo estudio cientifico, tomando en cuenta desde
eritrocitos hasta electrolitos, anticuerpos, etc.

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 el dispositivo contenedor con electrodos no se deja dentro (inmerso en la sangre)
del tubo de ensayo mientras se realiza la toma de datos por El.

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

La segunda razon se relaciona con algunos trabajos anteriores que se realizaron en ¢l
IFUG, en donde se dejaban las muestras dentro de la sangre y los pardmetros eléctricos
determinados asi eran sensiblemente diferentes a los que se reporian en esta tesis. Esta
diferencia puede ser explicada en términos del flujo idénico, mas que la corriente de
desplazamiento, cuando se¢ tiene una muestra de 2 microlitros el fluido i6nico puede
establecer una corriente dependiente de su concentracién, entonces queda limitada a la
cantidad en cuestidn, cuando el contenedor con electrodos es colocado dentro de un
recipiente con sangre, y permanece ahi mientras se realiza el analisis de EI se tiene en el
medio circundante a los ¢lectrodos 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 7' 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 parametros
eléctricos (Rp, Rs, Cp, P) de cada muestra utilizando el modelo Cole-Cole.
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Frecuencla

Frecuencia

Componentes principales de la sangre

Para los componentes de la sangre debido a sus caracteristicas se tuvieron un nimero
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

Leucacitos
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Figura 6.12 Histograma de la resistencia en serie Rs.
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Figura 6.11 Histograma de la resistencia en paralelo Rp.
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Espectros caracteristicos de EI de los componentes de la sangre (glébulos rojos,
globulos blancos 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 més importantes.

En la figura 6.15 se aprecia que la impedancia a bajas frecuencias €s 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 pnmeros 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 pardmetros eléctricos de los componentes de la sangre
Para que se correlacionar los resultados de la caracterizacion utilizamos ahora los
parametros eléctricos obienidos, para graficar comparativamente los componentes de la
sangre.
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Figura 6.16 Comrelacion de los componentes de la
sangre para €l pardmetro Rp.

L] L] Ll

I I NUEY

Eritrocitos

l Piasma

Leucocitos =
350 - % -

300 T

Resistencia Rs (chm)
3
1

Componentes de la sangre

Figura 6.17 Correlacion de los componentes de la
sangre para €l parémetro Rs.
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Elemento Cp
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Figura 6.18 Correlacion de los componentes de la
sangre para el parametro Cp.
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Resultados de la difusividad térmica del suero

La evolucion 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
sedimentacion a partir de un coagulo y aun tiene un gran numero de macromoléculas
organicas y granulocitos. Para reducir el error que puede ser producido por la dispersion se

analizd cada muestra de nueve a diez veces, tomindose un promedio de los valores
obtenidos.
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Figura 6.51 En la grafica se observa la dispersion 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 prueba y de excitacién). Para evitar que se tenga un
calentamiento excesivo por la absorcion 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 @ = (1.21 + 0.05) x107 cm?/s.

’ Espectro UV-VIS

Kk

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

Absorbancia
O aNwWbH

Figura 6.53 En la muestra se encontré un pico de absorbancia a una longitud de onda de 410nm
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Frecuencia

Frecuencia
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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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Linfocitos
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Figura 6.62 Histograma del conteo de linfocitos.
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Plaquetas
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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 paci¢ntes aptos para donacién, ha permitido
realizar los histogramas, de los cuales se obtienen los valores de los parametros eléctricos
que caracterizan en conjunto a la sangre entera estindar. Mas adelante se darad la
explicacion detallada del uso de la caracterizacion de sangre cuando es aplicada a pacientes
con algun padecimiento que afecta a las c€lulas sanguineas.

Componentes de la sangre

Las gréaficas comparativas de los componentes respecto a los parametros eléctricos del
modelo Cole-Cole nos permiten hacer ¢l 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 entre si.

- La resistividad en serie del modelo eléctrico es en parte provocada por la interaccién
¢n la interfase electrodo-muestra, Con este parametro es posible diferenciar
claramente el plasma de los gidbulos blancos, y éstos 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 caracterizacién, sin embargo no fue asi, la
grafica comparativa muestra que las barras de error estdn traslapandose y de esta

forma no es posible tomar la medida de Cp como parametro 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 scrie, la resistencia en paralelo o bien con ambas para comprobar el
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 pequefio
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 apios para donacion. Este hecho se fundamenta en los parametros 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 biolégico en cuestion,
presentan nucleo grande y con poco citoplasma sin carga neta en su superficie, a
diferencia de los eritrocitos poseen una carga especifica en su membrana que les
confiere un caracter de fluido no newtoniano, es decir, cuando se comprime el fluido,
el trabajo realizado no solo depende de las propiedades mecanicas del sistema sino
también de la contribucion eléctrica de los globulos rojos. Por otro lado el plasma
formado por moléculas proteicas (oligomeros) y iones en solucién acuosa tiene la
apariencia a un electrolito con particulas en suspension. Por todo lo anterior los
valores de los parametros eléciricos encontrados corresponden a las caracteristicas de
cada componente, por gjemplo 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
pequeilas denotando la confiabilidad en el valor de un Cp especifico. Los eritrocitos
tienen mayor conductividad (menor resistencia en paralelo) y tienen mayor dispersion
en el valor de Cp.

Comparacién de los componentes de la sangre con la sangre enters

Cuando se toman en cuenta los valores de la sangre ¢ntera y los de cada componente
por separado es posible apreciar una diferencia clara de los datos. En las gréficas 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 el 44% y los
leucocitos solo el 1%. Asi que la contribucién mayor a la impedancia total basicamente la
hacen los eritrocitos y €l plasma.

-300000

Figura 6.20 Gréficas caracteristicas de los componentes sanguineos y de la sangre entera



Los espectros de impedancia no cumplen del todo el principio de superposicién, porque
si bien es cierto que el modelo eléctrico de Cole-Cole es lineal ya que utiliza la adicion de
elementos eléctricos invariantes en sus propiedades intrinsecas a nivel de excitacion
externo y se cumple la ley de Ohm, los espectros de impedancia tienen una caracteristica
fractal: el mismo modelo se puede encontrar en el bulto y en los componentes individuales
cada vez que se aisla uno de ellos, pero la suma no da el total, ya que

1.- Los elementos individuales poseen diferentes frecuencias caracteristicas de excitacion
(constantes de tiempo)

2.- La impedancia total depende del acomodo de los elementos microscopicos y de las
propiedades de contacto entre ellos, lo que significa que la mezcla es mas complicada que
la suma algebraica de los componentes.

3.-Los globulos rojos poseen una carga neta en su membrana que incluye un factor
adicional en la energia eléctrica por unidad de volumen.

A continuaciéon se expondrdn las graficas comparativas de la sangre entera y de sus
componentes para apreciar mejor sus diferencias:
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Figura 6.21 Correlacion de los componentes de la sangre y
sangre entera para el pardmetro Rp.
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De las graficas anteriores se observa que la sangre entera puede presentar semejanza en
sus propicdades eléctricas con un componente especifico, por ejemplo, cuando se compara
el valor de la resistencia en paralelo o bien la potencia p, en el eritrocito y la sangre entera
pueden tenerse valores iguales, pero no asi para los otros componentes. Cuando se compara
la resistencia en serie el valor que toma en el plasma puede ser semejante al de la sangre
entera. Si s¢ mide el médulo de la impedancia total Zym, puede resultar sin algan valor
caracteristico significativo para cualquier componente 0 sangre entera, por esto no es muy
conflable, tomandose en cuenta las caracteristicas de los elementos que lo conforman.
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Muestras especiales

Una forma de saber si los pardmetros eléctricos determinados para sangre entera asi
como de sus componentes principales (plasma, eritrocitos, y leucocitos) tienen alguna
aplicacion con valor de diagndstico preliminar, se realizaron estudios con muestras
tomadas de pacientes con alguna afeccion no contagiosa (sin riesgo en la parte
experimental).

Muestras con anticuerpos al EDTA

Se analizaron varias muestras de sangre entera y de los componentes sanguineos de una
persona con reaccion al anticoagulante EDTA. La persona generaba anticuerpos para el
EDTA presentando una alta respuesta inmunologica, con esto el nivel de globulos blancos
era elevado. Las graficas de la figura 6.25 son una comparacién entre sangre entera normal
en color negro y la sangre entera con los anticuerpos en rojo.
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Figura 6.25 Comparacién de las curvas de impedancia de
sangre entera normal y sangre entera con reaccion de
anticuerpos al EDTA

Las curvas de la figura 6.25 no pueden compararse porque no hay una diferencia
significativa, cuando consideramos los valores de los pardametros en la tabla 6.1 para
sangre entera en las muestras con anticuerpos y los valores normales de la tabla 6.2 se
observa que los datos de la muestra especial caen en el rango de los valores normales. Por
lo tanto necesitamos hacer un estudio de los componentes para determinar una posible
caracteristica que nos permita percibir la anormalidad presentada en estas muestras.
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Las graficas de la figura 6.26 son una comparacion entre los componentes de la sangre

normal en color negro (eritrocitos, leucocitos y plasma), y los de la muestra con respuesta
inmunolégica en rojo.

leucocito

Figura 6.26 Comparacion de las curvas de impedancia
de los componentes de la sangre normal (color negro) y

de los componentes de la sangre con anticuerpos al
EDTA (color rojo).

Se aprecia notablemente el aumento en el radio de la curva para el plasma y los
leucocitos, esto provoca un cambio en los valores de los parametros eléctricos del modelo
de Cole-Cole, debido a que en estos componentes se concentra la respuesta inmunoldgica,
son un monitor para este tipo de afeccion. Fisiologicamente se tiene, por un lado el
aumento en el nimero de células blancas y por otro lado como ya se menciond en el
capitulo II, hay un aumento en la cantidad de proteinas inmunolégicas (inmunoglobulinas,
citoquinas y proteinas de complemento) en el plasma debido a la respuesta inmunoldgica.
La grafica que corresponde al componente eritrocito es similar a la que presenta una
persona apta para donaci6n, esto se debe a que no se ve afectado significativamente este
componente con la presencia de los anticuerpos. La comparacion entre las graficas de
plasma y leucocitos evidencian una anormalidad en las muestras del paciente con
anticuerpos al EDTA y los valores de los parametros 1o pueden confirmar.
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El andlisis de las curvas para las muestras de la persona con anticuerpos para EDTA
proporciona los siguientes parametros eléctricos:

Tabla 6.1 Muestras con anticuerpos para EDTA

Parametro| Sangre entera Leucocitos Plasma Eritrocitos
E; 177 £1)KQ (325+33)KQ (2541 2)KQ (150 £ 2)KQ
R‘s 467 £12Q2 384 +3Q 391+3Q 486+ 5Q
C—P ) (2.99+0.03)x10*((3.05+0.04)x10™* (3.12+0.04)x10* | (3.29+0.08)x10™®

P 0.965 + 0.001 0.962 1 0.001 0.961 +0.001 0.954 £ 0.003

Tabla 6.2 Valores normales de los pardmetros eléctricos para personas aptas a

donacion:
[ParAmetro| Sangre entera Leucocitos Plasma Eritrocitos
ﬁ (156 £48)KQ | (Z19+11)KQ (222 £ 22)KQ2 (1341 17)KQ
ﬁ; 451+ 58Q 3541 17Q2 4321 30Q2 5761 24Q2
C, [(294+0.25)x109(3.19£0.01)x10 (3.04£0.14)x10°® | (3.23£0.19)x10™
p 0.966 + 0.008 0.952 + 0.002 0.965+.003 0.952 1£0.004

Como se puede apreciar en las tablas 6.1 y 6.2 el pardmetro Rp tanto en leucocitos
como en plasma cae fuera de los rangos establecidos anteriormente para la poblacién de
personas aptas a donacién. En la grafica 6.27 se percibe notablemente un aumento en el
valor de Rp para leucocitos siendo ldgico el resultado porque se tiene una densidad mayor
de leucocitos que contribuyen a este valor. En el caso de plasma también se observa un
ligero aumento en Rp que estd fuera de los rangos normales. Sin embargo cuando se
compara sangre entera o eritrocitos, los valores de los pardmetros eléctricos estdn dentro de
los valores normales.
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Figura 6.27 Grifica comparativa de los valores del
parametro Rp para los componentes de la sangre y sangre
entera de muestras aptas para donhacién (color negro) y de
muestras con anticuerpos al EDTA (color rajo).

En la grifica comparativa del pardmetro Rs (figura 6.28) se tiene una disminucién
significativa para eritrocitos y moderada para plasma quedando el valor fuera de rango en
ambos casos. En leucocitos y sangre entera el valor de Rs estd dentto de los limites

aceptables.
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Figura 6.28 Grifica comparativa de Jos valores del
parametro Rs para los componentes de la sangre y sangre
entera de muestras aptas para donacion (color negro) y de
muestras con anticuerpos al EDTA (color rojo).
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En la grafica comparativa del parametro Cp (figura 6.29) y del parametro p (figura
6.30) se muestra una vez mas la diferencia clara en este valor cuando se comparan
leucocitos normales y con los correspondientes a la respuesta inmunitania.
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Figura 6.29 Grafica comparativa de¢ los valores del
pardmetro Cp para los componentes de 1a sangre y sangre
entera de muestras aptas para donacién (color negro) y de
muestras con anticuerpos al EDTA (color rojo).
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Figura 630 Grifica comparativa de los valores del
parametro p para los componentes de la sangre y sangre
entera de muestras aptas para donacién (color negro) y de
muestras con anticuerpos al EDTA (color rojo).
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Muestras con leucemia

Se analizaron varias muestras de sangre entera y de los componentes sanguineos
(plasma y eritrocitos) de una persona con leucemia. La gréfica de la figura 6.31 hace una
comparacion entr¢ sangre entera normal en color pegro y la sangre entera con leucemia en
10jo.

Sungre Entera

-150000

Leucemia

Figura 6.31 Comparaci6én de las curvas de impedancia de
sangre entera normal (color negro) y sangre entera con
leucemia (color rojo).

Las curvas de la figura 6.31 pueden compararse porque hay una diferencia significativa,
cuando consideramos los valores de los parametros en la tabla 6.3 para sangre entera en las
muestras con leucemia y los valores normales de la tabla 6.2, se observa que solo el valor
Rp de la muestra especial cae fuera del rango normal. Aunque es posible considerar Rp
para caracterizar una anormalidad de este tipo, un analisis mas completo se puede hacer si
se ticnen los valores de los parametros de cada componente.

La grafica de la figura 6.32 hace una comparacion entre los componentes de la sangre
normal en color negro {eritrocitos, leucocitos y plasma), y los de la muestra con leucemia
€n rojo.



leucocitos

Figura 6.32 Comparacién de

las curvas de

impedancia de los componentes de |a sangre normal
(color negro) y de los componentes de la sangre con
leucemia (color rojo).

Este tipo de padecimiento se caracteriza por un aumento en la cantidad de leucocitos,
conteo bajo de eritrocitos, bajo porcentaje de hematocrito y conteo bajo de plaquetas. En la
grafica (figura 6.32) se observa nuevamente como el radio de las curvas de leucocitos y
plasma aumenta, indicando una similitud con la respuesta inmunitaria analizada en €l caso
anterior, de hecho el aumento de los glébulos blancos y proteinas inmunolégicas es la
caracteristica similar. También se tiene una pequefia disminucién en el radio de la curva de

eritrocitos.

El andlisis de las curvas para las muestras de la persona con leucemia proporciona los
siguientes parametros eléctricos:

Tabla 6.3 Muestras con leucemia

Pardmetro| Sangre entera Leucocitos Plasma Eritrocitos
R, 215+ DKQ | (298+£9.7)KQ 212+ DKQ (115 1)KQ
R, 415+ 120 364+ 310 410160 549+10Q
C, (3.05£0.03)x10°® {(3.1940.08)x10°*| (3.00 £ 0.02)x10°® | (3.27+0.03)x10°°

e 0.96710.001 | 0.952+0.004 0.966 + 0.001 0.961+ 0.001
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Tabla 6.2 Valores normales de los parametros eléctricos para personas aptas a

donacién:

[Pardmetro| Sangre entera Leucocitos Plasma Eritrocitos
R_r (156 £ 48)KQ | (219:x11)KQ (222+22)KQ (1341 17)KQ
R_s 451 + 58Q2 354+17Q 432 1 30Q2 576+24Q
C_l, (2.9410.25)x10 9(3.19£ 0.01)x107% (3.04 £ 0.14)x10™* | (3.2310.19)x10™*

~p 0.966 + 0.008 0.952 + 0.002 0.965 +.003 0.952 +0.004

Como se puede apreciar en las tablas 6.3 y 6.2 el parAmetro Rp nuevamente resulta
importante en la comparacion entre los componentes sanguineos para muestras normales y
con alguna afeccion, de la grafica 6.33 se observa que el valor de Rp para la muestra con
leucemia cae fuera de los rangos establecidos anteriormente para la poblacion de personas
aptas para donacién. En la grafica de la figura 6.33 se percibe notablemente un aumento en
el valor de Rp para leucocitos, siendo légico el resultado ya que se tiene una densidad
mayor de leucocitos que contribuyen a este valor (capitulo 1II). En el caso de plasma
también s¢ observa un ligero aumento en Rp que estd fuera de los rangos normales. Sin
embargo cuando se compara sangre entera o eritrocitos, los valores de los parametros
eléctricos estan dentro de los valores nommales.
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Figura 6.33 Grifica comparativa de los valores del

parametro Rp para los componentes de la sangre y sangre
entera de muestras aptas para donacién (color negro) y de
muestras con leucemia (color rojo).
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Figura 6.34 Grdfica comparativa de los valores del
parametro Rp para los componentes de la sangre y sangre
entera de muestras aptas para donacién (color negro) y de

muestras con leucemia (color rojo).
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Conclusiones del anilisis realizado a las muestras especiales por la EI

El estudio preliminar del analisis realizado a muestras de pacientes con alguna
anormalidad en el fluido sanguineo permite establecer una comparacién entre los
pardametros eléctricos del modelo Cole-Cole y en base a esto poder distinguir que los
pardmetros que salen de rango muy posiblemente estén en relacion directa con la afeccion.
Existen dos parametros que pueden ayudar a diferenciar en estos casos a muestras normales
y muestras con un aumento en el numero de leucocitos, los valores de Rp y p en las
graficas comparativas de las figuras 6.27, 6.30, 6.33 y 6.36 demuestran que no cumplen

con los rangos obtenidos para personas aptas para donacion (tabla 6.2)
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Medicion de los pardametros eléctricos vs. Temperatura
Se realizaron experimentos variando la temperatura para observar cuales eran los
cambios en los pardmetros eléctricos de sangre entera.

En la grafica de resistencia en paralelo vs. Temperatura se observa como disminuye
exponencialmente a partir de los 21 grados Celsius y luego pasa por un estado meta estable,
semejante al que se presenta cuando hay un cambio de fase. La grafica representa que a

partir de una temperatura superior a los 37 grados Celsius la resistencia en paralelo
empieza nuevamente a decrecer drasticamente.
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Figura 6.48 Comportamiento de Rp al modificar la
temperatura de la muestra de 22 a 42 grados Celsius.

Es evidente que los parametros del modelo eléctrico que representan al fluido cambian
por efecto de la temperatura. La homeostasis tiene un papel fundamental en este proceso ya
que los valores de resistencia en paralelo son estables para un rango de temperaturas entre
27 y 37 grados Celsius y ademas corresponden al valor obtenido en los estudios de EI para
sangre entera.

R, = (156 +22)KQ

Esto también nos proporciona un factor de confianza al saber que nuestro estudio se
realizé dentro de los rangos de temperatura donde los valores son estables,
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La grafica de la potencia (figura 6.49) parece ser la mas significativa en este
experimento ya que muestra como el fluido en estudio empieza de ser un circuito eléctrico
con un Cp que tiene una impedancia elevada a una potencia menor a la unidad, y
evoluciona con la tendencia a convertirse en un capacitor ideal ya que su potencia tiende a
uno rapidamente conforme aumenta la temperatura.
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Figura 6.49 Comportamiento del parémetro p al modificar
la temperatura de la muestra de 22 a 42 grados Celsius.

Por lo anterior las propiedades del capacitor son debidas a los electrolitos libres en el
medio una vez que empieza la hemolisis. También en esta grafica s¢ aprecia un estado
metaestable del parametro de potencia en ¢l rango en donde lo presenta la resistencia en
paralelo. Nuevamente esto representa un grado de confiabilidad de los valores obtenidos ya
que fuera de el rango de temperaturas adecuadas los valores en los pardmetros eléctricos
empiezan a cambiar muy rapidamentc con pequefias vanaciones en la temperatura, €s
importante remarcar que la sangre es uno de los tejidos mas especializados del cuerpo
humano y sus rangos de trabajo (temperatura, pH, cantidad de gases disueltos, cantidad de
glucosa, lipidos, etc) son extremadamente delicados. Cuando se trata de hacerse un estudio
se deben mantener estos rangos para que los resultados sean de lo més confiables.

En el estudio para sangre entera se obtuvo:

p = 0.966 + 0.003
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_ La grfaﬁca del parAmetro Cp vs. Temperatura revela que el Cp también se ve afectado
mgmﬁcatlvamente después de los 40 grados Celsius, antes de esto los valores de Cp
también caen en el rango obtenido para las muestras de sangre entera:

C, =(2.99£0.12)x10°F
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Figura 6.50 Comportamiento del pardmetro Cp al
modificar la temperatura de la muestra de 22 a 42
grados Celsius.
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Perspectivas de estudio

La busqueda de nuevos métodos de diagndstico en sangre

Las propiedades eléctricas de los tejidos y células en solucién han sido de interés en el
ultimo siglo por muchas razones. Por ejemplo estas propiedades determinan las trayectorias
de los flujos de corriente a través del cuerpo. En general la conductividad eléctrica de los
biomateriales depende de su estado funcional y, por consiguiente, puede utilizarse como
indicador para diagnéstico. Asi por ejemplo, durante la inflamacion (cuando las células se
hinchan), disminuy¢ Ja seccidén de las junturas intracelulares, aumentando la resistencia
eléctrica®; los fenémenos fisiolégicos que provocan la hidrélisis vienen acompafiados con
el aumento de conductividad eléctrica de la piel.

La investigacién en el campo de la espectroscopia de impedancia eléctrica asi como
dieléctrica linear y no linear, para el estudic no invasivo de la quimica y de la enzimologia
de las membranas de células animales, resulta de mucha importancia para aumentar la
comprension de los procesos fisico-quimicos de células eucariotas simples (eritrocito
humano) y complejas (célula animal). Esto proporcionard métodos mas completos y nuevos
para estudiar la fisiologia de la célula, abriendo ¢l panorama en la parte de diagnéstico. Por
ejemplo el monitoreo de la glucosa por medio del sistema no invasivo de la espectroscopia
de impedancia eléctrica trabajando en ¢l rango de frecuencias de 10° a 10* Hz por efecto
de dispersion del campo electromagnético'’). Los dispositivos disefiados para permitir a
pacientes diabéticos inhalar, en vez de inyectan insulina, incorporan las tecnologias que se
han desarrollado de los estudios dieléctricos entre enlaces proteicos por Schwan y Grant ",

Actualmente estd en desarrollo una nueva tecnologia, llamada patologia electrénica, en
donde se describen objetivos que incluyen sustituir microscopia manual y manchas para
detectar y para aislar las células anormales de los liquidos biologicos. Basados en estos
mismos parametros estructurales, la deteccion, la clasificacion y ¢l aislamiento de células
patologicas, pueden ser alcanzados explotando sus caracteristicas dieléctricas intrinsecas,
utilizando arregios de microeléctrodos que se energizan para imponer fuerzas
dielectroforeticas ante las células.

Dependiendo de la frecuencia del campo eléctrico aplicado, las caracteristicas
dieléctricas de células reflejan diversos aspectos de sus caracteristicas estructurales, esto se
debe a la dispersion dieléctrica que presentan cada una de las estructuras que componen a
la célula (ver capitulo III). El siguiente esquema resume lo anterior.
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PATOLOGIA ELECTRONICA
Las Caracteristicas Dieléctricas Reflejan La Estructura De la Célula

Morfologfa de la membrana
(dobleces, microvellosidades,

Integridad de la membrana)
Carga superficial de la membrana Forma y tamafio celular
Razén de Volumen
Canales iénicos Citoesqueleto Nicleo / Citoplasma
Frecuencia _ -
Bajas Frecuencias Ondas de Radio Micro-ondas

Caracterizacién de tejidos cancerosos

Es conocido que la morfologia de los tejidos cancerosos es diferente a la de los tejidos
sanos. Este hecho da pie a pensar que la espectroscopia de impedancia eléctrica puede ser
una herramienta util en la caracterizacion de estos tejidos, ya que estas diferencias pueden
inducir cambios en sus propiedades eléctricas. En la bibliografia se pueden encuentran
trabajos que hacen referencia al estudio, mediante medidas tanto in-vitro como in-vivo, de
la deteccion de tumores, haciendo hincapié, sobre todo, en el estudio del cdncer de mama,
al ser ésta una aplicacién clinica potencialmente muy importante.

La tendencia en los ultimos trabajos presentados sobre el tema es el empleo, no s6lo de
la variacion del médulo de la impedancia, sino también del estudio de la evolucion de la
fase o de los dos comportamientos mediante la modelizacién con arcos de Cole-Cole.
Jossinet'” en 1985 comprobd que el espectro de fase es una herramienta més significativa
que la vanacion del modulo para realizar su caracterizacion. Desde 1992, muchos son los
trabajos presentados sobre ¢l tema®®”), que utilizan la parametrizacion de Cole-Cole en la
caracterizacidén y diferenciacion de los tejidos cancerosos, llegando a la conclusién, que
dichos parametros permiten su diferenciacion respecto a los tejidos normales.
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Figura 6.70 Evoluci6n temporal de los parametros eléctricos del
modelo Cole-Cole en tejido normal y tumoral,
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La grifica anterior (figura 6.70) muestra la diferenciacién paramétrica (Rp y Cp) del
tejido normal y tumoral'®, El paso a la caracterizacion de los tumores mediante medidas in-
vivo es dificultoso, siendo complicado controlar que la medida se realice s6lo sobre el
volumen ocupado por el tumor, ya que para que la medida tenga utitidad desde el punto de
vista de prevencion, el tamafio del tumor ha de ser atn reducido. Ademas en Chaveau® et
al., 1995 se presentan las limitaciones existentes para conseguir una buena reproducibilidad
en las medias. Al igual que en las medidas in-vitro, es la modelizacién de Cole, la
herramienta mas utilizada en los iltimos trabajos presentados para su caracterizacion.

Caracterizacion del nivel de isquemia ¢n tejidos

El primer grupo que present6é la espectroscopia de impedancia eléctrica como una
técnica capaz de cuantificar el nivel de isquemia fue de la universidad de Géttingen. Sus
trabajos empezaron en la década de los 80, con la caracterizacion in-vitro de la isquemia
del tejido miocardico®™ ™), Ya en la década de los 90, extendieron al uso de la
espectroscopia de impedancias a la caracterizacién del tejido hepético''”. En sus medidas,
realizadas en el dominio de frecuencia de 0.1 Hz a 10 MHz, sobre corazén canino e higado
porcino, se demostro la correlacion existente entre los cambios en el nivel de impedancia y
el grado de isquemia. En estos trabajos no se presenta tan sélo las modificaciones que sufre
el espectro de frecuencia en su evolucion temporal sino también posibles modelos
eléctricos que ayudan a la comprension de los procesos fisioldgicos que inducen estos
cambios.

En los uitimos aflos, otros grupos se han incorporado al estudio de este tema con
diferentes contribuciones. R. Bragos'® ha estudiado el miocardio de un modelo porcino,
caracterizando y modelando espectralmente la evolucion temporal de la isquemia,
concluyendo que la fase es la magnitud mas robusta para su caracterizacién. También se ha
caracterizado otros tejidos, como el muscular, estudiando la evolucion de su isquemia““)
para su aplicabilidad en cirugia estética y reparadora o su comportamiento frente a los
diferentes niveles de radiacién que puede sufrir en un tratamiento de radioterapia‘'®.

La recopilacion bibliografica de medidas experimentales sobre tejidos nos muestra la
necesidad de completarla mediante un estudio que conlleve la realizacién de medidas in
vivo € in-situ que nos permitan caracterizar los diferentes tejidos y su evolucién isquémica,
para obtener informacion acerca de los margenes que podemos encontrarnos en sus valores
de impedancia o en los pardmetros que les caracterizan.

La caracterizacion de los parametros dieléctricos naturales de células pueden conducir a
una comprension mejor de la estructura y de la funcién celulares.
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Proteinas

Los andlisis estructurales y teodricos de proteinas son centrales a la comprensiéon de
mecanismos moleculares complejos y son fundamentales al proceso del descubrimiento de
nuevos medicamentos. El papel central de interacciones electrostiticas con respecto a la
funcion, a la estructura y a la estabilidad de la proteina se han investigado y algunas
caracteristicas electrostaticas se pueden modelar teéricamente.

Aunque en la coagulacién de la sangre estan implicitas mas de 30 proteinas que
trabajan especifica y reciprocamente con varios grados de afinidad, la regulacion y el
impacto de mutaciones en este proceso requieren el desarrollo de nuevas terapias y de
herramientas de diagnostico para comprension fundamental de mecanismos moleculares y
del plegamiento de proteinas.

Otra importante proteina es la Albumina, que es el 50-60 % del total de la proteina
plasmatica, que su carga eléctrica negativa le capacita como un gran transportador de
inespecifico de hormonas, iones, fArmacos,
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Apéndice A
Dieléctricos

Dieléctricos en un campo eléctrico externo

El término dieléctrico para los materiales lo introdujo Michael Faraday para designar
las sustancias a través de las cuales penetran los campos eléctricos, a diferencia de los
metales en cuyo interior no hay campo electroestatico. En general se denomina material
dieléetrico a los cuerpos que no conducen corriente eléctrica en condiciones normales, sin
embargo cuando se cambian las condiciones externas (calentamiento, campo eléctrico,
radiactividad, etc.) el dieléctrico puede conducir una corriente ¢léctrica. De hecho el
cambio del estado del dieléctrico al colocarlo en un campo eléetrico se puede explicar por
su estructura molecular, segin la cual los materiales dieléctricos pueden clasificarse en tres
clases:

1.- Dieléctricos con moléculas polares
2.- Dieléctricos con moléculas no polares
3.- Dieléctricos cristalinos

Brevemente analizaremos cada una de estas clases

Dieléctricos con moléculas polares

las sustancias como el agua, nitrobenceno y muchos acidos tienen estructura molecular
asimétrica, entonces los centros de masa de sus cargas positiva y negativa no coinciden, por
lo cual poseen una separacion de estas cargas, este comportamiento produce que sean
polares y se dice que tienen un momento bipolar elécirico que las caracteriza (p = q 1),
incluso sin campo eléctrico externo posee polarizacion en sus moléculas pero no estin
orientadas preferentemente (la sustancia no esta polarizada, solo sus moléculas). Cuando se
aplica un campo eléctrico externo se observa como las moléculas se orientan y entonces se
polariza toda la sustancia, aunque en la realidad la polarizacién no es total debido al
movimiento térmico-molecular.

\ — w \ Figura A.l1 En ausencia del campo
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T e Figura A.2 Si el dieléctrico se coloca
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- T momentos dipolares no son totales por
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Dieléctricos con moléculas no polares

A este grupo de di¢léctricos pertenecen las sustancias cuyas moléculas, en ausencia del
campo eléetrico, no poseen momentos dipolares (H;, O, etc.), estas moléculas son
simétricas, sin embargo cuando se someten a un campo eléctrico externo las cargas de
diferente signo se desplazan en sentidos contrarios y la molécula adquiere un momento
bipolar eléctrico de intensidad dependiente del campo aplicado.
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Figura A.3 Moléculas no polares en ausencia de campo eléctrico
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Figura A.4 Moléculas no polares en un campo eléctrico

Dieléctricos cristalinos

Son generalmente sales cristalinas cuyas redes se componen de iones positivos y
negativos (por ejemplo: NaCl). El dieléctrico de este tipo se puede considerar como un
conjunto de dos subredes una de las cuales lleva una carga pusitiva, y la otra negativa. En
ausencia del campo eléctrico externo las subredes estdn dispuestas simétricamente y el
momento bipolar eléctrico es cero. Si el dieléctrico se coloca en un campo eléctrico, las
subredes se desplazaran en sentidos opuestos, y el dieléctrico adquirira polarizacién.

La primera clase de dieléctricos ¢s conocida como polarizacion dipolar o de
orientacion, para la segunda clase se llama polarizaciéon electronica (o sea el
desplazamiento de los electrones) y la tercera clase se conoce como polarizacion idnica.
Estos tres procesos son una clasificacién convencional, puesto que en un dieléctrico real
pueden existir simultineamente todos los tipos de polarizacion, por esta razén la medida de

la poiarizacion total de un material en presencia de un campo eléctrico unifica todos los
procesos involucrados.
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Dieléctricos biologicos

El estudio de las propiedades dieléctricas de materiales bioldgicos sigue siendo de gran
interés. Al aplicar un campo eléctrico a cierto tejido (o a un sistema celular, molecular,
etc.), l1a respuesta del tejido se nota en la permitividad eléctrica € (densidad de carga) y en
la conductividad ¢ (densidad de corriente). La respuesta de un material a un voltaje
involucra el desplazamiento de carga y la cinética de este desplazamiento determina la
dependencia a la frecuencia de la muestra. Algunos investigadores'"”) mencionan que la
respuesta a este estimulo pudiera deberse a efectos del tipo de resonancia ya que estos han
observado efectos de este tipo (en particular en soluciones de DNA a frecuencias menores a
los GHz); mientras que otros defienden la idea de una relajacion natural, donde los efectos
pueden ser descritos mediante una ecuacion diferencial de primer orden; la discrepancia
parece dar la razén a la relajacion natural, ya que ese fenomeno de resonancia no ha sido
confirmado por trabajos subsecuentes'”, Un ejemplo de la relajacién natural para un caso
simple de polarizacién es presentado por la ecuacion:

D =D, + (Do D, )(1-e")

Donde D es la densidad de carga, D, es la respuesta instantinea del sistema (en un
proceso muy rapido), Do es la respuesta a un fiempo después de la aplicacion de un
estimulo al sistema. La constante de tiempo o depende del proceso fisico involucrado: esta
puede ser corta (de algunos picosegundos para dipolos moleculares reorientados) o larga
(en el orden de segundos). El comportamiento de relajacion dieléctrica puede ser
convenientemente graficado sobre un plano complejo. Pueden ser empleadas diferentes
graficas para enfatizar los diferentes aspectos del comportamiento de relajaciéon. A la
frecuencia de relajacién o frecuencia caracteristica (fc) la permitividad es la mitad entre los
valores de las bajas y altas frecuencias; y es este valor el que determina el dpex del arco
circular en las diferentes grificas. De los meétodos grificos mds empleados estd el
propuesto por Cole y Cole'",

Varios son los fenémenos que se presentan al aplicarse un campo eléctrico a un tejido,
el llamado mecanismo de relajacion dieléctrica €s el mas importante. Son tres los procesos
que involucra la relajacién dieléctrica en tejidos: polarizacion interfaciol, orientacion
bipolar y difusion idnica.

Polarizacidn interfacial. Si un material es eléctricamente heterogéneo, ocurre dispersion
en las propiedades del material desde la carga hasta la interfase dentro del material. Este
fenémeno no se presenta desde la relajacion dieléctrica en la fase del material, pero es una
consecuencia de las condiciones de frontera en los campos a la interfase entre fases. Estos
efectos dominan en las propiedades dieléctricas de coloides y emulsiones.

Relajacion bipolar. Este mecanismo es la orientacién de dipolos.
Difusidn ionica. Este mecanismo se presenta cuando dos superficies adyacentes se
encuentran cargadas. La constante de tiempo para tales efectos es de la forma LD, donde

L es una longitud sobre la cual ocurre la difusion y D es un coeficiente de difusién (en
contraste con los efectos de Maxwell-Wagner'”, donde la constante de tiempo es de la
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forma RC 6 gey/o, donde R(1/ o ~conductividad-) es una resistencia y C (e€o~permitividad
del materia y del vacio respectivamente- ) representa la capacitancia. Este mecanismo es
comunmente dominante en sistemas biolégicos a bajas frecuencias (por debajo de los KHz)
mientras que los efectos Maxwell-Wagner son dominantes en el rango de las
radiofrecuencias.

Estos mecanismos de relajacién son los que se consideran para tener ¢l desplazamiento
de cargas, y es esta propiedad fisica aprovechada en la EI para hacer el anilisis en la
caracterizacion de sus propiedades eléctricas. Puesto que se obtiene el comportamiento en
un rango de frecuencias del valor de la impedancia Z, la cual estd relacionada con la
frecuencia en un sistema biolégico; las propiedades de conductividad y capacitivas de la
muestra son obtenidas mediante el andlisis de los datos.

Comportamiento en frecuencia: polarizacion y relajaciones en materiales dieléctricos

La propiedad mas importante de los di¢léctricos es la capacidad de polarizarse bajo la
acciéon de un campo eléctrico exterior. Este fen6meno consiste en la variaciéon de la
posicion en el espacio de las particulas eléctricamente cargadas, adquiriendo por tanto €l
dieléctrico un momento eléctrico. La polarizacion (P) coincide con la densidad superficial
de cargas ligadas en el dicléctrico, siendo su relacién con el campo (E) e induccion
eléctrica (D) la siguiente:

Como indica esta ecuacion, hay una relacién directa entre la polarizacién del dieléctrico
y la variacion de la permitividad del mismo. Existe, por tanto, una relacién entre la
expresion del cambio de la polarizacién y la de la permitividad ante una excitacion senoidal
de frecuencia @. En las siguientes ecuaciones modelan este comportamiento®.

P‘(m): Pe. +k‘P_“
1+ jmt
N AL =N
1+ jort

En ellas es, &, Ps ¥ £€», P» son respectivamente la permitividad y polarizaciéon en
continua y a frecuencia infinita y T el tiempo de relajacion. En este modelo s¢ ha hecho la
aproximaciéon de dieléctrico perfecto. Si éste no lo fuera, existiendo corrientes de
conduccion para @ = 0, es necesario afiadir al modelo el efecto de la conductividad estatica

Os, quedando la expresion completa:

* =g +.e;_.&__"_o_.’—
1+_|0JT (wo

Siendo su representaci6n, mediante diagramas de Bode y Nyquist, la que se muestra en la
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Figura. Este desarrollo es idéntico para la expresion de la conductividad compleja,
llegandose a la ecuacién

L = L

c,-0. .
G = jweE =0, +——— + JWEHE

1+ jot
8, ‘i.e” "
g\)?j < 1‘
€, €. €, -E,_ 'c'%
2 2
afm
e“ .
ok ) logif) e B+ & o e
T 2
(a)
g s
EUA 4 ¢ ot
By =E_ £, —FL fc '%
2 2
dﬂ'ﬁ
Enﬂ
f=1 o3t T RTE e
T 2
(b)

Figura A.5 Representaciones de la ecuacién de Debye: (a) Diagramas de Bode y Nyquist
para un dieléctrico perfecto y (b) considerando las pérdidas por corrientes de conduccion,

En general, no existe un unico mecanismo de relajacién. En una primera aproximacion
se puede considerar que si ¢l dieléctrico tiene més de una constante de relajacion y éstas
estan suficientemente separadas, T\<<T»<<T3;, respondiendo todas ellas a un
comportamiento de primer orden, la permitividad se puede modelar con la expresion:

iC

b Ag, Ag, o Ag,

e (m=¢_-— +
we, l+wr, l+tot, l+or,

+...=g+je"
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Si estas constantes de tiempo no estdn suficientemente separadas, y vienen dadas por
dispersiones dentro del mismo mecanismo que produce una determinada relajacién, se
tendra una relajacion dieléctrica mas ancha, que cumplird la expresion siguiente™.

"=g_+(g,—€ )J']—E(Jad

Donde p(t) es la funcion de distribucion normalizada de las constantes de tiempo.

Esta expresiéon permite describir cualquier dieléctrico, en ausencia de fenémenos de
resonancia y suponiendo un comportamiento lineal. El problema es, para cada caso,
encontrar la funcion de distribucién adecuada. Se puede pensar en hallar una funcién que
responda a los mecanismos fisicos que se producen en ¢l dieléctrico, pero este
planteamiento acostumbra a dar soluciones matematicamente muy complejas. La
alternativa es encontrar alguna expresion sencilla que se ajuste a los datos experimentales
encontrados. La solucién de este tipo mas utilizada en la bibliografia fue presentada por
K.Cole y R.Cole", que modelan la evolucién de la permitividad como:

* ES _Eea jGS
€ =¢.+ 5 -
Jis O %
C

En esta expresion el pardametro a da idea del grado de dispersién de las constantes de
tiempo asociadas al fenomeno de la relajacidn dieléctrica. Si @ = 0, indica que s6lo hay una
constante de tiempo y la expresién compleja de la permitividad coincide con la ecuacién de
Debye. La dispersion de las constantes de tiempo aumenta al hacerlo estc parametro, por
esto nos da idea del grado de homogeneidad del dieléctrico. La ecuacién que rige esta
distribucion de constantes, para el modelo de Cole-Cole es:

sin(o)

p(t) =
2n T
cosh[(l —a)ln t—} — cos(our)

¢

El parametro f. es la frecuencia ligada a la constante de tiempo media de esta distribucion
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De forma anéloga es posible encontrar las expresiones que modelan el comportamiento de
la conductividad

L] G.‘. - O'_, F
o =0_+ + JWEE_,
LD (e

1+(=j—)

a)t'

O la impedancia del dieléctrico
R, =R,

Z=R_+

- o T
mc

Siendo posible utilizar cualquiera de estas dos ecuaciones para modelar el
comportamiento de materiales dieléctricos

Cuando el medio estudiado es pasivo, isotropo y esta libre de generadores
independientes, la parte real e imaginaria de la conductividad compleja So permitividad
compleja) estan relacionadas mediante las ecuaciones de Kramers-Kronig. Esta es una
relacion similar a la que se encuentra con las partes reales € imaginarnas de la impedancia
de circuitos pasivos de pardmetros concentrados. Esto podria hacernos pensar en la
posibilidad de medir inicamente uno de los dos componentes. Sin embargo, esto no es
aplicable en la practica debido al numero finito de valores discretos medidos en un margen
reducido de frecuencias. Las limitaciones del uso de las relaciones de Kramers-Kronig en
datos experimentales de bioimpedancia se muestran en Riu y Lapaz!®?, 1998.
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Apéndice B
Conteo de células en sangre

El conteo celular es una técnica conocida como citometria, W. Coulter describié un
método!! muy exacto que es utilizado por los aparatos modernos, en el cual un instrumento
emplea un sistema de medicion no 6ptico, que provee un rango de medicion que excede las
6.000 células individuales por segundo con un intervalo de conteo de 15 segundos. Una
suspension de células sanguineas es pasada a través de un pequeiio orificio
simult4dneamente con una corriente eléctrica. Las cé€lulas sanguineas individuales que pasan
a través del orificio producen un cambio de impedancia el cual estd determinado por el
tamafio de la célula. El sistema cuenta las células individuales y ptovee distribucién de
tamafios. El nimero de células contadas por muestra es aproximadamente 100 veces mayor
que los recuentos microscopicos, reduciendo el error estadistice aproximadamente 10
veces'”. Los contadores COULTER realizan este recuento por triplicado para eritrocitos,
leucocitos y plaquetas. Este sistema ¢s actualmente el método de referencia para el
recuento de células y es usado por todos los fabricantes de contadores celulares.

» El nimero de pulsos eléctricos indica la cantidad de particulas que pasan a través de
la apertura 3' el tamafio de los pulsos es proporcional al volumen de las
particulas®>

» Los contadores modernos atin siguen usando este método, el cual es el método de
referencia para recuentos de células

Las limitaciones de este método estén relacionadas con los tipos de particulas a medir,
como condicién bésica las particulas en estudio deben ser menos conductoras de
electricidad que el medio en que estdn disueltas, el tamafio de las particulas a medir debe
estar entre el 2 y el 60 % de €l didmetro de la apertura

Como se diferencian las células

Los sistemas COULTER poseen 2 baiios, uno de eritrocitos y otro de leucocitos, en el
bafio de eritrocitos se encuenira una apertura de 50um y en el de los leucocitos otra de
100um.

En cada apertura se realizan 3 recuentos de 4 segundos y se obtiene el promedio(en el
caso de STKS y GEN-S, estos poseen 3 aperturas de eritrocitos y 3 de leucocitos por lo que
la lectura sélo dura 4 segundos y se obtiene €l promedio de las 3 aperturas)

En el bafio de los eritrocitos el sistema identifica los eritrocitos como aquellas
particulas que poseen un volumen igual o mayor que 36fL (femtolitro), en este mismo bafio
se realiza el recuento de plaquetas las cuales tienen un volumen entre 2 y 20fL, en los
contadores COULTER si existe un recuento pequefio de plaquetas, el tiempo de recuento se
extiende por 4 segundos mds, a fin de tener un mayor valor estadistico.

En el bafio de leucocitos posterior a la dilucién con diluyente isotonico, se aplica
agente lisante, el cual destruye la membrana citoplasmaética de eritrocitos y leucocitos,
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permaneciendo los nucleos intactos. Es asi que las particulas que midan 35 fL. 0 mas son
contadas como leucocitos. Hay que hacer notar que los nicleos de eritroblastos si
existiesen también son contados, por lo que si el instrumento sefiala sospecha de su
presencia se deben buscar en el frotis y de tener un pumero considerable, se debe corregir
¢l recuento de leucocitos.

Suministro de
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Extemno
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%
7
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Figura B.] Las células sanguineas individuales que pasan
a través del orificio producen un cambio de impedancia el
cual estd determinado por el tamafio de la célula

Leucocitos y Plaguetas

Posterior al recuento de leucocitos y utilizando la reaccién quimica del lisante con la
hemoglobina libre en la mezcla, se mide un complejo quimico estable a 525nm, el cual
dependiendo del instrumento, puede ser realizado en el mismo bafio o en una cubeta de
flujo especialmente disefiada.

Consecuentemente los parametros medidos son: Eritrocitos (RBC), Leucocitos (WBC),
Plaquetas (PLT) y Hemoglobina (Hgb)

Los pardmetros derivados de las mediciones de volumen son:
- Volumen corpuscular medio (VCM o MCV)

- Ancho de distribucién eritrocitaria (ADE o RDW)

- Volumen plaquetario medio (VPM o MPV)

Los parametros calculados son:

-Hematocrito (Het)

-Hemoglobina corpuscular media (HCM o MCH)
-Concentracién corpuscular media (CHCM o MCHC)
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Histogramas de leucocitos, eritrocitos y plagquetas
Como se mencionaba anteriormente el
’ 255 conaley analizador mantiene una estadistica de los
[TT1 | volumenes celulares, y luego realiza una
Dibujo del distribucién de cantidad relativa versus
Histograme 4 yolumen de estas tres poblaciones, la
P i separacién de volimenes se hace con una
resolucion de 256 canales para cada

parametro.

Numeno Relativo

RBC
23 24 2526 27 28 29 30 3132 33 34 35 36 37 38

Canal 1 Famtolitros RELSY
Figura B.2a Histograma representativo del
T ——

conteo de ¢élulas en volumen,
S8 188 288 388 fL

REL

NO. PLT
REL#
1 | I8 1 1 1 1 § I
WBC |50 o0 200 300 400 'L
Figura B.2b Histograma de Leucocitos Figura B.2¢ Histograma de Eritrocitos (arriba) y
Plaquetas (abajo).

Reproducibilidad y exactitud del método COULTER

Si el recuento en el tiempo predefinido de lectura (4 segundos) es muy bajo, el
analizador cuenta por otros 4 segundos mas. Como comprobaciéon y a fin de detectar
posible acumulaciéon plaquetaria, los instrumentos COULTER, utilizando ¢l método de
minimos cuadrados menores para ajustar la curva de distribucién a log normal y se verifica
que la curva sea positiva, que la moda de los tamaiios de las plaquetas esteentre 3y 15 fL y
el ancho de distribucién plaquetaria sea menos de 20%, si alguno de estos criterios no se
cumple, se informa una alarma.

Figura B.3 Sistema SWEET FLOW que permite minimizar
el error debido a un posible recuento de plaquetas.
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El método de conteo COULTER utiliza su tecnologia de SWEET FLOW, que consiste
en hacer circular una corriente de diluyente en la parte inmediatamente posterior de la
apertura de eritrocitos, a fin de que las plaquetas como son tan pequefias no permanezcan
en el area de recuento y por lo tanto no se cuenten mas de una vez.
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Apéndice C
Anormalidades de la sangre

Razones por las que se realiza el examen del conteo de globulos blancos

El examen se realiza debido a que los gldbulos blancos son las células que combaten las
infecciones y también estan relacionados a reacciones alérgicas, tumores y estrés en
general, Esta evaluacion es importante en muchas condiciones y estados diferentes de las
enfermedades. Por ejemplo cuando se tiene en el conteo 1,000 neutr6filos o menos, el
riesgo de infeccién aumenta. Esta condicion se conoce como “neutropenia.”.

Significado de los resultados anormales
El conteo bajo de GB (leucopenia) pueden ser indicio de:

e Insuficiencia en la medula 6sea debido por ejemplo a: infecciones, granuloma,
tumor o fibrosis

Presencia de una sustancia citotéxica

Enfermedades vasculares del colageno (tales como el lupus eritematoso)
Enfermedad del higado o el bazo

Irradiacion

El conteo alto de GB (leucocitosis) puede ser indicio de:

Enfermedades infecciosas

Enfermedades inflamatorias (tales como artritis reumatoide o alergia)
Leucemia

Estrés emocional o fisico severos

Daiio tisular (como por ejemplo, quemaduras)

Consideraciones especiales

Cualquier infeccion o estrés agudo ocasiona un aumento en la produccion de leucocitos,
que generalmente lleva a un incremento en ¢l porcentaje de células inmaduras en la sangre
(células en banda). Este cambio se¢ conoce como "desviacion a la izquierda" por el
histograma de la biometria.

Factores que interfieren en los resultados del examen:
El conteo de leucocitos se incrementa por:

- Estrés fisico y emocional agudo

- Personas que han tenido una esplenectomia

- Los medicarnentos: la epinefrina, el alopurinol, la aspirina, el cloroformo, la heparina,
la quinina, los corticosteroides y el triamtereno.

El conteo de los leucocitos disminuye por:

Los medicamentos: los antibidticos, los anticonvulsantes, los antihistaminicos, las
drogas antitiroideas, los arsenicales, los barbitiricos, los agentes quimioterapéuticos, los
diuréticos y las sulfonamidas.
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Razones por las que se realiza el examen del conteo de glébulos rojos
Este examen puede ayudar en la evaluacion de un cuadro de anemia (hemoglobina baja)
al igual que otras condiciones gue afectan ¢l compartimiento de los globulos rojos.

Significado de los resultados anormales

Los glébulos rojos anormales tienen un periodo de vida corto debido a diversos
trastornos; por ejemplo: trauma intravascular de los glébulos rojos, como el que causan las
valvulas cardiacas artificiales o placas ateroscleréticas vasculares periféricas (vasos
sanguineos), que pueden destruirlos. De igual manera, ciertas condiciones tales como el
agrandamiento del bazo, como cuando es causado por hipertensién portal o la leucemia,
pueden destruir tanto los glébulos rojos normales como los senescentes (viejos).
Un conteo alto de giobulos rojos puede ser indicio de tension baja de oxigeno en la sangre
como consecuencia de :

Enfermedad cardiaca congénita

Cor pulmonale

Fibrosis pulmonar

Policitemia vera

Deshidratacién (por diarrea severa)

Enfermedad del rifién con alta produccién de eritropoyetina

Los conteos bajos de GRS pueden ser indicio de pérdida de sangre como consecuencia de:

Anemia (varios tipos)

Hemorragia (sangrado)

Insuficiencia de la médula 6sea (ejemplo: irradiacion, toxinas, fibrosis y tumores)
Deficiencia de eritropoyetina (secundaria a las enfermedades renales)

Hemolisis (destruccién de glébulos rojos) por reaccion a la transfusion

Leucemia

Mieloma multiple

Desnutricién

Deficiencias nutricionales de:

Hierro

Folato

Vitamina B12
Vitamina B6
Sobrehidratacion

Condiciones adicionales bajo las cuales se puede realizar el examen:

Sindrome de Alport

Anemia hemolitica debido a la deficiencia de G6PD
Anemia hemolitica autoinmune idiopdtica

Anemia hemolitica inmune

e » o o
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Macroglobulinemia de Waldenstrom

[ ]
» Hemoglobinuna paroxistica noctuma (HPN)
« Mielofibrosis primaria
» Carcinoma de células renales
» Anemia hemolitica inmune inducida por medicamentos
= Anemias congénitas como la talasemia
Anemia

Cuando no tiene suficientes globulos rojos existe una condicién conocida como
"anemia”, los niveles de hematécrito y hemoglobina estaran por debajo de lo normal. Se
pueden tener los siguientes sintomas:

* Mareos

» Falta de aliento

* Palpitaciones cardiacas (latidos cardiacos acelerados)
* Punzadas en su cabeza

» Zumbido en sus oidos.

Razones por las que se realiza el examen de hemoglobina

Las anomalias de los valores de la hemoglobina indican defectos en la homeostasia
(balance) de los globulos rojos y tanto los valores altos como los bajos son indicadores de
estados patolégicos.

Significado de los resultados anormales de hemoglobina
Los valores bajos de hemoglobina pueden ser indicio de:

Anemia (de varias tipos)

Falta de eritropoyetina (secundaria a la enfermedad renal)

Hemolisis (destruccion de los globulos rojos) por reaccion a transfusion
Hemorragia (sangrado)

Intoxicacion por plomo

Desnutricién

Deficiencias nutricionales de hierro, folato, vitamina B12 y vitamina B6
Sobrehidratacién

Los valores altos de hemoglobina pueden ser indicio de:

Enfermedad cardiaca congénita

Cor pulmonale

Fibrosis pulmonar

Policitemia vera

Aumento en la formacién de glébulos rojos asociada con el exceso de eritropoyetina

4 9% & ¢ =

Otras condiciones bajo las cuales se puede realizar el examen:

» Anemia por enfermedad crénica
o Hemoglobina C clinica
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Diabetes mellitus

Arteritis de células gigantes (temporal, craneal)
Anemia hemolitica debido a una deficiencia de G6PD
Diabetes mellitus insulinodependiente (DMID)
Anemia aplésica idiopatica

Anemia hemolitica autoinmune idiopatica
Anemia inmunohemolitica

Anemia ferropénica

Hemoglobinuria paroxistica por frio (HPF)
Hemoglobinuria paroxistica nocturna (HPN)
Anemia pemiciosa

Desprendimiento prematuro de la placenta
Polimialgia reumatica

Rabdomidlisis

Anemia apldsica secundaria

Anemia inmunohemolitica inducida per drogas

Razones por las que se realiza el examen de hematocrito
El hematocrito revela la proporcion de células y liquidos en la sangre.

Significado de los resultados anormales de hematocrito
Los valores bajos de hematocrito pueden ser indicio de.

@ 8 & & @ 8 6 & * & 8 & 8 O & U O O & & © B e @

Anemia por deficiencia de B12

Anemia por enfermedad cronica

Anemia por deficiencia d¢ acido folico

Anemia hemolitica inmune inducida por medicamentos

Anemia hemolitica

Anemia hemolitica por deficiencia de glucosa 6 fosfato deshidrogenasa (G6PD)
Anemia aplasica idiopética

Anemia hemolitica autoinmune idiopatica

Anemia hemolitica inmune

Anemia por deficiencia de hierro

Anemia megaloblastica

Anemia perniciosa

Anemia aplasica secundaria

Anemia de células falciformes

Pérdida de sangre (hemorragia)

Insuficiencia de la médula 6sea (debido a la radiacion, toxina, fibrosis o tumor)
Hemolisis (destruccion de los globulos rojos) por reaccidn a transfusion
Leucemia

Leucemia mieldgena crénica (LMC)

Leucemia de células pilosas

Leucemia linfocitica cronica (LLC)

Leucemia linfocitica aguda

Leucemia no linfocitica aguda (LMA)

Leucemia mielomenocitica cronica
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o Desnutricion o deficiencia nutricional especifica
+ Mieloma miltiple
Artritis reumatoide

Los valores altos de hematocrito pueden ser indicio de:

o Deshidratacion

s quemaduras

o diarrea

o Ertrocitosis (produccidn excesiva de glébulos rojos)
e Policitemia vera

Razones por las que se realiza el examen del conteo plaquetario
Se puede medir para evaluar la causa de un sangrado excesivo.

Significado de los resultados anormales del conteo plaquetario
La disminucién en el nimero de plaquetas (por debajo del limite menor normal) se
llama trombocitopenia y el aumento en el nimero de las mismas (superior al limite normal

mas alto) se llama trombocitosis

La disminucion del numero de plaquetas pyede estar relacionada con:

Quimioterapia por cancer

Coagulacion intravascular diseminada (CID)
Anemia hemolitica

Hiperesplenismo

Purpura trombocitopénica idiopatica (PTI)
Leucemia

Vélvula coronaria protésica

Secuela por masiva transfusion de sangre

El aumento en el nimero de plaquetas puede estar relacionado con:

Policitemia vera

®

¢ Sindrome post-esplenectomia
» Trombocitosis primaria

» Algunas malignidades

e CML temprana
Trombocitopenia

Cuando no hay suficientes plaquetas existe una condicion conocida como
“trombocitopenia.” Se pueden desarrollar moretones o magulladuras facilmente y también
puede tener algunos de los siguientes signos:

» manchas pequeiias del tamafio de la cabeza de un alfiler rojas o moradas en su piel
(petequias)

» sangrado por la nariz

* encias que sangran
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Pruebas proteicas por electroforesis

La electroforesis es una técnica de laboratorio en la cual el suero sanguineo se coloca
en un papel especialmente tratado y luego se expone a una corriente eléctrica. Las
diferentes proteinas migran o se mueven en el papel con el fin de formar bandas que
indican la proporcion relativa de cada fraccién de proteina. Por lo general, las proteinas
individuales, a excepcion de la albumina, no se miden; sin embargo, se miden las
fracciones o grupos de proteinas. Los niveles de las fracciones se pueden calcular
aproximadamente mediante las mediciones de la proteina sérica total y multiplicada por el
porcentaje relativo de cada fraccion de la proteina del componente. La electroforesis de
lipoproteinas es un tipo de electroforesis de proteinas que se concentra en la determinacién
de la cantidad de lipoproteinas, como ¢l colesterol LDL.
Razones por las que se realiza el examen

Las proteinas séricas estdn separadas enormemente en albiminas y globulinas, asi que
la proteina total = albumina + globulina. La albimina es la proteina de mayor
concentracion en el suero (el plasma es suero mas fibrindgeno) que sirve para transportar
muchas moléculas pequeilas y también juega un papel decisivo en el mantenimiento de la
presion oncotica de la sangre, la cual hace que el liquido no se filtre a los tejidos.

Las globulinas se dividen a grandes rasgos en globulinas alfa-1, alfa-2, beta y gama
globulinas, las cuales se pueden separar y cuantificar en el laboratorio mediante la
electroforesis y la densitometria.

La fraccion alfa-1 incluye la alfa-1 antitripsina y la globulina fijadora de tiroxina. La
fraccion alfa -2 contiene la haptoglobina, ceruloplasmina, HDL y alfa-2 macroglobulina.
En general, los niveles de proteinas alfa-1 y alfa-2 aumentan cuando hay inflamacion. La
fraccion beta incluye la transferrina, el plasminégeno y las beta lipoproteinas (ver LDL). La
fraccion gama incluye los diferentes tipos de anticuerpos (inmunoglobulinas M, G y A).

Valores normales

Proteina total: 6,4 a 8,3 g/dl
Albfimina: 3,5 a 5,0 g/dl
Alfa-1 globulina: 0,1 a 0,3 g/dl
Alfa-2 globulina: 0,6 a 1,0 g/dI
Beta globulina: 0,7 a 1,2 g/dl
Gama globulina: 0,7 a 1,6 g/dl

Nota g/dl = gramos por decilitro.

Significado de los resuitados anormales
La disminucion de la proteina total puede indicar:

¢ Desnutricién

¢ Sindrome nefrético
o Enteropatia por pérdida de proteinas gastrointestinal
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El aumento de las proteinas alpha-1 globulina puede indicar:
» Enfermedad inflamatoria crénica (por ej¢mplo artritis reumatoide, LES)
o Malignidad
o Enfermedad inflamatoria aguda

La disminucién de las proteinas alfa-1 globulinas pueden indicar:
« Deficiencia de alfa-1 antitripsina

El aumento de las proteinas alfa-2 globulinas puede indicar:
¢ Inflamacion aguda
e Inflamacion crénica

La disminucién de las proteinas alfa-2 globulinas puede indicar:
e Hemolisis

El aumento de las proteinas beta globulinas puede indicar:

« Hiperlipoproteinemia (por e¢jemplo, hipercolesterolemia familiar)
¢ Terapia de estrogenos

La disminucién de las proteinas beta globulinas puede indicar:
« Trastorno de coagulacién congénito
e Coagulopatia de consumo
Coagulacion intravascular diseminada

El aumento de las proteinas gama globulinas puede indicar:

Micloma muiltiple

« Enfermedad inflamatoria crénica (por ejemplo artritis reumatoidea, LES)
¢ Hiperinmunizacién

¢ Infeccion aguda

¢ Macroglobulinemia de Waldenstrom

« Enfermedad hepatica crénica

Consideraciones especiales
Los medicamentos que pueden afectar la medicién de las proteinas totales incluyen

clorpromazina, corticosteroides, isoniazida, neomicina, fenacemida, salicilatos,
sulfonamidas y tolbutamida.

No se recomienda ingerir alimentos 4 horas antes del examen (linicamente antes del
examen para electroforesis de lipoproteinas).
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Tabla C.1 Sustancias mas comunes en la sangre y su relacion a los examenes de diagnostico.

le:b- | Hepanna ’EDTA [HcmOhsts |Tc’u=ncu 'Ouos |25- C [v C |-20° (&
’Ac. Urico | No interfiere !Nc interfiere ISi imterfiere ’Hm 10 mg/di ’ [ Is dias |s dias
’Ac. Biliares INo interfiere |sn interficre [ﬁ.‘nmfm | I |shom Il semana [m
‘Albl'smina INo interfiere INo interficre [sTimerﬁm INo interfiere | ls dias |6 dias ‘mm
|ALT No interfiere INo interficre  [Si interfierc r | ' | dia |7 dias |ul:scs
|Amilasa Winterﬁcrc W |sTme|ﬁm 5 | |7 dias 17 dias |nm
‘lAmoniwo anﬁm No interficre [51 interfiere [ ’ |lnmble llmtable |lnmb|e
[AST [E, interfiere [N interfierc ’E{ interficre I | |3 dias |7 dias 'nm
[Bilirmbi.na | No interfiere |No interficre Jﬁ interficre I r_ |‘1a | 1dia |
|Ca.|cio [No interficre |sn interfiere |§imuﬁm | Lipenia P’ dias | 10 diss ‘3 meses
ICIOm INo interfiere ISi imerfiere |s¢ interfiere |SI interfiere | ]7 diss |7 dias |7 dias
|Cobrc |§i interfierc ’mlaﬁm Wl ’ W—’l 14 diss |m
}Coltsterol [No interfiere ‘No interfiere |No interfiere lHasta Amg/dl l—"* |4 meses W
’Colinmensa [No interfiere /Wﬁcre’[No interfiere r | |7 dias WW
ch actvada [No interfiere [No interfiere ISI interfiere |ﬁma 200 mg | Iz dias |rsan—an; W
|Ctenﬁnina [ No interfiere ’% interfiere |No interfiere |ﬁasta 5 mg/di | Iﬂ [2 dizs |mesm
|Fosfa. Alca. | No interficre ’gimcrﬁem |s1 interfiere lHasu 3 mg/dl ’ |Th, Fiias_ FTmT
|Fbsforo |No interfigre ]iu interfiere |51 interficre F | Iz digs |7Tuas lmms
[Frucxosamimina [No interfiere INo interfiere ’ r | [3 dlas | 15 dias W&e—
J@ [51 intcrficre F;l interfiere Wm\:— |Si interfierc | P dias [Wdias— F_ms—
|G|ucosa |No interficre rNo interfiere rmtemm | I |§hms l_ "_—
|Gldh |ﬁ> interfiere "No intcrfiere [sr interfiere | ILipemia || dia |J dfas ’m
IHicn'o ’ﬁ interfiere terﬁere [sx interficre | | [4 diss ,7 dias |
|LDH No interfiere  [No interfiere ‘ss interfiere | l |7 dfas \ No
Il,ipasn |io interfiere ’31 interfiere |ss intertiere ’ [ |24 n. Is dias Fon":lar
lhTagmio |No interficre ’No interficre |§i interfiere ( | |7 dias [ ‘
Potasio No interfiers  [Si interfiere  |Sf interficre 2sema |2
]Pmtelnas [No interfiere |No imterfiere 15-‘ interfiere | ‘7 dias ﬁmm: : [mtscs
Sodio No interfiere  |Sf interfiere  [Sf interficre 2sema. |2
ITriglictn'dos -| No interfiere ‘No interfiere ’No interfiere ‘ ‘ |3 dias F:::a 14 meses
,Um }No interfiere ‘No interfiere rNo interfierc | f |3!4 h. ’ﬁas le meses
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Tabla C.2 Hormonas y

metabolitos méds comunes en la sangre y su relacion a los examenes de

diagnostico.
[ Prucba | Heparina | EDTA | Hemohss | laencs |Owoes [ 25°C | 4°C | -20°C
[ Ac.Félico | Noimerfiere | Nointerfire | Simerfire | - | [ 1am | 1semana [ meses
[ BI12 [ Noinerfiere | Nointerfiere | Siimterfiore | [ [ 1da [ 1semems | meses
| Conisol | Nointerfiere | Nointerfirr | Mointerfiore | | | 2dias | Bdiss [ 3meses
[ Progesterona | Nointerfiere | Nointerfiere | Sfinterfiere | I [ 1dia [ 1scmana | meses
[ Tawom | Noioterfiere | Siinterfiere | Si interfiere | | | lsemana [ 1scmana | 1mes
[ T3total | Noimefiere | Siinterfiere | Sfinterficre | [ | 24boras | 2scmanas | 1mes
1 Tanbre | Siinerfiee [ Stinterfiere | Siinterfiere | [ [ 2dies [ 2dias | 1mes
el ) - | '
No interfiere No interfiere Si interfiere 1 dia 3 dias meses
caning (TLI) | l
Bibliografia

1. MEDLINEplus. Biblioteca Nacional de Medicina (informaciéon de salud para el
publico). http://www.nim.nih.gov/medlineplus/bloodlymphaticsystem.html
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APENDICE D
Extracto de Norma Oficial Mexicana NOM-003-SSA2-1993

De acuerdo con la NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-003-SSA2-1993, "Para
Ia disposicién de sangre humana y sus componentes con fines terapéuticos” publicada
el lunes 18 de julio de 1994 en el DIARIO OFICIAL DE LA FEDERACION se presentan
algunos puntos de interés para este trabajo en relacion a la conservacion y desecho de la

sangre humana.

La sangre extraida debe hacerse por personal capacitado y en las condiciones indicadas
en el capitulo 6 de la norma, después de ello:

Se conservardn entre +1° y +6° C

Su vigencia maxima (como sangre fresca) después de la recoleccion, serd de seis horas

En sistemas cerrados, su vigencia mixima a partir de la recoleccion dependera del
anticoagulante empleado, con las variaciones siguientes:

- Heparina: 48 horas

- ACD (dextrosa, acido eitrico y citrato trisodico): 21 dias

- CPD (dextrosa, citrato trisodico, 4cido citrico, fosfato sédico): 21 dias

- CPDA (dextrosa, citrato trisédico, 4cido citrico, fosfato sddico y adenina): 35 dias

- CPDA con manitol] (dextrosa, citrato trisédico, dcido citrico, fosfato sédico, adenina y
manitol): 45 dias

Para cualquier unidad de sangre 0 compenente sanguineo en un sistema abierto, bajo
condiciones de esterilidad, su vigencia médxima sera:

- De 24 horas, si se conserva entre +1° y +6° C;

- De cuatro horas, si se conserva entre +20° y +24° C

- Las unidades que se conservan en congelacién, mantendran el periodo de vigencia que
indican las tablas D.2 y D.3,

Componentes sanguineos
Los componentes sanguineos se podran obtener mediante los procedimientos
siguientes:

- Sedimentacién por gravedad (de unidades de sangre);
- Centrifugacion a temperatura controlada (de unidades de sangre);
- Aféresis.

Eritrocitos

La separacion de los eritrocitos se realiza por centrifugacién, la temperatura de
conservacion, su vigencia maxima a partir de su extraccion asi como las caracteristicas
especiales se presentan el la tabla D.1.
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Tabla D.1 CONCENTRADO DE ERITROCITOS Y SUS VARIANTES

Tipo de unidad Volumen Temperatura de Vigencia méaxima Caracteristicas
conservacion especiales
Concentrado de 180 3350 mL | +1°a +6°C. Segin el anticoagulante | Ninguno
eritrocitos
Concentrado de 180 a 350 mL |+1°a +6°C. Segun el anticoagulante | Contenido maximo
eritrocitos pobre en de leucocitos
leucocitos r unidad: 1 x 10°
Concentrado de 180 a350 mL | +1°a +6°C. 4 a 24 horas, a partir de | Plasma ausente,
eritrocitos lavados (con su preparacion (véase pobre en leucocitos
solucién salina, al 0.9 nota) y plaquetas
%)
Concentrado de 180 a350 mL |65°C. o  menor| 6 a 10 afios (dependiendo| Sobrenadante claro
eritrocitos congelados (glicerol al 40 %) de la concentracion de después del altimo
(preparados con glicerol) lavado.
glicerol)
Lavados, véase nota Méximo de
-120°C. o menor hemoglobina libre
(glicerol al 20 %) en el sobrenadante:
2,000 mg/L

NOTA: Cuando el procedimiento para el lavado o desglicerado de los eritrocitos sea
capaz de conservar el sistema cerrado o semicerrado, los eritrocitos tendrdn una vigencia
maxima de 24 horas, de lo contrario, su vigencia maxima serd de cuatro horas.

Leucocitos y plaquetas
Los concentrados de leucocitos se obtendran por técmicas de aféresis o bien, por
fraccionamiento de unidades de sangre fresca.

Las unidades de concentrados de leucocitos y de plaquetas, deberan tener los requisitos
intrinsecos, de obtencién, conservacion y vigencia que indica la tabla D.2:

Tabla D.2 CONCENTRADOS DE LEUCOCITOS Y DE PLAQUETAS

Tipo de Fuente de obtencién | Volumen | Temperatura de Vigencia Minimos en el 75 % o
unidad conservacion méxima mas de las unidades (al
limite de vigencia)
Concentrado | Por aféresis Variable +20°a+40°C. |24 horas 1.0 x 10" neutrofilos
de leucocitos
(neutrdfilos)
Concentrado | Por fraccionamiento |45 a2 60 mL [+20°a+24°C. [24a72horas | 5.5 x 10 plaquetas y
de plaquetas | de sangre fresca (véase nota} (véase nota) pH de 6.0
entre +18°y +24° C.
Por aféresis 2002250 |+20°2+24°C. |24 horasas$ 3.0 x 10" plaquetas y
mL (véase nota) dias (véase pH de 6.0
nota)
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NOTA: Las plaquetas podran conservarse entre +1° y +6° C, en sistemas cerrados y sin
agitacion (en estas condiciones no mantienen su funcion y viabilidad tanto como las
conservadas entre +20° y +24° C. y en agitacion).

Plasma

Las unidades de plasma se podran obtener por centrifugacion o por sedimentacion de
unidades de sangre, asi como, por aféresis. La sangre fresca deberd centrifugarse a
temperaturas entre +1° y +6° C para que s¢ obtenga plasma fresco. El plasma fresco
contiene proteinas (albimina e inmunogiobulinas) y todos los procoagulantes; se
considerard como tal al que se encuentra en las primeras seis horas después de su
recoleccion; el plasma fresco congelado es el que se congela durante las primeras seis horas
-despugs de su recoleccion y debera mantenerse a las temperaturas que indica la tabla D.3
correspondiente a plasma de esta Norma.

El plasma fresco congelado que ha llegado al término de su periodo de vigencia o que
no se hubiese mantenido a las temperaturas apropiadas de conservacion, deberd
considerarse como plasma envejecido.

El plasma desprovisto de crioprecipitado, contiene proteinas y factores de coagulacion,
con excepcion de que su contenido de factor VIII, fibrindgeno y fibronectina se encuentran
reducidos. Su volumen, temperatura de conservacion y periodo de vigencia serdn los que
sefiala la tabla D.3 para el plasma envejecido.

Las unidades de plasma y crioprecipitado (Fracciébn proteica del plasma fresco
congelado que precipita al descongelarse en condiciones controladas), deberdn tener los
requisitos intrinsecos, de conservacion y vigencia que indica la tabla D.3.

Tabla D.3 PLASMA Y CRIOPRECIPITADOS

Tipo de Volumen Minimos en el 75 % | Temperatura de | Vigencia maxima a
unidad maés de las unidades conservacién partir de la
(al 1imite de vigencia) recoleccién
Plasma 150 a 180 mL (por Proteinas 60 g/L -18°C. o menor | 12 meses (6 horas,
fresco centrifugacion de unidades | Factor VIII | U/mL | (véase nota) una vez
de sangre fresca) 450 a 750 | Fibrindgeno 160 descongelado)
mlL. (por aféresis) mg/dl
Plasma 150 a 180 mL (por Proteinas 60 g/L -18° C. o menor | § afios (véase nota)
envejecido | fraccionamiento de unidades
de sangre 450 a 750 mL (por +1°a+6°C. 26 dias (con ACD o
aféresis) con CPD); 40 dias
(con CPDA) 12
meses
Crioprecipit | 10 a 25 mL Factor VIII: 80 UI -18° C. o menor
ado (6 horas, una
vez (véase nota)
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Nota: El factor VIII de la coagulacién se preserva mejor cuando el plasma fresco y
crioprecipitado se conservan a temperaturas de -30° C. o menores. El plasma envejecido
conservado en congelacion pero a temperaturas por arriba -18° C, tendrd una vigencia
maxima de un afio a partir de su recoleccion.

Desecho de la sangre
Se debera dar destino final a las unidades de sangre o componentes sanguineos en los
€asos siguientes:

a) Las recolectadas de disponentes que en el folleto de autoexclusién confidencial,
respondieron que su sangre "NO ES SEGURA" para transfusion alogénica;

b) Las que pasan su periodo de vigencia de acuerdo a lo seflalado en el capitulo 9 de
esta norma;

c) Las que son devueltas al banco de sangre o, en su caso, al servicio de transfusion, en
las condiciones que a continuacion se indican:

- Cuando hayan transcurrido dos horas 0 mas después de su egreso;

- Aquéllas en las que se hubiere abierto el sisterna, que contengan aire, que muestren
signos de hemélisis, cualquier cambio fisico o que tengan una temperatura inapropiada para
su correcta conservacion;

d) Cuando sea tomada en condiciones inciertas de esterilidad.

Para dar destino final a las unidades de sangre o de sus componentes, se emplearan
cualquiera de los procedimientos siguientes:

a) Incineracion;
b) Inactivacion viral, mediante cualquiera de los métodos que se enlistan:

- Utilizando soluciones de hipoclorito de sodio con una concentracién del 4 al 7 % de
cloro libre, y que agregadas en una proporcion tal a la sangre o sus componentes, s¢ logre
una concentracién final de cloro libre de 0.4 a 0.7 %, manteniéndose de esta manera
durante una hora, previo a su desecho.

- Esterilizacién antes de su desecho, de acuerdo a lo indicado en €l apartado B.6 de esta
Norma.

Bibliografia

Para mas referencias sobre el manejo del tejido sanguineo pueden verse también:
Norma Oficial Mexicana NOM-017-SSA1-93

Norma Oficial Mexicana NOM-018-SSA1-93

Norma Oficial Mexicana NOM-019-SSA1-93

Norma Oficial Mexicana NOM-010-SSA2-1993

El articulo decimocuarto de la Ley General de Salud
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APENDICE E
Prueba de ajuste al modelo experimental de EI

El medidor de impedancias IS 1260 puede probar su funcionamiento mediante dos
métodos sencillos, el primero consiste en la medicion de los parametros eléctricos del agua
destilada y se comparan con los reportados en la literatura'!?, y el segundo método es con
un circuito real de elementos previamente medidos con un multimetro preciso. El segundo
método es el mas confiable y rapido.

Ajuste por circuito real conocido
Para este caso, ¢l arreglo experimental prueba en tres sencillos pasos

Paso 1
Se mide por separado una resistencia (figura 1.14a) y un capacitor (figura 1.14b)
convencional con ayuda un multimetro de precisién (Fluke 187).

|
Figura 1.14a Medicién directa de la resistencia Figura 1.14b Medicidn directa de la capacitancia

Paso 2

Se ponen en paralelo la resistencia y el capacitor y sus extremos se colocan en €l
medidor de impedancias IS 1260 (figura 1.15), luego mediante €] software de analisis
se mide el valor de la resistencia y del capacitor a partir del espectro EL

Arreglo experimental
pars callbradén

Py |
-
m‘&l iii
11
(1111 §¢4 :!

medidor de impedancia eléctrica
IS 1260
Figura 1.15 Medici6n indirecta de los pardmetros del arreglo RC en paralelo.
Paso 3
Finalmente se comparan ambos resultados. Esta prueba aporta un error menor al
0.01% en las mediciones del espectrometro.
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