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Resumen

Titulo: Caracterizacién Eléctrica de tejido endocervical para Determinar Lesién
Neoplasica de Cuello Uterino. [[]
Autor: Sandra Patricia Corzo Mantilla [

Palabras Claves: Espectroscopia,impedancia eléctrica, cancer, endocérvix.

El cancer de cuello uterino es considerado un problema de salud piblica en el mundo. Esta
enfermedad avanza gradualmente, y en sus primeras etapas es posible revertirla. Sin embargo,
sus sintomas solo se presentan cuando el grado de lesién es muy alto.

En paises desarrollados se han logrado reducir las tasas de incidencia y mortalidad por medio
de campanas que promueven la toma periddica de citologia cervicouterina. Desafortunadamente,
en paises en via de desarrollo esta técnica no ha tenido el éxito esperado debido principalmente
a falta de cobertura y baja calidad del sistema de adquisicion y lectura de muestras.

En respuesta a esta problemética el grupo de investigacion CIMBIOS ha desarrollado una
serie de trabajos encaminados a implementar una técnica de deteccién temprana del cancer de
cuello uterino basada en espectroscopia de impedancia eléctrica (EIE), que cuente con alta
sensibilidad y especificidad de los resultados, bajos costos de operacion, facil acceso y que
entregue resultados en tiempo real.

Acorde a lo anterior se planted la presente investigacién con el objetivo de estudiar las
propiedades eléctricas del endocérvix por medio de espectros de impedancia eléctrica medidos
en el exocérvix. Con este fin se midié el espectro de impedancia eléctrica de ex-vivo en piezas de
luteros frescos extraidas por histerectomia, alterando las propiedades eléctricas del endocérvix
por medio de barras conductoras.

Los datos se analizaron un modelo de Cole - Cole con miiltiples dispersiones y adicionalmente,
se desarrollé un modelo fisico - matematico de las propiedades eléctricas del tejido, basado en
la teorfa generalizada del medio efectivo de la polarizacién inducida (GEMTIP)el cual presenta
una relacion clara entre las propiedades eléctricas y las caracteristicas bioquimicas del tejido .

Los resultados obtenidos sugieren que las propiedades eléctricas en un tejido neoplésico

estan asociadas al efecto de campo carcinogénico.

'Proyecto de grado
2Facultad de ciencias, Escuela de féica, Director: David Alejandro Miranda Mercado, Codirector: Carlos
Augusto Gonzélez Correa.



Abstract

TITLE: ELECTRICAL CHARACTERIZATION OF TISSUE TO
DETERMINE ENDOCERVICAL NEOPLASTIC LESION. [

Author: Sandra Patricia Corzo Mantilla [

KEYWORDS: Spectroscopy, electrical impedance, cancer, endocervix,

exocervix.

Cervical cancer is considered a public health problem in the world. This disease progresses
gradually, and in early stages is possible to reverse it. However, symptoms only occur at very
high degree of lesion.

In developed countries the incidence and mortality rates have been reduced through
campaigns that promote regular cervical cytology. Unfortunately, in developing countries, this
technique has not have the expected impact. The lack of coverage and poor quality of taking
and reading the samples are the main reasons.

In response to this problem CIMBIOS, our investigation group, has developed a set of
research towards implementing an early detection technique for cervical cancer, based on
electrical impedance spectroscopy (EIS). Furthermore, with high sensitivity and specificity,
low cost and real-time results. According to above, the present investigation was propose in
order to study the electrical properties of endocervix by electrical impedance spectra measured
on the exocervix. In this way, the electrical impedance spectrum of ex vivo fresh pieces of uteri
taken from hysterectomy, were measured by altering the electrical properties of the endocervix
using conductive bars.

Data were analyzed according to Cole-Cole model with multiple dispersions and additionally,
a physical-mathematical model of electrical properties of tissue. Based on the generalized
effective medium theory of induced polarization (GEMTIP), this model shows a clear relationship
between electrical and biochemical properties of the tissue.

The results suggest that electrical properties in neoplastic tissue are associated to carcinogenic
field effect

3Master degree final project
4Facultad de ciencias, Escuela de féica, Director: David Alejandro Miranda Mercado, Codirector: Carlos
Augusto Gonzélez Correa.
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Introduccion

La palabra céncer fue utilizada por primera vez por el médico Griego Hipdcrates (460-370
A.C.), sin embargo, esta enfermedad ha sido descrita en textos egipcios que datan de 1600
A.C.[1] y se ha convertido en uno de los problemas més serios enfrentados por la humanidad
durante su existencia.

Actualmente el cancer es la primera causa de muerte en paises desarrollados y la segunda
en paises en via de desarrollo, donde priman las muertes por violencia. Segin la base de datos
GLOBOCAN, se estima que en el afio 2012 se presentaron 14.1 millones de nuevos casos
de céancer y 8.2 millones de muertes asociadas a esta enfermedad en el mundo, afectando
especialmente personas pertenecientes a poblaciones con problemas socio-econémicos (57 % de
nuevos casos y 65 % de muertes)[2].

En Colombia la incidencia y mortalidad asociadas al cancer han aumentado durante los
ultimos 30 afnos, en el ano 2012 se reportaron 71.442 nuevos casos y 37.884 muertes asociadas
a esta enfermedad, siendo el cancer de prostata, estomago y pulmén, los tipos de cancer mas
frecuentes en hombres, y el cdncer de mamas, de cuello uterino y colorrectal los mas comunes
en mujeres[2] [3].

El cancer de cuello uterino es de especial interés en el sentido que es una enfermedad
evitable y su tratamiento es relativamente facil si se detecta a tiempo. Por esta razén en
el mundo se han implementado campanas de deteccién temprana con las que se ha logrado
disminuir las tasas de incidencia y mortalidad de esta enfermedad durante las ultimas décadas.
A pesar de esto, el cancer de cuello uterino sigue siendo el cuarto tipo de cancer méas comin
en mujeres en el mundo y el segundo en Colombia donde las tasas de incidencia y mortalidad
son 18.7/100.000 y 8.0/100.000 respectivamente[3].
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Capitulo 1

Generalidades

1.1. Técnicas diagnodsticas de cancer de cuello uterino

1.1.1. Diagnéstico tradicional

El céncer de cuello uterino es una enfermedad que evoluciona gradualmente en diferentes
fases neoplasicas. Durante sus etapas iniciales, el tejido experimenta una serie de cambios
asintomaticos que son facilmente reversibles, es por esto que las técnicas de diagnostico
temprano juegan un papel muy importante en la prevencién de esta enfermedad.

La técnica de diagnéstico temprano maéas utilizada tradicionalmente es la citologia con
tincién de Papanicolaou o Citologia Cervico Vaginal (CCV). Esta técnica consiste en un
muestreo celular periddico (una vez al ano) en el que se toma una muestra del tejido cervical y
endo-cervical mediante un raspado de la superficie del cuello uterino. El tejido se esparce sobre
una lamina de vidrio y es estudiado bajo el microscopio para determinar presencia de células
anormales [4]. La CCV tiene una baja sensibilidad(aproximadamente 62 %) con aceptable
especificidad (aproximadamente 98 %), la cual depende de la preparacién de la muestra[5].

Recientemente han sido incorporados sistemas automaéticos para preparar las laminas con
tinciéon de Papanicolaou que utilizan una preparacion de las muestras en un medio liquido.
[6]. Estos procedimientos, conocidos como citologia de base liquida, mejoran la calidad de
la muestra, pero conducen a resultados comparables con la CCV, es decir, su sensibilidad y
especificidad son similares a la CCV. Una limitante de este procedimiento es su alto costo.
[4, [©].

Si en la citologia se encuentran células anormales que puedan estar asociadas con lesiones
preneoplasicas se procede a realizar una colposcopia. Esta técnica consiste en observar el tejido
de cuello uterino con una lupa binocular conocida como colposcopio y logra una especificidad
de superior a 30 % y una sensibilidad de 87 % aproximadamente [7]. Para poder diferenciar
entre tejido normal y patoldgico, se aplican soluciones de écido acético y lugol sobre el cuello

uterino.
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Capitulo 1. Generalidades

En caso de observar alguna anomalia se deberd practicar una biopsia para estudiar el
estado del tejido. La biopsia es un procedimiento que consiste en la extraccién de tejido del
cuello uterino para su estudio histopatolégico. De acuerdo al resultado de este estudio, en casos
de lesion preneoplésica de alto grado, se procede realizar una conizacién, es decir extirpar un

segmento mayor de tejido en forma de cono [§].

1.1.2. Técnicas alternativas

Con la puesta en marcha de campanas de prevencién de cancer de cuello uterino que
promueven la toma peridédica del test de Papanicolaou, se ha disminuido notoriamente las tasas
de incidencia y mortalidad de esta enfermedad en paises desarrollados. Sin embargo en paises
en via de desarrollo no se ha logrado el impacto esperado; esta diferencia se debe a diversos
factores, entre los que sobresalen: dificultad para acceder a los programas de prevencién
por parte de las mujeres pertenecientes a poblaciones con problemas socio econémicos y la
ausencia de controles de calidad en la toma y lectura de muestras[9]. Como respuesta a esta
problematica, diferentes grupos de investigacién en el mundo estudian técnicas alternativas
que mejoren la calidad del tamizaje, reduzcan los costos y el tiempo de obtencién de resultados
y que sea minimamente invasivas. Algunas de las técnicas que se encuentran en estudio se

describen a continuacion:

Espectroscopia de fluorescencia inducida por laser (LIFS):

Esta técnica consiste en excitar el tejido haciendo incidir un laser (de aproximadamente
337nm - 460 nm) sobre el area a estudiar, cuando la luz es absorbida por un componente
este logra un estado de energia mas alto, los componentes fluorescentes re - emiten la energia
absorbida como una longitud de onda caracteristica. A medida que un tejido evoluciona de
normal a cancerigeno, sus propiedades fisico - quimicas cambian, lo cual se ve reflejado en
su fluorescencia [10]. Diferentes estudios en tejido cervical intraepitelial han mostrado que la
fluorescencia de tejido normal es mayor que en tejido anormal, adicionalmente reportan que el
uso del LIFS en el tamizaje de lesiones neoplasicas logra valores de sensibilidad y especificidad

altos en relacién a la citologfa [11].

Técnicas que implementan el uso de Nano - Particulas (NP):

Las NP son ampliamente utilizadas en el diagndstico y tratamiento de diversas enfermedades.
La estrategia mas utilizada se desarrollé con el fin de mejorar la eficiencia en la entrega,
funcionalizando las NPs con ligandos especificos que presenten alta afinidad con receptores
que son sobre - expresados en células enfermas. Los tejidos con lesiones precancerosas sobre -
expresan los receptores de folato. Este comportamiento permite utilizar dicha proteina como

un antigeno / biomarcador que se une a folatos extracelulares con una elevada afinidad y,
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Capitulo 1. Generalidades

mediante un proceso de endocitosis los transporta dentro de la célula para el consumo bioldgico.
Los métodos terapéuticos y de diagndstico explotan esta funcién del receptor para desarrollar
tratamientos contra el cancer [12), 13] . Con base en esto, se ha desarrollado técnicas de
deteccion de células cancerigenas de cuello uterino (HeLa) con electrodos formados por NP’s
funcionalizadas con acido félico [14] y se ha mostrado que las propiedades eléctricas de células

en suspension con NP’s se ven alterados por la internalizacién de las mismas en las células [15].

Caracterizacion de tejido a partir de sus propiedades eléctricas

La deteccion del cancer por medio del estudio de propiedades eléctricas del tejido se basa en
los principios fisico-quimicos de la interaccion de la corriente eléctrica con el tejido. La técnica
mas utilizada para este tipo de estudio se denomina espectroscopia de impedancia eléctrica
(EIS) y consiste en excitar el tejido con una senal sinusoidal de corriente (AC) que varia a
multiples frecuencias y medir la respuesta de este[16]. El uso de esta técnica para el tamizaje de
tejido intraepitelial cervical, presenta valores de sensibilidad y especificidad considerablemente
altos, brinda la posibilidad de obtener resultados en tiempo real y adicionalmente sus costos

son relativamente bajos [I7HI9].
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Capitulo 1. Generalidades

1.2. Espectroscopia de impedancia eléctrica (EIE)

El interés por el estudio de las propiedades eléctricas de los tejidos se remonta a 1786
cuando Galvani mostré experimentalmente el efecto de la electricidad en las funciones motoras
de animales. Sin embargo, solo hasta principios del siglo XX se realizaron las primeras medidas
de impedancia eléctrica variando la frecuencia de la senal de corriente, fue entonces cuando
se introdujo el concepto de espectroscopia de impedancia eléctrica (EIE) [20, 21]. A finales
de siglo XX se utilizo por primera vez ésta técnica para caracterizar tejidos con base en los
principios fisico quimicos de la interaccién de los mismos con la corriente eléctrical20].

La EIE consiste en medir la resistividad eléctrica compleja de un material a multiples frecuencias,
para esto, se excita el material con una sefial de corriente que varia en funcién de la frecuencia

de la forma:

1(t) = Ipsen(27 fot) (1.1)

Donde I es la amplitud de la senal y fj la frecuencia de la misma. La resistividad eléctrica,
p, es la medida de la oposiciéon del medio al flujo de corriente. La conductividad eléctrica, o,
es el inverso de la resistividad eléctrica, o = 1/p, y es una medida de la facilidad de un medio
para conducir la corriente eléctrica. Si un campo eléctrico E estd presente en un determinado

medio por el cual circula una densidad de corriente J, entonces:

J=0E (1.2)

El modelo mas simple para describir las propiedades eléctricas de los materiales fue
propuesto en 1900 por el fisico Aleman Paul Drude. Dicho modelo atin es utilizado para estudiar
materiales conductores, pero por su simplicidad es ilustrativo para explicar el comportamiento
de otros materiales. En el modelo de Drude la conduccién eléctrica (y térmica) estd asociado
al movimiento de los electrones dentro del material, los cuales son tratados como un gas de
electrones que cumple con la teoria cinética de los gases. Drude asumié que los electrones
chocan contra los centros iénicos que se mantienen en posiciones fijas en el material. Durante
los choques las fuerzas que actiian sobre un electrén son despreciables y si no hay ningin
campo externo los electrones se mueven en linea recta entre choque y choque. En presencia
de un campo externo, los electrones son acelerados de acuerdo a las leyes del movimiento
de Newton. Cuando ocurre un choque la velocidad del electron cambia abruptamente y no
se relaciona con la velocidad antes del choque. Para determinar la cantidad de choques que
ocurren por unidad de tiempo Drude definié el tiempo libre medio, 7p, como el tiempo
promedio entre choques. De esta manera, para un intervalo de tiempo dt la probabilidad de
que ocurran choques estd determinada por la relacién dt/7p. Para mantener la temperatura en

el material Drude asumié que los electrones alcanzan el equilibrio con su entorno sélo a través
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Capitulo 1. Generalidades

de colisiones. De esta manera, la ecuacién de movimiento de un electréon cuyo momentum es p’
y estd sometido a una fuerza externa ﬁ(t) queda determinada por la ecuacion ([1.3]), donde
el segundo término corresponde a un amortiguamiento por friccién debido al efecto de las
colisiones que experimentan los electrones [22].

dp(t) | 1

& + %ﬁ(t) = ﬁ(t) (1.3)

Para una excitacion AC el campo eléctrico toma la forma de la ecuacién (L.1) y la

conductividad eléctrica queda determinada por:

a0

- 14
g 1 —wTp (1.4)
nquD
g = — = (1.5)
me

Donde oy es la conductividad eléctrica en continua (DC); n, la densidad de electrones; g,
la carga del electréon; me, la masa del electrén y w = 27 fy. El hecho de que la conductividad
eléctrica AC dependa de la frecuencia introduce el concepto de dispersién el cual significa que
el material en estudio tiene un comportamiento que depende de la frecuencia de la senal de
excitacién [22] 23].

Pese que el modelo de Drude no explica cuantitativamente el comportamiento eléctrico de
materiales que no sean conductores, es un modelo que permite describir de manera cualitativa,
en el marco de la mecanica cldsica, el comportamiento de los electrones dentro de un material.

En el caso de un material dieléctrico perfecto, el modelo mas simple para describir las
propiedades eléctricas del mismo es el de Debye [24]. En el modelo de Debye las propiedades del
dieléctrico son determinadas por la constante dieléctrica, también conocida como permitividad
relativa, €,.. De acuerdo al modelo de Debye, las propiedades eléctricas AC de un material

dieléctrico homogéneo e isétropo, descritas por la permitividad eléctrica, €, estd dada por:

€s — €0
_ 1.6
€= oot 1+ iwr ( )

Donde €~ es la permitividad eléctrica a frecuencias altas; €4, la permitividad eléctrica DC
y 7 el tiempo de relajacion del material. Nétese que la ecuacién de Debye tiene la misma forma
de la ecuacién para la conductividad eléctrica.

Para los medios dieléctricos con pérdidas, la descripcion de las propiedades eléctricas no
pueden realizarse con un sélo tiempo de relajacion T sino que se necesita estudiar la distribucién
de tiempos de relajacion en el material. El modelo mas simple para describir estos materiales

fue propuesto por Cole-Cole [25]:
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Capitulo 1. Generalidades

€s — €xo
— ° 1.
T (1.7)

Donde 7 es el tiempo de relajaciéon medio y «, un pardmetro relacionado con la heterogeneidad
del medio. Si a = 0 el modelo de Cole-Cole se transforma en la ecuacién de Debye para la
permitividad eléctrica en un dieléctrico.

Asi como en los conductores y los dieléctricos, las propiedades eléctricas de los tejidos
biologicos dependen de la amplitud, Iy, y frecuencia, fy, de la senal de excitacién. Para
amplitudes bajas, es decir, densidades de corriente y campo eléctricos inferiores a 1mA/cm? y
1V/em?, respectivamente, el tejido cumple con la ley de Ohm, ecuacién ; en otras palabras,
exhibe un comportamiento lineal. En el caso de la dependencia con respecto a la frecuencia
de excitacién, hasta aproximadamente 10k H z las propiedades eléctricas de un tejido estéan
determinadas por los procesos en la interfaz electrodo tejido asi como por la relajacion y
polarizacién de los espacios cargados. A esta regién (de frecuencias) se le conoce como zona
de dispersiéon «. Para frecuencias en el rango de las ondas de radio, entre 10kHz y 10M H z,
se presenta la zona de dispersion 3, en la cual las propiedades del tejido estan determinadas
por la polarizacién y relajacion interfacial; en esta zona es posible estudiar las caracteristicas
eléctricas de los espacios extracelulares (~ 10kH z) e intracelulares (~ 10M Hz). A frecuencias
superiores a 10MHz se presenta la zona de dispersion v que estd relacionada con la relajacién

dipolar, principalmente debida a las moléculas de H>O [26], 27].

EIE y tamizaje de neoplasia cervical intraepitelial

El espectro de impedancia eléctrica de un tejido depende de la composiciéon del mismo.
Segtn [28] para frecuencias comprendidas entre unos pocos KHz y 1 MHz (zona de dispersién
B) la magnitud de la impedancia es determinada principalmente por la estructura celular. En
el caso del tejido intraepitelial cervical normal dicha estructura es estratificada. A medida
que el tejido evoluciona de normal a cancerigeno atraviesa unas etapas neoplasicas durante
las cuales sufre cambios estructurales y fisiologicos graduales que se ven reflejados en sus
propiedades eléctricas [29].

Partiendo de esta premisa, en el anio 2000 Brian Brown y sus colaboradores de la universidad
de Sheffield midieron el espectro de impedancia eléctrica en 8 puntos del utero, a una poblacién
de 124 mujeres que asistieron a un examen colposcépico. De esta forma observaron diferencias
en los espectros que estaban relacionadas con el estado en que se encontraba el tejido segun la
colposcopia, este estudio arrojé una sensibilidad y especificidad de 75 % y 71 % respectivamente
para el tamizaje de neoplasia intraepitelial cervical por medio de EIE [30].

El mismo ano se reportaron los resultados de un estudio en el que se implementd la técnica
de elementos finitos para modelar las propiedades eléctricas del tejido intraepitelial cervical

normal y preneoplésico, con el cual se ratificé que los espectros de impedancia eléctrica de
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tejidos difieren segun el estadio neoplasico del tejido, las diferencias observadas fueron similares
a las reportadas en el trabajo experimental de Brown [31].

En 2003 se publicaron los resultados de un estudio realizado con el Polar Probe, un
dispositivo de fabricacién australiana que mide los espectros de impedancia eléctrica e infrarrojo
cercano de tejido de cuello uterino in-situ para determinar la presencia de células anormales.
Este estudio que se realizé entre varios centros médicos en diez paises, e incluyé 651 pacientes
sugirié que esta tecnologia podria complementar a la citologia con tinciéon de Papanicolaou,
[17] aumentando tanto la sensibilidad como la especificidad del tamizaje.

Recientemente se dieron a conocer los resultados de un estudio realizado con un dispositivo
de fabricacién inglesa llamado Zilico , el cual mide el espectro de impedancia eléctrica de tejido
de forma tetrapolar E|.Con este estudio se determiné que el uso de EIE como complemento
de la colposcopia mejora el rendimiento clinico de la prueba y conlleva a un tratamiento més
adecuado de las pacientes[32].

En Colombia, mejorar el sistema de tamizaje de cdncer de cuello uterino es una necesidad
inminente [3]. El uso de la EIE como técnica de acompanamiento al test de Papanicolau es una
potencial solucién a algunos de los problemas que presentan las campafias de prevencién en
nuestro pais: mejora la sensibilidad y especificidad del muestreo y permite obtener resultados
en tiempo real con lo que se garantiza que las pacientes reciban un diagnostico preciso y
oportuno. Estas razones han incentivado el interés por esta técnica en grupos de investigacién
pertenecientes a la Universidad de Caldas [33] [34] y a la Universidad Industrial de Santander
(UIS).

El grupo de investigacién Ciencia de Materiales Bioldgicos y Semiconductores (CIMBIOS)
de la UIS inicié investigaciones en esta drea con un estudio piloto publicado en 2006, en el que
se encontré que algunos parametros de Cole - Cole estan altamente relacionados con el estado
histopatoldgico del tejido, sugiriendo valores de sensibilidad y especificidad superiores a 80 %
[35] para el tamizaje de neoplasia intraepitelial con EIE.

Dos anos més tarde se reporté un algoritmo para la obtencion de los parametros de Cole
Cole a partir de medidas solo de la parte real del espectro de impedancia eléctrica [36].

En el 2012 se publicaron los resultados de un estudio in - vivo realizado en 53 mujeres que
asistieron a la toma de citologia en la Liga Santandereana de Lucha contra el Cancer. Los
datos de este estudio , ajustados al modelo Cole - Cole por medio del algoritmo Miranda -
Lépez mostraron valores de sensibilidad y especificidad superiores al 70 % [18], 37].

Un ano més tarde se propuso un modelo de tejido intraepitelial cervical basado en la teoria
generalizada de medio efectivo (GEMTIP) , el cual permite comprender la relacién entre los
parametros fisiolégicos del tejido y su espectro de impedancia eléctrica, los valores numéricos

de este modelo muestran indicios de la existencia del campo carcinogénico [3§].

"http://www.zilico.co.uk.
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1.3. Hipdtesis del efecto de campo carcinogénico

El concepto de campo carcinogénico fue introducido en 1953 por Slaughter y coinvestigadores
[39]. Slaughter estaba convencido de que el cancer no inicia como un fenémeno celular aislado
sino como una tendencia anaplasica de la que participan muchas células al tiempo. En un
estudio que incluy6 783 pacientes con céncer de labio, cavidad oral y faringe encontré que
estos tipos de cancer presentan un crecimiento lateral de tumores separados entre si hasta
dos centimetros, adicionalmente 88 de los 783 pacientes presentaron tumores independientes,
comprobando la teoria del crecimiento multifocal del cancer. A este fenémeno lo llamé efecto
de campo carcinogénico.

A pesar de la evidencia clinica, no se contaba con el conocimiento suficiente para explicar
este efecto, pasd casi medio siglo antes de que se estableciera que la evolucién de una célula de
normal a cancerigena se debe a la acumulacion de una serie de alteraciones genéticas. En el ano
2003 [40], presentaron un modelo molecular que explica el efecto de campo carcinogénico como
el resultado de que una o mas células madre experimentan mutaciones genéticas y forman
“parches” con células hijas genéticamente alteradas. Como consecuencia de sucesivas mutaciones
genéticas la célula madre pierde el autocontrol de crecimiento y se convierte en un clon en
expansion.

Dos anos mas tarde [41] publicaron los resultados de un estudio en el que se observé un
incremento de sangre en la microvasculatura del colon durante etapas preneoplésicas, en su
articulo Wali y coinvestigadores sugierieron que este comportamiento era una evidencia del
efecto de campo carcinogénico.

Ademas del modelo de expansién clonal otros modelos han sido propuestos para explicar
el efecto del campo carcinogénico, sin embargo ain no se tiene una respuesta clara de cémo
se desarrolla este campo que tiene implicaciones clinicas importantes como la tendencia a
aparecer nuevos tumores o tumores secundarios en pacientes a quienes se les ha extirpado un
tumor primario [42].

El conocimiento de la existencia del campo carcinogénico permite el desarrollo de técnicas
de deteccién temprana mas precisas, basadas en la existencia de células genéticamente mutadas,
estas células pueden no presentar cambios histolégicos y pasar por células normales ante los
métodos de deteccién tradicionales.

Recientemente Backman y Roy propusieron un método de pretamizaje utilizando técnicas
Opticas para localizar biomarcadores de campo carcinogénico, con lo cual es posible determinar
un factor de riesgo de los pacientes a desarrollar cancer antes de iniciar etapas preneopldsicas[43],
44 .
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1.4. Teoria Generalizada de Medio Efectivo de la Polarizacion
Inducida (GEMTIP)

La teoria generalizada de medio efectivo (GEMTIP) es un modelo fisico matematico
desarrollado por Zhdanov para explicar el fenémeno de polarizacién inducida en rocas en
presencia de un campo eléctrico externo [45]. Aunque inicialmente GEMTIP fue ideada para
aplicacién especifica a formaciones rocosas, el comportamiento y parametros descritos por el
modelo son similares a los del tejido y pueden ser extrapolados al mismo [3§].

La teorfa de medio efectivo (EMT) establece que un medio no homogéneo puede ser
reemplazado por un medio homogéneo equivalente (medio efectivo) que macroscépicamente
responde a perturbaciones externas de la misma forma que el medio original.

En este sentido un medio heterogéneo puede ser modelado como la superposicién de un
medio base de conductividad homogénea &} con particulas incrustadas cuya conductividad

andémala es Ao (r), de tal forma que la conductividad efectiva puede expresarse como:

a3(r) = Gy + AG(x). (1.8)

Con base en esto, Zhdanov consider6 una formacién rocosa heterogénea como un modelo
compuesto formado por un medio homogéneo e isétropo con tensor de conductividad compleja
g9, en el que se alojan N clases de granos con diferente forma,orientacién, tamano a;, y

conductividad ;. Asi expresé la conductividad del medio como:

(1.9)

N oo para la fraction de volumen fo = (1 — Zl]\il 1)
or)=9 . :
o; parala fraction de volumen fi.

Donde fy es la fraccién de volumen ocupada por el medio homogéneo y f; la fraccién de

volumen ocupada por todas las incrustaciones del 1-ésimo tipo.

Figura 1.1: Esquema de un modelo heterogéneo y su correspondiente modelo efectivo, tomado
de [45]

Adicionalmen asumié que el campo externo aplicado es relativamente pequenio, de tal

forma que la caida de potencial Au generada en la superficie del grano por efectos de doble
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capa, que tienen su origen en la interaccion electroquimica entre el grano y el medio, es lineal
y proporcional al flujo de corriente normal a la superficie de la particula:
Au = k(n-j) (1.10)

En esta ecuacién k es un factor de polarizabilidad superficial que generalmente es complejo
y depende de la frecuencia, n es un vector unitario normal a la superficie y j2 = —1.

La EMT se sustenta en dos postulados fundamentales:

» El medio homogéneo efectivo estd sujeto a un campoo eléctrico EP que es igual al

promedio del campo original aplicado:

E’ = (E) = V—l///v E(r)dv (1.11)

s La distribucién de la densidad de corriente del medio efectivo es igual al promedio de la

densidad de corriente del medio original:

je:ae'Eb:&€<E> = <8E> (1.12)

Reemplazando ([1.8)) en ((1.12)) se obtiene:
.- E'=6,-E'+ (AG -E) (1.13)

Ahora el problema se reduce a hallar el segundo término de la expresion ((1.13)).

En el medio efectivo, el campo eléctrico debido a las anomalias no es homogéneo, sin
embargo es posible hallar una proporcionalidad entre este y el campo eléctrico homogéneo del
medio base utilizando una aproximacién quasilineal. De esta forma el campo eléctrico total

puede ser expresado como:

E(r) = T+ A(r)))-E (1.14)
Donde A es un tensor de reflectividad eléctrica. Combinando las ecuaciones , D y
(1.14) se obtiene:
PN b_ =~ b /e b
je=0c-E° =0, -E’+ (m)-E (1.15)

Es decir:
o = 0op + (m). (1.16)

En este caso m es un tensor que depende de las propiedades del material y estd definido
como m(r) = AG(r)) - T+ A(r')).
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El campo eléctrico generado en el medio por las corrientes inducidas dentro de las

incrustaciones con conductividades anémalas A& (r) puede ser expresado como:

E(r) = E' + / / [ &) 185(0) - B (1.17)

Donde G(r/r') =7 - V' gy(r/r)) = v - v’m, es un tensor de Green.
Los efectos de polarizabilidad debidos a la polarizacién superficial de las incrustaciones,pueden
ser expresados como un campo generado por la doble capa formado cerca de la superficie de

cada anomalia que con densidad de momento dipolar eléctrico My = Aun:

EP(r) = //s ' gp(r/T")op - n(r')Auds’. (1.18)

Donde la caida de potencial Au tiene la forma de la ecuacién (1.10]).
El campo total se obtiene sumando el campo del medio anfitrién y el campo de polarizacién

inducida, reemplazando m tenemos:

o~

(') - [m(r') - E))
(1.19)

E(r) = E’+ / / / G(r/r') - [m(r') - EYdv + / / Gy(r/r') - n(r') x (n(r') -
A% S
Donde | (r') es el tensor conductividad relativa de una incrustacion.
En la ecuacion la primera integral representa una suma de integrales sobre el volumen
V; y la segunda una suma de integrales sobre la superficie S; de de cada incrustacién.
Se puede asumir que los tensores m(r') y E (r') son constantes dentro del volumen V,
acotado por la superficie S; de tal forma que m(r’) = m; y E(r’) =§ parar € V.

Las integrales sobre un solo grano estan dadas por:

E(r) ://V é(r/r’)dv'.ﬁll.Eu/s Gy(r/r') -n()n(r)ds' - & -m;-E*  (1.20)
Donde,

I = ///V G(r/t)dv'; A= //S G(r/t") - n(x")n(x")ds' (1.21)

son tensores de depolarizacion.
Substituyendo los tensores de depolarizacién en la ecuacion (1.20), y usando los tensores

de polarizabilidad superficial y volumétrica:

p(r)=T;"- A &) G() = [I+p()] - m(r) (1.22)
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el campo total puede ser expresado como:

=E"+ // G(r/r)q(r')dv - E (1.23)

Y el tensor m como:
m=[T+p 'Jg (Mm=[T+p 'a) (1.24)

Reemplazando la ecuacién ((1.24]) en (1.16)) se obtiene una expresién para calcular la conductividad

efectiva de cualquier medio compuesto polarizado:

A~

Ge=0y+ (I+D)'q) =&p+ [T+ Po] ‘dofo + b tanf; (1.25)

||Mz

Puede demostrarse que el modelo de Cole - Cole es un caso particular de GEMTIP, en que
todas las esferas tienen radio a; y resistividad p;.

Bajo la hipdtesis de que el comportamiento de tejidos bioldgicos en presencia de un campo
eléctrico aplicado es similar al descrito por Zhdanov para formaciones rocosas, se propuso un
modelo para describir las propiedades eléctricas de tejidos en el marco de GEMTIP [38], el
cual se presentara en el capitulo 3.

Una descripcién més detallada de GEMTIP puede ser consultada en [45] [46].

1.5. Nuestra Investigacion

La presente investigacién forma parte de una serie de trabajos desarrollados por el grupo
de investigacién CIMBIOS, en los que se estudia las propiedades fisico-quimicas del cdncer con
el fin de generar técnicas que mejoren la prevencién, deteccién y tratamiento del mismo.

Una de las técnicas que se ha estudiado es el tamizaje de tejido cervical por medio de
espectroscopia de impedancia eléctrica. Esta técnica ha mostrado resultados favorables para la
deteccién temprana de cancer de cuello uterino, presentando resultados con alta sensibilidad y
especificidad en tiempo real y con costos de operacién relativamente bajos.

Sin embargo, en los estudios que se encuentran reportados solo hacen medidas de impedancia
eléctrica en el exocervix. Teniendo en cuenta que el cancer de cuello puede iniciar tanto en
el endocervix como en el exocervix, una técnica de deteccion completa debe dar informacion
tanto del estado del tejido endocervical como del exocervical.

En vista de lo anterior, y debido a que tomar medidas en el endocervix no es facil debido
a sus dimensiones, se planted esta investigacién con el objetivo principal de estudiar las
propiedades eléctricas del endocervix por medio de espectros de impedancia medidos en el

exocervix.
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En el capitulo 2 de este libro se describe la metodoldgia utilizada para cumplir este objetivo
y los resultados obtenidos se presentan en el capitulo 3. Las conclusiones del trabajo realizado

pueden ser revisadas en el capitulo 4.
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Métodos y Materiales

A continuacién se describe la metodologia seguida para cumplir el objetivo principal de la
presente investigacién: estudiar las propiedades eléctricas del tejido endocervical a partir el
espectro de impedancia eléctrica medido en el exocervix.

Es importante tener presente que este trabajo fue propuesto en el marco de una investigacién
mas generalizada cuyo objetivo es desarrollar una técnica de detecccion temprana de cancer
de cuello uterino que logre la maxima eficacia posible en cuanto a capacidad de discriminacién
de los diferentes estadios de neoplasia intraepitelial cervical, bajo costo, facil accesibilidad a la
toma de muestras y entrega de resultados en tiempo real.

Por tanto algunos aportes metodoldgicos de este estudio no solo buscan cumplir el objetivo
planteado, sino que ademds estdn pensados para contribuir a la mejor comprensiéon del

comportamiento del tejido intraepitelial cervical.
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2.1. Modelo de tejido intraepitelial cervical basado en GEMTIP

Con base en la literatura consultada y en trabajos desarrollados anteriormente por el grupo
de investigacién CIMBIOS, se identificaron algunas dificultades al analizar los datos obtenidos
por espectroscopia de impedancia eléctrica en tejido cervical intraepitelial.

En consecuencia se planteé un modelo fisico matematico del tejido en el marco de la
teoria generalizada del medio efectivo de la polarizacién inducida propuesta por [45], y se
implement6 en el andlisis de espectros de impedancia eléctrica medidos in-vivo a 56 mujeres
que asistieron a la toma citologia en la Liga Santandereana Contra el Céncer [37].

Los datos fueron ajustados al modelo propuesto por medio de algoritmos genéticos y
se extrajeron los pardmetros: Resistividad del medio extracelular pg, M; que relaciona la
resistividad del medio extracelular con la del medio intracelular, el tiempo de relajacién 7; y ¢

un parametro relacionado con el proceso de relajacién del tejido.

2.2. Diseno y calibracién de la sonda de medicién

2.2.1. Diseno de la sonda

Con el fin de seleccionar la sonda que presentara mayores beneficios para nuestro estudio,
es decir, que permitiera obtener la mayor cantidad de informacién acerca de las propiedades
eléctricas del endocervix a partir de de espectros de impedancia medidos en el exocervix, se
simuld el comportamiento de sondas con diferentes configuraciones geométricas.

Para ello se utilizd la interfaz gréfica de la herramienta computacional COMSOL multiphysics,
en la cual se construyé la geometria a simular: dos electrodos sobre el cuello del utero
representado por un cilindro de 12.5mm de radio y 35mm de altura (exocervix) concéntrico
con otro de 3.5mm de radio y 25mm de altura (endocervix). Se definieron las propiedades
eléctricas de los electrodos y se asigné el material correspondiente a cada ente geométrico.

Una vez montado el prototipo fisico se construyé una malla tetraedral y se implementé un
estudio en el dominio de la frecuencia en el rango de 100mH z a 1000K H z aplicando una sefial
de corriente de 40uA.

De esta manera se evalué el comportamiento de cada configuracién para seleccionar la més
sensible a cambios en las propiedades eléctricas del endocervix y proceder a su fabricacion.

Los electrodos fueron fabricados en oro debido a que es un material biocompatible.

2.2.2. Calibracion de la sonda

La sonda escogida a partir de los resultados de las simulaciones fue calibrada digitalmente

simulando mediciones de impedancia eléctrica de en medios con resistividad real p conocida.
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Se grafico la resistividad en funcién de la impedancia y se aplicé una regresién lineal para
hallar una funcién de la forma p = mZ + b[Qm] y calcular el valor del factor de forma m.

Una vez fabricada la sonda se sometié a un proceso de calibracién experimental, en este caso
se midio el espectro de impedancia eléctrica de soluciones electroliticas de NaCl preparadas en
el laboratorio y cuya resistividad p se conocia.

Usando un modelo inverso de Cole - Cole se calculd la impedancia a alta frecuencia Zo, de
cada solucién y se graficé la resistividad en funcién de esta impedancia. El factor de forma

experimental me,), fue calculado por medio de una regresién lineal.

2.3. Toma de medidas

La toma de medidas consté de dos etapas : Medidas en tejido vegetal y medidas en uteros
ex-vivo. Las medidas se tomaron con el potenciostato PGSTAT204 de Autolab, en modo
galvanostatico y con una senal de excitacién de 40uA variando en el rango de frecuencias de
100 mHz a 100 KHz.

Inicialmente se planted inyectar soluciones electroliticas de cloruro de sodio de diferentes
conductividades en el endocervix para emular cambios en sus propiedades eléctricas. Sin
embargo, por sugerencia del personal medico, se cambiaron las soluciones electroliticas por
barras sélidas de diferentes materiales con el fin de evitar danos en las células, que podrian

alterar los resultados del estudio histopatoldgico, debido al agua inyectada.

2.3.1. Medidas en tejido vegetal

Antes de iniciar la toma de medidas en piezas de uteros fue preciso elaborar y afinar un
protocolo de medicién que permitiera verificar la hipdtesis de que el espectro de impedancia
eléctrica proporciona informacién no solo de la zona en la que se ubican directamente los
electrodos de medicién, sino también de los cambios en las propiedades el éctricas de la zona
central a la distribucién de los electrodos.

Con este fin se midié el espectro de impedancia de rodajas de pepino, alterando intencionalmente
las propiedades eléctricas de su centro geométrico con barras de diferentes materiales.

Un aspecto importante en este tipo de medidas es garantizar que los cambios observados
en las propiedades eléctricas del pepino no fueran ocasionados por la oxidacién del tejido al
interactuar con el aire, ni de la ubicacién longitudinal de la cual se toma la rodaja. Por lo
anterior se realizaron medidas variando el tiempo de exposicién del tejido al medio ambiente y

la ubicacién longitudinal de la rodaja en el pepino de la siguiente forma:
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Variacién del tiempo de exposiciéon

Se tomd una rebanada de aproximadamente lcm de longitud y se midié su espectro de
impedancia eléctrica mientras el resto del pepino quedo expuesto al aire. Minutos después
se tomd otra rebanada similar a la anterior y del mismo pepino, cuidando de eliminar unos
milimetros del borde expuesto al aire y se midié un nuevo espectro de impedancia. Este
procedimiento se repitio cinco veces a intervalos de 8 minutos y limpiando los electrodos con

agua tipo uno antes de cada medida.

Variacién de la posicién longitudinal

Para observar como varian las propiedades eléctricas del pepino dependiendo de la posicion
longitudinal en la que se midan, se midi6 el espectro de impedancia eléctrica en rodajas de
aproximadamente lcm de longitud tomadas de diferentes ubicaciones respecto a un extremo

de un mismo pepino.

Variacién de las propiedades eléctricas del centro de la geometria

Con la sonda de medicién ubicada en una cara transversal de una rodaja de pepino de
aproximadamente 1cm de longitud se midio el espectro de impedancia eléctrica y se almacenaron
los datos.

A una nueva rodaja se le introdujo una barra conductora (o = 1.21 * 107%Qm) en el
centro, y se midié su espectro de impedancia eléctrica ubicando la sonda de medicién en una
las caras transversales y concéntrica con la barra.

Este procedimiento se repitié con barras de hierro, aluminio y bronce cuyas conductividades
experimentales respectivas fueron: ¢ = 1.21%107%Qm, o0 = 1.47107°"Qm, o = 1.06x10~°7Qm
y 0 =0.62%1079Qm, 0.62E — 07Qm Antes de cada medida se limpiaron los electrodos con

agua tipo uno para eliminar impurezas.

2.3.2. Medidas en tuteros ex-vivo

Se midié el espectro de impedancia eléctrica en 6 piezas de titeros obtenidos por histerectomia.
Estas medidas se llevaron a cabo bajo el aval del comité de ética de la Universidad Industrial
de Santander en las instalaciones del Hospital Universitario de Santander y de la clinica
Piedecuesta. Se conté con el apoyo del personal médico de estas dos instituciones, con quienes
fue preciso acordar el procedimiento a seguir.

Antes de iniciar la toma de medidas se contacté a cada paciente y posible participante del
estudio para explicarle los objetivos, el procedimiento, los riesgos y beneficios de la investigacién
y consultar si deseaba participar. En los casos en que la respuesta fue afirmativa se pidié firmar

un consentimiento informado.
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Para ingresar al area de cirugia se visti6 el traje de mayo, polainas, gorro, tapabocas y
guantes asegurdndose de cumplir las normas del quiréfano. En esta drea se preparé el equipo de
medicién para iniciar la toma de medidas en el momento en que el personal médico facilitara

la pieza extraida.

Figura 2.1: Toma de medidas en un ttero ex-vivo

Una vez obtenida la pieza se ubicé la sonda sobre el cuello uterino de manera que el
endocervix quedara en medio de los dos electrodos, se midié el espectro de impedancia eléctrica
y se almacenaron los datos.

Paso seguido se introdujo una barra de acero en el endocervix cuidando de no danar el
tejido, se ubicé nuevamente la sonda y se tomé y almaceno el espectro de impedancia eléctrica.

Este procedimiento se repitié para barras de hierro, aluminio y bronce cuyas conductividades
experimentales respectivas fueron: 0 = 1.21%107%Qm, 0 = 1.47%107°7Qm, 0 = 1.06x10~°7Qm
y o = 0.62 % 107°7Qm, 0.62E — 07m, limpiando la sonda de medicién con agua tipo uno
antes de cada medida para eliminar impurezas que pudieran alterar los resultados.

Por 1dltimo se esterilizaron los materiales utilizados sumergiéndolos en Cidex durante al

menos 20 minutos.

2.4. Analisis de datos

Los espectros de impedancia eléctrica medidos fueron separados en dos rangos de frecuencia
para facilitar su analisis: (0 - 200Hz) y ( 200Hz a 100K Hz). A cada segmento del espectro
se le aplicé un modelo inverso de Cole - Cole con multiples dispersiones por medio del
algoritmo propuesto por [47] y se extrajeron los pardmetros: impedancia a alta frecuencia Qo

, impedancia a baja frecuencia@Qy, la diferencia AQ; = Qo — Q@ para i =1,2,3,...N donde N
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es el nimero total de dispersiones del espectro y ¢; un parametro relacionado con el tiempo de
relajacién del tejido.
Con base en estos parametros se hizo un analisis para determinar los cambios que sufre el

espectro de impedancia eléctrica al alterar las propiedades del endocervix.

2.5. Consideraciones éticas

El protocolo de investigacion fue aprobado por el comité de ética en investigacion Cientifica
de la UIS y por el comité asesor de posgrado de la maestria en fisica de la UIS. Todos los
procedimientos se llevaron a cabo de acuerdo con los principios y las normas cientificas, técnicas
y administrativas para la investigacién en salud de la Resolucién 008430 del 04 de Octubre de
1993 del Ministerio de Salud de la Repiblica de Colombia [48]. Para garantizar los principios

éticos en esta investigacién se tuvo en cuenta lo siguiente:

Respeto y Autonomia

La participacién de los individuos en la investigacién fue voluntaria. Para ingresar al estudio
se solicito el consentimiento informado escrito de la paciente y se le informo su derecho a
retirarse voluntariamente del estudio en cualquier momento, y/o a negarse a contestar cualquier

pregunta si asi lo deseaba.

Beneficencia - No Maleficencia

Esta investigacién se clasifica como estudio sin riesgo, segin el numeral a del Articulo 11,
de la Resolucién 008430 del 04 de Octubre de 1993 del Ministerio de Salud de la Republica
de Colombia[48]. El disefio metodolégico propuesto fue adecuado y los investigadores fueron

personas competentes para realizar el estudio y salvaguardar el bienestar de los participantes

Justicia

Ninguna participante fue objeto de discriminacién por razones de raza, sexo o creencias
religiosas. Los procedimientos no tuvieron ningin costo para las participantes. Ninguna
participante involucrada en el estudio, recibié beneficios sociales, politicos, econémicos o

laborales, como pago por su participacion.

Confidencialidad

La informacién se mantendrd bajo estricta confidencialidad y estard disponible solo

para los investigadores. Los resultados del estudio se publicaran pero en ningin caso se
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utilizara el nombre o cualquier otra informacién que pueda identificar personalmente a cualquier

participante.
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Resultados y discusion

3.1. Modelo de propiedades eléctricas del tejido (MOPET)

El anélisis de datos obtenidos con EIE suele realizarse por medio de modelos fisico -
matematicos. Un modelo cominmente empleado es el propuesto por los hermanos Cole
[25], 49]el cual implementa una serie de pardmetros que varian de acuerdo a la composicién y
estructura del material a estudiar.

Los parametros de Cole - Cole son de utilidad en una amplia gama de aplicaciones entre las
que se destacan la caracterizacién de tejidos y de rocas [49, [50] . Sin embargo su interpretacién
no es sencilla debido a que no presentan una relacién clara con las propiedades fisiolégicas del
tejido.

La espectroscopia de impedancia eléctrica consiste en excitar un material por medio de una
senal que varia en funcion de la frecuencia y medir su resistividad media efectiva, la cual puede
ser calculada tedricamente por medio de la teoria generalizada de medio efectivo descrita en la
secciéon

Con base en lo anterior y partiendo de la hipétesis de que el tejido epitelial estratificado
puede ser modelado como un medio electrolitico con inclusiones (células), de manera andloga
a formaciones rocosas, se desarrollé un modelo de tejido basado en la teoria generalizada de
medio efectivo de la polarizacién inducida (GEMTIP) propuesta por [45].

En nuestro modelo, el tejido estd formado por un arreglo de N capas de células esféricas,
sumergidas en el medio extracelular que se asume homogéneo y cuya resistividad es pg. Las
células de la l-ésima capa tienen resistividad efectiva p;, radio a; y ocupan una fraccion de
volumen f; (I =1,2,3...,N). De tal manera que la fraccién de volumen ocupada por el medio
extracelular esta dada por: fo =1 — Zf\; 1 fi- La membrana celular estd representada por la
superficie de las esferas, cumple la funcién de separar los medios extracelular e intracelular y
sus propiedades eléctricas se representan por los efectos de polarizacién inducida debidos a

la doble capa formada alrededor de cada célula, donde se genera un campo eléctrico como el
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descrito en la ecuacién [[L18

Epitelio
superficial

Capa
superficial

Capa
intermedia

Capa
parabasal

Basal

Figura 3.1: Esquema modelo del tejido

Si no se quiere alterar las propiedades del tejido, la senial de excitacién aplicada debe ser
del orden de unos pocos pA, por tanto, la caida de voltaje puede considerarse lineal y cumple

la ecuacién (|1.10]).

Al modelar el tejido de esta forma, su conductividad puede ser calculada por la ecuacién
1,20
Como se asume que las células tienen simetria esférica de radio a; los tensores de

depolarizacién toman la forma:

1 = 2 -
r=—-—-—1I, A =— 3.1
! 30‘b ! 30'bal ( )

Y la conductividad puede expresarse como:
N o —0
1 — 00

o.=09|1+3 3.2
¢ 0 lz; L 200+ 0 + 2klal_10'00'l (32)

Donde k; = a;(iw)~ es el pardmetro de polarizabilidad superficial. a; es un coeficiente
experimental y ¢; es el parametro de relajaciéon de la l-ésima incrustacién
Multiplicando el numerador y denominador por p;po (p; = 1/07 y po = 1/00) se obtiene la

expresion equivalente para la resistividad efectiva del medio compuesto:

-1

N
PO — Pl

pe=po|1+3 fi — 3.3

‘ ; 2p0 + pi + 2kia; ! (3.3)
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Con el fin de facilitar los analisis la resistividad efectiva puede ser re-escrita como:

N -1
1
= 1 M|l — 3.4
pe=po |1+ l§_1 JiM, [ T (inl)C’H (3.4)
Donde:
PO — pi
M =3—— 3.5
2po + p1 (38:5)
Y 77 es el tiempo de relajacién de la 1 ésima incrustacion.
I R (35)
T = 20, PO T PI .

La resistividad intracelular y los tamafos de las células pertenecientes a la 1-ésima pueden

ser calculados por las ecuaciones:

3— m OélTlcl

_ R . 3.7
3+ 2" ' o+ 20 (3.7)

Pl

Donde,n = % las fracciones f; < 1 deben escogerse de acuerdo a la estructura del tejido
[38].
Adicionalmente se define el pardmetro v como una funcién, con valor negativo, que relaciona

las propiedades eléctricas intracelulares respecto de las extracelulares.
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3.2. Implementacién y caracterizacion de sonda para la medicion

de la impedancia eléctrica

3.2.1. Sonda de Medicion

o 35mm | "

l ——— 25 mm >

3.5 mnm

w
&
3
3

j

Figura 3.2: Configuraciones de sonda 1 y 2 simuladas con COMSOL multiphysics

52
.
N

La figura [3.2] muestra las configuraciones geométricas de las sondas 1 y 2 construidas en la
interfaz grafica de COMSOL multiphysics.

Con cada una de estas sondas se simul6 una polarizacién inducida en tejido sano, aplicando
una senal de excitacion de 40uA, y se calculd el gradiente de potencial resultante, el cual se
ilustra en la figura 3.3

En esta figura se observan cambios significativos en los valores de voltaje, el voltaje maximo
calculado para la configuracion de sonda 1 es 33.4uV, mientras que par la configuracién 2
es de 3.7nV. Sin embargo, nuestro interés se centra en el comportamiento del espectro de

impedancia eléctrica, y los cambios que este sufre al ser alteradas las propiedades eléctricas de
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Figura 3.3: Gradiente de potencial generado en le tejido para las configuraciones 1 y 2 simuladas
con COMSOL multiphysics
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vo

la zona central a la geometria de los electrodos.

Por esta razén se simularon medidas en titeros con diferentes conductividades eléctricas de
endocérvix y se evalué su impedancia eléctrica en el dominio de la frecuencia.

Los espectros resultantes para cada una de las sonda disenadas se presentan en la figura[3.4]
la cual sugiere que el comportamiento de las dos sondas es similar y no permiten discriminar
cual de las dos configuraciones ofrece mayor sensibilidad a los cambios de las propiedades
elétricas en la zona central a los electrodos. Sin embargo la configuracién 2 ilustrada en la
figura [3.2] presenta ventajas en cuanto facilidad de fabricacién y comodidad para la toma de
medidas, por tanto la sonda esta fue la configuracién seleccionada para tomar las medidas de
este estudio.

Segun el proceso de calibracién digital, la configuracién seleccionada tiene un factor tedrico
de forma igual a 0.002[m]. Durante el proceso de calibracién experimental de la sonda se
aplicé un modelo inverso de Cole-Cole con miltiples dispersiones de la forma propuesta por
Miranda y Jaimes [47], a espectros de impedancia eléctrica medidos en soluciones electroliticas
de cloruro de sodio de diferentes concentraciones. El modelo que mejor representd los datos
experimentales fue el de dos dispersiones a baja frecuencia (0 — 200H z) el cual exhibe una
impedancia constante a frecuencias altas.

El error cuadratico de los datos experimentales respecto al modelo aplicado es menor a
0.01 en todos los casos.

Una vez modelados los datos, se calculd el factor de forma experimental de la sonda,
por medio de un andlisis de regresion lineal de la gréafica de la resistividad en funcién de la
impedancia a alta frecuencia. El factor de forma hallado fue m = 0.011[m].

Los valores numéricos obtenidos con el ajuste pueden observarse en la tabla[3.1], donde, AQ4

yAQ2 representan la diferencia entre el las impedancias a alta frecuencia y a baja frecuencia
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Figura 3.4: Parte real e imaginaria del espectro de impedancia eléctrica para diferentes
conductividades de endocérvix simulado con COM SOL Multiphysics,configuraciones 1 y 2

de cada dispersién, €1 y €2 son pardmetros relacionados con el tiempo de relajacién para cada
dispersion, v Qo v Qs son las impedancias a baja frecuencia y alta frecuencia de todo el
espectro.

El modelo de dos dispersiones puede representarse de forma esquematica como una
combinacién de elementos resistivos y elementos de fase constante en serie como se ilustra
en la figura las dos dispersiones a baja frecuencia pueden asociarse a la impedancia de
polarizacién de los electrodos alrededor de los cuales se forma una doble capa eléctrica [27] y

presentan valores diferentes debido a que la geometria de los electrodos es distinta.

AQ
(Jue)e?
tiende a cero a altas frecuencias. Por ejemplo, para la primera dispersion de la solucién de

550m mostrada en la tabla Zope = 0.01992 a 100K H z, este valor es despreciable si se

compara con el valor de Qo = 7621€).

Los elementos de fase constante tienen una impedancia de la forma Zopg = la cual

Lo anterior sugiere que la impedancia que se observa a alta frecuencia se debe solo al
pardmetro Q.. Ademds, como la impedancia eléctrica de una solucién electrolitica de cloruro

de sodio no depende de la frecuencia de la senal de excitacién [51], se puede asociar el pardmetro

37



Capitulo 3. Resultados y discusion
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Figura 3.5: Esquema del modelo de Cole - Cole con dos dispersiones

p[Ohmm] N AQy AQ2 Qoo Qo Error e ¢ e3¢
54.64 | 2.00 | 10445.63 | 10131.28 | 7621.60 | 28198.51 | 0.014 | 8.00E-05 | 3.27E-04
26.39 | 1.00 | 35456.17 2949.44 | 38405.62 | 0.012 | 2.82E-05

19.16 | 2.00 | 14469.00 | 15067.45 | 1917.15 | 31453.60 | 0.003 | 6.01E-05 | 1.86E-04
12.33 | 2.00 | 14430.09 | 14680.86 | 1298.51 | 30409.46 | 0.003 | 6.01E-05 | 1.70E-04
9.66 | 2.00 | 14463.65 | 14992.88 | 989.32 | 30445.85 | 0.003 | 5.81E-05 | 1.92E-04
0.57 | 2.00 | 4947.35 | 5061.68 45.34 | 10054.37 | 0.002 | 1.74E-04 | 4.50E-04

Tabla 3.1: Pardmetros de Cole-Cole para soluciones de cloruro de sodio

Qo con la impedancia de la solucién.

3.2.2. Propiedades eléctricas de tejido vegetal

Las figuras y muestra los resultados de las pruebas en pepinos variando el tiempo
de interaccién del tejido con el medio ambiente y la distancia respecto a un extremo del pepino
a la cual se hace la medida. Los correspondientes valores numéricos se tabulan en las tablas
B2y B3

Estos resultados sugieren que no hay cambios significativos en las propiedades eléctricas del
tejido durante los primeros 32 minutos de exposicién al medio ambiente. De manera similar,
las propiedades eléctricas del tejido no presentan cambios importantes al variar la ubicacion
longitudinal de la muestra respecto a un extremo del pepino, en este caso los cambios son
notorios solo si la muestra se toma muy cerca de uno de los extremos.

Para eliminar posibles variaciones debido a la posicion longitudinal, todas las muestras
fueron tomadas a una distancia minima aproximada de L = 3cm del extremo.

Una vez confirmada la invarianza relativa de las propiedades eléctricas del tejido vegetal
con respecto al tiempo de exposicién al medio ambiente y/o la posicién de toma de la medida,
pasamos a analizar los cambios observados en el espectro de impedancia eléctrica debido a las
alteraciones inducidas en el centro geométrico de la rodaja.

La figura muestra los espectros obtenidos al inducir cambios en las propiedades de la

zona central de rodajas de pepinos junto con sus respectivos ajustes al modelo de Cole - Cole.
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Figura 3.6: Espectros impedancia eléctrica de pepinos variando el tiempo de exposicion al
ambiente

tmin] | N | AQ1[Qm] | AQ2(m] | Qoo[Qhm] Qo[m] et Y2 el ¢ e; ¢ | Error
0 2 753.8 | 867.10 89.13 | 1710.03 | -81.91 | -67.91 | 0.001 | 0.001 | 0.01
8 2 630.3 | 521.52 90.17 | 1242.00 | -67.83 | -86.77 | 0.002 | 0.002 | 0.03
16 2 649.6 | 735.50 71.74 | 1456.86 | -80.76 | -68.35 | 0.002 | 0.001 | 0.01
24 2 806.7 | 516.65 71.99 | 1395.36 | -54.79 | -99.35 | 0.001 | 0.002 | 0.02
32 2 609.2 | 828.29 72.67 | 1510.19 | -90.78 | -60.06 | 0.002 | 0.001 | 0.01

Tabla 3.2: Parametros de Cole-Cole para tejido vegetal con diferentes tiempos de exposicion al
ambiente

L | N | AQi[m] | AQ2[m] | Qoo[Qm] | Qo[Qm] 7 Y2 er® e | Error
LO | 2 350.81 598.81 64.50 | 1014.12 | -106.15 | -52.68 | 0.006 | 0.001 | 0.01
L1 | 2| 466.04 | 549.84 | 54.39 | 1070.27 | -83.14 | -66.60 | 0.004 | 0.002 | 0.01
L2 | 2| 65257 | 725.21 60.26 | 1438.05 | -79.01 | -68.46 | 0.001 | 0.001 | 0.01
L3 ]| 2 745.26 548.32 80.66 | 1374.25 | -61.19 | -91.88 | 0.002 | 0.002 | 0.03
L4 ] 2 382.36 246.09 68.96 | 697.41 | -60.10 | -104.17 | 0.005 | 0.004 | 0.01

Tabla 3.3: Parametros de Cole-Cole para tejido vegetal variando posicion de muestra respecto
al extremo del pepino

Los valores numéricos de los parametros de Cole-Cole normalizados correspondientes al ajuste
de cada espectro tabulan en la tabla

Los espectros de impedancia eléctrica de pepinos presentan dos dispersiones a baja
frecuencia similar a las soluciones de cloruro de sodio. Sin embargo a altas frecuencias los
datos estan dispersos y no permiten un ajuste al modelo de Cole-Cole, por esta razén nuestro

analisis en tejido vegetal se limita al rango de frecuencias de 0 a 200H z.
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Figura 3.7: Espectros impedancia eléctrica de pepinos variando la posicion de toma de muestra
p[Qm)] N | AQ1[Qm] | AQ2[0m] | Quo[Qm] | Qo[2m] ot Y2 e ¢ e5 ¢ | Error
Sin barra | 2 | 652.57 725.2 60.26 | 1438.0 | -79.01 | -68.46 | 0.001 | 0.001 | 0.01
Bronce | 2 | 483.33 832.1 | 103.01 | 1418.4 | -107.66 | -53.34 | 0.004 | 0.001 | 0.02
Aluminio | 2 | 878.14 549.8 71.67 | 1499.6 | -53.51 | -100.34 | 0.001 | 0.002 | 0.02
Hierro | 2 | 573.94 461.5 0.11 | 1035.5 | -59.01 | -80.82 | 0.002 | 0.000 | 0.03
Acero 2 | 653.49 405.1 0.18 | 1058.8 | -48.25 | -96.07 | 0.002 | 0.000 | 0.02

Tabla 3.4: Parametros de Cole-Cole para tejido vegetal con diferentes barras conductoras

incrustadas

Las propiedades eléctricas del tejido vegetal muestran cambios importantes al introducir las

barras. Dado que el tiempo de medicién es menor a 8 minutos, estos cambios pueden atribuirse

a las barras y no a la interaccién del pepino con el medio

La tabla muestra que el pardmetro que sufre mayores variaciones en respuesta a los

cambios inducidos en el centro de la geometria es la resistividad a alta frecuencia Q).

Lo anterior sugiere que los cambios en las propiedades eléctricas pueden ser medidos con la

sonda bipolar implementada, con lo cual se cumple el objetivo especifico de esta etapa del

estudio, confirmando que tanto la sonda como el protocolo de medicién elaborados permiten

detectar los cambios en las propiedades eléctricas de la zona central a los electrodos y son

aptos para usarse en el estudio del endocérvix.
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Figura 3.8: Espectros impedancia eléctrica de pepinos con barras conductoras (e datos

experimentales — ajuste Cole-Cole)

3.3. Propiedades eléctricas de cuellos uterinos

3.3.1. Implementacion del Modelo de Propiedades Eléctricas del Tejido
MOPET

Se implementd el modelo inverso descrito en la seccién basado en algoritmos genéticos
para interpretar datos experimentales de cuello uterino medidos in-vivo. Los espectros
estudiados fueron medidos con una sonda de cuatro puntas en el rango de frecuencias de 9.6
a 614K Hz [37]. Del modelado se extrajeron los pardmetros pg, M, 71 y ¢;. La resistividad
intracelular y los tamanos de las células se calcularon con la ecuacion .

Las fracciones de volumen ocupadas por cada tipo de célula, f; < 1, se escogieron de
acuerdo a la estructura del tejido intraepitelial estratificado, mientras que los coeficientes de
polarizabilidad superficial, a;, fueron seleccionados de forma arbitraria para lograr tamanos
tipicos de células eucariotas (10um < a; < 23um).

Se seleccioné una muestra representativa de cada estado neopldsico para el analisis de sus
propiedades eléctricas. La figura [3.9 muestra espectros de cuatro muestras clasificadas como
NO (Normal), LSIL (Lesién Intraepitelial de Bajo Grado), HSIL (Lesién Intraepitelial de Alto
grado) y CA (Carcinoma In-situ) por el estudio citlolégico con las curvas correspondientes al

MOPET.
Los valores numéricos de los pardmetros del modelo GEMTIP obtenidos para estas muestras
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Figura 3.9: Parte real e imaginaria de EIE medidos en muestras clasificadas como NO, LSIL,
HSIL y CA modeladas con MOPET)

Estado del tejido ay[pum) 78] C M, p[Qm] ymV]
NO 10.6  L.18E-06 0.999 0.289  0.05 51
2o = 8.40[m] 15,7  1.40E-06 1.000 1.400  0.08 _46

20.9  1.50E-06 1.000 1.094 0.11 43
LSIL 10.8  2.63E-06 0.999 1.094 0.03 51

154 3.29E-06 0.999 1.400 0.01 62
po = 5.08[0m] 227 0.671036 0.998 0.001 4.84  -0.5
HSIL 135 2.01E-06 0834 1247 0.22 27
po = 3.49[Qm] 24.2  3.46E-05 0.269 0.119 2.33 4
CA po = 2.28[Qm] 26.0 2.63E-07 0.548 0.430 1.38 5

Tabla 3.5: Valores ntimericos de los parametros del modelo propuesto

se tabulan en la tabla En la dltima columna aparece el valor del pseudopotencial de

membrana ; definido matematicamente como:

v = 10In [Z] [mV] (3.8)

Correlacionando estos valores con los resultados del estudio citolégico se puede inferir una
relacion clara entre los pardametros del modelo y el estado del tejido.

El pardmetro que presenté mayor contraste fue la resistividad del medio extracelular, la
cual decrece notoriamente a medida que aumenta el grado de lesién del tejido. Esto concuerda
con los resultados reportados en otros estudios [52].

Adicionalmente, la resistividad del medio intracelular presenta un comportamiento muy
interesante para los tejidos con LSIL y HSIL, en los cuales las células se pueden separar en
dos grupos segun el valor de p;: Un grupo cuyos valores de p; son similares a los células de

tejido normal, y otro grupo en el que el este valor aumenta.
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Como se mencioné en la seccién debido al efecto de campo cancerogénico, las células
transformadas en una parte del tejido afectan las propiedades bioquimicas del tejido circundante.
A pesar que en un tejido con estado LSIL hay muy pocas células transformadas [53], el MOPET
permite identificar células con propiedades diferentes al resto del tejido. Como la cantidad de
células anormales es muy pequena, si no se considera la polarizacion inducida, el aporte de la
resistividad eléctrica de las mismas es despreciable, sin embargo se observa experimentalmente.
Un aspecto adicional es que el parametro 7; tiene valores similares al potencial de membrana de
células normales para el estadio NO, segin la tabla en los otros tipos de estadio aparecen
células con valores bajos que se podrian atribuir a células transformadas (cancerigenas). Este
comportamiento se atribuye al efecto de campo carcinogénico [38].

El modelo de las propiedades eléctricas del tejido proporciona herramientas para comprender
el significado de las diferencias entre las resistividades del medio intracelular y el medio
extracelular como consecuencia de la polarizacion inducida debido a la redistribucion de cargas.
En la tabla se puede observar que la diferencia entre la resistividad extracelular pg y la
intracelular p; decrece a medida que el grado de malignidad del tejido avanza, teniendo en
cuenta que no todas las células del tejido se transforman simultdneamente. Lo cual sugiere que
este efecto esta relacionado con cambios en el potencial de membrana asociados a los diferentes

estadios neoplasicos del tejido.

3.3.2. Estudio del las propiedades eléctricas del endocérvix

Se midio el espectro de impedancia eléctrica de 6 titeros de los cuales 5 fueron clasificados
NO y 1 como CA por estudio histopatolégico. En las figuras y se presentan los
espectros de impedancia eléctrica medidos en cada paciente y las curvas obtenidas al aplicarles
el modelo inverso de Cole - Cole con multiples dispersiones. Los pardametros correspondientes
se tabulan en las tablas y donde el pseudopotencial de membrana ~ se calculd de la
forma:

AQ

~v = 100In [Qo] [mV] (3.9)

Es de anotar que, como se definié en la seccion ~ relaciona las propiedades eléctricas
de los medios intra y extracelular, en el caso de un tejido cancerigeno la composicién iénica de
estos medios cambia, y este cambio se ve reflejado en el potencial de membrana.

Si se comparan los parametros de los espectros medidos en los uteros antes de introducir
barras en el endocérvix, puede verse que el pardametro v del espécimen 5 es diferente al de los
demds. Estas medidas corresponden al atero clasificado por el estudio histopatolégico como
carcinoma in-situ.

por otro lado, los materiales utilizados para inducir cambios en el endocérvix, tienen

resistividades experimentales del orden de 10~7Qm y &rea transversal de, aproximadamente,
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10pm?, mientras que las resistividades de los titeros sanos son del orden de 10'Qm y el 4rea
transversal de un ttero promedio es de aproximadamente 20cm?.

Si no se tiene en cuenta la polarizacién inducida, la impedancia eléctrica medida por la sonda
corresponde a una suma de resistencias que en primera aproximacién puede modelarse como
se ilustra en la ﬁgura Por ejemplo, si Ry = 1074Q, Ry =7 x 1072Q vy Rys = 3 x 1072Q,
entonces, la resistencia equivalente (medio efectivo) serfa R, = 2.21 x 1072Q que comparado
con el caso sin barra, R, = 00y , Rys = 3.5 x 10720, para el cual R, = 2.33 x 10720, muestra

un variacion despreciable.

— R —
RRR iR

Ry RO

Figura 3.10: Esquema resistencia opuesta por el tejido y la barra conductora

De acuerdo con este analisis, los espectros de impedancia eléctrica no deben sufrir cambios
significativos al introducir las barras en el endocérvix, sin embargo, en las graficas y
los espectros presentan cambios importantes al introducir una barra en el endocérvix y
también muestran cambios significativos para barras de diferentes materiales.

Por lo anterior, es posible atribuir estos cambios a efectos de polarizacién inducida asociados
a la formacion de una doble capa alrededor de la barra conductora. Entonces, la barra induce
una polarizacion a su alrededor y por ende, alrededor del tejido circundante. Es decir, se
producen efectos de polarizaciéon que pueden ser detectados en zonas relativamente alejadas de
la barra. Estos efectos no locales pueden atribuirse al efecto de campo carcinogénico.

Otro resultado que confirma los efectos producidos por la formacién de la doble capa
eléctrica es la diferencia encontrada en los factores de forma de la sonda calculados digital y
experimentalmente.

En la calibracién experimental intervienen varios efectos que no son tenidos en cuenta en la
calibracién digital, por ejemplo, los efectos de polarizacion inducida por los electrodos. Segin
la teorfa de Stern [27], alrededor de los electrodos se forma una doble capa eléctrica por la
interaccion de los iones de la solucién electrolitica con las cargas superficiales de los electrodos.
Esta doble capa ocasiona un incremento en la diferencia de potencial y la resistividad eléctrica.

Teniendo en cuenta que la resistividad de la solucién es constante, el cambio en la resistencia
de la misma debe ser compensado por el factor de forma. Lo cual explica por qué el factor de
forma obtenido por simulaciones digitales es mayor que el hallado de manera experimental.

En este sentido, los resultados indican que el efecto de campo carginogénico esta asociado
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a procesos de polarizacion inducida presentes en el tejido que rodea a una célula alterada y

pueden presentarse en zonas alejadas a la misma.
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Conclusiones

Se estudiaron las propiedades eléctricas del tejido cervical por medio de espectroscopia de
impedancia eléctrica. En este estudio se disené digitalmente e implementé una nueva sonda de
medicién de solo dos electrodos, lo cual simplifica notoriamente la electrénica necesaria para
una aplicacién préctica de la misma. Esta sonda fue caracterizada digital y experimentalmente.
En la caracterizacion experimental con tejido vegetal, se encontré que la sonda es capaz de
detectar variaciones en las propiedades eléctricas del medio, causadas por alteraciones de su
conductividad eléctrica en la zona comprendida entre los electrodos.

La sonda de medicién se utilizd para caracterizar piezas de uiteros obtenidos por histerectomia.
En los resultados obtenidos se evidencia que las propiedades eléctricas de un cuello uterino al
introducir una barra conductora en el canal endocervical presentan variaciones que solo pueden
ser explicadas si se considera la polarizacién inducida. Como solo una de las piezas quirirgicas
mostré anomalias celulares debido a carcinoma in-situ (CA), no es posible hacer conclusiones
decisivas sobre la deteccion, con la sonda disenada, de las cambios en las propiedades eléctricas
del tejido debidos a anomalias. Pese a lo anterior, en la pieza CA se encontraron propiedades
eléctricas diferentes a las de las demads estudiadas con la sonda de dos electrodos.

Un nuevo pardmetro bio-fisico-quimico, el psudopotencial de membrana, -y, se definié como
una funcién, con valor negativo, que relaciona las propiedades eléctricas intracelulares respecto
de las extracelulares. De acuerdo a los resultados experimentales, este pardmetro presenta
variaciones importantes para cada estadio neoplasico del tejido, que pueden asociarse a los
cambios en las concentraciones i6nicas de los medios intra y extracelular sufridos por el tejido
durante su evolucién de normal a cancerigeno.

Por otra parte, para comprender mejor la relacion entre las propiedades eléctricas del tejido
v los pardametros del espectro de impedancia eléctrica, se desarrollé un modelo fisico-matematico
basado en la teoria generalizada del medio efectivo de la polarizacién inducida (GEMTIP). Con
este modelo se pueden estimar, entre otros pardmetros, las resistividades efectivas del interior

y exterior de las células que conforman un tejido. Al aplicar el modelo inverso a espectros
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de impedancia eléctrica de diferentes estadios cancerigenos, se encontré que la resistividad
efectiva al interior de la célula varia para un grupo de células en el tejido que se atribuyen a
células transformadas (cancerigenas). Después de comparar este resultado con la definicién
del efecto de campo carcinogénico, se sugiere que dicho efecto estd asociado con cambios
en las propiedades eléctricas del tejido. Ademds, con base en la teoria GEMTIP, se puede
sugerir que la relacién entre el efecto de campo carcinogénico y los cambios en las propiedades
eléctricas, respecto a tejido normal, estan asociadas a las anomalias en la conductividad que

segun GEMTIP se deben a la polarizacién inducida.
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