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Resumen

Titulo: Estudio de Anomalias Bioquimicas Asociadas a Cancer de Cuello Uterino que se
Pueden Detectar por Espectroscopia de Impedancia Eléctrica*

Autor: Sandra Milena Pinto Bohorquez. **

Palabras clave: Espectroscopia de Impedancia eléctrica, cancer cervical, propiedades
eléctricas, células en suspension.

Descripcion

Mejorar los programas de prevencion de cancer de cuello uterino es una necesidad que se ve
reflejada en las altas tasas de incidencia y mortalidad asociadas a esta enfermedad. EI cancer
de cuello uterino se caracteriza por desarrollarse lentamente, sin embargo, no suele presentar
sintomas en sus etapas tempranas, dificultando su diagndstico oportuno. La deteccion temprana
de esta enfermedad juega un papel importante en el éxito de su tratamiento y por tanto es clave
para mejorar las tasas de supervivencia en pacientes. Con el fin de contribuir al mejoramiento
de la deteccion temprana del cancer cervical, en esta investigacion se propuso estudiar las
anomalias bioquimicas que afectan las propiedades eléctricas de las células cervicales en su
proceso de transformacién maligna. Para esto, se midi6 el espectro de impedancia eléctrica
(elE) de 36 muestras de células cervicales en suspension, las cuales fueron clasificadas con
diferentes patologias: normales, normales con infecciones, ASCUS y HSIL de acuerdo con el
resultado del test de Papanicolaou. Los espectros obtenidos fueron analizados por medio de
graficos de radar, dando lugar a una forma y area diferente en cada grupo de clasificacion.
Adicionalmente, se presentan unos medios electroliticos que modelan anomalias presentes en
células cervicales. Los resultados encontrados en este estudio sugieren, que la forma del elE
de células cervicales en suspension, permite diferenciar anomalias encontradas en células
normales con infecciones, neoplasias o incluso cancer cervical.

*Trabajo de grado
**Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Directores: David Alejandro Miranda Mercado;

Doctor en Ciencias, Quimica y Stelia Carolina Méndez; Doctora en Ciencias, Bioguimica.
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Abstract

Title: Study of Biochemical Anormalities Associated with Cervical Cancer detectable by
Electrical Impedance Spectroscopy. *

Author: Sandra Milena Pinto Bohorquez. **

Keywords: Spectroscopy of electrical impedance, cervical cancer, electrical properties, cells
in suspension.

Description: Improvement in prevention techniques for cervical cancer is necessary, as shown
by the high rates in incidence and mortality associated to this disease. Cervical cancer
characterizes for developing slowly, and frequently by not showing any symptoms on the first
stages, making it difficult to be timely diagnosed. Early detection of this cancer is vital for the
success of the treatment, and consequently, vital for the decrease of its mortality rates. In order
to improve the early detection of cervical cancer, this research studied the biochemical
anomalies that affect the electrical properties of cervical cells in their process of malignant
transformation. To do so, the researchers measured the Electrical Impedance Spectrum (EIS)
of 36 sample cervix cells in suspension. These cells were classified with different pathologies
(normal, normal with infections, ASCUS and HSIL) according to Papanicolaou test results.
The spectra obtained were analyzed in radar graphics, giving different forms and areas for each
classified group. Additionally, artificial electrolytic media was used to model abnormalities
present in cervical cells. The results on this research suggest that the EIS form in cervix cells
in suspension, allows distinguishing abnormalities found in normal cells from cells with
infections, neoplasm or even cervical cancer.

*Bachelor Thesis
**Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Director: David Alejandro Miranda Mercado;

PhD in Chemical Sciences -Phd and Stelia Carolina Méndez, PhD in Biochemical Sciences.
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Introduccion

Un aspecto importante asociado al cancer de cuello uterino (CCU) es el aumento en la
expectativa de vida de la mujer afectada si es detectado y tratado a tiempo (Cortifias, Centeno,
Sanchez & Martin, 2009). En Colombia se utiliza la citologia de Papanicolaou como técnica
de deteccion temprana de CCU, desafortunadamente, esta técnica no ha tenido el éxito esperado
debido a diversos factores, entre los que resaltan la baja calidad del sistema de adquisicion,
lectura de muestras y la ausencia de las pacientes a la hora de reclamar resultados, lo que

dificulta su diagndstico y tratamiento a tiempo (Londofio, 2012).

Diversas investigaciones sobre el estudio de las propiedades eléctricas de las células
bioldgicas y su interpretacion mediante modelos, han permitido sentar las bases de la técnica
de Espectroscopia de Impedancia Eléctrica (EIE) (Gabriel, Gabriel, & Corthout, 1996;
Miranda, Barrero & Echeverri, 2006). Las investigaciones han reportado una clara diferencia
en las propiedades eléctricas del tejido normal y canceroso (Brown et al., 2000; Das et al.,

2015; Walker, Brown, Hose & Smallwood, 2000).

El grupo de investigacion Ciencia de materiales Bioldgicos y Semiconductores (CIMBIOS)
de la Universidad Industrial de Santander ha venido desarrollando una serie de trabajos
relacionados con el estudio de las propiedades eléctricas de tejido humano por medio de EIE.
Sin embargo, con el fin de aportar al mejoramiento de la técnica de EIE en el tamizaje de cancer
cervical, es necesario el analisis de los fundamentos bioquimicos que conllevan el desarrollo
de estas neoplasias y que estan relacionados con los cambios en las propiedades eléctricas de

las celulas cervicales. Para este propdsito en esta investigacion se planted la siguiente hipotesis:
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“Por medio de medidas de espectros de impedancia eléctrica realizadas en células en

suspension se pueden detectar anomalias bioquimicas asociadas a riesgo de cancer .

A continuacidn, se presenta la distribucion por capitulos del trabajo doctoral realizado: En
el primer capitulo se presenta la revision conceptual para el desarrollo de la investigacion. En
el segundo capitulo se aborda el primer objetivo especifico relacionado con la simulacion del
medio extracelular artificial (MEA) planteado para evaluar los cambios en las concentraciones
ionicas asociadas a los diferentes estadios neoplasicos. En el tercer capitulo se presenta la
caracterizacion eléctrica de las células cervicales en suspension y el andlisis de la forma de los
espectros de impedancia obtenidos en pacientes y el modelo de células de carcinoma cervical
(HeLa). En el cuarto capitulo, se analiza la expresion de proteinas reportada y su efecto sobre
las propiedades eléctricas de las células cervicales y finalmente en el quinto, las conclusiones
generales y recomendaciones para futuros trabajos. Los resultados obtenidos en este estudio
permiten proponer a la EIE como una herramienta Gtil para mejorar las actuales técnicas de

tamizaje de cancer cervical.
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1. Objetivos

El objetivo general fue estudiar qué anomalias bioquimicas pueden relacionarse con los cambios
en las propiedades eléctricas de las células cervicales y su efecto sobre la forma y el area del
espectro de impedancia eléctrica (elE). Para alcanzarlo se trazaron los siguientes objetivos

especificos:

1.1 Objetivos especificos

Evaluar soluciones electroliticas como modelo de medio extracelular que simule anomalias

bioguimicas en células cervicales.

Analizar los espectros de impedancia eléctrica de células de tejido cervical normal y HelLa.

Determinar diferencias en las propiedades eléctricas de los espectros de impedancia eléctrica

obtenidos de células de tejido cervical normal y HeLa.

Identificar proteinas asociadas a propiedades eléctricas de células de tejido cervical.

Determinar asociaciones entre las proteinas identificadas y su posible relacion con los cambios

en las propiedades eléctricas de las células.
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2. Antecedentes

2.1 El cancer en cifras

La problematica del cancer en el mundo esté reflejada en las altas tasas de incidencia y
mortalidad que presenta esta enfermedad. En 2018 la agencia para la investigacion en cancer
(IARC) reporto que el 71.3% de las muertes y el 62% de los nuevos casos se produjeron en
paises en via de desarrollo como Africa, Asia, América central y América del Sur, y se estima
que para el afio 2030 aproximadamente 24 millones de personas estén afectadas (International

Agency for Research on Cancer, 2019).

Las altas tasas de incidencia y mortalidad de esta enfermedad estdn asociadas a la
complejidad que presenta su aparicion y evolucién. De acuerdo con el Instituto Nacional de
Cancerologia (INC), en Colombia, durante el periodo comprendido entre 2000-2006, se
presentaron anualmente alrededor de 70.887 casos nuevos de cancer: 38.751 en mujeres y
32.316 en hombres. En mujeres la tasa de incidencia ajustada por edad fue de 196,9 por cada
100.000 habitantes y en hombres de 186,6. En el afio 2010 el 16.9% del total de defunciones
en el pais correspondio a esta enfermedad (33.450), 17.069 mujeres y 16.381 hombres (Pardo,
C., & Cendales, R., 2018). En contraste, para el area metropolitana de Bucaramanga el total
de casos de incidencia reportados entre 2008-2012 fueron 8.775 casos, de los cuales el 57.2%

fueron en mujeres (Uribe PCJ, Serrano GSE, Hormiga SCM, 2018).

El cancer de cuello uterino (CCU) sigue siendo una de las principales causas de muerte en
mujeres alrededor del mundo, afectando principalmente a los paises en via de desarrollo. Segun
la Organizacion Mundial de la Salud (2019), en el afio 2018 se presentaron 570.000 nuevos

casos de CCU y murieron alrededor de 311.000 mujeres. En el contexto colombiano el cancer
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de cuello uterino ocupa el tercer lugar en tasas de mortalidad entre los diferentes tipos de cancer
(Bravo & Muiioz, 2018). Para el afio 2011, se reportaron en Colombia 1744 muertes por causa
del cancer cervical. En el departamento de Santander, las estadisticas sobre la incidencia de
CCU para el periodo 2002-2006 indican que se presentaron 199 casos, con una mortalidad de
82 mujeres y entre 2007-2011 la mortalidad para este tipo de cancer en el departamento registrd

405 muertes (Pardo & Cendales, 2018).

2.2  Céncer de cuello uterino: riesgos, diagnostico y tratamiento

El cuello uterino es la parte fiboromuscular del Utero, tiene una longitud de 3 a 4 cm y un
didmetro de 2.5 cm, se ubica en la parte inferior y conecta al cuerpo del Gtero con la vagina.
Estd conformado por dos partes y dos tipos de células, la cercana al cuerpo del Utero o
endocérvix, contiene las células glandulares y la préxima a la vagina o exocérvix esta cubierta
por células escamosas. Estos dos tipos de células confluyen en un lugar llamado zona de
transformacion, esta zona se encuentra revestida por epitelio escamoso de tipo metaplésico y
es el lugar de asiento de todas las lesiones precursoras del cancer de cuello uterino. Al igual
que otras neoplasias malignas, estas células no se tornan cancerosas de repente, si no que se
van transformando gradualmente con cambios precancerosos que se convierten finalmente en

cancer (Saslow, D., et al, 2012).

Los dos tipos mas comunes de canceres de cuello uterino son: Carcinoma escamoso, cuyo
origen son las células exocervicales y presentan caracteristicas de las células escamosas al ser
observadas al microscopio, y el Adenocarcinoma que se originan en las células glandulares.
Aunque cada 9 de 10 casos de cancer cervical corresponde a carcinomas, en los ultimos 20

afnos los adenocarcinomas se han vuelto mas comunes.
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El cancer invasivo de cuello uterino se desarrolla lentamente durante el tiempo en que las
células cambian de normal a lesiones precancerosas llamadas Neoplasia Intraepitelial Cervical
(NIC) o displasia (Serman, 2002). Sobre la base de la citologia el sistema de clasificacion
Bethesda, ha calificado los cambios en las células del cuello uterino en varias categorias

(Solomon et al., 2002):

Lesion intraepitelial de bajo grado (LSIL).

e Lesion intraepitelial de alto grado (HSIL).

e Carcinoma invasivo (CAl)

e Células escamosas atipicas de significado indeterminado (ASCUS)

e C¢élulas glandulares atipicas de significado indeterminado (AGUS)

Las células atipicas ASCUS se caracterizan por cambios leves en la citologia cuyo origen
es desconocido y AGUS se refiere a las células glandulares que pueden tener su origen en el
canal cervical o el Gtero. Las lesiones intraepiteliales LSIL y HSIL son consideradas como
displasias leves y lesiones precancerosas, respectivamente. La evolucion de este tipo de cancer
puede durar dos afios en desarrollarse, lo cual conlleva a un alto riesgo de progresion invasiva

si no es tratado eficientemente.

El cancer cervical esta asociado a diferentes factores, dentro de los cuales se encuentran el
consumo de cigarrillo, factores inmuno-supresivos, alto numero de embarazos llevados a

término, antecedentes familiares de cancer de cuello uterino; pero el factor de riesgo que se
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considera el mas importante, es la infeccion con el virus del papiloma humano (VPH) (Serrano

et al., 2004).

El Virus del Papiloma Humano (VPH) es una infeccion de transmision sexual que en la
mayoria de casos es superada por un efectivo sistema inmune. Los principales genotipos
asociados con el céancer cervical son el VPH 16 y 18, los cuales son responsables
aproximadamente del 70% de esta enfermedad (Dyson, Howley, Munger & Harlow, 1989).
Durante el ciclo normal del virus, los genomas del papiloma humano, se encuentran como
episomas en el nicleo de las células infectadas, sin embargo, en las lesiones de bajo grado los
genomas se integran a la célula huésped, y esta integracion conduce al desarrollo de lesiones

precancerosas (NIC) y cancerosas (Naucler at al, 2007).

Existen varias pruebas de deteccion para identificar lesiones precancerosas que incluyen la
citologia cervicovaginal (CCV), desarrollada por Papanicolaou y Triut en 1943. Desde su
introduccion y uso ha logrado disminuir las muertes por cancer cervical en un 75% en Estados
Unidos (Ball & Madden, 2003), pero a pesar de ser una técnica muy utilizada presenta una alta

tasa de falsos-negativos por errores en la toma de la muestra y en la preparacion de la lamina.

La inspeccidn visual con &cido acético (VIA), permite la observacion visual del cérvix luego
de aplicar una solucion diluida de acido acetico del 3-5%, el epitelio anormal se muestra como
zonas acetoblancas que dependiendo de las caracteristicas se pueden clasificar como lesiones
negativas o sospechosas. Esta técnica tiene una mayor sensibilidad, pero menor especificidad
que la citologia convencional para la deteccion de cancer (Poli, Bidinger & Gowrishankar,

2015). Otras técnicas de deteccion utilizadas incluyen analisis del DNA para el virus del
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papiloma humano (Eide & Debaque, 2012), inspeccidn visual con solucion de yodo-yodurada

de lugol y citologia con base liquida (Hutchinson et al., 1999).

Una vez confirmado el cancer de cuello uterino por citologia, colposcopia y/o biopsia, es
importante tener cuenta la etapa en que se encuentre la enfermedad, y otros factores como la
edad de la paciente y su estado de salud, para escoger la opcion mas adecuada de tratamiento:
cirugia, radioterapia, quimioterapia o terapia dirigida. En las etapas tempranas se puede utilizar
cirugia o radiacion combinada con quimioterapia, mientras que para las etapas mas avanzadas

usualmente se utiliza radiacion con quimioterapia como tratamiento principal (Serman, 2002).

Es importante estar alerta a los factores de riesgo, técnicas de tamizaje y opciones
diagndsticas disponibles, teniendo en cuenta que el CCU es una enfermedad potencialmente
prevenible, ademas se debe tener especial atencion al manejo de las lesiones preinvasivas, con

el fin de disminuir los indices de morbilidad, incidencia y mortalidad.

2.3 Anomalias bioquimicas en células cancerosas

El cancer es una enfermedad compleja que requiere de multiples factores, tanto genéticos como
epigeneticos, para su desarrollo. Se caracteriza por la presencia de una proliferacion celular
independiente de mitdgenos, inestabilidad genética y por ultimo la invasion a otros tejidos
(metastasis) (Esteller, 2000). Con mayor frecuencia las mutaciones ocurren en los reguladores
de crecimiento positivo (Oncogenes) encargados de la proliferacion, diferenciacion y
supervivencia celular y en los reguladores negativos (Genes supresores de tumores) que se
encargan del control de los procesos del ciclo celular, inhibiendo su proliferacion y el desarrollo

de tumores (Foster, 2008).
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Las células cancerosas presentan alteraciones metabolicas importantes con el fin de
sobrevivir en un medio de tejido inadecuado, por lo tanto deben coordinar la absorcion de
nutrientes necesarios para su proliferacion y de esa forma poder cumplir las demandas
anabolicas y catabdlicas necesarias para la produccion de ATP y sintesis de biomasa (Sullivan,

Gui, & Heiden, 2016).

Un ejemplo claro de la alteracion metabolica en células cancerosas es la glicolisis aerdbica,
que le otorga a la célula maligna una ventaja proliferativa que le permite generar fuentes
energéticas suficientes para su biosintesis, este efecto fue estudiado por primera vez por Otto
Warburg en 1924 y es conocido como efecto Warburg, se caracteriza por la alta produccién de
lactato independientemente de la disponibilidad de oxigeno (Liberti & Locasale, 2016). La alta
concentracion de lactato producida por el tumor esta relacionada con el incremento de la
metastasis en diversos tipos de cancer, como el de cuello uterino, cabeza y nuca (Walenta et
al., 2000), aunque los cénceres presentan diferentes perfiles metabdlicos, el efecto Warburg

esta ampliamente asociado a esta enfermedad (Coller, 2014).

Todas estas alteraciones metabdlicas inducen otros cambios oncogénicos requeridos para
obtener el combustible necesario en el crecimiento celular y el rompimiento glucolitico,
generando metabolitos que actdan como precursores en diversas rutas anabolicas, incluyendo
las vias pentosa fosfato (PPP), serina y triacilglicerol, con el fin de sintetizar nuevos

nucleotidos, aminoacidos y lipidos (Bloch et al., 2014; DeBerardinis et al., 2007).

Es importante resaltar el papel que cumplen las diversas proteinas en la desregulacion del
metabolismo energético de las células cancerosas, favoreciendo la expresion de tumores en

diferentes tipos de cancer como: prostata, cuello uterino (Zhao, He, Wang, Zhang, & Wu,
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2015), gastrico y ovario. Entre las principales proteinas se encuentran: piruvato Kinasa M2
(PKM2), transpotadoras de monocarboxilatos (MCTs), fosfoinositol 3-cinasa (PI13K)/AKT,
Myc, p53, hexocinasa Il, fosfofructo cinasa 1, HIF-1, glutaminasa, transaminasas, que acttan
principalmente en el aumento de la via glucolitica (Cantor & Sabatini, 2012). La inactivacion
de proteinas como p53 y pRb, ya sea por mutaciones genéticas o por la presencia de virus,
como el del papiloma humano (VPH) genera la desregulacion del ciclo celular y la activacion

de varios protooncogenes (Milde-langosch & Riethdorf, 2003).

Un ejemplo claro de esta activacion se evidencia en el desarrollo de las neoplasias cervicales
donde la activacion del ADN del VPH se produce dentro de la region viral de los genes E1 y
E2, que codifican proteinas no estructurales que participan en la transformacion celular
(Hausen, 2000), desencadenando la expresién no controlada de los oncogenes virales E6 y E7
(Zheng & Baker, 2006). Estos oncogenes desempefian un rol importante en el desarrollo de la
neoplasia cervical: la oncoproteina E6 degrada e inactiva la proteina p53, supresora de tumores
(Scheffner, Werness, Huibregtse, Levine, & Howley, 1990); asi mismo la oncoproteina E7 se
une a la proteina de la retinoblastoma pRB inhibiendo la formacion de pRb-E2F, que regula
numerosos procesos celulares (Nogueira et al., 2017). Estas oncoproteinas han sido
consideradas marcadores especificos en las lesiones precancerosas y leves que causa el virus

del papiloma humano (VPH).

Durante el desarrollo de la neoplasia cervical, la expresion proteica es muy activa (Capitulo
4), proteinas supresoras de tumores como p16INK4a, cuya sobrexpresion se encuentra asociada
con la progresion hacia la carcinogénesis cervical (von Knebel Doeberitz, 2002) y factores
relacionados en el desarrollo de tumores como Ki-67, que se expresa en la mayoria de las fases

del ciclo celular (Ancuta et al., 2009), se utilizan para determinar lesiones citolédgicas.
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2.4 Impedancia eléctrica (IE)

La impedancia eléctrica (Z), definida como la oposicion que presenta un cuerpo al paso de
corriente, es un nimero complejo que define la relacion entre el voltaje (V), el flujo de corriente

() y el desfase entre ambos (¢) (Martinsen, Grimnes & Mirtaheri, 2000) (Ecuacion 1):
\% ,
Z(jw) = Te_m = R(w) + jX(w)

Ecuacion 1

Donde R(w), representa la parte real de la impedancia en términos de la componente
resistivay jX () la parte imaginaria de la impedancia, en términos de la componente reactiva.
La impedancia eléctrica de una muestra biologica refleja las propiedades fisicas reales del
tejido, entre las diferentes propiedades nuestro interés se centra en las propiedades eléctricas,
ya que son éstas las que se utilizan para deducir las diferentes magnitudes que permiten la

caracterizacion y evolucion frecuencial.

La deteccidn del cancer a partir de las propiedades eléctricas del tejido esta fundamentada
en los principios fisicoquimicos de la interaccion de la corriente eléctrica con el tejido
(Barsoukov & Macdonald, 2005). La técnica mas utilizada para este tipo de estudio se
denomina Espectroscopia de impedancia eléctrica (EIS), y consiste en excitar el tejido con una

sefial sinusoidal (AC) en un amplio rango de frecuencias, de la forma (Ecuacion 2):
[ =1ysen(2nfot)

Ecuacion 2.
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Donde I, es la amplitud de la sefial y fo la frecuencia de la misma. La respuesta dependera
de la conductividad (o) y la permitividad eléctrica (¢). Estos parametros determinan, por un
lado, la capacidad para permitir el movimiento de los portadores de carga libre y, por otro, la

medida de su polarizabilidad.

Desde un punto de vista microscopico, el tejido vivo puede ser modelado, de manera
simplificada, como un conductor eléctrico, y puede ser representado por un circuito
conformado por dos resistencias (R: y R2) que modelan los medios extra e intracelular, y un
condensador que representa la interfase dieléctrica conformada por la membrana celular
(Figura 1.A). Por sus componentes, la membrana celular actia como un condensador (Figura
1.B). Cuando se aplica un campo eléctrico constante los iones cargados eléctricamente se
mueven y se acumulan en ambos lados de la membrana, si el campo es alterno y se aumenta la
frecuencia aparecen corrientes de desplazamiento a través de la pared celular dando lugar a
fendmenos de relajacion (Figura 2) (Grimnes, Rikshospitalet & Schwan 2002). Estos
fendmenos son el resultado de polarizaciones de varios dipolos y del movimiento de las cargas
que inducen un fendmeno de conduccion. Los portadores de cargas son principalmente iones

y la fuente principal de dipolos son las moléculas polares del agua en los tejidos.
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Figura 1. Modelo de membrana celular como un conductor eléctrico. (A) Circuito R-C modela
el comportamiento eléctrico de una célula, donde Ry R> resistencias del medio extra e
intracelular y C, capacitor modela la membrana celular. (B) Membrana celular conformada por

la doble capa de fosfolipidos, proteinas de canal, integrales y glicoproteinas.

Como se menciond anteriormente, las propiedades eléctricas de los tejidos bioldgicos
dependen de la amplitud, lo, y frecuencia, fo, de la sefial de excitacion. Para amplitudes bajas,
es decir, densidades de corriente y campos eléctricos inferiores a ImA/cm? y 1V/ecm?,

respectivamente, el tejido cumple la ley de Ohm, mostrando un comportamiento lineal.

En el caso de la dependencia de la constante dieléctrica con la frecuencia de excitacion, tal
como se muestra en la Figura 2 para una suspensién celular, Grimnes et al., (2002) reportan
tres zonas de dispersién en las que esta interaccion tiene diferentes efectos en el tejido, éstas
son: Zona alfa (por debajo de algunos kHz aproximadamente), esta zona recoge numerosos
efectos relacionados con el procedimiento experimental de adquisicion del espectro: procesos
en la doble capa idnica y de polarizacion de los electrodos en la interfase electrodo-electrolito.

En la zona beta (de 100 KHz hasta 10 MHz, aproximadamente), se observan las dispersiones
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de tipo estructural, principalmente por la polarizacion interfacial Maxwell-Wagner en la
interface membrana-electrolito (Grimnes et al., 2002), o debidas a la dependencia frecuencial
de dipolos moleculares, llamados entonces dispersiones de Debye (Debye, 1929). Por ultimo,
la zona gamma (frecuencias superiores a 100MHz) en el rango del microondas, esta dispersion
se debe a la asociacion- disociacion de grupos cargados de pequefias moléculas tales como el

agua.

107 e

\Alfa

10°

Gamma

102 106 1010
Frecuencia (Hz)

constante dieléctrica

Figura 2. Espectro ideal de las propiedades eléctricas de suspensiones celulares y tejido en

términos de la parte real e y la parte imaginaria ¢”r de la impedancia.

En la Figura 2 se puede observar una zona de dispersiébn gamma cuyo origen se encuentra
en los procesos dispersivos de las moléculas de agua ligada a proteinas y en el movimiento de

otras proteinas internas.

2.5 EIE: Mediciones tetrapolares para tamizaje de cancer de cuello uterino

Las propiedades eléctricas de los materiales bioldgicos permiten relacionar propiedades
microscopicas con fendmenos macroscopicos, haciendo posible el desarrollo de técnicas para

su caracterizacion como la EIE. Esta técnica ha permitido diferenciar entre tejidos y células
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normales o cancerosas en diversos 6rganos (Brown, Milnes, Abdul, & Tidy, 2005). Entre las
diferentes configuraciones utilizados por la EIE en mediciones bioldgicas, se encuentran los
métodos tetrapolares o de cuatro electrodos, donde la corriente de excitacion, pasa a traves de

dos electrodos y la respuesta en voltaje es medida por los otros dos (Figura 3).

Figura 3. Configuracion de cuatro electrodos tipo Van der Paw. (CO: contraelectrodo; WE:
electrodo de trabajo; SE: Sensor y RE: electrodo de referencia). La excitacion de corriente se

realiza en los electrodos CO y WE vy la respuesta en voltaje se mide por SE y RE.

El sistema tetrapolar ha sido utilizado en mediciones de impedancia eléctrica en varias areas
de investigacion, desde bioimpedancia en tejido (Miranda, Vargas & Zamora, 2010), hasta
mediciones geoldgicas (Burtman & Zhdanov, 2015). En este tipo de configuracion se puede
separar la impedancia producida por los electrodos, de la de los tejidos o células. Al aplicar
una corriente alterna entre dos de los electrodos y medir el potencial resultante en los otros dos,
es posible calcular la impedancia de transferencia, disminuyendo de esta forma los fenGmenos
de polarizacion (Schwan, 1963). Sin embargo, si los cuatro electrodos estan alineados, no
todos los volimenes pequefios en la celda de medicion contribuyen igualmente con la

impedancia. Los volumenes cercanos a los electrodos aportan méas que los que estan alejados,



DETECCION DE CANCER DE CUELLO UTERINO POR EIE 27

dando lugar a zonas de sensibilidad negativa entre los electrodos de excitacion y los de
medicién (Grimnes & Martinsen, 2006). Por su parte el método de cuatro electrodos, elaborado
por Van der Paw, cuya disposicion simétrica de los electrodos y espesor despreciable con
respecto al tamafio de la celda, disminuyen en cierto grado estos inconvenientes. Este tipo de
celdas (Van der Paw), puede ser utilizada en mediciones de conductividad eléctrica de la
solucién de electrolitos (Moron, Rucki, & Szczepanik, 1997), teniendo en cuenta que para esta
disposicion la constante de celda, depende solo de una Unica dimension geométrica: la altura

de celda.

3. Simulacion y estudio de las propiedades eléctricas del medio extracelular

Los componentes ionicos del medio extracelular ayudan a mantener la homeostasis celular,
ademas de permitirle a la célula realizar diversos procesos bioquimicos y mantener su potencial
de membrana. Su composicion incluye altas concentraciones de cationes como sodio que
participan en el transporte activo a través de la membrana. Durante la transformacion
oncogeénica de las células cervicales, la concentracion de estos iones va cambiando a medida
que transcurre el desarrollo de las neoplasias. A partir de valores reportados por la literatura
(Miranda, Corzo & Correa, 2013) y por medio de soluciones electroliticas que simulan el medio
extracelular, se estudio el efecto de estos cambios sobre los procesos regulados por los iones,
como la apoptosis, vias de sefializacion, metabolismo, expresion de proteinas y transporte

ionico.
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3.1 Generalidades
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El tejido vivo puede ser considerado un conductor electrolitico, sus medios extra e intracelular

contienen iones libres que pueden migrar y conducir la corriente eléctrica. Los componentes

i6nicos y bioquimicos del tejido ayudan a mantener la homeostasis celular y les permiten a las

células llevar a cabo procesos quimicos, osmoticos, mecanicos y eléctricos, garantizando que

el volumen celular, pH intracelular y las concentraciones iénicas se mantengan constantes. La

composicion del medio extracelular incluye una alta concentracion de iones sodio (~145 mEq)

y cloro (~103 mEq) y pequefias cantidades de potasio (~5 mEq), calcio (~5 mEq), magnesio

(~2 mEq) y moléculas organicas derivadas del metabolismo de las proteinas (Pedersen,

Hoffmann & Novak, 2013). A diferencia del medio extracelular, el intracelular contiene una

alta concentracion de potasio y grupos fosfatos (Sperelakis, 1995), como se muestra en la

Figura 4.
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Figura 4. Composicidn ionica del medio extra e intracelular
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Para mantener la homeostasis celular se requiere un control coordinado en los mecanismos
renales y respiratorios, asi como de soluciones amortiguadoras que ayuden a garantizar el
equilibrio &cido—base. Cuando estos mecanismos son alterados por diferentes condiciones
patoldgicas los valores de potencial de hidrégeno (pH) del medio extracelular pueden aumentar
o disminuir ocasionando un desbalance en la osmoregulacién de los diferentes sistemas
reguladores (Sperelakis, 1995). Los canales ionicos y el control de flujo de iones pueden
regular varios aspectos de la homeostasis de los tejidos. La dindmica de transporte de iones
(TIC) es una parte fundamental en la regulacion y proliferacion del ciclo celular, su importancia
radica en el cambio de volumen celular a través de su progresion en el ciclo celular (Lehen’kyi,

Shapovalov, Skryma, & Prevarskaya, 2011).

El transporte i6nico también cumple una funcién importante en la regulacién de las vias de
muerte celular programada o apoptosis (Bortner & Cidlowski, 2007). Durante la
transformacion oncogénica, la funcién de los canales ionicos puede ser alterada y su
desregulacidn tiene implicaciones en la tumorogénesis y metastasis, de hecho las anomalias a
nivel de los canales idnicos han sido implicadas en varios aspectos del desarrollo del cancer

(Storm et al., 2013).

Alteraciones patologicas tambien cambian las propiedades eléctricas del tejido y las células,
puesto que éstas reflejan el movimiento de la carga eléctrica dentro del material en respuesta a
un campo eléctrico externo (Das, Das & Chatterjee 2015). Cuando un campo eléctrico externo
es aplicado al material bioldgico, los iones en los medios acuosos migran en direccion del

campo. La migracion de iones corresponde con una densidad de corriente dada (Ecuacion 3):

J = (05 + jwee)E = jweyeE = jwe, (€ — je")E
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Ecuacion 3

Donde: o, es la conductividad eléctrica del material, o, la frecuencia angular,gg, la
permitividad en el vacio, &, la permitividad del material, €', la constante dieléctricay &”, factor

de pérdida del material.
Como la permitividad depende de la frecuencia, entonces (Ecuacion 4),
f = O'SE +jcueoeﬁ
Ecuacion 4

Las ecuaciones 3y 4 pueden ser representadas por la constante dieléctricay la conductividad

(Ecuacion 5):
0" =05 + jweye
Ecuacion 5

En materiales biologicos, como el tejido, la conductividad (os) se debe al aporte de los iones,
mientras que la permitividad, €, es debida a la relajacion dieléctrica del material. La relajacion
dieléctrica depende de la frecuencia de excitacion y para un dieléctrico perfecto puede ser
escrita por la Ecuacion 6 (Gabriel, Gabriel, & Corthout et al., 1996)

&+ &
ot -
1+ jwt

E =€

Ecuacion 6.
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La permitividad eléctrica (¢) depende del tipo de material. Para un tejido con presencia de
células normales y células transformadas — cancerosas se puede expresar como una
combinacion lineal de la permitividad eléctrica del tejido normal (e,) y las células
transformadas (e.), donde cada una de ellas ocupa una cierta fraccioén de volumen n, y n.,

respectivamente (Ecuacion 7),

€ =Nypg, + NE,

Ecuacion 7.

La conductividad y la permitividad eléctrica de las células cancerosas (€c) es mayor que para
células normales (€n) (Miranda et al., 2013). Estas propiedades pueden ser usadas para conocer

el estatus fisioldgico de las células.

Con el fin de estudiar el efecto de las concentraciones idnicas del medio extracelular sobre
las propiedades eléctricas del tejido cervical en los diferentes estadios neopléasicos (Miranda et
al., 2013), se prepard un medio extracelular artificial que emula la composicion ionica del
medio extracelular (Pedersen, Hoffmann & Novak, 2013). Las conductividades extracelulares
de los tejidos normales y neoplasicos fueron preparadas utilizando diluciones seriales del
modelo extracelular con la misma relacion entre las concentraciones de cada especie ionica,
los valores de conductividad oscilaron entre 1190 uS / cm y 4386 uS / cm. Finalmente se
analizo el efecto de la proliferacion celular sobre las propiedades eléctricas del medio

utilizando células HelLa en suspension y adheridas en un tiempo de 72 horas.
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3.2 Metodologia

3.2.1. Reactivos. Para esta parte de la investigacion se utilizaron los siguientes reactivos,
todos adquiridos comercialmente de Sigma-Aldrich: fosfato de sodio dibasico hepta-
hidratado (Na2HPO4.7H,0); fosfato de sodio monobasico (NaH2PO.), cloruro de sodio

(NaCl), cloruro de calcio di-hidratado (CaCl..2H20) y cloruro de potasio (KCI).

3.2.2. Preparacion del medio extracelular artificial. El medio extracelular artificial fue
preparado de acuerdo con las concentraciones ionicas reportadas para plasma y liquido
intersticial (Guyton, Hall, Zocchi & Aicardi, 2006). Se utilizé una solucion buffer de fosfato
de sodio monobésico (2760mg) y fosfato de sodio dibasico (2840mg) con el fin de mantener
el pH celular en 7.4. Para ajustar las concentraciones del medio se adicionaron los cloruros
de sodio (456.3mg), calcio (28.0mg) y potasio (20.0mg) a la solucién amortiguadora; esto se
realiz6 a temperatura ambiente y con control de pH, manteniendo un volumen final de 100

mL con agua tipo I.

Los medios extracelulares de tejido neoplasico cervical fueron modelados a partir de
diluciones seriales del medio i6nico extracelular, utilizando agua tipo I. Las soluciones se
prepararon teniendo en cuenta los valores de conductividad reportados para tejido cervical en

los diferentes estadios neoplasicos (Miranda et al., 2013).

3.2.3. Cultivo Celular. Se utilizaron botellas plasticas medianas con 10 mL de medio
EMEM (pH 7,3) suplementado con 7% de suero fetal bovino (SFB) inactivado, glutamina

2mM, galactosa 10mM y estreptomicina 100 pg/mL. Los cultivos celulares se mantuvieron a
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37 °C en una incubadora con 5% de CO- para su adhesion, crecimiento y replicacion hasta

obtener la cantidad de células necesarias para el desarrollo de los experimentos.

3.2.4. Medicion de la Conductividad. La conductividad de los medios extracelulares
simulados se midi6é con un medidor multipardmetro portatil HACH HQ40D. Por otra parte,
las medidas de conductividad de los medios extracelulares de las células HelL a, se realizaron
utilizando el Conductivimetro Thermo Scientific Orion 3 Star. En la medicidon se utilizo el
sobrenadante extracelular extraido y centrifugado a 3000 gravedades durante 5 minutos en la
centrifuga refrigerada Awel MF 20R, para una cinética de crecimiento de 0, 12, 24, 48 'y 72

horas, con un nimero inicial de 1.5 X10° células en cada botella.

3.3 Resultados y discusién

Los valores de conductividad del medio extracelular artificial y las concentraciones de los iones
para tejido cervical normal y neoplasico se presentan en la Tabla 1. Los valores obtenidos
sugieren que la concentracion ionica en el medio extracelular aumenta a medida que aumenta
el grado de malignidad del tejido, es decir, la conductividad eléctrica del tejido en los diferentes
estadios, LSIL, HSIL y CA, puede asociarse con las concentraciones ionicas de 17.5, 25 y

50mM, respectivamente.
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Tabla 1.

Concentraciones iénicas [mEQg/L] y valores de la conductividad [mS/cm] para tejido cervical
normal y neoplasico (CA: canceroso, HSIL y LSIL).

Concentraciéon Conductividad Nal* K Ca?* CI+

[mM] [mS/cm] [mM]

200 15.2 142 4 5 103

75 6.40 533 1.5 19 386

50 4.62 355 10 13 25.8 CA
37.5 3.83 266 08 09 193

25 2.85 178 05 0.6 129 HSIL
175 191 124 04 04 9 LSIL
12.5 1.6 89 03 03 64

Teniendo en cuenta el modelo presentado por Gheorghiu (1993) para células en

suspension, el cual sugiere que los cambios en los medios extracelulares pueden inducir
cambios en el medio intracelular de acuerdo con la Ecuacién 8, donde 8oyt Y Oint €S la

densidad de carga en el interior (R1) y exterior (R1+d) de la membrana, respectivamente;
podemos inferir que los cambios en las concentraciones idnicas del medio extracelular son el

resultado de cambios en las concentraciones del medio intracelular.

R, \?
Oext = Oine (m)

Ecuacion 8.
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Por lo tanto, estos cambios en las concentraciones de Na'*, K*, Ca?* y CI' observadas para
el tejido neoplésico podrian estar asociadas a desregulaciones en el transporte de los canales
ionicos (ICT) (Arcangeli et al., 2009). Estos cambios en las concentraciones idnicas pueden
afectar el metabolismo celular, la expresion proteica y la muerte celular programada por dos
razones, primero, la diferencia en las concentraciones de los iones y protones en el tejido
neoplésico cervical puede afectar el gradiente de concentracion en la membrana mitocondrial
y segundo, las alteraciones en las concentraciones de los iones y protones (pH) en el citoplasma
pueden inducir dafios a nivel mitocondrial como alteraciones en el potencial de membrana,
formacion de canales en la membrana mitocondrial externa, liberacién de calcio en el
citoplasma, aumento de las especies reactivas de oxigeno, inactivacion de la fosforilacion
oxidativa, entre otros que estan relacionados con la induccién de diversos tipos de cancer

(Szabo & Zoratti, 2014; Yang & Brackenbury, 2013).

Algunos autores sugieren que los cambios encontrados en los valores de conductividad de
tejido cervical pueden ser atribuidos a las alteraciones sufridas por la estructura tisular durante
las etapas neoplasicas (Brown, Milnes, Abdul, & Tidy, 2005). Sin embargo, estudios recientes
aluden que los valores de conductividad también se ven afectados por otros factores

relacionados con la composicion del tejido, (Das et al., 2015).

Con el fin, de analizar si los cambios en la conductividad del medio extracelular estan
influenciados por la organizacion de las células, se disefid una cinética de crecimiento,
utilizando cultivos de HelLa. Los resultados de las medidas realizadas se resumen en la Tabla
2, donde se muestran los valores de conductividad del medio extracelular artificial de las
celulas HeLa en suspension y adheridas, teniendo en cuenta una cinética de crecimiento,

proliferacion y confluencia celular.
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Tabla 2.
Efecto de la cinética de crecimiento de células HeLa sobre los valores de conductividad (o
mS/cm).

N°® 01 02 03 G4 05 Gpromedio
. de
Medio ,
células(cel/m [mS/cm]
L)
EMEM7% 0 7.14 7.16 7.15 7.16 7.14 7.15

Suspendidas 1.5x10° 1476 1581 1575 1575 15.71 15.56

12h 1.97x10° 16.02 16.69 16.09 16.09 16.7 16.32
24h 2. 6x10° 16.42 16.34 1631 16.31 16.77 16.43
48h 2.9x106 16.81 16.36 16.7 16.67 16.68 16.64
72h 2.96x10° 16.6 1655 16.53 16.32 16.8 16.56

Nota: Se reportan los valores de conductividad de 5 medidas y su respectivo valor promedio

Los resultados obtenidos en la cinética de crecimiento celular estan representados por el
promedio de cinco mediciones. Los datos fueron analizados estadisticamente mediante un
analisis de varianza (ANOVA), seguido por el test de Tukey para la comparaciéon de los
promedios. Los resultados, con un valor de p< 0.05, muestran que existe una diferencia

estadisticamente significativa sobre la variable de respuesta.

Al realizar el analisis sobre los valores de conductividad en los seis grupos (EMEM,
suspendidas, 12h, 24h, 48h y 72h) se obtuvo un valor de (p= 1.38x10™#) lo que indica que se
encuentran variaciones en las propiedades eléctricas del medio extracelular artificial para los

tiempos establecidos.

Sin embargo, el efecto por separado en cada uno de los grupos mostré que las principales
diferencias se presentan entre los valores del medio de cultivo (EMEM) vy las células en

suspension. Este cambio en la conductividad del medio al adicionar las células, se debe al
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efecto de metabolitos, iones, interacciones con los aminoacidos de la proteina y la matriz extra

celular, entre otros (Naranjo, Noguera-Salva & Guerrero, 2009).

Sin embargo, al analizar los valores de conductividad obtenidos una vez las células han
iniciado el proceso de adhesion a la botella de cultivo (12h) e iniciado el crecimiento (24h)
(p=0.9834), proliferacion (48h) (p=0.7889) y confluencia maxima (72h) (p=0.9955), no se
observaron cambios significativos en la variable de medicion. Estos resultados sugieren que
los valores de conductividad del medio extracelular no se ven afectados por el crecimiento,

proliferacion y confluencia celular.
3.4 Conclusiones

Los resultados obtenidos en el estudio de las propiedades eléctricas del medio extracelular
artificial sugieren un aumento en las concentraciones de los principales iones en el medio (Na'*,
K!*, Ca?*, CI*) a medida que avanza el grado de malignidad en el tejido cervical. Estos cambios
en las concentraciones i6nicas posiblemente se asocian a desregulaciones bioguimicas que

experimenta el tejido a nivel de transporte iénico, potencial de membrana o dafio mitocondrial.

Al estudiar las propiedades eléctricas del medio extracelular artificial de las células en
suspension y adheridas, se encontrd que la conductividad eléctrica cuando las células estan en
suspension (no adheridas) son diferentes a cuando las células se adhieren. Las células HelLa
son anclaje-dependiente, por lo tanto, cuando estan en suspension no se han establecido las
condiciones necesarias de adhesion celular al sustrato para iniciar el crecimiento, proliferacion
y confluencia. Una vez establecidas las condiciones de adherencia, entonces, el aumento del
numero de células y la velocidad de crecimiento no afectan de manera significativa sus

propiedades eléctricas.
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4. Propiedades eléctricas de las células cervicales en suspension

A partir del andlisis de la forma de los espectros de impedancia eléctrica de células cervicales
en suspension se observaron diferencias en las caracteristicas eléctricas de celulas normales y
anormales. Los datos experimentales fueron clasificados de acuerdo con el patron de forma
obtenido, el cual se obtuvo con algoritmos programados en Python; ademas, se determiné la
forma y éarea caracteristica para los datos en cada grupo de clasificacion. Algunas anomalias
encontradas en pacientes fueron analizadas con argumentos de la teoria del medio efectivo
(EMT), lo cual permitié proponer experimentos a partir de soluciones electroliticas osmolares
para modelar, con un medio homogéneo equivalente al medio heterogéneo real, las propiedades
eléctricas observadas. Se encontré una buena relacion entre el modelo de las soluciones

electroliticas y las medidas experimentales.

4.1. Generalidades

La caracterizacion eléctrica del tejido cervical a partir del uso de la EIE, se ha propuesto como
una herramienta para mejorar la sensibilidad y la especificidad en el tamizaje del cancer de
cuello uterino (Miranda, Corzo & Gonzélez-Correa, 2012; Olarte, Aristizabal, Osorio & Rojas,
2010; Brown et al., 2000). Este método de estudio ha demostrado su potencial en la extraccion
de datos sobre la morfologia y la fisiologia de las células (Tidy et al., 2013). Al aplicar un
potencial eléctrico sinusoidal en un cierto rango de frecuencias, el patron del flujo de corriente,
determinado por las caracteristicas estructurales de las células, puede ser modelado por
parametros eléctricos diferentes (de acuerdo con la estructura) que permiten describir la forma
del espectro de impedancia y diferenciar las células normales de las neoplésicas (Das, Das &

Chatterjee, 2015). De esta manera, la magnitud de la impedancia y su dependencia de la
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frecuencia son funcién de la composicion del material. A frecuencias del orden de 1 GHz, la
estructura molecular es el factor determinante, mientras que a bajas frecuencias (<100 Hz) es
posible determinar las propiedades eléctricas de la matriz extracelular y los efectos de difusion

de las cargas libres acumuladas alrededor de la membrana (Gheorghiu, 1993; Schwan, 1963).

Al ser perturbadas las células cervicales con pequefias sefiales de corriente, la respuesta de
las células normales es diferente al de las células con anomalias. La principal diferencia se
encuentra en la dispersion presentada a bajas frecuencias (zona o). Desde el punto de vista
eléctrico, esta diferencia se asocia a los cambios en las propiedades resistivas y reactivas
(capacitivas) de las células, que en su proceso de transformacion maligna sufren alteraciones
en el potencial de membrana (Cone, 1970; Liu, Qiang & Du, 2017). Como ya se menciond en
los capitulos anteriores, los cambios en las concentraciones ionicas en el medio extracelular,
afectan las propiedades eléctricas y los procesos que estan regulados por estos iones. Estos
cambios hacen posible que la EIE pueda identificar alteraciones tempranas en el desarrollo del
cancer cervical (Das, Kamil, Biswas & Das, 2012; Walker, Brown, Blackett, Tidy &
Smallwood, 2003) o incluso otras infecciones causadas por la presencia de bacterias (Yang &

Bashir, 2008) y hongos.

Para el andlisis de los espectros de impedancia eléctrica de materiales dieléctricos, se suelen
utilizar modelos fisico-matematicos que describen sus propiedades. Uno de los mas utilizado
para describir materiales biologicos es el de Cole-Cole (Cole & Cole, 1941). En este modelo
se derivan una serie de parametros, que permiten caracterizar el material (Brown, Wilson &
Bertemes-Filho, 2000) teniendo en cuenta su estructura y composicion. Sin embargo, para el
andlisis de los resultados obtenidos en celulas cervicales en suspension, este modelo no

presenta una relacion clara con las propiedades fisiologicas encontradas en las medidas
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realizadas en pacientes con algun tipo de anomalia. Por lo anterior para el anlisis de algunas
anomalias encontradas en pacientes se hace uso de conceptos de la teoria del medio efectivo

(EMT).

La EMT establece que un medio heterogéneo puede ser modelado con un medio homogéneo
equivalente (medio efectivo), que macroscopicamente responde a perturbaciones externas de
la misma forma que el original (Choy, 2015). Lateoria EMT ha sido probada y extendida para
diferentes materiales (Burtman & Zhdanov, 2015), lo cual muestra su aplicabilidad practica.
En esta investigacion se formul6 la siguiente hipétesis, inspirada en la teoria EMT: un medio
heterogéneo (Figura 5) como el de las células en suspension puede ser modelado por una

solucion homogeénea conformada por la mezcla de diferentes sustancias.

Figura 5. Modelo teoria del medio efectivo. (Izquierda) Medio heterogéneo con incrustaciones

de diferente tamafio, orientacion y forma. (Derecho) Su respectivo modelo efectivo.



DETECCION DE CANCER DE CUELLO UTERINO POR EIE 41

4.2. Metodologia

4.2.1. Preparacion de soluciones. Todas las soluciones utilizadas fueron preparadas con

aguatipo 1 (18.2 MQ) obtenida en un equipo Milli-Q, y empleando reactivos grado analitico.

4.2.2. Soluciones para limpieza quimicay electroquimica de los electrodos. Se utilizd
H2SO4: H202 en proporcién (3:1) para la limpieza quimica y una solucién 0.5M de H2SOs.,

para la limpieza electroquimica.

4.2.3. Preparacion de soluciones electroliticas. La solucidén salina amortiguadora (PBS
1X) se prepar6 a partir de Cloruro de sodio (138mM), Cloruro de potasio (3mM), hidrégeno
fosfato de sodio (8.1mM) y di- hidrogeno fosfato de potasio (1.5mM), se utilizé acido

clorhidrico (HCI) 1M para ajustar el pH en 7.4.

Las soluciones electroliticas para modelar las propiedades eléctricas de células cervicales
en suspension se prepararon a partir de una solucién buffer de fosfato salino con pH=7,4. A
partir de esta solucion se realizaron diluciones seriales utilizando agua tipo 1. Para determinar
el efecto por separado de los iones de sodio (Na'*) y potasio (K'*) sobre el espectro de
impedancia eléctrica, se prepararon soluciones tampén de cada ion, utilizando NaCl (0.3mM),
NaHPO4 (0.81mM), NazHPO, (0.15mM) y de KCI (0.3mM), KH2PO4 (0,029mM), K>HPO4
(0,022mM). Todas las soluciones se prepararon teniendo en cuenta factores osmolares para

garantizar la homeostasis celular.

4.2.4. Preparacion de los electrodos. Se fabricaron los electrodos de oro mediante la
soldadura de cuatro alambres de oro (18 quilates, 1 mm de diametro y 15 mm de largo), cada

uno en un angulo de 90° con un alambre de plata con las mismas dimensiones. Los electrodos
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de oro fueron sometidos a una limpieza quimica sumergiéndolos en una solucién 1:3 v/v H>0>
(9.8M): H2SO4 (11,8M) durante 3 minutos para remover los compuestos orgénicos presentes
en la superficie. Despues, los electrodos fueron limpiados electroquimicamente en medio
acido por voltamperometria ciclica en una celda convencional de tres electrodos a temperatura
ambiente. El oxigeno disuelto se elimind mediante burbujeo de N durante 15 min. Fue
utilizada una barra de grafito de alta pureza (99.9995%, 5 mm de didmetro) como contra-
electrodo y un electrodo de Ag/ AgCl/3.0M KCI como electrodo de referencia. Se realizaron
ciclos de oxidacion-reduccion en H2SO4 (0.5M) para cada electrodo en una ventana de
potencial de -0.1 a 1.6 V a una velocidad de barrido de 0. 1 V/s, hasta obtener el
comportamiento electroquimico caracteristico del oro. Todas las mediciones electroquimicas
se realizaron con un potenciostato/ galvanostato, Autolab PGSTAT 302N y se utilizo el

software NOVA 1.11.

4.2.,5. Caracterizacion de corriente de medicion. Para la caracterizacion de la corriente
de medicion, se realizaron experimentos cronopotenciometricos en una solucion de PBS,
aplicando un pulso de corriente de 0.1, 1 y 10 pA durante 100 s. Se utilizé una celda
convencional de tres electrodos, con un electrodo de Ag/AgCl (3 M KCI) como electrodo de
referencia, una barra de grafito de alta pureza (99.9995%) como electrodo auxiliar y un
alambre de oro como electrodo de trabajo. Las mediciones electroquimicas se realizaron en

un potenciostato Autolab PGSTAT 302N y empleando el software NOVA 1.11.

4.2.6. Mantenimiento de las Células HelLa. Las células HelLa utilizadas en la
investigacion fueron donadas por el laboratorio de oxidaciones bioldgicas de la Universidad

Federal de Parand, quienes a su vez las obtuvieron comercialmente de la ATCC (del inglés
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American Type Culture Collection), entidad que tiene méas de 85 afios de experiencia en el

aislamiento, identificacién y comercializacién de células en cultivo.

Las células se cultivaron siguiendo la metodologia estdndar basada en el uso del medio
EMEM, suplementado con 7% de suero fetal bovino y antibiético (Gentamicina 50 mg/L). Las
células fueron cultivadas en botellas plésticas y mantenidas en incubadora con 5% de CO. y
37°C, para adhesion, crecimiento y replicacién hasta la obtencién de la cantidad necesaria para

el desarrollo de los experimentos.

4.2.7. Recoleccion de muestras de tejido cervical. La recoleccion de las muestras
bioldgicas se llevé a cabo una vez aprobado el estudio por parte del Comité de Etica de la
Universidad Industrial de Santander, como consta en el Acta No 25 del 16 de Diciembre del
2016. Una vez obtenido el consentimiento voluntario de 36 pacientes, con edades entre 20 y
56 afios; las células cervicales fueron extraidas por raspado de Papanicolaou segun la técnica
estandarizada en los servicios de prevenciéon y promocion del Hospital Universitario de
Santander, todo esto con el acompafiamiento de personal especializado en el consultorio
médico. Las células extraidas fueron suspendidas en 1 mL de solucion fosfato salina (PBS)
con el fin de preservar el estado celular intacto y facilitar el deposito de la suspension en la
celda de medicion. El numero de células obtenidas por raspado de Papanicolaou se estimo
por medio del conteo celular de la soluciony la Ecuacion 9. Para la cuantificacion, se tomaron
10 pL de cada muestra 'y con la ayuda de la cdmara Neubauer se realizo el conteo bajo vision

microscopica.
C=nx10*xd

Ecuacién 9
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Donde, C es el numero de células totales por mL; n el promedio de células presentes en

1mm?y d es el factor de dilucion.

4.2.8. Determinacion de Viabilidad Celular. La viabilidad celular se determind
utilizando azul de tripan, colorante derivado de la toluidina que posee la capacidad de tefiir a
tejidos y a células muertas. En este procedimiento se utilizaron 90 pL de suspension de células
cervicales y se adicionaron 10 uL de solucion de azul de tripan al 0.4%, antes de ser
observadas al microscopio Optico (REF) haciendo uso de la cdmara de Neubauer. El

porcentaje de viabilidad se calcul6 de acuerdo con la Ecuacion 10.

NC

Ecuacién 10

Donde CV corresponde a las células viables, NC a las células no coloreadas y CT a las

células totales.

4.2.9. Medicion de los espectros de impedancia eléctrica. Las mediciones eléctricas de
las células en suspensién se realizaron en un potenciostato-galvanostato Autolab
PGSTAT204 con médulo FRA. Se utilizd una sonda con conexidn de cuatro puntas, como se
muestra en la Figura 6. Para estas medidas se utilizaron cuatro (4) electrodos de oro, y una
corriente de perturbacion de 10uA, en un rango de frecuencia entre 1Hz -1 MHz. Se tomaron

80 datos por espectro.
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Figura 6. Sonda de medicion de cuatro electrodos, utilizada para medidas de células cervicales
en suspension.WE: electrodo de trabajo; CE: Contra-electrodo; R: electrodo de referenciay S:

electrodo sensor.

4.2.10. Analisis de datos. Espectros de impedancia Eléctrica. Las muestras se clasificaron
de acuerdo a los resultados de la citologia cervicovaginal, para ello se definieron cuatro
categorias basadas el sistema Bethesda: Normal, Normal con infecciones (hongos-bacterias),
ASCUS, y HSIL, ademas, se incluy6 una categoria para las células HeL.a, modelo biolégico
de cancer cervical. Para el analisis de los espectros de impedancia eléctrica (elE) se llevo a
cabo un analisis visual sistematico por triplicado, utilizando el sistema de doble ciego, para
evitar errores en la clasificacion. Los espectros fueron graficados en la misma escala de
frecuencia (1.0 Hz y 0.1 MHz) y de impedancia (0-400€2), con el fin de identificar patrones
caracteristicos, permitiendo discriminar entre las diferentes categorias establecidas. Una vez
clasificados, se determind el espectro promedio para las categorias que presentaron mayor
numero de datos (Normal, ASCUS y HelLa). Este promedio fue calculado mediante un
algoritmo programado en Python, utilizando la libreria panda que permite realizar analisis y
estructura de datos. El algoritmo desarrollado calcula el valor promedio de la parte real de la

impedancia para cada valor de frecuencia de medida. Los datos de impedancia eléctrica de
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cada categoria se normalizaron mediante la Ecuacion 11, con el propdsito de realizar un

andlisis de dispersion de los datos a través de diagramas de cajas y bigotes.

Ryorm = R /Rmax-

Ecuacion 11

Donde R, representa la parte real de la impedancia, Rnorm, €S la parte real normalizada de la
impedancia y Rmax el valor méximo la parte real de la impedancia.

Los espectros promedio calculados para las categorias Normal (28 muestras), ASCUS
(5muestras) y HelLa (6 muestras) fueron normalizados (Figura 7. A) y representados en una
forma geomeétrica utilizando un algoritmo desarrollado en Python. Para esto, los espectros se
dividieron en diez bandas de frecuencia (Figura 7. B), dando origen a un decagono cuyos ejes
estan dispuestos radialmente, y la longitud de cada lado representa el valor medio de la parte

real de la impedancia en cada banda (Figura 7. C).
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Figura 7. Esquema gréafico para la metodologia del analisis de la forma geométrica. (A)

Espectros promedios representativos (B) seleccion de bandas y (C) obtencion del decagono.

A los valores de area de los decagonos de las categorias Normal, Ascus y HeL a se les realizo
un analisis estadistico, con el fin de determinar diferencias significativas entre los grupos. Este
analisis se llevd a cabo en dos etapas: Primero un test de normalidad Kolmogorov-Sminorv,

Lliefors y Shapiro-Wilk, seguido del test Kruskal-Wallis-Anova para datos no paramétricos.

4.2.11. Disposicion de los residuos biologicos. Los residuos bioldgicos generados en el
desarrollo de este proyecto fueron manipulados de acuerdo con el Manual de Gestidn Integral
de Residuos-2010 del Instituto Nacional de Salud de la Republica de Colombia y los
lineamientos del Plan de Gestién Integral de Residuos (PGIR) de la Universidad Industrial de

Santander.

Los residuos biosanitarios generados del cultivo de células HeLa estan clasificados como
residuos infecciosos de riesgo bioldgico, por esta razén fueron dispuestos en bolsa de color

rojo con el rotulo “Riesgo biologico”. Estos desechos fueron entregados en la ruta de
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recoleccion y almacenamiento de residuos organizados por el PGIR, para su entrega a la

empresa encargada de su disposicion final.
4.3. Resultados y discusion

4.3.1. Caracterizacion de la corriente de medicion. En la Figura 8 se presenta el
comportamiento electroquimico caracteristico de un electrodo de oro en medio acido (Ma et
al., 2013), en el cual es posible identificar el intervalo de potencial en el cual la respuesta en
corriente corresponde a la corriente capacitiva asociada a los procesos de carga y descarga de

la doble capa eléctrica y no a reacciones faradicas que involucran transformaciones del estado

superficial de los electrodos.

0.10 Oxidacion
| De Au

Corriente
capacitiva

Corriente (mA)

Reduccién
de Au,04

. 'O_Iz' . '076' T Ve
Potencial (V) vs Ag/AgCl

Figura 8. Voltamperograma ciclico de electrodo de oro en H2SO4 (0.5M).con una velocidad de

barrido de 100mV/s y en una ventana de potencial de (-0.5V a 1.6V).

La Figura 9 muestra los cronopotenciogramas obtenidos sobre un electrodo de oro en una

solucion de PBS al aplicar una sefial de corriente de 0.1, 1.0 y 10 pA. Para la corriente de
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medicion de 10 pA se observo un tiempo de estabilizacion €1, el cual fue determinado a través
de la segunda derivada de la curva cronopotenciometrica con respecto al tiempo. Al identificar
el potencial al cual corresponde este tiempo de estabilizacion en la curva cronopotenciometrica
y ubicarlo en el voltamperograma de la Figura 8, se observé que éste corresponde a un potencial
en laregion de corriente capacitiva. Realizando el mismo proceso para las corrientes mas bajas
se encontro que los potenciales asociados a los tiempos de estabilizacion se encuentran en la

region donde ocurren reacciones de transferencia de carga.
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Figura 9. Cronopotenciograma del electrodo de medicion (Au) en solucion de PBS. Pulsos de

corriente (linea azul y roja: 10pA) (linea verde: 1pA) (linea naranja: 0.1pA)

Teniendo en cuenta que la finalidad es medir medios electroliticos con células en
suspension, sin que ocurran transformaciones en la superficie de los electrodos de oro se eligié

una corriente de 10 YA para realizar las medidas de Impedancia Eléctrica galvanostatica.
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4.3.2. Caracterizacion Eléctrica de las células cervicales en suspension. El analisis
visual de los 36 espectros de impedancia, obtenidos a partir de las muestras celulares de
pacientes, se realizd de acuerdo a lo descrito en el item 4.2.9. Los espectros fueron
clasificados en cuatro (4) grupos teniendo en cuenta patrones de forma similares: Normales,
Normales con infecciones, ASCUS y HSIL. A partir de los resultados de la citologia cervico-
vaginal, técnica actualmente utilizada para el tamizaje de cancer de cuello uterino, se
obtuvieron: 28 diagnosticos normales, 2 normales con infecciones (vaginosis bacterial), 5 con

atipia celular escamosa indeterminada (ASCUS) y 1 con neoplasia intraepitelial alta (HSIL).

Al comparar los resultados obtenidos del analisis visual y la citologia se observé una
correspondencia entre la forma del espectro de impedancia eléctrica (elE) y las categorias de
clasificacion utilizadas por el sistema Bethesda. Por otra parte, se observo que, aunque el patron
de forma se conserva para cada categoria de clasificacion, el valor de la magnitud de la
impedancia real cambia de una muestra a otra. Esta variacion puede estar asociada a diversos
factores. Uno de los factores mas influyentes y que se debe resaltar teniendo en cuenta la
metodologia utilizada en este estudio, es el nimero de células de cada muestra. Considerando
que la cantidad de células obtenidas en el raspado de Papanicolaou depende de condiciones de
la paciente tales como: la edad, el estado fisioldgico, el ciclo hormonal, entre otros; la densidad

celular de las muestras fue un parametro no controlado en este estudio.

En el histograma de la Figura 10 se puede observar la variabilidad en el nimero de células

de las muestras evaluadas; siendo (1.15-1.65 millones) el rango que mas se repite.
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Figura 10. Distribucion por rango de frecuencia del nimero de células cervicales extraidas a

las 36 pacientes participantes del estudio.

Siendo la impedancia eléctrica una propiedad extensiva de la materia, es de esperarse que
la diferencia en el namero de células, influya directamente en su valor (Brown et al., 2000;
Das, Kamil, Biswas & Das, 2014). En la Figura 11 A se muestran los resultados para tres
diferentes valores de densidad celular, estos elE corresponden a la clasificacion normal y son
representativos para dar explicacion a la dependencia entre el nimero de células y la magnitud
de la impedancia. La diferencia en los resultados es més significativa a frecuencias menores a
100 Hz, donde el incremento en la magnitud de la impedancia es directamente proporcional al

ndmero de células.
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Figura 11. Espectros de impedancia clasificacion normal. (A) Influencia del numero de células

sobre el valor numérico de la parte real de la impedancia. (B) Analisis de dispersion de los

datos normalizados para observar el efecto del nimero de células sobre la forma del eEl.

Sin embargo, en el analisis de dispersion de los datos normalizados (Figura 11. B), se

encontrd que el comportamiento medio (linea verde) para cada valor de frecuencia conserva la

tendencia en la forma del espectro. Lo anterior sugiere que la variabilidad en el numero celular
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afecta solo el valor numérico, pero no la forma del espectro de impedancia eléctrica,

caracteristica importante que puede ser utilizada para diferenciar células normales y anormales.

4.3.3. Diferencias en la forma de los espectros de impedancia eléctrica y su relacion
con anomalias bioquimicas. La respuesta eléctrica de las células cervicales en suspension,
esta influenciada por su estado fisioldgico y patolégico. Una de las principales diferencias
que exhiben las células se debe al efecto del potencial de membrana que presentan cuando
estan vivas (Prodan, Prodan & Miller, 2008; Schwan, 1994), esto hace necesario garantizar
que, al momento de la medida eléctrica, las células se encuentren viables fisiol6gicamente.
Para evitar posibles variaciones en la respuesta eléctrica de las 36 muestras recolectadas, la
viabilidad celular fue determinada de acuerdo a la metodologia descrita en (4.2.7). Los
resultados obtenidos para todas las muestras presentan porcentajes superiores al 80%
(Apéndice A), los promedios determinados en las categorias con mayor nimero de datos

muestran valores superiores al 89% de viabilidad celular (Tabla 3).

Tabla 3.

Promedios de viabilidad y desviacién estandar para las categorias Normal, ASCUS e
Infecciones

Clasificacion Promedio (%) Desviacion estandar
Normal 90,73 +/- 3,85
ASCUS 89,24 +/- 5,93

Infecciones 91,08 +/-8,60

Una vez confirmadas las condiciones fisioldgicas de las células cervicales utilizadas en esta
investigacion, se analizo el efecto de los cambios patol6gicos sobre la forma del elE (Figura

12).
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Figura 12. Formas de los Espectros de impedancia para las categorias Normal, ASCUS v el

modelo de carcinoma cervical HelLa.

Como se puede observar, los atributos eléctricos de las células cervicales en suspension van
cambiando a medida que se presenta algin tipo de transformacion neoplasica o anomalia
bioquimica. La respuesta eléctrica de las células normales es muy diferente al de las células
cancerosas, estas Ultimas muestran un comportamiento mas resistivo en el rango de frecuencia
de medicion. Esto se debe principalmente a la pérdida de heterogeneidad de su membrana en
la fase inicial de la carcinogénesis. Esta degeneracion hace que se vuelva mas permeable a
sustancias solubles en agua, permitiendo la migracion al exterior de iones como potasio (K*),
magnesio (Mg?") y calcio (Ca2*); mientras que el sodio se acumula en el interior (Lang &
Stournaras, 2014). Estos cambios en las concentraciones ionicas conllevan a una
despolarizacion de la membrana (Cone, 1975) y a la pérdida de la homeostasis celular, puesto
que eventos como la proliferacion y apoptosis celular estan regulados por estos iones (Capitulo

4)
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En la coleccidn de espectros obtenida, se encontré una muestra con diagnostico de neoplasia
intraepitelial alta (HSIL), su espectro de impedancia se contrastd con el modelo bioldgico de

carcinoma humano (HeLa).
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Figura 13. Comparacion de espectro promedio del modelo biolégico (HeLa) y paciente con

HSIL.

En la Figura 13 se puede observar que tanto la muestra de células HeLa como la HSIL,
conservan el mismo comportamiento resistivo descrito anteriormente; las discrepancias se
presentan en el valor numérico de impedancia, pero estan justificadas por la diferencia en la

densidad celular de cada muestra.

A diferencia de las cancerosas, las células normales presentaron un espectro de impedancia
donde se puede evidenciar los efectos capacitivos que exhibe su membrana celular. La
dispersion eléctrica mostrada a bajas frecuencias, se asocia a la presencia de canales idnicos
con selectividad y permeabilidad especificas, que permiten mantener un gradiente de potencial
a través de la membrana. Este gradiente juega un papel importante en la regulacion de procesos

como, la proliferacion y diferenciacion celular (Bot & Prodan, 2009). A medida que aumenta
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la frecuencia, la corriente eléctrica pasa a través de las células debido a una menor resistencia
de su membrana, esto hace que el valor de impedancia disminuya hasta obtener un

comportamiento casi constante.

Como se puede observar en el elE obtenido para ASCUS, se presenta una dispersion méas
pequefia que en la normal. Considerando que las células cervicales han sufrido algun tipo de
anormalidad sin llegar a una lesion intraepitelial definitiva; es posible que su membrana haya
sufrido una pequefia despolarizacion por cambios en su gradiente idnico. Este planteamiento
se sustenta en la seccién 3.3.5 Andlisis de Anomalias encontradas en pacientes., en el cual se

analizaron algunas anomalias presentes en esta categoria.

Por otra parte, en este estudio se encontraron dos muestras normales que presentaron
vaginosis bacteriana (VB). Infeccion comln que ocurre al perderse el equilibrio entre los
diferentes tipos de bacterias que se encuentran en la vagina. En los resultados mostrados en la
Figura 14, los dos espectros obtenidos tienen una forma muy similar, con variaciones debidas

a la densidad celular.

A diferencia de las células normales, las propiedades eléctricas en esta categoria, estan
influenciadas por el metabolismo de las bacterias presentes en la muestra. En su proceso
metabolico, estos microorganismos liberan iones al medio extracelular afectando su
composicion. Los resultados de estos cambios se ven reflejados en la forma del espectro, donde

los valores de impedancia varian en todo el rango de frecuencia.
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Figura 14. Espectros de impedancia eléctrica de células cervicales con vaginosis bacteriana.

4.3.4. Diagramas de radar y diferenciacion de forma del espectro. Varios estudios
sugieren la utilidad de la EIE como técnica de acompafiamiento en el tamizaje da cancer de
cuello uterino. Con resultados donde a partir del elE es posible extraer pardmetros
diferenciables entre tejido o células normales y cancer (Brown, Milnes, Abdul & Tidy, 2005;
Das et al., 2015; Herrera et al., 2016). Sin embargo, en nuestro estudio se encontraron
diferentes anomalias celulares que no se ajustan a modelos como el Cole-Cole (Cole & Cole

1941), ampliamente utilizado.

De acuerdo con esto, se seleccionaron diez bandas de frecuencia que dieron origen al
decagono que se presenta en la Figura 15. Los bordes poligonales representan la media de

impedancia en cada banda de frecuencia.
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Figura 15. Representacion gréfica del area bajo la curva para las clasificaciones. (rosado:

infecciones verdes: normal; azul: ASCUS; amarillo HSIL y violeta: Hela)

Los decagonos de las categorias Normal (decagono verde) y ASCUS (decagono azul)
muestran una formay area similares (016 y 0.18 respectivamente). Las mayores diferencias en
forma y tamafio entre estas clasificaciones se encontraron en el rango de bajas frecuencia (50-
200Hz). En el caso de las células HeLa y HSIL, los decagonos también presentaron una forma
y un valor de area similares (0.46 y 0.58 respectivamente). Mientras que para la normal -
infecciones, el decagono obtenido presenta una forma y area bastante diferente (0.78) en
comparacion con las otras clasificaciones. Si se comparan los valores del area de los decagonos
obtenidos entre la categoria normal, HeLa y HSIL, se observa una diferencia de 0.28 y 0.40

respectivamente.
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Dado el comportamiento no normal de las areas de los decagonos (Apéndice B), obtenidos
a partir de los graficos de radar en los grupos: Normal (p<0.01), Ascus (p<0.01) y HelLa
(p>0.20); se realizd6 un andlisis ANOVA Kruskal-Wallis para determinar diferencias
estadisticamente significativas entre las categorias.

El analisis mostré que existen diferencias significativas entre los valores de area para las
categorias Normal y HeLa (p=0,000142) y HelLa - Ascus (p=0,0073). Sin embargo, entre
Normal y Ascus el valor de (p=1.00), indica que no hay diferencias entre estos grupos. Como
se menciond anteriormente estas categorias tienen una forma y area muy similar y se requiere
un mayor nimero de muestras (Ascus), con el fin de hacer un seguimiento a la evolucién de la
paciente. Las otras dos clasificaciones encontradas (HSIL e infecciones) no entraron en el
andlisis debido a que presentaron muy pocos datos.

Es importante resaltar que la metodologia propuesta para el analisis de los elE a partir de su
forma muestra diferencias entre las células cervicales normales y el modelo de carcinoma
cervical humano (HeLa). Sin embargo, se requiere de un estudio con un mayor nimero de
pacientes que permita obtener una muestra mas representativa en todas las categorias; por esta
razén, en el grupo de investigacién CIMBIOS se propuso un proyecto de investigacion el cual
esta siendo financiado por la Universidad Industrial de Santander, con el objetivo de validar
la Espectroscopia de Impedancia Eléctrica de células en suspension, como tecnica para el
tamizaje de cancer de cuello uterino, proyecto que cuenta con el apoyo de la Liga

Santandereana contra el Cancer.

4.3.5. Analisis de Anomalias encontradas en pacientes. A partir del anélisis de forma

del elE presentado anteriormente y los argumentos de la teoria del medio efectivo es posible
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proponer la hipétesis que: “Un medio heterogéneo de células en suspension, se puede modelar

como un medio homogéneo de soluciones electroliticas”.

Para sustentar este planteamiento, se utilizaron dos medios artificiales homogéneos (MH1
y MH2) preparados por dilucion de la solucion extracelular en un factor de (1:10) y (1:100)

respectivamente.

Tanto MH1 como MH2 estan formados por soluciones hipoténicas, donde la disminucion
en la concentracién de iones sodio y potasio modela el comportamiento del medio heterogéneo
compuesto por células cervicales en suspension. Estos cambios en la concentracion afectan el

gradiente idnico, rasgo caracteristico en el proceso de transformacion maligna (Cone, 1975).

Como se menciona en el capitulo 4, iones como sodio y potasio controlan diferentes
mecanismos relacionados con la homeostasis celular. EI cambio en sus concentraciones afecta
los mecanismos de funcionamiento de las bombas de sodio y potasio, encargadas del transporte
a través de la membrana (Brackenbury, 2012). Ademaés, estos iones son marcadores
oncogénicos (Ramirez et al., 2013) y pueden conferir una ventaja al crecimiento y proliferacion

celular en las primeras etapas de transformacion como en el caso de ASCUS.

La forma geométrica de los modelos y sus respectivos parametros de area se muestran en la
Figura16 Ay B. En general se puede observar una tendencia muy similar entre los dos medios,
tanto de forma como del &rea encerrada, con pequefias diferencias entre las frecuencias (0.1-
1KHz). Sin embargo, para ser el primer modelo propuesto para modelar anomalias en células
cervicales, se obtuvieron resultados con una muy buena aproximacion. Por lo tanto, con base
en los resultados obtenidos, la hipotesis planteada permiti6 modelar experimentalmente a

través de soluciones electroliticas las propiedades eléctricas de las células anomalas (ASCUS).
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Figura 16. Representaciones graficas de areas bajo la curva medios MH1 y MH2. (A).
Representacion grafica del area bajo la curva para el MH1 (con un factor de dilucion: 1/10)
(solucion hipotdnica de iones sodio, potasio y cloro) y medio heterogeneo (células cervicales-

ASCUS). (B) Representacion gréafica del area bajo la curva para el MH1 (con un factor de
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dilucion: 1/100) (solucién hipotdnica de iones sodio, potasio y cloro) y medio heterogéneo

(células cervicales-ASCUS)

4.4. Conclusiones

El estudio de las propiedades eléctricas de las células cervicales en suspension, permitio
establecer una relacion entre la forma del espectro de impedancia eléctrica y el estado de las
células. Teniendo en cuenta que el estado de las células esta relacionado con anomalias
bioguimicas en el tejido, los resultados obtenidos sugieren que el estudio de las propiedades
eléctricas de células en suspensién podria ser utilizado para analizar dichas anomalias. Ademas,

se encontré que la forma del espectro es independiente de la densidad celular de la muestra.

El analisis de los espectros de impedancia por medio de gréficos de radar mostro diferencias
significativas entre la forma y area de células normales y las células de carcinoma cervical
(HeLa), estos resultados permiten proponer a la Espectroscopia de Impedancia Eléctrica de

células cervicales en suspension como técnica de tamizaje para cancer de cuello uterino.

5. Alteracion proteica en cancer de cuello uterino y su relacion con las

propiedades eléctricas de células en suspension

El estudio de las propiedades eléctricas de las células cervicales en suspension con EIE, ha
mostrado que es posible diferenciar entre células normales y células con diversos grados de
lesion neoplésica (ver jError! No se encuentra el origen de la referencia.). Las diferencias e
n sus propiedades eléctricas se encuentran relacionadas con anomalias bioquimicas que se
presentan en el desarrollo de la neoplasia cervical, en donde la alteracion de las concentraciones

i0nicas a través de la membrana citoplasmatica es la anomalia mas influyente (Chavez, Zufiga
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y Camacho, 2015). De esta forma, en este capitulo se presenta una revision de la expresion
proteica diferenciada en cancer cervical y su posible relacién con pardmetros eléctricos que

permiten discriminar el estado celular en este tipo de cancer.

5.1. Generalidades

Las células cervicales en su proceso de cancerizacion presentan un patrén de expresion proteica
diferente a las células normales (Santos L et al., 2011). El estudio de estos patrones de
expresion se ha realizado a partir de muestras de tejido cervical usando diferentes métodos de
andlisis de proteinas, que han permitido identificar biomarcadores y dianas para posibles usos
terapéuticos. La evolucion del cancer de cuello uterino (CCU) implica la alteracion de diversos
genes y proteinas que participan en aspectos celulares como proliferacion, apoptosis y
diferenciacion. Entre estos genes afectados durante la transformacion neoplasica, se incluyen
los que codifican los procesos de transporte ionico en la membrana plasmatica (Lang &
Stournaras, 2014; Wong et al., 2004; Zhu X et al., 2009). Estos procesos son controlados por
maltiples factores, dentro de los cuales la concentracion intracelular de iones resulta importante

en la expresion de canales y transportadores ionicos (T1) (Schwab & Stock, 2014).

Los canales iénicos (Cl) son proteinas integrales de membrana que permiten de forma
selectiva el paso de iones que se mueven a traves del gradiente electroquimico. El transporte
de iones es parte integral de la regulacién, progresion y proliferacion del ciclo celular, y se
encuentra estrechamente controlado por los procesos de difusion a través de la membrana
(Becchetti, 2011). EI papel que desempefian los CI en los diferentes tipos de cancer ha sido
ampliamente estudiado, ya que su desregulacion contribuye de manera importante en el proceso

de transformacion oncoldgica, crecimiento y migracion (Besson et al., 2015; Bomben, Turner,
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Barclay & Sontheimer, 2011; Prevarskaya, Skryma & Shuba, 2018). Todos estos procesos
celulares estan altamente regulados y requieren la secrecion de proteasas que alteran la matriz
extracelular facilitando el paso de iones a través del entorno circundante (Prevarskaya, Skryma

& Shuba, 2010).

Los canales ionicos se pueden clasificar de acuerdo con la funcion que cumplen o por las
especies idnicas que los atraviesan. Los estudios moleculares han permitido identificar las
proteinas especificas dentro de las familias y subfamilias que forman el complejo de canales y
la funcidn especifica que cumplen en el desarrollo celular normal o maligno (Diaz et al.,2007;

Monteith, Davis & Thomson, 2012; Ortiz et al.,2011).

En céncer se han encontrado ciertas caracteristicas o sellos distintivos que los diferencian
del crecimiento celular normal. Dentro de este grupo sobresalen 5 caracteristicas claves en el
proceso de proliferacién celular, y metastasis. (1) Autosuficiencia en las sefiales de
crecimiento, debido a que las células tumorales adquieren autonomia de crecimiento al producir
y liberar mitdgenos intrinsecos que actuan de forma autocrina o paracrina (Pedersen & Stock,
2013), alterando la expresién de receptores en la superficie celular, asi como la desregulacion
de las vias intracelulares que afectan la expresion génica. (2) Evasion de apoptosis 0 muerte
celular programada, las células cancerosas utilizan mecanismos que reducen el flujo de Ca®*
regulando negativamente la expresion de canales permeables a este ion 0 a las vias de
sefializacion que los activan (Berridge, Bootman & Lipp, 1998). (3) Estabilizacion o extension
de los telomeros, otorgandole a la célula un alto e ilimitado potencial replicativo. (4) Alta
actividad Angiogénica, las células tumorales requieren de la presencia de oxigeno y nutrientes
para mantener su estatus proliferativo, por lo tanto, las células endoteliales vasculares (CEV)

deben estimular el crecimiento de nuevos vasos sanguineos necesarios para este proceso,
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secretando factores mitogénicos que promueven la expansion rapida de las células tumorales e
incrementan el riesgo de metéstasis (Harris, 2002; Prevarskaya et al., 2018). (5) Invasion de
tejidos y metastasis, debido a su alto potencial de migracion las células tumorales pueden
penetrar en los vasos sanguineos o linfaticos y proliferar en otro sitio (Provenzano et al., 2006).
La migracion celular es un proceso que implica la formacion de sitios de adhesion, varios
canales ionicos se han visto implicados en este proceso que es fundamental para la progresion

del cancer (Fiorio & Munaron, 2014; Schwab, Fabian, Hanley & Stock, 2012).

En céncer de cuello uterino, los canales i6nicos se han propuesto como posibles marcadores
tumorales y dianas terapéuticas. Dentro del grupo de canales expresados en este tipo de cancer,
se encuentran los canales de potasio, sodio y calcio principalmente. La familia de canales de
potasio KCNH1 y KCNH4, encargadas del transporte de los iones K* a través de la membrana,
se encuentran sobre-expresados (Brackenbury, 2012; Chavez, Zufiiga & Camacho, 2015;
Ramirez et al., 2010; Zhu et al., 2009), estos canales se activan por la despolarizacion de la
membrana y por la concentracion de calcio intracelular (Kunzelmann, 2005). Los canales de
sodio como SCN2A, SCNB1 y SCN7A, todos dependientes de voltaje se encuentran también
expresados en cancer de cuello uterino, regulan la migracion e invasion celular (Brackenbury,
2012; Chéavez et al., 2015). Cuando ocurre la despolarizacién de la membrana se abren y se
inactivan permaneciendo de esta forma hasta que la membrana nuevamente se repolariza
(Brackenbury, 2012). Las proteinas SI00A9, TRPM2, STM1, eEF1Al y PDGFA, que hacen
parte de la familia de canales permeables al ion Ca*?, se encuentran significativamente
alterados en cancer cervical (Di Quinzio et al., 2007; Zhao, He, Wang, Zhang & Wu, 2015;
Zhuetal., 2009). Teniendo en cuenta que la afluencia de este ion es necesaria para la progresion

en el ciclo celular, los cambios en los niveles de Ca?* extra e intracelular determinan la
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progresion a través de diferentes fases del ciclo celular. Otro evento celular importante
regulado por este ion es la muerte celular programada o apoptosis, puesto que al entrar el calcio
al citoplasma cierra el poro mitocondrial y obliga a la mitocondria a producir el ATP que se

requiere para el control de la homeostasis celular (Berridge et al., 1998; Monteith et al., 2012).

Teniendo en cuenta la enorme cantidad de informacién en la literatura que reporta
alteraciones en la expresion proteica en los procesos de generacion de células cancerosas, esta
revision tiene como objetivo proporcionar una vision general de la relacion entre la expresion
proteica en células cervicales normales y cancerosas y su posible efecto sobre las propiedades

eléctricas

5.2. Metodologia

Para identificar las caracteristicas de las proteinas que pueden contribuir a los cambios en las
propiedades eléctricas de las células cervicales, se realizd una revision bibliografica de la

expresion proteica diferenciada en displasia y cancer cervical reportada en los tltimos 20 afios.

Una vez realizada la revisién bibliografica se relaciond la informacion obtenida,
identificando los genes y proteinas comunes en los reportes y su efecto sobre la expresion en
cancer cervical. Con la relacién obtenida de esta informacion se consultaron diferentes bases
bioinformaticas: (Human Protein Atlas, Protein Data Bank y Interactome 3D), con el fin de
entender el comportamiento bioldgico y su efecto en los procesos de difusion a través de la
membrana. Los parametros generales de busqueda para los genes y proteinas reportados fueron:

Funcion, Ubicacion, Ontologia génica (GO) e interacciones.
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Finalmente, se realiz6 una clasificacion de las proteinas y los genes de acuerdo con las
caracteristicas y funciones que pudiesen contribuir a cambios en las propiedades eléctricas de

las células cervicales.

5.3. Resultados y discusion

El andlisis de la expresion de proteinas ha permitido el descubrimiento de biomarcadores
importantes en el diagnostico y elucidacion de vias de sefializacion afectadas en diferentes tipos
de céancer. El aumento o la baja expresion de estas proteinas que participan en procesos claves
para mantener la homeostasis celular han sido ampliamente estudiados (Di Quinzio et al., 2007;
Brackenbury, 2012; Higuera et al., 2016; Kendrick, Conner & Huh, 2006; Liu, Zhang, Hu,
Chen & Zhao, 2016; Santos et al., 2011; Zhao et al., 2015; Zhu et al., 2009). A continuacion,
se presentan los resultados obtenidos de la revision bibliografica sobre la expresion proteica en
cancer cervical reportada en los ultimos 20 afios. En esta revision se emplearon gestores de
busqueda (SCOPUS), bases de datos (SpringerLink, Elsevier, Scielo) y bases bioinforméticas
(Human Protein Atlas, Protein Data Bank y String) especializadas en proteinas. Solo articulos
publicados en revistas cientificas fueron incluidos, otras publicaciones cientificas como
capitulos de libros o articulos de conferencias fueron excluidas. Se consideraron articulos

publicados en inglés y disponibles en version de texto completo.

5.3.1. Expresion proteica diferenciada en cancer de cérvix. Teniendo en cuenta que
una de las principales caracteristicas en la transformacion celular es el cambio en las
concentraciones ionicas de la matriz extra e intracelular, que afectan el transporte ionico
produciendo la despolarizacion de la membrana (Brackenbury, 2012; Cone, 1970); se propuso

determinar las caracteristicas de las proteinas que pudiesen contribuir con los cambios en las
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propiedades eléctricas de las células cervicales. Para ello se seleccionaron 50 articulos que
fueron agrupados en dos categorias. La primera, conformada por 26 articulos que reportan la
expresion proteica diferenciada para cancer cervical y la segunda por 24 articulos que

reportan la expresion de proteinas relacionadas con canales i6nicos en cancer de cérvix.

De esta revisidn se encontraron 63 proteinas, de las cuales 25 fueron reportadas por el 50%
de los autores consultados. Para cada una de las proteinas se report6 la funcién, ubicacién y el
indice de sobreexpresion de algunas de ellas. Estos pardmetros fueron determinados con la
ayuda de bases bioinformaticas, en las tablas 4 y 5 se presentan los resultados obtenidos de esta

revision. Las 63 proteinas se clasificaron en 3 grupos:

e Proteinas con expresion en Canales I6nicos (Tabla 4)

e Proteinas gque interactian con Canales lonicos (Figura 17)

e Proteinas desreguladas en cancer cervical con diversas funciones (Tabla 5)

Esta clasificacion se realizé teniendo en cuenta las funciones moleculares y los procesos
celulares que llevan a cabo las proteinas, con el fin de relacionarlas con los cambios en las
propiedades eléctricas observadas en las células cervicales.

Expresion de Proteinas relacionadas con Canales Ionicos. Se encontrd la expresion
desregulada de 11 proteinas de Canales Ionicos (Tabla 4), encargadas de la regulacion y del
transporte de iones sodio (Na*), Calcio (Ca?") y potasio (K*) a través de la membrana. En la
Tabla 4 se reporta el nombre, su ubicacion celular y la funcién descrita para cada una de las

proteinas. Este grupo es de especial interes por su efecto directo sobre las propiedades eléctricas
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de las células y por su participacion en procesos celulares como apoptosis, proliferacion,

activacion de mitdgenos, entre otros (Lang & Stournaras, 2014; Pedersen & Stock C, 2013).

La sobre-expresion en cancer cervical de TRPM2, proteina de canal cationico encargada del
flujo de calcio (Ca2*) y sodio (Na*), juega un rol importante en los procesos que implican la
sefializacion regulada por niveles de (Ca?*) intracelular, como la apoptosis y la modulacion del
potencial de membrana (Zhu et al., 2009). Al aumentar la concentracion intracelular de este
ion (por el paso de calcio extracelular) también incrementa la actividad del canal uniéndose al
dominio citoplasmico, logrando la estabilizacién del canal en una conformacion abierta. La
actividad de TRPM2 también esta regulada por factores como ADP ribosa ciclico, que junto
con Ca?" son requeridos para su activacion (Starkus, Beck, Fleig & Penner, 2007). Otros
canales con expresion alterada, cuya desregulacion en cancer cervical puede afectar la
progresion y diferenciacion en el ciclo celular son S100A9 (Zhao et al., 2015). Estas proteinas
con multiples ligandos de unidn al calcio (Ca*?) (Markowitz & Carson, 2013) se localizan en
el citoplasma, su actividad dentro del citoesqueleto intracelular y la matriz extracelular depende
de las concentraciones de este ion. (Isaksen & Fagerhol, 2001). Al aumentar los niveles de
calcio se promueve la translocacion de SI00A9 a la membrana, probablemente por mecanismos
de las proteinas quinasas que acttan en los procesos de fosforilacion a nivel del ciclo celular
(Goebeler, Roth, Van den Bos, Ader & Sorg, 1995). Estos eventos de fosforilacion pueden
controlar los reordenamientos del citoesqueleto importantes para la migracion celular (Vogl, et
al., 2004). Es importante resaltar la funcién que cumple el calcio en la regulacion de este canal
iGnico, teniendo en cuenta que, como se describid en el capitulo anterior, este ion presenta un
cambio en la concentracion del medio extracelular a medida que se desarrolla la neoplasia

cervical. Entre las diversas funciones que lleva a cabo este cation a nivel intracelular (Monteith,
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Davis & Roberts-Thomson, 2012) se encuentra la modulacion del citoesqueleto, que es también
mediada por la proteina Beta-Tubulina (TUBB) (Brini, Cali, Ottolini, & Carafoli, 2013; Parker,
Kavallaris & McCarroll, 2014; Salama, Malone, Mihaimeed & Jones, 2007). La TUBB es el
principal constituyente de los microtibulos (Parker, Kavallaris & McCarroll, 2014) y se
encuentra expresada en la mayoria de tumores epiteliales (Zhao et al., 2015). En cancer cervical
su alteracion puede estar implicada en los procesos de proliferacion, sefializacion, migracion
celular y transporte intracelular (Chao et al., 2006). Asi mismo, se encontr6 la desregulacion
de las proteinas STM1, PDGFA y eEF1A1 (Di Quinzio et al., 2007) encargadas de mediar el
ingreso de Ca?* a la matriz intracelular, estos canales acttian ingresando este ion al agotarse las
reservas internas debido a la polarizacion de la membrana. Es importante resaltar que la
desregulaciéon de los canales mencionados anteriormente, hace que las células sean més
susceptibles al estrés oxidativo causando una mayor translocacion nuclear del factor de
transcripcion antioxidante NRF2, afectando la homeostasis celular (Lang & Stournaras, 2014;

Phan et al., 2017; Prevarskaya et al., 2018).

Tabla 4.
Expresion de Proteinas en Cancer cervical asociado al transporte de iones a través de los
Canales ionicos.

Indice de

N°  Proteina Nombre - Ubicacion Funcion Ref.
expresion
Eukarvotic Membrana " roteina moduladora Zhao et al.,
transl:iion celular de Ca*" (calmodulin 20-15;- DI
1 eEF1A1 . -1.77 : ' binding protein), Quinzio et
elongation factor 1 citoplasma y . . I 2007
, proteina mensajera al.,
alpha 1 nucleo iy 24
de unién de Ca
Zhao et al.,
$100 calcium Citoplasmay  Sitiodeuniéonde  2015; Zhu et
2 SI00A9  pinding proteinAg 1P nicleo iones Ca?*yzn @l 2009
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N°  Proteina Nombre Indlce_gle Ubicacion Funcion Ref.
expresion
Transporte
3 TUBB Tubulin Beta chain +1.94 Citoesqueleto . mtra}celular Zhao et al,
(interactua con canal 2015
de Ca)
Canal de cation, no
selectivo,
independiente de
voltaje que regula el
4 TRPM2 Receptor potencial 186 hgsgs;?na ingreso de Na*y Zhu et al.,
de canal cationico. ' I y Ca**, mediando el 2009
isosomas .
incremento de los
niveles
citoplasmaticos de
Ca.
Canal de K, Chavez et al.,
i - i 2015; Zhu et
Potassium voltage Membrana translp+orte dellones L 2000:
5 KCNHL gated ch_annel +NR celulary K**. Proteina - 2009,
subfamily H nicleo moduladorade Ca ~ Ramirez et
member 1 (calmodulin binding ~ al., 2013
protein)
Canal de K
Potassium voltage- dependiente de  Brackenbury,
gated channel Membrana voltaje y regulador ~ 2012; Chavez
g KCNH4 subfamily H * AR celular de transporte etal., 2015
member 4 transmembrana de
iones
Mediador del
stromal interaction Reticulo ingreso de Ca?* al Ramirez et
7 STM1 molecule 1 NR endoplasmatico producirse la al., 2013; Zhu

y citoesqueleto  disminucion de Ca?* et al., 2009
intracelular
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N°  Proteina Nombre Indlce_qle Ubicacion Funcion Ref.
expresion
Mediador del
Calcium voltage ingreso de iones
B 2+ i ¢
8 PDGEA gated channel NR Membrana _ Ca’* al medlo_ Ramirez et
- celular intracelular, debido al., 2013
subunit alphal C N
a la polarizacion de
la membrana

Mediador de la
permeabilidad de

i iones Na* Brackenbury,
9 Nav 1.2 So:tlsgjcxg::ﬁgf_ +NR Membrana dependiente de 2012; Chévez
' J celular voltaje. Responde a  etal., 2015

alpha subunit 2 la diferencia de

potencial a través de

la membrana

i Regulador e Brackenbury,
Sodium voltage- Membrana. inhibidor del canal  2012; Chavez

10 Nav 1.4  gated channel beta +NR celular y medio 1+ . | 2015

: de Na'*. dependiente  etal.,
subunit 1 extracelular -
de voltaje

1+ Brackenbury,

Sodium voltage- Membrana Canal de Na 2012 Chave
11  Nav17 gated channel +NR Celular dependients de , Lnavez

' voltaje. Sitio de etal., 2015

alpha subunit 7 intercambio de iones

Nota: Los signos (+) se refieren a que la proteina se encontr6 con sobrexpresion respecto a los
valores de referencia) y (-) valores por debajo de la referencia. Se utilizé (NR) cuando el valor
numErico no se encuentra reportado.

Los canales de potasio dependientes de voltaje KCNH1 y KCNH4 son marcadores
oncogeénicos que pueden conferir una ventaja de crecimiento a las células cancerosas y
favorecer la proliferacion celular (Ramirez et al., 2013). Su expresion estd regulada por
importantes vias de sefializacién como p53, PIP2 (Fosfatidil-inositol-4-5 bifosfato), pequefias

moléculas endogenas como H»0,, acido araquiddnico y la concentracion intracelular de calcio

(Wulff, Castle & Pardo, 2009). En céancer cervical estos canales tienen alta expresion debido
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a que las células infectadas con el oncogén E6- del HPV inactivan la proteina supresora de
tumores p53, que regula el ciclo celular ante un dafio en el ADN y es conocida como el guardian
del genoma (Diaz et al., 2009; Hemmerlein et al., 2006; Ramirez et al., 2018).

Los canales dependientes de voltaje con sobre expresion en neoplasias y cancer de cérvix
Nav 1.2, Nav 1.4 y Nav 1.7 (Brackenbury, 2012), actian como mediadores en el proceso de
permeabilidad Estos canales se activan por la despolarizacion de la membrana celular y su
expresion anormal esta relacionada con las caracteristicas de las células cancerosas como

proliferacion, migracion e invasion (Chavez et al., 2015; Pedersen & Stock, 2013).

5.3.2. Expresion de proteinas que interactian con canales idnicos.
Los canales idénicos ademas de encargarse del transporte de iones como calcio, sodio, potasio
y cloro a través de la membrana, pueden realizar interacciones (Marcotte et al., 1999) con
otras proteinas implicadas en importantes vias de sefializacion como TP53 y la familia de

proteinas S100A.

En la figura 17 se presenta las interacciones encontradas, entre proteinas de canales i6nicos
y proteinas con expresion general desregulada en cancer de cuello uterino. Se encontraron
interacciones directas de tipo genémico y de co-expresion conservada entre proteinas de canal,
encargadas del transporte de iones como calcio, sodio y potasio: EEF1AL, SCN2A, KCNH1y
PDGFA. Y de tipo funcional entre la familia de proteinas S100A y TP53. Para realizar el
interactoma, se utilizo la base de datos de interacciones proteina-proteina STRING

(https://string-db.org).
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Figura 17. Interacciones esquematicas entre canales i6nicos. Se presentan las interacciones
entre proteinas de canal , representadas en ovalos azules con su respectivo i6n (circulos verdes)
y las proteinas desreguladas en cancer de cuello uterino (cajas en lineas de trazos), con diversas
funciones. Las interacciones representadas en la figura corresponden a asociaciones fisicas
directas de tipo (genomico y de co-expresion conservada) como las de las proteinas Eukaryotic
translation elongation factor 1 alpha 1 (eEF1A1), Sodium voltage-gated channel alpha subunit
2 (SCN2A), Potassium voltage-gated channel subfamily H member 1 (KCNH1) y Calcium
voltage-gated channel subunit alphal C (PDGFA). Las interacciones encontradas de calcium

binding protein S100, calcium binding protein A9 (S100A9) con calcium binding protein A7
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(S100A7) y calcium binding protein A8 (S100A8) (cajas ovalas naranjas) y las de la proteina

supresora de tumores TP53, son de tipo funcional, determinadas experimentalmente.

Como ya se mencion0, las proteinas de canal regulan varios aspectos importantes en el
desarrollo del céancer que pueden afectar sus propiedades eléctricas, como el potencial de
membrana, que en el proceso de carcinogénesis celular se mantiene a un nivel méas bajo que en
células normales (Brackenbury, 2012). La despolarizacion de la membrana celular conlleva la
interrupcion de conexiones eléctricas (Haltiwanger, 2010), que afectan las propiedades de las
celulas y permite la diferenciacion del estatus normal y neoplasico. En la desregulacion
proteica en cérvix se encontro la interaccién del gen Tp53, que codifica la proteina p53
conocida como supresora de tumores, esta proteina se encuentra regulada por el flujo de calcio
citosolico, cuya concentracién intracelular desempefia una importante funcion en la muerte
celular programada (Hamada et al., 1996; Wang et al., 2004), para tal fin se requiere la
activacion de las bombas y canales transportadores que una vez activos se pueden unir a
bombas dependientes de ATP, y liberan el Ca?* desde el reticulo endoplasmatico otorgandole
a la célula la capacidad de entrar en apoptosis (Boehning, Patterson & Snyder, 2004). En cancer
cervical se encontré que esta proteina interacciona con tres proteinas de canal: PDGFA,
S100A8 y KCNHZ1, (Figura 17) encargadas del transporte de iones calcio y potasio al medio

intracelular (Chavez et al., 2015; Brackenbury, 2012; Kendrick et al., 2006).

Otra proteina moduladora de calcio de interaccion con proteinas desreguladas es, el factor
de elongacion eucariota alfa 1 (EEF1A1), cuyo aumento en su expresion induce la activacion
la proteina p53. Sin embargo, en cancer cervical sus niveles de expresion estan por debajo del

normal (-1,77) (Di Quinzio et al., 2007), por lo que podria estar relacionado con la inactivacion
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del p53. EEF1A1 también es el componente principal del sistema de traduccion en mamiferos

y participa en diversos procesos celulares (Blanch, Robinson, Watson, Cheng & Irwin, 2013).

En la Figura 17 se presenta su interaccion con 5 proteinas entre las cuales estan:
Albumina(ALB), Transtiretina(TTR), proteinas pre-albimina que transportan moléculas
endogenas, La proteina mitocondrial ribosomal (MRPS15) relacionada con la sintesis de
proteinas en la mitocondria (Zhao et al., 2015; Zhu et al., 2009), peptidil-propil isomerasa
(PP1A) (Lu, 2003) proteina de desdoblamiento necesaria para la infeccion del virus del
papiloma y por ultimo la alfa enolasa (ENO1) que participa en el crecimiento celular (Capello,
Ferri-Borgogno, Cappello & Novelli, 2011) e interactua con la isoforma M2 de la piruvato
quinasa (PKM2), enzima que cataliza la reaccion final de la via glucoliticia, para la produccion
de ATP (Israelsena & Vander, 2015; Liu et al., 2016). Ademas, PKM2, posee actividad
quinasa y desempefia un papel en la modulacién de la expresion génica contribuyendo al
desarrollo del tumor (Wong, De Melo & Tang, 2013). Es importante resaltar la participacion
de estas proteinas en la mediacién de sefiales que requieren del flujo de iones para la
sefializacion celular. Por lo anterior se plantea la hipotesis que los cambios en las
concentraciones ionicas encontradas en el desarrollo de las neoplasias y el cancer cervical
afecten los niveles de expresion de estas proteinas ocasionando desregulaciones en las vias de

sefializacion en que participan (Pinto, Corzo, Méndez-Sanchez & Miranda, 2015).

Otra de las interacciones encontradas en la expresion diferenciada en cancer cervical fue la
de los canales SCN2A y SCN7A dependientes de voltaje y encargados de modular el flujo de
sodio intracelular (Diaz et al., 2007; Hernandez-Plata et al., 2012). Estas proteinas interactuan
con anquirinas ANK1 que participan en la union de las proteinas integrales de la membrana del

citoesqueleto y con subunidades de B-Hemoglobina (HBB), principal portador de oxigeno y
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dioxido de carbono en diferentes tipos de células, una de las funciones principales de esta
proteina es atenuar el estrés oxidativo (Shin et al., 2014; Hernandez-Plata et al., 2012) inducido
por especies reactivas de oxigeno (ROS). Algunos investigadores, han reportado que las
corrientes de sodio Na* reguladas por canales dependientes de voltaje pueden determinar la
motilidad celular y la metastasis invasiva, asi como los cambios en el citoesqueleto y la
regulacion y transcripcién de diferentes genes (Lang & Stournaras, 2014; Schwab & Stock,
2014). Por lo tanto, es posible que las interacciones de ANK1 y HBB encontradas en cancer
cervical con estos canales puedan proporcionar un mecanismo adicional no canénico que

afecten las propiedades bioeléctricas de las células.

5.3.3. Expresion de proteinas con diversas funciones. Teniendo en cuenta que la
contribucion al fenotipo maligno depende de diversos pasos consecutivos dentro de los cuales
se encuentra el crecimiento tumoral, invasién local y metastasis, ademas de las interacciones
especificas de las células con el microambiente (Hanahan & Weinberg, 2011), en esta seccion
se presenta la expresion desregulada de 8 proteinas, las cuales participan en diferentes
procesos y que por su ubicacion celular pueden contribuir indirectamente con los cambios en

las propiedades eléctricas de las células cervicales.

En la Tabla 5 se presentan las proteinas desreguladas en cancer cervical, que llevan a cabo
funciones importantes para el mantenimiento de la homeostasis celular y cuya desregulacion
(+) sobrexpresada con respecto a los valores normales de referencia o (-) inhibida puede influir

en los cambios de las propiedades eléctricas de las células.
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Tabla 5.
Expresion de Proteinas en Cancer cervical con diversas funciones.

indice de

N°  Proteina Nombre . Ubicacién Funcién Ref.
expresion
Acyl-CoA Importante en la
1 ACSS1 synth(_etase short- +NR Mitocondria homeostasis Zhu et
chain family " al., 2009
energética
member 1
. Medio Sitio de wuni6n de
2 F7 Coagulation factor -2.09 extracelulary iones Ca (interactla Zhao et
VI - . al., 2015
mitocondria  con ALB)
Membrana Regulador.del _
. celular transporte activo de  Kendrick
3 GLRX Glutaredoxin +NR . ' Na a través de la etal.,
citoplasmay b 5
mitocondria membrana y 006
transporte de Cu?*
Mitochondrial L .
4 MRPS15 ribosomal protein +NR Mitocondria Sintesis (.je prote|_nas Zhu et
S15 en la mitocondria. al., 2009
5 LUM Lumican +16.52 Region Con_stltuyente del  Higuera et
extracellular medio extracelular  al., 2016
Proteina de
. doblamiento,
Peptidylprolyl Medio necesaria parala  Higuera et
6 PPIA . NR extracelulary . i .
isomerase A citoplasma infeccion por el virus  al., 2016
P HIV (interactGa con
PCK2y eERF1A1)
. . . L Higuera
7 ACTA?2 Actin, alpha2, +19.14 Fllame[nos de Sitio d(? union de la etal,
smooth muscle, aorta actina proteina quinasa
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indice de

N°  Proteina Nombre - Ubicacion Funcién Ref.
expresion
Medio Sitio de union de
. : Zhao et
Superoxide extracelular, iones, responde a
8 SOD3 . -1.77 ; o o al.,
dismutase 3 citoplasmay Cu¢, Zn y a X
. o 2015; 9]
nacleo hipoxia
Interviene en la
muerte celular de
células  tumorales. (Zhao et
Pvruvate kinase Citoplasma Tiene varios sitios de  al., 2015;
9 PKM2 y muscle ' -1.46 n[l)]cleo Y uni6n de cofactores Di
Mg?, K* el pH Quinzio et
modifica su al., 2007

capacidad de unién
(pH inferior a 5.00)

Nota: Los signos (+) se refieren a que la proteina se encontr6 con sobrexpresion respecto a los
valores de referencia) y (-) valores por debajo de la referencia. La sigla NR significa que el

valor no se encuentra reportado

La expresion desregulada de SOD3, PPIA, F7, LUM y IGSF1, ubicadas principalmente en

la matriz extracelular (Human Protein Atlas), sitio donde se proporciona el andamiaje fisico

para que las células tumorales se adhieran y migren (Provenzano et al., 2006) pueden influir

de forma indirecta en los cambios de las propiedades eléctricas de las células cancerosas. De

esta forma la baja expresion encontrada en cancer cervical de superéxido dismutasa 3 (SOD3)

encargada de catalizar la eliminacion de radicales superoxidos (Che, Wang, Wang & Steven,

2015), podria afectar los niveles de hipoxia y las vias que se encuentran reguladas por este

factor como apoptosis, glucolisis, angiogénesis entre otras (Harry, 2002).
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Otra importante desregulacion encontrada es la de la proteina Lumican (LUM) altamente
expresada en cancer cervical (Higuera et al., 2016), la cual cumple un importante papel en la
organizacion de la matriz extracelular (ME) desempefiando un rol clave en el crecimiento e
invasion de las células cervicales cancerosas (Nikitovic, Papoutsidakis, Karamanos, &
Tzanakakis, 2014). Asi mismo las proteinas ubicadas en la matriz extracelular como: el factor
de coagulacion VII (F7), Inmunoglobulina 1 (IGSF1) y la peptidilpropil-isomerasa (PPIA), que
participan en la integracion de multiples vias de sefializacion oncogénicas (Kendrick et al.,
2006; Zhao et al., 2015), ya sea como dianas importantes en la activaciéon de factores de
crecimiento o en la progresion del ciclo celular como es el caso de PPIA (Lu, 2003), pueden
interactuar con los componentes de la ME, y afectar las propiedades eléctricas de las células lo
que se podria evidenciar en los cambios encontrados a bajas frecuencias en el espectro de

impedancia de pacientes con neoplasias cervicales (Das et al., 2015; Miranda et al., 2013).

Por otra parte la desregulacion de MRPS15 y ACCSL proteinas ubicadas en la mitocondria,
que participan en la sintesis de proteinas mitocondriales (Pérez-Martinez et al.,2008), y en la
conversion de acetil CoA en el metabolismo de los acidos grasos (Tong, 2005), son de especial
importancia en este analisis, debido a que los procesos celulares que llevan a cabo pueden
afectar la homeostasis energética (Mendiola y Cruz, 2014) y la produccion de ATP, Ademas
la actina alfa 2 (ACTAZ2) otra de las proteinas presentadas en este grupo, hace parte de los
filamentos de actina que conforman el citoesqueleto, en cancer cervical se encuentra altamente
expresada, posiblemente por las alteraciones que presenta el citoesqueleto en el proceso de
carcinogenesis (Olson & Sahai, 2009). Estas alteraciones encontradas en las células cancerosas
son el resultado de los cambios en la expresion de proteinas, lo que hace que las células

adquieran mayor motilidad favoreciendo los procesos de invasion y metéstasis (Efremov et al.,
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2015). La desregulacion en cancer cervical de estas proteinas ubicadas en la mitocondria y el
citoesqueleto, podrian aportar a los cambios en la conductividad eléctrica del medio intracelular
de las células neoplasicas como lo reporta (Miranda et al., 2013) y que no es posible simular

con soluciones electroliticas debido a la contribucidon electronica del citoesqueleto al medio.

5.4. Conclusiones

El andlisis de la expresion de proteinas en cancer cervical permite establecer una posible
relacion entre su desregulacion y los cambios en las propiedades eléctricas de las células
durante el proceso de carcinogénesis. Se encontrd que los indices de expresion de estas
proteinas encargadas de regular diversos procesos celulares afectan el potencial de membrana,
proliferacion, motilidad y apoptosis celular. De igual forma las interacciones de proteinas
encargadas del transporte de iones como Ca?*, Nal*y K!* a través de la membrana plasmatica
pueden proporcionar mecanismos no canonicos que influyen en las vias de sefializacion

reguladas por la concentracion de estos iones.
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6. Conclusiones

La hipotesis principal que se ha explorado durante el curso de este estudio es que: “Por medio
de medidas de espectros de impedancia eléctrica realizadas en células en suspension se pueden
detectar anomalias bioquimicas asociadas a riesgo de céncer”. En particular, analizar la
relacion entre las anomalias bioquimicas reportadas en células con diferentes patologias y su
efecto sobre las propiedades eléctricas. Al explorar esta hipétesis, se encontraron los resultados

que se listan a continuacion:

e Las células contribuyen significamente a la conductividad de un medio isotonico, lo

que sugiere el intercambio i6nico y metabolico.

e Las células adheridas a una superficie presentan conductividad diferente a las células

en suspension.

e La densidad celular y velocidad de crecimiento no afecta de manera significativa la

conductividad de células adheridas.

e Ladensidad celular afecta el valor de la impedancia sin alterar la forma de los espectros

de impedancia eléctrica de células en suspension.

e Se encontraron diferencias significativas entre la formay area de las células normales,

y HelLa.

e Se propuso un modelo de anélisis de la forma de los elE que permite discriminar los

estados de las células normales de las alteradas.
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El aumento de conductividad del medio extracelular del tejido cervical, esta relacionado
con aumento en las concentraciones de los iones Na'*, K*, Ca?*, CI'", lo que se asocia

con el aumento en el grado de malignidad en cancer.

Desde el punto de vista bioguimico se encontrd: La expresion diferenciada de 11
proteinas relacionadas con canales idnicos que regulan el transporte Ca®*, Nal*y K'* a

través de la membrana como: TRPM2, STM1, PDGFA, eEF1A1, KCNH1 y KCNH4.

Las proteinas de canal KCNH1, PDGFA y S100A9 interaccionan 0 son co-expresadas
con la proteina Tp53 (supresora de tumores). En la mayoria de las celulas tumorales la
proteina TP53 esta inhibida para facilitar la proliferacion celular. Para activar la Tp53
se requiere el aumento de la concentracion de calcio citosolico y posteriormente inducir

apoptosis.

Las proteinas SOD3, PPIA y F7 se encuentran inhibidas al aumentar el grado de
malignidad, estas proteinas estan ubicadas en la matriz intracelular donde se

proporciona el andamiaje fisico para que las células tumorales se adhieran y migren.

Estos resultados nos permiten llegar a la conclusién de que la EIE es una técnica que puede

ser usada para el pretamizaje de cancer de cuello uterino, los cambios observados en los elE de

células cancerosas estan relacionado con los cambios en la concentracion iénica de Nal*, K,

Ca?*, CI*" en el medio extracelular artificial y es consecuencia de la expresion diferenciada de

canales iénico y de proteinas que regulan estos canales.

Cumplido el objetivo de esta investigacion, se recomienda, para una préxima, comprobar

las diferencias entre las propiedades eléctricas de células normales y el modelo biolégico de
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carcinoma cervical (HeLa) a partir de un muestreo celular con un mayor nimero de pacientes
que permita obtener méas datos en las categorias (HSIL, ASCUS y LSIL), esto con el fin de

validar la técnica para su aplicacion clinica.
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Apéndice A

Datos para la determinacion de la viabilidad celular en las cuatro categorias establecidas:

normal, ASCUS, infecciones y cancer.
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Apéndice B

A continuacion, se presentan los valores de area obtenidos de los gréaficos de radar para las

categorias: Normal, HeLa, HSIL, ASCUS e infecciones.
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