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Caracterizacion eléctrica de tejido sanguineo
mediante funcion de transferencia

José Francisco Gdmez Aguilar*, J. Jesus Bernal Alvarado®, J. Juan Rosales Garcia™, Manuel Guia
*kk

Calderén™, Teodoro Cérdova Fraga®, Modesto Sosa Aquino*, Francisco Hernandez Cabrera*™*,
Pascual Palomares Anda****

RESUMEN

En este trabajo se presenta un analisis y modelado de espectros de impedancia eléctrica
aplicados al estudio de datos experimentales de tejido sanguineo y sus principales compo-
nentes: glébulos rojos, blancos y plasma. Usando la teoria de circuitos eléctricos se obtie-
nen las funciones de transferencia y la representacion grafica de Bode y Nyquist. Se puede
ver en este trabajo el potencial de la técnica experimental para diferenciar los elementos
que forman al tejido sanguineo, asi como la utilidad de desarrollar modelos precisos para
su analisis.

ABSTRACT

This paper presents an analysis and modeling of electrical impedance spectra applied to
the study of experimental data of blood tissue and its main components: red cells, white
and plasma. Using the electrical circuit theory yields the transfer functions and the graphic
representation of Bode and Nyquist. You can see in this work the experimental technique’s

Recibido: 18 de junio de 2010 potential to differentiate cellular components of blood tissue, and the usefulness of develo-
Aceptado: 23 de noviembre de 2010 ping accurate models for analysis.
INTRODUCCION

La espectroscopia de impedancia eléctrica (IE) se basa en la transmision de una senal eléctrica de corriente al-
terna, la cual induce una oposicién al paso de la misma a través del material de estudio. La IE se describe como
una funciéon compleja dependiente de la frecuencia de la senial de entrada. Experimentalmente se puede medir
su magnitud y fase. Esta técnica ha sido ampliamente empleada en la caracterizacion de multiples materiales
organicos, biolégicos, biomédicos, etc. Particularmente, el tejido sanguineo ha sido objeto de aplicacién de esta
técnica a lo largo de muchos afios. De acuerdo a Rigaud (1994), a principios del siglo XX se comenzé a estudiar
la estructura de los tejidos biolégicos basados en sus propiedades eléctricas, lo que demostré que los tejidos
biolégicos son conductores y su resistencia varia con la frecuencia, Fredix (2009). Los estudios de impedancia
en sistemas biolégicos relacionan generalmente mediciones directas de impedancia y angulo de fase como
funciones de la frecuencia, de la tension o corriente aplicada, Edelberg (1971), Cole (1933) y Stephens (1963).
Cuando la frecuencia es menor o igual a 10 kHz, la corriente no atraviesa la membrana celular y por tanto la
resistencia obtenida es relativa sélo a la masa extracelular, Hernandez (2007). Las técnicas de bioimpedancia
también se han utilizado para obtener las curvas de resistividad eléctrica de tejido cervical en presencia de
cancer invasivo del cuello uterino, Olarte (2010), y en tejido epitelial, Jones (2003).

Palabras clave: Una funcién de transferencia es un modelo matematico que a través de
funcion de transferencia; diagrama de Bode; un cociente relaciona la respuesta de un sistema a una senal de entrada o
impedancia elécrica. excitacion. El cociente formado por los modelos de la sefal de salida respec-
Keywords: to de la sefial de entrada permite encontrar los ceros y los polos, respectiva-
transfer function; Bode diagram; electrical mente. Es decir, representa la region frontera a la que no debe llegar ya sea

impedance. la respuesta del sistema o la excitacién al mismo, Dorf (2000). El diagrama
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de Bode proporciona la representacion grafica de la
magnitud y la fase en funcién de la frecuencia de la
funcién de transferencia, Dorf (2000). La utilidad del
diagrama de Nyquist esta relacionada con el analisis
de estabilidad de los circuitos estudiados y con un
modelo en variable compleja de la impedancia de la
muestra, Dorf (2000).

Las muestras de tejido estudiadas provienen de do-
nadores potenciales obtenidas segiin el protocolo inter-
nacional para manejo de sangre para donaciéon. La san-
gre entera fue separada mediante sedimentacion en sus
componentes basicos: eritrocitos, leucocitos y plasma.

Modelo matematico de la impedancia eléctrica

El estudio de circuitos con corrientes que varian en el
tiempo, en forma sinusoidal, es especialmente impor-
tante. Un voltaje que genera una corriente con éstas
caracteristicas se puede representar como:
V(t)=V,e/®! (1)
Donde V, es la amplitud del voltaje de excitacion,
j= -1, o=2xf, f es la frecuencia temporal de la sefial ar-
monica. Por otra parte, la corriente a través de una rama
que incluya un capacitor eléctrico de capacitancia C, su-
jeto aun voltaje variable en el tiempo es: i(t) = CW' Para
una senal de entrada sinusoidal se puede escribir:
ift) = joC (V,e/) 6 ilt)=(joC)V (). (2
La ultima férmula (2) establece una relacion de
proporcionalidad entre el voltaje y la corriente a tra-
vés de un capacitor, operacionalmente analoga a la
relacion de la ley de Ohm (V=RI), con la particularidad
de poseer factor de proporcionalidad dependiente del
parametro o (frecuencia angular del voltaje aplicado).
Del analisis dimensional de la ecuacion anterior se
desprende que (jwC)! tiene unidades de resistencia
eléctrica, ohms, esto permite establecer la variable
Zc denominada reactancia capacitiva o impedancia
eléctrica de un condensador con capacitancia C y se
interpreta como la oposicién al flujo de corriente al-
terna a través del capacitor. Simbédlicamente:

_1
Zc_jO)C 5 (3)

Circuitos eléctricos equivalentes

Se conoce como circuito equivalente aquél que exhi-
be idénticas caracteristicas (comportamiento) a otro.
Una muestra de estudio, especialmente una de na-
turaleza biolégica, tiene un comportamiento eléctri-
co que puede ser modelado mediante un circuito de
resistencia-capacitancia en paralelo (circuito RC). En
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este caso, las formulas basicas para simplificacion de
circuitos en paralelo nos permiten obtener facilmente
la impedancia eléctrica del modelo como funcién de la
frecuencia de la sefial aplicada:

g 1 %% %4 __R )
1,1 Z+z. ZzZ I+ joRC"
VARNA 7 +1
®R  “C c

Se ha descrito a Z; como el valor de la impedancia
resistiva en paralelo, R. Si se analiza el resultado de
aplicar un voltaje sinusoidal a un circuito RC en para-
lelo, manteniendo fija la amplitud V, pero cambiando
progresiva y paulatinamente la frecuencia de la senal
de excitacion, el primer efecto que puede inferirse es un
cambio en la magnitud de la reactancia capacitiva, en
virtud de la férmula (3). La grafica de la magnitud y fase
de la impedancia eléctrica representa la respuesta a la
frecuencia del sistema eléctrico, ver figura 1. E1 médulo
de la impedancia, |Z.|, es una funcion de la frecuencia,
®, a valores muy altos es practicamente nula:

|z|- —X—. (5)
1+(wRc)

En los sistemas biolégicos la reactancia se asocia
con diversos tipos de polarizacién (separaciéon de car-
gas o gradientes electroquimicos) que son producidos
por membranas celulares y por interfaces celulares.
La reactancia hace que la corriente administrada se
mantenga por debajo del voltaje y se produzca una
fase de retraso, ¢, que matematicamente se obtiene
como la tangente inversa de la parte imaginaria de (4)
entre su correspondiente parte real.

Diagrama de Bode
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Figura 1. En la parte superior se observan los valores que toma el mddulo de Z;
al realizar un barrido en la frecuencia o. En la parte inferior se observan
los valores que toma el angulo de fase como funcién de ®.
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Las curvas obtenidas con los diferentes valores
para el circuito forman parte del conocido diagrama
de Bode. En algunas ocasiones la parte real e imagi-
naria de la impedancia se expresan en términos de
su comportamiento a frecuencias bajas o altas, y se
obtiene lo mostrado en la figura 2.

Diagrama de Nyquist

Eje Imaginario

2

0 0.1 0.2 0.3 04 0.5
Eje Real

Figura 2. Partes real e imaginaria como componentes de la impedancia Z;, mo-
delo de Nyquist; este diagrama muestra la variacion de impedancia en
funcién de la frecuencia.

Modelo matematico de los espectros de impedancia eléctrica

En la medicién de bioimpedancia se aplica un esti-
mulo de tipo eléctrico y posteriormente se analiza la
respuesta que este produce sobre una determinada
regién del organismo. Usualmente, el estimulo es una
sefal de corriente alterna de baja amplitud y se mide
el campo eléctrico o la diferencia de potencial genera-
da entre puntos diferentes del tejido. La relacién entre
los datos del estimulo aplicado y la respuesta obteni-
da permite obtener el espectro de impedancia de los
tejidos. Sin embargo, para poder extraer informacion
util es necesario correlacionar directamente estas me-
didas con algiin mecanismo fisiolégico, parametro ca-
racteristico, variable dinamica, tipo de muestra o bien
ajustarlas a un modelo. En este caso, se emplearon
muestras de diferentes tipos de elementos formes per-
fectamente caracterizadas, Casona (1999).

El diagrama de Nyquist (figura 2), relaciona la im-
pedancia con la frecuencia aplicada, de modo que la
grafica de espectroscopia se asemeje a la parte positi-
va de un semicirculo, Casona (1999).

Sin embargo, el modelo matematico mas simple
que permite describir el comportamiento de los tejidos
biologicos es el modelo de Cole — Cole, formado por un
circuito que tiene una resistencia (R;) un capacitor (C,)

18  Vol. 20 Nimero Especial 3, Diciembre 2010

en paralelo, con una resistencia en serie (Rg) que en
general refleja la resistencia eléctrica de la interface
muestra—electrodo y mantiene un valor despreciable
con respecto a (R,), n representa el orden de la poten-
cia que ajusta mejor al modelo obtenido. Utilizando la
representacion algebraica del circuito mencionado se
puede representar la impedancia total como:
R

ZT= I?S+W:(j(y))n. (6)

Este modelo permite realizar la caracterizacion de los
tejidos con los valores de impedancia medidos con los pa-
rametros del modelo de Cole y con los valores de los com-
ponentes de los modelos de circuitos, Casona (1999).

Tratamiento de las muestras

Las muestras fueron obtenidas en el centro estatal de
la transfusién sanguinea, en Leon, Guanajuato, todas
fueron estudiadas clinicamente segin el protocolo de
sangra para transfusion sanguinea. Eso significa que
se les realizaron pruebas para estar libres de enferme-
dades infecto-contagiosas, tales como VIH, hepatitis,
brucelosis, chagas. Después de la recoleccion se trasla-
daron a 4 grados Celsius al Instituto de Fisica para la
realizacion de los estudios de impedancia eléctrica.

Las poblaciones de células fueron controladas en
su numero mediante un estudio de conteo celular
usando un citometro de flujo tipo Coulter. De esta
manera se supo que no influia la mortalidad de las
células en los resultados.

Desarrollo del experimento y obtencion de espectros

Para la obtencion de los espectros IE de las mues-
tras se utilizé un equipo Solartron® 1260 (figura 3). La
técnica de espectroscopia de IE aplica una diferencia
de potencial entre los dos electrodos haciendo pasar
una corriente alterna de baja potencia a través de la
muestra y esta es comparada con la corriente y voltaje
detectados al salir. Con ayuda de la representaciéon
en el plano complejo se obtienen los valores para la
IE, en amplitud y fase. Es importante el barrido de
frecuencia, puesto que da como resultado el espec-
tro caracteristico de la muestra, que al ser analizados
se pueden comparar con los parametros eléctricos de
un circuito equivalente. La frecuencia utilizada fue de
10 Hz a 100 KHz. Las muestras fueron depositadas en
tiras reactivas Bayer®, directamente a un contenedor,
de uso clinico, recubierto con el anticoagulante EDTA
de marca Vacutainer, de tal forma que no presentan
coagulacién y con capacidad para 2 pL. Un voltaje de
25 mV fue aplicado a través de 2 electrodos integrados
en el contenedor Bayer®.
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Figura 3. Se observa el equipo Solartron 1294 utilizado para medir la impedancia
eléctrica y obtener los espectros de impedancia.

Todos los puntos de prueba son recubiertos de plata
y por tanto es despreciable su contribucion por polari-
zacion, por lo que no se necesitan compensar. Los para-
metros del programa de control se fijaron para realizar
un barrido en frecuencia con una amplitud de voltaje
constante de 25 mV.

En cuanto a los espectros obtenidos, estos exhiben
un comportamiento consistente con un circuito RC
equivalente, no obstante, para este trabajo, no se pre-
sentan ajustes ni simulaciones de este tipo, ya que el
tratamiento tedrico consiste en la caracterizacion de la
funcién de transferencia del sistema.

En la figura 4 se muestra la ventana de visualizacion
de datos que genera el software ZView®, obtenida con el
equipo Solartron® 1294. Se muestra el ejemplo de una
muestra de sangre de un voluntario sano.

ampirt S

10000 10t

.
000 - w0 oo w0

Freauency (H2)
@
"
2w LB
1
0 - - - - 0

o o a0 em s w0 e w w
z Froquency (Hz)

Figura 4. Ejemplo donde se observan las curvas de impedancia mostradas por
el software ZView®, tanto para el diagrama de Nyquist en primer plano,
como para el diagrama de Bode, en segundo.

Funcion de transferencia de datos experimentales

Los datos de la respuesta en frecuencia para un sistema
se pueden obtener en forma experimental mediante una
senal senoidal como entrada y monitorear la salida en
estado estable a fin de determinar el cociente de la mag-
nitud de la salida entre la magnitud de la entrada (éste

DIRECCION DE APOYO A LA INVESTIGACION ¥ AL POSGRADO

es entonces la magnitud) y la diferencia de fase entre la
salida y la entrada. La medicién se repite para varias
frecuencias y, de esta manera, se obtiene la traza de
Bode. Al examinar la traza de Bode se puede identificar
la funcion de transferencia del sistema. Por lo general,
la funcién de transferencia se determina a partir de la
traza de magnitud y la traza de fase se usa para veri-
ficar los resultados, Bolton (2001). Para propésitos de
discusion y para ejemplificar el procedimiento que de-
termina la funcién de transferencia de un conjunto de
datos se tomara el caso mostrado en la figura 5.

o
=
o
2
S Diagrama de Bode
= gf" —&—obtenido de datos
experimentales
-10 *

Fase (deg)
S

Diagrama de Bode
-135 { —&— obtenido de datos

experimentales
B e
101 10° 10° 102

Frecuencia (rad/s)

Figura 5. Ejemplo de trabajo para la obtencion de la funcion de transferencia a
partir del diagrama de Bode (magnitud - fase).

De la figura 6 se puede observar que la pendiente
inicial es cero, de modo que no existe un factor 1/s. Se
tiene un cambio en la pendiente de la asintota de -40
dB/década en una frecuencia de alrededor de 4 rad/s

Diagrama de Bode

220 4
30 4
-40 §

o

;-:’ -50 Diagrama de Bode

2 obtenido de datos

= 60 — experimentales

= e APTOXImacion
01 Asonténica
-80f
o '
-100 EEE— EEEE— E——

Frecuencia (rad/s)

Figura 6. Aproximacion asintética mostrando solo la magnitud en el diagrama
de Bode.
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De esta manera, la funcion de transferencia inclu-
ye el término. )
@

n

s’ +2tosto, (7)

Donde o,= 4 rad/s. El pico es de 4.4 dB por arriba
de las asintotas en el punto de quiebre. Para un pico
de 4,4 dB se tiene un amortiguamiento relativo de 0.3,
Bolton (2001). Por lo tanto la funcion de transferencia
tiene el término:

16

s +2.4s+16° (8)

no existen otros cambios en la pendiente y, asi, la
funcién de transferencia es de la forma:

16K
s +2.4s+16°

donde K representa a la ganancia.

G(s)= 9)

La funcion de respuesta en frecuencia es, entonces:

. 16 K 16K[(16- &) —j 2.4
G(jo)= 2, = [( 2 260) 2Jz m]' (10)
—w +j240+16 16-0") 24w
Por lo tanto, la magnitud es:
|Gje)l 10K (11)

J(16-0%)*+2.4%6° ,

Cuando o tiende a cero, entonces los datos experi-
mentales dan una magnitud de -25 dB. De esta forma:

2010g (168 )=-25, (12)
Con K La funcién de transferencia es:
0.9
GO=gn 4516 (13)

Andlisis de datos, resultados y caracterizacion de espectros

En las figuras de la 7 a la 12 se observan los resulta-
dos experimentales representados en forma de diagra-
ma de Bode y Nyquist. Se estudian los espectros de IE
para eritrocitos, leucocitos y el plasma de tejido sangui-
neo humano, las graficas se representan como puntos
unidos por lineas en las que cada simbolo representa
un dato experimental, el diagrama de Bode incluye la
espectroscopia de 3 muestras diferentes cuyos datos
experimentales son indistinguibles en la escala que se
ha elegido para representarlas. Por otra parte, en los
diagramas de Nyquist se puede observar que son mas
sensibles para mostrar variaciones en los espectros de
muestras similares pero aun en esta representacion se
puede ver que las mediciones sobre el mismo tipo de
célula (eritrocitos) presentan un comportamiento simi-
lar: semicirculos con diametro alrededor a los 150 KQ.
La descripcion de los espectros tanto para leucocitos
como para plasma lleva a una discusiéon similar que
muestra la reproductibilidad del experimento.

20  Vol. 20 Nimero Especial 3, Diciembre 2010

Diagrama de Bode para los Eritrocitos
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10° 10° 102 103 104
Frecuencia (rad/s)

Figura 7. Diagrama de Bode correspondiente a la medicién de eritrocitos.

Diagrama de Nyquist para los Eritrocitos
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Figura 8. Diagrama de Nyquist correspondiente a la medicion de eritrocitos.
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Figura 9. Diagrama de Bode correspondiente a la medicion de leucocitos.
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Figura 10. Diagrama de Nyquist correspondiente a la medicion de leucocitos.

Diagrama de Bode para el Plasma
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Figura 11. Diagrama de Bode correspondiente a la medicion de plasma.
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Figura 12. Diagrama de Nyquist correspondiente a la medicion de plasma.
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Siguiendo con el procedimiento anterior, del diagra-
ma de Bode de magnitud y fase se encontrara la funcion
de transferencia para una medicién de eritrocitos, Rohrs
(1994) y Hassul (1992), la ecuaciéon 14 muestra esta fun-
cién de transferencia, Gg(s), y en la figura 13 se muestra
el diagrama de Bode resultante de la aproximacion.

G(s) -1 (14)

B 7487x10 sH2069x10 '5°-2093x10 ' 5+3454x10
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100

o]
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Magnitude (dB)
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0
45 T T T T ST T T

-90

Phase (deg)

-135

-180
10?
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Figura 13. Diagrama de Bode correspondiente a la funcion de transferencia obte-
nida para los eritrocitos, se observa un cambio en la magnitud respecto
al diagrama original debido a que se representa en decibeles.

En la figura 14 se muestra el diagrama de Bode
resultante de la aproximacion para los leucocitos y la
ecuacion 15 muestra la funcion de transferencia, G(s).

1
G (s)= Y
1) 1887x10'$ 1 5141x10 5 *+9467x10 °s+4317x107°

(15)

Diagrama de Bode para los Leucocitos

100

o
o o

Magnitude (dB)
5

20

o

Frecuencia (rad/seg)

Figura 14. Diagrama de Bode correspondiente a la funcion de transferencia obte-
nida para los leucocitos, se observa un cambio en la magnitud respecto
al diagrama original debido a que se representa en decibeles.
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En la figura 15 se muestra el diagrama de Bode re-
sultante de la aproximacion para el plasma y la ecua-
cién 16 muestra la funcién de transferencia, G(s).

1
 6483x10 $ $904x 10 s=2469x10 '$ —203x 10

G,(s)

5 (16)

Diagrama de Bode para el Plasma

il el el b e e L e e
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-50
-180

225

Phase (de g)

-270
102 10° 104 108 10°
Frecuencia (rad/sec)

Figura 15. Diagrama de Bode correspondiente a la funcion de transferencia obte-
nida para el plasma, se observa un cambio en la magnitud respecto al
diagrama original debido a que se representa en decibeles.

CONCLUSIONES

La IE se muestra eficaz para diferenciar los principales
componentes del tejido sanguineo, esto es evidente en
las figuras 16 y 17, donde se muestran el diagrama de
Bode y de Nyquist para todas las mediciones realizadas.
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Figura 16. Diagrama de Bode correspondiente a la medicion de eritrocitos, leu-
cocitos y plasma.
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Figura 17. Diagrama de Nyquist correspondiente a la medicién de eritrocitos, leu-
cocitos y plasma.

Tanto para los eritrocitos, leucocitos y el plasma
sanguineo forman familias de curvas con parametros
similares (R y C), no obstante que se han obtenido a
partir de tres muestras diferentes (provenientes de tres
donadores distintos). Esta capacidad experimental
puede ser aprovechada con fines de caracterizacion,
estudio e investigacion del tejido sanguineo en la me-
dida en la que sean desarrolladas metodologias teé-
ricas eficaces y rigurosas. En la literatura es comun
encontrar procesos de caracterizaciéon basados en el
ajuste de minimos cuadrados de modelos de circuitos
eléctricos equivalentes sobre los datos experimentales,
incluyendo los modelos de Cole-Cole. En este trabajo
se ha mostrado en detalle una metodologia alternativa
basada en la teoria de circuitos y la obtencion de fun-
ciones de transferencia. Si bien este método ha sido
empleado en el pasado para estudiar sistemas de na-
turaleza biologica su desarrollo no habia sido descrito
con el formalismo y el detalle que aqui se presenta.

Una perspectiva interesante de este trabajo se en-
cuentra en el analisis de similitudes y diferencias en-
tre muestras provenientes de personas sanas y pobla-
ciones con patologias de naturaleza hematolégica, tal
como podria ser el estudio de la leucemia, anemia, la
parasitosis hematolégica, entre otras.
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