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Resumen— La deteccion oportuna de Células Tumorales
Circulantes (CTC) tiene valor clinico durante el tratamiento del
cancer para la prevencion de recidivas y procesos metastasicos.
Tecnologias actuales para deteccion de CTC demandan equipo
y personal especializado pocas veces disponible en centros de
salud de bajos recursos. Se ha propuesto el diseiio de un
biosensor de CTC accesible basado en mediciones de
espectroscopia de bioimpedancia asistida con nanoparticulas
magnéticas. En este estudio se realiza wuna primera
aproximacion a la estimacion de la respuesta en frecuencia de la
bioimpedancia caracteristica de células cancerigenas de mama
ancladas inmunomagnéticamente, se presenta un primer
circuito eléctrico equivalente general que permite modelar las
observaciones experimentales. Los resultados indican que la
respuesta en frecuencia de la bioimpedancia de células
cancerigenas de mama ancladas inmunomagnéticamente
observada experimentalmente puede ser modelada a través de
un circuito equivalente RC serie-paralelo, en el que la resistencia
y capacitancia asociada al citoplasma, membrana celular y
presencia de nanoparticulas magnéticas juegan un papel
relevante.
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1. INTRODUCCION

El cancer de mama es el carcinoma mas comun y
principal causa de fallecimientos de mujeres en todo el
mundo [1]. Dentro del pais la mayor tasa de mortalidad se
localiza en las regiones de escasos recursos; debido a la falta
de oportunidades econémicas para su diagnostico.

Respecto al proceso de diseminacion hematdgena
tumoral, los clones de células cancerosas circulan por el
torrente circulatorio hasta que son eliminadas por
mecanismos inmunoldgicos o encuentran un ambiente
apropiado para proliferar en algin momento, esto Ultimo
ocurre cuando la célula tumoral invade tejido del huésped,
entra en circulacion, evade defensas y termina en 6rganos
blancos donde suele formarse un tumor secundario [2].

Las CTC proceden de epitelio, atraviesan la circulacion
y colonizan dérganos distantes, éstas no estan presentes en la

sangre periférica de los individuos sin enfermedad neoplasica
[3]. Para su estudio, la mayoria de las tecnologias utilizan el
EpCAM, un antigeno de diferenciacion que se expresa en las
células epiteliales y en casi todos los tumores. Las CTC
dependientes de los clones del tumor primario pueden ser
detectadas incluso antes que el tumor donde se originan, y
algunas veces persisten después de que el tumor se haya
extirpado. Es por eso que la determinacion de CTC ayudaria
a estudiar aspectos fundamentales de los tumores, en lo
referente a su diagnostico, extension y prondstico.

[41051(6].

En este sentido, el uso de nanoparticulas brinda nuevas
posibilidades, tanto de diagnostico como de tratamiento de
diversas enfermedades. En el caso del cancer, se usan
nanoparticulas fluorescentes conjugadas a anticuerpos
(nanosondas) para marcar las células tumorales (Fig. 1) y el
nucleo magnético de las nanoparticulas permite la posibilidad
de que sean guiadas y focalizadas a un area especifica, para
cuantificar las células tumorales [7].

Nanosonda
“Nanoparticula Magnética — Anticuerpo”

Proteina
Blanco

Célula Cancerigena

Fig. 1. Representacion del concepto de marcado de células cancerigenas
con nanoparticulas magnéticas acopladas con anticuerpos (nanosondas).

La bioimpedancia consiste en la resistencia a la inyeccion
de corriente eléctrica alterna de una intensidad pequefia en el
material bioldgico, para no modificar su estructura interna. A
través de la espectroscopia de impedancia eléctrica se pueden
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conocer las caracteristicas eléctricas pasivas de los materiales
bioldgicos[8][9].

Tecnologias para deteccion de CTC hasta el momento
disponibles demandan equipo y personal especializado pocas
veces disponible en centros de salud de bajos recursos. El
concepto central de dicha investigacion es adherir
nanoparticulas magnéticas en la superficie de células
cancerigenas a fin de separarlas y anclarlas por método
inmunomagnético en la superficie de un cristal de cuarzo con
electrodos de oro embebidos, lo que representa el fundamento
base de funcionalidad para el biosensor de CTC propuesto.

En éste estudio células tumorales de la linea MCF-7
fueron marcadas con nanosondas “anticuerpo-nanoparticula
magnética” y ancladas por método inmunomagnético, las
mediciones de bioimpedancia se realizaron en el rango de los
100Hz a 1MHz. El objetivo central fue proponer un primer
circuito eléctrico equivalente general que permita modelar
analiticamente la respuesta observada experimentalmente.

1I. METODOLOGIA
Lineas celulares

Se utilizaron células cancerigenas de mama de la linea
MCF-7, las cuales fueron incubadas a 37°C y con una
atmosfera al 5% de dioxido de carbono (CO,). El nimero de
células y viabilidad se evaluaron usando un contador de
células automatico (Countess model, Invitrogen®).

Nanosonda Nanoparticula-Anticuerpo

Se sintetizaron nanosondas utilizando las nanoparticulas
magnéticas  fluorescentes  Nanoscreen MAG/G-ARA
(Chemicell, Inc.), con un tamafio promedio de 100 a 200 nm,
y el anticuerpo monoclonal anti-humano: CD326 (EpCAM).
Se acoplaron a las nanoparticulas a través del método de la
carbodimiida, siguiendo el protocolo descrito en fluid MAG-
ARA (Protocol A10. Chemicel, Inc.) [10].

Incubacion Células tumorales-Nanosonda

La incubacioén se realizé en la combinacion linea celular
MCF-7 con nanosonda EpCAM en 200 pl de solucion buffer
de fosfato (PBS), en concentraciones celulares de 50, 500 y
5000 c/100ul; por simplicidad para este estudio solo se
incluyeron los casos correspondientes a la concentracion de
500 ¢/100pl.

Mediciones de bioimpedancia

Se empled el analizador de impedancia Agilent 4294A.
El sistema se adaptd con un cristal de cuarzo (QSX 301,
Biolin Scientific Inc.) de radio r=9mm con electrodos de oro
embebidos y dispuestos de tal manera que al colocar una
muestra de PBS con células suspendidas, se forma un circuito

cerrado entre ambos electrodos. Las mediciones de
bioimpedancia se realizaron por triplicado en el rango de
100Hz - IMHz a 163 pasos espaciados logaritmicamente.

Fig. 2. Analizador de bioimpedancia Agilent 4294A y biosensor basado en
electrodos de oro embebidos en cristal de cuarzo.

1II. RESULTADOS

Incubacion Células tumorales-Nanosonda

La figura 3 muestra el caso representativo del
acoplamiento nanosonda ‘“anti-EpCAM - Nanoparticula
Magnética” a células cancerigenas de la linea MCF-7
evidenciado a través de la fluorescencia de las nanoparticulas
empleadas.

Fig. 3. Inmunofluorescencia de nanosonda “anti-EpCAM - Nanoparticula
Magnética” adheridas a membrana de células cancerigenas de la linea
MCEF-7 (40X).

Modelo eléctrico equivalente

La figura 4 muestra un esquema representativo del
sistema empleado para medir la bioimpedancia de células
cancerigenas marcadas con nanoparticulas magnéticas, de la
figura se desglosa el modelo eléctrico equivalente que
caracteriza células cancerigenas en suspension ancladas a la
superficie de biosensor a través de método inmunomagnético,
el cual se propuso a partir de la base de modelos eléctricos
reportados para células en suspension [11][12], y como
aportacion original de éste trabajo, la consideracion del efecto
de elemento asociados a la presencia de nanoparticulas con
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propiedades magnéticas, capacitancia de electrodos de oro y
elementos pasivos parasitos propios del sistema de
instrumentacion, asi;
Considerando: G,=/X;

Z1I=R+ /5

=R /5

ARV E

Zeg=2|| 22+ 25

Desarrollando:

zZeq= (X1 X0)+ (R oK) +/A+ 5. (1)
(R1Ro= X\ X))+ (R X+ RIX+R0L)

Donde Z; corresponde a las propiedades celulares: de manera
especifica, R representa la conductividad del citoplasma y C,
la capacitancia de la membrana celular. Por otro lado, la parte
resistiva de Z, se deriva de las propiedades del medio
extracelular donde se refleja la presencia de nanoparticulas
con propiedades magnéticas; y la parte capacitiva es el efecto
de los electrodos de oro. Finalmente, Z3 esta en funcion de las
propiedades resistivas y capacitivas parasitas de la
instrumentacion (véase Fig 4).

Fig. 4. Esquema representativo de sistema para medir la bioimpedancia de
células cancerigenas ancladas magnéticamente y modelo eléctrico
equivalente disefiado y propuesto para caracterizar la bioimpedancia del
sistema.

Mediciones de bioimpedancia

La figura 5 muestra espectros de bioimpedancia
normalizados con respecto al valor maximo (magnitud y fase)
de dos condiciones: PBS y PBS+células cancerigenas MCF-
7 ancladas por método inmunomagnético. Mediciones de
bioimpedancia parecen discriminar células cancerigenas con
respecto al medio PBS a bajas frecuencias, los datos se
presentan en valores promedio y barras de dispersion
(desviacion estandar) de tres mediciones. Para el caso de
mediciones de bioimpedancia en términos de la fase, una
prucba estadistica no paramétrica de comparacion de
medianas para muestras independientes U-MannWhitney
indicé diferencias estadisticamente significativas en el rango

inferior a 1KHz (P<0.05), si bien tal observacion resulta
relevante, se incluy6d unicamente para evidenciar el efecto
diferenciado de la presencia de células cancerigenas con
respecto a su medio basal PBS, por lo que su analisis e
interpretacion esta fuera de los alcances del presente trabajo.

La figura 6 muestra espectros de bioimpedancia
normalizados con respecto al valor maximo (magnitud y fase)
estimados analiticamente en base al modelo eléctrico
equivalente propuesto en (1) para caracterizar la
bioimpedancia de células cancerigenas MCF-7 ancladas por
método inmunomagnético. Al comparar los resultados
obtenidos experimentalmente y simulados se logra observar
que ambos espectros de magnitud y fase son cualitativamente
coherentes, sin embargo los espectro de magnitud presentan
puntos de inflexion desfasados en la frecuencia, los cuales en
principio pueden atribuirse a un efecto (R2Cz)"! diferenciado
en condiciones experimentales con respecto a la propuesta
teorica ideal.

IV. Discusion

En éste estudio se realizé una primera aproximacion a la
estimacion de la respuesta en frecuencia de la bioimpedancia
caracteristica de células cancerigenas de mama de la linea
MCF-7 una vez que fueron marcadas con nanosondas
“anticuerpo-nanoparticula ~ magnética” y ancladas
inmunomagnéticamente a la superficie de un cristal de cuarzo
con electrodos de oro embebidos. El modelo eléctrico
equivalente que se propone para caracterizar tal sistema
corresponde a un arreglo RC serie-paralelo cuya respuesta en
frecuencia se observa morfologicamente coherente con la
respuesta observada experimentalmente, y en el que la
resistencia y capacitancia asociada a las propiedades
eléctricas pasivas del citoplasma, membrana celular y
cambios de conductividad extracelular ligados a la presencia
de nanoparticulas magnéticas juegan un papel relevante.
Factores (RC)! analiticamente estimados parecen demandar
aln ajustes a fin de coincidir con las frecuencias de los puntos
de inflexion observados, tales factores hemos considerado
debe ser ponderado en funcion de las caracteristicas
especificas de todo el sistema y en particular por el efecto
asociado a la presencia de nanoparticulas magnéticas. Asi; el
modelo eléctrico que se presenta ain tiene un alcance de
caracterizacion general del sistema bioldgico en estudio.

Se espera que el circuito eléctrico propuesto permitird
modelar analiticamente condiciones particulares, tales como
el efecto de factores asociados a la concentracion, tipo de
lineas celulares, cambios implicitos en la conductividad
extracelular producto de la concentracion de 6xido de fierro
presente en las nanosondas adheridas a la membrana celular,
capacitancia de electrodos empleados asi como las
impedancias parasitas implicitas en la instrumentacion. Tal
analisis en detalle se ha reservado para un estudio adicional
actualmente en desarrollo.
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Fig. 5. Respuesta en frecuencia de la bioimpedancia de células
cancerigenas de la linea MCF-7 ancladas a la superficie de biosensor a
través de método inmunomagnético. A) Magnitud y B) Fase.

V. CoNcLUSION

El modelo eléctrico que caracteriza la respuesta en
frecuencia de la bioimpedancia caracteristica de células
cancerigenas de mama ancladas inmunomagnéticamente
corresponde a un arreglo RC serie-paralelo. Los elementos
que permiten modelar el circuito eléctrico equivalente son las
propiedades eléctricas celulares, del medio extracelular,
conductividad de nanoparticulas magnéticas, asi como la
resistividad y capacitancia parasita de la instrumentacion. Se
requiere investigacion analitica y experimental adicional que
permitan ponderar el efecto de factores asociados a cambios
en la concentracién celular y nanosondas adheridas a la
membrana celular.
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equivalente propuesto para células cancerigenas ancladas a la superficie de
biosensor a través de método inmunomagnético. A) Magnitud y B) Fase.
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